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para sempre. Mas nio ha outra maneira. O
rio nio pode voltar. Ninguém pode voltar.
Voltar é impossivel na existéncia. O rio
precisa se arriscar e entrar no oceano.
Somente ao entrar no oceano o medo ird
desaparecer, porque apenas entio o rio
saberd que ndo se trata de desaparecer no
oceano, mas de tornar-se oceano."
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Resumo
Escopo, objetivos e material e métodos

Os manguezais sdo a Unica formacao florestal que ocorre na interface entre sistemas
terrestre, de agua doce e marinho, desempenhando um papel crucial para a biogeoquimica do
C e N. Apesar de sua relevancia, os manguezais estdo sob pressdo por diferentes vetores
antropicos, entre eles a invasao bioldgica. Contudo, comparado a outros vetores de impacto,
a invasdo de plantas em manguezais tem recebido pouca atengéo, especialmente com relagao
aos fatores ambientais que a favorecem e os atributos das plantas que os invadem. Além
disso, a invasdo bioldgica de plantas pode impactar a estrutura e o funcionamento dos
ecossistemas, tendo potencial de alterar a dindmica de matéria organica no sedimento em
sistemas de manguezal. Contudo, ainda ndo ha um consenso sobre a influéncia (a direcdo e
a magnitude) da invasdo de plantas nos estoques de carbono e nitrogénio em ecossistemas de
manguezal. Para contribuir com o preenchimento dessas lacunas foram conduzidos dois
estudos onde investigamos (i) os fatores que favorecem a invasao de plantas em manguezais
(i) os atributos foliares funcionais das plantas invasoras e (iii) os efeitos no estoque de C e
N no sedimento e na estrutura da vegetacdo nativa nas areas invadidas. Para tanto foram
testadas as hipoteses: (i) areas de manguezal invadidas exibem contribuicédo de fonte C4 na
matéria organica do sedimento, (ii) areas de manguezais invadidas exibem menor estoque de
C e N no sedimento comparado as areas ndo invadidas, (ii) areas de manguezal invadidas
exibem menor biomassa acima do solo em relacdo as areas de manguezal ndo invadidas. No
primeiro estudo, foram selecionadas 18 parcelas em florestas de mangue sob diferentes niveis
de insumos antropogénicos de N, invadidas por macréfitas aquaticas e ndo invadidas, no
Complexo Estuarino-Lagunar (CEL) de Cananéia-lguape, litoral sul de S&o Paulo. No
segundo estudo, foram selecionadas 8 parcelas inseridas de manguezal de franja, invadidas e
ndo invadidas por macrdfitas aquéticas, no setor norte CEL de Cananéia-lguape. Em cada
parcela, medimos a salinidade intersticial, concentracGes de nitrogénio, propriedades fisico-
quimicas e estoques de C e N no sedimento. Medimos também as concentra¢des de C e N, a
razdo C:N, 6'3C e *°N no sistema sedimento-planta-serapilheira. Com relacéo a estrutura da
vegetacdo, mensuramos em cada parcela DAP, altura, &rea basal de troncos mortos e vivos e
a biomassa acima do sedimento das espécies de mangue.

Resultados

A salinidade intersticial a 10 cm de profundidade, seguida das concentracGes de nitrato no
sedimento, foram os principais fatores associados a ocorréncia de macrdéfitas aquaticas
invasoras nas areas de mangue estudadas. Além disso, espécies invasoras apresentaram
concentracOes de N foliares cerca de 2 vezes maiores, bem como uma razdo C:N 1,5 vezes
menor em comparacao as espécies nativas. A baixa salinidade e o aumento da disponibilidade
de N nos sedimentos permitiram o sucesso das espécies invasoras nas florestas de mangue,
resultando também em alta mortalidade de manguezais (até 53% da area basal). O sedimento



nas areas de manguezal invadidas ndo apresentou contribuicdo de fontes Ca4, devido a
predominancia de espécies de via fotossintética Cs (mangue e invasoras). A biomassa acima
do sedimento de mangue foi menor nas areas invadidas comparada as areas nao invadidas. O
estoque de C no sedimento (0-20 cm) foi similar entre as areas investigadas. O estoque de N
no sedimento (0-20 cm) foi menor nas areas invadidas, 0 que pode estar associado aos
atributos foliares da comunidade invasora que apresentou altos teores de N e baixa C:N foliar
em comparagéo as espécies de mangue.

Conclusodes

A reducéo da salinidade e as concentracdes de N-NO3™ no sedimento atuaram como
fatores facilitadores para a invasdo das macrofitas aquéticas. Esses dois fatores abidticos,
aliados aos atributos foliares funcionais das invasoras, associados ao alto requerimento de
N, permitiram a ocorréncia e 0 sucesso das invasoras no manguezal, provocando alta
mortalidade de individuos da comunidade nativa. A reducdo no estoque de N no sedimento
e da biomassa acima do sedimento de mangue s&o os principais efeitos detectados nas areas
invadidas até o momento. A reducdo da biomassa acima do sedimento pode representar
impactos locais adversos para a manutencdo do ecossistema de manguezal nessas areas e
para 0 armazenamento de C a longo prazo e para todos 0S servi¢os ecossistémicos
associados. A reducdo do estoque de N no sedimento pode estar associada a alta demanda
de N das invasoras e posterior introducdo no sedimento de uma serapilheira mais labil
comparada a serapilheira das espécies de mangue. A substitui¢ao de espécies nativas Cs por
espécies invasoras predominantemente Cs indicam que ainda ndo houve tempo para haver
alteracGes no estoque de C e na composicao isotopica no sedimento.

Palavras-chaves: espécies invasoras, invasao de plantas, macrofitas aquéaticas, is6topos
estaveis, salinidade
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Abstract
Background, goals and material methods

Mangroves are the only forest formation that occurs at the interface between the terrestrial,
freshwater and marine systems, playing a crucial role for the biogeochemistry of C and N.
Despite their relevance, mangroves are currently under pressure by different anthropic
vectors, one of them being the biological invasion. However, when compared to other impact
vectors, it has received little attention, especially the environmental factors that favor the
invasion of plants in mangroves and the attributes of the plants that invade them. Also,
biological invasion of plants may impact the structure and functioning of ecosystems, with
potential to alter the dynamics of organic matter in the sediment. However, there is still no
consensus on the influence (direction and magnitude) of plant invasion on carbon and
nitrogen stocks in mangrove ecosystems. In order to contribute to filling these gaps, two
studies were conducted where we investigated (i) the factors that favor the invasion of plants
in mangroves, (ii) dissimilarities among the functional foliar attributes of invasive and native
plants and, (iii) effects on C and N stock in the sediment and native vegetation structure in
the invaded areas. We tested these hypotheses: (i) invaded mangrove areas show a
contribution of C4 source in the sediment organic matter, (ii) invaded mangrove areas show
lower C and N stock in the sediment compared to non-invaded mangroves, (ii) invaded
mangrove areas show lower aboveground biomass compared to non-invaded mangroves. In
the first study, 18 plots were selected in mangrove forests under different levels of
anthropogenic N inputs, both invaded and non-invaded by aquatic macrophytes in the
Estuarine-Lagoon Complex (ELC) of Cananeia-lguape, Southeastern Brazil. In the second
study, eight plots were selected of mangrove forests, invaded and non-invaded by aquatic
macrophytes, in the northern sector of the ELC of Cananeia-lguape. In each plot, we
measured interstitial salinity, nitrogen concentrations, physicochemical properties, and the C
and N stocks of the sediment. We also measured the concentrations of C and N, the ratio
C:N, 8'3C, and 8N in the sediment-plant-litter system. Regarding the structure of the
vegetation, we measured in each plot diameter breast height, height, basal area of dead and
living trunks and biomass above the sediment of mangrove species.

Results

The interstitial salinity at 10 cm depth, followed by nitrate concentrations in the sediment,
were the main factors associated with the occurrence of invasive aquatic macrophytes in the
mangrove areas studied. Besides, invasive species had foliar N concentrations of about 2-
fold, as well as a 1.5-fold lower C:N ratio compared to native species. Low salinity and
increased N availability in the sediments allowed for the success of invasive species in
mangrove forests, resulting in high mangrove mortality (up to 53% of the basal area). The
sediment in the invaded mangrove areas did not show contribution of C4 sources, due to the
predominance of species of Cs photosynthetic pathway (mangrove and invasive). The
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biomass aboveground was lower in the invaded areas compared to the non-invaded areas.
The C stock in the sediment (0-20 cm) was similar among the studied areas. The stock of N
in the sediment (0-20 cm) was lower in the invaded areas, which can be associated to the
foliar attributes of invasive community (high foliar N concentration and low foliar C:N).

Conclusions

The reduction of salinity and N-NOs™ concentrations in the sediment acted as facilitating
factors for the invasion of aquatic macrophytes. These two abiotic factors, allied to the
functional attributes of the invaders, associated to the high N requirement, allowed the
occurrence and success of the invasive species in the mangroves, causing high mortality of
individuals in the native community. The reduction of N stocks in the sediment and of
mangrove aboveground biomass are so far the main effects detected in the invaded areas.
Reduction of live aboveground biomass may represent local adverse impacts to the
maintenance of the mangrove ecosystem in these areas, to the long-term storage of C and, to
all associated ecosystem services. The reduction of N in the sediment can be associated with
the high N consumption by the invaders and subsequent introduction into the sediment of a
more labile litter compared to the litter of the mangrove species. The substitution of native
Cs species by predominantly Cs invasive species indicates that there has not yet been time
for changes in the C stock and the isotopic composition in the sediment.

Keywords: aquatic macrophytes, plant invasion, invasive species, stable isotopes, salinity
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1. Introducéo Geral

Manguezais sdo areas umidas (“wetlands”) que ocorrem em zonas costeiras de
interface entre a terra e 0 mar em regides tropicais e subtropicais. Esses sistemas séo
colonizados por espécies denominadas genericamente como mangue adaptadas a inundacao
periddica, as amplas variacdes na salinidade e as baixas concentracbes de oxigénio no
sedimento (Schaeffer-Novelli et al. 2000; Spalding et al. 2010). Os manguezais ocorrem em
123 paises e territdrios, cobrindo um total de 152.000 km2, com as maiores extensdes
localizadas na regido Indo-pacifica e no Brasil (Spalding et al. 2010; Hamilton and Casey
2016). No Brasil, os manguezais ocorrem desde a foz do Rio Oiapoque no Estado do Amapa
até Santa Catarina, tendo como limite sul a cidade de Laguna (Soares et al. 2012). No total,
o territorio brasileiro possui cerca de 13.000 km2 de extensdo de manguezais e abriga a
segunda maior area continua de floresta de manguezal, que vai de Belém no Para até S&o
Luis no Maranhdo com 7721 km2 (Spalding et al. 2010; Hamilton and Casey 2016).

Os ecossistemas de manguezal desempenham uma série de fungdes ecoldgicas que
podem ser apropriadas pela sociedade na forma de servigcos ecossistémicos, como por
exemplo a protecdo da linha costeira, s@o areas de reproducdo, alimentacéo e reflgio de
espécies marinhas, de agua doce e terrestres e sdo considerados eficientes sumidouros de
carbono (C), em fungdo da alta produtividade e alocacdo de C na biomassa abaixo do
sedimento e da reduzida taxa de decomposicdo nesses ambientes (Kristensen et al. 2008;
Alongi 2014; Lee et al. 2014). Assim, destaca-se também a importancia biogeoquimica dos
manguezais exercendo um papel critico na ciclagem de C e de nutrientes como o nitrogénio
(N) (Donato et al. 2011; Alongi 2014, 2018; Reis et al. 2017). Apesar de sua relevancia
ecoldgica, social e econdmica, 0s manguezais estdo sob alta pressao antrépica por uma série
de vetores como a mudanca de uso da terra para desenvolvimento urbano e turistico e
atividades de aquicultura e carcinicultura (Valiela et al. 2001; Alongi 2002; Duke et al. 2007;
Van Lavieren et al. 2012).

A invasdo biologica pode ser definida como o estabelecimento e expansdo de
espécies em locais fora de sua faixa de distribuicéo original, de forma a dominar o ambiente
e impactar as espécies nativas e o ecossistema (Mack et al. 2000). A invasdo bioldgica é



reconhecida como dos vetores de degradacdo dos ecossistemas de manguezal, uma vez que
alteracdes nas condi¢des ambientais do ecossistema tém sido retratadas como facilitadores
da invaséo de plantas em manguezais (Lugo 1998; Dahdouh-Guebas et al. 2005; Biswas et
al. 2018). Estudos anteriores sugeriram que, devido as condi¢des do ecossistema serem
extremas, poucas espécies exdticas se adaptavam e sobreviviam ao processo de invasao, ou
seja, a maioria perecia (Lugo 1998; Biswas et al. 2007, 2012). Contudo, sob um contexto de
mudanca global, especialmente com a intensidade das acfes antrépicas, um ndmero
crescente de espécies exdticas emergiu e as taxas de sucesso de invasdo em manguezais

aumentaram amplamente (Rdoderstein et al. 2013; Ren et al. 2014; Biswas et al. 2018).

A invasdo bioldgica de plantas pode impactar a estrutura e o funcionamento dos
ecossistemas com potencial de alterar a dindmica de matéria organica no sedimento em
manguezais. Dessa forma, assim que uma espécie ou grupo de espécies de plantas invasoras
atingem alta abundancia e dominancia no ambiente invadido, impactos adversos sobre a
performance e sobrevivéncia das espécies nativas podem ser constatados (Vila and Weiner

2004; Vila et al. 2011), o que pode resultar em efeitos na estrutura e biomassa da vegetagéo.

Outro efeito que a invasdo de plantas em manguezais pode causar, a longo prazo, € a
modificacdo nos pools, a ciclagem de C e N e a dindmica de decomposi¢do da matéria
organica (Asthon et al. 2005; Liao et al. 2008; Ehrenfeld 2010; Vila et al. 2011; Lee et al.
2017), uma vez que a invasdo de plantas pode promover a entrada de material foliar com
caracteristicas diferentes das espécies de plantas nativas no sedimento (Liao et al. 2007, 2008;
Lee et al. 2017). A dissimilaridade das caracteristicas foliares e de serapilheira entre as
comunidades invadidas e nativas tem potencial de explicar a magnitude e direcdo de
alteracGes nos fluxos e estoques de C e N solo (Lee et al. 2017). Esse tipo de investigacao é
oportuna para o presente estudo visto que, ainda ndo hd um consenso sobre a influéncia (a
direcdo e a magnitude) da invasdo de plantas nos estoques de C e N em ecossistemas

costeiros.

Em S8o Paulo, o Complexo Estuarino Lagunar (CEL) de Cananéia-lguape,
Patriménio Mundial da UNESCO e sitio RAMSAR pode ser dividido em dois setores, o sul,
o qual contém as areas de manguezal mais extensas e conservados do Estado (Cunha-Lignon
et al. 2011) na regido de Cananéia, com cerca de 12.000 habitantes (IBGE 2010). Enquanto



o setor norte na regido Iguape € altamente influenciado pelo canal artificial denominado Valo
Grande (Mahiques et al. 2009, 2013). Na época do Brasil império, a regido do Vale do
Ribeira ja possuia grande importancia econdmica. Com intuito de reduzir a distancia do
transporte da producéo agricola da regido (principalmente de arroz) para o Porto Grande, o
canal artificial denominado Valo Grande foi construido, com 4,4 m de largura, desviando o

fluxo original do rio Ribeira de Iguape (Besnard 1950).

Devido a erosdo e transporte intenso de sedimento ao longo do tempo o
funcionamento do porto foi inviabilizado e, por consequéncia, o canal foi fechado em 1978
com uma barragem feita de pedras e areia. Essa barragem, porém, foi rompida em 1983 apds
grandes enchentes do rio Ribeira e, desde entdo, o canal esta aberto. Atualmente, o canal
possui mais de 250 m e é a principal via da vazdo do rio Ribeira de Iguape para o estuario
(Mar Pequeno), responsavel por 60% da vazéo total (Mahiques et al. 2009, 2013). Este rio
compde uma das maiores bacias hidrograficas da costa brasileira com uma populacdo de
mais de um milh&o e meio de habitantes (IBGE 2010) e apenas 62% do esgoto produzido na
parte paulista da bacia do rio Ribeira de Iguape é coletado somente 60% ¢ tratado (CETESB
2016), todavia ndo é tratado para reducdo do excesso de N. Além disso essa regido possui
grandes areas agricolas responsaveis por cerca de 80% da producao de banana do Estado de

S&o Paulo com aplicagéo de fertilizantes inorganicos nitrogenados (Godoy et al. 2006).

A abertura do canal artificial, aliado as atividades antropicas, tem provocado
alteracBGes nos ecossistemas de manguezal proximos ao Valo Grande, no municipio do
Iguape-SP, tais como 0 aumento da sedimentacdo, reducdo da salinidade, mudanca na biota
local de peixes no estuario (Mar Pequeno), bem como a polui¢do por nitrogénio antropico e
a invasao de espécies de macrdfitas aquaticas nas areas adjacentes de manguezal (Mahiques
et al. 2009, 2013; Cunha-Lignon et al. 2011, 2015; Cunha-Lignon and Menghini 2016; Reis
et al. 2019).

Em um trabalho anterior, Reis et al. (2019) evidenciaram um contexto de polui¢édo
por N oriundo de atividades antropicas influenciando as areas de manguezal no setor norte
do CEL em Iguape (Tabela 2). Os autores verificaram altos valores de 6*°N do nitrato (NO3"
) no canal Valo Grande e também de um ponto préximo &reas invadidas por macrofitas

aquaticas do setor norte do CEL de Cananéia-lguape e a partir da comparacdo dos valores



mais baixos de 6°N do NOs préximo ao sitio +N do setor sul do CEL (Cananéia)
constataram o excesso de NOz™ oriundo de esgoto e agricultura na bacia do Rio Ribeira de
Iguape chegando ao estuario na porgéo norte do CEL. Além disso, 0 5°N do NOs™ na 4gua
do estuario ndo foi quantificado na Ilha do Cardoso (sitio controle ndo enriquecido por N no
setor sul do CEL), uma vez que as concentra¢des de NO3z™ estavam abaixo do limite de
deteccdo. Neste mesmo trabalho, Reis et al. (2019) verificaram valores elevados de 5!°N do
amonio (NH4") no setor sul do CEL na Ilha de Cananeia (+N), comparado ao sitio controle
na llha do Cardoso também no setor sul do CEL indicaram o excesso de NH4" proveniente
de fontes locais de esgoto de pequenas areas urbanas atingindo os sitios de estudo na Ilha de
Cananeia (Tabela 1).

Tabela 1. Valores medianos e amplitude da abundéncia natural de is6topos estaveis de nitrogénio

0N %o do nitrato (NO3’) e amonio (NH4*) na agua estuarina no Complexo Estuarino-Lagunar de
Cananéia-lguape de abril de 2017

Regido NH4* NOs’
Controle . 0,6 (-0,1e1.7) NA
Cananéia
+N 3,6 (1,2e9,1) 0,4(-04e1,3)
+++NI -1,2(-2,8e0,1) 39(335€e4,8)
Iguape
Valo Grande 3,0 9,8

NA = ndo aplicavel: valores abaixo do limite de detec¢do. Retirado de Reis et al. (2019).

Além disso, dados do monitoramento da qualidade agua costeira da CETESB de
nitrato (N-NOs’), amoénio (N-NH4") e qualificacdo do estado tréfico através de medidas de
clorofila-a na &gua estuarina, disponiveis em (https://servicos.cetesh.sp.gov.br/infoaguas/),
evidenciaram um gradiente de fertilizacdo antrépica no CEL de Cananéia-lguape e também

demonstraram também evidéncias de poluicdo de N no setor norte do complexo (Tabela 2).



Tabela 2. Concentracfes médias e valores maximos de N-NH4*, N-NOs, Clorofila-a e estado tréfico dos
pontos de monitoramento de qualidade das aguas costeiras de Sdo Paulo da CETESB no Complexo
Estuarino-Lagunar de Cananéia-lguape de 2010 a 2015

Média Maximo Média Maximo Média Maximo Estado tréfico

Controle 0,10 0,13 NA NA 4,6 8,5 mesotrofica

Cananéia ¥
+N 012 035 NA NA 79 294 mesotrofica a
eutrofica

++N 014 080 NA NA 158 62,6 eutrofica a
hipereutrofica

Iguape eutrofica a

+++NI 0,35 1,43 0,47 3,55 10,4 47,6

hipereutréfica

Fonte: CETESB, dados disponiveis em https://servicos.cetesh.sp.gov.br/infoaguas/. NA = ndo aplicavel:
valores foram menores do que o limite de detecgdo <0.20 mg/L.

Embora a invasdo bioldgica seja reconhecida por muitos autores, desde a década de
1990, como uma das maiores ameacas a biodiversidade e para a estrutura e funcionamento
dos ecossistemas (Vitousek et al. 1996; Mack et al. 2000), ainda é um assunto que tem
recebido pouca atencdo quando se trata de manguezais (Biswas et al. 2018). Nesse sentido,
fatores que favorecem esse processo ainda precisam ser melhor entendidos (Ren et al. 2014),
assim como os atributos das plantas que invadem as florestas de manguezal e consequéncias

ecoldgicas para 0 ecossistema (Biswas et al. 2018).

Com intuito de contribuir com estas lacunas, o objetivo geral da dissertacdo foi avaliar
os fatores que favorecem a invaséo de plantas em ecossistemas de manguezal e os efeitos nos
estoques de C, N e na biomassa de mangue acima do sedimento em areas invadidas de
manguezal no Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape. Para tanto, foram
conduzidos dois estudos apresentados em dois capitulos. No capitulo 1, investigamos o efeito
de fatores abidticos selecionados associados a invasdo de macrofitas aquaticas em
manguezais no Sudeste do Brasil. Além disso, também avaliamos os atributos foliares de
espécies nativas e invasoras para avaliar se estes favoreciam a invasdo. No capitulo 2,
investigamos os estoques de C e N no sedimento e a estrutura da vegetacdo nativa em areas
de manguezal invadidas por macrdfitas aquaticas e ndo invadidas no setor norte do Complexo
Estuarino Lagunar de Cananéia-lIguape. Nesse sentido, as seguintes hipéteses foram testadas,
(i) areas de manguezal invadidas possuem maior proporc¢éo de sinal C4na matéria organica

do sedimento em relacdo as areas nao invadidas, (ii) areas de manguezais sob invasdo



bioldgica exibem menor estoque de C e N no sedimento e, (iii) areas de manguezal invadidas

exibem menor biomassa acima do solo comparado a manguezais conservados.
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Capitulo 1. Interactive Effects of Abiotic and Biotic Factors Drive Plant Invasion in
Subtropical Mangroves
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Abstract

Biological invasion is recognized as a critical driver of environmental change in mangrove
ecosystems. However, environmental factors that favor plant invasion in mangroves are still
poorly understood. To contribute to filling this gap, we investigated the effect of selected
abiotic factors associated controlling aquatic macrophytes invasion in mangroves in
Southeastern Brazil. Furthermore, we also assessed foliar attributes of native and invasive
species to evaluate whether biotic attributes favored the invasion. We selected 18 plots in
mangrove forests under different levels of anthropogenic N inputs, both invaded and non-
invaded in the Estuarine-Lagoon Complex of Cananeia-lguape, southeastern Brazil. We
measured interstitial salinity, sediment nitrate and ammonium concentrations, and sediment
physicochemical properties. We also measured foliar nitrogen (N) concentrations, foliar C:N,
and foliar ¢*3C of both invasive and native species. We found that interstitial salinity at 10
cm depth followed by nitrate concentrations in sediment were the main factors associated
with the occurrence of invasive aquatic macrophytes in the studied mangrove areas.
Moreover, invasive species had about 2-fold higher foliar N concentrations as well as about
a 1.5-fold lower C:N ratios compared to native species. Low salinity and increased N
availability in sediment allowed for the success of invasive species into mangrove forests,
also resulting in high mangrove mortality (up 53% of basal area).

Keywords: aquatic macrophytes, biological invasion, foliar attributes, nitrogen pollution,
salinity, anthropogenic alterations
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1. Introduction

Mangroves are the only forest formations that occur at the interface of terrestrial,
freshwater, and marine ecosystems (Alongi 2002). Because of their key location, mangrove
forests have important biogeochemical roles that translate into the provisioning of critical
ecosystem services (van Lavieren et al. 2012; Lee et al. 2014). For instance, mangroves
usually store large quantities of carbon (C) per unit of area in both above and below ground
biomass as well as in soil compared to other upland tropical forests and marine ecosystems
(Donato et al. 2011; Alongi 2014).

Although there is wide recognition of the social, economic, and ecological relevance
of mangroves, these ecosystems are still under strong human pressure (Valiela et al. 2001).
One of the main drivers of ecosystem degradation is biological invasion. Despite the fact
biological invasion is worldwide well recognized as one of the main vectors of global change
promoting modification in the structure and functioning of ecosystems (Vitousek et al. 1996;
Dukes and Mooney 1999; Mack et al. 2000; Vila et al. 2011), such driver has not received
enough attention in mangrove ecosystems (Biswas et al. 2018). This is especially true
considering the lack of investigations of environmental factors that favor invasion (Ren et al.
2014) and the functional attributes of alien species that invade mangroves (Biswas et al.
2018).

Environmental factors that make an ecological system more susceptible to biological
invasion are widely discussed, though there is a consensus that disturbance plays a key role
in this process (Dukes and Mooney 1999; Mack et al. 2000; Biswas et al. 2012; Zhang et al.
2012). At the regional scale, human interventions such as building canals, roads, and dams
promote deep alterations of river flows in the upstream watershed, which in turn modify the
freshwater input (and associated nutrient loads) to downstream estuarine ecosystems (Gopal
and Chauhan 2006; Rdderstein et al. 2013; Sathyanathan et al. 2014; Reis et al. 2019). These
disturbances change environmental conditions and, as a consequence, may facilitate
biological invasion into mangroves (Lugo 1998; Dahdouh-Guebas et al. 2005; Biswas et al.
2018). For example, measures to recover streamflow to mangroves have been taken in

Colombia. Rivers were dredged to restore the river flow that had been altered for the
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construction of highways. Nonetheless, the combination of large rain events at the same time
of these interventions caused a salinity reduction which, in turn, led to the invasion of aquatic

macrophytes (Typha domingensis Pers) in these mangroves (Roderstein et al. 2013).

Under non-disturbed conditions, abiotic factors such as (i) low oxygen levels in
sediment, (ii) periodic floods, and (iii) large variations in salinity act as barriers to biological
invasion in mangroves (Schaeffer-Novelli et al., 2000; Spalding, Kainuma & Collins, 2010).
That works for both terrestrial and freshwater plant species that hardly survive when
competing with mangroves (Lugo 1998). Therefore, the success and significance of the
impacts of biological invasion will depend not only on the abiotic factors of the ecosystem
under invasion but also on the functional attributes of invasive species relative to native
vegetation (Van Kleunen et al. 2010; Pysek et al. 2012; Lee et al. 2017). In a context of
disturbance, alterations in salinity and nutrient availability (especially nitrogen) may directly
favor invasive species by promoting rapid growth and reproduction. This, in turn, leads to
changes at the community level through, for example, the increase in mortality rates of native
species (Dukes and Mooney 1999; Bradley et al. 2010; Vila et al. 2011; Gufu et al. 2018).
Thus, it is important to understand both the abiotic and biotic factors controlling biological
invasion as well as the impacts at the native community level to prevent, minimize, and
manage its effects (Pysek et al. 2012; Ren et al. 2014).

Biological invasion may cause significant impacts at the species, community, and
ecosystem levels (Vila et al., 2011). This might occur especially if native species differ from
invasive in terms of functional attributes (Lee et al. 2017). Such differences may provide
competitive advantages for alien species (e.g., better strategies of resource use, fast growth
rate, fitness) since they generally have a greater performance compared to native species
(Van Kleunen et al. 2010; Gonzalez-Mufoz et al. 2013). Photosynthetic metabolism (e.g., Cs
x Cy) is a functional attribute that may differ between native and invasive species. The stable
carbon isotopic signature (6*3C) indicates the type of photosynthetic pathway used by plants
(Ehleringer et al. 2000). Moreover, the §*3C also has the potential to provide insight into plant
water use efficiency (i.e., assimilation of C per unit of water lost in transpiration) and
consequently on photosynthetic capacity, thus highlighting differing competitive abilities

among Csz plants. Foliar N concentration and carbon: nitrogen ratio (C:N) are commonly used
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to evaluated differences between native and invasive species, which may be associated with

N use and influences ecosystem process (Liao et al. 2008; Lee et al. 2017).

The Estuarine-Lagoon Complex (ELC) of Cananeia-lguape, Sao Paulo State, Brazil
is a Ramsar site (Ramsar 2017). Mangroves at the southern region of the complex are the
widest and best conserved in Sdo Paulo State (Cunha-Lignon et al. 2011). On the other hand,
in the northern part of the complex, there was a significant increase in freshwater input due
to the building of a canal in 1852 (locally known as “Valo Grande”) to deviate flow from
Ribeira de Iguape river (Mahiques et al. 2009, 2013). The Ribeira de Iguape river is one of
the largest rivers in the southeastern region of Brazil, draining more than 23,350 km?. This
deviation, as well as the input of sewage and excess nutrients from agricultural activities in
the Ribera de Iguape river basin, resulted in important changes in the estuary (locally known
as “Mar Pequeno”) and associated mangroves. This possibly favored the invasion by aquatic
macrophytes in the adjacent mangrove areas (Cunha-Lignon et al., 2011; Cunha-Lignon and
Menghini, 2016; Reis et al., 2019).

In order to shed more light on the control of biological invasion in mangrove
ecosystems, we investigated the effect of selected abiotic factors affecting alien species
invasion in the ELC of Cananeia-lguape. Some important, we also assessed functional foliar
attributes of invasive and native species to clarify the role of biotic attributes to the success
of biological invasion in these systems.

2. Material and Methods

2.1 Study area

The study was conducted in 18 plots inserted in 8 fringe mangrove sites in the ELC
of Cananeia-lguape, southeastern Brazil in 2015 (Fig. 1). This study was carried out by the
Integrated Monitoring of Mangroves Research Group recognized by the National Council for
Scientific and Technological Development (CNPq, Brazil). The study plots integrate a
permanent plot network where mangrove vegetation structure has been monitored since
2001.
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Fig. 1 Location of mangrove study sites in the Estuarine Lagoon-Complex of Cananeia-Iguape,
southeastern Brazil. Study sites included two non-invaded and non-N-enriched reference sites
(Control); two non-invaded sites subjected to medium N inputs (+N); two non-invaded sites subjected
to medium to high N inputs (++N), and two invaded sites subjected to high N inputs (+++NI1). Because
of the map scale, the two study sites at +++NI and at ++N were overlaid. Source of the shapefiles of

mangrove forests and aquatic macrophytes areas: Cunha-Lignon et al. (2011).

The study sites differ mainly in two aspects: (i) levels of anthropogenic N inputs (Reis
et al. 2019) and (ii) invasion by aquatic macrophytes. We selected two conserved mangrove
areas under high marine influence as the non-invaded and non-N-enriched control sites. We
also selected two non-invaded mangrove sites subject to medium N inputs from sewage
discharge of a small urban area in the Cananeia Island (+N). Lastly, we selected four
mangrove sites close to the Valo Grande canal that were strongly affected by excess N inputs
from the Ribeira de Iguape river basin. Two of these sites comprised non-invaded mangroves

submitted to excess N inputs ranging from medium to high (++N). The other two sites
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included invaded mangrove areas subjected to high N inputs (+++NI) (Reis et al. 2019)
(Table 1).
Table 1. Mean and maximum concentrations of ammonium nitrogen (NH4*-N), nitrate nitrogen

(NO3-N), and Chlorophyll, and the trophic state of estuarine water in the Estuarine-Lagoon
Complex of Cananeia-lguape from 2010 to 2015

NH4*-N (mg/I NOs™-N (mg/I Chlorophyll a (ug/I
Treatments 4N (mg/h #-N (mg/h phylla (/b Thophic State
mean maximum  mean maximum mean maximum
Control 010 0.13 NA NA 4.6 8.5 mesotrophic
mesotrophic to
+N 0.12 0.35 NA NA 7.9 29.4 eutrophic
++N 0.14 080 NA NA 158 62,6 eutrophic to
hypereutrophic
+++NI 035 143 047 355 104 476 eutrophic to

hypereutrophic

Data from the monitoring of the quality of coastal waters of the state of Sdo Paulo of Companhia Ambiental
do Estado de S&o Paulo (CETESB); data is available at https://servicos.cetesb.sp.gov.br/infoaguas/. NA =
Not applicable: all values were below detection limit <0.20

Mangrove vegetation in the ELC of Cananeia-lguape is composed by the species
Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae), Laguncularia racemosa (L.) C.F. Gaertn.
(Combretaceae), and Avicennia schaueriana Stapf & Leechm. ex Moldenke (Acanthaceae)
(families according to APG, 2009) (Schaeffer-Novelli et al. 1990). The vegetation in the
study plots differ in the dominance of mangrove species, stage of ecological succession,
structural development, and in the presence of invasive aquatic macrophytes (Supplementary
Table 1). Landsat time series indicated the absence of invasive macrophytes in the mangrove
areas adjacent to the VValo Grande canal in 1997. The occurrence of aquatic macrophytes was
first recorded in 2010 (Cunha-Lignon et al. 2011), but the exact year of invasion is unknown.

The dominant invasive species at the +++NI plots were Hymenachne amplexicaulis
(Rudge) Nees (Poaceae), Bacopa monnieri (L.) Wettst. (Plantagenaceae), Crinum salsum
Ravenna (Amaryllidaceae), and other unidentified species of the families Poaceae and

Cyperaceae.

The climate in the ELC of Cananeia-lguape is classified as subtropical, "Cfa"
according to the climatic classification of Koppen-Geiger (Alvares et al. 2014). Mean

monthly temperature ranges from 24.5 °C in January to 7.8 °C in July. Mean annual
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precipitation is about 2,300 mm, without a marked dry season. Tides are semidiurnal with a

mean amplitude of 0.82 m to 1.25 m in spring tides (Schaeffer-Novelli et al. 1990).

2.2 Sampling design

In July 2015, vegetation structure was measured and sediment and foliar samples
were obtained in each plot. To avoid trampling and possible interferences in the vegetation
structure inside the plots, all foliar and sediment samples were obtained immediately outside

each plot. The interstitial salinity was also obtained in situ next to each plot.

The plots have varying sizes, according to the stem density (Schaeffer-Novelli and
Cintrén 1986; Schaeffer-Novelli et al. 2015). In each plot, all trees taller than 1 m were
identified and had their diameter at breast height (DBH) registered with a metric diameter
tape, and their height measured using a telemeter or a telescopic pole. The condition of the
trunks (alive or dead) was also registered (Schaeffer-Novelli and Cintron 1986; Schaeffer-
Novelli et al. 2015).

A sediment sample (0-10 cm depth) was collected per plot to quantify the
concentrations of NHs"-N and NO3™-N. Extra sediment samples at 0-20 cm depths were also
collected in each plot to characterize sediment physicochemical properties. The sediment
samples for physicochemical analyses from plots in the same site were pooled together,
totaling two composite samples by treatment (i.e., Control 1 and 2, +N 1 and 2, ++N 1 and

2, and +++NI 1 and 2). All sediment samples were kept refrigerated until analysis.

Next to each plot, mature foliar samples (i.e., green and fully expanded) from three
mangrove trees with DBH > 4 c¢cm were obtained, as well as foliar samples of the invasive
aquatic macrophytes, one sample per species. Foliar samples were analyzed for the 6**C, and
concentrations of C and N. The foliar samples were washed with tap water and then oven

dried at 40 °C for 48 hours immediately after fieldwork.
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2.3 Abiotic factors

2.3.1 Physical and chemical properties of sediment

The sediment samples at 0—-20 cm depth were analyzed for concentrations of organic
matter (OM), Na*, K*, Ca?*, Mg?*, and available P, sum of exchangeable bases, and cation
exchange capacity according to Embrapa (2009, 1997). Sediment texture was analyzed using
the hydrometer method (Bouyoucos 1932) and classified using the U.S. Department of
Agriculture textural triangle. Organic matter was extracted with potassium dichromate in
sulfuric medium and quantified by titration using ammonium ferrous sulfate. Available
exchangeable bases were extracted with ammonium acetate 1M. Concentrations of Na* were
analyzed by flame photometry, K* by atomic emission, and Ca?" and Mg?* by atomic
absorption spectrophotometry. Available P was extracted with Mehlich 1 solution and
quantified with ammonium molybdate using a spectrophotometer. These analyses were
carried out in the Department of Soil Science of the Luiz de Queiroz School of Agriculture,

University of Sdo Paulo.

Also, in each plot, we used a Napoleon-type auger and an optical refractometer to

measure in situ the interstitial sediment salinity at 10 cm (Sal10) and at 50 cm (Sal50) depth.

2.3.2 Concentrations of available N in sediment

Concentrations of NHs*-N and NOs-N in sediment (0-10 cm) were quantified
according to the extraction procedures described by Reis et al. (2017b). Extracts were
analyzed for concentrations of NH4*-N with a Nessler reagent (Greweling and Peech 1960)
and NOs -N (Meier 1991, cited in Sutton et al. 2014) using a UV spectrophotometer in the
Laboratério de Ecossistemas of the Universidade de Brasilia. Concentrations of mineral N

(Nmin) were calculated by summing the concentrations of NH4*-N and NOs™-N in sediment.
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2.4 Biotic factors

2.4.1 Vegetation structure

From the data obtained in the field, we calculated the mean values of height (H) (m),
DBH (cm), and basal area of live trunks (BALT) and dead trunks (BADT) (%) for each plot.

2.4.2 Foliar attributes

Foliar samples were ground with a knife grinder and powdered with liquid nitrogen
in a mortar. The concentrations of C and N and the C:N ratios and ¢63C of foliar samples
were quantified with an elemental analyzer (Carlo Erba, model 1110, Milan, Italy) coupled
to an isotope-ratio mass spectrometer (ThermoQuest-Finnigan Delta Plus) (Thermo Fisher
Scientific GmbH, Bremen, Germany) in the Laboratério de Ecologia Isot6pica of the Centro
de Energia Nuclear na Agricultura at Universidade de Sdo Paulo. The standard adopted for
C is Peedee Belemnite (PDB - a limestone rock from the Grand Canyon region, USA) and
sugarcane and tropical soil were used as reference materials. Analytical error is 0.30 %o for
13C, 0.15% for C, and 0.01% for N.

2.4.3 Statistical analyses

The normality of raw data and residues was tested using the Shapiro-Wilk W-test.

The homoscedasticity of the variances was verified by the Barlett test.

Multiple comparisons between the treatments (i.e., Control, +N, ++N, and +++Nl),
regarding the sediment physicochemical properties and biotic and abiotic data, were
evaluated using the Permutational Multivariate Analysis of Variance (PERMANQOVA), using
Euclidean distance matrix with 999 permutations after standardization of the data with the
function "scale" (Anderson 2001). A Pearson correlation matrix was used to evaluate the
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correlation between abiotic and biotic variables in order to eliminate highly correlated

variables from the analyses (r > 0.9) (Supplementary Figure 1).

The study plots and the abiotic and biotic variables were ordered through Principal
Component Analysis (PCA) to verify the environmental distance between treatments
(Legendre and Legendre 2012).

Univariate comparisons of abiotic and biotic variables between treatments were
performed using the one-way ANOVA F-test followed by pos-hoc Tukey HSD test.
Comparisons of foliar attributes between native and invasive plants at the +++NI plots were

tested using Student's t-test or the non-parametric Mann-Whitney U-test.

The variance inflation factor (VIF) values of the predictor variables were evaluated.
Variables with VIF > 20 were excluded because they presented high collinearity. We
conducted a redundancy analysis (RDA) to evaluate the effect of the selected abiotic factors
(Sal10 + NH4"™-N + NOs™-N) on the biotic variables that presented significant differences
between treatments on univariate comparisons (BADT, foliar C:N and foliar 4*3C) and also
foliar N, which is an important foliar attribute. The statistical significance of the RDA axes
and groupings were tested by the analysis of variance (ANOVA). A partial RDA (pRDA)
was performed to evaluate the individual effect of each predictive abiotic variable on the set
of response biotic variables (Legendre and Legendre 2012). The significance of the effect of
each predictor variable on the response variables was tested by an analysis of variance
(ANOVA).

All analysis was performed using the software R (R Core Team 2017) using the

significance level of “p <0.05”.

3. Results

3.1 Physical and chemical properties of sediment

Sediment texture, the active and potential pH were similar among study plots.

Concentrations of organic matter, available P, Na*, K*, Ca?*, and Mg ?*, as well as SEB and
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CEC in sediment at 0-20 cm depth were also similar between the study plots
(PERMANOVA, F;34=1.6919, p=0.385) (Supplementary Table 2).

3.2 Abiotic and biotic factors related to invasion

The abiotic variables (Sal10, Sal50, NH4*-N, NOs-N, and Nmin) were significantly
different between treatments (PERMANOVA, F314=10.088, p=0.001). Similarly, biotic
variables including foliar attributes (i.e., N concentrations, C:N ratios, and 5*C) and
vegetation structure data (i.e., DBH, H, BALT, and BADT) also differed among treatments
(PERMANOVA, F@3,14=5.5376, p=0.012). These abiotic and biotic variables were also
consistently different among treatments on univariate comparisons, except for DBH, H and

foliar N concentrations, which were similar among study plots (see Supplementary Table 3).

Because BADT and BALT were highly correlated, only BADT was used for PCA
and further analyses (Supplementary Fig. 1).

The PCA axes of abiotic variables explained 89.9% of the total variance in the data
set (Fig. 2A). Ordination axis 1 was negatively correlated to NOs-N concentrations and
interstitial Sal10 and Sal50, which grouped Control and +N plots. The ordinations of +++NI
plots was negatively correlated with the variables Sal10, Sal50, and NO3™-N. Ordination axis
2 was negatively correlated with the Nmin and NH.*-N that grouped the ++N 2-4 plots, which
presented the highest concentrations of these variables (Fig. 2A). The PCA axes of biotic
variables accounted for 69.1% of the variance (Figure 2B). Ordination axis 1 indicated that
the invaded areas subjected to high N inputs (+++NI plots) were positively correlated with
the foliar 5*C and N concentrations and with BADT, while were negatively correlated with
foliar C:N ratios. The ordination of plots of Control, +N, and ++N was positively correlated
with C:N and by the variables DAP and A (Fig. 2B).
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Fig. 2 Principal component analysis (PCA) of mangrove study plots according to abiotic
(A) and biotic variables (B). Dots of different colors identify the treatments: non-invaded
and non-N-enriched plots (Control), non-invaded plots subjected to medium (+N) and
medium to high (++N) N inputs, and invaded plots subjected to high N inputs (+++NI).

3.3 Influence of abiotic factors on invasion

Axes 1 and 2 of the RDA, accounting for the influence of abiotic on biotic variables,
explained 37.57% of the total variance (F,14=4.6744, p=0.001) (Fig. 3). Axis 1 of the RDA
explained 33.53% of the variance and the clusters were statistically significant
(F1,14=11.9557, p= 0.002). RDA axis 1 was negatively correlated with interstitial Sal10 and
foliar C:N ratios and positively correlated with BADT and foliar 6**C and N concentrations.
However, interstitial Sal10 was the only predictor variable that had significant influence on
axis 1. RDA axis 2, on the other hand, was not significant (F,14) = 1.4414, p = 0.481),

explaining only 4.04% of the variance.
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Fig. 3 Redundancy analysis (RDA) of the influence of abiotic on biotic factors associated with the
invasion of aquatic macrophytes in mangrove areas in the Estuarine Lagoon-Complex of Cananeia-
Iguape, southeastern Brazil. Black arrows indicate predictor variables and gray arrows indicate
response variables.

Considering the individual influence of each predictor abiotic variable on the biotic
variables related to the invasion (pPRDA), Sal10 and NO3™-N exhibited the highest coefficients
of determination (adjusted R?) and significant p-values (Sal10: R?(qj=0.422, F=11.443,
p=0.001; NO3z-N. R%4qj-0.101, F= 6.3702, p=0.002). The influence of NH4*-N was not
significant (R%(j=0.010, F=1.2704, p=0.306).

3.4 Foliar attributes of native and invasive species

3.4.1 Foliar C:N ratios and N concentrations

Foliar C:N ratios of invasive aquatic macrophytes (mean * standard deviation) (15.4
+ 3.9) were lower compared to mangroves (22.5 + 4.4) (t19=3.8489, p=0.001) (Fig. 4A).
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Foliar N concentrations of invasive species were higher (26.0 + 5.3 g/kg) relative to
mangrove species (15.0 £ 3.9 g/kg) (tu9)=-5.4938, p=< 0.001) (Fig. 4B).

3.4.2 Foliar ¢ 3C

The foliar 6:3C of mangrove species (-29.5 £ 1.2 %o0) was similar to Cz invasive species
(-29.7 £ 1.0 %o). The foliar 6*3C of mangrove and Cs invasive species were both significantly
lower than C4 invasive species (-12.7 + 0.9 %o) (F=201.2, P<0,001) (Fig 4C).

The foliar 6*3C of the dominant invasive species (Cz and C4 plants pooled together, n
= 6) (median, and first and third quartiles) (-28.5, -29.9 and -16.9 %o) was similar to mangrove
species (29.3, -30.1 and 28.6 %o) (U = 48, p =0.290) (Fig. 4D).
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Fig. 4 Foliar attributes of native mangroves and invasive aquatic macrophytes at the study plots
subjected to high N inputs (+++NI plots) in the Estuarine Lagoon-Complex of Cananeia-Iguape,
southeastern Brazil, in July 2015. Panels include comparisons of foliar C:N (a), foliar N
concentrations (g/kg) (b), and foliar 6*C (%o) (c) between native (n=12) and invasive species
(n=9). In panel d, the foliar ™!3C (%) of and mangroves (n=12) and the dominant invasive aquatic

macrophytes (n=6) (Cs and C4 plants pooled together). Significance codes: p < 0.05 *’, 0 “***°
0.001 “**’, >0.05 ‘NS’. NS = no significant statistical difference. Different letters indicate
significant statistical difference between native mangroves and invasive aquatic macrophytes.

4. Discussion

Many studies have addressed how human alterations of hydrological fluxes in the
upstream watershed can modify environmental conditions in downstream mangrove forests
(Dahdouh-Guebas et al. 2005; Rdderstein et al. 2013). However, most of these studies
reported alterations following the reduction of freshwater input into mangrove ecosystems,
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leading to increased salinity, degradation of the mangroves and dominance by tolerant
mangrove species (Gopal and Chauhan, 2006; Sathyanathan et al., 2014). Here, we
evaluated impacts following the increase of freshwater inputs into mangrove forests in the
northern sector (lguape region) of the Estuarine-Lagoon Complex of Cananeia-lguape. We
found large alterations on the structure of native vegetation in response to invasion by
aquatic macrophytes, in agreement with previous studies showing the marked sensibility of
mangrove ecosystems to changes in the hydric regime (Lugo 1998; Zhang et al. 2012;
Rdderstein et al. 2013; Biswas et al. 2018).

The PCA analysis indicated the association between the invaded areas subjected to
high N inputs (+++NI plots) with the concentrations of NOs™-N in the sediment, interstitial
Sal10 and Sal50 and by the biotic variables ABTM, foliar 6*3C, N foliar and foliar C:N. The
RDA and pRDA analysis indicated that the biotic variables BADT, foliar N concentrations,
C:N ratios and foliar 6*3C were influenced by interstitial salinity at 10 cm depth followed by
NOz-N concentrations in mangrove sediment. This suggests that biological invasion is
mainly controlled by these variables at our study sites. The Valo Grande canal opening has
facilitated the entrance of propagules and banks of aquatic macrophytes into the estuary and
mangrove areas in the lguape region. Our results suggest that a salinity reduction to 1.7
following excess freshwater inputs was the main factor contributing to the subsequent
establishment and success of invasive aquatic macrophytes in these mangrove forests. These
results add to previous studies that indicated high salinity as the main environmental filter
preventing plant invasion into mangroves (Lugo 1998). The plants that do invade mangrove
forests are usually able to tolerate high salinity to some extent (Biswas et al. 2018). For this
reason, species like aquatic macrophytes would not be able to invade mangroves unless
salinity was significantly reduced in these systems (Lugo 1998; Dahdouh-Guebas et al.
2005; Biswas et al. 2012; Ren et al. 2014). Accordingly, Roderstein et al. (2013) reported
that a salinity reduction to 1.0-2.0 was the main factor leading to the success of the invasive
aquatic macrophyte Typha domingensis Pers in mangroves on the Caribbean coast of

Colombia.

Concentrations of NO3-N in sediment were the second factor that mostly affected

biological invasion at our study sites. It can be explained by the fact that nutrient
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concentrations in sediment affect the growth of invasive species (Ren et al. 2014). For
instance, while the occurrence of invasive species in mangroves and other coastal areas in
south China was negatively correlated with sediment salinity, their biomass was positively
correlated with total N content in sediments (Ren et al. 2014), underscoring the importance
of N availability for the growth of invading species. The Valo Grande canal also carries
excess N inputs from human activities in the upstream watershed, resulting in high N
availability in mangrove sediment at the +++NI and ++N plots. Although, despite the ++N
plots exhibited higher NO3z-N and mineral N concentrations in sediment relative to the
+++NI plots, invasive species were not recorded inside the mangrove stands where the ++N
plots were located. Because these stands were located closer to an open ocean inlet, salinity
ranged from 13.0 to 20.0 at the ++N plots. The high salinity likely prevented the
establishment of invasive species at these stands, despite propagules and floating banks of
aquatic macrophytes being found in the surrounding estuarine waters. This highlights that

salinity is the main factor controlling the establishment of invasive species at our study sites.

The co-occurrence of aquatic plants and mangroves has been found in ecotonal zones
and bordering mangrove forests (Tomlinson 1986; Lugo 1998). The establishment and
dominance of mangrove stands by invasive species, however, is a consequence of
disturbance, which can result in negative effects on the native vegetation (Biswas et al. 2007,
2018). We observed large alterations on mangrove vegetation structure at the invaded plots
(Cunha-Lignon et al. 2011; Cunha-Lignon and Menghini 2016). The ABTM data at the
+++NI plots indicated high mangrove mortality (up 53% of basal area) compared to the
others (up to 20%). In fact, the increasing mangrove mortality in mangrove areas close to
the Valo Grande canal has been reported (e.g., Cunha-Lignon et al. 2015). This can be
explained by the competitive advantage of aquatic macrophytes versus mangroves under
low salinity and high N availability allowing the fast growth of invasive species (Dukes and
Mooney 1999; Vila and Weiner 2004; Bradley et al. 2010; Biswas et al. 2012, 2018;
Gonzélez-Mufoz et al. 2013; Gufu et al. 2018).

The higher foliar N concentrations and lower C:N ratios of aquatic macrophytes
relative to mangroves suggested a higher N demand by the invasive species. Accordingly,

we have also found that invasive aquatic macrophytes exhibit higher foliar 6°N than
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mangroves at the +++NI plots (Reis et al., unpublished data). Moreover, the lower NO3z-N
concentrations in mangrove sediment at the +++NI plots compared to the others likely
reflected a higher absorption of N by the invasive species, along with higher N losses to the
atmosphere via denitrification as a consequence of excess inorganic N inputs and intensified
N cycling (Reis et al. 2019). The differences in foliar N and C:N ratios between native and
invasive species can also modify the quality of the organic matter in the sediment, which
could also potentially affect N and C pools and cycling in the system (Lee et al., 2017; Liao
et al., 2008; Lu et al., 2014). Further studies are needed to evaluate the consequences of

biological invasions to the functioning of these mangrove forests.

Mangrove trees have Cs photosynthesis pathways, the invasive species exhibited
predominantly Cz but also a few C4 photosynthesis pathways reflecting a change in the
acquisition of C. For this reason, we observed a greater variability in foliar 63C of invasive
than native species at the +++NI plots. Due to the occurrence of Cs and Cs invasive
photosynthetic plants and the similarity between the foliar 613C values of the Cs invasive and
native species, this attribute was not a good indicator for differentiating native mangroves

and invasive aquatic macrophytes in the case of this study.

In summary, the abiotic factors interstitial Sall0 and NOs-N concentrations in
sediment facilitated the invasion in mangrove areas. We also verified the higher foliar N
concentrations and lower foliar C:N ratios of invasive relative to native plants, possibly
reflecting a greater N demand and assimilation of N by invasive plants. The combination of
these abiotic and biotic factors and the competitive interactions of the native and invasive
community have resulted in the dominance of invasive species in the mangrove understory
and the high mortality of mangrove trunks (BADT) in the invaded plots. Additionally, we
did not observe the occurrence of young mangrove individuals at the invaded plots, likely as
a consequence of the dense biomass of invasive plants that forms a physical barrier to the
dispersion of mangrove propagules, thus affecting the recruitment and succession of
mangroves (Cunha-Lignon et al. 2011; Biswas et al. 2012, 2018).

Considering that most plant invasions in mangroves result from changes in abiotic
conditions as a result of disturbances (Biswas et al. 2018) and that these changes may be
difficult to reverse (Bradley et al. 2010), management efforts should be focused on the major
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disturbance factors that control invasion for promoting restoration of abiotic conditions and
recolonization of native species (Rdderstein et al. 2013). In the case of this study, the
rehabilitation of regional hydrological conditions coupled with the reduction of excess
nutrient inputs, especially of N, should be the first step in the management of invasion by

aquatic macrophytes in the ELC of Cananeia-lguape.

5. Conclusions

The alterations of freshwater flow and abiotic changes verified in the north sector of
the ELC of Cananeia-lguape were determinant for the species of aquatic macrophytes
overcoming the geographic and environmental barriers, allowing their expansion and

dominance in mangrove ecosystems.

We found that interstitial Sal10 followed by NO3z™-N concentrations in sediment were
the main abiotic factors associated with the occurrence of invasive aquatic macrophytes in
the studied mangrove areas. Moreover, invasive species had higher foliar N concentrations
as well as lower C:N ratios compared to native species. The impact of the invasion on the
native community was evidenced by the high mangrove mortality in the invaded areas. In
addition, changes in attributes related to N demand by invasive plants such as foliar C:N and
N concentrations may have long term implications for organic matter dynamics and C and N
cycling through the input of plant materials with high N concentrations into the sediment in
the invaded areas. Further studies are needed to evaluate the effects of biological invasion on

C and N stocks and cycling in mangroves.

Thus, reduction of salinity and increased N availability in the sediment allied to the
functional attributes of the invaders related to the high N demand allowed the occurrence and
success of the aquatic macrophytes in the mangrove. The maintenance of mangrove
ecosystems in the invaded areas near the mouth of the Valo Grande is a relevant topic due to
the alarming high mortality observed and the many important ecosystem services that

mangroves provide.
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Supplementary Material — Capitulo 1

Supplementary Table 1 General features of mangrove forests in the study plots in the Estuarine-Lagoon
Complex of Cananeia-lguape, southeastern Brazil, in July 2015

Plot
Control 1

Control 2

Control 3

Control 4

+N 1

+N 2

+N 3
+N 4
+N 5

+N 6

++N 1

++N 2

++N 3

++N 4

+++NI 1

+++NI 2

+++NI 3

+++NI 4

Features

young fringe dominated by Rhizophora mangle on Cardoso Island

mature fringe of greater structural development dominated by R. mangle on Cardoso
Island

early successional fringe dominated by Laguncularia racemosa on Cananeia Island
mature fringe of greater structural development dominated by Avicennia schaueriana on
Cananeia Island

young fringe dominated by L. racemosa on Comprida Island

mature fringe of greater structural development dominated by R. mangle on Comprida
Island

young fringe dominated by L. racemosa on Comprida Island

young fringe dominated by L. racemosa on Comprida Island

early successional fringe dominated by A. schaueriana on Comprida Island

mature fringe of greater structural development dominated by A. schaueriana on
Comprida Island

young fringe dominated by L. racemosa in the Icapara inlet

mature fringe of greater structural development dominated by A. schaueriana in the
Icapara inlet

young fringe dominated by R. mangle in the Icapara inlet

mature fringe of greater structural development dominated by R. mangle in the Icapara
inlet

mature fringe dominated by L. racemosa and invaded by aquatic macrophytes at the
Valo Grande canal mouth

mature fringe dominated by L. racemosa and invaded by aquatic macrophytes at the
Valo Grande canal mouth

mature fringe dominated by L. racemosa and invaded by aquatic macrophytes at the
Valo Grande canal mouth

mature fringe dominated by L. racemosa and invaded by aquatic macrophytes at the
Valo Grande canal mouth

“Control” = non-invaded and non-N-enriched reference plots; “+N” = non-invaded plots subjected to
medium N inputs; “++N” = non-invaded plots subjected to medium to high N inputs, and “+++NI” = invaded
plots subjected to high N inputs. Early successional stands had a mean diameter at the breast height (DBH)
of about 2 cm and mean height (H) between 1 and 2 m; young stands had a mean DBH of about 3 cm and
mean H between 3 and 5 m; mature stands of greater structural development had a mean DBH > 10 cm and
mean H of about 10 m.
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Supplementary Table 2 Physical and chemical properties of sediment at 0-20 cm depth from mangrove

study sites in the Estuarine Lagoon-Complex of Cananeia-Iguape, State of Sdo Paulo, Brazil, in July 2015

Control +N ++N +++NI

Properties 1-2 3-4 1-2 3-6 1-2 3-4 1-2 3-4

sand (%) 77 85 76 35 60 74 25 87

silt (%) 10 13 21 50 22 11 46 10

clay (%) 13 2 3 15 18 15 29 3

texture class SalLo LoSa LoSa  SiLo SaLo SaLo ClLo Sa
PH H20 4.9 54 4.8 4.3 3.7 55 4.4 5.1

pH kel 4.6 4.9 4.1 3.8 35 51 4.1 4.6

OM (g.kg) 82 127 170 139 150 75 124 21

avaliable P (mg.kg) 52 19 25 37 34 41 31 15

K* (mmolc.kg) 8.9 5.3 3.8 2.9 375 22.6 50.6 6.4

Ca?* (mmolc.kg) 40 43 48 52 113 108 133 18

Mg (mmolc.kg) 75 75 72 58 231 139 236 54
Na* (mmolc.kg) 164 120 51 19 839 559 806 110
AP (mmolc.kg) 1 <0.1 5 20 26 <0.1 2 <0.1
SEB (mmolc.kg) 287.9 243.3 1748 1319 12205 828.6 12256 1884
CEC (mmolc.kg) 325 282 256 264 1313 198 1363 861

“Control” = non-invaded and non-N-enriched reference mangrove sites; “+N” = non-invaded mangrove sites
subjected to medium N inputs; “++N”” = non-invaded mangrove sites subjected to high N inputs, and “++NI”
= invaded mangrove sites subjected to high N inputs. SaLo = sandy loam, LoFSa = loamy fine sand, SiLo =
silt loam, ClILo = clay loam, FSa = fine sand, OM = organic matter, SEB = sum of exchangeable bases, and
CEC = cation exchange capacity.
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Supplementary Table 3 Mean and standard deviation values of abiotic and biotic variables and variance
analysis (ANOVA) for each variable as a function of study treatments in the Estuarine-Lagoon Complex of
Cananeia-lguape, southeastern Brazil, in July 2015

Control +N ++N +++NI Statistic
Variables
FGas) p
Sall0 257+13 245427 17.2+34 1.7+17 86.5 <0.001
Sal50 29.1+1.2 252+16 21.7+46 32+15 85.4 <0.001
:é Nmin (mg/l) 125+4.8 21.2+59 314+144 225+6.2 3.42  0.047
Qo
< NH4*-N (mg/l) 122 +47 209+59 313+144 224+6.2 3.47  0.045
NOs™-N (mg/l) 02+01 02+0.1 0.1+0.0 0.1+0.0 5.86  0.008
BADT (%) 6.9 +6.6 6.9+6.5 73+911 346+202 6.03 0.007
BALT (%) 93.0+6.6 93.1+65 927+9.11 654+202 6.03 0.007
Foliar C:N 26.0 + 3.6 251+64 316+23 19.0+1.06 13.3* <0.001%
-f_,;’ Foliar 6*3C -29.7+1.74 -298+11 -306+135 -276+115 349 0.044
B Foliar N (g/kg) 176 +2.2 19.2+4 198+20 209+143 00915 0.459
H (m) 552+16 521+31 639+19 580+176 022 0.881
DBH (cm) 7.26+34 588+41 7.02+35 6.70+ 1.0 0.16  0.919

The degrees of freedom of the foliar C:N ANOVA was F (3,12) because two outliers were excluded from the
analysis?. “Control” = non-invaded and non-N-enriched reference mangrove sites; “+N” = non-invaded
mangrove sites subjected to medium N inputs; “++N” = non-invaded mangrove sites subjected to high N
inputs, and “++NI” = invaded mangrove sites subjected to high N inputs. P-values indicating significant
statistical differences between treatments are highlighted in bold (p < 0.05). Sal10 = porewater salinity at 10
cm depth; Sal50 = porewater salinity at 50 cm depth; Nmin = N mineral in sediment NH.*-N =concentrations
of ammonium nitrogen in sediment; NO3™-N = concentrations of nitrate nitrogen in sediment; BADT = basal
area of dead mangrove trunks; BALT = basal area of live mangrove trunks; C:N = carbon:nitrogen ratio; H
= mangrove height; DBH = mangrove diameter at breast height; 6*3C = foliar carbon isotopic signature, and
N = foliar N concentrations.
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Supplementary Figure 1 Correlation matrix of abiotic and biotic variables from mangrove study sites in the
Estuarine-Lagoon of Cananeia-lguape, southeastern Brazil, in July 2015. Sal10 = porewater salinity at 10 cm
depth; Sal50 = porewater salinity at 50 cm depth; Nmin = N mineral in sediment; NH4*-N = concentrations of
ammonium nitrogen in sediment; NOs-N = concentrations of nitrate nitrogen in sediment; BADT = basal area
of dead mangrove trunks; BALT = basal area of live mangrove trunks; C:N = carbon:nitrogen ratio; H =
mangrove height; DBH = mangrove diameter at breast height; 6**C = foliar carbon isotopic signature, and N =
foliar N concentrations.
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Capitulo 2. Estoques de carbono e nitrogénio no sedimento e estrutura da vegetacéo
nativa em manguezais subtropicais sob invasado bioldgica

Resumo

A invasdo bioldgica de plantas pode impactar a estrutura e o funcionamento dos ecossistemas
com potencial de alterar na dindmica de matéria organica no sedimento em sistemas de
manguezal. Contudo, ainda ndo ha um consenso sobre a influéncia (direcdo e a magnitude)
da invasdo de plantas nos estoques de C e N. Nesse sentido, o objetivo do estudo foi avaliar
os estoques de C e N no sedimento e a estrutura da vegetacdo nativa em areas de manguezal
invadidas por macrdfitas aquéaticas no setor norte do Complexo Estuarino Lagunar de
Cananeia-lguape, sudeste do Brasil. Para tanto, testamos as hipdteses: (i) &reas de manguezal
invadidas apresentam contribuicéo de fontes C4 na matéria organica do sedimento em relagédo
as areas nao invadidas, (ii) areas de manguezais sob invaséo biolégica exibem menor estoque
de C e N no sedimento e, (iii) areas de manguezais invadidas exibem menor biomassa acima
do solo comparado a manguezais ndo invadidas. Para tanto, os estoques de C e N no
sedimento, a razdo C:N, o J°C e ¢*°N no sistema sedimento-planta foram investigados em
areas de manguezal de franja invadidas por macrdéfitas aquaticas e ndo invadidas no setor
norte do Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape. Também mensuramos a
biomassa acima do sedimento do mangue em ambas areas. O sedimento nas areas de
manguezal invadidas ndo apresentou contribuicdo de fontes Ca, devido a predominéncia de
espécies de via fotossintética C3 (mangue e invasoras). A biomassa acima do sedimento de
mangue foi menor nas areas invadidas comparada as areas ndo invadidas. O estoque de C no
sedimento (0-20 cm) foi similar entre as areas investigadas. O estogque de N no sedimento (0-
20 cm) foi menor nas areas invadidas, o0 que pode estar associado aos atributos foliares da
comunidade invasora que apresentou altas concentragdes foliares de N e baixa C:N foliar em
comparacao as espécies de mangue. Mais estudos sdo necessarios para compreender o efeito
da invaséo de plantas sobre os estoques e ciclagem de C e N para, sobretudo, em ecossistemas
de manguezal pelo alto potencial de estoque no sedimento e na biomassa por unidade de area.

Palavras-chaves: biomassa acima do solo, espécies invasoras, invasdo de plantas, isétopos
estaveis de carbono, isotopos estaveis de nitrogénio, mangue, mortalidade de mangue
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Abstract

Biological invasion of plants may impact the structure and functioning of ecosystems, with
potential to alter the dynamics of organic matter in the sediment. However, there is still no
consensus on the influence (direction and magnitude) of plant invasion on carbon and
nitrogen stocks in mangrove ecosystems. We investigated the effects on C and N stock in the
sediment and native vegetation structure in the invaded areas. We tested these hypotheses:
(1) invaded mangrove areas show a contribution of C4 source in the sediment organic matter,
(i) invaded mangrove areas show lower C and N stock in the sediment compared to non-
invaded mangroves, (ii) invaded mangrove areas show lower aboveground biomass
compared to non-invaded mangroves. We selected eight plots of mangrove forests, invaded
and non-invaded by aquatic macrophytes, in the northern sector of the ELC of Cananeia-
Iguape. In each plot, we measured the C and N stocks of the sediment. We also measured the
concentrations of C and N, the ratio C:N, §*3C, and §*°N in the sediment-plant-litter system.
Regarding the structure of the vegetation, we measured in each plot diameter breast height,
height, basal area of dead and living trunks and biomass above the sediment of mangrove
species. The sediment in the invaded mangrove areas did not show contribution of C4 sources,
due to the predominance of species of Cs photosynthetic pathway (mangrove and invasive).
The biomass aboveground was lower in the invaded areas compared to the non-invaded areas.
The C stock in the sediment (0-20 cm) was similar among the studied areas. The stock of N
in the sediment (0-20 cm) was lower in the invaded areas, which can be associated to the
foliar attributes of invasive community (high foliar N concentration and low foliar C:N). The
reduction of N stocks in the sediment and of mangrove aboveground biomass are so far the
main effects detected in the invaded areas. Reduction of live aboveground biomass may
represent local adverse impacts to the maintenance of the mangrove ecosystem in these areas,
to the long-term storage of C and, to all associated ecosystem services. The reduction of N
in the sediment can be associated with the high N consumption by the invaders and
subsequent introduction into the sediment of a more labile litter compared to the litter of the
mangrove species. The substitution of native Cz species by predominantly Cs invasive
species indicates that there has not yet been time for changes in the C stock and the isotopic
composition in the sediment.

Keywords: aquatic macrophytes, plant invasion, invasive species, stable isotopes, salinity
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1. Introducéo

Manguezais s@o ecossistemas florestais altamente produtivos (Donato et al. 2011;
Alongi 2012) que ocorrem em regides tropicais e subtropicais na interface terrestre e marinha
(Schaeffer-Novelli et al. 2000; Spalding et al. 2010). Apesar de cobrirem uma pequena area
do globo (cerca de 0,5%), esses sistemas ecoldgicos contribuem para 0 armazenamento
global de carbono (C) no sedimento costeiro a taxas de 10 a 15% e sequestram em média

11,1 Mg C ha/ano na forma de biomassa acima do solo (Alongi 2014).

Em funcdo de sua localizagdo, manguezais tém grande importancia biogeoquimica
desempenhando um papel critico na ciclagem de C e nitrogénio (N) (Donato et al. 2011;
Alongi 2014, 2018; Reis et al. 2017). O C, nesses sistemas, encontra-se, em sua maior parte,
armazenado no sedimento e em grandes pools de raizes mortas (Alongi 2012). O alto estoque
de C no sedimento em manguezais ¢ derivado de altas taxas de entrada de matéria organica
do préprio ecossistema (fonte autoctones), da sedimentagdo de fontes aloctones, e das baixas
taxas de decomposi¢cdo da matéria organica, devido as condi¢des de encharcamento e baixos
teores de oxigénio no sedimento (Bouillon et al. 2008a; Kristensen et al. 2008). Dessa forma,
frequentemente, manguezais tém recebido destaque como um sistema importante para a
regulacéo climética, pela sua grande capacidade de armazenar C no sedimento e na biomassa
acima do sedimento (Donato et al. 2011; Alongi 2012; Siikamaki et al. 2012).

Estudos tém constatado um crescente nimero de espécies invasoras em ecossistemas
de manguezal (Biswas et al. 2007, 2012; Zhang et al. 2010; Rdoderstein et al. 2013; Lu et al.
2014; Ren et al. 2014). Essas invasdes estdo relacionadas principalmente a alteracdes
ambientais causadas por distarbios, porém ainda se sabe muito pouco sobre os efeitos no
nivel do ecossistema da invasdo de plantas em manguezais (Biswas et al. 2018). A invasdo
bioldgica e a polui¢do N sdo vetores antropogénicos criticos de mudancgas ambientais globais
com consequéncias adversas para a estabilidade, biodiversidade e funcionamento dos
ecossistemas (Vitousek et al. 1996; Dukes and Mooney 1999; Liao et al. 2008; Steffen et al.
2015). Assim que uma espécie ou grupo de espécies de plantas invasoras atinge alta
abundancia e dominancia no ambiente invadido, impactos adversos sobre a performance e

sobrevivéncia das espécies nativas podem ser constatados (Vila and Weiner 2004; Vila et al.
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2011), o que sera refletido na estrutura e biomassa da vegetacdo nativa. Por exemplo, estudos
experimentais tém relatado perda media de 46,6 + 0,68% de biomassa nativa devido a co-
ocorréncia de espécies invasoras (Vila and Weiner 2004). Além disso, a invasdo de plantas
tem potencial de modificar os pools, a ciclagem de C e N e a dindmica de decomposicao da
matéria organica (Asthon et al. 2005; Liao et al. 2008; Ehrenfeld 2010; Vila et al. 2011; Lee
et al. 2017). Por exemplo, em uma floresta de manguezal localizada na China, a invaséao de
Sonneratia apetala promoveu a intensificacdo da ciclagem de C devido a maior producao de
serapilheira e, consequentemente entrada de biomassa vegetal (folhas, troncos, galhos) no

sedimento com menor razdo C:N comparada as espécies nativas (Lu et al. 2014).

Nesse sentido, a invasdo de plantas em manguezais pode causar, a longo prazo,
alteracdes no estoque de C e N no sedimento. A dissimilaridade das caracteristicas foliares e
de serapilheira entre as comunidades invadidas e nativas tem potencial de explicar a
magnitude e direcdo de alteracGes nos fluxos e estoques de C e N solo (Lee et al. 2017).
Enquanto a maioria dos estudos tem indicado aumento no estoque de C no sedimento apos a
invasdo de plantas exdticas em manguezais e marismas (Liao et al. 2007; Chen et al. 2015;
Wang et al. 2018), ha estudos em manguezais (Mao et al. 2011) e em outros sistemas
florestais que verificaram a reducdo do estoque de C no solo como efeito da invasdo de
plantas exdticas (Strickland et al. 2010; Kramer et al. 2012) ou que ndo verificaram efeito
significativo (Lu et al. 2014). Portanto, ainda ndo ha um consenso sobre o efeito da invasdo
de plantas nos estoques de C e N no sedimento. Isso pode ser atribuido, em parte, a falta de
conhecimento sobre os atributos funcionais das espécies invasoras (Liao et al. 2007; Biswas
et al. 2018). Dessa forma, torna-se fundamental avaliar os compartimentos dos ecossistemas
de manguezal (sedimento e planta) para compreender o impacto da invasdo biolégica sobre

o seu funcionamento e para a adocao de medidas de manejo adequadas.

A invasdo de plantas pode promover a entrada de material foliar com caracteristicas
diferentes das espécies de plantas nativas no sedimento (Liao et al. 2007, 2008; Lee et al.
2017). Os isotopos estaveis de C e N tem se mostrado particularmente Uteis em investigacoes
de mudancas nos estoques desses elementos no solo/sedimento devido a mudancas de uso da
terra, na vegetacao e invasdo de plantas (Cs vs. C4) (Zhang et al. 2010; Feng et al. 2017), e
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para avaliar o grau de decomposicdo - mineralizacdo da matéria organica no solo (Craine et
al. 2015).

Dessa forma, é possivel identificar a contribuicdo relativa de diferentes fontes de C
organico no sedimento a partir das analises de isotopos estaveis do C (6*°C), uma vez que,
durante fixacdo do CO2 no processo de fotossintese, as plantas Cs discriminam mais contra
0 is6topo *C em relacio as plantas Ca, refletindo em valores distintos de 6*C, os quais
representam a proporcéo dos isétopos 2C/*?C em compartimentos do sistema em relagio ao
padréo internacional adotado (rocha PDB) (Ehleringer et al. 2000). Assim, 6'3C foliar pode
representar uma ferramenta importante para acessar o efeito da invasdo bioldgica em
diferentes compartimentos do ecossistema. Por exemplo, Wang et al. (2018) relataram que
espécies invasoras modificaram o 613C no sedimento apds dez anos de invasdo em marismas
do estuario do rio Yangtze, na China. O 6*°N expressa a propor¢do dos is6topos °N/**N em
compartimentos do sistema, em relacdo ao padrédo internacional, a composicao isotopica do
N da atmosfera. 6™°N do solo/sedimento pode integrar as transformagdes de N no sedimento
indicando a intensidade da dinamica de N no solo (Craine et al. 2015) e indiretamente indicar

perdas de N para atmosfera (Reis et al. 2019).

Além das assinaturas isotdpicas supra referidas, espécies invasoras podem modificar
0 processo de decomposicdo no ecossistema através da alteracdo na qualidade do material
foliar que é inserido no sistema sedimento (Liao et al. 2008). Ressalta-se que interagdes entre
C e N desempenham um papel fundamental na determinacdo da taxa de decomposi¢éo de
matéria organica. Desse modo, razdes C:N baixas sdo frequentemente associadas ao
favorecimento da decomposicao da serapilheira (Asthon et al. 2005). Assim, medidas como
arazdo C e N (C:N), tanto das plantas como do sedimento podem ser ferramentas Uteis para

ter indicios sobre a dindmica de decomposi¢cdo em determinado sistema.

Mudangas nos atributos relacionados a demanda de N por plantas invasoras, como
razdo C:N e concentracdo de N foliar, podem ter implicacdes a longo prazo para a dindmica
da matéria organica no sedimento e, consequentemente para os estoques de C e N. Os
trabalhos sobre as intera¢des planta-solo sugerem fortemente que a introdugdo de uma nova

espécie ou grupo de espécies de plantas, como as invasoras, tem potencial de alterar os
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componentes de C e N no solo/sedimento (Ehrenfeld 2003, 2010; Asthon et al. 2005; Liao
et al. 2008).

O setor norte do Complexo Estuarino Lagunar (CEL) de Cananéia-lguape em Sao
Paulo ¢é fortemente influenciado pelo canal artificial Valo Grande e possui areas de
manguezal de franja severamente invadidas por macroéfitas aquaticas, com registro do inicio
da invasdo no ano de 2010 (Mahiques et al. 2009, 2013; Cunha-Lignon et al. 2011, 2015;
Cunha-Lignon and Menghini 2016; Reis et al. 2019). Macrofitas aquéaticas exibem alta
produtividade, amplas tolerancias ecoldgicas e sao facilmente dispersaveis. Vérias das
espécies reconhecidas como piores plantas invasoras do mundo sdo macrdéfitas aquaticas
(Pieterse and Murfhy 1993; Chambers et al. 2008).

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os estoques de C e N no
sedimento e a estrutura da vegetacao nativa em areas de manguezal invadidas por macroéfitas
aquaticas no setor norte do Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape. Para tanto, as
hipoteses testadas no presente trabalho foram:

(H1) Areas de manguezal invadidas exibem contribuicdo de fonte Cs na matéria

organica do sedimento em relagéo as areas nao invadidas.

(H2) Areas de manguezais invadidas exibem menor estoque de C e N no sedimento

do que areas de manguezal ndo invadidas.

(H3) Areas de manguezal invadidas exibem menor biomassa acima do solo

comparado as areas de manguezais ndo invadidas.

Para testar essas hipoteses, quantificamos os estoques de C e N no sedimento nas
areas de manguezal de franja invadidas e ndo invadidas, bem como a razdo C:N, do ¢°C e
N no sistema sedimento-planta-serapilheira e a pardmetros da estrutura da vegetagio
nativa como biomassa acima do sedimento das espécies de mangue e area basal de troncos

vivos e mortos em ambas areas.
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2. Material e métodos

1.1 Area de estudo

O estudo foi conduzido em 8 parcelas inseridas em 4 sitios de manguezal de franja
no setor norte do Complexo Estuarino Lagunar (CEL) de Cananéia-lguape, litoral sul de Séo
Paulo no ano de 2017 (Fig. 1). O CEL de Cananéia-lguape é formado por canais estuarinos
e lagunares (Mahiques et al. 2013). Em 2017, foi incluido como um sitio Ramsar pela
Convencao sobre as Zonas Humidas de Importancia Internacional e parte dele é Patriménio
Natural da Humanidade pela Unesco desde 1999.

O CEL de Cananéia-lguape é dividido em dois setores: norte (regido de Iguape) e sul
(regido de Cananéia) baseado nas condi¢cdes ambientais (Besnard 1950; Cunha-Lignon et al.
2011). Enquanto o setor sul é menos influenciado pelo Valo Grande e possui 0s manguezais
mais bem conservados do Estado de S&o Paulo (Cunha-Lignon et al. 2011), o setor norte do
CEL de Cananéia-lguape (regido de Iguape) é amplamente afetado pelo desvio de &gua doce
do rio Ribeira de Iguape através do canal artificial Valo Grande (Mahiques et al. 2009, 2013),
bem como pelo input de N antropico de esgoto e agricultura da bacia do rio Ribeira de Iguape
(Reis et al., 2019; dados do monitoramento de qualidade de aguas costeiras da CETESB
disponiveis em https://servicos.cetesb.sp.gov.br/infoaguas/). Devido & alta entrada de agua
doce e a consequente reducdo da salinidade, areas de manguezais estdo invadidas por
macroéfitas aquaticas onde a mortalidade de manguezais é alta (Cunha-Lignon et al., 2011;

Cunha-Lignon and Menguini, 2016; Sampaio et al., em revisao).
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Figura 1. Localizacdo das areas de estudo de manguezal de franja e areas ocupadas por manguezais
e macrdfitas aquéticas invasoras no setor norte do Complexo Estuarino Lagunar de Cananeia-lguape,
sudeste do Brasil. Os locais de estudo incluem duas areas de manguezal ndo invadidas e duas areas
invadidas. Fonte dos shapefiles das areas de manguezal e macrofitas aquaticas: Cunha-Lignon et al.

(2011)

Para o presente estudo, foram selecionadas no setor norte do CEL de Cananéia-lguape
duas areas de manguezais nao invadidas (NI) localizadas na Ilha de Icapara e duas areas de
manguezal invadidas (I) proximas a foz do canal artificial Valo Grande por macrdfitas

aquaticas.
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Figura 2. Fotos das &reas de manguezal de franja ndo invadidas (painel superior) na Ilha de Icapara
e invadidas (painel inferior) por macréfitas aquaticas préximas a foz do canal artificial Valo Grande
que compde as areas de estudo no setor norte do Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape,
sudeste do Brasil

O clima do CEL de Cananéia-lguape é classificado como subtropical, “Cfa” segundo
a classificacdo climatica de Koppen-Geiger (Alvares et al. 2014). A temperatura mensal
média varia de 24,5 °C em janeiro a 7,8 °C em julho. A precipitacdo média anual € de
aproximadamente 2.300 mm, sem estacdo seca marcada. O rio Ribeira de Iguape é um dos
maiores rios da regido sudeste do Brasil drenando mais de 23.350 km?. As marés sio
semidiurnas de amplitude média de 0,82 m a 1,25 m nas marés de primavera (Schaeffer-
Novelli et al. 1990).

A vegetacdo de mangue do CEL de Cananéia-lguape é composta pelas espécies
Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae), Laguncularia racemosa (L.) C.F. Gaernt.
(Combretaceae) e Avicennia schaueriana Stapf & Leechm. ex Moldenke (Acanthaceae)
(familias de acordo com o APG, 2009) (Schaeffer-Novelli et al. 1990). As parcelas de
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manguezais de franja de estudo sdo dominadas por Laguncularia racemosa, com excecao

da parcela NI_2 que é dominada por Rhizophora mangle. (Tabela 1).

Tabela 1. Estrutura da vegetacao e caracteristicas das parcelas permanentes de amostragem em julho
de 2017 no Complexo Estuarino-Lagunar de Cananéia-Iguape, So Paulo

Parcelas Caracteristicas gerais
Parcela NI_1 Bosque de franja jovem, dominado por L. racemosa
Parcela NI_2 Bosque de franja maduro bem desenvolvido, conservado, dominado por R. mangle
Parcela NI_3 Bosque de franja jovem, dominado por L. racemosa
Parcela NI_4 Bosque de franja jovem, dominado por L. racemosa
Parcelal 1 Bosque franja maduro, dominado por L. racemosa, e invadido por macréfitas
- aquaticas
Bosque franja maduro, dominado por L. racemosa, e invadido por macrofitas
Parcela l_2 o
- aquéticas
Bosque franja maduro, dominado por L. racemosa, e invadido por macréfitas
Parcelal_3 o
- aquaticas
Bosque franja maduro, dominado por L. racemosa, e invadido por macrofitas
Parcela |_4 aquaticas

Bosques de manguezal em estagio de sucesséo inicial tem didmetro na altura do peito (DAP) médio em torno
de 2,0 cm e altura média entre 1 e 2 m; estagios de sucessdo jovem, por sua vez, sdo 0s bosques com DAP
médio em torno de 3,0 cm e altura média entre 3 e 5 m; bosques maduros de desenvolvimento estrutural restrito,
0s bosques maduros possuem DAP médio inferior a 2,5 cm e altura média em torno de 3 m; e bosques maduros
bem desenvolvidos, os bosques maduros com DAP médio maior ou igual a 10 cm e altura média em torno de
10 m.

Considerando a variabilidade natural da dindmica sedimentar do sistema estuarino e
também a influéncia da descarga do rio Ribeira de Iguape nos locais proximos ao canal Valo
Grande, existe uma variabilidade nas propriedades do sedimento e salinidade intersticial
entre os sitios de estudo (Tabela 2). A textura do sedimento em NI e | é predominantemente
composta por areia e silte com variagdes de 71% a 97%, sendo a classificagdo da textural
em NI_1 e NI_2 franco arenosa, em |_1 franco argilosa e |_2 arenosa. Nas areas invadidas
as concentracdes de Na* e salinidade intersticial sdo mais baixas em relacdo as areas nao
invadidas, refletindo a influéncia do alto aporte de 4gua doce através do canal artificial nas

propriedades do sedimento e na salinidade intersticial.
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Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas do sedimento referente as parcelas de estudo inserida nas areas
ndo invadidas e invadidas de manguezais de franja do setor norte do CEL de Cananéia-lguape

Areas de manguezal Areas de manguezal
néo invadidas invadidas
NI _leNI 2 NI 3eNl 4 11lel?2 | 3el 4

Areia (%) 60 74 25 87
Silte (%) 22 11 46 10
Argila (%) 18 15 29 3
pH 120 57 54 4.3 4.3
MO (g/kg) 106 110 128 117
P disponivel (mg/kg) 38,3 43,3 37,1 40,1
K* (mmolc.kg) 13 20,3 3,7 2,5
Ca?* (mmolc.kg) 68 67 77 77
Mg (mmolc.kg) 128 173 65 60
Na* (mmolc.kg) 361 4132 45,2 25,7
AP (mmol..kg) 24 <0,1 25 25
CTC (mmolc.kg) 642 756,5 393,9 358,2
SB (mmolc.kg) 570 673,5 190,9 165,2
Sal10 (PSU) 10,5 18,5 3 15
Sal50 (PSU) 13,5 20,5 3 2,5

Dados de amostras de sedimento na profundidade 0-20 cm compostas por sitios de estudo “Conservado” = sitios
de manguezal ndo invadidos e “Invadido” = sitios de manguezal invadidos. Amostras coletadas em julho de
2015 (textura) e 2017 (propriedades quimicas) analisadas no Departamento de solos da ESALQ/USP seguindo
métodos da (1997, 1999). A textura dos sedimentos foi analisada pelo método do hidrometro (Bouyoucos, 1932)
e classificada pelo triangulo textural do Departamento de Agricultura dos EUA. A matéria organica foi extraida
com dicromato de potassio em meio sulflrico e quantificada por titulagcdo usando sulfato ferroso de aménio. As
bases trocaveis disponiveis foram extraidas com acetato de amdnio 1 M. Concentragdes de sédio (Na*) foram
analisadas por fotometria de chama, potassio (K*) por emisséo atdmica e de calcio (Ca2*) e magnésio (Mgz")
por espectrofotometria de absorgdo atbmica. O aluminio (Als+) foi extraido com KCI 1 M e quantificado por
titulagdo com NaOH. MO = matéria organica, SEB = soma de bases trocaveis, CTC = capacidade de troca
catidnica, Sall0 = salinidade intersticial 10 cm, Sal50= salinidade intersticial 50 cm. Dados de salinidade
intersticial coletados, em julho de 2017, com uso de um trado tipo Napoledo e um refratémetro éptico nas
profundidades no sedimento a 10 cm e a 50 cm referente as areas de estudo.

1.2 Desenho amostral

Esse trabalho foi realizado pelo Grupo de Pesquisa de Monitoramento Integrado de
Manguezais, reconhecido pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPq, Brasil). Em julho de 2017, foram coletadas amostras de sedimento e de

folhas maduras das espécies de mangue e de macrofitas aquéaticas enraizadas no sedimento e
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serapilheira procedente das espécies de mangue (nativas) e das espécies invasoras nas 8
parcelas de estudo. As métricas da estrutura da vegetacao foram registradas em cada parcela
permanente seguindo a metodologia descrita por Schaeffer-Novelli e Cintrén (1986) e
(Schaeffer-Novelli et al. 2015). Com a finalidade de minimizar o pisoteamento e possiveis
interferéncias na estrutura da vegetacdo, todas as amostras foram obtidas imediatamente ao
lado de cada parcela permanente de monitoramento da estrutura. As parcelas do estudo foram
estabelecidas de acordo a densidade de individuos (com 20 individuos de mangue,
incialmente), e por isso possuem tamanhos variaveis (Cunha-Lignon et al. 2011).

Em cada parcela, amostras de sedimento nos intervalos de profundidades de 0-10 e
10-20 cm foram coletadas para determinacio do J*3C, 5*°N, concentragdes de C e N, e razdo
C:N. Além disso, em cada parcela foram coletadas trés amostras indeformadas de sedimento
para determinacdo da densidade aparente. Todas as amostras de sedimento foram mantidas
refrigeradas durante o transporte e até a realizacdo das andlises.

Amostras foliares de trés individuos arboreos de plantas de mangue com diametro a
altura do peito (DAP) maior ou igual a 4 cm (cerca de 10 a 20 folhas) e das espécies de
macroéfitas aquéticas invasoras foram coletadas. Além disso, amostras compostas de
serapilheira (de 10 a 20 folhas) foram coletadas manualmente na superficie do sedimento
abaixo das arvores de mangue amostradas para determinar as concentracbes de Ce N e a
abundancia natural dos is6topos estaveis de C e N (6*3C e 5*°N). As amostras de folhas foram
lavadas com agua de torneira e, em seguida, secas com uma estufa de campo a 40°C durante

48 horas imediatamente apds o trabalho de campo.

1.3 Métricas da estrutura da vegetacao

Dentro de cada parcela, todo individuo arbéreo de mangue com mais de 1 m de altura
teve o seu DAP registrado com fita métrica de didmetro e sua altura (m) registrada utilizando
um telémetro ou vara telescopica, verificando também a condigéo do tronco (vivo ou morto).
A partir dos dados obtidos em campo, foram calculados os valores médios de area basal de
troncos vivos (ABTV) e mortos (ABTM) (%) por parcela. Para o calculo da area basal viva
pela area da parcela (m?/ha) (AB) foi utilizada a férmula "AB = n (DAP)2/4". Para estimar
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a biomassa viva acima do sedimento das espécies de mangue (BAS) (Mg/ha), utilizamos as

equacOes alométricas especificas desenvolvidas por (Medeiros and Sampaio 2008).
BAS = 0,2752 = (DAP? x A)*8>2° para individuos de R. mangle
BAS = 0,1214 * (DAP? x A)*8615 para individuos de L. recemosa

BAS = 0,1327 = (DAP? = A)*#298 para individuos de A. schaueriana

Onde:
DAP= diametro a altura do peito (cm)

A= altura (m)

1.4 6C e 0 N e concentracdo de C e N foliar, serapilheira e no sedimento

No laboratdrio, as amostras de folhas e serapilheira foram novamente secas em estufa
a 55 °C por 48h e moidas em p6 fino com o auxilio de nitrogénio liquido. Em seguida, foram
pesadas com uma balanca analitica (2,0 a 3,0 mg) e armazenadas em cépsulas de estanho
para as analises isotopicas. As amostras de sedimento foram secas em estufa a 55°C por 48h
e destorroadas com uma peneira de 2 mm. Em seguida, subamostras tiveram as raizes e
residuos de conchas removidos manualmente e foram submetidas a um tratamento de
lavagem &cida com HCI 10% para a remogé&o de carbonatos (Ingram 1971). Posteriormente,
as amostras foram secas novamente em estufa a 55°C por 48h e moidas em po fino com
almofariz e pistilo. Finalmente, subamostras foram pesadas com uma balanca analitica (1,5

a 2,0 mg) e armazenadas em capsulas de estanho para as analises isotopicas.

As concentragdes de C e N das amostras foliares e de sedimento foram quantificados
com um analisador elementar por combustdo (Carlo Erba, modelo 1110, Mildo, Italia),
acoplado a um espectrémetro de massas para razdes isotopicas (ThermoQuest-Finnigan Delta
Plus) (Thermo Fisher Scientific GmbH, Bremen, Germany), o qual utiliza o produto da
combustdo para determinar razdes isotopicas de C e N (6°C e ¢'°N). Essas analises foram
realizadas no Laboratério de Ecologia Isotépica do Centro de Energia Nuclear na e
Agricultura da Universidade de Sao Paulo (CENA/USP). O padrdo adotado parao N é o ar

atmosférico e para o C é o Peedee Belemnite (PDB - uma rocha calcaria da regido do Grand
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Canyon, EUA) e cana-de-aclcar e solo tropical foram utilizados como materiais de
referéncia. O erro analitico € de 0,30%o para o *N, 0,20%o ou 0,30 para o 3C, 0,15% para 0
C e, 0,01% para N.

1.5 Estoques de C e N no sedimento

As amostras indeformadas de sedimento foram secas em estufa a 105°C por 72h e
pesadas para determinar a densidade do sedimento através da razdo do peso seco do
sedimento pelo volume fixo do cilindro. O estoque de C e N no sedimento foi mensurado
com base no teor de carbono e nitrogénio, na densidade aparente (Tabela suplementar 2) e
na espessura da camada de sedimento considerada (20 cm) conforme Veldkamp (1994):

EstC (Mg/ha) = (CouN xDsxe)/10

Onde:

Est C: estoque de C orgéanico em determinada profundidade (Mg/ha);

C ou N: teor de C ou N organico total da profundidade amostrada (g kg™);
Ds: densidade do solo da profundidade (kg dm3);

e: espessura da camada considerada (cm).

1.6 Anélises estatistica

A normalidade dos grupos de dados e dos residuos foi avaliada pelo teste de Shapiro-
Wilk. A homocedasticidade das variancias foi testada pelo teste de Barlett. Comparacdes
entre as areas ndo invadidas e invadidas quanto as variaveis foram realizadas pelo teste t de

Student ou pelo teste U ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Todas as andlises foram realizadas utilizando o software R (R Core Team 2017) a um

nivel de significancia p < 0,05.



54

2. Resultados

2.1 Estrutura da vegetacdo

A dominancia de area basal de troncos vivos foi maior nas parcelas ndo invadidas (de
92 a 100%) comparado as parcelas invadidas. Em contraste, a dominancia da area basal de
troncos mortos foi maior nas parcelas invadidas (de 20 a 51%). Tanto a biomassa viva acima
do solo quanto area basal foram maiores nas areas ndo invadidas em relagdo as areas
invadidas (Tabela 3).

Tabela 3. Média e desvio padréo das varidveis de estrutura da vegetacao e estatistica da comparacéao entre as
areas de manguezal ndo invadidas e invadidas em julho de 2017, no setor norte do Complexo Estuarino Lagunar
de Cananéia-lguape

Areas de manguezal Areas de manguezal Estatisti
. h X ) statistica
ndo invadidas invadidas

S 9 ABTM (%) 4,18 £ 3,95 33,17 + 14,32 t(6)= 3,9033, p= 0,007
> O

5 & | AB (m¥/ha) 41,96 + 7,28 18,67 + 8,22 t(6)= 4,2405, p= 0,005
=

w s BAS (Mg/ha) 320,95 + 133,82 92,39 + 46,03 t(6)=3,2303, p= 0,017

ABTM, éarea basal de troncos mortos, AB, area basal viva; BAS, biomassa acima do sedimento viva.

Em julho de 2017, foram registradas 19 espécies de macrofitas aquéaticas invasoras
nas parcelas invadidas, sendo que as espécies dominantes foram Hymenachne amplexicaulis
(Rudge) Nees (Poaceae), e outras espécies ndo identificadas das familias Poaceae,

Cyperaceae, Amaryllidaceae.
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Figura 3. Area basal viva de mangue (m?ha) (a) Area basal de troncos mortos de mangue (%) (b)
das areas de manguezal ndo invadidas e invadidas no setor norte do CEL de Cananéia-lguape.

Cadigos de significancia: **p <0,01
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Figura 4. Biomassa acima do sedimento de mangue nas areas de manguezal ndo invadidas e
invadidas no CEL Cananéia-lguape. Cddigos de significancia: *p <0,05.

2.2 Plantas — 0 °C e ¢ ©°N e concentragdes de C e N

2.2.1 Areas invadidas versus area areas nao invadidas

N&o houve diferenca da razdo C:N foliar nas areas invadidas (incluindo as invasoras
e mangue) (20,8 + 9,4) comparada as areas ndo invadidas (23,5 + 5,2), (W=174, p= 0,189).
O N (%) foliar nas areas invadidas (considerando as invasoras e mangue) foi maior (1,8 +
0,7) em relacdo as areas ndo invadidas (1,5 + 0,1) (W=288, p= 0,02348). O 6'3C (%o) foliar
nas areas invadidas (considerando as invasoras e mangue) foi maior (-28,3 + 4,2) comparado
ao das areas ndo invadidas (-31,1 + 0,8), (W=174, p= 0,000). O 6®°N foliar foi superior nas
areas invadidas (considerando as invasoras e mangue) (5,9 + 1,3) comparada as areas nao

invadidas (3,9 £ 1,1), (W=424,5, p= 0,000).
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Figura 5. Comparagdes da C:N foliar (a), N foliar (g/kg) (b), 8'*C foliar (%o) (c) € 8*°N foliar (%o)
(d) entre as areas invadidas e ndo invadidas no setor norte do CEL de Cananéia-Iguape. Cédigos de
significancia: ***p < 0,001, *p < 0,05, NS = sem diferenca estatistica significativa.

2.2.2 Macrofitas aguaticas invasoras versus mangue na area invadida

Considerando somente as parcelas das areas invadidas, a C:N das macrdfitas
aquaticas invasoras foi inferior (16,1 + 6,5) as espécies de mangue (31,4 + 5,5) (W=303,
p=0,000). Além disso, o N foliar (%) foi superior nas macrofitas aquaticas invasoras (2,1 +
0,7) em relacdo ao mangue (1,2 +0,2) (W= 48,5, p= 0,000). No que se refere ao 6*C foliar,
ndo houve diferenca entre espécies invasoras (-28,2 + 5,0) e mangue (-28,8 + 1,1) (W= 197,
p=0,2938). De forma similar, também n&o houve diferenca no 5*°N foliar entre as macrofitas
aquaticas invasoras (6,0 + 1,6) e o mangue (5,4 + 0,5) (W(197), p=0,2938).
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Figura 6. Comparacdes da C:N foliar (a), N foliar (%) (b), 6"*C foliar (%o) (c) € 6*°N foliar (%o) (d)
entre as espécies de mangue e as macréfitas aquaticas invasoras nas areas invadidas no setor norte
do CEL de Cananéia-lguape. Cadigos de significancia: ***p < 0,001, NS = sem diferenca
estatistica significativa.

2.2.3 Espécies de mangue: comparando individuos em areas nao invadidas e
invadidas

Considerando somente as plantas nativas de mangue, a C:N foi maior nas areas
invadidas (31,4 + 5,5) comparada as areas nao invadidas (23,5 + 5,2), (t(22)=3,5851, p=
0,001). O N (%) foliar das espécies de mangue foi menor nas areas invadidas (1,2 + 0,2) em
relagdo as areas ndo invadidas (1,5 + 0,19) (t(22)= -2,8989, p= 0,008). O 6*3C foliar das
espécies de mangue na &reas invadidas foi maior (-28,8 + 1,1) comparado ao mangue nas
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areas ndo invadidas (-31,1 + 0,8) (t(22)=5,8336, p= 0,000). O ¢*°N foliar foi maior nas areas
invadidas (5,4 + 0,5), comparada as areas ndo invadidas (3,9 + 1,1), (W=131, p= 0,000).
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Figura 7. Comparacdes da C:N foliar (a), N foliar (g / kg) (b), 6"*C foliar (%o) (c) € 6*°N foliar (%o)
(d) das espécies de mangue entre as areas ndo invadidas e invadidas no setor norte do CEL de
Cananéia-lguape. Cédigos de significancia: ***p < 0,001, **p <0,01.

2.3 Serapilheira — 6 *C e 6 °N e concentragdes de C e N

2.3.1 Serapilheira de mangue - Areas invadidas versus area nao invadidas

N&o houve diferenca entre a serapilheira de mangue entre as areas invadidas e nao
invadidas para C:N, N, 63C e 6*°N (Tabela 1 do Material Suplementar).
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2.3.2 Planta-serapilheira de mangue na area invadida

A razdo C:N entre as plantas de mangue (31,4 + 5,5) e a serapilheira de mangue de
(48,2 £ 13,7) na area invadida diferiu (t(14)=3,7168, p=0,002). O N foliar nas plantas de
mangue foi maior (1,2 + 0,2) em relagéo a serapilheira do mangue (0,8 + 0,2) (t(14)=3,3122,
p= 0,005). O ¢*3C foliar das plantas de mangue foi similar (-28,8 + 1,1) comparado a
serapilheira de mangue nas areas invadidas (-29,3 + 0,3) (t(14)=0,92136, p= 0,372). O §*°N
foliar foi superior nas plantas de mangue (5,4 + 0,5) comparada a serapilheira de mangue na
area invadida (4,2 £ 0,7), (t(14)=3,5284, p=0,003).
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Figura 8. Comparac@es da C:N foliar (a), N foliar (%) (b), entre as plantas de mangue e serapilheira
de mangue nas areas invadidas no setor norte do CEL de Cananéia-lguape. Cadigos de significancia:

**p <0,01

2.3.3 Serapilheira de plantas nativas e invasoras na area invadida

A razdo C:N da serapilheira invasora foi menor (25,3 + 6,9) em relacdo a serapilheira
de mangue de (48,2 + 13,7) na &rea invadida (t(6)=3,0796, p=0,021). O N da serapilheira de
plantas invasoras foi similar (1,1 + 0,6) a serapilheira do mangue (0,8 + 0,2) (t(6)=-0,88354,

p=0,4109). O 6*3C foliar da serapilheira invasora na area invadida foi similar (-29,45 + 0,4)
a serapilheira de mangue nas areas invadidas (-29,3 + 0,3) (t(6)=0,34838, p= 0,7395). O §*°N
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foliar foi maior na serapilheira de plantas invasora (6,5 + 1,2) comparada a serapilheira de
mangue na area invadida (4,2 + 0,7), (t(6)=-3,1573, p=0,019).
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Figura 9. Comparagdes de C:N foliar (a), N foliar (%) (b), 6*3C foliar (%o) (c) € 3*°N foliar (%o) (d)

entre a serapilheira das espécies de mangue e as macrdéfitas aquaticas invasoras nas areas invadidas

no setor norte do CEL de Cananéia-lguape. Cadigos de significancia: **p <0,01, NS = sem diferenga

estatistica significativa
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2.4 Sedimento — C:N, 6 3C e 6 I°N

N&o houve diferenca do 5*3C, 5*°N, %N e C:N entre os intervalos de profundidade
(0-10 e 10-20 cm). Portanto, para as comparacgdes das variaveis de sedimento entre as areas
invadidas e ndo invadidas no presente estudo foi considerado o intervalo de 0-20 cm de
profundidade. A razdo C:N no sedimento no intervalo de 0-20 cm de profundidade n&o diferiu
entre as areas ndo invadidas (15,9 + 1,6) e invadidas (16,7 + 1,9) (t(14)=0,86356, p=0,4024).
0O % N no sedimento no intervalo 0-20 cm de profundidade também néo diferiu entre as areas
n&o invadidas (0,2 +0,0) e invadidas (0,3 + 0,1). De forma similar, 0 6*3C e §*°N no sedimento
ndo diferiram entre as areas ndo invadidas e invadidas. Os valores médios de ¢*C no
sedimento nas areas ndo invadidas foi de -27,1 + 0,3 e nas areas invadidas foi de -27,4 + 0,4
(t(14)=1,2926, p=0,2171). Os valores médios de 6*°N na &reas nio invadidas foram de 4,7 +
0,2 e nas invadidas de 4,9 + 0,4 (t(14)=1,2926, p=0,2171).
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Figura 10. Comparacdes do 6*3C (%o) (a) € 6*°N (%o) (b) no sedimento entre as areas invadidas e ndo
invadidas no setor norte do CEL de Cananéia-lguape. Codigos de significancia: NS = sem diferenca
estatistica significativa

2.5 Estoque de C e N no sedimento

No que se refere ao estoque de C a 0-20 cm de profundidade, ndo houve diferenca
entre areas de manguezal invadidas (43,9 £ 15,1 Mg/ha) e ndo invadidas (50,9 * 3,4 Mg/ha),
(W=(58), p=0,442). O estoque de N a 0-20 cm de profundidade foi inferior nas areas invadidas
(2,5 + 0,7 Mg/ha) comparado as areas ndo invadidas (3,2 + 0,2 Mg/ha) (W=(27), p=0,008).



60,0 | NS 35 |-

)
o
o

N
o
[=}

Estoque de C (Mg/ha)
Estoque de N (Mg/ha)

30,0

20,0

Areas Areas
nao invadidas invadidas

3,0 |-

25 |-

2,0 |-

1,5 |-

65

%ok

Areas Areas
ndo invadidas invadidas

Figura 11. Estoques de Carbono (a) e Nitrogénio (b) no sedimento na profundidade de 20 cm
referente as areas de manguezal ndo invadidas e invadidas no setor norte do CEL de Cananéia-lguape.
Cadigos de significancia: **p <0,01, NS = sem diferenga estatistica significativa

3. Discussao

O desvio do rio Ribeira de Iguape através do canal artificial Valo Grande modificou

profundamente a hidrologia local no setor norte do CEL de Cananéia-lIguape principalmente

pelo input de grande quantidade de agua doce e sedimento (Mahiques et al. 2009) e de N

antropico (Reis et al. 2019) no estuério Mar Pequeno, possibilitando a reducéo da salinidade

intersticial e disponibilidade de N nas areas de manguezal e, consequentemente permitiu a

invasdo das macrofitas aquaticas (SAMPAIQ et al., em revisdo). Nesse estudo, avaliamos a

estrutura da vegetacdo como biomassa acima do sedimento e os estoques de C e N no



66

sedimento nas areas de manguezal invadidas por macrofitas aquaticas em comparacdo com

areas de manguezal de franja ndo invadidas do setor norte no CEL de Cananeia-lguape.

Nossos resultados evidenciaram o impacto negativo sobre as espécies de mangue nas
areas invadidas. Constatamos elevada mortalidade de individuos de mangue e menor &rea
basal viva, que indica menor densidade de individuos vivos nas parcelas invadidas e a
dominéncia das invasoras nessas areas. Nesse sentido, constatamos também a reducdo da
biomassa acima do sedimento nas areas invadidas em relacdo as areas invadidas. A elevada
mortalidade nas areas invadidas préximas ao Valo Grande tem sido constatada nos ultimos
anos de monitoramento dessas areas (Cunha-Lignon et al. 2015). Como consequéncia, iSso
pode representar a longo prazo uma reducdo no estoque de C na biomassa acima do
sedimento pela reducdo do sequestro de CO. das espécies nativas, comprometendo um
servigos ecossistémico importante de armazenamento de C (Donato et al. 2011; Alongi
2012). O impacto da invasdo de plantas sobre a comunidade nativa tem sido relacionado a
reducdo significativa do valor adaptativo (fitness) e modificacdo da estrutura e reducgéo da

abundancia das espécies nativas (Vila et al. 2011).

A mortalidade massiva de individuos de mangue tem sido relacionadas a eventos
como furacdes e tsnunamis e com mudancas no ambiente fisico como aumento drastico na
salinidade associado a alteragdes antrdpicas estruturais na paisagem como a reducdo da
descarga dos rios que podem também inibir 0 mecanismo de regeneracdo do mangue
(Jimenez et al. 2012; Roderstein et al. 2013). No caso do presente estudo, a alta mortalidade
do mangue nas areas invadidas pode estar associada a perda de habilidade competitiva em
detrimento da invasdo. A invasdo das macrofitas € favorecidas pelas condigdes de baixa
salinidade e a maior disponibilidade N de origem antrdpica das atividades agricolas e esgoto
da bacia do rio Ribeira de Iguape carreada através do Valo Grande (SAMPAIO et al., em
revisdo), que pode ser um recurso crucial na promocao do rapido crescimento e disperséo e
dominancia das invasoras nessas areas (Dukes and Mooney 1999; Gonzalez-Mufioz et al.
2013; Gufu et al. 2018).

Apesar do grupo das macrdfitas aquaticas incluirem espécies de diversos grupos
taxondmicos distintos (Chambers et al. 2008), exibem caracteristicas comuns de alta

produtividade, ciclos de vida curto e séo altamente eficientes na captacdo de nutrientes do
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sedimento e da coluna d’agua (Pieterse and Murfhy 1993; Wetzel 2001; Byers et al. 2006).
Sob condicdes favoraveis como a disponibilidade de nutrientes, as macrofitas podem
aumentar significativamente sua biomassa em poucos dias (Chambers et al. 2008). De fato,
nossos resultados evidenciaram que as macrofitas aquaticas invasoras apresentaram C:N
foliar duas vezes menor, altas concentracGes de N foliares e maiores valores de 6*°N foliares
em comparacao com as espécies de mangue na area invadida, o que sugere alta demanda de
N pelas invasoras. Por outro lado, as plantas de mangue sao eficientes em conservar e reciclar
nutrientes atraves de reabsorcédo e retranslocacdo de N e P antes da abscisdo foliar (Alongi
2012), permitindo que a planta utilize novamente 0 mesmo nutriente para suas necessidades

fisioldgicas.

As diferencas observadas - maiores valores de C:N e 6°N - das folhas de mangue entre
as areas invadidas e ndo invadidas (com composicdo de espécies de mangue praticamente
similares) e também entre as folhas de mangue e a serapilheira de mangue na area invadida
pode representar diferencas na disponibilidade de nutrientes no ambiente e, assim, um
cenario de limitacdo por N das espécies nativas, nas areas invadidas, em detrimento da alta
demanda de N pelas macrofitas tendo em vista os altos teores foliares e a baixa razdo C:N.
As menores concentracGes de N-NO3z™ no sedimento da area invadida em comparagdo com
area nao invadidas do presente estudo e demais areas nao invadidas do CEL de Cananéia-
Iguape (Reis et al., em revisdo; Sampaio et al., em revisdo), também provavelmente refletem
0 alto consumo de N pelas espécies invasoras, assim como pode indicar, indiretamente,
perdas de N para a atmosfera (Reis et al., 2019). Assim, nas areas invadidas, a disponibilidade
de N pode estar sendo regulada pela alta demanda de N das macréfitas invasoras, em

detrimento da limitacdo desse recurso para as espécies nativas.

Em funcgdo desta alta de demanda de N, as macrdfitas aquaticas invasoras introduzem
uma serapilheira com menores razdes C:N comparada a serapilheira do mangue no
sedimento. Este material foliar das macrdéfitas pode contribuir para uma maior intensificacdo
da dinamica de decomposicdo da matéria organica, maior atividade microbiana, e maiores

taxas da mineralizacdo de N no sedimento (Liao et al. 2008; Vilaetal. 2011; Lee et al. 2017).

Vérias fontes que contribuem para a matéria organica no sedimento de ecossistemas

de manguezal, mas as principais sdo autéctones, sendo (i) serapilheira (folhas, galhos,
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propagulos, e etc), (ii) a producdo de micro ou macro algas e fitoplancton na coluna de 4gua
local e, finalmente, (iii) as contribuicbes aldctones de material de origem marinha e
ribeirinha (Bouillon et al. 2008a; Kristensen et al. 2008). Dessa forma, a dominancia do sub-
bosque formando uma cobertura densa no sedimento e a reducgdo das espécies de mangue
devido a alta mortalidade nas areas invadidas pode representar uma fonte importante de input

de matéria organica para o sedimento.

0 6%3C foliar das areas invadidas (considerando invasoras e mangue) exibiu maiores
valores comparado as areas ndo invadidas, indicando a ocorréncia de algumas espécies Ca,
mas com predominancia de invasoras de via Cs. Contudo, para o ¢*C foliar entre as
macrofitas e mangue na area invadida e 0 6*3C no sedimento entre as areas ndo invadidas e
invadidas, ndo observamos diferencas, o que reflete a predominancia da contribuicdo de
espécies de via fotossintética Cz (invasoras e mangue) na matéria organica do sedimento.
Dessa forma, nossa hipotese em que as areas invadidas teriam uma contribui¢cdo na matéria

organica do sedimento fonte Cj refletida no sedimento ndo foi corroborada.

A menor biomassa acima do sedimento de mangue pode reduzir, a longo prazo, o
aporte de serapilheira nativa para o sedimento nas areas invadidas. Em contrapartida, pode
ocorrer 0 aumento na contribuicdo da serapilheira oriunda das invasoras com altos teores de
N para o sedimento, levando em consideragédo a alta produtividade e cobertura dominante
das macrdfitas aquaticas nas areas invadidas, uma vez que uma maior producdo de
serapilheira implica em maiores taxas de entrada de elementos no solo (Liao et al. 2008).
Dessa forma, em teoria, tanto o incremento de N através da invasdo pelas macrofitas
aquaticas, como a entrada de N antrépico via poluicdo da agua oriundo de atividades
agricolas (fertilizantes) e esgoto transportado pelo Valo Grande até o estuario e areas de
manguezais adjacentes (Reis et al. 2019), tem potencial de intensificar/alterar a dindmica e

alterar os estoques de N e C nas areas invadidas.

N&o houve diferencas entre as areas no 6*°N e C:N no sedimento nas areas invadidas
apesar da dominéancia de invasoras que possuem atributos foliares com caracteristicas mais
labeis (alto teor de N e baixa C:N foliar). Uma possivel explicacdo para isso, poderia estar
relacionada ao alto requerimento de N por parte das invasoras, levando a um alto consumo

tanto do NH4" e NOs™ formados a partir da mineralizacdo da matéria organica no sedimento,
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além de que o excesso de N de origem antropica pode estar sendo rapidamente perdido do
sistema como observado em um estudo em manguezais na mesma na regido sob grande
influéncia da entrada de N antrdpico através do Valo Grande (Reis et al. 2019). Além disso,
a entrada de fertilizantes nitrogenados inorganicos nestas areas tém assinaturas de 5*>N mais
baixas do que a matéria organica (Reis et al. 2019), indicando que na area invadida ha uma
entrada de formas de N com valores baixos de ¢*°N. Em um estudo nas areas de manguezal
de franja sem invasdo proximas ao Valo Grande afetadas pelo excesso de N antropico, os
elevados valores de 6*°N no sistema sedimento-planta comparado & areas de manguezal néo
enriquecidas por N antrdpico indicaram que as entradas antropogénicas de N conduziram ao

aumento de perdas de N para atmosfera (Reis et al. 2019).

A invaséo de plantas tem capacidade de intensificar o processo de decomposicédo da
serapilheira e esse aumento pode ser atribuido as diferencas a qualidade do material foliar
entre invasoras e espécies nativas (Asthon et al. 2005; Lee et al. 2017), tendo em vista que,
de maneira geral, os maiores impactos nos estoques e ciclagem de N e C devido a invasédo
de plantas de uma forma geral foram observados quando as espécies invasoras possuiam
atributos foliares ricos em N, por exemplo (altos teores de N e baixas C:N) (Ehrenfeld 2003;
Lee et al. 2017).

Espeécies invasoras geralmente exibem maior conteudo de N nas folhas maduras e
serapilheira e baixas razdes C:N e lignina:N do que espécies nativas (Liao et al. 2008; Vila
et al. 2011). Nossos resultados indicaram a redugéo do estoque de N no sedimento de areas
de manguezal em funcédo da invasao por macrdéfitas aquaticas. Diversos estudos mostraram
indicios de mecanismos que controlam a degradacdo da serapilheira em ambientes de
manguezais, como a frequéncia de inundacdo, a abundancia de fauna detritivora, espécies
de manguezais e a razdo C:N inicial (Kristensen et al. 2008). Além disso, varios estudos
experimentais de decomposic¢éo utilizando litterbargs observaram uma relacdo inversa entre
a C:N das folhas de mangue com a constante de decaimento de massa (Kristensen et al.
2008). Dessa forma, a introducéo de um material foliar com alto teor de N foliar e baixa C:N
pode resultar na intensificacdo da decomposi¢do e perdas para atmosfera. A reducdo no

estoque de N verificada possivelmente estd associada a esses fatores.
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Uma meta-analise global que avaliou a alteracédo nos ciclos de C e N pela invasao de
plantas, incluindo areas Umidas, foi verificado o aumento dos estoques de C e N (Liao et al.
2008). Esses resultados foram atribuido, principalmente, ao aumento da produtividade
priméria das espécies invasoras na area invadida, ao aumento da decomposi¢do da
serapilheira, atributos foliares com altos teores de N (Liao et al. 2008). Contudo, em outra
meta analise foi verificado a reducdo da decomposicdo da serapilheira em detrimento da
invasdo (Vila et al. 2011) evidenciando a heterogeneidade entre os resultados dos estudos e
a necessidade de mais estudos, principalmente, em ambientes como as areas Umidas

(wetlands) reconhecidas pela sua alta relevancia biogeoquimica.

Estudos verificaram valores de §°N no sedimento de um wetland costeiro invadido
foi significativamente maior do que sedimento com cobertura nativa devido a perda de N no
sedimento através do aumento da mineralizacédo de N e possivelmente da lixiviagao de nitrato
(Cheng et al. 2008; Yang et al. 2015). Em nosso estudo ndo observamos esse padrdo de
valores elevados de ¢°N no sedimento das éareas invadidas. Também ndo observamos
alteracdes no estoque de C, C:N e concentragdes de %N e %C no sedimento, com excecdo
do estoque de N, possivelmente, pelo curto tempo de invasao de 7 anos (Cunha-Lignon et al.
2011). A alta influéncia hidrodindmica que manguezais de franja estdo sujeitos, uma vez que
ocorrem em locais onde a topografia os expde a regimes de maré e aos pulsos de dgua doce
(Woodroffe et al. 2016), promove a exportacdo de formas de C e N dissolvidas para
ambientes adjacentes pode ser uma das explicacdes, sobretudo intensificacdo dos fluxos de
agua doce pelo Valo Grande nessas areas invadidas. Além disso, as reduzidas taxas de
decomposicdo da matéria organica verificada em ambientes de manguezal em funcdo da
condicgéo de saturacdo do sedimento (anoxia) podem ser um fator importante (Bouillon et al.
2008b; Kristensen et al. 2008). Finamente, uma outra explicacdo para que as variaveis do
sedimento ndo tenham respondido diretamente aos efeitos da invasao pode ser devido aos
processos da dindmica da matéria organica no sedimento também serem regulados por fatores
abioticos, 0 que pode obscurecer as relagdes esperadas entre as caracteristicas foliares e as
variaveis de N e C no sedimento. Por exemplo, as taxas de acimulo de carbono no sedimento
em manguezais dependem de fatores como produtividade florestal, taxa de exportacéo e
consumo in situ. Todos esses fatores sdo altamente regulados pelo regime hidrolégico, a

atividade da fauna e temperatura (Lee et al. 2014).
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4. Conclusotes

O presente estudo evidenciou 0s impactos da invasdo biologica em manguezais.
Reducdo nos estoques de N no sedimento e da biomassa acima do sedimento sdo os
principais efeitos detectados até o momento. Esses resultados indicam que para a
manutencdo desses ecossistemas e seus servigos, se faz necessario manter de fato as espécies
nativas. A substituicdo de espécies nativas Cs por espécies invasoras Cs indicam que ainda
ndo houve tempo para haver alteraces no estoque de C no sedimento. Nesse sentido, mais
estudos de longo prazo sdo necessarios para monitorar as alteracdes nos pools desses

ecossistemas.

Nosso estudo evidenciou o impacto negativo da invasao bioldgica sobre a biomassa
dos ecossistemas de manguezal. A reducdo da biomassa acima do sedimento pode
representar impactos adversos locais para a manutencdo do ecossistema de manguezal nessas
areas, biodiversidade dependente, para 0 armazenamento de C a longo prazo e todos 0s

Servigos ecossistémicos associados.

Apesar de haver invasdo bioldgica, o sedimento nas areas de manguezal invadidas
ndo apresentou contribuicdo de fontes C4 na matéria orgénica, devido a predominancia de

espécies invasoras e do mangue de via fotossintética Ca.

A invasdo bioldgica também resultou em reducdo do estoque de N no sedimento, o
que pode estar associado alta demanda de N pelas invasoras e posterior introducdo no
sedimento de uma serapilheira mais labil comparada a serapilheira das espécies de mangue.
Né&o foram observadas alteracdes no estoque de C nas areas invadidas, o que pode ter relacéo
com o tempo da invasao, a decomposi¢do lenta caracteristica desses sistemas, a exportacéo
de formas C dissolvido pela dindmica hidrologica em que os manguezais de franja estdo

sujeitos, e com outros fatores abidticos.

Desenvolver uma compreensdo mais ampla dos efeitos da invasdo de plantas em
manguezais sobre comunidade nativa e sobre dindmica da matéria organica no sedimento é
crucial, tendo em vista o papel relevante que esses sistemas desempenham no sequestro de

C na biomassa acima do sedimento de mangue e no sedimento.
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Material Suplementar — Capitulo 2

Tabela suplementar 1. Média e desvio padrdo das variaveis da serapilheira de mangue e estatistica

de comparacdo de médias em funcdo das areas de manguezal ndo invadidas e invadidas em julho de

2017, no setor norte do Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape
Areas de manguezal Areas de manguezal

néo invadidas invadidas Estatistica
© C:N 479+3,9 48,9 £ 137 t(6)=0,13611, p=0,8962
E S |%N 0,8+0,2 0,8+0,1 t(6)=0,29946, p= 0,7747
g § oBC -29,0+0,0 -29,3+0,3 W=(4,5), p= 0,3836
@ BN 3,7+08 42+0,7 t(6)= 0,92366 ,p= 0,3913

Tabela suplementar 2. Média e desvio padrdo da densidade aparente do sedimento 0-20 cm de
profundidade das areas de manguezal ndo invadidas e invadidas em julho de 2017, no setor norte do
Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape

Areas de manguezal ndo
invadidas

Areas de manguezal invadidas
Densidade aparente (kg/dm?®)

0,43 +0,09 0,68 +£0,18




