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RESUMO

A tese teve o0 objetivo geral de avaliar os niveis de mercurio (Hg) e a composicéo elementar e
isotopica do carbono e do nitrogénio na cadeia alimentar do ecossistema de manguezal atraves
de trés espécies de caranguejos, investigando a relacdo entre habitos alimentares, nivel tréfico
e biomagnificacdo. O estudo foi realizado nas regifes Sudeste (area 1), Nordeste (area 2) e
Norte (area 3) do Brasil, utilizando um manguezal como modelo de estudo para cada regiao.
As areas de estudo foram: area 1 - manguezal do estuario do rio Paraiba do Sul, Rio de Janeiro;
area 2 - manguezal do estuario da Barra do rio Mamanguape, Paraiba; area 3 - manguezal do
estuario de Caeté, Pard. Nos manguezais foram coletadas as espécies de caranguejos (Ucides
cordatus, Aratus pisonii e Goniopsis cruentata), suas provaveis fontes alimentares (folhas
verdes, folhas senescentes e artropodes) e sedimentos superficiais. No capitulo 1 foi apresentada
uma revisdo bibliogréafica sobre a aplicacdo dos is6topos estaveis e as principais ferramentas
acessorias usadas na modelagem das cadeias alimentares aquaticas. Foram evidenciados os
principais pontos criticos e avancos nos modelos estatisticos utilizados em estudos de ecologia
trofica, além de informacdes sobre seus pontos fortes, limitacdes e perspectivas. No capitulo 2
foram abordados as preferéncias alimentares, estrutura tréfica e nicho isotopico dos caranguejos
em cada area de estudo. Os resultados mostraram variagdes entre as espécies e areas, nao sendo
observado um padréo geral na preferéncia alimentar e nicho isotopico dos caranguejos. Tais
informac@es contribuem para um melhor entendimento da ecologia tréfica das comunidades e
sdo fundamentais para 0 monitoramento e conservacgéo de todo o ecossistema, uma vez que as
espécies tem papel significativo na dindmica de nutrientes, matéria organica e fluxo de energia.
O capitulo 3 fecha o trabalho apresentando as concentracdes de Hg total em associacao as razdes
elementares (C:N)a e isotopicas (5°C e 8'°N) nas espécies de caranguejos e nos demais
compartimentos analisados (folhas, artrépodes e sedimento). Os resultados sugerem a
ocorréncia da biomagnificacdo do Hg na cadeia alimentar da &rea 1 e em menor propor¢do na
area 3. A avaliacdo dos niveis de Hg nos caranguejos ndo indica risco direto de consumo pela
populacdo humana. Contudo, em areas com potencial de biomagnificacdo, organismos de niveis
troficos superiores podem vir a ultrapassar as concentragdes de Hg permitidas. Isso reforca a
necessidade de monitoramento constante dos niveis de contaminacdo das regifes costeiras

prevenindo sérios danos a qualidade do ecossistema e a satde humana.
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ABSTRACT

This thesis had an general aim to evaluate the values of mercury (Hg) and the elemental and
isotopic composition of carbon and nitrogen in the food web of the mangrove ecosystem
through three crab species, investigating the relationship between feeding habits, trophic level
and biomagnification. The study was carried out in the Southeast (area 1), Northeast (area 2)
and North (area 3) of Brazil, using one mangrove area as a study model for each region. The
study areas were: area 1 - Mangrove from the Paraiba do Sul River estuary, Rio de Janeiro; area
2 - Mangrove from the mouth of Mamanguape River estuary, Paraiba; area 3 - Mangrove from
the Caeté estuary, Para. The crab species (Ucides cordatus, Aratus pisonii and Goniopsis
cruentata), their probable food sources (green leaves, senescent leaves and arthropods) and
surface sediments were sampled in the mangroves. In Chapter 1 a review of the literature was
presented on the application of stable isotopes and the main accessory tools used in the
modeling of aquatic food chains. Was showed the main critical points and advances in the
statistical models used in trophic ecology studies, besides their strengths, limitations and
perspectives. In Chapter 2 the food preferences, trophic structure and isotopic niche of the crabs
in each study area were discussed. The results showed variations between the species and areas,
not were observed a general pattern in the food preference and isotopic niche of the crabs. This
information contributes to a better understanding of the communities' trophic ecology and is
fundamental for monitoring and conservation of the entire ecosystem, since the species had a
significant role in the dynamics of nutrients, organic matter and energy flow. Chapter 3
concludes the study showing the total Hg concentrations in association with the elemental (C:
N)a and isotopic composition (5*C and §!°N) in crab species and in the other compartments
analyzed (leaves, arthropods and sediments). The results suggest the occurrence of the Hg
biomagnification in the food web of area 1 and to a lesser extent in area 3. The evaluation of
Hg levels in crabs does not indicate direct risks of consumption by the human population.
However, in areas with biomagnification potential, organisms at higher trophic levels may
exceed permissible Hg concentrations for human consumption. This reinforces the need for
constant monitoring of the contamination levels of coastal regions, preventing serious damage

to ecosystem and human health.
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ESTRUTURA DA TESE

A tese é composta de:

(1) Uma introducédo geral, onde é abordada de forma sintetizada a importancia ecologica e
econbmica dos manguezais, descrevendo as espécies de caranguejos usadas no estudo e

finalizando a sessdo com uma abordagem geral do mercurio no ecossistema.

(2) Trés capitulos, onde € apresentada inicialmente uma revisao bibliografica sobre o tema, em
seguida dados relacionados aos habitos alimentares e nicho isotopico dos caranguejos. Por fim,
é feita uma avaliacdo da dinamica do Hg em associagdo com 0s is6topos nos compartimentos
dos manguezais e inferéncias sobre a biomagnificagdo do Hg na cadeia alimentar. Cada capitulo

contém seu proprio resumo, introducao, métodos, resultados, discussdo e conclusdo pertinentes.
(3) Uma discussdo geral, em que os resultados dos capitulos sdo sintetizados em uma
perspectiva mais ampla sobre a biologia dos caranguejos e a dindmica do Hg em cada

manguezal estudado.

(4) Consideragdes finais, em que sao ressaltados os principais pontos do trabalho.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Aspectos ecoldgicos e econémicos do ecossistema de manguezal: um enfoque sobre

0S caranguejos

O manguezal é um ecossistema localizado nas regides costeiras tropicais e subtropicais,
na faixa de transicdo entre o continente e o oceano (Schaeffer-Novelli, 1995; Kathiresan e
Bingham, 2001). A confluéncia de aspectos especificos de ambientes terrestres, marinhos e de
agua doce, cria uma configuracdo singular e Unica que se autorregula (Souza et al., 2018). No
Brasil os manguezais abrangem aproximadamente 13.000 km? de faixas costeiras descontinuas,
0 que representa cerca de 10 % das areas de manguezal do mundo (Spalding et al., 2010). Se
estendem desde Cabo Orange no extremo norte do Estado do Amap, até a regido Sul, na cidade
de Laguna em Santa Catarina. A regido Norte abriga mais de 80% das areas de manguezal do
pais, concentradas nos Estados do Amap4, Para e Maranhdo, enquanto 0s manguezais das
regides Nordeste e Sudeste foram os mais atingidos pela urbanizacéo desenfreada das regides
litoraneas (Spalding et al., 2010).

Os manguezais sdo reconhecidos por sua importancia ecoldgica e socioeconémica,
gerando servicos de alta relevancia a humanidade, principalmente por proporcionar um
ambiente favoravel a alimentagdo, reproducdo e protecdo de diversas espécies marinhas de
interesse econdmico (Schaeffer-Novelli, 1995; Kathiresan e Bingham, 2001; Souza et al.,
2018). Muitas espécies animais sdo atraidas por um dos mais eficientes sistemas de
transformacédo de matéria organica em nutrientes para o meio (Souza et al., 2018). Isso se deve
ao papel relevante dos manguezais na exportacdo da matéria organica produzida, em forma de
serapilheira e material particulado, que formaréo a base da cadeia alimentar das areas costeiras
adjascentes, influenciando diretamente na manutengéo do estoque pesqueiro da regiéo (Alongi,
2009; Kathiresan e Bingham, 2001).

Tanto a fauna quanto a flora do manguezal possuem adaptacdes estruturais e fisioldgicas
especificas que as tornam aptas a lidar com condic¢Bes singulares do ecossistema, como
variacoes diarias de salinidade em funcéo da acéo das marés, sedimento geralmente anoxico e
de consisténcia inconsolidada (Kathiresan e Bingham, 2001; Souza et al 2018). Dentre a fauna
caracteristica do manguezal, os crustaceos representam um dos grupos mais importantes. Os
caranguejos (ordem Decapoda) sdo os principais representantes do grupo, podendo ter habitos
arboricolas, bentdnicos e aquéticos (Souza et al., 2018).

Nos manguezais brasileiros varias espécies de caranguejos se distribuem ao longo da

costa e podem preencher uma variedade de nichos. Dentre estas, podemos destacar o Ucides
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cordatus (Linnaeus, 1763) (familia Ocypodidae), Aratus pisonii (H. Milne Edwards, 1837)
(familia Sesarmidae) e Goniopsis cruentata (Latreille, 1803) (familia Grapsidae) (Figura 1).
Tais caranguejos ocupam manguezais de norte ao sul do pais, com relevante papel ecolégico e
econémico. Se diferenciam em alguns aspectos da ecologia alimentar e histéria de vida, o que
permite sua utilizacdo em estudos que visem uma melhor compreensdo dos processos que
envolvem a ciclagem de elementos no ecossistema (Pinheiro et al., 2005; Pinheiro et al., 2012;
Liraetal., 2013; Hirose et al., 2015; Reis et al., 2015; Pereira et al., 2019).

iR i I T
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()
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Figura 1: Espécies de caranguejos utilizadas no presente estudo. (a) Ucides cordatus, (b)
Goniopsis cruentata, (c) Aratus pisonii.

Os caranguejos U. cordatus, conhecidos popularmente como caranguejo-uca, possuem
expectativa de vida longa, podendo viver em torno de 10 anos (Pinheiro et al., 2005). Atingem
a maturidade sexual entre 2 e 3 anos e seu periodo reprodutivo pode se estender entre 0s meses
de novembro a abril, com picos entre janeiro e margo (Nascimento, 1993; Pinheiro et al., 2005;
Costa et al., 2014). Sdo animais herbivoros que atuam de forma significativa na ciclagem de
nutrientes e bioturbacdo dos sedimentos através da construcdo de suas tocas, além de ser um
dos recursos pesqueiros mais importantes para as comunidades tradicionais costeiras no Brasil
(Koch e Wolff, 2002; Nordhaus, 2004; Christofoletti, 2005; Nordhaus et al., 2006; Kristensen,
2008).

A. pisonii € conhecido popularmente como marinheiro, possui comportamento
arboricola se deslocando entre raizes e troncos das arvores, podendo habitar ainda o ambiente
aquatico por curto periodo de tempo quando em fuga (Yeager et al., 2016). Sdo animais com
expectativa de vida curta (1 a 2 anos) e sua reproducdo ocorre ao longo do ano, com pico em

fevereiro e marco (Liraetal., 2013; Reis et al., 2015). Tem a onivoria como estratégia alimentar
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e sdo um dos poucos caranguejos do mundo capazes de se alimentar das folhas diretamente das
arvores, alcancando o topo do dossel (Erickson et al., 2003; Erickson et al., 2008). Além das
folhas, ha registros da ingestao de pequenos artropodes, algas e tecido morto de animais quando
dispostos entre as estruturas das arvores, sendo apontado como um onivoro oportunista
(Erickson et al., 2004; Erickson et al., 2008; Lopez e Conde, 2013; Riley et al., 2014).

G. cruentata é conhecido como aratu, aratu vermelho ou aratu do mangue (Melo, 1996).
Sao considerados semi-arboricolas, podendo escalar as arvores, permanecer no sedimento e
ocupar as tocas do U. cordatus e 0 ambiente aquatico como uma estratégia de defesa (Menezes
et al., 2012; Lira et al., 2013; Reis et al., 2015; Buranelli, 2016). Sua longevidade é de 1 a 2
anos e sua reproducédo é continua, com picos de janeiro a marco (Lira et al., 2013; Buranelli,
2016). Séo apontados como onivoros oportunistas e generalistas (Andrade et al., 2012; Menezes
et al., 2012). Sua alimentacdo é composta por folhas, pequenos artrépodes e caranguejos vivos
ou mortos (género Uca, A. pisonii e juvenis da propria espécie), além de outros tecidos animais
quando disponiveis no ambiente. Sdo considerados importantes predadores no manguezal
(Botelho, 2004; Lima-Gomes et al., 2011; Andrade et al., 2012). Vale destacar que a
composicao e importancia dos itens alimentares que compde a dieta do aratu ainda néo estao
bem documentadas na literatura, da mesma forma para o A. pisonii (Erickson et al., 2008; Lima-
Gomes et al., 2011; Buranelli, 2016).

As espécies U. cordatus e G. cruentata tém sido apontadas como potenciais
bioindicadoras do estado de conservacdo do ecossistema de manguezal, através de estudos de
contaminacdo que indicaram alteracGes genéticas, citoldgicas e enzimaticas (Davanso et al.,
2013; Duarte et al., 2016, 2017; Ortega et al., 2016). Isso reforca a necessidade de novos estudos
para um melhor entendimento da biologia das espécies, visando a¢es de monitoramento da

qualidade ambiental e conservacdo das regides estuarinas (Souza et al., 2018).

1.2. Mercurio no ecossistema de manguezal: uma abordagem geral

O ciclo biogeoquimico do mercurio (Hg) envolve diversos processos fisicos, quimicos
e bioldgicos, como volatilizagdo, transporte, deposicdo, transformacdes quimicas,
bioacumulacdo e biomagnificacdo (Marins et al., 2004; Driscoll et al., 2013). A atmosfera
funciona como um compartimento receptor do Hg emitido tanto por vias naturais quanto
antropicas. Uma vez na atmosfera, 0 Hg pode permanecer circulando por curtos e longos
periodos sem ser depositado, se dispersando globalmente até condi¢des favoraveis a sua

deposicéo, atuando, assim, como uma fonte difusa (Gustin et al., 2015; Obrist et al., 2018). O
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tempo médio de circulacdo e deposicdo € de 1 ano, mas pode variar de semanas a até 2 anos
dependendo da forma quimica (Schroeder e Munthe, 1998; Gustin et al., 2015). Embora a
atmosfera seja um reservatorio relativamente menor de Hg comparado a outros (ex.: oceanos e
sedimentos), ela é uma importante via pelo qual o Hg € distribuido mundialmente, conferindo
ao elemento a designacéo de poluente global (Driscoll et al., 2013; Gustin et al., 2015).

Na vegetacdo do manguezal as vias de deposicdo atmosférica (Umida e seca) sdo
consideradas as principais fontes de entrada para o elemento (Zhang et al., 2009; Risch et al.,
2017), visto que a absorcdo do Hg pelas raizes contribui somente com cerca de 10% do total
acumulado nas folhas (Bishop et al., 1998). Uma vez nas folhas, o Hg pode ser transferido aos
sedimentos atraves da deposicdo atmosférica (ex.: transprecipitacdo — lavagem do dossel pela
precipitacdo) e da decomposicao da serapilheira (St. Louis et al., 2001; Pokharel e Obrist, 2011,
Wright et al., 2016). No entanto, o conhecimento da relevancia da vegetacdo no ciclo
biogeoquimico do Hg ainda é incipiente (Zhou et al., 2013; Wang et al., 2016). Isso reforca a
necessidade de estudos que integrem diferentes compartimentos e processos em abordagens
sobre a dinamica do Hg nas regides estuarinas.

As fontes de Hg para o sedimento do manguezal englobam o aporte continental, marinho
e atmosférico (Mason et al., 2006; Bergamaschi et al., 2012). Tal compartimento apresenta um
papel importantissimo no controle do Hg nos ambientes aquaticos (Mason et al., 2006; Haris et
al., 2017). Isso se deve a caracteristicas gerais dos sedimentos de mangue que favorecem a
retencdo do Hg e outros metais, como elevada incidéncia de matéria organica, sedimentos finos
e ambiente redutor (Laurier et al, 2003; Lei et al., 2019).

A fracdo majoritaria do Hg encontra-se associada a fase organica (Yu et al., 2012;
Chakraborty et al., 2014; 2015). Este comportamento complexante da matéria organica limita
a mobilidade do Hg, resultando em sua acumulacdo e lenta liberacdo para aguas superficiais
(Lei et al., 2019). As particulas finas do sedimento (silte e argila) também atuam diretamente
no processo de retencdo do Hg devido a sua elevada area superficial que propicia sitios de
adsorcdo e, indiretamente pela presenca de carbono orgéanico e outros substratos geoquimicos,
que aumentam a capacidade de sor¢do dos sedimentos (Yu et al., 2012; Chakraborty et al.,
2014). Outros substratos importantes para o acumulo de Hg sdo os metais formadores de éxidos
(principalmente Fe e Mn) e sulfetos (Mason et al., 2006; Haris et al., 2017). Em ambientes
anaeradbios, os sulfetos praticamente governam a especiacdo, biodisponibilidade e toxicidade
dos metais. A reducdo do enxofre € uma das reacbes mais importantes na retencdo de Hg
(Ravichandran, 2004). Além destes, outros fatores como pH, forca ibnica, potencial redox,

temperatura, teores de oxigénio dissolvido, carbono organico dissolvido e o material
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particulado em suspensdo controlam a especiacdo e biodisponibilidade do Hg no ambiente
(Bergamaschi et al., 2012; Lei et al., 2019).

A toxicidade e biodisponibilidade do Hg irdo variar de acordo com a presenca das
formas organicas, onde o Hg?* encontra-se ligado covalentemente a um radical organico. O
monometilmerctrio (MMHg - CHsHg"), altamente lipofilico, é a forma organica mais toxica
com elevada permeabilidade em membranas bioldgicas, o que confere um potencial
teratogénico ao elemento (Liu et al., 2011). Um dos aspectos mais relevantes do Hg é sua
reconhecida capacidade de sofrer biomagnificacédo, ou seja, ha um enriquecimento de MMHg
a medida que aumenta o nivel trofico na cadeia alimentar do ecossistema (Chen et al., 2008;
Liu et al., 2011). Dessa forma, organismos que ocupam o0 topo da cadeia apresentam elevadas
concentracdes do elemento e, ao terem seus tecidos consumidos, expdem a popula¢do humana
aos efeitos adversos do MMHg, podendo ocasionar sérios danos a saude (Rice et al., 2003;
Dorea et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como objetivo geral avaliar os niveis de mercirio e a composi¢do
elementar e isotdpica do carbono e do nitrogénio na cadeia alimentar do ecossistema de
manguezal através de trés espécies de caranguejos, investigando a relacdo entre habitos

alimentares, nivel trofico e biomagnificacao.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar a assimilacdo alimentar, estrutura ttrofica e amplitude de nicho isotdpico dos
caranguejos Ucides cordatus, Aratus pisonii e Goniopsis cruentata em trés manguezais
distribuidos nas regides Sudeste, Nordeste e Norte do Brasil (Capitulo 2).

Avaliar os niveis de Hg total em associa¢do com a composic¢do isotdpica do C e do N
nas espécies de caranguejos, suas provaveis fontes alimentares (folhas e artropodes) e

sedimento de manguezais localizados em diferentes regides do Brasil (Capitulo 3).

3. PERGUNTAS

Ha variagdes na preferéncia alimentar, estrutura tréfica e amplitude de nicho dos
caranguejos nos manguezais estudados? Ha um padréo geral para as espécies?

Ha& ocorréncia de biomagnificacdo do mercdrio na cadeia alimentar dos manguezais
analisados?

Os niveis de mercurio nos caranguejos podem gerar riscos de consumo pela populacao

humana?
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Capitulo 1 - Revisao Bibliografica

Is6topos estaveis e ferramentas auxiliares usadas como tracadores tréficos em cadeias

alimentares aquaticas
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RESUMO

A estrutura das cadeias alimentares é considerada um atributo fundamental dos ecossistemas e
sua caracterizagdo proporciona um conhecimento intrinseco da dindmica das comunidades. Ao
longo das Ultimas décadas varias abordagens foram aprimoradas permitindo explorar diversos
aspectos das cadeias alimentares. Neste sentido, 0 objetivo desta revisao é descrever a aplicacédo
dos is6topos estaveis e as principais ferramentas acessorias usadas na modelagem das cadeias
alimentares aquaticas, incluindo seus avancos, pontos fortes e limitagdes. As ferramentas mais
usadas com essa finalidade nos estudos de ecologia tréfica sdo os isdtopos estaveis, aliados as
analises de mercurio e de compostos especificos, como aminoacidos e acidos graxos. Além
disso, também sdo discutidos aqui aspectos dos métodos estatisticos aplicados na interpretacdo
desses resultados, como os modelos de mistura isotopico, que sofreram avancos significativos
nas duas Gltimas décadas. Toda ferramenta tem premissas e limitacGes, que devem ser bem
compreendidas pelos pesquisadores. A aplicacdao de multiplos tracadores nos estudos tréficos
fornece informagdes complementares, sendo em muitos casos uma alternativa apropriada para
superar algumas dessas limitagcOes, permitindo expandir o conhecimento das cadeias

alimentares de acordo com o objetivo de cada estudo.

Palavras-chave: is6topos estaveis, modelos de mistura, cadeias alimentares
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INTRODUCAO

As cadeias alimentares podem ser definidas como redes de interagcGes entre
consumidores e seus recursos nutricionais, englobando modelos de fluxo de nutrientes, matéria
e energia nos ecossistemas (Odum, 2004). Abrangem populacgdes, grupos de organismos ou
unidades tréficas que constituem uma das bases primarias do desenvolvimento e avanco dos
estudos ecoldgicos (Thompson et al., 2012; Layman et al., 2015). A partir dos primeiros estudos
em cadeias alimentares (ex., Elton, 1927; Lindeman, 1942) importantes conceitos foram
introduzidos, permitindo o entendimento de processos como fluxo de energia, estimativas de
producdo primaria e relacdes troficas. Uma sintese historica dos estudos da ecologia das cadeias
alimentares pode ser encontrada no trabalho de Layman et al. (2015).

As informacOes atuais sobre o fluxo de energia nos ecossistemas surgiram da
necessidade de gerar dados empiricos sobre a dieta dos consumidores na cadeia alimentar e do
aprimoramento de ferramentas quimicas e técnicas analiticas, como no caso dos is6topos
estaveis (Vander Zander et al., 1997; Layman et al., 2012). Por defini¢cdo quimica, is6topos
estaveis sdo nuclideos ndo radioativos de um mesmo elemento quimico com mesmo nimero de
prétons e elétrons e diferente nimero de néutrons, resultando em distintos nUmeros de massa
(DeNiro e Epstein, 1978; Fry, 2006; Martinelli et al., 2009). As andlises isotopicas tém se
tornado uma ferramenta altamente eficaz para rastrear as fontes de produtividade que abastecem
as cadeias alimentares (ex. habitats, tipos de recursos) e a posi¢do trofica dos consumidores.
Além disso, fornecem informacGes integradas acerca das complexas interacdes entre oS
organismos de forma temporal e espacial, permitindo desenvolver modelos sobre a estrutura
trofica do ecossistema (Post, 2002; Layman et al., 2012).

As raz@es isotopicas mais comumente usadas como tragadores em cadeias alimentares
sdo do carbono (*3C/*2C) e do nitrogénio (**N/**N) (Fry, 2006; Martinelli et al., 2009). Além
destes, isotopos de enxofre (S /%2S) também se mostram eficazes em determinadas condicoes
e tém sido cada vez mais utilizados em estudos tréficos (Carr et al., 2017; Willacker et al.,
2017; Pizzochero et al., 2018). Associado a analise isotdpica, a quantificacdo dos niveis de
mercurio (Hg) tem auxiliado na modelagem vertical das cadeias alimentares (Di Beneditto et
al., 2012; Kherig et al., 2017). Outra abordagem promissora é associar a analise isotopica de
componentes especificos aos estudos, como aminoacidos e acidos graxos, expandindo as
possibilidades de aplicacdo no campo da ecologia trofica (Nielsen et al., 2015; Bertt et al.,
2016; Sardene et al., 2017). Visto que toda ferramenta possui premissas e limitagGes, em muitos
casos a abordagem multipla se torna uma opcéo apropriada, contribuindo para inimeros
avancos nesta area de pesquisa em diferentes ecossistemas (Layman et al., 2012; Brett et al.,

2016).
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Neste sentido, nas Ultimas trés décadas tém se observado um esforco dos pesquisadores
em mudar o enfoque qualitativo dado as primeiras aplica¢des isotdpicas para uma abordagem
mais quantitativa dos dados, ampliando o conhecimento das cadeias alimentares (ex.: Layman
etal., 2007; Layman et al., 2012; Phillips et al., 2014). Com esses avangos, surge a necessidade
de aprimorar os modelos estatisticos visando explorar de forma mais robusta os dados
isotopicos, um esforco que tem sido observado na literatura (ex. Parnell et al., 2010; Bond e
Dimond, 2011; Jackson et al., 2011; Layman et al., 2012; Fry, 2013; Phillips et al., 2014).

Com o desenvolvimento de novas propostas de analise das razdes isotopicas, surge um
guestionamento sobre qual método ou modelo seria mais apropriado. Uma perspectiva mais
eficaz é reconhecer os pontos fortes e incertezas de cada metodologia e suas aplicacdes,
entendendo que cada método é mais ou menos adequado dependendo das circunstancias e
perguntas especificas de cada estudo. Dessa forma, esta revisao tem o objetivo de: (1) descrever
a utilizacdo dos isdtopos estaveis e as principais ferramentas acessdrias usadas na modelagem
das cadeias alimentares aquéticas, suas aplicacdes e pontos criticos, (2) mostrar os avangos dos
principais modelos estatisticos utilizados em estudos sobre a ecologia trofica, reunindo

informacdes sobre seus pontos fortes, limitacOes e perspectivas.

ISOTOPOS ESTAVEIS

As razdes isotopicas expressam a diferenca de néutron contida no nucleo dos isétopos
estaveis mais pesados e mais leves de um mesmo elemento. Por exemplo, a espécie atbmica
13C possui um néutron a mais em seu nicleo comparado a sua forma mais abundante, *2C. Estes
sdo chamados na literatura como is6topos pesados e leves de carbono, respectivamente (Vander
Zanden et al., 1997; Fry, 2006; Martinelli et al., 2009). Dessa forma, os valores isotopicos
comumente reportados na literatura pela notagdo delta (8), exemplo 5'3C, expressam a razéo
dos is6topos pesados pelos leves na amostra a ser analisada em relacdo a uma amostra padrao

internacional, seguindo a seguinte equacao:

o"X = (M]—l *1000

padrdo

Onde X é o elemento quimico a ser analisado, m é a massa do is6topo mais pesado e R
¢ a razdo obtida pelo isétopo mais pesado e mais leve, tanto na amostra quanto no padréo. Os
valores finais sdo expressos em partes por mil (%o) (Vander Zanden et al., 1997; Fry, 2006).

Os primeiros estudos com is6topos estaveis em organismos observaram que os valores
isotopicos dos consumidores refletiam a composigéo isotdpica dos recursos ingeridos, o que foi

melhor explorado através de experimentos com dieta controlada, como os realizados por
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DeNiro e Epstein (1978, 1981). Desde entdo, os isétopos tém sido usados como marcadores
quimicos nos tecidos bioldgicos, registrando o recurso assimilado e ndo somente 0 recurso
ingerido (Fry, 2006). Assim, fornecem informac6es das interagdes troficas, transferéncias de
energia e complexidade das cadeias alimentares. Além disso, sua aplicacdo permite identificar
alteracdes temporais ou espaciais no uso das fontes primarias e na dieta dos consumidores
(Layman et al., 2012; Phillips et al., 2014). Contudo, algumas observagOes devem ser
consideradas. Por exemplo, a partir dos dados isotopicos ndo é possivel identificar os itens
alimentares ingeridos, como no caso da analise do contetido estomacal ou observacéo direta do
forrageamento (Abdurahiman et al., 2010), nem gerar estimativas de biomassa, diferenciando
apenas o padrao da alimentacdo e o nivel tréfico ocupado (Layman et al., 2012). Além disso, é
muito importante ter um conhecimento prévio da historia de vida das espécies estudadas, como
as diferentes fontes alimentares que podem estar presentes na dieta. Informacgdes que podem
ser adquiridas através dos meétodos tradicionais citados acima, mostrando que as ferramentas
podem ser complementares (Di Beneditto et al., 2016; Di Beneditto et al., 2018). Outro ponto
é 0 conhecimento prévio dos recursos basais da cadeia alimentar (do inglés, baseline), que é
um dos pontos limitantes para estimar a estrutura trofica (Fry, 2006).

Nas duas dltimas décadas tem-se observado um aumento do ndmero de trabalhos
publicados associando o0s isotopos estaveis as dietas dos organismos, relagfes troficas e as
cadeias alimentares aquaticas (Figura 1), mostrando 0s avancos nesse campo de pesquisa.
Alguns estudos de revisdo reportaram a mesma tendéncia de aumento de publicacGes
associando a analise isotopica a dieta e a cadeia alimentar de diferentes ecossistemas, como
Layman et al. (2012), Philippsen e Benedito, (2013) e Phillips et al. (2014).
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Figura 1: Namero de artigos publicados nos ultimos 20 anos abordando is6topos estaveis em
cadeias alimentares aquaticas, disponiveis no portal de periddicos da CAPES/MEC. As
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palavras-chaves utilizadas foram “isotope”, “aquatic food chain”, “aquatic food web”, “diet” e
“trophic relationships”.

Algumas premissas viabilizam a aplicacdo das razdes isotopicas em estudos de ecologia
tréfica, como: (1) grupos de produtores primarios, considerados como recursos base da cadeia
alimentar (ex.: fitoplanctons, algas, plantas), apresentam valores isotépicos distintos que
permitem rastrear sua origem, (2) os tecidos dos consumidores refletem a composicao isotopica
da sua dieta e (3) o carater conservativo dos is6topos proporciona uma variagdo constante e
previsivel de seus valores entre os diferentes componentes da cadeia alimentar, processo
conhecido como fracionamento isotépico ou fator de enriquecimento tréfico (Bearhop et al.,
2004; Martinelli et al., 2009; Boecklen et al., 2011). Uma ressalva para a segunda premissa, ja
que muitos fatores podem afetar a assimilacao isotépica do alimento no tecido dos organismos.
Boecklen et al. (2011) listaram fatores bioticos e abidticos que séo fontes de variagido da
composicgdo isotopica nos organismos, que vao desde as propriedades dos consumidores (ex.
tipos de tecido, historias de vida, condigdes fisioldgicas), propriedades dos recursos ingeridos
(ex. conteudo de lipideos e proteinas, concentracdo elementar), propriedades do ambiente (a
nivel de bioma e habitat) e propriedades analiticas (ex. extracdo de lipideos). Com relacdo ao

fracionamento isotdpico, essa é considerada uma das questdes centrais para a interpretacdo
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adequada do fluxo de energia, das inter-relagdes e complexidade da cadeia alimentar (Fry,
2006; Bond e Dimond, 2011; Phillippsen e Benedito, 2013).

De modo geral, a composicgio isotopica 3C possibilita identificar quais produtores
primarios ou fontes organicas formam a base para um determinado consumidor, visto que a
composicao isotdpica dos produtores é assimilada no tecido dos consumidores com um
enriquecimento de < 1 %o a cada nivel trofico, o chamado fracionamento (Vander Zanden e
Rasmussen 2001; Post, 2002). Por outro lado, os is6topos de 31°N permitem avaliar a posicao
trofica de um organismo na cadeia alimentar. Com o avan¢o do nivel tréfico geralmente ha
liberagdo do is6topo mais leve (**N) e retencdo do mais pesado (**N), resultando em um
aumento dos valores de §'°N ao longo da cadeia tréfica (Vander Zanden et al., 1997; Lavoie et
al., 2013). Com isso, suas razdes podem ser usadas para estimar o comprimento das cadeias
alimentares estudadas (Thompson et al., 2012). A cada mudanca de nivel trofico ha um
acréscimo médio estimado de ~3 %o de §*°N. Entretanto, esse valor pode variar muito em funcéo
da espécie, do tecido analisado e de variacGes temporais e espaciais, abrangendo valores entre
~2 e 5%o (Post, 2002; Layman et al., 2012; Hussey et al., 2014).

A composicio isotdpica do enxofre, expressa como 84S, é outra ferramenta cada vez
mais aplicada em estudos tréficos (Connolly et al., 2003, 2004; Carr et al., 2017; Clayden et
al., 2017; Pizzochero et al., 2018). Nos ecossistemas aquaticos, as diferentes formas quimicas
do S (ex. sulfato na coluna d”agua, sulfetos no sedimento) tendem a ter valores distintos de §34S.
A reducio do SO4% aquoso pelas bactérias sulfato-redutoras normalmente resulta na deposico
de compostos de sulfeto no sedimento, que apresentam valores mais baixos de %S, sendo essa
discriminagdo mais pronunciada em ambientes anoxicos. Como resultado, produtores
primérios que utilizam sulfatos da coluna d’agua tendem a ser mais enriquecidos em **S (ex.,
microalgas e fitoplanctons, 5*S médio de ~18 %o), enquanto aqueles que utilizam os sulfetos
oriundos do sedimento s&o mais deplecionados em 34S (ex., plantas de areas alagadas, 5*4S entre
-10 %o e 5 %o) (Connolly et al., 2003, 2004). Como o fracionamento isotopico do S normalmente
€ muito baixo e ndo e considerado, seus valores permitem diferenciar consumidores bentdnicos
e pelagicos em ambientes costeiros, de acordo com as fontes de producdo primaria na cadeia
alimentar. Isso permite a diferenciacdo em ambientes onde ha possivel sobreposicdo de fontes
de matéria organica (McCutchan et al., 2003; Connolly et al., 2003, 2004). Além disso, a
ferramenta pode ser aplicada ainda em espécies que diferem quanto ao uso de habitat,
identificando, por exemplo, movimentos entre guas rasas e profundas ou na investigacao de
espécies migratdrias (Carr et al., 2017; Pizzochero et al., 2018).

Dois pontos criticos devem ser bem avaliados de acordo com o objetivo de cada estudo

para evitar uma interpretacdo ineficaz dos resultados isotopicos. O primeiro € a taxa de
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substituicdo (do inglés, turnover), que consiste no processo de renovagdo ou sintese de novo
tecido biologico a partir de alteracBes na dieta. Reflete o periodo necessario para que o
consumidor integre o sinal isotopico de sua presa. Dessa maneira, as razdes isotopicas no
consumidor sdo um reflexo de diferentes periodos de alimentagéo, devido as distintas taxas de
substituicdo associado ao metabolismo de cada tecido (Hobson e Clark, 1992; Manetta e
Benedito-Cecilio, 2003).

As taxas metabolicas e o tipo de tecido analisado séo fatores chave para uma avalia¢ao
eficiente dos dados isotopicos. Por exemplo, tecidos com maior atividade metabdlica (ex.:
figado e sangue) apresentam taxas de substituicdo mais acelerada, por isso, devem ser aplicados
em estudos que visem um registro recente da dieta (poucos dias) ou em experimentos curtos.
Por outro lado, tecidos com taxas de substituicdo mais lentas (ex.: masculos e 0ssos) devem ser
utilizados em pesquisas com enfoque de médio e longo prazo, respectivamente (Boecklen et
al., 2011; Layman et al., 2012). Além disso, variacdes inerentes ao desenvolvimento dos
organismos e que afetam seu metabolismo, também influenciam nas taxas de substitui¢éo. Esse
é o0 caso de periodos de rapido crescimento corporal, que aceleram a sintese tecidual, ou 0
inverso, eventos que desaceleram o metabolismo, por exemplo, um periodo de restricdo
alimentar (Barnes e Jennings, 2007). Outra questdo € o delineamento amostral, onde
consumidores e suas fontes alimentares devem ser coletados em escalas temporais e espaciais
condizentes com a incorporacgéo do sinal isotopico em seus tecidos. No geral, as fontes devem
ser coletadas antes dos consumidores (Layman et al., 2012; Phillips et al., 2014).

O segundo ponto a ser discutido condiz com uma das premissas da analise isotopica, 0
fracionamento isotopico. Atualmente hd um questionamento quanto ao uso generalizado dos
valores amplamente aplicado nos trabalhos de ecologia tréfica, como os definidos por DeNiro
e Epstein (1978) e Post (2002). Estudos apontam que esses valores podem variar
significativamente em funcdo de alguns aspectos fisioldgicos e ambientais, como: tipo de
ecossistema, tipo de tecido, dieta, posicdo trofica, grupo taxondmico, forma de excrecao
(amdnia, ureia ou &cido Urico) e tratamento das amostras (ex. extracao de lipideos) (McCutchan
et al., 2003; Florin et al., 2011; Phillips et al., 2014). Portanto, o mais apropriado é aplicar de
forma mais restrita, gerando estimativas mais precisas para pequenos grupos de organismos ou
para um consumidor especifico (Phillips et al., 2014). O ideal seria gerar valores proximos ao
real em cada caso por meio de experimentos curtos ou observacdes. No entanto, na maioria das
situagdes essa ndo é uma possibilidade vidvel. Nesses casos, pode-se buscar estimativas mais
robustas em estudos de meta-analise, que utilizam corregdes matematicas para minimizar os
erros inerentes ao uso de valores de fracionamento oriundos de populacbes distintas

(McCutchan et al., 2003; Caut et al., 2009; Phillippsen e Benedito, 2013; Hussey et al., 2014).
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Alguns trabalhos reforgcam a necessidade de novos avancos e estudos experimentais que visem
entender a natureza das variag0es observadas (Caut et al., 2010; Layman et al., 2012; Phillips
etal., 2014).

Desde a concepcdo de nicho ecologico como conjunto de informacdes referentes a
utilizacdo de recursos e habitat dispersos em um espaco multidimensional (Hutchinson, 1978),
0 espaco bidimensional formado na disperséo dos dados isotopicos (ex. §*3C versus §'°N) tem
sido usado para explorar alguns aspectos da teoria dos nichos. Assim, o espago trofico de
espécies ou grupos representaria, em sentido amplo, parte dos nichos ecologicos destes
(Newsome et al., 2007; Newsome et al., 2012). A partir disso surgiu o conceito de “nicho
isotopico”, outro viés utilizado na investigacdo de diferentes questdes relacionadas ao nicho
ecoldgico das espécies. Embora haja distingdes, o nicho isotdpico se assemelha a varios
aspectos do nicho tréfico real, o que permite sua aplicacdo em diferentes finalidades e areas da
ecologia (Di Beneditto e Monteiro, 2016, 2018; Jackson et al., 2012; Layman et al., 2012).

MERCURIO

O mercurio (Hg) é um metal potencialmente tdxico, reportado como contaminante
global devido a seu notavel potencial de circulacdo e deposicéo atmosférica (Wang et al., 2016).
O aumento nos niveis de Hg causa efeitos adversos nos ecossistemas e nas cadeias alimentares
associadas, gerando ainda riscos a saide humana (ex.: Liu et al., 2011; Lavoie et al., 2013).
Nos ambientes aquaticos, a biodisponibilidade é um dos pontos determinantes para insercéo do
Hg nas cadeias alimentares costeiras. 1sso implica na presenca da forma organica e mais toxica,
o metilmercario (CH3Hg™), que pode ser disponibilizado pela converséo da forma inorganica
(Hg*?) em organica principalmente por bactérias sulfato redutoras, processo conhecido como
metilacdo (Correia e Guimardes, 2017). Na biota o metilmercurio é a forma predominante,
podendo variar em torno de ~80 a 90% do Hg total do organismo. Algumas caracteristicas
inerentes ao elemento favorecem sua retengdo nos tecidos biolégicos, como por exemplo:
elevada permeabilidade em membranas celulares, afinidade pelo grupamento sulfidril das
proteinas, elevada absor¢do gastrointestinal, estabilidade, lipossolubilidade e taxa de excrecdo
lenta (~2,8 vezes menor que a forma inorgénica) (Ulrich et al., 2001; Liu et al., 2011).

Uma vez incorporado a biota o0 Hg pode ser bioacumulado (i.e., assimilado e retido nos
tecidos bioldgicos), ou ser biomagnificado (i.e., transferido ao longo dos niveis troficos da
cadeia alimentar). Poucos metais sdo reconhecidamente capazes de sofrer biomagnificacao, o

que implica em concentragdes crescentes de Hg a cada nivel tréfico na cadeia alimentar (ex.:
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detritivoros < herbivoros < onivoros < piscivoros) (Ulrich et al., 2001; Chen et al., 2008; Lavoie
etal., 2013).

Diante da clara ligacdo entre o Hg e a posigdo trofica dos organismos, os estudos
buscaram integrar informacdes sobre o habito alimentar, biomagnificacdo e analises isotdpicas
(Di Beneditto et al., 2012, 2013a; Kehrig et al., 2013; Jones et al., 2014). Como o
enriquecimento de 5'°N tipicamente indica um aumento do nivel tr6fico, muitos trabalhos tém
reportado uma associacdo positiva e significativa entre esses dois parametros (Di Beneditto et
al., 2012, 2013a; Jones et al., 2014; Batista et al., 2016; Kherig et al., 2017). Alem disso, 0s
valores de 5!°N também podem ser usados no célculo de nivel trofico dos consumidores,
permitindo associar esses dados as concentra¢des de Hg e a biomagnificacdo. Um exemplo de
tal associagdo pode ser visualizado na Figura 2.

Outra aplicacdo multipla engloba as concentracdes de Hg e isétopos de C, N e S no
contexto trofico (Clayden et al., 2017; Willacker et al., 2017). A variacio dos is6topos de §*4S
nos ambientes costeiros esta diretamente ligada a atividade das bactérias sulfato redutoras, que
sdo consideradas as principais responsaveis pela metilacdo do Hg (Correia e Guimaraes, 2017,
Willacker et al., 2017). Assim, a utilizacdo de multiplos tracadores pode ser usada para estimar
o0 poder de biomagnificacdo do Hg na cadeia alimentar aquatica, e assim, investigar os impactos
antrdpicos e a qualidade dos organismos comumente ingeridos pela popula¢do humana (Chen
et al., 2008; Kehrig et al., 2013).
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Figura 2: Relacdo entre a concentracdo de mercurio e a posi¢éo trofica dos organismos de uma
cadeia alimentar marinha da costa Sudeste do Brasil. Modificado de Kherig et al. (2017).
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ANALISE DE COMPONENTES ESPECIFICOS - AMINOACIDOS E ACIDOS
GRAXOS

A evolucdo significativa das técnicas tem ampliado as possibilidades de aplicacdo de
maultiplos tracadores para investigar a estrutura das cadeias alimentares. Sendo assim, a analise
de compostos especificos provavelmente é uma das areas com maior potencial de
desenvolvimento futuro (Layman et al., 2012; Nielsen et al., 2015; Sardene et al., 2017). A
determinacdo isotdpica de aminoécidos especificos (AA) é um método relativamente novo
realizado através da anlise isotdpica do nitrogénio (5°N) em aminoacidos individuais (AA-
CSIA, do inglés “Amino acid compound specific nitrogen isotope analysis”), sendo utilizado
para gerar estimativas mais precisas da posicao trofica dos organismos e rastrear oS recursos
basais da cadeia alimentar em situacGes onde h& incertezas associado a analise isotopica
tradicional (Chikaraishi et al., 2014; Thorp e Bows, 2017).

A técnica se baseia no fracionamento isotopico contrastante entre dois grupos de AA
durante o metabolismo. O primeiro grupo ¢ chamado de AA “troficos”, representado pelo acido
glutdmico, &cido aspartico, alanina, leucina, isoleucina, prolina e valina. O grupo tem como
principal representante o acido glutdmico, que geralmente apresenta um fracionamento tréfico
maior e é melhor identificado por cromatografia gasosa. O segundo grupo é citado na literatura
como AA “fontes”, representado pela metionina, tirosina e fenilalanina. Dente estes, a
fenilalanina é a mais utilizada como marcador por apresentar a menor variacdo dos valores de
8N durante a transferéncia tréfica (Bowes e Thorp, 2015; McMahon et al., 2015).

Durante o metabolismo dos AA, o acido glutdmico sofre processos de desaminacdo e
transaminacéo, acarretando em um significante enriquecimento de 5'°N a cada nivel trofico
(fracionamento médio de 8,0%o). Por outro lado, a fenilalanina mantém seu grupamento amina
durante o metabolismo, uma vez que ndo pode ser sintetizada pelo préprio organismo. Dessa
forma, o enriquecimento tréfico da fenilalanina ¢ significativamente menor (média de 0,4%o)
(Bowes e Thorp, 2015; Nielsen et al., 2015). Portanto, a analise isotopica dos AA “fontes” nos
consumidores fornece informagdes sobre 0s recursos basais da cadeia alimentar assimilados em
seus tecidos devido ao pequeno valor de fracionamento entre os niveis troficos. Por outro lado,
a anlise isotopica dos AA “troficos” informa o posicionamento trofico dos organismos dentro
da cadeia alimentar devido ao aumento consistente e relativamente grande dos valores
isotopicos durante a transferéncia trofica (Chikaraishi et al., 2009, 2014).

Comparado a analise de isotopos estaveis tradicional, a aplicacdo de AA-CSIA pode ser
uma alternativa quando ha limitacfes quanto a estimativas precisas do recurso basal da cadeia
alimentar, principalmente em sistemas aquaticos, ou quando as fontes potenciais possuem

valores isotopicos muito proximos. A principal vantagem analitica da AA-CSIA é que um unico
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consumidor contém informac@es tanto da composicgéo isotdpica na base da cadeia, quanto do
namero de transferéncias troficas (Bowes e Thorp, 2015; Nielsen et al., 2015; Blanke et al.,
2017). Isso também elimina em alguns casos necessidade de realizar anélise nos produtores
primarios. Assim, potencialmente menos amostras Sdo necessarias para estimativas de
consumidores de niveis mais elevados na cadeia alimentar. No entanto, geralmente o custo da
andlise de AA-CSIA é mais elevado que a anélise tradicional.

Outra ferramenta potencialmente aplicavel na ecologia trofica é a anélise de acidos
graxos, que sdo éacidos carboxilicos formados por longas cadeias hidrocarbdnicas que
constituem os lipideos, necessarios a uma variedade de funcGes metabdlicas. Quando
consumidos, eles podem ser utilizados como fonte de energia ou serem assimilados no tecido
adiposo do consumidor (principalmente como triglicerol). 1sso permite que os perfis de acidos
graxos provenientes da alimentacdo sejam armazenados nos tecidos dos consumidores de uma
forma previsivel (Dalsgaard et al., 2003; Iverson et al., 2004). Neste sentido, a abordagem
conjunta com as analises isotdpicas traz informagdes complementares aos estudos troficos e
tem sido utilizada nos ecossistemas marinhos (Dalsgaard et al., 2003; Brett et al., 2016; Sardene
et al., 2017) e estuarinos (Hall et al., 2006).

Alguns trabalhos integraram a analise de is6topos estaveis, Hg e &cidos graxos
essenciais para caracterizar cadeias alimentares no ambiente marinho, aprimorando a sele¢ao
de tracadores troficos em estudos futuros (Brewster, 2016; Sardene et al., 2017). Trés &cidos
graxos sdo reconhecidamente considerados essenciais para 0s consumidores e podem ser
aplicados em estudos tréficos, sdo estes: DHA (&cido decosahexaenoico), EPA (acido
eicosapentaenoico) e ARA (&cido araquidbnico). Os dois primeiros constituem o grupo
conhecido como 6mega-3 e o ultimo, dmega-6. Enquanto o ARA se origina principalmente de
areas bentdnicas costeiras, 0 DHA ¢ preservado em toda cadeia alimentar, aumentando seus
niveis a cada posicédo trofica (Dalsgaard et al., 2003; Iverson et al., 2004). A correlagdo com 0s
valores de 5'°N foi reportada por alguns trabalhos (ex. Koussoroplis et al., 2011; Sardene et al.,
2017), o que torna a abordagem aplicavel na estruturacdo das cadeias alimentares.

Vale ressaltar que, embora o uso de maltiplos tracadores (is6topos, Hg e &cidos graxos)
seja informativo, o custo beneficio das analises deve ser levado em consideracdo. A estratégia
de agrupar dados previamente originados com outros propositos, como em estudos nutricionais
(&cidos graxos) e de contaminacdo (Hg), pode ser mais vantajosa. Além disso, as ferramentas
apresentam um forte potencial de aplicacdo no nivel de individuo, podendo ser aplicadas, por
exemplo, em estudos com populagdes de espécies migratorias (Brewster, 2016; Sardene et al.,
2017).
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MODELOS DE MISTURA E NICHO ISOTOPICO

A primeira abordagem para interpretacdo isotdpica no contexto trofico é aplicacdo da
estatistica basica e teste de hipoteses, comparando médias entre grupos, locais ou até entre
escalas temporais (Oulhot et al., 2011). Embora a estatistica basica seja importante, quando
aplicada sozinha sua visdo ecologica é restrita em muitos aspectos, especialmente em cadeias
alimentares complexas (Layman et al., 2012). Assim, os modelos de mistura surgiram como
uma ferramenta mais precisa buscando investigar a contribuicdo relativa de cada item alimentar
que compde a dieta dos consumidores estudados (ex. Phillips e Kock, 2002; Phillips e Gregg,
2003; Phillips et al., 2005). Houve uma evolucdo significativa nas capacidades e sofisticacdo
dos modelos desde sua criacdo e sua progressao tem sido continua (Phillips et al., 2014).

Inicialmente, os modelos de mistura lineares de balanco de massa eram restritos a
sistemas que envolviam um Unico consumidor (ou uma média de multiplos consumidores).
Além disso, o nimero de fontes permitidas era limitado ao nimero de is6topos utilizados mais
um, o que geralmente restringia o nimero de fontes no modelo a 3 (ex.: 83C e §©°N +1 = 3)
(Phillips, 2001; Layman et al., 2012). Outro aspecto limitante é que os primeiros modelos n&o
forneciam medidas de erro e intervalos de confianca, o que restringia os resultados a uma faixa
de valores possiveis de contribuicdo de cada fonte. Assim, Phillips e Gregg (2001)
desenvolveram calculos de propagacdo de erro para cada sistema através do IsoError. Este
modelo estabelece intervalos de confianga em torno das estimativas baseado nas variancias do
consumidor e dos valores isotdpicos das fontes.

Em seguida, o IsoSource surgiu como uma solucdo linear para englobar situacdes que
ultrapassavam o limite de fontes permitidas (Phillips e Gregg, 2003). Neste método, os
resultados sdo exibidos na forma de histogramas de frequéncias ilustrando todas as
contribuicdes viaveis e estatisticas descritivas nas distribuicGes de cada recurso alimentar. O
trabalho de Phillips et al. (2005) buscou aprimorar a técnica simplificando as analises,
sugerindo duas formas de agrupamento de fontes que fossem isotopicamente e ecologicamente
similares. Contudo, o modelo continua tendo limitagdes quanto a variabilidade dos parametros
e na investigacdo de questdes ecoldgicas. Outros modelos foram desenvolvidos logo ap6s o
IsoSource usando algoritmos diferentes, mas foram menos aplicados (Layman et al., 2012;
Phillips et al., 2014).

Outra questdo envolvendo os modelos de mistura lineares é que ndo consideravam as
diferencas nas concentracdes elementares dos recursos ingeridos, assumindo que sdo iguais
(Phillips e Kock, 2002). Embora essa suposi¢éo seja valida para alguns herbivoros e carnivoros,
muitas vezes isso ndo se aplica a animais onivoros e generalistas. Visto que se alimentam de

uma ampla variedade de recursos em diferentes niveis troficos. Neste sentido, o IsoConc foi
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desenvolvido para realizar calculos “dependentes da concentracdo”, incluindo dados da
composicdo elementar das fontes, considerando ainda sua digestibilidade (Phillips e Kock,
2002). Este foi um avanco importante para gerar estimativas cada vez mais precisas sobre a
dieta dos organismos estudados. Contudo, sua aplicacdo pratica em animais generalistas ndo é
tdo simples e, diferente do IsoError, o0 método ndo permite incluir os erros associados ao
processo (Layman et al., 2012; Phillips et al., 2014).

Diante das limitacGes dos modelos lineares padrdo, a estatistica Bayesiana passou a ser
incorporada nos modelos de mistura gerando avancos significativos nas abordagens troficas
(Phillips et al., 2014). O primeiro modelo desenvolvido foi 0 MixSIR (Moore e Semmens,
2008), seguido pelo SIAR (Parnell et al., 2010) e MixSIAR (Stock e Semmens, 2013). Embora
algumas caracteristicas tenham sido aprimoradas (ex. algoritmos, saidas gréficas), a esséncia
dos modelos é semelhante. Ambos integram os célculos de probabilidades nas contribuicdes
relativas em sistemas com diversas fontes, fornecendo ainda os intervalos de credibilidade
solicitados pelo pesquisador. Realizam correcBes através da inclusdo dos valores de
fracionamento isotopico, juntamente com os valores de desvio padrédo associados. Permitem
ainda inserir valores distintos da composicao elementar (ex. C e N) de cada fonte (opcional).
Além destes, Hopkins e Ferguson (2012) criaram o IsotopeR, que integra todos os recursos dos
modelos anteriores usando calculos inteiramente bayesiano, abrangendo medicdo de erros
associados as andlises isotOpicas, dependéncia de concentracdo, correlacdo isotopica e
estimativas a nivel de individuo. Contudo, dentre os modelos citados, o SIAR tem sido 0 mais
aplicado para investigar a assimilacdo alimentar dos organismos de interesse (Parnell et al.,
2013; Phillips et al., 2014). A Figura 3 mostra um exemplo gréfico do SIAR aplicado na
investigacao da assimilacdo de presas na dieta de duas espécies de peixes.
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Figura 3: Exemplo do modelo de mistura SIAR para mostrar a contribuicao (%) das diferentes
presas na alimentacao de duas espécies de peixes (Bagre bagre e Genidens barbus). Modificado
de Di Beneditto et al. (2018).

Muitos avancos também surgiram a partir da exploracdo do espaco formado pela
dispersdo do conjunto de dados isotopicos, possibilitando inferéncias sobre o nicho isotdpico e
varios aspectos da ecologia trofica. Tradicionalmente, estimativas da amplitude de nicho eram
realizadas através da analise do conteddo estomacal e medidas de riqueza e uniformidade
aplicadas em grupos de individuos. Contudo, devido a algumas limitacdes apresentadas por
essas abordagens, 0s is6topos tornaram-se um complemento robusto na investigacao dos nichos
troficos (Bearshop et al., 2004). Neste sentido, Layman et al. (2007) formularam seis métricas
quantitativas geradas a partir da dispersdo dos valores isotopicos, que fornecem informacées
sobre amplitude de nicho e estrutura das cadeias alimentares. De forma simplificada, as
métricas refletem a diversidade tréfica em relagio a distribuicio dos valores de 3'°N e §*°C e,
informam como os individuos das espécies estdo estreitamente relacionados dentro de seus
respectivos nichos. Sdo geradas estimativas quanto a variedade de recursos alimentares
explorados, diversidade e amplitude trofica, redundancia trofica (similaridade) e uniformidade
de distribuicdo dos individuos no espaco de nicho isotdpico.

Um ponto a ser considerado é que as métricas utilizam medidas da area total do poligono
para estimar o nicho trofico, abrangendo todos os valores dispersos no espaco 8*°N e §C,
inclusive os extremos. Entretanto, ao se comparar nichos com tamanhos amostrais distintos a

abordagem ndo é adequada, ja que a area do poligono tenderd a aumentar juntamente com
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numero de amostras. Diante disso, Jackson et al. (2011) sugeriram uma adaptacdo das métricas
de Layman et al. (2007) e para isso criaram uma proposta baseada na inferéncia Bayesiana, o
SIBER (“Stable Isotope Bayesian Ellipses in R”).

O SIBER utiliza como medida da area isotopica, a area de uma elipse padrédo (SEA, do
inglés standard ellipse area). A elipse padréo se baseia na variancia e covariancia dos valores
isotopicos, abrangendo cerca de 40% dos dados, o que representa o nicleo do nicho isotdpico.
Assim, quando se observa sobreposicdo das elipses formadas, significa que 0s grupos
comparados estdo compartilhando 0 mesmo espaco isotopico e, consequentemente, pode ser
usado como medida de sobreposi¢cdo do nicho (Jackson et al., 2011; Knickle e Rose, 2014).
Para isto, os autores recomendam um ndmero amostral em torno de 30. No entanto, ao se
trabalhar com amostras menores pode ser feito uma correcdo no célculo para ajustar a SEA, que
passa a se chamar area da elipse padrdo corrigida (SEAc) (Jackson et al., 2011).

Por considerar a variabilidade existente no processo, essa métrica se torna mais
comparavel entre gradientes espaciais e temporais, ja que os valores extremos passam a nao ter
grande efeito na medida. Além disso, as métricas ndo sdo afetadas por erros associados ao
nimero amostral, o que permite comparar grupos de diferentes tamanhos. Dessa forma, a
abordagem possibilita identificar padrdes gerais entre diferentes sistemas e periodos amostrais
(Jackson et al., 2011; Abrantes et al., 2014). Isso permite, por exemplo, comparar espécies
dentro de uma mesma comunidade (Figura 4-C), em comunidades diferentes (Figura 4-A,B) e

diferentes periodos amostrais ou sazonais (Figura 4-A).

35



(a) Pre-wet

(b) Post-wet

A i 1 ro i® Zambezi
! ! ] ! | * Rianila
g | - j® Ambila
! ! 4 ! | ® Betsiboka
i ! ! |# Tana
o | i | P
- 1 o f 1 |
7] ! ! w P i
a o | ol b e 72
(4 1 1 ]
Eol 3 LS 3 'S
- | 1 | 1 1
z < : | 2 ) 1 9
it [} = 1 o
) s q R =<2 o 1 b8l
el Poy ] Q| o i ezl o
o G414 +3 G My IR
i | i i H
i | i H i
© n n | S |
| | i 1
i | i s ° i
< | | i i
H I H
T T T T T T T T T T T T
-35 -30 -25 =20 -15 -10 =35 -30 =25 -20 -15 -10
0'3C (%o)
B v @ 16, ®)
(=]
. o
o,"’ AN o e
Y % i%e
(S 5 #° oo
z : z bl
° g CEIN Ll
; e ©
° et - o P -
15 14+
-
14 L ) 13 L L ]
-20 -19 -18 -20 -19 -18 -17
at3C 33C
5 ©
o (=]
o
14} s S
- Ay
i 6 L4 .': o
‘.‘\ - .""
o ., . o
Bl o o .- o =)
(=]
- -
-
]2 L Il 1 ]
-19 -18 -17 -16 -15
33C
C =4
M. frontalis
=21
SN (%0)
o -
U. seismelia
~ -
.
Py
T T T T
-22 20 -18 16

S13C (%o0)

Figura 4: Exemplos graficos de estudos usando o SIBER para investigar o nicho isotopico em
distintas situagfes. A: comparando espécies de peixes entre diferentes areas e periodos
sazonais, Abrantes et al. (2014); B: comparando espécies de caranguejos em diferentes areas,
Odintsov e Kiyjasko (2018); C: diferentes espécies de caranguejos dentro de uma comunidade,

Vermeiren et al. (2015).
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As métricas geradas pela abordagem Bayesiana permitem a comparagéo robusta entre
comunidades, que é um dos pontos fortes da técnica. No entanto, algumas ressalvas a sua
aplicacdo devem ser consideradas. Quando aplicadas, por exemplo, em comunidades inteiras
usando medias com pequenos tamanhos amostrais, hd um aumento da incerteza associada.
Assim, mesmo utilizando a SEA corrigida, os autores recomendam um numero minimo de 10
amostras por grupo a ser analisado para mitigar esses efeitos (Jackson et al., 2011). Vale
ressaltar que as estimativas de nicho isotopico ndo devem ser consideradas como medida direta
do nicho ecologico das espécies. Na verdade, devem ser interpretadas como um marcador que
permite inferir sobre aspectos fundamentais do nicho ecologico das espécies ou comunidades
(Jackson et al., 2011; Layman et al., 2012; Phillips et al., 2014).

Uma sintese dos principais modelos e abordagens descritos anteriormente utilizados em
estudos troficos, destacando seus avancos, pontos fortes e limitacGes, pode ser observado na
Tabela 1. Além destes, dois outros modelos Bayesianos podem ser citados, embora sua
aplicacdo nos estudos tréficos ainda ndo tenha se expandido na literatura, como exemplo do
IsoWeb (Kadoya et al., 2012) e do FRUITS (Fernandes et al., 2014).

Mesmo com todos 0s avangos da incorporacdo da estatistica Bayesiana nos modelos
troficos, ainda ha desafios para sua aplicacdo efetiva. Phillips et al. (2014) reuniram algumas
recomendacdes para que 0s modelos de mistura sejam utilizados de forma eficaz na ecologia
tréfica. Primeiramente, os estudos devem apresentar questdes claras, reunir informacdes sobre
o funcionamento do ecossistema e, ter um delineamento amostral que efetivamente englobe a
variabilidade isotopica dos consumidores e suas fontes em escalas temporais e espaciais
apropriadas (considerando por ex., a taxa de substituicdo). Em seguida, os pesquisadores devem
escolher adequadamente os modelos aplicados de acordo com a questdo a ser respondida,
reconhecendo suas premissas e limitacGes. Os autores ressaltam ainda que as decisdes sobre
agrupar ou ndo fontes semelhantes ou incluir a dependéncia de concentracdo nos célculos

podem influenciar nos resultados.
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Tabela 1: Principais avangos nos modelos de mistura aplicados em estudos de cadeias alimentares, destacando seus pontos fontes e limitacdes.

Modelo

Descricao

Pontos Fortes

Limitacoes

Referéncias de Base

Modelos Geométricos

Usa as distancias euclidianas entre a composi¢do
isotopica de consumidores e fontes no espago de

distribuigdo bivariada de §3C e §*°N.

Estima a contribuigdo proporcional de cada fonte.

Célculos simples que requerem
apenas os valores isotdpicos

dos consumidores e presas.

Pode ndo identificar de forma precisa as
contribuigGes, pela possibilidade de multiplas

combinagdes de fontes. Tende a superestimar
espécies de presas raras e subestimar presas
comuns.

Kline et al. (1993)
BenDavid et al. (1997)

Modelos de Mistura

Linear

Usa equacdes lineares de balango de massa

para determinar a proporgdo da contribui¢do de
(n + 1) fontes potenciais
(n = nimero de is6topos do sistema)

Pode fornecer uma contribuigdo exata das fontes para os

consumidores.

Exige relativamente poucos parametros de entrada no

modelo.

Determina somente a contribuigdo para
(n + 1) fontes alimentares potenciais.

N&o abrange sistemas complexos.

Schwarez (1991)

Phillips (2001)

IsoError

Permite incorporar os erros associados e a

correlagdo isotdpica das fontes no modelo.

Estabelece intervalos de confianga em torno das

estimativas nas variancias entre consumidores e presas

N&o engloba muitas premissas. Ndo abrange

sistemas complexos de multiplas fontes.

Phillps e Gregg (2001)

IsoSource

Calcula a distribuicdo das frequéncias e a
contribuicGes das fontes em sistemas que as

fontes ultrapassam (n+1) (n= nimero de is6topos).

Examina todas as possiveis combinagdes que
poderiam resultar no valor isotépico observado e

determina a faixa de contribui¢des possiveis.

Fornece uma solugdo probabilistica e ndo
a proporgdo exata das contribuigdes.

N&o incorpora a variabilidade no modelo.

Phillips e Gregg (2003)
Phillips et al. (2005)

IsoConc

Realiza célculos dependentes da concentragéo.
Inclui a concentragdo elementar das fontes no
modelo (ex. C e N) e digestibilidade.

Assume que a contribui¢do da fonte é proporcional
a sua biomassa multiplicada pela concentragdo
elementar.

Dificil aplicagdo pratica em organismos
generalistas. Ndo permite incluir os erros
inerentes ao modelo.

Phillips e Kock (2002)

MixSIR, SIAR e MixSIAR
Modelos de Mistura

Bayesianos

Examina as distribuigdes de probabilidades
das contribuigdes das fontes, com as incertezas
associadas. Incorpora a variabilidade nos
parametros e fornece um intervalo de

credibilidade.

Engloba sistemas complexos com multiplas

fontes potenciais. Permite incluir desvio padrdo

nas corregdes pelo fator de enriquecimento trofico.

Possibilita incluir informagdes opcionais

(ex. concentragdes elementares)

A interpretacdo dos dados é sensivel a
variagdes no fator de enriquecimento tréfico e

a presenca de fontes muito similares.

Mooree e Semmens (2008)
Parnell et al. (2010)
Stock e Semmens (2013)

IsotopeR
Modelo de Mistura

Bayesiano

A estrutura hierarquica do modelo permite
fazer inferéncias estatisticas a nivel de

individuo na populagdo.

Incorpora os recursos dos demais modelos,
incluindo erros de medigdo, dependéncia

da concentragdo e correlagdo isotopica.

A interpretacdo dos dados é sensivel a
variagdes no fator de enriquecimento tréfico e

a presenca de fontes muito similares.

Hopkins e Ferguson (2012)

SIBER

Modelo Bayesiano

Utiliza métricas quantitativas do espago de dispersdo
isotdpico para inferir sobre a estrutura da
comunidade. Inclui incertezas associadas a
amostragem, gerando medidas robustas da largura

do nicho isotépico ocupado pelas espécies.

As métricas calculadas geram elipses
imparciais em relagdo ao tamanho das amostras’.
Permite comparar grupos com distintos tamanhos

amostrais e nichos isotdpicos, entre diferentes

sistemas e comunidades. Possibilita realizacdo de
estudos de meta-analise.

Recomenda-se um nimero amostral
minimo de 10 por grupo membro

da comunidade.

Jackson et al. (2011)
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo de revisdo foram apresentadas as abordagens principais aplicadas na
ecologia trofica, que podem gerar informagGes precisas e contribuir para o entendimento da
dindmica das comunidades ecoldgicas. Através da aplicacdo das técnicas apresentadas aqui,
pode-se: 1) tracar as fontes de matéria organica na cadeia trofica, 2) determinar a contribuicdo
de cada fonte alimentar na dieta dos organismos, 3) investigar a estrutura vertical das cadeias
alimentares, 4) inferir sobre a utilizacdo de recursos e habitat das espécies estudadas, gerando
estimativas da amplitude do nicho, 5) realizar estimativas e comparagdes robustas através dos
modelos estatisticos atuais.

O pesquisador deve ter em mente que toda ferramenta tem premissas, vantagens e
limitacOes, que devem ser bem compreendidas para uma interpretacdo efetiva dos resultados.
A aplicacdo de multiplas metodologias, assim como se entender a historia de vida dos
organismos e as interacfes entre as espécies, ird proporcionar uma maior compreensdo das
cadeias alimentares. Além disso, as informacGes geradas entre as ferramentas muitas vezes se
complementam, podendo ser uma alternativa mais apropriada para superar algumas limitacoes

e expandir o conhecimento das cadeias alimentares aquaticas.
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Capitulo 2

Isotopic niche and feeding assimilation of crab species in three mangrove regions of

Brazil.
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ABSTRACT

Crabs are among the most important members of mangrove fauna, where they play a
key role in the food chain, nutrient cycling and energy flow in the ecosystem. This study
investigated the food preference, trophic structure and amplitude of the isotopic niche of Ucides
cordatus (Linnaeus, 1763), Aratus pisonii (H. Milne Edwards, 1837) and Goniopsis cruentata
(Latreille, 1803) mangrove crabs from 3 different regions of Brazil. Results of the elemental
ratio (C:N)a, isotopic (8*3C and §*°N) and food assimilation models varied between crab species
and location, reflecting their behavioral adaptations and resource availability within each
ecosystem. In the three communities, no niche overlap was observed between crab species, and
G. cruentata stood out for the greater isotopic niche width and trophic diversity, reflecting its
opportunist and generalist feeding habit. A better understanding of a community’s the trophic
ecology is fundamental for managing the area, maintaining its balance, and guiding

conservation activities in estuarine ecosystems.

Keywords: Isotopic niche; feeding habits; stable isotopes; crabs; mangrove.
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1. INTRODUCTION

Crabs from Ucididae, Sesarmidae and Grapsidae families are among the most abundant
and ecologically important representatives of the mangrove fauna. They play a key role in the
ecosystem’s food chain and energy flow (Kristensen, 2008; Hirose et al., 2015; Kristensen et
al., 2017).

The species Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) has the behavior of excavating galleries
which is an important role contributing to the bioturbation of sediment and providing refuge in
adverse conditions (Koch, 1999; Correia and Guimarées, 2016). This species has a slow growth
rate, reaching sexual maturity between 2 — 3 years of age. Their lifespan is approximately 10
years (Pinheiro et al., 2005; Costa et al., 2014). U. cordatus is primarily herbivorous and has
an important ecological role. They are able to remove between 60 and 80% of the freshly
dropped leaves on the sediment (Schories et al., 2003; Nordhaus et al., 2006) avoiding its
immediate wash off by the tides, and retaining locally, a large part of the organic matter
produced in the mangrove (Koch, 1999; Koch and Wolff, 2002; Christofoletti et al., 2013). In
addition, its intense foraging and processing of the plant material, accelerates the decomposition
process (up to 70%), acting on organic matter and nutrient cycling in the ecosystem (Koch,
1999; Nordhaus et al., 2006; Nordhaus and Wolf, 2007; Buranelli, 2016).

The species Aratus pisonii (H. Milne Edwards, 1837) and Goniopsis cruentata (Latreille,
1803), representatives of the families Sesarmidae and Grapsidae, respectively, are omnivorous
crabs (Linton and Greenaway, 2007; Lima-Gomes et al., 2011; Lopez and Conde, 2013) with
high growth rate and short lifespan (1 — 2 years) (Warner, 1967; Lira et al., 2013; Reis et al.,
2015). A. pisonii is primarily arboreal, with the ability to jump between tree trunks and remain
in the water long enough to avoid predators (Yeager et al., 2016). It feeds mostly on leaves. But
other items supplement their nutritional diet, such as small arthropods, insects, algae and animal
tissues found between the roots and trunks. These crabs are therefore considered opportunistic
omnivorous (Erickson et Al., 2008; Ldépez and Conde, 2013; Riley et al., 2014). The G.
cruentata crabs exploit practically all the microhabitats of the mangrove. They are semi-
arboreal, extremely quick and agile, moving between roots, trunks and the sediment. They are
capable of considerable speed when on the run, and able to live in aquatic environment for a
short time as defense strategy (Cobo and Fransozo, 2003; Reis et al., 2015; Buranelli, 2016).
These crabs are characterized as opportunistic and generalist predators, exploiting most of the
food available in the mangrove (Lima-Gomes et al., 2011; Hirose et al., 2015). They consume

both plant and animal sources, such as insects, live or dead smaller crustaceans of genus Uca
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and A. pisonii, and individuals of their own species (Lima-Gomes et al., 2011; Reis et al., 2015;
Pereira et al., 2019).

In addition to their ecological importance, U. cordatus and G. cruentata are species of
commercial interest, widely consumed in many areas of Brazil (Ibama, 2011; Hirose et al.,
2015). A. pisonii, in turn, plays an important role in the food chain, linking primary production
to higher trophic levels in the role of prey (Erickson et al., 2008; Yeager et al., 2016).

Stable nitrogen (8°N) and carbon (5*3C) isotopes have been important tools in the study of
coastal food chain ecology (e.g., Di Beneditto et al., 2011; Claudino et al., 2013; 2015). Isotopic
values gradually increase with the trophic level. But, the enrichment of 8'°N is more evident
than 813C (Fry, 2006). Thus, the data of §'°N are commonly used in the vertical modeling of
the food chains, while the 6*3C data indicate the carbon sources assimilated in the diet of
consumers (Peterson and Fry, 1987; Layman et al., 2012). Thus, isotopic models, when applied
appropriately, allow the investigation of the food preference and the isotopic niche occupied by
the species within the communities (Jackson et al., 2011; Phillips et al., 2014).

The objective of this study is to investigate the food preference, trophic structure and
amplitude of the isotopic niche of the crabs U. cordatus, A. pisonii and G. cruentata in three
mangroves located in different regions of Brazil. We raised two assumptions: (i) omnivorous
crab species assimilate a greater diversity of food resources and exploit a wider isotopic niche
breadth, (ii) crabs can adapt their eating behavior according to the availability of resources and
specific conditions of the each mangrove ecosystem. This information is important in the
monitoring and conservation activities of the entire ecosystem, since these species play a
significant role in the dynamics of nutrients, organic matter and energy flow (Kristensen, 2008;
Lima-Gomes et al., 2011; Claudino et al., 2015).

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Study Areas

In this study were selected a total of three areas, one per region, located in the Southeast,
Northeast and North of Brazil, and using the mangrove as the study model for each region. The
areas were: Area 1: Southeast-Mangrove from the Paraiba do Sul River estuary, S&o Francisco
do Itabapoana, Rio de Janeiro; Area 2: Northeast-Mangrove from the Mamanguape River
estuary, Rio Tinto, Paraiba; Area 3: North-Mangroves from the Caeté estuary, Braganca, Para
(Figure 1).
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Figure 1: Location of the sampling areas in different regions of Brazil. Area 1 - Mangrove from
the Paraiba do Sul River estuary, Sdo Francisco do Itabapoana, Rio de Janeiro - Southeast; Area 2 -
Mangrove from the Mamanguape River estuary, Rio Tinto, Paraiba — Northeast; Area 3 - Mangroves
from the Caeté estuary, Braganca, Pard — North.

The first area is in the Paraiba do Sul River basin (RPS), an important water resource in
the Southeast region, extending 1,137 km from its headwater to its mouth, covering the states
of S&o Paulo, Minas Gerais and Rio de Janeiro (ICMBio, 2011). The mangrove at the mouth of
the RPS is considered the largest in the northern region of Rio de Janeiro, with an approximate
size of 7.2 km2. The estuary is microtidal, with an average amplitude of 0.8 m (Bernini et al.
2010). The present study was conducted in the mangroves of Gargad, in the Sdo Francisco do
Itabapoana city. Despite anthropic exploitation activities, the mangrove is in a good state of
conservation (Bernini and Rezende, 2004; 2010; 2011).

The second mangrove studied was in the Environmental Protection Area (EPA) of Barra
do Rio Mamanguape, Paraiba. It is an estuary distant approximately 70 km? from the capital
Jo&o Pessoa, occupying an area of thereabout 24 km long and 2.5 km wide. The mangrove areas
cover approximately 60 km? along its shores, near its mouth. The range is mesotidal, with an
average amplitude of 2.7 m (Claudino et al., 2015). It is considered the largest mangrove in the

state of Paraiba and it is in a good state of conservation (ICMBio, 2014) although a few
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anthropic activities, such as sugar cane plantations, shrimp farming and tourism, were recorded
within the EPA (Silvestre et al., 2011; ICMBIo, 2014).

The third study area is in the state of Pard, in the Braganca municipality, 215 km from
the capital Belém. It is located within the Federal sustainable use conservation unit of Caete-
Taperacu Marine Extractive Reserve (RESEX). The region has the second largest continuous
mangrove area in the country, covering 7.600 km? and inhabited by almost 50% of the state's
population (ICMBIo, 2012). The coastal region of Braganga area, covered by mangrove forests
is about 25 km long by 8 km wide. The sampled draining area is about 2.2 km?. The estuary is
macrotidal and can reach up to 5 m (Koch and Wolf, 2002). Its potential for tourism is still not
much explored. Concerning fishery, Braganca presents the third largest production of fish in
the state of Pard, with more than 6,000 tons annually (ICMBio, 2012).

2.2. Sampling

The three species of crabs were collected in the mangroves, as well as their probable
food sources such as: the plant species found (green and senescent leaves), arthropods from the
canopy of the trees (insects and spiders), and sediments. The crabs, leaves and sediments were
sampled during 2015, 2016 and 2017 to the areas 1, 2 and 3, respectively. The insects and
spiders were collected in the mangrove of the Paraiba do Sul River (RJ) and the data were
applied to the models of the other regions.

The crabs were captured manually, using simple hand gathering techniques commonly
used by locals. Due to the size of crabs, it was necessary to group different number of
individuals to obtain the minimum mass needed to perform all analyses. In each of the
mangroves, were captured about 700 individuals of A. pisonii and 50 individuals of U. cordatus
and G. cruentata. A final sample size between 10 - 30 individuals per species was obtained
from each study area. In the laboratory, were measured the individual’s cephalothoracic width
(cm) and its weight (g). The samples were lyophilized, macerated and homogenized for
subsequent chemical analyses.

The green and senescent leaves were collected directly from the trees, separating them
per plant species. In all areas were collected the species in common: Rhizophora mangle L.,
Laguncularia racemosa (L.) Gaertn and Avicennia germinans (L.) Stearn. In addition to these,
in the mangroves of the Mamanguape River (PB), the species of Avicennia schaueriana Stapf
& Leechm. ex Moldenke, was registered and duly sampled. In the laboratory, the leaves were
dried in a circulating greenhouse (at 60°C for approximately 72h) for subsequent grinding and

homogenization. We used a sample number of 30 green leaves and 30 senescent leaves in each
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mangrove. Sediments were collected at 5 random points in each area. For each point, we
collected 3 samples from surface sediment (0-2 cm deep) considered field duplicates, totaling
15 samples per mangrove. In the laboratory, the samples were lyophilized, separated by size
fraction < 2,0 mm and homogenized.

The arthropod sample (insects and spiders) was carried out in the mangrove of the
Paraiba do Sul River (RJ), where the individuals were collected directly from the mangrove tree
canopy, which constitutes an important foraging area of the studied crabs. The collection was
done with the aid of the Entomological umbrella, a trap made using a square of resistant white
fabric (1.0 m x 1.0 m), stretched by two crossed wooden sticks embedded in the tips.

The collected individuals were classified and separated by taxonomic order, because it
IS necessary to group large number of individuals in a single sample to perform the analyses.
The proposed sampling is to characterize the orders possibly consumed and, their role in feeding
omnivorous crabs. After collection, the arthropods were kept in containers labeled and
preserved frozen until screening and processing. From laboratory tests, we found a loss between
40 and 50% of the arthropod mass during lyophilization. Thus, for each analytical sample we
collected enough individuals to compose approximately 1.5 g of dry weight to perform all
analyses. The samples separated per order were worked in triplicates. The most represented
orders sampled in the analyses were: Hymenoptera (represented here by the ants), Araneae and

Lepidoptera.

2.3. Analysis of elemental and isotopic composition of carbon and nitrogen

The determination of the elemental and isotopic composition of dry samples used the
following masses: 2 mg for leaves, 0.5 mg for crabs and 0.45 mg for insects and spiders. The
analyses were performed on the Thermo Finnigan Delta V Advantage Isotope mass
spectrometer coupled to the Elemental Analyzer Flash 2000 (Organic Elemental Analyzer-
Thermo Scientific). The elemental values are expressed as percentages (%), with detection limit
for C and N of 0.05% and 0.02%, respectively. The isotope ratio is expressed the by notation
delta (5) in parts per thousand (%), obtained according to international calibration standards.
We used the carbonate Pee Dee (Belemnite) for carbon and for nitrogen the atmospheric No.

The accuracy of the analysis is 0.1%o.
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2.4. Data analysis

Comparing the data from the analyses of 5'3C, §*°N and Ratio (C:N)s,, the Shapiro-Wilk
and Kolmogorov-Smirnov tests were first applied to evaluate the analysis of variance
hypotheses (normality and homoscedasticity). When the hypotheses were accepted, the
ANOVA test was used, and the averages compared using the Tukey Test. In cases where the
assumptions were not accepted, the non-parametric Kruskal-Wallis test was applied, followed
by the Dunn Test. All comparisons were tested at p <0.05 significance level. These analyses
were carried in the R Development Core Team Program, 2018.

The approach used was Bayesian with an isotope mixing models in the SIAR package
(Stable isotopic Analysis in R — by R Development Core Team, 2018; Parnell and Jackson,
2013) to estimate the relative contribution of each food item in the diet of the crab species in
different areas. In the isotopic mixing models, it is recommended grouping food sources with
similar isotope signatures, the use of representative sources in the diet of consumers and, to
generate more accurate estimates from the factors of Trophic Enrichment (TEFs) (Parnell et al.,
2010; Phillips et al., 2014). In this case, the mixing models consisted of grouped data from
green and senescent leaves for each plant species and arthropods’ orders. As for the TEF values,
in the absence of specific data for the species obtained from experiments with controlled diet,
these estimates can be produced from meta-analysis studies for phylogenetically related
organisms considering the same tissue (Newsome et al., 2007). Thus, TEF values for *C and
3N were calculated based on the equations from the meta-analysis study on groups of
invertebrates (Caut et al., 2009) (A*C=-0.113 §*C —1.916) (A®®™N=-0.311 5'°N + 4.065). The
values calculated for our data were: Area 1: TEF*C=0.97 + 0.35 e TEF'®N=1.47 + 0.57; Area
2: TEF3C=0.71 £ 0.13 e TEF'®*N= 2.44 + 0.47; Area 3: TEF**C=0.70 + 0.14 e TEF*®N=1.66
+0.52.

The quantitative analyses were estimated based on the position of the individuals within
the niche space formed by the dispersion of the crabs’ §*C and §*°N values (Layman et al.,
2007; Jackson et al., 2011) and calculated through functions from the SIBER (Stable Isotope
Bayesian Ellipses in R - Jackson et al., 2011; R Development Core Team, 2018) Bayesian
model. The metrics obtained were: 1) §®°N Range (NR) - indicates the total nitrogen range
exploited by the population; 2) §!3C Range (CR) - provides information about the variability of
food resources consumed; 3) Total area of the convex hull (TA) -corresponds to the niche
dimensions occupied by all individuals; 4) mean distance to centroid (CD) - average Euclidean
distance from each individual to the centroid group (mean values of 8**C and §'°N), which

provides the trophic diversity degree of the species; 5) Mean nearest neighbor distance
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(MNND) — Provides information on the trophic redundancy of species within the community,
where individuals with similar trophic ecology tend to show a lower MNND value compared
to individuals who have greater variability in dietary terms; 6) Standard Deviation of the nearest
neighbor distance (SDNND) — Provides a measure the species’ uniformity within the
community, where the smallest values indicate a more uniform distribution of individuals in

the trophic niche space.

3. RESULTS

3.1. Elemental and isotopic composition of carbon and nitrogen

The isotope composition of the crabs varied according to the area analyzed. Were did
not observe a general pattern for all species. In Area 1, the isotopic values within all species
differed statistically (§3C: ANOVA F = 441.1; p<0.0001; §*°N: F = 119.93; p<0.0001) (Table
1). The first species, U. cordatus, obtained a reduced average signature at 8*C and &'°N
compared to A. pisonii and G. cruentata. The same pattern was observed in Area 3 (5!3C:
ANOVA F = 96.60; p<0.0001; 81°N: F= 354.01; p<0.0001) (Table 1). In Area 2, U. cordatus
and A. pisonii did not differ in their 53C values (p = 0.100), both of which were significantly
different from G. cruentata which was more enriched in §*C (ANOVA F = 47.36; p<0.0001).
Regarding 5'°N data, the three crab species were statistically different (ANOVA F = 229.86;
p<0.0001), with the highest values reported for A. pisonii, followed by G. cruentata and U.
cordatus (Table 1).

Comparing the results between areas, we observed the 5!C values for all crab species
in Area 1 were statistically different from all other regions (Kruskal-Wallis U. cordatus: H =
54.03; p<0.0001; A. pisonii: H =20.58; p = 0.000; G. cruentata: ANOVA F =8.92; p=0.003).
The &N for both crabs U. cordatus and G. cruentata presented different isotopic values in all
areas (Kruskal-Wallis U. cordatus: H = 67.28; p<0.0001, G. cruentata: H = 50.38; p<0.0001).
The A. pisonii, obtained an isotope signature in Area 1 different from the other regions
(Kruskal-Wallis H = 17.98; p = 0.0001), but there was no significant difference in the values of
SN (p = 0.17) in areas 2 and 3 (Table 1).

The data of elemental ratio (C:N)a in Area 1 crabs show that the U. cordatus was the
one species presenting the highest value, statistically different from the other species (Kruskal-
Wallis H = 26.96; p<0.0001). In Area 2, the highest ratio (C:N)a was for A. pisonii. The same
was observed in Area 3, where all species were statistically different (Kruskal-Wallis Area 2:
H=51.98; p<0.0001; Area 3: H=28.50; p<0.0001) (Table 1).
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Table 1: Average isotopic composition values for carbon and nitrogen, the elemental ratio (C:N)s,
carapace width and weight of three crab species in the areas studied.

Areas Species 513C (%0 5 15N (%o) (C:N), Carapace width (cm)  Weight (g)
mean * SD (Min - Max)
U. cordatus -28.0+0.2 aA 7.1+0.9 aA 3.9+0.1 aA 6.5+3.8 (5.7-7.4) 107.6+25.9
1 A. pisonii -24.6£0.3 bA 8.1+0.3 bA 3.5%0.2 bA 2.0+£2.6 (1.5-2.6) 42125
G. cruentata -20.4+2.1 cA 11.6+0.8 cA 3.5+0.2 bA 3.2+3.8 (2.6-4.0) 23.2+7.4
U. cordatus -24.1+0.2 aB 3.7+0.3 aB 4.1+0.1 aB 6.5+0.4 (5.6-7.3) 120.1%21.6
2 A. pisonii -23.7+0.6 aB 7.1+£0.4 bB 45+02 bB 21124 (1.6-2.6) 44+15
G. cruentata -21.9+0.8 bB  6.3+0.7 cB 3.8+0.05cB 4.0+0.3 (3.6-4.7) 26.5+6.0
U. cordatus -24.2+16.1aB 6.1+ 0.6 aC 3.7+01aC 7.9+0.4 (6.4-7.7) 172.6+20.0
3 A. pisonii -23.2+0.2 bB  7.4+0.6 bB 44+01bB 2125 (1.6-2.7) 43+15
G. cruentata -21.9+0.8 cB  9.5+0.4 cC 3.8+0.1cB 4.5+0.5 (3.5-5.6) 41.4+13.2

Lowercase letters indicate significant differences in the species within the same area. Uppercase letters indicate significant
differences comparing the species between areas. Area 1 = Paraiba do Sul River (RJ), Area 2 = Mamanguape River (PB) and,
Area 3 =Braganca (PA).

Figure 2 shows the dispersion of the §'C and 5'°N isotopic values within the crabs and
other compartments analyzed (leaves, sediment, insects and spiders) in the three areas. In Area
1, the alignment of the §*°N values U. cordatus and A. pisonii suggest they share the same
trophic level, while G. cruentata has the trophic position above them. The §*3C for U. cordatus
is shown near the isotope signature for A. germinans senescent leaves and sediment, while A,
pisonii shows a preference for animal resource, represented by Hymenoptera and Araneae
orders.

In Area 2, the U. cordatus is at the same trophic level of the senescent leaves and
sediment, except for leaves of A. germinans. These presented higher N contents and,
consequently, higher §°N values (Appendices). A. pisonii and G. gruentata share the same
trophic level and have proximity in the values of §**C, which is different from the behavior of
these species in Area 1. In Area 3, G. gruentata stands a trophic position above the other crabs,
like the reported for Area 1. U. cordatus present §**C values from its isotope signature closest
to sediment than to senescent leaves. Crabs A. pisonii exhibit a signature of 3*3C near the order

Hymenoptera and, G. cruentata near A. pisonii.
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Figure 2: Relationship between carbon and nitrogen isotopic values in crab species and other

compartments from the analysed mangroves. Lg leaves = green and senescent leaves of L. racemosa; Rh leaves =
green and senescent leaves of R. mangle; Ag leaves = green and senescent leaves of A. germinans; As leaves = green and
senescent leaves of A. schaueriana. Area 1 = Paraiba do Sul River (RJ), Area 2 = Mamanguape River (PB) and Area 3 =
Braganca (PA).
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3.2. Isotopic niche
The measured ellipses areas (standard ellipse area - SEA) within the crabs’ species

varied in width and position of the values of §*C and 5'°N in the dispersion graph for each area
studied. G. cruentata presents ellipses larger than the other species (Figure 3). In Area 1, U.
cordatus presents an ellipse greater than A. pisonii. The inverse was observed in Area 2. Both
species exhibited ellipses with similar sizes in Area 3 (Table 2). However, in the three areas
studied, we observed no niche overlap among crab species (Figure 3, Table 2).

The quantitative metrics used to estimate the width of the crabs’ isotopic niche in the
different areas are presented in Table 2. The trophic preference measure (NR = 3°N range)
indicates trophic diversity among the analyzed consumers. In Area 1, the higher NR value
presented by U. cordatus reflect the difference in the isotopic values of the plant species
consumed, while the G. cruentata values indicate greater trophic diversity in relation to A.
pisonii. The same can be observed in Area 2, although the variation in the §*°N values in the U.
cordatus is lower. In Area 3, the trophic preference measure suggests that U. cordatus and A.
pisonii exploit resources in the same range of trophic amplitude, while G. cruentata explores a
narrower range of 5'°N. In terms of food resource variability (CR = §*3C range), areas 1 and 3
present the greatest variations in CR values compared to Area 2, indicating a greater diversity
of consumed food sources. Comparing the species, G. cruentata presents a greater exploitation
of food resources, with values up to 4 times higher than the other species in areas 1 and 3. In
Area 2, G. cruentata and A. pisonii exploit a variety of similar food sources.

The size of the isotopic niche occupied by all individuals in the dispersion space of §*3C
and 8*°N (TA = convex hull area), showed G. cruentata obtained the highest values, suggesting
more food resources are consumed and assimilated i.e., its greater trophic amplitude. However,
the CD data, which provide additional information on the width of the niche and spacing of the
species, showed G. cruentata differs statistically from the other species in areas 1 and 2. In
Area 3 this difference is not significative (Table 2).
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Table 2: Observed quantitative niche metrics for three species of crabs in mangroves from different
regions of Brazil.
Areas Species NR CR TA CcD MNND SDNND SEAC(%oZ)
U. cordatus  3.06 1.17 223 074a 016a 0.10a 0.59
1 A. pisonii 1.14 0.95 0.6 035a 019a 014a 0.27
G. cruentata  2.36 5.55 365 211b 045b 022D 2.34
U. cordatus 1.47 0.98 086 033a 012a 0.11a 0.23
2 A. pisonii 1.26 2.24 1.08 066a 035b 0175b 0.74
G. cruentata  2.62 2.85 333 091b 027b 0.12a 1.17
U. cordatus 2.1 1.32 1.59 0.60a 0.12a 0.09a 0.56
3 A. pisonii 1.92 0.81 072 052a 030b 015b 0.55
G. cruentata  1.46 4,15 393 078a 024b 021b 1.06
NR= §'°N range; CR= §'3C range; TA= total area of the convex hull; CD= mean distance to centroid; MNND= mean nearest

neighbour distance; SDNND= standard deviation of the nearest neighbour distance; SEAc= Standard Ellipse Area corrected.
Different letters indicate significant statistical differences (ANOVA e F Test, p<0,05).

MNND and SDNND measures inform how the individuals from the species are closely
related within their respective isotopic niches. In Area 1, G. cruentata obtained the highest
values of MNND and SDNND, indicating lower trophic redundancy (less similar) and
uniformity in the distribution of individuals in the niche space. This reflects the greater
amplitude and trophic diversity presented by this species in relation to the others. In Area 2, G.
cruentata and A. pisonii did not differ in relation to trophic redundancy, both are less similar
than U. cordatus. SDNND values indicated A. pisonii was the species with less uniform
distribution. In Area 3, the values suggest that G. cruentata and A. pisonii have a lower trophic

redundancy and uniformity compared to the U. cordatus (Table 2).

3.3. Feeding assimilation

The results of the isotopic mixing model indicate the relative contribution (%) from food
sources assimilated from the diet of studied crabs (Figures 4, 5 and 6). In Area 1, more than
80% of the food assimilated by U. cordatus species was composed of A. germinans leaves
(Figure 4). The predominant food source for A. pisonii (56%) were insects from the
Hymenoptera order, followed by spiders (34%). The species G. cruentata, did not have an
observed preference for a single food source, reinforcing its generalist behavior. The food
sources mostly represented were A. pisonii crabs (25 %) and spiders (22%) (Figure 4).

In Area 2, the U. cordatus crabs showed a clear feeding preference for R. mangle leaves
(90%). While the species A. pisonii showed a similar food assimilation between the order
Hymenoptera and leaves of R. mangle, followed by leaves of L. racemosa. The G. cruentata

crabs exhibited a different feeding behavior from Area 1, suggesting a preference for the plant
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resource, with 56% contribution of R. mangle leaves, followed by the leaves of L. racemosa
(Figure 5).

The food assimilation of the U. cordatus in Area 3 was predominantly of R. mangle
leaves (62%), followed by leaves of L. racemosa (21%) and A. germinans (17%). Data related
to species A. pisonii showed feeding preference for the order Hymenoptera (67%), with no
differentiation in the contribution of the other food sources analyzed. The order Hymenoptera
also showed an important food item in the diet of these crabs in Area 1. The species G.
cruentata, among the food sources analyzed, A. pisonii crabs were preferably consumed and
assimilated, contributing with more than 80% of their diet, followed by spiders (10 %) (Figure
6).
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Figure 4: Contribution from different food sources in the diet of crab species from the Paraiba do Sul

River (RJ) — Area 1. SIAR (Stable isotope Analysis in R) results showing 95, 75 and 25% of the credibility interval.
Average contribution values (%) of each food source are shown above the credibility intervals. Leaves Lg = green and
senescent leaves of L. racemosa; Leaves_Rh = green and senescent leaves of R. mangle; Leaves_Ag = green and senescent
leaves of A. germinans . For U. cordatus only data from senescent leaves were used.
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Figure 5: Contribution from different food sources in the diet of crab species from the Mamanguape
River mangrove (PB) — Area 2. SIAR (Stable isotope Analysis In R) results showing 95, 75 and 25% of the credibility
interval. Average contribution values (%) of each food source are shown above the credibility intervals. Leaves_Lg = green
and senescent leaves of L. racemosa; Leaves_Rh = green and senescent leaves of R. mangle; Leaves_Av = green and senescent
leaves of the genus Aviceniia. For U. cordatus were analyzed only senescent leaves and leaves of the genus Avicennia separated
in: Leaves_Ag = Leaves of A. germinans; Leaves_As = A. schaueriana leaves.
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Figure 6: Contribution from different food sources in the diet of crab species from the Caeté-Taperacu

Resex mangrove in Braganga (PA) — Area 3. SIAR (Stable isotope Analysis In R) results showing 95, 75 and 25%
of the credibility interval. Average contribution values (%) of each food source are shown above the credibility intervals.
Leaves_Lg = green and senescent leaves of L. racemosa; Leaves_Rh = green and senescent leaves of R. mangle; Leaves_Ag =
green and senescent leaves of A. germinans. For U. cordatus only data from senescent leaves were used.
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4. DISCUSSION

The variations found in the values of the elemental and isotopic composition between
species and, the variations found between areas, were attributed to possible food source
availability, the species’ metabolic needs and, their life history traits. These variations are
closely related to the dynamics of each ecosystem and the crabs’ behavioral adaptations
(Stephens and Krebs, 1986; Linton and Greenaway, 2007; Kristensen et al., 2017; Pereira et al.,
2019). This information along with the isotopic niche models contribute with important
knowledge to the ecology of the species and the interspecific relationships within the crab
communities (Jackson et al., 2011; Yakel et al., 2016).

The degree of niche overlap, trophic similarity and uniformity can be used as indicators
of the species’ competitive potential (Newsome et al., 2007; Yakel et al., 2016; Caredu et al.,
2017; Raw et al., 2017). The data from the models showed that the crab populations do not
share the same isotopic niches and they have different trophic habits. Overall, U. cordatus had
the highest trophic redundancy and uniformity in the dispersion of the individuals in the trophic
niche space. G. cruentata in turn, presented lower similarity and uniformity, reflecting the
greater isotopic niche width, the trophic diversity of the species, and the advantages from a
broader range of food sources (Figure 3, Table 2).

Despite all information on the ecologic and economic importance, there are still few
published studies on isotope analyses and eating habits of these crabs in the present study.
Giarrizzo et al. (2011) presented isotopic values of the three crab species in the Curuca
mangrove, in the state of Para. Data from §'°C in U. cordatus (-24.6 + 0.14 %o) and A. pisonii
(-22.1 + 0.2 %o) were closer to those reported in Areas 2 and 3, while §*°N values (5.0 = 1.0 %o
and 6.7 = 0.2 %o0) were lower compared to the present study. The species G. cruentata obtained
a less negative signature of 513C (-18.9 + 0.8 %o) and higher for 61°N (9.2 + 0.7 %o) near Area
3, which is also located in Para state. Pereira et al. (2019) studied the U. cordatus and G.
cruentata crabs in mangroves of the state of Ceara. The isotopic data referring to the U. cordatus
(813C: -24.4 %o and 8™°N: 6.1 %o) was similar to the values observed in Area 3. G. cruentata
showed an average signature of 3*3C -20.6 %o close to the Area 1 values in this study and, :°N
values of 8.8 %o, which were lower than the values observed for Areas 1 and 3 but greater than
Area 2 (Table 1). The species A. pisonii studied by Lacerda et al. (1991) in the Sepetiba Bay,
state of Rio de Janeiro, presented an average value of d3C of -21.5 %o, more enriched in '°C,
than those observed in this present study.

The isotope ratios of C and N in crabs are directly related to the species’ feeding habits

and consequently, to the different food sources consumed and assimilated, along with their
66



trophic positioning in the food web from each ecosystem (Linton and Greenaway, 2007;
Giarrizzo et al., 2011; Kristensen et al., 2017; Pereira et al., 2019). This is better seen in the
dispersion of the isotopic values and the models of food assimilation. Data referring to the U.
cordatus show a preference for the plant species consumed. In Area 1 there is a selection by
leaves of A. germinans (Figure 4), while in the other regions R. mangle was the plant species
most consumed and assimilated (Figures 5 and 6). These preferences may be partly explained
by the predominance of A. germinans and R. mangle in the respective estuaries. Literarure
reference for the dominant species in Area 1 were A. germinans (53% coverage), followed by
L. racemosa (28%) and R. mangle (19%) (Bernini and Rezende, 2011). In the region where the
collections were performed in Area 2, the predominant plant species are R. mangle and A.
schaueriana (Aradjo, 2002). While in the estuary the dominant species in Area 3 were R.
mangle followed by A. germinans (Menezes et al., 2003; Mehlig, 2006).

The feeding preference of U. cordatus was evaluated by other studies, through analyses
of stomach contents (e.g., Nordhaus, 2004; Nordhaus and Wolf, 2007), field and laboratory
experiments (Christofoletti, 2005; Christofoletti et al., 2013). There is no consensus regarding
the preference for a plant species and the maturation state of the leaves (“leaf age hypothesis”
- Giddens et al., 1986; Nascimento, 1993), suggesting an adaptation of the feeding behavior of
crabs according to their nutritional requirements and specific conditions of each ecosystem.
Moreover, there are discussions on the role of sediments in the feeding of crabs, whether they
are ingested accidentally along with the vegetal material or whether they should be considered
a source of nutrition in the diet (Skov and Hartnoll, 2002; Christofoletti, 2005; Nordhaus et al.,
2006; Nordhaus et al., 2009; Lima-Gomes et al., 2011). Since vegetal material is the
predominant food source reported in the analyses of stomach contents of U. cordatus, with the
leaves covering more than 60% of the stomachs (Nordhaus and Wolf, 2007), only this material
was considered in food assimilation analyses herein.

Field experiments suggest U. cordatus while foraging, does not select the leaves per
their species, and transport them all indistinctly to the burrow. The selection process starts after
the storage step, as observed through laboratory experiments showing a higher consumption of
A. schaueriana in a period between 48 and 72 hours (Christofoletti, 2005; Christofoletti et al.,
2013). The study of Nordhaus and Wolf (2007), carried in the same estuary as Area 3, reported
a preference for leaves of R. mangle, which corroborates our food assimilation results.
However, the leaves of the genus Avicennia are considered more nutritious because they possess
higher N content, higher caloric content and low ratio (C:N)a (Christofoletti, 2005; Nordhaus
and Wolf, 2007). The analysis of the feces of U. cordatus revealed a high incidence of leaf

fragments of A. germinans, suggesting the low metabolization of the ingested foliar biomass.
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What is probably related to A. germinans higher fiber content which may difficult the crabs’
chewing and digestion of these leaves (Godoy et al., 1997; Christofoletti, 2005; Nordhaus and
Wolf, 2007). In addition, these leaves presented a lower polyphenols content compared to R.
mangle. Polyphenols are secondary metabolites produced by plants as chemical defense against
herbivory, and it is mainly represented by condensed tannins and other phenols with astringent
properties (Godoy et al., 1997; Kandil et al., 2004). The adaptive mechanisms to deal with
tannins are not yet well understood for Decapoda crustaceans (Linton and Greenaway, 2007).
However, studies suggest that the ability to break down tannins by U. cordatus is due to either
the action of intestinal bacteria or specific endogenous enzymes, both of which can be an
important competitive advantage over the other herbivorous invertebrates (Nordhaus, 2004;
Schmitt, 2006).

Another issue involving the feeding of herbivorous crabs, is the hypothesis of leaf age
(Giddens et al., 1986; Nascimento, 1993), which predicts that crabs store the leaves in their
burrows long enough for a reduction of the content of tannins and an increase in microbial
colonization (fungi and bacteria), contributing with an enrichment of N and a reduction of the
ratio (C:N)a, making the leaves more palatable and nutritious for consumption. However, the
results related to this hypothesis are controversial (Skov and Hartnoll 2002; Linton and
Greenaway, 2007; Kristensen et al., 2017; Pereira et al., 2019). Nordhaus and Wolf (2007) did
not observe differences in the contents of C and N in leaves stored in the burrows and leaves
collected directly from the sediment surface. In addition, in many burrows the leaves were
stored in few quantities and presented feeding marks, suggesting that crabs do not store the
leaves long enough for a considerable increase in the N content and a reduction of the ratio
(C:N)a (Nordhaus et al., 2006).

The results of food assimilation in A. pisonii crabs were consistent with the records from
an omnivorous and opportunistic diet (Erickson et al., 2008; Lopez and Conde, 2013; Riley et
al., 2014). In Areas 1 and 3, crabs showed a clear preference for animal resource, covering
between 80 and 90% of their diet. In Area 2, both animal and plant resources were important
items in the diet of A. pisonii. Among the food sources analyzed, the insects of the order
Hymenoptera were assimilated in greater proportion, followed by the leaves of R. mangle. The
consumption of insects was approached by other studies in a general way. Ldépez and Conde
(2013) reported the direct observation of the capture of a bee (order Hymenoptera) by an adult
A. pisonii crab during sampling.

The crabs of this species are one of the few in the world able to access the top of the
canopy and feed on the leaves directly from the trees (Diaz and Conde, 1988; Erickson et al.,

2008; Lopez and Conde, 2013). Among the plant species, the analysis of leaf damage and
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stomach contents of A. pisonii showed feeding preference for leaves of R. mangle, which in
turn presented about 30-40 times more damage in its leaves compared to L. racemosa and A.
germinans (Erickson et al. 2003; 2004; Feller et al., 2013) thus, corroborating our observations.
Experimental evidence, however, showed A. pisonii commonly supplements its diet with
animal tissue, which is consumed up to 13 times more (Erickson et al., 2008) and assimilated
in greater proportion (~ 58% - Riley et al., 2014) than other resources available, nutritionally
enriching their diet in N and proteins (Erickson et al., 2008; Lopez and Conde, 2013). Riley et
al. (2014) suggests that the inclusion of the animal resource provides a direct improvement in
the crabs’ physiological and reproductive conditions.

Was did not observe a pattern of food assimilation between areas for G. cruentata crabs,
which reinforces the opportunistic and generalist behavior attributed to this species (Kock,
1999; Lima-Gomes et al., 2011; Andrade et al., 2012). In Areas 1 and 3 the animal resource
was predominant over the plant material, covering 60% of the diet in Area 1 and 95% in Area
3 (Figures 4 and 6). In Area 2, an inverse feeding behavior was observed, where leaves
represented 80% of the crab diet (Figure 5). The plasticity in the diet of a species considered
omnivorous and opportunistic among different regions can be expected, since, according to the
“optimum foraging theory” (Emlen 1966; Pyke, 1984), the species will lead the selection of
food sources in order to balance the costs of foraging (e.g., prey meeting rate, handling time
involved, energy required) and benefits (e.g., energy acquired and nutritional quality) in order
to optimize fitness. Kristensen et al. (2017) suggested that crabs with a primary diet in leaves
do not select more prey (animal tissue) than necessary, to optimize the balance between the
energy spent in the time of search, handling of prey (costs) and the ingestion of N (benefit) to
achieve the nutritional requirement favorable to its growth and reproduction. This may be an
explanation for the different dietary behavior of G. cruentata in Area 2, where the high
consumption of leaves in this region would provide a good diet, sufficient in nutritional terms,
without excessive energy expenditure.

The results of food assimilation in Area 2 show a preference for leaves of R. mangle
(56%), which is the dominant plant species in the estuary (Aradjo, 2002) and was also the most
consumed by the other crabs. As for the animal resource, the food items that most contributed
in the diet of G. cruentata were crabs A. pisonii (25% in Area 1 and 80% in Area 3) and spiders
(22% in Area 1 and 10% in Area 3). There are no records in the literature about the importance
of spiders and insects as a source of nutrition, but crabs A. pisonii are reported as potential prey
of G. cruentata (Santos et al., 2001; Botelho et al., 2004), corroborating the observed results.
The alignment of the individuals in the dispersion of §!3C and 5'°N in Areas 1 and 3 (Figure 2)

suggests G. cruentata is in a trophic position above the main assimilated resources, the A.
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pisonii and the spiders. The trophic level difference was reported by Giarrizzo et al. (2011),
where G. cruentata occupies the superior trophic level (TL = 3) in relation to A. pisonii and U.
cordatus (TL = 2).

The stomach contents analysis of G. cruentata was performed by Lima-Gomes et al.
(2011). They identified in the crabs’ stomachs eight categories of food items, indicating the
large trophic role played by the species. For adult crabs, sediment, plant material and insects
were the most frequent items. The plant material was present in more than 60% of the stomachs
along with a high incidence of sediment. The study discusses the importance this item in the
diet of crabs. But they stress that the constant presence of sediment in the stomachs may also
be related to the difficulty of digestion, making therefore uncertain its real importance for the
nutrition of G. cruentata.

The understanding of the trophic ecology of these crab species is essential for
maintaining the equilibrium of estuarine ecosystems. These species have been considered trues
ecosystem engineers (Kristensen, 2008; Lima-Gomes et a., 2011; Aradjo et al., 2012). Due to
the crabs’ macerating and consumption of the plant material, the decomposition process is
accelerated and there is an enrichment of nutrients made available to the environment through
their feces, modifying availability of these resources to microbial and detritivore communities
of the ecosystem (Skov and Hartnoll, 2002; Gutiérrez and Jones, 2006). This behavior is of
fundamental importance for balance in the base of the food web and nutrient cycling in
mangroves. A reduction in the foraging process of these crabs, due to excessive commercial
exploitation, would alter all the nutrient dynamics and decomposition of organic matter causing
serious damage to the ecosystem (Christofoletti, 2005; Lima-Gomes et a., 2011; Araijo et al.,
2012; Hirose et al., 2015; Pereira et al., 2019). Finally, a better knowledge of the crab
community puts us in a better position to detect and manage changes in the trophic ecology of
the ecosystem, such as anthropogenic disturbances from excessive economic exploitation of

mangrove resources.

5. CONCLUSION

The results of elemental (C:N)a, and isotopic (!3C and §'°N) ratios in crabs varied
among species and areas studied, with no general pattern being observed. The isotopic niche
models showed that the crab populations did not share the same niche space and have distinct
trophic habits. The isotopic models of food assimilation for the U. cordatus showed preference

for the plant species consumed in each area. The A. pisonii and G. cruentata crabs showed
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preference for animal sources in Areas 1 and 3 and, for plant material in Area 2. The plasticity
in the diet of omnivorous and opportunistic species, between different regions, can therefore be
expected. A better understanding of the crabs’ trophic ecology is important for monitoring and
conservation of the entire ecosystem, since these species have a significant role in the dynamics

of nutrients, organic matter and energy flow.
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Appendices

Table A.1: Mean values of elemental and isotopic composition of C and N in leaves, sediments and
arthropods from mangroves in different regions of Brazil.

Areas Samples Species / 513C (%0) & 15N (%) (C:N),
Orders
Green L.racemosa -31.5x03a 7,1+x0,2a 356%16a
1 Leaves R. mangle -325+04a 53+0,1a 350+12a
A.germinans -29.3t02a 6,4+0,1a 266+15a
Senescent L racemosa -31.2+04a 6,6%02b 756%+59b
1 Leaves R. mangle -319+02b 4602b 779+44b
A.germinans -285+03b 6,2+02b 33,7+22b
L.racemosa -28.8+0.2a 3,7t0,3a 42018 a
2 Green R. mangle -26.9+03a 43+02a 483+30a
Leaves A.germinans -27.1+t03a 8,6%+0,2a 176+0,8 a
A.schaueriana -27.1+0.1a 55202 a 324+10a
L.racemosa -282+02b 23+0,3b 101,7+4,2b
2 Senescent R. mangle -27.1+03a 25+03b 898+35hb
Leaves A.germinans -27.0£0.2a 8,0+02b 309+15b
A. schaueriana -26.6+0.1b 49+04b 77,0£20b
Green L.racemosa -31.9x03a 51+02a 36,1x1,7 a
3 Leaves R. mangle -31.3+05a 4,7+03a 362+1,7 a
A.germinans -30.9t02a 48%+0,3a 19,3+0,8 a
Senescent L racemosa -31.0+0.2a 43%*03b 703%*25b
3 Leaves R. mangle -30.7+04b 41+03b 77,1+28b
A.germinans -31.2+03 b 57+02b 442+24b
1 X -26.9% 0.3 52+ 04 17.1+ 1.1
2 Sediment X -26.1+0.9 43+0.6 15.9+2.7
3 X -25.8+0.2 42+04 13.9+1.0
Hymenoptera  -24.7+0.4 5.6+0.2 5.5+0.3
Arthropods Araneae -25.9+0.4 8.2+0.8 48+0.2
Lepidoptera -30.9+0.3 8.210.6 1.8+4.2

Different letters show the significant differences between green and scenescent leaves in each area: Area 1 =Paraiba do Sul
River (RJ), Area 2 = mouth of Mamanguape River (PB) and, Area 3 = Braganga (PA).
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Capitulo 3

Mercurio total, composicdo elementar e isotopica (8'3C e 6'°N) de espécies de
caranguejos e compartimentos bioticos e abidticos em manguezais de trés regides do

Brasil: inferéncias sobre biomagnificacéo.
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RESUMO

O presente estudo buscou avaliar os niveis de mercurio total (Hg) em associagdo com
composicdo elementar (C:N)a e isotopica (83C e 6'°N) nos caranguejos Ucides cordatus
(Linnaeus, 1763), Aratus pisonii (H. Milne Edwards, 1837) e Goniopsis cruentata (Latreille,
1803) , suas potenciais fontes alimentares e sedimento de trés manguezais distribuidos em
diferentes as regides do Brasil. Os resultados variaram entre as espécies e regides estudadas.
Na area 1 (regido Sudeste) foram observadas as maiores concentracdes de Hg em todas as
matrizes analisadas. No geral, os caranguejos G. cruentata apresentaram os maiores valores de
Hg, seguido pelo A. pisonii e U. cordatus. Os resultados tém estreita relagdo com 0s habitos
alimentares e o papel funcional dos caranguejos na cadeia alimentar. A associacdo entre 0s
valores de 3°N e Hg sugere a ocorréncia de biomagnificacio na cadeia alimentar da area 1 e
em menor proporcao na area 3 (regido Norte). A avaliacdo dos niveis de Hg nos caranguejos
ndo indica riscos direto de consumo pela populagdo humana. Contudo, 0 monitoramento
constante das regides costeiras se torna necessario para evitar futuros danos a qualidade do

ecossistema e a salde humana.

Palavras-chaves: Mercurio; Is6topos Estaveis; Biomagnificacdo; Caranguejos; Manguezal.
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1. INTRODUCAO

O ecossistema de manguezal se distribui em praticamente toda extensdo costeira do
Brasil e corresponde a segunda maior area de manguezal do mundo (13.000 km?) (Spalding et
al., 2010). Sao ecossistemas altamente produtivos, com relevante papel ecologico e econdmico
(Kathiresan e Bingham, 2001; Alongi, 2009). Desempenham um papel importante no ciclo
biogeoquimico do Hg, atuando como sumidouro do elemento de origem continental ou como
fontes potenciais de Hg para o oceano (Fitzgerald et al., 2007; Chakraborty et al., 2015). A
toxicidade e biodisponibilidade do Hg no ecossistema variam em funcdo da presenca do
monometilmerctrio (CH3Hg", abreviado como MMHg), forma organica e mais tdxica do
elemento, que pode representar entre 80 e 90% do Hg total do organismo (Liu et al., 2011).
Uma vez ingerido pelos consumidores, 0 MMHg é rapidamente absorvido pelas membranas do
trato digestivo dos animais e, assim, tem sua concentracdo aumentada ao longo dos niveis
troficos da cadeia alimentar, processo conhecido como biomagnificagcdo (Chen et al., 2008; Liu
et al., 2011). A populacdo humana fica exposta aos efeitos adversos relacionados a
biomagnificacdo ao consumir organismos topos de cadeia com elevadas concentragdes de
MMHg, podendo ocasionar danos generalizados no sistema nervoso central e cardiaco (WHO,
1991; Rice et al., 2003; Dorea et al., 2010). A vista disso, 0 monitoramento da biomagnificacio
do Hg nas regides costeiras € determinante para avaliar a qualidade ambiental e os possiveis
danos ao ecossistema e a populagdo humana (Liu et al., 2011; Lavoie et al., 2013).

Crustaceos braquituros sdo membros caracteristicos da fauna dos manguezais e
representam uma importante fonte de renda para comunidades costeiras tradicionais (FAO,
2007). Os caranguejos Ucides cordatus (Linnaeus, 1763), Aratus pisonii (H. Milne Edwards,
1837) e Gonipsis cruentata (Latreille, 1803) estdo presentes em manguezais do Norte ao Sul
do Brasil e apresentam grande importancia ecoldgica e econémica (Melo, 1996). U. cordatus €
um caranguejo primariamente herbivoro (Nordhaus, 2004; Nordhaus e Wolf, 2007), enquanto
A. pisonii e G. cruentata apresentam héabito alimentar onivoro, ou seja, consomem recursos
alimentares provenientes de niveis troficos distintos (Linton e Greenaway, 2007; Lima-Gomes
et al., 2011; Lopez e Conde, 2013). Em razdo das diferentes estratégias alimentares, tais
espécies podem ser incluidas em estudos que visem um melhor entendimento dos processos
que envolvem a ciclagem de elementos no ecossistema, como o mercurio (Hg).

O principal caranguejo produzido em escala comercial no Brasil & U. cordatus. Dados
oficiais de estatistica pesqueira destacam a regido Norte e Nordeste com a maior producdo do
pais (IBAMA, 2011). O Estado do Para (regido Norte) é considerado o maior produtor de U.
cordatus do Brasil (mais de 5000 toneladas/ano). No Estado da Paraiba (regido Nordeste) a

producdo anual estimada fica em torno de 300 e 400 toneladas e no Rio de Janeiro (regido
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Sudeste) entre 40 e 50 toneladas ao ano (IBAMA, 2011). Os caranguejos G. cruentata também
sdo explorados comercialmente no pais e os poucos dados disponiveis apontam um crescimento
consideravel da produgdo no Nordeste (IBAMA 2004; 2005; 2006). Contudo, grande parte da
exploracdo econdmica dos caranguejos € realizada pelas comunidades tradicionais de forma
artesanal e informal, o que gera dados de producdo provavelmente subestimados (IBAMA,
2006, 2011).

A dindmica do Hg, assim como outros metais, pode ser estudada em associa¢do as
analises elementares e isotopicas do carbono (5*3C) e nitrogénio (8*°N) em compartimentos
bidticos e abidticos do ecossistema. A razdo isotopica §*3C permite avaliar as fontes primarias
de matéria organica assimiladas por um determinado consumidor e estudar sua transferéncia
entre 0s compartimentos ambientais, enquanto os valores de 5°N permitem estimar o nivel
trofico ocupado pelos consumidores na cadeia alimentar (Vander Zanden et al., 2003; Lavoie
etal., 2013). Dada a ligacao do Hg com a posicéo trofica dos organismos, varios estudos buscam
integrar informacdes relacionadas a ecologia alimentar das espécies, biomagnificacdo e analises
isotopicas (Di Beneditto et al., 2012, 2013; Kehrig et al., 2013; Jones et al., 2014; Kherig et al.,
2017). Assim, diante de sua importancia para a sade humana e ambiental, o0 acompanhamento
dos niveis de Hg nos sistemas costeiros € crucial para determinar o risco de contaminacao e de
exposicdo humana ao Hg via alimentagédo (Layman et al., 2012; Lavoie et al., 2013).

Dessa forma, o objetivo do estudo é avaliar os niveis de Hg total em associa¢do com 0s
dados elementares e isotdpicos nas espécies de caranguejos, suas provaveis fontes alimentares
e no sedimento de manguezais localizados na regido Sudeste, Norte e Nordeste do Brasil. O
estudo busca investigar se ha ocorréncia da biomagnificacdo do Hg na cadeia alimentar de cada
ecossistema e se ha riscos de consumo dos caranguejos pela populacdo humana. Trabalhamos
com as seguintes hipoteses: (i) as espécies de caranguejos onivoros (A. pisonii e G. cruentata)
apresentam cconcentracfes de Hg superiores comparado ao caranguejo herbivoro U. cordatus,
podendo ser observado os maiores valores nas espécies de nivel trofico superior por efeito da
biomagnificacdo; (ii) devido ao registro histérico de contaminacdo por Hg na &rea que
compreende a regido Sudeste (estuario do rio Paraiba do Sul), espera-se que 0 manguezal da
regido apresente as maiores concentra¢es de Hg em todos os compartimentos do ecossistema,

podendo ser observado a biomagnificacao.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Areas de estudo
O estudo foi realizado em trés areas distribuidas nas regides Norte, Nordeste e Sudeste

do Brasil, utilizando um manguezal como modelo de estudo para cada regido. As areas estudas
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sdo: Area 1: Sudeste - manguezal do estuario do rio Paraiba do Sul, S&o Francisco do
Itabapoana, Rio de Janeiro; Area 2: Nordeste - manguezal do estuario da Barra do rio
Mamanguape, Rio Tinto, Paraiba; Area 3: Norte - manguezal do estuério de Caeté, Braganca,
Paré (Figura 1).
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Figura 1: Localizagio das areas de amostragem em diferentes regides do Brasil. Area 1: Sudeste —
Manguezal do estuério do rio Paraiba do Sul, So Francisco do Itabapoana, Rio de Janeiro; Area 2:
Nordeste — Manguezal da Area de Protecdo Ambiental (APA) da Barra do rio Mamanguape, Rio Tinto,
Paraiba e Area 3: Norte — manguezal da Reserva Extrativista (Resex) Marinha de Caeté-Taperagu,
Braganca, Para.

A drea 1 esta inserida na bacia do rio Paraiba do Sul (RPS), que € um importante recurso
hidrolégico da regido Sudeste, com 1.137 km de extensdo desde sua nascente a foz, abrangendo
trés importantes Estados brasileiros (Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro) (ICMBio,
2011). O estudo foi realizado no estuario localizado na foz do RPS, no manguezal de Gargad,
municipio de S8o Francisco do Itabapoana. O estuério estd sob regime de micromarés, com
uma amplitude média de 0,8 m. Sua vegetacdo tem Avicennia germinans (L.) Stearn como
especie dominante (53%), seguida por Laguncularia racemosa (L.) Gaertn (28%) e Rhizophora
mangle L. (19%) (Bernini e Rezende, 2011). Sua floresta de mangue abrange aproximadamente
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725 ha e é considerada a maior da regido Norte do Estado do Rio de Janeiro (Bernini et al. 2010;
Bernini e Rezende, 2011). Cerca de 20% da sua &rea original foi perdida em 15 anos (1986 -
2001) devido aos processos de erosdo e sedimentacdo, além de agdes antropicas como
desmatamento, implantacdo de pastagens e desenvolvimento urbano (Bernini et al. 2010). A
regido da bacia inferior do rio Paraiba do Sul apresenta um registro historico de utilizacdo do
Hg entre as décadas de 1970 e 1980. Durante o periodo, o Hg foi usado em fungicidas
organomercuriais aplicados no combate a pragas em plantac6es de cana-de-agucar (principal
produto agricola da regido) e em atividades de garimpo do ouro, onde foram liberados
anualmente cerca de 150 kg de Hg nos rios da regido (Camara et al., 1986; Lacerda et al., 1993).

O manguezal da rea 2 esta localizado na Area de Protecdo Ambiental (APA) da Barra
do rio Mamanguape, na Paraiba. O estuario encontra-se a cerca de 70 km da capital Jodo Pessoa,
ocupando uma area de aproximadamente 24 km de extensdo e 2,5 km de largura. As florestas
de manguezal abrangem aproximadamente 6000 ha e sdo as mais representativas do Estado da
Paraiba (ICMBIo, 2014). Sua vegetacao € composta pelas espécies R. mangle, L. racemosa, A.
germinans e Avicennia schaueriana Stapf & Leechm. ex Moldenke. Na regido de amostragem,
R. mangle é a espécie dominante seguido pela A. schaueriana (Aradjo, 2002). O estuario é
caracterizado pelo regime de mesomarés, com uma amplitude média de 2,7 m (Claudino et al.,
2015). Suas areas de manguezal sdo bem preservadas, embora algumas atividades antropicas
sejam registradas dentro da APA, como plantios de cana-de-acgUcar, carcinicultura, extracdo de
madeira e turismo ecologico (Silvestre et al., 2011; ICMBIo, 2014).

A éarea 3 esta inserida na Reserva Extrativista (RESEX) Marinha de Caeté-Taperacu,
que é uma Unidade de Conservacdo Federal de Uso Sustentavel, localizada no municipio de
Braganca, aproximadamente 200 km da capital Belém no Estado do Paré. A regido possui a
segunda maior area continua de manguezal do pais, com aproximadamente 140 km?, onde
vivem cerca de 50% da populacdo do Estado (Diele et al., 2005; ICMBIo, 2012). R. mangle é a
espécie vegetal dominante, seguido pela A. germinans e em menor frequéncia, L. racemosa
(Menezes et al., 2003). O estuario esta sobre regime de macromarés, variando entre 3,5 me 5
m (Koch e Wolf, 2002; Melhlig, 2006). O potencial turistico ainda é pouco explorado na regido.
Quanto a exploracdo pesqueira, Braganca apresenta a terceira maior producgdo de pescado do

Estado do Para, com mais de seis mil toneladas anuais (ICMBio, 2012).

2.2. Amostragem

Foi realizada a amostragem dos caranguejos (U. cordatus, A. pisonii e G. cruentata) e

dos demais compartimentos associados considerados provaveis fontes alimentares, como:
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folhas verdes e senescentes das espécies vegetais, ordens de artropodes (insetos e aranhas)
presentes na copa das arvores e sedimentos superficiais. Os caranguejos, folhas e sedimentos
foram coletados durante os anos de 2015, 2016 e 2017 nas &reas 1, 2 e 3, respectivamente. A
amostragem dos insetos e aranhas foi realizada no manguezal do rio Paraiba do Sul (RJ) e os
dados foram aplicados nas demais regides como uma representacéo de tal fonte alimentar na
dieta dos caranguejos onivoros.

Os caranguejos foram capturados manualmente usando técnicas simples utilizadas por
catadores artesanais. Em cada area, foram capturados cerca de 700 individuos de A. pisonii e
50 individuos de U. cordatus e G. cruentata. Essa discrepancia no niumero amostral € justificada
pela diferenca no tamanho dos caranguejos, 0 que gera a necessidade de agrupar uma
quantidade distinta de individuos para compor uma Unica amostra analitica. Para cada amostra
final de tecido muscular foram utilizados aproximadamente 70 individuos de A. pisonii e de 2
a 5 individuos de U. cordatus e G. cruentata. Ao final, obteve-se um nimero amostral entre 10
e 30 por espécie em cada area de estudo. No laboratério, foram medidos a largura cefalotoraxica
(cm) e o peso (g) de cada individuo. As amostras foram liofilizadas, maceradas e
homogeneizadas para posteriores analises.

Folhas verdes e senescentes foram coletadas diretamente das arvores e separadas de
acordo com a espécie. Em todas as areas, foram coletadas as espécies presentes, que sdo: R.
mangle, L. racemosa e A. germinans. Além destas, no manguezal da area 2 (rio Mamanguape,
PB) foram coletadas folhas de A. schaueriana. No laboratério, o material vegetal foi seco em
estufa de circulacdo (60°C por cerca de 72h) para posterior trituracdo e homogeneizacédo. Foi
utilizado um numero amostral de 30 folhas verdes e 30 folhas senescentes em cada manguezal.
Os sedimentos foram coletados em 5 pontos aleatérios em cada area. Para cada ponto, foram
coletadas 3 amostras de sedimento superficial (0-2 cm) consideradas réplicas amostrais de
campo, totalizando 15 amostras por manguezal. No laboratério, foram separadas aliquotas para
analise granulométrica e o restante foi seco por liofilizacdo, separadas na fragdo < 2,0 mm e
homogeneizadas com auxilio de gral e pistilo para subsequentes analises.

A amostragem dos artropodes (insetos e aranhas) foi realizada no manguezal do rio
Paraiba do Sul (RJ), onde os individuos foram coletados diretamente da copa das arvores de
mangue, que constitui uma area importante de forrageio dos caranguejos estudados. A coleta
foi feita com o auxilio do guarda-chuva entomoldgico, uma armadilha confeccionada com
tecido branco resistente (1,0 m x 1,0 m), sustentado por duas hastes de madeira cruzadas e
encaixadas na ponta do tecido.

Os artropodes foram identificados e classificados a nivel de ordem devido a necessidade

de agrupar um grande nimero de individuos para compor uma unica amostra analitica. Apds a
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coleta, os artropodes foram mantidos em recipientes etiquetados e conservados congelados até
a triagem e processamento. A partir de testes no laboratério, constatou-se uma perda entre 40 e
50% da massa dos artrépodes durante a liofilizagcdo. Assim, para cada amostra analitica foram
coletados individuos suficientes para compor aproximadamente 1,5 g de peso seco para
realizacdo de todas as analises. As amostras separadas em ordens foram trabalhadas em
triplicatas. As ordens amostradas foram: Hymenoptera (representado pelas formigas), Araneae,
Lepidoptera, Blattaria, Orthoptera, Hemiptera e Coleoptera.

2.3. Determinacg6es Analiticas
2.3.1. Mercurio total

Para andlise no sedimento foram utilizadas aliquotas de 0,3 g da amostra liofilizada e
homogeneizada. Foram adicionados 8 mL de agua régia (3 HCI: 1 HNO3) e os extratos foram
levados ao micro-ondas, modelo Mars Xpress (CEM Corporation), por 25 minutos (rampa de
10 minutos) a temperatura de 95 °C e poténcia de 1600w (adaptado de Santos et al., 2005).
Apos o resfriamento (30 minutos), o extrato final foi filtrado e aferido a 50 mL com agua
ultrapura. A leitura do Hg total foi realizada no Analisador de Hg, Quick Trace M-7500 da
CETAC-VARIAN com limite de deteccdo de 0,4 ng g*. Anélises em triplicatas foram feitas a
cada 5 amostras e o coeficiente de variacdo entre as réplicas foi inferior a 10%. Foi utilizado o
padrdo certificado estuarino (NIST — 1646) para calcular a exatiddo, obtendo-se uma
recuperacdo de 95%.

A determinacdo do Hg total nos caranguejos foi adaptada da metodologia de Bastos et
al. (1998). Foram usadas aliquotas de 0,4 g de tecido muscular liofilizado. No procedimento
foram adicionados 1 mL de H>O2 30% e em seguida 3 mL de uma solu¢do de H2SO4/HNO3
(1:1). A digestao quimica foi realizada em bloco digestor a 60°C até completa solubilizacdo do
extrato. Posteriormente foram adicionados 5 mL de KMnOa (5%), aquecendo-se novamente 0s
tubos a 60°C por 30 minutos. Apos o resfriamento as amostras foram tituladas com solugéo de
cloridrato de hidroxilamina (12%), filtradas e aferidas a 20 mL com 4&gua ultrapura. A
determinacdo analitica foi realizada no Analisador de Hg Quick Trace M-7500 da CETAC-
VARIAN, com um limite de detec¢do da técnica de 1 ng.g™. Triplicatas foram realizadas a cada
10 amostras obtendo-se um coeficiente de variacdo analitico inferior a 10%. Testes de exatidao
do método foram feitos através do padréo de referéncia para material biologico (DORM-2) com
uma recuperagdo > 90%.

No material vegetal a metodologia de analise do Hg total foi determinada no trabalho
de Fragoso et al. (2018). Foram utilizadas 0,2 g de amostras previamente trituradas e

homogeneizadas, onde foram adicionados 4 mL de agua ultrapura, 2 mL de H202 e 6 mL da
86



solucéo acida de HSO4/HNO3s (1:1). O processo de digestdo foi efetuado em micro-ondas
(CEM Corporation). O extrato final foi filtrado e aferido a 50 mL com &gua ultrapura. A
determinacdo do Hg total foi feita no Analisador de Hg Quick Trace M-7500 da CETAC-
VARIAN, com um limite de deteccdo de 1 ng.g™*. Foram feitas triplicatas a cada 5 amostras e
o coeficiente de variacdo entre as replicas esteve abaixo de 10%. A exatiddo foi calculada
através do padréo de referéncia Apple Leaves com recuperagdo de 92%.

Para analise de Hg total nos insetos e aranhas foram usadas aliquotas de 0,1 g de amostra
liofilizada e macerada. Foi utilizado 10 mL de solucdo de H2SO4/HNO3z (7:3) nas amostras, que
foram levadas ao bloco digestor até total solubilizacdo. Ao final, foi adicionado 200 pL de
Cloreto de Bromo 0,2 N (BrCl) e aferido ao volume final de 20 mL com &gua ultrapura. No
preparo das amostras para leitura foram adicionados 150 pL de BrCl, 60 pL de Cloridrato de
Hidroxilamina (NH2OH.HCI) e 150 uL de Cloreto de Estanhoso (SnCl2). A determinacdo de
Hg total foi realizada por Espectrofotometria de Fluorescéncia Atdmica usando a técnica de
geracgdo de vapor frio (CVAFS) com pré-concentracdo em ouro (um estagio) em um Tekran
2600. Foi realizada analise com material padréo certificado biolégico (DORM-4) para avaliar

a exatiddo do método, obtendo-se uma recuperacao de 98%.

2.3.2. Composicao elementar e isotopica do carbono e nitrogénio

Para a andlise elementar e isotdpica as amostras previamente secas e homogeneizadas
foram devidamente pesadas em capsulas de estanho, utilizando as seguintes massas: 2 mg para
folhas, 0,5 mg para os caranguejos e 0,45 mg para os insetos e aranhas. A analise no sedimento
foi feita em duas etapas. Primeiramente, foi utilizado 10 mg de amostra bruta para obtencéo dos
valores de nitrogénio total elementar e isotopico. Para o carbono organico elementar e isotopico
foram utilizadas amostras descarbonatadas. O procedimento para descarbonatacdo foi feito a
partir de 10 mg de amostra em capsula de prata, onde foram adicionados HCI 2,0 M ~3 vezes
até que ndo houvesse nenhuma reacdo da amostra (Kennedy et al., 2005).

As determinacOes analiticas foram realizadas no Espectrometro de Massa Isotdpica
Thermo Finnigan Delta VV Advantage acoplado ao Analisador Elementar Flash 2000 (Organic
elemental analyzer - Thermo Scientific). Os valores elementares sdo expressos em percentual
(%), com limite de detecgéo para o C e N de 0,05% e 0,02%, respectivamente. Para as razdes
isotopicas, os valores sdo expressos pela notagdo delta (5) em partes por mil (%), obtidos em
relacdo aos padrdes internacionais de calibracdo, para o carbono € usado o carbonato Pee Dee

(Belemnite) e N2 atmosférico para o nitrogénio. A precisdo da analise ¢ de 0,1%eo.
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2.3.3. Granulometria

A analise granulométrica do sedimento é realizada através do analisador de particulas
(Shimadzu SALD-310). A partir dos resultados obtidos, os sedimentos sdo classificados nas
seguintes fracdes granulomeétricas: areia (0,062 < d < 2 mm), silte (0,004 < d < 0,062 mm) e

argila (d < 0,004 mm) (d = didametro de acordo com a escala de Wentworth).

2.4. Analise dos dados

Na comparacio dos dados referentes as analises de Hg total, 83C, §°N e razéo (C:N)s,
primeiramente foram aplicados os testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov para avaliar
as premissas da analise de variancia (normalidade e homocedasticidade). Quando as premissas
foram aceitas, foi usado o teste ANOVA e as médias foram comparadas usando o Teste de
Tukey. Nos casos onde uma das premissas ndo foram aceitas, foi aplicado o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo Teste de Dunn. Todas as comparacGes foram
testadas a um nivel de significancia de p<0,05. As analises foram realizadas no programa R

Development Core Team, 2018.

3. RESULTADOS

As concentracBes de Hg total nos caranguejos variaram entre as espécies e regides
estudadas (Tabela 1). Os valores foram significativamente diferentes entre as areas (Kruskal-
Wallis U. cordatus H= 66,46 p<0,0001; A. pisonii H= 28,09 p<0,0001 e G. cruentata H= 28,27
p<0,0001). Na area 1, foram observadas as maiores concentracdes do elemento em todas as
espécies, seguido pelas areas 3 e 2. Os caranguejos G. cruentata apresentaram 0s maiores
valores de Hg nas areas 1 e 3 diferindo estatisticamente dos demais caranguejos (ANOVA érea
1 F= 90,12 p<0,0001 e &area 3 F= 49,01 p<0,0001). Na area 2, a espécie U. cordatus obteve
concentracdes significativamente inferiores (ANOVA F= 11,02 p<0,0001) e ndo houve

diferenca significativa nos valores do A. pisonii e G. cruentata (p= 0,058).

Houve variagdes nos resultados da composicao elementar e isotopica do C e N entre as
espécies de caranguejos e areas (Tabela 1). Os dados da razdo (C:N)a, 8°C e '°N da area 1
foram significativamente diferentes das demais regides para todas as espécies, embora alguns
padrdes sejam préximos ao observado na area 3. De modo geral, nota-se um padrdo distinto nos
resultados da area 2 em relacdo as demais localidades. Nas areas 1 e 3 todas as espécies
diferiram significativamente nos valores isotdpicos, com U. cordatus apresentando valores de

313C e 5'°N mais leves, seguido pelo A. pisonii e G. cruentata (ANOVA 4érea 1: 83C F=441,1
88



p=0,000 e 8N F= 119,93 p<0,0001; area 3: 33C F= 96,61 p<0,0001e 8N F= 354,01
p=0,000). Na &rea 2 observa-se valores mais enriquecidos em 8C nos caranguejos G.
cruentata (Kruskal-Wallis H= 47,361 p<0,001) e uma composigo isotdpica distinta de §*°N
entre as espécies, com A. pisonii apresentando os maiores valores (ANOVA F= 229,86
p<0,0001).

Tabela 1: Valores médios e desvio padrdo da composi¢cdo elementar e isotopica do C e N, concentracdes de Hg,
largura da carapaca e peso dos caranguejos analisados.
Areas  Espécies 513C (%) 5 °N (%9 (C:N), Hg(ng.g") Largurada carapaca(cm) Peso (g)
(peso seco) média + DP (Min - Max)
U. cordatus -28,0+0,2 aA 7,1+0,9 aA 3,9+0,1aA 31,7+76 aA 6,5+3,8 (57-7,4) 107,6+25,9
1 A.pisonii -24,6+0,3 bA 81+0,3 bA 3,5+02 bA 67,0£241 aA 2,0%26  (1,5-26) 4,2+25
G.cruentata -20,4+2,1 cA 11,6+0,8 cA 3,5+0,2 bA 408,7+64,7 bA 32+38  (2,6-40) 232+74
U.cordatus -24,1+0,2 aB 3,703 aB 4,1+0,1aB 2,3+03 aB 65+04 (56-7,3) 120,1+216
2 A.pisonii  -23,7+0,6 aB  7,1+0,4 bB 4,5+0,2 bB 54+12 bB 2,1+24 (1,6-2,6) 4,4+15

G. cruentata -21,9+0,8 bB  6,3+0,7cB 3,8+0,05cB 10,3+4,2 bB 4,0%£0,3 (3,6-4,7) 26,5+6,0
U. cordatus -24,2+16,1aB 6,1+-6 aC 3,7+x0,1aC 6,034 aC 7904 (6,4-7,7) 172,6+20,0
3 A.pisonii  -23,2+0,2bB 7,4+0,6 bB 4,4+0,1bB 95+19 aC 21+25 (1,6-2,7) 4,3+1,5

G.cruentata -21,9+0,8 cB 9,5+0,4cC  3,8+0,1cC 50,1+27,3 bC 4,5+0,5 (3,5-56) 41,4132
Letras mindsculas indicam diferencas significativas das espécies na mesma area. Letras maiusculas indicam diferengas
significativas das espécies entre as areas. Area 1: rio Paraiba do Sul (RJ), Area 2: Barra do rio Mamanguape (PB) e Area 3:
Braganca (PA).

Os valores médios das concentracdes de Hg e das razdes elementares e isotopicas nas
espécies vegetais e ordens de artropodes podem ser visualizados nas tabelas 2 e 3,
respectivamente. Na area 1, as maiores concentracfes de Hg foram observadas nas folhas de A.
germinans. De modo geral, nas demais regides os maiores valores de Hg foram registrados no
género Avicennia, principalmente nas folhas senescentes. Os resultados mostram diferentes
concentracdes de Hg entre os estagios de maturacdo das folhas. Com excecdo de A. schaueriana
na area 2, todas as espécies vegetais apresentaram diferencas significativas entre folhas verdes
e senescentes, com as maiores concentracfes nas folhas senescentes (Tabela 2 e Apéndices —
Figura A.4).

Os resultados isotdpicos das folhas na area 1 mostram valores mais enriquecidos de §*3C
em A. germinans e valores significativamente diferentes entre folhas verdes e senescentes para
essa espécie (H= 14,38 p<0,0001) e R. mangle (Kruskal-Wallis H= 11,87 p<0,0001). Na &rea
2, observa-se valores mais empobrecidos de 8'3C em L. racemosa e diferencas significativas
entre 0 estagio de maturacdo das folhas dessa espécie (ANOVA F= 26,98 p<0,0001) e A.
schaueriana (F= 49,96 p<0,0001). Na 4rea 3, os dados 8*3C variaram significativamente entre
as folhas de R. mangle (Kruskal-Wallis H= 3,92 p<0,0001) e A. germinans (H= 5,05 p<0,0001).
A composicio isotopica do 3°N em todas as areas foram significativamente diferentes para

folhas verdes e senescentes (Tabela 2). Com excecdo da A. germinans na area 3, todas as
89



espécies obtiveram maiores valores de 5'°N nas folhas verdes. Quanto a raz&o elementar (C:N)a,
todas as espécies mostraram diferencas significativas entre o estagio de maturacao das folhas,
com os maiores valores registrados nas folhas senescentes (Tabela 2 e Apéndices — Figura A.1).

Os artrépodes coletados em maior representatividade na copa das arvores de mangue
sdo membros das ordens taxondmicas Hymenoptera, Araneae e Lepidoptera (Tabela 3). As
concentragdes de Hg variaram entre as ordens analisadas, com Coleoptera, Lepidoptera e
Hemiptera apresentando as menores concentragdes (5,8 a 12,7 ng.g™) e Blattaria e Araneae os
maiores valores (139,7 e 271,6 ng.g™, respectivamente). Os resultados isotopicos mostram um
enriquecimento de 5!3C nas ordens Coleoptera (-23,8 %o) e Hymenoptera (-24,7 %o) e uma
composicdo isotdpica menos enriquecida em Lepidoptera (-30,9 %o). Quanto ao 8'°N, 0s
menores valores foram registrados na ordem Blattaria (3,8 %o) e os maiores valores em Araneae

e Lepidoptera (8,2 %o), que apresentaram a menor razao (C:N)a (Tabela 3).

Tabela 2: Valores médios e desvio padrdo da composigao elementar e isotdpica do C e N e das concentragdes de
Hg nas folhas verdes e senescentes das espécies vegetais e sedimentos dos manguezais analisados.

Areas Matriz Espécies 813C (%) 5 N (%) (C:N), Hg (ng.g™)
Folhas L.racemosa -31,5+*0,3a 7,1%+0,2a 356*16a 215%+22a

1 Verdes R. mangle -32,5+04a 53+01a 350+12a 208%1,1a
A.germinans -29,3+0,2a 6,4%+0,1a 266%t15a 354%32a

Folhas L.racemosa -31,2+0,4a 6,6+02b 756+59b 28,7+13b

1 Senescentes  R. mangle -31,9+0,2 b 46+02b 779+44b 295+2,1b
A.germinans -285+0,3 b 6,2+02b 33,7+22b 343+3,1a

L. racemosa -28,8+0,2a 3,7+03a 420+x18a 7,2+1,1 a

2 Folhas R. mangle -26,9+0,3a 43+0,2a 483+3,0a 28+*11 a
Verdes A.germinans -27,1t03a 8,6%02a 176+08a 64+17 a

A. schaueriana -27,1+0,1a 55+02a 324+10a 13,2+1,1a

L.racemosa -28,2+0,2 b 2,3+0,3b 101,7+4,2b 48%+1,1 b

2 Folhas R. mangle -27,1+03a 25+03b 898+35b 10,0+2,4 b
Senescentes A.germinans -27,0t0,2a 8,0+0,2b 309+15b 180+3,7 b

A. schaueriana -26,6+0,1b 49+04b 77,0£20b 13,2+23 a

Folhas L.racemosa -31,9%0,3a 5,1+0,2a 36,1+1,7a 22,0+1,1 a

3 Verdes R. mangle -31,3+05a 4,7+x0,3a 36,2+1,7a 21,1+t19a
A.germinans -309t02a 48%+03a 193+08a 120%+1,1a

Folhas L.racemosa -31,0+x0,2a 4,3+0,3b 70,3+25b 29,1+16 Db

3 Senescentes  R. mangle -30,7+0,4b 41+03b 77,1+28b 249+0,03b
A.germinans -31,2+0,3b 57+02b 442+24b 322+160b

1 X -269+0,3a 52+04a 17,1+ 1,1a 97,4+14,7a
2 Sedimento X -26,1+0,9b 43+06b 159+2,7a 189+13,5b
3 X -25,8+0,2b 4,2+0,4b 13,9+1,0b 24,5%+86 b

Letras minGsculas indicam diferencas significativas entre folhas verdes e senescentes na mesma espécie vegetal e entre as areas
para o sedimento. Area 1: rio Paraiba do Sul (RJ), Area 2: Barra do rio Mamanguape (PB) e Area 3: Braganca (PA).
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Tabela 3: Valores médios e desvio padrdo da composi¢do elementar e isotopica do C e N, das concentracdes de
Hg e 0 nimero de individuos coletados de artrépodes e suas respectivas ordens.

Ordens Nidmerode  8°C (%0) 8N (%o) (C:N)a Hg (ng.g)
individuos
Hymenoptera 1241 -24,7+£0,4 56%0,2 55%0,3 61,7+5,9
Araneae 674 -259+0,4 8,2+0,8 48+0,2 271,6%x74,9
Lepidoptera 171 -30,9+0,3 8,2+0,6 1,8+4,2 6,0£1,2
Blattaria 69 -27,6£0,3 3,8+04 51+0,2 139,7
Orthoptera 52 -27,1+£0,2 56%0,6 51x0,2 60,9
Hemiptera 33 -25,7+0,2 7,0£0,4 49+0,2 12,7
Coleoptera 17 -23,8+1,8 55%£1,6 57x0,2 5,8

Os sedimentos dos manguezais analisados sdo predominantemente compostos por

particulas finas (Tabela 4). Nas areas 1 e 3 as fracdes silte e argila correspondem a mais de 90%

do sedimento analisado, enquanto na area 2 esse valor varia entre 66% e 86%. Somente em um

ponto amostrado na area 3 a fragdo arenosa foi maior (62%). As maiores concentracdes de Hg

nos sedimentos foram registradas na area 1 (69,9 a 121,6 ng.g!) e os menores valores na area

2 (5,1 a 31,6 ng.g™%) (Tabela 3). Os resultados isotopicos (533C e 6°N) e as concentragdes de

Hg da 4rea 1 foram estatisticamente diferentes das demais regides (53C: Kruskal-Wallis H=
27,42 p<0,0001; 51°N: ANOVA F= 38,21 p<0,0001 e Hg: Kruskal-Wallis H= 31,33 p<0,0001).

Os dados das areas 2 e 3 ndo variaram de forma significativa entre si (Tabela 3). Os sedimentos

da area 3 apresentaram a menor razéo (C:N),, diferindo estatisticamente das outras regites

(ANOVA F= 11,52 p<0,0001).
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Tabela 4: Valores médios e desvio padréo das fracdes granulométricas do sedimento superficial dos manguezais
analisados. Area 1: rio Paraiba do Sul (RJ), Area 2: Barra do rio Mamanguape (PB) e Area 3: Braganca (PA).

Areas Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 Ponto 5
Areia 54+0,8 51+1,4 3,8%0,8 7,5£0,4 83+1,3
1 Silte 68,2+1,5 71,6+0,4 72,6+1,9 71,1+0,3 68,6 +1,5

Argila  26,4+23 233+1,1 236+13 21,4+06  23,0%0,3
Areia  13,4+59 14,0+7,6 30,7+11,6 30,4+150 33,7+155
2 Silte  62,9t4,2 60,2+2,9 487+59 47,2+10,6 47,9+129
Argila 23,6+1,9 258+94 20,6+83 22,4+145 184+33
Areia  3,6+04  05+0,4 1,7£0,7  81%64  62,9+154
3 Silte  53,3%3,0 492+21 551#32 535+12 24,4%159
Argila  43,1+2,5 50,4+2,4 432+4,9 384+54 12,7+14,5

O alinhamento dos organismos e o fracionamento isotopico do §°N em relagdo as
concentracdes de Hg nos caranguejos e demais compartimentos dos manguezais podem ser
visualizado na figura 3. Na area 1, os caranguejos G. cruentata se destacam pelos maiores
valores de 8N e Hg comparado as demais espécies e compartimentos. Na mesma érea, A.
pisonii tende a mostrar valores maiores de 5°N e Hg que U. cordatus embora alguns individuos
de ambas as espécies compartilhem uma faixa similar de §*°N. Um padrdo semelhante pode ser
observado na area 3. Na area 2, os caranguejos G. cruentata e A. pisonii apresentam valores

proximos de Hg e 8*°N, sendo ambos superiores a U. cordatus.
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Figura 2: Relacdo entre as concentracBes de mercirio e a composicao isotopica do nitrogénio nas
espécies de caranguejos, suas fontes alimentares e sedimento dos manguezais analisados. Area 1: rio
Paraiba do Sul (RJ), Area 2: Barra do rio Mamanguape (PB) e Area 3: Braganca (PA).
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4. DISCUSSAO

As concentracBes de Hg nos caranguejos tém estreita relacdo com os habitos alimentares
e o papel funcional da espécie na cadeia alimentar. No geral, os menores valores de Hg foram
obtidos nos caranguejos herbivoros U. cordatus, seguido pelo A. pisonii e G. cruentata, que sdo
espécies onivoras e oportunistas, corroborando com a primeira hip6tese de trabalho (Tabela 1).
Para as espécies onivoras, ndo ha estudos prévios publicados com analises de Hg. Para U.
cordatus, os trabalhos de Vilhena et al. (2003) e (2013) reportaram concentracdes de Hg de 21
ng.g (7 a37 ng.g?) e entre 1 e 38 ng.gt, respectivamente, sendo mais proximos ao observado
na area 1 (Tabela 1), enquanto o estudo de Pinheiro et al. (2012) observou concentragdes
superiores ao presente estudo, com valores médios de 80 ng.g*. Além de toda importancia
ecologica e econdmica, estudos sugerem que U. cordatus tem potencial para ser usado como
espécie bioindicadora de metais em areas de manguezal devido a aspectos de sua historia de
vida (taxa de crescimento lenta e ciclo de vida longo - Pinheiro et al., 2005), ecologia alimentar
e por promover a bioturbacdo do sedimento, entrando em contato com a matéria organica
durante a construcdo de suas tocas (Nordhaus et al., 2009, Correia e Guimaraes, 2016). Dessa
forma, U. cordatus pode ser utilizado em estudos de avaliacdo dos impactos ambientais e acdes
para monitoramento e conservacao das regides estuarinas (Pinheiro et al., 2012; 2013; Duarte
et al., 2016).

A analise de diferentes compartimentos no manguezal contribui com conhecimentos
importantes sobre a dinamica do Hg e da matéria organica em cada ecossistema. Os resultados
isotopicos dos caranguejos, assim como o Hg, refletem suas fontes alimentares. Na area 1, onde
foram reportadas as maiores concentracbes de Hg, se observa uma maior proximidade dos
valores de 5'°C de U. cordatus com folhas de A. germinans (Tabelas 1 e 2), que é espécie
vegetal dominante no estuario (Bernini e Rezende, 2011). Analises em folhas de serapilheira
na mesma regido de amostragem reporta maiores concentraces de Hg (53 + 4 ng.g!) e maior
aporte anual (32 pg.m2.ano™) em folhas de A. germinans (Fragoso et al., 2018), corroborando
com os resultados do presente estudo.

A composicao elementar e isotdpica variou entre folhas verdes e senescentes (Tabela
2). No geral, foi observado uma diminui¢io dos valores de 5°N e um aumento da raz&o (C:N)a
nas folhas senescentes. O decréscimo nos teores de N durante a maturacao foliar é devido a
uma adaptacdo fisioldgica das plantas que visa a conservacdo de nutrientes. Através desse
mecanismo, conhecido como retranslocacéo, as arvores tendem a realocar alguns nutrientes das
folhas antes da absciséo, de forma que 0s mesmos possam ser reaproveitados (Soto, 1992; Wang

e Lin, 1999; Lin e Wang, 2001; Belligotti et al., 2007).
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A vegetacao é considerada uma das principais vias de entrada do Hg do manguezal, que
através da alimentagdo passa a ser incorporado na cadeia alimentar do ecossistema (Ding et al.,
2011; Wang et al., 2016; Risch et al., 2017). No presente estudo foi observado um aumento nas
concentracdes durante a senescéncia. O enriquecimento de Hg com o avanco da idade foliar foi
reportado pelos estudos de Ericksen et al. (2003) e Ding et al. (2011). Os teores de Hg na copa
das arvores normalmente refletem as concentragcdes atmosféricas do elemento, visto que a
absorcdo e translocacdo do Hg das raizes as folhas nédo é significante (inferior a 10%) (Bishop
et al., 2008; Graydon et al., 2009). Assim, o aumento do Hg em funcéo da idade foliar acontece
devido ao maior tempo de exposicdo das folhas aos processos de deposicdo atmosférica, que
ocorre principalmente pela adsorcio da forma gasosa reativa (Hg*?) e particulada na superficie
foliar (Graydon et al., 2009; Stamenkovic e Gustin, 2009; Wang et al., 2016).

Os caranguejos A. pisonii mostram uma composi¢ao isotopica de 53C mais proxima as
ordens de artropodes Hymenoptera e Coleoptera (Tabelas 1 e 3), 0 que sugere a importancia de
tais itens na alimentacdo dos caranguejos. Entretanto, Hymenoptera (formigas) é o grupo de
artrépode amostrado em maior representatividade nas arvores de mangue e provavelmente é
consumido em maior proporcao.

Os dados referentes aos artropodes divergiram entre as ordens em funcéo das distingGes
alimentares e relac@es tréficas dos organismos. Algumas ordens apresentam uma alimentacéao
diversificada (ex., Coleoptera) (Rafael et al., 2012), o que dificulta a interpretagdo dos
resultados isotopicos. Individuos de Lepidoptera (lagartas) possuem dieta herbivora (Rafael et
al., 2012) e seus valores de 5'3C refletem a composicéo isotopica das folhas (Tabela 2), com
baixas concentracdes de Hg (Tabelas 3). As aranhas (Araneae) compreendem o segundo grupo
de maior representatividade na copa das arvores do manguezal. Sdo onivoras ou carnivoras,
predadoras em sua maioria, que consomem diversos invertebrados (insetos e também aranhas -
canibalismo intraespecifico e interespecifico) (Bertani et al., 2015). Os valores de §°N e Hg
observados refletem seu habito alimentar e seu papel funcional dentro da cadeia alimentar,
sugerindo a ocorréncia de biomagnificacdo do Hg na area 1 (onde as amostragens de artropodes
foram realizadas). Alguns trabalhos publicados de is6topos e Hg em grupos de artropodes
terrestres corroboram com os resultados reportados no presente estudo (Benett e Hobson, 2009;
Rimmer et al., 2010., Ortiz et al., 2015).

O sedimento do manguezal tem grande importancia na ciclagem biogeoquimica do Hg
por apresentar caracteristicas especificas que propiciam sua retencdo no ecossistema, como
elevado teor de matéria organica, sedimentos finos e condicfes redutoras (Laurier et al, 2003;
Mason et al., 2006; Haris et al., 2017). A predominancia de particulas finas de sedimento (silte

e argila) observadas no presente estudo (Tabela 4) atua de forma direta no processo de retencéo
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do Hg e outros metais devido a sua elevada area superficial que propicia sitios de adsorcéo e,
de forma indireta pela presenca de carbono orgéanico e outros substratos geoquimicos, que
aumentam a capacidade de sorc¢do dos sedimentos (Yu et al., 2012; Chakraborty et al., 2014).
A associacao significativa entre os niveis de Hg e a fracdo silte-argila tem sido reportada por
varios estudos em regides estuarinas (Sanders et al., 2008; Araujo et al., 2015; Haris et al., 2017;
Fragoso et al., 2018).

A matéria organica sedimentar é outro parametro importante que atua diretamente na
especiacdo e biodisponibilidade do Hg devido a formacdo de complexos estaveis que limitam
sua mobilidade, resultando em sua acumulacdo e lenta liberacdo para aguas superficiais
(Chakraborty et al., 2014; Chakraborty et al., 2015; Lei et al., 2019). Além disso, o contetdo
de matéria organica afeta a producdo de MMHg de diferentes formas (Lei et al., 2019), servindo
por exemplo, como fonte de energia e nutricdo para 0s microorganismos responsaveis pelo
processo de metilacdo (bactérias sulfato-redutoras, ferro-redutoras e metanogénicas - Correia e
Guimaraes, 2017). Dado a estreita relagdo entre matéria organica e Hg, as analises elementares
e isotopicas do C e N contribuem para melhor entendimento da dindmica de transferéncia e
exportacdo da matéria organica nos sistemas estuarinos e permitem avaliar os niveis de
contaminacdo por Hg e os riscos associados a sua biodisponibilidade (Ravichadran, 2004;
Chakraborty et al., 2014).

As maiores concentracdes de Hg no sedimento foram observadas na area 1 (70 a 122
ng.gt), sequido pela area 3 (12 a 51 ng.gt) e area 2 (5 a 32 ng.g?t). Os valores sdo comparados
a dados previamente reportados em regides estuarinas com limitada influéncia antrépica (100 a
200 ng.gt) ou regides relativamente remotas (< 100 ng.g™) (Sanders et al., 2008; Silva et al.,
2009; Vilhena et al., 2013; Haris et al., 2017; Lei et al., 2019). Os valores estimados como
niveis de base de Hg para sedimentos costeiros no Brasil estdo entre 15 e 30 ng.g™* (Marins et
al., 2004), proximos aos observados nas areas 2 e 3.

A éarea 1 registrou as maiores concentracbes de Hg em todos os compartimentos
analisados (fauna, vegetacdo e sedimento), corroborando com a segunda hipétese de trabalho.
Vale ressaltar que as concentragbes de Hg reportadas no sedimento estdo abaixo de ambos
valores de referéncia TEL (threshold effect level — 174 ng.g) e PEL (probable effect level —
486 ng.gl) estabelecidos pelo NOAA (National Oceanic Atmospheric Administration)
(Buchman, 2008). Manguezais que sofrem fortes influéncias antropicas, com descargas de
esgotos domeésticos, residuos industriais e portuarios, apresentam concentracbes de Hg no
sedimento variando aproximadamente entre 500 e 3000 ng.g*, como os valores registrados por
Kehrig et al. (2003) e Covelli et al. (2012) na regido da Baia de Guanabara, no Estado do Rio

de Janeiro.
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Os riscos mais preocupantes em relacdo ao Hg estdo associados a seu potencial de
biomagnificacdo na cadeia alimentar dos ecossistemas aquaticos (Liu et al., 2011; Lavoie et al.,
2013; Anderoli e Sprovieri, 2017). A relacdo entre os isétopos de §*°N e Hg tem sido uma das
abordagens mais utilizadas para inferir sobre a ocorréncia da biomagnificacdo do Hg e avaliar
as potenciais ameacas para o ecossistema e a populacdo humana (Chen et al., 2008; Di
Beneditto et al., 2012, 2013; Kehrig et al., 2013, 2017). No presente estudo, os resultados entre
os dois parametros nos caranguejos em relacdo as suas provaveis fontes alimentares (Figura 2)
sugerem que nas areas 1 e 3 G. cruentata encontra-se uma posicao trofica acima do A. pisonii
e U. cordatus, enquanto estes compartilham o mesmo nivel tréfico (NT). O mesmo padréo foi
reportado no estudo de Giarrizzo et al. (2011) (G. cruentata NT = 3, A. pisonii e U. cordatus
NT=2). Pode ser observado também concentracBGes crescentes de Hg nos caranguejos U.
cordatus < A. pisonii < G. cruentata na area 1 (maior propor¢édo) e na area 3. Enquanto a area
2 mostra um padrdo distinto das demais regides (Figura 3), sugerindo que G. cruentata e A.
pisonii estdo no mesmo NT e ambas as espécies estdo uma posic¢do tréfica acima do U. cordatus.

A vista disso, os resultados da associagdo entre 8'°N e Hg nos compartimentos
analisados indicam a ocorréncia da biomagnificacdo do Hg na cadeia alimentar no estuario da
area 1, onde foram reportadas as maiores concentracdes do elemento, corroborando com a
segunda hipdtese. Na area 3, ha um risco em potencial associado a biomagnificacdo do Hg na
cadeia alimentar caso haja alteracbes nas fontes de entrada de Hg no ecossistema em
consequéncias das acdes antropicas, como surgimento de fontes pontuais de contaminacéo, ou
ainda, pela intensificacdo dos processos de deposicdo atmosférica. As vias de entrada
atmosférica do Hg (deposicdo Umida e seca) nos ecossistemas florestais tem gerado
preocupaces a nivel global (Driscoll et al., 2013; Wang et al., 2016; Wright et al., 2016). Isso
se deve a notavel capacidade de circulacdo atmosférica das formas gasosas do Hg e seu longo
tempo de permanéncia na atmosfera (em média 1 ano, Schroeder e Munthe, 1998). O Hg pode
percorrer longas distancias desde sua fonte de emissdo (dependendo da forma quimica) até
condic@es propicias a sua deposicdo, sendo, portanto, considerado um poluente global (Driscoll
et al., 2013; Travnikov et al., 2017). Alguns estudos tem relatado um aumento nas
concentragfes de Hg em regiGes remotas ou com pouca influéncia antropica, associando ao
aporte do Hg via deposicao atmosférica (Wang et al., 2016; Wright et al., 2016; Travnikov et
al., 2017).

Os niveis de Hg reportados nos caranguejos no presente estudo estdo abaixo da
concentragdo maxima permitida para consumo humano (500 ng.g* peso imido) estabelecida
pela Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 1991), ndo acarretando em risco direto de

consumo. Entretanto, nas areas com potencial de biomagnificacdo na cadeia alimentar, espécies
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de peixes que consomem esses caranguejos podem vir a ultrapassar as concentracdes de Hg
permitidas e gerar danos a populacdo humana que ingere esses recursos. Na regido Sudeste do
Brasil (area 1) ndo ha registro da exploracdo comercial dos caranguejos G. cruentata (que
apresentaram os maiores niveis de Hg), diferente das regides Norte e Nordeste, onde a espécie
é considerada um importante recurso pesqueiro (Maciel e Alves, 2009; Menezes et al., 2012;
Hirose et al., 2015). Contudo, a producdo comercial do G. cruentata no Sudeste pode se tornar
atrativa no futuro caso haja declinio das populagdes de U. cordatus devido a sobrepesca, como
ja tem sido reportado ao longo do litoral brasileiro (Botelho et al., 2004; Diele et al., 2005;
Jankowski et al., 2006; Guerra et al., 2013; Reis et al., 2015). Alguns estudos ja apontam
consequéncias associadas ao crescimento consideravel da produgdo do G. cruentata no
Nordeste, como a reducdo no tamanho corporal, da abundancia de individuos e do potencial
reprodutivo da espécie (Hirose et al., 2015; Buranelli, 2016). Isso reforca a necessidade de
desenvolver um plano de manejo para o uso sustentavel da espécie, assim como ha para U.
cordatus (IBAMA, 2011). As informacdes disponiveis sobre a producdo e estoque de G.
cruentata no litoral brasileiro sdo escassas e sem atualizacdo, o que acarreta em dados
provavelmente subestimados gerando riscos as populacdes desses caranguejos devido a

sobrepesca (Menezes et al., 2012; Hirose et al., 2015).

5. CONCLUSAO

As maiores concentracdes de Hg em todos os compartimentos analisados foram
registradas na area 1 (Sudeste), seguido pela area 3 (Norte) e area 2 (Nordeste). No geral, foram
observadas concentragdes crescentes de Hg nos caranguejos U. cordatus < A. pisonii < G.
cruentata. A relagio entre os valores de 51°N e Hg nos caranguejos e suas fontes alimentares
sugere a ocorréncia de biomagnificacdo do Hg na cadeia alimentar da area 1 e em menor
proporcdo na area 3. Os resultados da area 2 apresentaram um padrdo distinto das demais
regides. A avaliacdo dos niveis de Hg nos caranguejos ndo indica riscos direto de consumo pela
populacdo humana. Entretanto, em areas com potencial de biomagnificacdo na cadeia alimentar,
organismos de niveis troficos superiores podem vir a ultrapassar as concentragbes de Hg
permitidas, reforcando a necessidade de monitoramento dos niveis de contaminacdo nas regies

costeiras, prevenindo danos ao ecossistema e a satde humana.
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2. DISCUSSAO GERAL

Os dados referentes a ecologia trofica dos caranguejos (Capitulo 2) indicam uma
plasticidade alimentar das espécies, ndo sendo observado um padrdo geral entre as trés
comunidades estudadas. Uma mesma espécie animal pode adaptar alguns aspectos de seu
comportamento alimentar em funcdo da disponibilidade de recursos, seu requerimento
nutricional e condicdes especificas de cada ecossistema (Linton e Greenaway, 2007; Kristensen
et al., 2017; Pereira et al., 2019). A selecdo por folhas realizada pelo U. cordatus variou
provavelmente em funcdo da espécie vegetal de maior domindncia em cada manguezal.
Contudo, no geral R. mangle foi a espécie mais consumida pelos caranguejos, 0 que
possivelmente reflete o eficiente sistema adaptativo dos caranguejos para lidar com altas
concentracdes de taninos (Nordhaus, 2004; Linton e Greenaway, 2007). As espécies onivoras
A. pisonii e G. cruentata mostraram uma preferéncia pelo recurso animal nas areas 1 (Sudeste)
e 3 (Norte), enquanto na area 2 (Nordeste) o consumo de tecidos vegetais se mostrou
importante.

Os modelos de nicho isotépico nos caranguejos reforcam os habitos troficos distintos e
indicam que as espécies ndo compartilham o mesmo nicho dentro da comunidade (Capitulo 2)
(Jackson et al., 2011; Yakel et al., 2016). As meétricas quantitativas de nicho indicam que G.
cruentata explora uma faixa mais ampla de recursos alimentares, apontado pela maior largura
de nicho e maior diversidade trofica nas comunidades estudadas. Os aspectos da ecologia tréfica
dos caranguejos refletiram diretamente nas concentracdes de Hg em cada regido (Capitulo 3).

Todas as regides apresentaram dindmicas distintas nas razées elementares e isotopicas
e nos valores de Hg nos caranguejos, suas potenciais fontes alimentares (folhas e artrépodes) e
sedimento (Capitulo 3). Os resultados da area 1 se distinguiram das demais regides, embora se
observe alguns aspectos similares na area 3. Em ambas as areas o alinhamento dos organismos
nos valores de §'°N sugerem que G. cruentata esta uma posico trofica acima de suas potenciais
fontes alimentares. Ja na area 2 os dados apontam um padrdo diferenciado na ecologia tréfica
dos caranguejos, onde G. cruentata e A. pisonii estariam compartilhando o mesmo nivel trofico.
Esses resultados influenciam diretamente no potencial de biomagnificagdo do Hg na cadeia
alimentar dos ecossistemas, ja que as maiores concentracdes de Hg foram observadas no G.
cruentata.

Na area 1 foram reportados os maiores valores de Hg em todos os compartimentos
analisados, provavelmente devido ao registro historico de uso do Hg na regido. A relacdo com
os isotopos de 8'°N indicam a ocorréncia da biomagnificagio do Hg na cadeia alimentar da

regido. Nas areas 2 e 3 os valores de Hg foram proximos a regides consideradas remotas ou de
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pouca influéncia antropica. Contudo, mesmo com baixas concentragdes, a associagio entre 5°N
e Hg na &rea 3 mostram um potencial para biomagnificacdo do Hg na cadeia alimentar. 1sso
reforca a necessidade de monitoramento constante das potenciais fontes de contaminacdo e
impactos antropicos para prevenir futuros danos ao ecossistema e a saude da populacdo humana
que consome esses caranguejos.

As concentracgdes de Hg nos caranguejos analisados ndo apontam riscos diretos para seu
consumo. Mas uma questdo importante em relagdo ao consumo dos caranguejos G. cruentata
nas regides Norte e Nordeste é a forma que sdo comercializados. Diferente do U. cordatus,
geralmente os individuos de G. cruentata ndo sdo vendidos inteiros, mas como uma carne
processada, conhecida porpularmente como ‘“catado”. Para produgdo de 1 kg de carne
processada sdo necessarios uma média de 120 a 150 caranguejos adultos (Hirose et al., 2015).
Pensando em niveis de contaminagdo, caso haja alteracdo nas concentracdes de Hg nos
caranguejos a comercializacdo desse concentrado de tecido muscular seria um problema,
gerando potenciais riscos a saude humana. Deve-se levar em conta também a crescente
producdo de G. cruentata registrada no Norte e Nordeste, provavelmente subestimada, que pode
se expandir para outras regides do pais no caso de uma reducdo acentuada no estoque pesqueiro

de U. cordatus.

3. CONSIDERACOES FINAIS

e Os modelos de assimilagdo alimentar e nicho isotopico ndo apontaram um padréo geral
na ecologia trofica das espécies de caranguejos entre as areas analisadas, indicando
adaptacdes no comportamento alimentar dos caranguejos em funcéo da disponibilidade
de recursos e caracteristicas especificas de cada localidade.

e Goniopsis cruentata foi a espécie de caranguejo com maior amplitude nicho isotépico
e maior diversidade trofica nas trés comunidades analisadas. Os dados das areas 1 e 3
sugeriram que a espécie ocupa uma posicao trofica superior aos demais caranguejos e,
foi a espécie com maiores concentracfes de Hg em todas as areas.

e Os resultados da relagéo entre a composicgéo isotopica do 3*°N e as concentragdes de Hg
indicaram a ocorréncia da biomagnificacdo do Hg no estuario da area 1 (Sudeste), que
apresentou os maiores valores do elemento em todos os compartimentos. Na area 3
(Norte) foi observado um padréo similar, indicando um potencial para biomagnificacio

do Hg na cadeia alimentar do ecossistema.
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e O registro da biomagnificacdo do Hg nos estuérios alerta para a necessidade de
acompanhamento dos niveis de Hg em niveis tréficos superiores das cadeias alimentares
costeiras.

e Os resultados da area 2 (Nordeste) mostraram um padrdo diferenciado na ecologia
tréfica dos caranguejos e na dindmica do Hg associado a matéria organica do
ecossistema.

e Os dados apresentados apontam os potenciais riscos da crescente exploragdo comercial
dos caranguejos G. cruentata, uma espécie importante na cadeia alimentar estuarina e
ainda pouco estudada. Isso reforca a necessidade de elaboragcdo de um plano de manejo

para uso sustentavel da espécie nas regides costeiras do Brasil.
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Figura A.1: Valores de mediana para a composi¢do isotopica do carbono nas espécies de caranguejos
nos manguezais analisados. Letras diferentes indicam diferencas significativas. Area 1= rio Paraiba do
Sul (RJ), Area 2= Barra do rio Mamanguape (PB) e Area 3= Braganca (PA).
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Figura A.2: Valores de mediana para a composicdo isotopica do nitrogénio nas espécies de caranguejos
nos manguezais analisados. Letras diferentes indicam diferencas significativas. Area 1= rio Paraiba do
Sul (RJ), Area 2= Barra do rio Mamanguape (PB) e Area 3= Braganca (PA).
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Figura A.3: Valores de mediana para a razdo elementar (C:N)a. nas espécies de caranguejos nos
manguezais analisados. Letras diferentes indicam diferencas significativas. Area 1= rio Paraiba do Sul
(RJ), Area 2= Barra do rio Mamanguape (PB) e Area 3= Braganca (PA).
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Figura A.4: Valores de mediana das concentragdes de mercurio nas espécies de caranguejos nos
manguezais analisados. Letras diferentes indicam diferencas significativas. Area 1= rio Paraiba do Sul
(RJ), Area 2= Barra do rio Mamanguape (PB) e Area 3= Braganca (PA).
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Figura A.5: Valores de mediana para as razes elementares, isotopicas e concentragcbes de mercurio
nos caranguejos U. cordatus nas diferentes areas. Letras diferentes indicam diferencas significativas.
Area 1= rio Paraiba do Sul (RJ), Area 2= Barra do rio Mamanguape (PB) e Area 3= Braganca (PA).
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Figura A.6: Valores de mediana para as razdes elementares, isotopicas e concentracbes de mercurio
nos caranguejos A. pisonii nas diferentes areas. Letras diferentes indicam diferencas significativas. Area
1=rio Paraiba do Sul (RJ), Area 2= Barra do rio Mamanguape (PB) e Area 3= Braganga (PA).
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Figura A.7: Valores de mediana para as razes elementares, isotopicas e concentragcbes de mercurio
nos caranguejos G. cruentata nas diferentes areas. Letras diferentes indicam diferencas significativas.
Area 1= rio Paraiba do Sul (RJ), Area 2= Barra do rio Mamanguape (PB) e Area 3= Braganca (PA).
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