EK®S BRASIL

. Lh
S e
. '-"“5(7‘ ~
13 AN
N L/y_
N ; .
/ \
~ ’ o\ ' 4 g
/f N :
y S X
‘ 4 Y oV
A V'"
f‘ Y A -
any ( V —— ol
! . 4 “ A\ -~
S 5/ '“\
4 ./_ s
p
A
I 4

Proposta de Monitoramento da Biodiversidade Terrestre

Projeto: Assessoria a Geréncia Socioambiental
Contrato n°: 4800018497
Ordem de Servigo n° 27

Dezembro, 2020




EQUIPE RESPONSAVEL
Fundagao Renova
Vanessa Queiroz

Renata Stopiglia

Juliana Oliveira

Thiago Alves

Equipe Ekos Brasil
Jaime Ohata — Geréncia Técnica
Ana Cristina Moeri — Gestdo Administrativa

Marina Aponte de Sampaio Tiengo - Gestdo da
Informacgéo

Marcela Firens da Silveira — Gestao da Informacéao

EK®S BRASIL

Equipe de Especialistas

Adriano Pereira Paglia — Coordenagédo equipe /
Mastofauna

Alberto de Freitas Castro Fonseca - Avaliagdo de
Impactos Ambientais

Daiana Marques Costa - Especialista em SIG
Felipe Sa Fortes Leite — Herpetofauna
Frederico de Siqueira Neves — Invertebrados
Juraci Alves de Oliveira — Vegetagéo

Leonardo Esteves Lopes — Avifauna

Marcelo Ferreira de Vasconcelos — Avifauna
Mariana Machado Neves — Dano Bioldgico
Nelcy Della Santina Mohallem — Contaminantes
Tatiana Cornelissen — Invertebrados

Ricardo Ribeiro de Castro Solar — Andlise de dados e
desenho amostral

Ricardo Ribeiro Rodrigues — Recuperagéo de areas
degradadas / Ecologia Vegetal



EK®S BRASIL

SUMARIO )

1. INTRODUGAD ...ttt bbbt 4
1.1 BREVE DESCRICAO DO HISTORICO DO ROMPIMENTO.........ooveoeeeeeeeeeeseeeeeeeeseeeesesee e 4
1.2 PERGUNTAS GERAIS DO PROGRAMA DE MONITORAMENTO .......cvveieirrieieineieireenereesiseseessensseenas 5
1.3 PRINCIPIOS, PREMISSAS E MODELO CONCEITUAL DO MONITORAMENTO .......ccoovvvveerreeserreeenne 6

2. CARACTERIZAGAO DOS POTENCIAIS IMPACTOS PERSISTENTES E RECORRENTES. ................ 14
2.1 AVALIACOES EX-ANTE E EX-POST DE IMPACTOS NA BACIA DO RIO DOCE.........ccoooovvrvvrnrreenne. 14
2.2 OS IMPACTOS PERSISTENTES E RECORRENTES NA FAUNA E FLORA TERRESTRE ................ 15

2.2.1 Areas Diretamente Afetadas (ADA) e Areas de Influéncia Direta (AID)..........cccoovvecveevercrrenneen, 15
222 Estressores e impactos cronicos na fauna e flora terrestre .........oovveevvvnccccccnsniens 20

2.2.3 Avaliagdo da magnitude dos impactos persistentes e recorrentes na fauna e flora terrestre . 22

. CARACTERIZACAO DAS ACOES DE RESTAURAGAO NABACIA..........oomveeresereeseeeeeneeseseseneenns 23

4. DEFINICAO DA MALHA AMOSTRAL ....oovvverreeceerseeeseesesssseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassenes 32

4.1. MALHA AMOSTRAL PARA MONITORAMENTO DOS IMPACTOS DA DEPOSICAO DO REJEITO .. 32
4.1.1. Priorizagdo de fragmentos florestais no trecho Funddo — UHE Risoleta Neves usando o processo

analitico NIErarqUICO (AHP).......c. bbb 33
4.1.2. Sitios amostrais para o monitoramento dos eventuais impactos crénicos em ilhas fluviais e areas
AE TESHINMGA. ...t 44
4.2. MALHA AMOSTRAL PARA MONITORAMENTO DA RESTAURACAO ........oovvvveeervccserecsenevessnenens 46
4.3. Malha Amostral para Organismos com Caracteristicas Bioldgicas EsSpecificas.............ccouvevevennne. 47
5. PERGUNTAS I§SPECI’FICAS DO MONITORAMENTO, COM CONTEXTUALIZACAO, HIPOTESES,
indicadores PREDICOES € Metodol0gia ..........c.vviuruiriiririieiriiieisieisies e 48

5.1. TEMA 1: QUAIS OS IMPACTOS CRONICOS (PERSISTENTES OU RECORRENTES) DO EVENTO
SOBRE AS ESPECIES DA FAUNA E FLORA TERRESTRES DA BACIA DO RIO DOCE, E QUAL A
MAGNITUDE E ABRANGENCIA ESPACIAL E TEMPORAL DESTES IMPACTOS?.......ccoovvirirrveiriinenns 49

5.1.1. BaSES CONCEITUAIS . ... ettt ettt ettt ettt e e ettt et e e e e e e e e e teereete et e eseeaseseeanteneeeeseneeanen 49

51.2. Perguntas e indicadores relacionados aos contaminantes presentes no rejeito que podem
PErSIStr NA DIOtA tEITESIIE. ...t 51

51.3. Perguntas e indicadores que buscam entender os efeitos derivados do impacto original nas
comunidades de flora € fAUNA. ...........c.cvcueiiiciiec s 81

5.2. TEMA 2: HA UMA TENDENCIA DE AUMENTO DE CONDIGOES AMBIENTAIS FAVORAVEIS PARA
O RESTABELECIMENTO DE POPULAGOES DE ANIMAIS E PLANTAS E DOS PROCESSOS

ECOLOGICOS AFETADOS PELO ROMPIMENTO DA BARRAGEM? .........ccooommreereeceseseneeeseeeesssennene 120
5.2.1 BaSES CONCEAITUAIS .......cvevvriii ettt ettt 120
5.2.2 Pergunta e indicadores relacionados & tendéncia de melhoria na bacia.............ccccocccuvenee. 122

5.3. TEMA 3: AS ACOES DE RESTAURAGCAO, RECUPERAGAO E COMPENSAGCAO DA BACIA DO RIO
DOCE ESTAO LEVANDO A RECUPERACAO DA FLORA, FAUNA E FUNCIONAMENTO DO
ECOSSISTEMA? OBSERVA-SE MELHORIA NA ABUNDANCIA, DISTRIBUICAO OU RIQUEZA DE
ESPECIES OU GRUPOS FUNCIONAIS AMEACADOS, SENSIVEIS OU CHAVE, NOS DIFERENTES
CONTEXTOS AFETADOS?. ..o eeesseeeseees s seees e s sesesseseesese e e 124



EK®S BRASIL

5.3.1 BASES CONCEIUAIS. ... veeveeeeeeeeiiieereieietsis sttt ettt s et senen 124
5.3.2 Perguntas e indicadores relacionados ao processo de regeneragéo e recuperagio ambiental da
biota terrestre POS-AESASIE. .......cvuiriciececr e 125
SINTESE DOS TEMAS, PERGUNTAS, INDICADORES E PROGRAMA DE AMOSTRAGEM............. 161
PROTOCOLOS GERAIS PARA ANALISES ESTATISTICAS E CURADORIA DOS DADOS.............. 164

BIBLIOGRAFIA. ...ttt 170



EK®S BRASIL

1. INTRODUGAO

1.1 BREVE DESCRIGAO DO HISTORICO DO ROMPIMENTO

O rompimento da barragem de rejeitos de Fund&o, de propriedade da Samarco S.A. (doravante Samarco),
localizada no Complexo Industrial de Germano em Mariana, MG, no dia 5 de novembro de 2015 resultou no
despejo de cerca de 44 milhdes de metros cubicos de agua e rejeito ao longo dos cursos d’agua da bacia do
rio Doce (Golder Associates, 2016a). O arrasto mecanico da mancha de rejeitos destruiu vegetagao nativa,
areas de atividade agropecuaria, estruturas fisicas, distritos e vilas, provocando a morte de 19 pessoas (IUCN,
2018). A medida que avancava pelos cursos d’agua na bacia do rio Doce, boa parte do rejeito foi se depositando
nas margens ao longo do trecho entre a barragem e o reservatério de Candonga (Usina Hidroelétrica Risoleta
Neves) e a pluma remanescente seguiu pelo leito do rio Doce, atingindo o oceano.

Em margo de 2016, como forma de otimizar a gestdo sobre a situag@o do ambiente e das populagdes afetadas,
foram desenvolvidos junto as autoridades ambientais planos e procedimentos em resposta aos impactos
ambientais resultantes do rompimento da barragem de Funddo, que gerou o Termo de Transagdo e
Ajustamento de Conduta (TTAC), com diversas clausulas a serem atendidas, sendo a Fundagdo Renova a
principal responsavel por sua implantagao, condugao e monitoramento. Dentre as diversas clausulas do TTAC,
a clausula 168 diz respeito a identificacdo e caracterizagdo dos impactos decorrentes do evento sobre as
espécies terrestres ameagadas de extingdo. Tal caracterizagao foi realizada pela empresa Golder Associates
Brasil Consultoria e Projetos Ltda, que elaborou o estudo Avaliagdo de Impacto sobre as Espécies Terrestres
Ameacadas de Extincao (Golder Associates 2016a), aprovado parcialmente em agosto de 2017 pelo Comité
Inter Federativo (CIF), que solicitou a apresentagé@o de Plano de Trabalho para elaboragéo do Plano de Agéo
(PA) para conservagéo da fauna e flora terrestre. O PA Rio Doce foi elaborado pela empresa Bicho do Mato
Instituto de Pesquisa e indicou originalmente 142 agdes que ap6s agrupamentos foram consolidadas em 92
Agles reparatorias e compensatorias. O marco oficial de inicio da execu¢do do Plano de Ag¢do para
Conservagdo da Biodiversidade Terrestre deu-se em outubro de 2019. O Plano de A¢do encontra-se atualmente
em fase de monitoria e acompanhamento e um estudo foi conduzido pela Fundagao Brasileira para o
Desenvolvimento Sustentavel (FBDS) para aprimorar as agdes do Plano. Dentre as diversas agdes do Plano
esta a elaboragao e execucdo do Programa de Monitoramento da Biodiversidade Terrestre.

Uma das etapas do Programa de Monitoramento, previsto no TTAC, foi a realizagdo da Avaliagdo Ecoldgica
Répida (AER), executada conforme Parecer Técnico do IBAMA, seguindo a metodologia RAPELD para o
monitoramento de vertebrados, invertebrados, vegetagdo e solos. O primeiro ano da Avaliagdo Ecoldgica
Répida realizou duas campanhas, uma na esta¢do seca e outra na chuvosa. As campanhas produziram um
extenso banco de dados sobre fauna e flora nos blocos amostrados ao longo da bacia do rio Doce (Bicho do
Mato, 2020).

Ao final de 2019 foi realizado o workshop de avaliagéo dos resultados do primeiro ano do monitoramento. Ficou
claro durante o workshop que os resultados obtidos durante a AER nédo foram capazes de responder as
perguntas originais e que, tal como previsto no TTAC seria necessario reavaliar os principios, as perguntas, a
metodologia e os indicadores do monitoramento da biodiversidade terrestre.

Em dezembro de 2019 foi realizado o “Workshop para Definicdo de Indicadores de Resultados da
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Biodiversidade dos Programas 28 e 30" tendo como principais objetivos: o alinhamento do conceito de
Indicadores de Biodiversidade; a validagdo das premissas e dos critérios para construgéo de Indicadores de
Biodiversidade dos Programas 28 e 30 (PG28 e PG30); a construcdo de indicadores para os Programas; € a
criacdo de consensos para construgdo do mapa de indicadores.

Em virtude dos resultados e da discusséo relacionada ao relatério da Avaliagdo Ecoldgica Rapida e do
Workshop de definicdo de Indicadores do PG30, a Fundagdo Renova solicitou ao Instituto Ekos Brasil a
elaboracdo do novo Programa Monitoramento da Biodiversidade Terrestre. Face ao exposto, o presente
documento propde a adequacdo dos estudos ja realizados, atentando para o fato de n&o criar divergéncias
entre os grupos de especialistas envolvidos nos trabalhos de monitoramento dos diversos programas.
Basicamente, o trabalho envolve a adequagdo do monitoramento da Biodiversidade Terrestre, alinhada com as
metodologias IBAMA, ICMBio e Painel Rio Doce e reflete 0 amadurecimento das discussdes e recomendacoes
propostas pelo Instituto Ekos Brasil.

1.2 PERGUNTAS GERAIS DO PROGRAMA DE MONITORAMENTO

Transcorridos mais de 5 anos desde o rompimento da barragem de Fund&o constata-se que os impactos
socioambientais seguem sendo identificados, monitorados e avaliados de forma fragmentada e sem
padronizagdo metodoldgica, contrariamente as recomendacgdes de especialistas (e.g. L.E. Sanchez et al., 2018;
Sanchez et al., 2019). Além disso, os dados que tém sido gerados nessas diversas avaliagdes de impacto estao
comegando a suscitar duvidas em relagéo a sua utilidade para o gerenciamento efetivo dos danos sociais e
ambientais. E o caso, por exemplo, do monitoramento da biodiversidade (fauna e flora) terrestre do rio Doce no
ambito do Programa 30 da Fundagdo Renova, que foi previsto na subsegéo 111.3 do Termo de Transagéo e
Ajustamento de Conduta firmado entre Samarco, suas acionarias, Vale e BHP, e diversos 6rgdos publicos da
Unido e dos estados de Minas Gerais e Espirito Santo (TTAC, 2016).

Apbs o rompimento e em fungdo da caracterizagdo dos impactos e do TTAC, um conjunto de perguntas
relacionadas aos impactos do rompimento sobre a biodiversidade foram elaboradas e serviram de norteador
para as acdes do PG30 da Fundagdo Renova. Ao final de 2019, o Instituto Ekos Brasil iniciou a avaliagao do
conjunto original das oito perguntas considerando o tempo decorrido desde o desastre, 0 cenario atual na bacia
do rio Doce, as agOes executadas pela Fundagdo Renova e os resultados obtidos pelo primeiro ano da
Avaliagéo Ecoldgica Rapida (AER). A conclus&o do estudo do Instituto Ekos Brasil foi que o conjunto original
de perguntas para o monitoramento da biodiversidade impactada deveria ser revisto, tendo em vista ndo apenas
que muitas delas estavam inadequadas, mas também que deveria ser estabelecida uma mudanca de
perspectiva do monitoramento da biodiversidade, avaliando-se as respostas da biota terrestre em relagéo as
acdes de recuperagao da bacia.

Inicialmente, as agdes de monitoramento do PG30 dedicavam-se a caracterizagéo da biota e a identificagéo e
mensuragao dos impactos decorrentes do rompimento. Em virtude do tempo transcorrido, das condigdes atuais
e dos resultados obtidos na AER sugere-se que essas agdes e esforcos sejam direcionados aos processos de
recuperagdo ambiental, avaliando-se a possibilidade de persisténcia, recorréncia ou aumento dos impactos,
assim como a significancia e como repercutem na fauna e flora. Nas areas diretamente atingidas pela lama de
rejeito de mineragéo, j& mapeadas, predominam agles de reparagdo e, nesse caso, cabe avaliar a qualidade
dessas agdes ao longo do tempo e o potencial para recuperagao da biodiversidade terrestre.
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Nesse sentido, o Instituto Ekos Brasil (2020) prop0s, para o monitoramento da biodiversidade terrestre, trés
novas perguntas gerais, ou Temas, que servirdo de norteadores para as perguntas especificas elencadas nos
topicos seguintes deste documento e para a definigdo dos indicadores bioldgicos que sero utilizados em busca
das respostas. Os Temas s&o:

1. Quais os impactos persistentes ou recorrentes do evento sobre as espécies da fauna e flora
terrestres da Bacia do rio Doce, qual a magnitude, a abrangéncia espacial e temporal destes
impactos?

2. Ha tendéncia de aumento de condigdes ambientais favoraveis para o restabelecimento de
populagdes de animais e plantas e dos processos ecoldgicos afetados pelo rompimento da
barragem?

3. As acdes de restauragao, recuperacdo e compensagéo da bacia do rio Doce estéo levando
ao aumento na abundancia, distribuicdo ou riqueza de espécies ou grupos funcionais
ameagados, sensiveis ou chave, nos diferentes contextos afetados?

1.3 PRINCIPIOS, PREMISSAS E MODELO CONCEITUAL DO
MONITORAMENTO

A presente proposta de monitoramento contempla a area terrestre diretamente afetada pela lama de rejeito de
mineracdo, compreendendo o trecho entre Mariana e a Usina Hidroelétrica (UHE) Risoleta Neves, outrora
denominada Bloco 4 (no estudo de Avaliagdo Ecoldgica Rapida, realizado pela empresa Bicho do Mato) ou
Segmento 1 (estudo realizado pela Golder). Contempla também areas no estado do Espirito Santo,
notadamente as ilhas no rio Doce e areas de restinga na foz. Para a elaboragéo da proposta de novo programa
de monitoramento a equipe do Instituto Ekos Brasil adotou 0s seguintes principios:
1. O monitoramento deve ser baseado nos impactos (negativos e positivos) que podem afetar
a biota terrestre;
2. Osindicadores biolégicos devem ser selecionados a partir de sua sensibilidade aos impactos
e adequados para cada sub-regido impactada. Devem ser SMART (sigla para especificos,
mensuraveis, atingiveis, relevantes, temporais) e devem, também, atender aos critérios
estabelecidos no Relatdrio de Defini¢éo de Indicadores de Biodiversidade (Programas 28 e
30) (Instituto Ekos Brasil, 2020) apresentados na Tabela 1;

Tabela 1: Critérios para Defini¢do de Indicadores de Biodiversidade

Critérios para Defini¢do de Indicadores

1 E desejavel que o indicador seja associado a uma escala espacial definida, vinculada ao impacto do agente estressor
OU a sua recuperagao.

2 Edesejavel que o indicador seja associado a uma escala temporal definida, vinculada ao impacto do agente estressor
OU a sua recuperagao.

3 E desejavel que o indicador responda a vetores de degradacio ambiental especificos resultantes do rompimento da
Barragem (solidos suspensos, contaminagao, perda de habitat, dentre outros).
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Critérios para Defini¢do de Indicadores

4 E obrigatério que, para definigdo do indicador, existam informagdes suficientes e adequadas sobre ecologia e biologia
dos organismos, comunidades, ecossistemas e/ou processos a serem monitorados que permitam formulagdo de
hip6teses, predigdes ou interpretagdes dos resultados.

5 E desejavel que os indicadores sejam vinculados a organismos que permitam obter simultaneamente mais de uma
informacg&o ambiental.

6 E obrigatério que os indicadores sejam vinculados a organismos ou fendmenos que tenham abundancia e/ou
frequéncia de ocorréncia adequadas e vidveis para a amostragem (isto é, suficientemente altas para inferéncia).
Portanto, exclui espécies ou fenémenos raros.

7 E desejavel que os indicadores sejam vinculados a organismos efou fungdes ecossistémicas com percebida
importancia social, econémica, de saiide humana ou de qualidade ambiental ou de vida.

8  E desejavel que os indicadores sejam vinculados a organismos ou processos que respondam de forma proporcional &
degradagdo ambiental e, conversamente, recuperagdo ambiental.

9  E desejavel que os indicadores tenham um carater integrativo dentro dos objetivos dos programas de monitoramento
e recuperacao da Bacia do rio Doce como um todo, ou seja, que possam ser utilizados simultaneamente por mais de
um programa.

10  E desejavel que os indicadores tenham um histérico sélido, continuado e robusto de coleta de dados na area de estudo
anterior ao rompimento da Barragem de Fundao.

3. O desenho amostral deve ser representativo, com uma rede de amostragem que seja capaz
de capturar a variagao estrutural na paisagem impactada (relevo, uso e cobertura do solo,
geologia, etc) bem como incluir reas de referéncia em regides ndo impactadas pelo evento
ou pelas acgdes de restauracao;

4. O monitoramento deve propocionar rigor cientifico e metodolégico para inferéncias robustas;

5. Os indicadores biolégicos a serem selecionados devem ser capazes de responder a
perguntas sobre padrbes e processos ecologicos em diferentes niveis de organizagao
bioldgica (genes a paisagens); e

6. O monitoramento deve ser adaptativo, ou seja, ser capaz de ajustes com inclusdo/excluséo
de perguntas e indicadores a medida que as evidéncias véo sendo produzidas.

A presente proposta, considerando as premissas e critérios estabelecidos no Workshop Indicadores da
Biodiversidade (Instituto Ekos Brasil, 2020), pretende utilizar o menor nimero de indicadores possivel, porém,
potencialmente mais eficazes. A proposta busca, também, facilitar e incentivar a integragdo com outros
programas da Fundagdo Renova (PG28 Biodiversidade Aquatica, PG23 Manejo de Rejeitos, PG25
Revegetacdo, Enrocamento e Outros Métodos, PG26 Programa de Recuperacdo de Areas de Preservagao
Permanente (APPs) e Recargas Hidricas e PG27 Recuperagéo e Restauragdo Ambiental) através da busca por
padronizagdo da linguagem e nomenclatura, diretrizes, agdes, espacializagdo e perguntas gerais. Ao final do
monitoramento, o estudo deve ser capaz de detectar padres de biodiversidade em resposta aos impactos ou
as acdes de restauragao.

A reformulagdo do monitoramento da biodiversidade deve partir, portanto, de perguntas e propostas
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orientadoras, buscando definir os impactos mais relevantes para determinada espécie ou sistema, avaliando
impactos de estressores negativos (presenca do rejeito) e positivos (protegdo dos fragmentos naturais
remanescentes e agdes de restauragao), assim como a significancia de cada impacto, como ele afeta a
populagéo, a espécie, a comunidade ou 0s processos ecoldgicos.

O modelo conceitual desta proposta de programa de monitoramento levara em conta os trés Temas Gerais, ou
perguntas norteadoras, indicadas no tépico anterior. Sob a égide destes Temas, estardo aninhadas as
perguntas especificas acompanhadas de seus indicadores mais eficazes. Por meio destas perguntas, em um
desenho amostral robusto e baseado em hipéteses, pretende-se que este novo plano seja capaz de fornecer
dados que permitam chegar 0 mais préximo possivel do nexo causal entre o desastre e os efeitos encontrados
atualmente (5 anos ap6s o desastre) na biodiversidade terrestre.

Antes da exposic¢do das perguntas em si, faz-se necessario explicitar as premissas sob as quais se assentaram
estas perguntas e a proposta de monitoramento como um todo. Portanto, foram consideradas as seguintes
premissas para o delineamento das perguntas deste plano (Figura 1):

Premissa #1: O impacto agudo, aquele de alta intensidade e curta durac&o, geralmente levando a modificacbes
drasticas nas comunidades (Gerritsen & Patten, 1985; Chenson & Huntly 1997), ndo é mais passivel de
deteccdo, devido ao lapso temporal de cinco anos entre o desastre e o monitoramento. E, portanto,
imprescindivel focar esforgos no monitoramento dos impactos crénicos, aqueles persistentes ou recorrentes no
ambiente, de menor potencial destrutivo imediato, mas de duragdo mais longa e escala mais ampla na
comunidade (Chenson & Huntly 1997, Ribeiro et al. 2015).

Premissa #2: E extremamente dificil, pela natureza do ambiente, dissociar os impactos da deposico e presenca
do rejeito (impacto de foco) dos demais impactos historicos e atuais, ainda presentes e atuantes na bacia
(impacto de fundo), como altera¢do de uso do solo, uso agricola do solo, processos erosivos, recorréncia de
fogo, extrativismo e outros.

Premissa #3: Os impactos do desastre e as caracteristicas da paisagem interagem como causadores dos
efeitos estudados na biodiversidade e sua recuperagao.

Premissa #4: Para observagao de efeitos do desastre na biota terrestre, a area significativa a ser monitorada é
o trecho entre a barragem de Fund&o e a UHE Risoleta Neves, tendo em vista que apds a UHE o impacto do
rompimento esteve concentrado majoritariamente na calha do rio Doce, e mesmo que tenha havido pontos de
extravasamento, pode-se assumir que ha poucas interagdes com a biota terrestre, fato esse detectado nas
amostras do primeiro ano da AER, cujos resultados apontam para a auséncia de efeito significativo da distancia
do rio sobre parametros ecoldgicos para a grande maioria dos grupos amostrados (Bicho do Mato, 2019). Assim,
partir da UHE Risoleta Neves, somente as ag0es planejadas de recupera¢do ambiental deverao ter efeito sobre
a biota terrestre, devendo ser monitorada apenas nas paisagens que receberam tais a¢oes. Adicionalmente,
considera-se importante monitorar ambientes especialmente frageis as mudangas, onde alguns impactos da
deposicéo de rejeitos sobre a biota terrestre podem ainda estar atuantes, como as ilhas fluviais ao longo do rio
Doce e as areas de restinga localizadas a foz do rio.

Premissa #5: A escolha dos indicadores biologicos seguiu as premissas e critérios apresentados no Relatorio
de Definicao de Indicadores de Biodiversidade (PG28 e 30), elaborado pelo Instituto Ekos Brasil (2020).
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Premissa #6: As perguntas tém como escala espacial de foco a paisagem. A escolha das unidades na paisagem
deve necessariamente seguir critérios que permitam obter areas representativas da paisagem, tanto em relagéo
aos efeitos do desastre como em relagéo aos impactos pré-existentes e, também, a proposi¢éo de indicadores
eficazes.
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Figura 1: Organizagéo das premissas e justificativas do Programa de Monitoramento

..[ CRITERIOS PARA DEFINICAO DA MALHA
<L AMOSTRAL - MONITORAMENTO RIO DOCE

4§
&
&

T

%,
i

MONITORAMENTO DO | " MONITORAMENTO DA R BRI
) P ETO DO REJEITO e RESTAURAGAO BIOLOGICOS ESPECIFICOS
_ (CAGADOS, GIRINOS, ETC)
LG et 2 LIS L MONITORAMENTO SISTEMATICO:
ALEM DO TRECHO FUNDAO - UHE | b
FUNDAQ - UHE RISOLETA NEVES
RIS LI : MONITORAMENTO DOS PONTOS
. MONITORAMENTO SISTEMATICO: P e e T s
FUNDAO - UHE RISOLETA NEVES RISOLETA NEVES
ETﬁgAR:ésDEongioﬁgg:Sng;oEg'ﬁﬁIGT-AS ( ETAPA 1: ELEGIEILIDAD_E ) ETAPA 1: ELEGI@ILIDADE [TODAS f\s AREAS SOB (ETAPA 1: ELEGIBILIDADE {AREAS COM AS CARACTERiSICAS) ETSSAR:OSDEDLEEé%ggisngTROEg'Elﬁ IGI::i_As
o R S e {ANALISE DE PRIORIZAGAO) RESTAURAGAOQ PELA FUNDAGAD RENOVA] AMBIENTAIS INFORMADAS NO PROTOCOLC DOS GRUFOS) e sl
ETAPA 2: ESPACIALIZAGAO (INDEPENDENCIA E ETAPA 2: ESPACIALIZAGAO {INDEPENDENCIA E ETAPA 2: ESPACIALIZACAO (INDEPENDENCIA E
wremereren --(REPRESENTATIVIDADE} DAS AREAS ALVO E AREAS DE REPRESENTATIVIDADE) DAS AREAS ALVO E AREAS DE RERPET:ESR%NNEE‘:"gé\?gggiéﬁf:ﬂs :é—ggffuﬁiis C?E e s
REFERENCIA REFERENCIA - AREAS PERMANENTES E AREAS ALEATORIAS N DA ML A Do,
: AC EM SOLO DOS FONTOS PELA
ETAPA 3: VALIDAGAO EM SOLO DOS PONTOS PELA ETAPA 3: VALIDAGAO DAS AREAS PELA FUNDAGAQ ETAPASNVALIDAT
EQUIPE EXECUTORA {CONFIRMAGAO DOS CRITERIDS RENGVA {SAUDE E SEGURANGA DO TRABALHOC, EQ”I:',POESEE’;ES%'Agﬁ‘;ﬁﬁg"{é‘;"g‘f‘rgﬁg&%%gRl'E'.rr%R'c's
DO SENSORIAMENTO REMOTO, ACESS0, ETC) INTERVENGOES) ] b5
ETAPA 4: VALIDAGAO DAS AREAS PELA FUNDAGAD ETAPA 4: VALIDAGAO DAS AREAS PELA FUNDAGAD
RENOVA (SAUDE E SEGURANGA DO TRABALHO, RENOVA (SAUDE E SEGURANCA DO TRABALHO,
INTERVENCOES) INTERVENGOES)

EK®S BRASIL



EK®S BRASIL

Explicitadas as premissas para o plano de monitoramento, séo apresentados os trés Temas Gerais norteadores
do programa de monitoramento. Esses Temas sdo aqueles indicados no relatério do Instituto Ekos Brasil, com
algumas modificagdes que expressam o avango conceitual € metodolégico resultado das discussdes integradas
da equipe do presente estudo

1. Quais os impactos crénicos (persistentes ou recorrentes) do evento sobre as espécies da
fauna e flora terrestres da bacia do rio Doce e qual a magnitude, abrangéncia espacial e
temporal destes impactos?

2. Hatendéncia de aumento das condi¢des ambientais necessarias para o restabelecimento de
populagdes de animais e plantas e processos ecoldgicos afetados pelo rompimento da
barragem?

3. As acdes de restauragao, recuperacdo e compensagéo da bacia do rio Doce estéo levando
a um aumento na cobertura de formagdes naturais, na abundancia, distribui¢do ou riqueza
de espécies ou grupos funcionais ameagados, sensiveis ou chave, bem como uma melhoria
do funcionamento e do provimento de servigos ecossistémicos desses ecossistemas, nos
diferentes contextos afetados?

Com as premissas e perguntas claramente colocadas, foi elaborado o0 mapa conceitual do programa de
monitoramento (Figura 2). No mapa, mostra-se que para a pergunta/tema 1, apesar do reconhecimento dos
possiveis efeitos dos impactos agudos, entende-se que a partir de agora somente seus efeitos cronicos serao
foco do monitoramento. Estes impactos cronicos podem ter duas origens, sendo (1) Impactos derivados da
presenca (atual ou pretérita) do rejeito nas areas e interagdo com as condi¢des da bacia e (2) Impactos
derivados das a¢des de reparagao de danos da Fundagdo Renova. O foco principal € no primeiro caso, apesar
de sempre considerar a existéncia do segundo, e sugere-se que sempre haja didlogo entre as equipes tematicas
da Fundagéo Renova, de forma a incluir estes impactos do segundo caso nos modelos. Com 0 objetivo de um
desenho robusto o suficiente para separar 0 nexo causal desejado, propde-se 0 monitoramento em nivel de
populagdes e comunidades bioldgicas.

Para a segunda pergunta/tema, entende-se que a melhoria geral da bacia, gerada pelas a¢des de recuperagéo,
deve ser avaliada através de métodos de sensoriamento remoto (p. ex. Imagens de satélite e sobrevoos por
UAVs e imagens multiespectrais). O sensoriamento remoto é capaz de fornecer métricas de paisagem, que s&o
sabidamente importantes para a recuperacgéo da fauna e flora, como por exemplo, métricas de conectividade,
de evolugéo de fragmentos naturais remanescentes, de provimento de servigos ecossistémicos e outros. O
objetivo das agdes de recuperacao deve sempre visar a melhoria dessas condigbes ambientais da paisagem.

Ja para a pergunta/tema 3, relativa a regeneracao, focou-se nas agdes reparatorias executadas pela Fundagao
Renova. A avaliagdo considerard a recuperagdo estrutural da vegetacdo remanescente e das areas em
restauragdo, mas também a recuperacdo ecoldgica das interages dos organismos entre si e com 0 meio
(Hembry & Weber 2020) e do funcionamento do ecossistema (Naeem et al., 1994; Loreau et al., 2003).

Desta forma, o plano de monitoramento apresentado objetiva entender os efeitos de longo prazo do rompimento
da barragem de Fund&o no trecho do alto rio Doce. Entende-se e adota-se a ideia de que este & um cenario
complexo de uso e ocupagéo do solo e atividades antrépicas. O trabalho considera, ainda, que a situagao
gerada pelo desastre contribuiu para a deterioracdo das condi¢ces socioambientais da bacia. A proposta de
monitoramento considera os fragmentos florestais do trecho entre Fund&@o e a UHE Risoleta Neves, as ilhas
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fluviais e as restingas como sendo as unidades de avaliagéo que representam a complexidade do cenario, e 0s
gradientes naturais de impacto.
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Figura 2: Mapa mental com 0 modelo conceitual geral do monitoramento
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2. CARACTERIZAGAO DOS POTENCIAIS IMPACTOS PERSISTENTES E
RECORRENTES

2.1 AVALIAGOES EX-ANTE E EX-POST DE IMPACTOS NA BACIA DO RIO
DOCE

A ‘avaliagéo de impacto ambiental’ € um conceito guarda-chuva, que descreve diversos tipos de ferramentas
de gestdo ambiental. Tais avaliagdes podem ser utilizadas em diferentes contextos, tanto para prever impactos
(avaliagbes ex-ante), quanto para gerenciar e monitorar impactos persistentes e recorrentes (avaliagdes ex-
post). Por exemplo, a avaliagao de impacto pode ajudar a balizar o gerenciamento de industrias com certificagéo
na norma I1SO 14001 (Whitelaw, 2004), caracterizar areas contaminadas (Ebel & Davitashvili, 2005), subsidiar
tomadas de decisdo no licenciamento ambiental (Fonseca, 2015), dentre tantas outras aplicagdes.

Antes do rompimento da barragem, as mineradoras Samarco e Vale ja tinham uma rotina de identificagao e
avaliagdo de impactos ambientais imposta pela certificacdo na Norma 1SO14001 da ABNT de Sistema de
Gestdo Ambiental, que subsidiavam a documentagdo, implementagdo, manutencdo e melhoria continua da
gestdo ambiental no complexo minerador.

Apo6s o colapso da barragem de Fundao, uma série de avaliages de impacto se somaram as entéo existentes.
Por exemplo, entidades publicas e privadas acionaram avaliagdes urgentes de identificagcdo e monitoramento
de impactos, aos moldes das Avaliagdes Rapidas de Impacto Pds-desastre (Kelly, 2005; Kelly, 2013), para
subsidiar as agbes emergenciais de repara¢do e mitigacdo de danos, em cumprimento a agdes judiciais e
termos de ajustamento de conduta. Nesse contexto, a empresa Golder Associates, em atendimento ao TTAC,
realizou uma das primeiras avaliagbes dos impactos do rompimento da barragem de Funddo na bacia do rio
Doce, divulgada em julho de 2016 (Golder Associates, 2016b), que contemplou, inclusive, uma avaliagao
preliminar dos impactos na fauna e flora terrestre. Meses depois, foi concluida uma outra avaliagéo de impacto
mais direcionada a identificacdo de impactos nas espécies terrestres ameagadas de extingdo (Golder
Associates, 2016a). Posteriormente, foi implementado um programa de monitoramento da fauna e flora
terrestre, baseado na metodologia RAPELD, que deu base ao Plano de Agdo Para a Conservagédo da
Biodiversidade Terrestre na bacia (Bicho do Mato e Fundagdo Renova, 2020). Além dessas avaliagdes,
algumas obras, sobretudo aquelas que precisam de licengas ambientais, tém demandado avaliagbes pontuais
de impacto ambiental. Além dos novos distritos de Bento Rodrigues e Paracatu de Baixo, o préprio complexo
minerador da Samarco foi novamente escopo de uma avaliagdo prévia de impacto para subsidiar o pedido de
licenga de operagéo corretiva (LOC) (Amplo Engenharia, 2017).

Passados mais de 5 anos desde o rompimento da barragem de Fundao, os impactos do rompimento seguem
sendo identificados, monitorados e avaliados sob diversas metodologias, de modo a atender os objetivos
especificos dos programas socioambientais e as expectativas das mais diversas partes interessadas. Tal
situagdo € compreensivel e inevitavel, pois, apesar dos beneficios das avaliagdes integradas e padronizadas
(e.g. Sanchez et al., 2018; Sanchez et al., 2019), existe uma série de requisitos legais e judiciais que impde a
necessidade de multiplas abordagens de avaliagdo e monitoramento de impactos na bacia. Além disso, sendo
o territorio um espago dindmico e em constante transformacgéo, faz-se imprescindivel a criagdo e o continuo
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aperfeicoamento de metodologias de avaliagdo e monitoramento de impactos.

2.2 OS IMPACTOS PERSISTENTES E RECORRENTES NA FAUNA E
FLORA TERRESTRE

2.21 Areas Diretamente Afetadas (ADA) e Areas de Influéncia Direta (AID)

Uma das primeiras e mais importantes etapas das avaliagbes de impactos, seja ex-ante ou ex-post, é
compreender os limites espaciais onde ocorrem ou podem ocorrer impactos diretos ou indiretos nos objetos de
analise. E comum, na pratica global e brasileira, a delimitagao de diversos tipos de area. Dentre os exemplos
mais em uso na avaliagdo de grandes projetos no Brasil, estéo: Area Diretamente Afetada (ADA); Areas de
Influéncia Direta (AID) e Indireta (All); Area de Abrangéncia Regional (AAR); Area de Entorno (AE); Area de
Estudo (Aest); Area de Influéncia Expandida (AIE); Area de Abrangéncia Sismica (AAS); Area de intervengéo
(Al); Area de Influéncia Total (AIT); Area do Entorno do Reservatério Artificial (AER); Area de Entorno do
Empreendimento (AEE) e Area de Influéncia Remota (AIR) (Santos e Fonseca, 2016). Apesar da diversidade
de areas e da falta de padronizagéo, destacam-se, ao menos, dois tipos de areas que sao largamente utilizadas
na préatica de brasileira e global, quais sejam, as areas diretamente afetadas (ADA) e as areas de influéncia
direta (AID). Além disso, essas areas sdo comumente inseridas no contexto espacial dos limites de bacias
hidrograficas, no caso das avaliagdes dos impactos biofisicos, e dos limites administrativos de municipios, no
caso das avaliagdes de impactos socio-econdmicos (Morgan, 1998; Sanchez, 2008; Glasson & Therivel, 2019).

As definigbes dos limites das ADAs e AIDs devem se dar caso-a-caso, observando as especificidades
territoriais, bem como as especificidades dos empreendimentos ou atividades que causam impactos. No caso
dos impactos associados ao rompimento da barragem de Fundé&o, observa-se claramente duas configuragoes
de dispersdo dos impactos: 1) uma de natureza linear, que corresponde aos impactos do rejeito ao longo das
calhas e margens dos cursos d'agua a jusante da barragem de Fundao. E, nesse caso, destaca-se o trecho
localizado entre a barragem de Fund&o (situada no complexo minerador de Germano, da Samarco) e o
barramento principal da Usina Hidrelétrica Risoleta Neves, também conhecida como barragem de Candonga,
que conteve em seu respectivo reservatorio grande parte do rejeito liberado na bacia; e 2) uma de natureza
radial, que corresponde aos impactos associados a atividades de reparacdo e compensacdo ambiental que
estdo sendo implementadas em fragmentos territoriais ao longo da bacia. Nesse sentido, para fins de
monitoramento dos impactos persistentes e recorrentes na fauna e flora terrestre recomenda-se duas
abordagens de definicdo espacial das ADAs e AlDs, de modo a contemplar as especificidades das dispersdes
linear e radial dos impactos (Tabela 2).
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Tabela 2: Principais areas de interesse para o Monitoramento dos Impactos Persistentes e Recorrentes na Fauna e Flora

Terrestre
Tioos Trecho Fundao-UHE Risoleta Neves Fragmentos territoriais em restauragdo (disperséo
P (dispers&o linear) radial)
't . Por¢éo da propriedade rural que esta ou estara em

Cursos dagua e margens diretamente ~ ~ ~
ADA . s restauragdo, recuperagdo € compensacao

impactados pelo rejeito :

ambiental

AID Buffer de 500 m em relacdo a ADA Buffer de 500 m em relacdo a ADA

Os limites das ADAs correspondem aos limites das areas dos cursos d’agua e respectivas porgdes territoriais
marginais diretamente afetados pelo rejeito (no trecho Fundédo-UHE Risoleta Neves, ver Figura 3, Figura 4,
Figura 5), bem como pelas por¢des das propriedades que estdo em processo de restauragdo ambiental
(fragmentos territoriais). As AlIDs, que foram e s&o potencialmente impactadas por material particulado, ruidos,
obras auxiliares, etc., correspondem as areas adjacentes situadas a até 500 m da ADA no trecho Fundéo- UHE
Risoleta Neves, ou 500 m das ADAs relacionadas aos fragmentos territoriais em recuperacdo ambiental. Tais
valores (i.e. 500 metros) refletem valores comumente utilizados e recomendados para as avaliagbes de
impactos biofisicos de grandes projetos (CETESB, 2014). Cumpre salientar que os impactos diretos e indiretos
tendem a apresentar um comportamento de gradiente, tendendo a perder magnitude & medida que se afasta
da area diretamente afetada (Sanchez, 2008).

De maneira geral, os impactos persistentes e recorrentes de maior magnitude na fauna e flora terrestre estéo
situados nas ADAs, enquanto os impactos de menor magnitude estdo situados nas AIDs. Todavia, as
localizagbes especificas dos diversos impactos podem variar significativamente dentro da ADA e da AID, tendo
em vista que essas areas cobrem vastas por¢des do territério da bacia do rio Doce, que possuem significativas
diferengas ecoldgicas e de uso e ocupagédo do solo. A ADA e AID, somente no trecho Fund&do- UHE Risoleta
Neves, cobrem 2.204,25 ha e 23.373,20 ha, respectivamente (Figura 3, Figura 4, Figura 5, Anexo 1). Nesse
sentido, conforme apresentado na sec¢do 2.2.3, avaliagdes adicionais sa0 necessarias para a caracterizagao
das magnitudes dos diversos impactos dentro das areas de interesse.
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Figura 3: Areas de Interesse para Monitoramento da Biodiversidade Terrestre no Trecho Fund&o-Candonga — Area 1
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Figura 4: Areas de Interesse para Monitoramento da Biodiversidade Terrestre no Trecho Fund&o-Candonga — Area 2
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Figura 5: Areas de Interesse para Monitoramento da Biodiversidade Terrestre no Trecho Fund&o-Candonga — Area 3
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2.2.2 Estressores e impactos cronicos na fauna e flora terrestre

A avaliagao dos impactos crénicos (aqueles persistentes e recorrentes) sobre a biodiversidade terrestre, passados mais
de 5 anos do rompimento da barragem de Fund&o, apresenta desafios e condicionantes diferentes daqueles que a Golder
Associates teve nas avaliagdes preliminares de impacto realizadas em 2016 (Golder Associates, 2016a; Golder
Associates, 2016b). Naquela época, os niveis de incerteza sobre os impactos eram maiores do que os atuais. Atualmente,
ainda persistem diversas incertezas sobre as respostas ecologicas da biota terrestre a presencga do rejeito. Por exemplo,
os resultadas da AER sao inconclusivos quanto ao impacto sobre populagbes do cagado-de-barbichas (P. geofroanus).
Por outro lado, os dados de contaminantes da AER deixam claro que os niveis de contaminantes em organismos da fauna
néo diferem em individuos coletados préximos ou distantes do rio Doce (Bicho do Mato, 2019). Além disso, as agdes de
reparacdo e manejo do rejeito estava apenas comegando. De maneira geral, naquela época, foram identificados impactos
genéricos relacionados essencialmente a perdas e alteragdes de ecossistemas, bem como a mortalidade e morbidades
de organismos.

Nos ultimos 5 anos, porém, além dos impactos decorrentes do rejeito liberado no colapso da barragem de Fund&o, foram
implementadas, e ainda serdo implementadas, diversas a¢6es de reparagao e compensagao, com destaque para as agdes
do Plano de Manejo de Rejeitos e Uso Sustentavel da Terra (UST) que estao situadas, em sua maioria, dentro das ADAs
e que podem afetar positiva ou negativamente a fauna e flora terrestre. Nesse sentido, para compreender os atuais
impactos na fauna e flora terrestre, é importante identificar os estressores associados ndo apenas aos rejeitos ainda
presentes nas margens e cursos d’agua mas, também, os estressores associados ao Plano de Manejo de Rejeitos. Da
mesma forma, os diversos usos e ocupacgdes de solo nas ADAs e AIDs relacionados as atividades rurais e, em menor
escala, urbanas, também desencadeiam uma série de impactos na fauna e flora terrestre, devendo, portanto, serem
considerados na interpretacdo dos resultados dos programas de monitoramento. A Tabela 3 a seguir sistematiza as
principais categorias de atividades e eventos, cujos estressores podem impactar a fauna e flora terrestre nas areas de
interesse.

Tabela 3: Principais categorias de atividades, estressores e impactos na fauna e flora terrestre

Categorias de | Principais Estressores Principais Impactos Decorrentes dos
Atividades/ Estressores
Eventos
° Presenca de rejeito em suspensdo | e Alteracdes fisico-quimicas e
nos cursos d'agua; bioldgicas de ecossistemas terrestres;
° Presenca de rejeito depositado na | e Mudangas de densidade em
calha dos cursos d'agua; populagdes de espécies terrestres;
° Presenca de rejeito acumulado nos | e Alteragdo na estrutura e
solos adjacentes aos cursos d'agua; composi¢ao das comunidades
Rejeito liberado ° Presenca de rejeito acumulado na bioldgicas e dos processos ecoldgicos;
no colapso da vegetacao diretamente impactada; e ° Mortalidade da flora e fauna
barragem de ° Presenga de rejeito em lagoas e terrestre associada ao soterramento,
Fundao reservatérios marginais. contaminagdo quimica ou acao fisica do
rejeito;
° Morbidade da fauna terrestre
decorrente da contamina¢do quimica
pelo rejeito.
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Categorias de | Principais Estressores

Atividades/
Eventos
° Plantio de espécies nativas para
restauracao de APP;
° Plantio emergencial de espécies
exoticas para controle de erosao;
° Construcdo de enrocamentos;
° Colocagéo de mantas geotécnicas;
° Reconformagdo  topogréfica da
margem;
° Criacao de areas de remanso;
Acoes de ° Remogdo e  disposicdo  de
reparacao e sedimentos nas margens;
compensagao ° Remocgéao de sedimento das calhas
(dragagem pontual);
° Criag&o de drenos superficiais;
° Correcao de drenagem pluvial;
° Coleta de amostras de solo e agua;
° Transito de veiculos;
° Analises topograficas;
° Instalagdo e desativacdo de
canteiros de obra.
° Coleta de material lenhoso;
° Cercamento de propriedades rurais
e urbanas;
° Supressao de vegetacéo;
° Cultivo de espécies vegetais;
° Uso de solo para pastagem de
animais;
Atividades de ° Criacdo e manutencdo de vias de
terceiros dcesso, . -
relacionados a0 ° Queimadas natura’|s e antrop'lcag;l
USO € 0CUPaGAD La_ngamento de &guas residuérias
tratadas;

do solo rural e . o
Langamento de &guas residuarias

urbano néo-tratadas;
° Disposigéo de residuos domésticos;
° Transito de veiculos leves e
pesados;
° Presenga antrépica de baixa
densidade;
° Ruidos e vibragdes.
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Principais Impactos Decorrentes dos
Estressores

° Perda de habitat e de
ecossistemas terrestres;
° Criagdo de novos habitats e de
ecossistemas terrestres;
° Mudangas de densidade em

populagdes de espécies terrestres;
° Alteracdo na esfrutura e
COMpOsi¢ao das comunidades
bioldgicas e dos processos ecoldgicos;
° Mudanca na conectividade dos
ecossistemas terrestres;

° Alteragbes fisico-quimicas e
biolégicas de ecossistemas terrestres;
° Mortalidade da fauna terrestre
associada ao soterramento e as
concentragdes elevadas de

contaminantes no solo, ar e agua;

° Morbidade da fauna terrestre
decorrente da contaminagao quimica do
solo, ar e 4gua.

° Perda de habitat e de
ecossistemas terrestres;
° Mudancas de densidade em

populacOes de espécies terrestres;

° Alteragdo na esfrutura e
coMposi¢ao das comunidades
bioldgicas e dos processos ecoldgicos;

° Criagdo de novos habitats e de
ecossistemas terrestres;

° Mudanca na conectividade dos
ecossistemas terrestres;

° Alteragbes fisico-quimicas e
bioldgicas de ecossistemas terrestres;
° Mortalidade da fauna terrestre
associada ao soterramento e as
concentragdes elevadas de

contaminantes no solo, ar e agua; e

° Morbidade da fauna terrestre
decorrente da contaminag&o quimica do
solo, ar e agua.

Conforme mostra a Tabela 3, a fauna e flora terrestre sofrem impactos ndo apenas decorrentes dos estressores
associados a presenca de rejeito no solo e cursos d'agua, mas também decorrentes das diversas atividades de
recuperacdo ambiental e, principalmente, de uso e ocupagao do solo na bacia. Além disso, ainda restam duas areas que
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se sobrepdem parcialmente as ADAs e AIDs e que estéo sujeitas a estressores relacionados ao langamento de rejeitos
no solo, no ar e na agua: 1) o complexo minerador de Germano, que recentemente teve sua licenga de operagao corretiva
deferida e as operagbes mineréarias adjacentes da Vale (Timbopeba, Alegria e Fazendao); 2) a Fazenda Floresta, que
quando da redagdo dessa proposta, estava em licenciamento ambiental para a disposigdo do rejeito dragado do
reservatério de Candonga. Essas duas areas tém implementado avaliagces de impacto especificas, cujos programas de
monitoramento de fauna e flora, diferirem do que esta sendo proposto aqui. Recomenda-se que os eventuais programas
de monitoramento dessas duas atividades sejam elaborados considerando os principios descritos e os indicadores
bioldgicos estabelecidos no presente documento.

Tendo em vista as diferentes fontes de estressores na bacia néo relacionadas ao rejeito liberado no colapso da barragem
de Fundao, qualquer programa de monitoramento dos impactos na fauna e flora terrestre na bacia do rio Doce, tais como
mudancas de densidade de populagdes e mortalidade e morbidade de espécies terrestres, ndo podem ser relacionados
ao rompimento da barragem de rejeito sem uma andlise cuidadosa da cadeia causal. E, para isso, faz-se imprescindivel
avaliagdes das magnitudes proporcionais dos diversos estressores e respectivos impactos.

223 Avaliagao da magnitude dos impactos persistentes e recorrentes na fauna e flora
terrestre

Para o monitoramento da fauna e flora, além da identificacdo dos impactos nas areas diretamente afetadas e de influéncia
direta, é importante qualificar a magnitude desses impactos, suas abrangéncias espaciais e dispersdes temporais. Para
tal, existem diversos métodos disponiveis na literatura técnica e académica, conforme ilustra a Tabela 4.

Tabela 4: Métodos que podem ser utilizados para avaliar a magnitude, abrangéncia espacial e dispersdo temporal dos diferentes
impactos na fauna e flora terrestre

Métodos Descrigédo e potencial utilidade para o monitoramento da fauna e flora terrestre

Abordagem de analise sistematica dos atributos relacionados a uma lista de impactos
ambientais, com base em critérios e pesos arbitrarios. Para que os critérios e pesos
tenham legitimidade e robustez, aconselha-se que suas definigbes sejam baseadas em
painéis de especialistas. As listas de verificagdo permitem um entendimento da magnitude
proporcional dos diversos impactos na fauna e flora, sendo, portanto, Uteis em processos
decisdrios relacionados a priorizacéo de esforcos e investimentos.
As matrizes de interacdo correspondem a diversos tipos de analises que buscam
quantificar a interagdo dos estressores e seus respectivos impactos. Assim como as listas
Matrizes de interagdo | de verificagdo, as matrizes ajudam a entender a proporcionalidade dos impactos e suas
potenciais localizagbes no tempo e no espaco. Todavia, sdo limitadas na identificacdo de
impactos indiretos.

Listas de verificagéo

A sobreposi¢do de mapas corresponde a diversas técnicas computacionais (geralmente
feitas nos softwares ArcGis ou Qgis) de andlise multicritérios de informagdes espaciais e
da paisagem. Assim como nas listas de verificagdo, para que os seus respectivos critérios
e pesos tenham legitimidade e robustez, aconselha-se que suas definigdes se deem com
base em painéis de especialistas. A sobreposicdo de mapas pode ser particularmente
relevante para a identificacdo de areas mais vulneraveis a estressores e respectivos
impactos, areas de referéncia e areas aptas a recuperagao ambiental.

Sobreposi¢ao de
mapas
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Métodos Descrigao e potencial utilidade para o monitoramento da fauna e flora terrestre

Trata-se de um gama variada de anélises assistidas por computadores que podem ser
utilizadas para modelar e inferir a magnitude e dispersdes espaciais e temporais de
impactos no solo, no ar e na agua, bem como na fauna e flora. Assim como as
sobreposigdes de mapas, as simulagdes podem ser particularmente relevantes para a
identificacdo de areas mais vulneraveis a estressores e respectivos impactos, areas de
referéncia e areas aptas a recuperagdo ambiental. Porém, tais simulagbes sdo mais
frequentemente utilizadas na analise de impactos com disponibilidade de dados faciimente
quantificaveis.

Fonte: Descri¢des baseadas em diferentes autores e publicagdes (e.g. Leopold et al., 1971; Sorensen, 1971; Dickert & Domeny,
1974; Hopkins, 1977; Thompson, 1990; Julien et al., 1992; Morgan, 1998; Munier, 2004; Lawrence, 2007; Skutsch & Flowerdew,

2009).

Simulacbes e
modelos
computacionais

Todos os quatro métodos descritos na Tabela 4 sado potencialmente Uteis para o aperfeicoamento do monitoramento da
fauna e flora terrestre na bacia do rio Doce. Dentre eles, as analises de sobreposicdo de mapas podem ser particularmente
importantes no atual estagio de monitoramento dos impactos, tendo em vista que, passados mais de 5 anos do colapso
da barragem de Fundao, foram geradas diversas camadas de dados geo-espacializados que permitem analise
multicritérios robustas em intervalos de tempo relativamente curtos. Tais anélises poderéo facilitar a identificagdo de
trechos de cursos d’agua e porgoes territoriais mais sujeitas aos impactos persistentes e recorrentes na bacia do rio Doce,
a exemplo do que ocorre na pratica nacional e global de avaliagdo de impactos (e.g. Ramanathan, 2001; Garfi et al., 2011;
Kaya & Kahraman, 2011). Podem, também, auxiliar no mapeamento de areas de referéncia para o monitoramento e
subsidiar as logisticas de campo e coletas de dados. No presente documento utiliza-se a abordagem de sobreposi¢éo de
camadas de mapas para auxiliar na defini¢do dos grupos de indicadores, elementos da paisagem e critérios para definigao
das unidades amostrais.

3. CARACTERIZAGAO DAS AGOES DE RESTAURAGAO NA BACIA

Para reduzir os impactos do desmatamento, a Organizag&o das Nagdes Unidas (ONU) declarou que o periodo entre 2021
e 2030 sera a década da restauragao dos ecossistemas (Nag¢oes Unidas Brasil, 2019). Além disso, acordos nacionais e
internacionais foram estabelecidos com o objetivo de minimizar os efeitos das mudangas climaticas pela diminui¢éo dos
gases de efeito estufa (e.g., Acordo de Paris - United Nations, 2015). No Brasil, uma das a¢des estabelecidas para
remediar os efeitos das mudangas climaticas € a restauragdo de 12 milhdes de hectares de florestas até 2030 (MMA,
2015). Ainda no territorio brasileiro, a prote¢éo e restauragdo da vegetacao nativa em propriedades privadas esta prevista
pela Lei n° 12.651 de 25 de maio de 2012, que estabelece onde e quanto de vegetacdo nativa deve ser protegida,
recuperada ou restaurada (Rodrigues et al. 2009, Martins 2014, Brancalion et al. 2016). Seu cumprimento é fundamental
para a manutencdo da flora e da fauna remanescentes e para a provisao de servigos ecossistémicos fornecidos pela
vegetacdo, como a regulagéo do clima e manutengao da qualidade do solo e da agua, mas esses beneficios so efetivar-
se-80 com o aumento da escala da restauragao (Melo et al. 2013).

O principal agente histdrico de degradagdo da Mata Atléntica é a agricultura em grandes propriedades rurais, mas a
mineragdo exerce, também, papel importante nessa degradagao, nao pela quantidade, mas pela intensidade (Guerra et
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al., 2020). No entanto, muitas dessas paisagens tém passado por um processo de transigao florestal, resultando numa
reversao da tendéncia histdrica de perda de cobertura florestal e dando inicio a uma fase de ganho de cobertura (Nanni
etal. 2019).

A Mata Atlantica tem se destacado mundialmente como um dos principais ‘palcos’ da restauragao florestal em larga escala,
onde diversas regides ja apresentam um ganho liquido de cobertura florestal, tendo sido observado o ressurgimento de
mais 700.000 ha de florestas nativas entre 2011 e 2015 (Crouzeilles et al. 2019), na maioria resultado de regeneragéo
natural por abandono de areas marginais da agricultura. Esse processo de expressao da sucessdo ecoldgica nas areas
que foram isoladas de perturbagdes recorrentes oriundas do uso agricola é intitulado de regeneragdo natural ou
restauragdo passiva (Rodrigues et al. 2009b, Martins 2014, Brancalion et al. 2015). No entanto, em algumas situagdes da
paisagem, a degradacao foi mais intensa e a expressdo da sucessdo ecoldgica necessita de agdes de aceleragdo, que
envolvem tanto o preenchimento de vazios ndo naturalmente preenchidos, como o enriquecimento da comunidade em
regeneragao, pois a degradagao da paisagem regional ndo permite a acumulagdo gradual de espécies (Brancalion et al
2015), o que ¢ definido como restauracéo assistida (BPBES & IS et al. 2019 a,b).

Na bacia do rio Doce, as situagdes que foram historicamente degradadas pela atividade agricola, principalmente
pastagem, mas nunca foram tecnificadas em termos agricolas ou mineradas, deverao ser objeto das metodologias de
restauracao passiva ou restauragéo assistida, dependendo da intensidade dessa degradacao historica e atual nas areas
a serem restauradas e das caracteristicas da paisagem regional.

Na bacia do rio Doce, incluindo o dominio espacial do PG30, em funcéo da elevada degradacdo histérica da paisagem,
onde sobraram poucos fragmentos naturais mais conservados, com diversidade adequada, a aplicagéo da metodologia
de restauracdo passiva ficara restrita aos poucos remanescentes de formagdes naturais em estagio médio e avangado de
regeneracao (Ribeiro et al. 2009), que deverdo ser isolados de agdes antropicas, para evitar o retorno a condigdo de
estagio inicial de regeneracéo. No entanto, na bacia do rio Doce, a maioria dos fragmentos naturais sdo fragmentos em
estagio inicial de regeneracdo, de baixa biodiversidade, estrutura comprometida e baixo provimento de servicos
ecossistémicos, geralmente por terem sido alvo de muita degradacdo antrépica, como fogo recorrente, extrativismo,
processos erosivos, deriva de pesticidas etc.

Esses fragmentos naturais remanescentes geralmente estao invadidos por espécies exoticas agressivas (herbaceas e/ou
lenhosas), que para se recuperarem adequadamente em termos de biodiversidade, funcionamento, perpetuagéo e
provisao de servigos ecossistémicos, necessitaréo de isolamento das perturbagdes antropicas futuras (fogo, extrativismo,
processos erosivos e outros) e da adogao de agdes de manejo adaptativo, como controle de competidores, como espécies
exoticas invasoras (lenhosas e/ou gramineas) e mesmo espécies nativas superabundantes favorecidas pela degradacao,
além de enriquecimento com espécies extintas ou que estdo com suas populagbes comprometidas localmente,
caracterizando entdo a necessidade de metodologias de restauragao assistida.

Essa metodologia (restauragéo assistida) também seréa aplicada nas areas agricolas, principalmente pastagens, que ainda
apresentam algum potencial de expressdo da regeneragao natural por néo terem sido tecnificadas historicamente em
termos agricolas, geralmente por ocuparem ambientes declivosos ou com afloramento rochoso, que impedem a
mecanizag¢do. Nessas situagdes, que serdo isoladas das agbes de degradagdo antrdpicas futuras, a expressdo de
regeneragdo natural nessas areas agricolas serd monitorada continuamente, até os processos ecologicos serem
restaurados, orientando a adogéo de agbes de manejo adaptativo, como controle de competidores (espécies lenhosas
elou gramineas exoticas invasoras), preenchimento dos vazios ndo regenerados naturalmente por espécies nativas, em
funcdo de algum motivo, como erosdo ou intervengdo antropica intensa naquele trecho, o que é chamado de
adensamento, e também da necessidade de enriquecimento dessas areas em restauragdo com espécies extintas ou
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comprometidas localmente (Rodrigues et al. 2009a,b; Martins 2014, Brancalion et al. 2015;BPBES & IIS et al. 2019 a,b).

No entanto, as situagdes da bacia do rio Doce, incluindo o dominio espacial do PG 30, que foram historicamente e
atualmente mais tecnificadas, em termos agricolas, ou foram mineradas, ou receberam deposito de rejeito, se caracterizam
pela baixa resiliéncia ecologica, sem expressdo da regeneracdo natural e sua recuperagdo demanda adogdo de
metodologias de restauragéo ativa, como o plantio total de sementes e/ou mudas (Rodrigues et al. 2009, Brancalion et al.
2015, BPBES & IIS et al. 2019 a,b). No entanto, esse método € o de maior probabilidade de insucesso, além de apresentar
elevado custo de implantagdo e manutencédo (Rodrigues et al. 2009a,b; Brancalion et al. 2019) e portanto, necessita de
aperfeicoamentos técnicos mais eficientes e menos onerosos (Brancalion et al. 2015). Nesse contexto, grupos funcionais
de plantas, que sé@o amplamente utilizados na ecologia de comunidades para descrever a variagdo de caracteristicas
dentro e entre as comunidades das plantas (Lavorel et al. 2012; Diaz & Cabido 2001) tém sido, também, utilizados em
restauragéo ecoldgica, com objetivo de maior custo eficiéncia, sendo que o agrupamento de plantas é definido de acordo
com suas caracteristicas funcionais, diferente do passado, onde as espécies eram selecionadas de acordo com seu grupo
sucessional (Pacto, 2009; Rodrigues et al. 2011; BPBES & IIS et al. 2019a,b).

No Brasil, que é referéncia mundial em restaurago florestal, os plantios de restauracéo ativa tém utilizado espécies nativas
regionais com atributos funcionais que conferem a essas espécies rapido crescimento e boa cobertura do solo,
denominadas de espécies de recobrimento, responsaveis pela estruturagdo da comunidade florestal, combinadas com
espécies de diversidade, que todas espécies nativas regionais de todos os grupos sucessionais, inclusive as espécies
pioneiras que ndo promovem boa cobertura do solo, com excessdo das espécies de recobrimento (Brancalion et al. 2015).
As espécies de recobrimento tém a funcao de restaurar a estrutura inicial da floresta rapidamente e por isso séo escolhidas
algumas espécies iniciais da sucessao e ndo todas as pioneiras, pois a maioria das pioneiras apenas tem crescimento
rapido, mas nao promovem a cobertura do solo e a estruturacdo da floresta (Rodrigues et al. 2009a,b; Brancalion et al.
2015). Ja as espécies de diversidade sdo as responsaveis pelo funcionamento da comunidade florestal, como
consolidagao do dossel, densidade e diversidade de regenerantes, atragéo de polinizadores e dispersores, de outras
interages, e, até mesmo, de acumulagéo de espécies de outras formas de vida, etc (Brancalion et al. 2015; BPBES & IIS
etal. 2019 a,b).

As espécies de recobrimento sdo aquelas de rapido crescimento e que apresentam copas perenes, densas e amplas,
possibilitando uma réapida cobertura do solo e permitindo, assim, o controle de gramineas exdticas agressivas, que é um
dos principais drives de insucesso da restauragéo florestal (Rodrigues et al. 2009a,b; Brancalion et al. 2011). Em
contrapartida, espécies de diversidade seriam aquelas que néo apresentam tais restri¢des, tendo distintos ciclos de vida,
sendo essenciais para garantir a perpetuacao da area em restauragdo, uma vez que ao longo do processo, essas espécies
de diversidade devem substituir as espécies de recobrimento (Brancalion et al. 2015). As espécies de recobrimento, apesar
de crescerem rapido e promoverem boa cobertura do solo, isso ndo ocorre no curtissimo prazo, e para aumentar ainda
mais a eficiéncia na contengéo de gramineas exdticas invasoras, essas espécies tém sido consorciadas com espécies
comerciais utilizadas para adubacéo verde (BIOFLORA 2015; Beltrame & Rodrigues 2007; Vieira 2017), aumentando o
sucesso e reduzindo o custo da restauragdo. Até esse momento, os trés grupos (adubacdo verde, recobrimento e
diversidade) séo plantados no mesmo tempo, definido como técnica de plantio ndo escalonado, na metodologia de
restauracéo ativa (Brancalion et al. 2015).

No entanto, como as comunidades vegetais se desenvolvem em estados alternativos de composigao de espécies, 0
estabelecimento de uma comunidade pode ser modulado pelos organismos que chegam primeiro ao sistema (Fukami
2015). Esse processo é chamado de efeito de prioridade (priority effect), nos quais as plantas que chegam primeiro a um
local podem afetar positiva ou negativamente o estabelecimento, crescimento e reprodugdo das espécies que se
estabelecem depois, influenciando assim o processo de sucessdo e montagem da comunidade (Fukami 2015; Temperton
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et al. 2016; Weidlich et al. 2017). Desta forma, os efeitos de prioridade podem afetar a estrutura e a composig¢éo de uma
comunidade e, consequentemente, influenciar as fungdes e os servigos ecossistémicos. Esses efeitos sdo relevantes no
contexto da restauragéo ecoldgica, os quais podem manipular a ordem de plantio de espécies ou de grupo funcionais
guiando a trajetéria da comunidade vegetal a ser restaurada para um objetivo desejado (Young et al., 2017; Wilsey, 2020).
Nesse sentido, a restauragao ativa tem evoluido, também, para plantio escalonado dos grupos funcionais, criando primeiro
a estrutura florestal com as espécies de recobrimento, consorciadas com a adubagao verde, para depois essa estrutura
florestal, que foi recentemente criada, ser enriquecida com as espécies da diversidade (Brancalion et al. 2015).

Na bacia do rio Doce, incluindo o dominio espacial do PG30, nas areas muito degradadas pela tecnificagéo agricola,
geralmente planas ou passiveis de mecanizagao, as areas mineradas e as areas com depdsito de rejeito resultante do
rompimento da barragem, estdo sendo e deverao ainda ser objeto de restauragédo ativa. Para tanto, sdo empregadas
técnicas variadas de plantio escalonado ou ndo escalonado, com mudas e/ou sementes (semeadura direta), mas sempre
consorciadas com adubacgéo verde, dependendo do tamanho da area a ser restaurada, da possibilidade ou néo de
mecaniza¢éo, da facilidade de acesso, da dominancia de gramineas exéticas agressivas e da caracteristica agricola e
cultural do proprietario rural (Brancalion et al. 2015). Como exemplo disso, a Tabela 5 exemplifica a adequagao dos
métodos e técnicas de restauragao ecoldgica para cada situagéo de degradacao da bacia do rio Doce, considerando seu
uso agricola histdrico e atual, que define o potencial de regeneracédo natural, a possibilidade ou ndo de mecanizagao e a
facilidade ou ndo de acesso e outras, na perspectiva de potencializar o sucesso dessas agdes de restauragéo.

Tabela 5: Exemplo das metodologias e técnicas mais adequadas de restauragao ecoldgica para cada situagéo de degradagéo da
bacia do Rio Doce, considerando suas caracteristicas intrinsecas, visando potencializar sucesso das agdes.

Descrigdo das possiveis Metodologia e técnica de
situagoes de restauragao restauragdo ecolégica mais Observagdes importantes para
ecoldgica na Bacia do Rio recomendada para cada situagao contextualizar recomendagao
Doce de degradagao

A restauragéo passiva devera ser a mais
rara na bacia, pelas caracteristicas de
Restauragéo passiva (metodologia), degradagao da paisagem, sendo definida
onde a area vai apenas serisolada  apenas para as situagdes onde a
de perturbagdes antropicas. regeneragdo natural permitira restaurar
indicadores com valores comparaveis aos
ecossistemas de referéncia.

1- Pastagens com regeneragéo
natural (em quantidade de
regenerantes e de espécies
suficientes para garantir
restauracdo ecoldgica com
sucesso)

A restauragéo assistida devera ser a mais
comum na bacia, pelas condigdes
fisiograficas e de degradagéo da paisagem,
sendo a mais apropriada para essas
condigdes por permitir reduzir custo
aproveitando a regeneragao natural, mas
que devera ser adensada e enriquecida com
novas espécies.

Restauragao assistida
(metodologia) através da condugao
da regeneracao natural,
adensamento (vazios n&o
regenerados naturalmente) e
enriquecimento (diversidade)
(técnica).

2- Pastagens com regeneragao
natural (em quantidade de
regenerantes e de espécies
insuficientes para garantir
restauracéo ecoldgica com
sucesso)
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Descrigdo das possiveis Metodologia e técnica de
situagoes de restauragao restauragao ecolégica mais Observagdes importantes para
ecoldgica na Bacia do Rio recomendada para cada situagao contextualizar recomendagao
Doce de degradagao
«  Restauragao ativa (metodologia) O plantio de mudas n&o escalonado foi
3- Pastagem sem regeneracao ] . . . . "
através do plantio de mudas de definido como mais apropriado por exigir
natural, pequenas ou grandes o . -
. o ~ espécies de recobrimento e mudas menor tempo de acompanhamento, ja que a
areas, mecanizaveis ou nao, - R < . <
e de espécies de diversidade, ndo area néo tem presenca constante do
de dificil acesso - ol
escalonado (técnica) proprietario.

Restauragéo ativa (metodologia)
através do plantio de mudas de
espécies de recobrimento e mudas
de espécies de diversidade,
escalonado de spp de recobrimento e

4- Pastagem ou areas agricolas
sem regeneracao natural, em
larga extenséo, nao
mecanizaveis e de facil

O plantio de mudas escalonado foi definido
como mais apropriado pelo fato da situagéo
n&o permitir mecanizagdo, mas permitir
(plantio escalonado) rapida ocupagao e

acesso N L controle das gramineas exéticas agressivas.
diversidade (técnica).
5- Areas agricolas ou Restauragao ativa (metodologia . o
g urag . ( gia) O plantio de mudas escalonado foi definido
pastagens (pequenas ou através do plantio de mudas de : ; A
N o . como mais apropriado pelo fato da situagéo
grandes), sem regeneragao espécies de recobrimento e mudas N o o e
N P . I x nao permitir mecanizag&o e ser de dificil
natural, ndo mecanizaveis, de espécies de diversidade, ndo N "
g, - acesso, ndo permitindo retornos constantes.
mas de dificil acesso escalonado (técnica).

Restauragao ativa (metodologia)
6- Pastagem ou areas agricolas através do plantio de sementes de
(pequenas ou grandes), sem espécies de recobrimento e mudas
regeneragao natural, de espécies de diversidade,
mecanizaveis, de facil acesso escalonado de spp de recobrimento e
diversidade (técnica).

O plantio de sementes de recobrimento e
mudas de diversidade (spp de sementes
pequenas) foi definido como mais
apropriado por garantir rapida ocupagéo
com baixo custo, mas com sustentabilidade.

Os SAFs estéo sendo recomendados para
7- Outras possiveis situagbes  Sistemas Agroflorestais ou APPs de pequenos proprietarios rurais (ndo
de restauragao ecoldgica. restauragdo com fins econdmicos madeireiros) e para restauragdo de RL de

médios e grande proprietarios rurais

Na bacia do rio Doce, incluindo o dominio espacial do PG30, a restauragéo (passiva, assistida e ativa) ja realizada e a
planejada n&o promoveré a regularizacéo legal (regularizagéo para as areas de preservagao permanente e para reserva
legal) de todas as propriedades rurais da bacia do Rio Doce na legislagdo ambiental vigente (Brasil 2012), sendo que isso
ira acontecer apenas para uma pequena fragdo das propriedades da bacia. Mesmo que a Fundagdo Renova se
programasse em promover a regularizacdo ambiental de todas as propriedades da bacia, essa regularizagdo nao
necessariamente atenderia aos critérios cientificos para o restabelecimento de corredores ecolégicos na bacia,
interligando, através da restaurac&o ecoldgica, os fragmentos naturais remanescentes (Rother et al. 2018). Para que isso
ocorresse em todas as propriedades da bacia, assim como esta ocorrendo em algumas propriedades dos PG 17 e 40,
seria necessario um bom planejamento espacial da propriedade, integrando a &rea ambiental (APP e RL) com a éarea
agricola, permitindo a restauragao ecoldgica principalmente nas areas agricolas de baixa aptidao e preservando as areas
agricolas de maior aptiddo para produgéo tecnificada e de elevada produtividade, a fim de evitar conflito entre o tema
ambiental e agricola (Latawiec et al. 2016). Além disso, até 0 momento, as restauragdes ecoldgicas ja implantadas nas
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propriedades rurais da bacia do rio Doce, com algumas poucas exce¢des dos PG 17 e 40, néo foram planejadas para
potencializar o provimento de servigos ecossistémicos da bacia, como por exemplo, aumentar a prote¢éo do solo de maior
potencial de infiltragdo (Lozano-Baez et al. 2020), potencializar a disponibilizagao de polinizadores de culturas agricolas
da bacia (Montoya-Pfeiffer et al. 2020; BPBES & IIS et al. 2019 a,b) e outros, que estio sendo propostos para serem ainda
incorporados nas restauragdes ecoldgicas que estdo planejadas na bacia do Rio Doce, mas ainda ndo executadas. Vé-se
abaixo mapas (Figura 6, Figura 7, Figura 8, Anexo 2) com fragmentos naturais remanescentes e trechos com restauracéo
executada e prevista. Os mapas apresentam: (1) fragmentos naturais remanescentes, que serdo alvo de restauragéo
passiva ou assistida, dependendo do estagio de regeneragéo (passiva no médio e avangado e assistida no inicial); (2)
trechos ja restaurados ou que ainda serdo restaurados usando metodologia de restauracdo assistida nos trechos nunca
tecnificados em termos agricolas, por impedimento de mecanizagéo e; (3) trechos que ja foram ou serdo restaurados
usando restauragdo ativa, por ndo apresentarem mais expressdo da regeneracdo natural, em fun¢do da intensa
degradac&o por uso agricola histérico conforme definicdes dos Programas 25 e também dos PG 26 e 27 da Fundagéo
Renova.
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Figura 6: Mapa do dominio espacial do PG30 - Trecho 1
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Figura 7: Mapa do dominio espacial do PG30 - Trecho 2.
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Figura 8: Mapa do dominio espacial do PG30 - Trecho 3.
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4. DEFINIGAO DA MALHA AMOSTRAL

O conceito da malha amostral desse projeto prevé que se deve compatibilizar ao maximo as areas de
amostragem para todos os grupos. Diversos estudos recentes tém mostrado que a abordagem de mdiltiplos
taxons permite discriminar muito mais eficientemente entre as diferentes fontes de impactos e a resposta geral
da comunidade (Gardner et al. 2013; Silveira et al. 2015; Solar et al. 2015; Barlow et al. 2016; Leal et al. 2020).
Neste sentido, propde-se que o foco principal da malha amostral sejam paisagens ao longo da bacia.

Dadas as seis premissas que foram adotadas para o monitoramento, s&o explicitados agora a logica e 0s
critérios utilizados para determinagdo dos sitios amostrais. Este produto indica trés malhas amostrais
espacializadas. Sao elas: uma malha amostral para 0 monitoramento do impacto dos rejeitos; uma malha
amostral para monitoramento da restauracdo; e uma malha para amostragem dos organismos com
caracteristicas bioldgicas especificas (Phrynops, Hydromedusa). Para cada malha amostral foram definidos um
conjunto de critérios para sele¢do dos sitios de amostragem (Figura 1, mais detalhes abaixo).

4.1. MALHA AMOSTRAL PARA MONITORAMENTO DOS IMPACTOS DA
DEPOSIGAO DO REJEITO

A malha para monitoramento do impacto cronico dos rejeitos € modular. O primeiro médulo é o conjunto de
fragmentos florestais no trecho entre Fundao e a UHE Risoleta Neves. O segundo mddulo compreende as ilhas
fluviais no rio Doce. Por fim, o terceiro mddulo s&o as restingas na foz do rio Doce.

Para a sele¢do das unidades amostrais no primeiro médulo foi adotada uma abordagem analitica de priorizagéo
dos fragmentos. Utilizou-se para isso o processo analitico hierarquico (AHP, da sigla em inglés para analytic
hierarchy process). A indicagéo das unidades amostrais nas ilhas fluviais baseou-se nos estudos ja realizados
durante a Avaliagdo Ecolégica Rapida, considerando também acessibilidade e tamanho da ilha. Por fim, para
as unidades amostrais nas areas de restinga foi utilizada a lista de restingas amostradas no monitoramento da
biodiversidade aquética no @mbito do PG28. Para defini¢do final da malha amostral cinco etapas devem ser
percorridas, sendo que as duas ultimas s&o posteriores a entrega desse produto. As etapas séo:

(1) Priorizacéo dos fragmentos florestais (sitios amostrais): conduziu-se uma AHP (ver abaixo) para determinar
a elegibilidade de &reas ao longo do trecho barragem de Funddo — UHE Risoleta Neves. As areas elegiveis
foram divididas entre:

4. (1.a) Porgdes de Fragmentos Alvo: Fragmentos florestais, ou parte destes, que originalmente
foram direta ou indiretamente atingidos e estiveram ou estdo em contato com o rejeito e como
areas intermediarias dentro de um buffer de 300m em relagdo a ADA,;

5. (1.b) Fragmentos de Referéncia: Fragmentos florestais em condicbes ambientais similares as
areas alvo, que representam o histérico da regido, mas que ndo foram impactados
diretamente pelo rejeito e que estdo fora da area de influéncia direta do rejeito e das agdes
da Fundag&o Renova - fora do buffer de 500 m em relagdo a ADA.

32



EK®S BRASIL

(2) Espacializacdo e avaliacdo da representatividade: os sitios amostrais devem permitir uma cobertura
amostral adequada; representar as condigdes da bacia (geologia, conservagdo, relevo, uso e ocupagéo do
solo); e garantir a independéncia entre os pontos.

(3) Indicacdo de sitios fora do trecho Fund&o-UHE Risoleta Neves: indicagdo das ilhas localizadas ao longo do
rio Doce e as areas de restinga localizadas na foz do rio, no Espirito Santo, a fim de se verificar os possiveis
impactos de contaminantes trazidos pela mancha de rejeitos.

(4) Validacdo dos sitios amostrais em solo: A indicagéo dos sitios foi feita a partir de mapas e arquivos de
sensoriamento remoto. Todos os sitios indicados, todavia, devem passar por uma fase de validagao futura em
campo, quando deverdo ser avaliados aspectos como acesso, autorizagdo de coleta pelos proprietarios,
confirmagéo do estagio de sucessao e perturbagao da area, dentre outros detalhados em topico especifico.

(5) Validacédo das parcelas permanentes: apos a validagdo em solo dos sitios amostrais, é necessaria uma
Ultima etapa em que a Fundagéo Renova devera avaliar e validar as areas de parcelas permanentes. Como as
parcelas serdo amostradas e monitoradas sistematicamente durante o nimero de anos proposto para cada
grupo, é necessaria uma analise por parte da Fundag&o Renova com vistas a garantir o bom andamento do
monitoramento.

A equipe propde que a malha amostral para entendimento do impacto do rejeito no trecho Funddo - UHE
Risoleta Neves seja composta por um total de 40 sitios amostrais. Estes sitios consistirdo em 40 fragmentos
de vegetagao natural, em estagio médio ou avangado. Deste total, 20 sitios deveréo ser alocados em porcoes
de Fragmentos Alvo (FA), ou seja, aqueles que estejam em contato com o rio ou que estiveram em contato com
a faixa de deposicdo do rejeito. Outros 20 fragmentos deverdo ser amostrados como condi¢do de referéncia
(FR), ou seja, que representam a complexidade do trecho da bacia, porém sem contato com o rio e fora da faixa
de deposicéo de rejeito.

Para os sitios amostrais fora do trecho Funddo — UHE Risoleta Neves a proposta é que cinco ilhas fluviais e
seis areas de restinga, localizadas a diferentes distancias da foz do rio Doce, sejam amostradas para avaliagao
do impacto de contaminantes sobre a fauna de vertebrados terrestres.

4.1.1. Priorizacao de fragmentos florestais no trecho Fundao — UHE Risoleta
Neves usando o processo analitico hierarquico (AHP)

O rompimento da barragem de Fund&o, no dia 5 de novembro de 2015, resultou na liberagdo de um volume
estimado de 44 milhdes de m? de rejeitos sobre os corregos Funddo e Santarém e os rios Gualaxo do Norte,
do Carmo e Doce. Parte desse rejeito ficou retido nas calhas e margens dos rios; parte foi transportado por
mais de 650 km até atingir, no dia 21 de novembro de 2015, a costa do Espirito Santo, dispersando-se no mar
a partir da foz do rio Doce. A disposicéo do rejeito ao longo da bacia n&o se deu de forma homogénea. Os
estudos da Lactec (2020) revelaram que quase 70% do rejeito (29,36 hm3) ficou retido no trecho entre a
barragem de Fundao e o reservatorio da UHE Risoleta Neves. Deste volume, cerca de 10,75 hm? (cerca de
25% do rejeito originalmente contido da barragem de rejeito de Fundéo) ficou depositado fora da calha dos rios
(Figura 9), tendo impactado diretamente a flora e a fauna terrestre no trecho Funddo-UHE Risoleta Neves.
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Figura 9: Principais volumes de rejeito depositados ao longo da bacia do Rio Doce
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Fonte: Lactec (2020, p. 229)

O trecho Funddo-UHE Risoleta Neves da bacia do rio Doce &, portanto, o trecho mais relevante para o
entendimento dos impactos crénicos persistentes do rejeito na biodiversidade terrestre. Todavia, esse trecho
perpassa 4 sub-bacias hidrograficas (Gualaxo do Norte, Carmo, Piranga e Alto Doce) cujas areas
(acumuladamente cerca de 113 mil hectares) possuem bastante heterogeneidade de uso e ocupagéo do solo.
As propriedades que foram impactadas pelo rejeito incluem areas rurais, urbanas, industriais, de culturas
agricolas e pastagem, bem como areas com vegetagéo nativa em diferentes estados de conservagao. Ao longo
dos ultimos 5 anos, a Fundagdo Renova também implantou diversas técnicas de recuperagdo de areas
degradadas, por meio de servigos de drenagem, terraplenagem, reconformagao topografica, plantio direto de
mudas nativas e condugao de regeneragao natural da vegetagdo com e sem enriquecimento.

Em contextos de alta variagdo na paisagem, como € o caso dessas sub-bacias do trecho Funddo-UHE Risoleta
Neves, recomenda-se a adocdo de desenhos amostrais em blocos, conforme recentemente salientou a
Fundacéo Brasileira para o Desenvolvimento Sustentavel - FBDS (2020). Tais blocos devem espelhar porgdes
da paisagem que sofreram impactos diretos e indiretos (monitoramento ALVO), bem como por¢des que podem
servir de referéncia para a interpretagéo dos resultados monitorados (monitoramento de REFERENCIA). E, no
caso de monitoramento de diversos grupos de fauna e flora, os fragmentos florestais, sobretudo aqueles em
estagio médio e avangado, tendem a oferecer as melhores condigdes para abrigar tais blocos amostrais.

As centenas de fragmentos florestais das 4 sub-bacias do trecho Funddo-UHE Risoleta Neves (Figura 10,
Anexo 3) estendem-se, de forma fragmentada, por uma area de mais de 37 mil ha, conforme dados recentes
do MapBiomas (2020). De maneira geral, os fragmentos maiores estdo situados nas maiores altitudes e nas
cabeceiras dos cursos d’agua. Todavia, os fragmentos apresentam grande variedade de declividade e de
condigdes de acesso e proximidade a cursos d’agua, situacdo que impde a necessidade de se estabelecer
critérios claros e objetivos para selecionar os fragmentos que serdo contemplados no plano de monitoramento
da biodiversidade terrestre.
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Figura 10: Fragmentos Florestais Remanescentes no trecho Fund&o/Candonga antes e ap6s o rompimento da barragem
de Fundao (2015, 2016 e 2019)
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Conforme salientou a se¢éo 2.2.3 deste documento, dentre as diversas técnicas de avaliagdo de impacto, “(...)
as analises de sobreposicdo de mapas podem ser particularmente importantes no atual estagio de
monitoramento dos impactos” tendo em vista a existéncia de “(...) diversas camadas de dados geo-
espacializados que permitem analise multicritérios robustas em intervalos de tempo relativamente curtos”.
Dentre as técnicas de sobreposi¢édo de mapas que podem ser Uteis para o estabelecimento de areas prioritarias
para o monitoramento dos impactos persistentes na fauna e flora destaca-se o processo analitico hierarquico,
que é mais conhecido na terminologia da lingua inglesa, i.e., analytic hierarchy process (AHP).

A técnica AHP foi concebida por Saaty (1977) na década de 1970 e tem sido, desde entdo, extensivamente
aplicada a diversos problemas de gestao socioambiental, sobretudo em ambiente de sistema de informacéo
geografica (SIG). A AHP é Util em situagbes nas quais tomadores de decisdo lidam com alternativas de
importancias distintas e que podem ser classificadas e priorizadas. Além disso, a AHP propicia tomadas de
deciséo de maneira transparente, objetiva e rastreavel, minimizando vieses de equipe e facilitando adaptacdes
em caso de interrupgéo de programas ou de perda de dados (Ramanathan, 2001, Saaty, 1987).

Para a priorizagdo dos fragmentos florestais que podem acomodar a malha amostral do monitoramento da
biodiversidade terrestre no trecho Fundao-UHE Risoleta Neves foi implementada uma AHP em ambiente SIG
seguindo o modelo tradicional de anélises de pares de alternativas, na qual um grupo de especialistas julga as
importancias e pesos relativos das alternativas. No caso em questao, os especialistas constituem a equipe do
Instituto Ekos Brasil que participou da elaboracao deste relatério.

A AHP foi executada no software QGIS 3.4.8-Madeira utilizando dados publicos (limites sub-bacias, fragmentos
florestais levantados pela FBDS em 2013, declividade baseada em ALOS/PALSAR/12,5m, hidrografia, malha
viaria do OpenStreetMap) bem como dados da Fundagdo Renova (mancha de rejeitos, dados de uso e
ocupacdo do solo na area direta e indiretamente afetada, e técnicas de restauragao florestal) com base no
sistema de referéncia de coordenadas (SRC) SIRGAS 2000 UTM Zone 23. O objetivo principal da AHP foi
classificar o nivel de aptidéo dos fragmentos florestais para 0 monitoramento da flora e fauna terrestre, com
base em 4 critérios principais, conforme mostra a Figura 11.
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Figura 11: Principais critérios utilizados na AHP para a classificagao da aptidéo dos fragmentos florestais

Selegao de

Fragmentos Florestais

Proximidade da Proximidade de Acessibilidade Declividade
mancha de rejeito cursos d'agua via estradas do terreno

Fragmento 1 Fragmento 2 Fragmento x

Fonte: Elaborado pela equipe Ekos Brasil.

A equipe de especialistas entendeu que os fragmentos florestais em contato direto ou indireto com o rejeito
depositado nas margens dos rios (critério 1), seriam aqueles preferiveis para o monitoramento ALVO, ou seja,
para o0 monitoramento dos fragmentos nos quais ocorrem mais claramente os impactos crénicos persistentes
na fauna e flora terrestre. Da mesma forma, os fragmentos florestais situados préximos a mancha de rejeito,
mas sem contato direto ou indireto com o mesmo foram considerados preferiveis para acomodar o
monitoramento de REFERENCIA, tendo em vista que esses fragmentos tendem a ter atributos ecoldgicos
similares aos dos fragmentos que abrigardo o monitoramento ALVO.

Na AHP, trabalhou-se com um buffer mais conservador de 300 metros para garantir que o monitoramento ALVO
seja capaz de detectar relagbes causais entre o rejeito e a fauna e flora terrestre. Porém, para a localizagao do
monitoramento de REFERENCIA, deve-se selecionar os fragmentos localizados fora da AID (a partir de um
buffer de pelo menos 500m da ADA), para garantir que os dados néo reflitam os impactos do rejeito. Cumpre
salientar que existe uma relagdo de trade-off (troca de atributos desejaveis) para a delimitagéo das areas de
influéncia indireta. A adogéo de AIDs maiores, da ordem de quilémetros de disténcia da ADA, como ocorreu em
trabalhos anteriores (Golder Associates, 2016), embora facilite a identificagdo de resquicios de impactos de
menor magnitude na fauna e flora, geram AIDs com muita diversidade na paisagem, cobrindo diferentes
subbacias hidrogréficas e atributos ecoldgicos, situagdo que pode dificultar a interpretagdo do monitoramento
de referéncia.

A equipe de especialistas também julgou que seria desejavel que os fragmentos estivessem préximos aos
cursos d’'agua (critério 2), e, do ponto de vista da acessibilidade para as coletas de campo, que os fragmentos
estivessem em areas de baixa declividade (critério 4) nem muito préximas nem muito distantes de estradas de
rodagem (critério 3). Os valores especificos dos limites de distancia e os respectivos pesos desses 4 critérios
foram deliberados pelos especialistas, da seguinte maneira:
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e Proximidade da mancha de rejeito: Préximo (<3500m, peso 5), Meio-termo (3500m<x < 7000m,
peso, 3) e Distante (>7000m, peso 2);

o Disténcia de cursos d'agua: Préximo (<100m, peso 5), Meio-termo (100<x < 300, peso 3) e
Distante (>300, peso 2);

o Acessibilidade via estradas de rodagem: Indesejavelmente proximo (<150m, peso 1), Distancia
Ideal (150<x < 1000, peso 6) e Indesejavelmente Distante (>1000, peso 3); e

o Declividade do terreno: Baixa declividade (<10%, peso 6), Declividade média (10%<x <45%, peso
3) e Muito ingreme (>45%, peso 1).

Em seguida, os especialistas julgaram a importancia relativa dos critérios utilizando, para tal, a escala de 9
niveis de prioridade relativa do método AHP desenvolvida por Saaty (1977), que varia de igualmente preferido
(valor 1) a extremamente preferido (valor 9). Os julgamentos das importancias relativas, explicitados na Tabela
6, tiveram um coeficiente de consisténcia de 9%, valor que é inferior ao recomendado por Saaty de 10%.

Tabela 6: Julgamento dos especialistas, conforme escala AHP, da importancia relativa dos critérios

Critérios Juizo de preferéncia Critérios
Proximidade da mancha de rejeito 7 Proximidade de cursos d'agua
Proximidade de cursos d'agua X . Acessibilidade via estradas

Proximidade de cursos d'agua 2x mais Declividade do terreno
Proximidade da mancha de rejeito 8x prgzeerlvel Acessibilidade via estradas

Proximidade da mancha de rejeito 4x Declividade do terreno
Declividade do terreno 2X Acessibilidade via estradas

Uma vez que o coeficiente de consisténcia (do inglés CR) foi aceitavel, pdde-se calcular a matriz de deciséo
(Tabela 7) que, por sua vez, embasou o0 ranqueamento dos critérios. Os resultados dos ranques e respectivas
prioridades foram: Proximidade da mancha de rejeito (1°, 65,6%), Proximidade de cursos d'agua (2°, 18%),
Declividade do terreno (3°, 11,1%) e Acessibilidade via estradas (4 °, 5,3%).

Tabela 7: Matriz de decisdo da AHP

Proximidade da | Proximidade de | Acessibilidade | Declividade
mancha de rejeito | cursos d'agua via estradas | do terreno

Proximidade da mancha de rejeito 1.0 0.1 5.0 2.0
Proximidade de cursos d'agua 7.0 1.0 8.0 4.0
Acessibilidade via estradas 0.2 0.1 1.0 5.0

Declividade do terreno 05 0.3 2.0 1.0
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Com base nos calculos da AHP, as camadas de dados geoespaciais associadas aos 4 critérios foram
rasterizadas, parametrizadas, normalizadas (escala de 1 a 10) e finalmente sobrepostas e processadas no QGis
com base nos pesos finais resultantes do célculo da AHP. Tal procedimento gerou um mapa (Figura 12, Anexo
4) que reflete os niveis de aptiddo para o monitoramento da fauna e flora terrestre no trecho Funddo-UHE
Risoleta Neves. A aptidao foi classificada em uma escala de 5 niveis, variando de muito baixa a muito elevada.
Conforme se vé na Figura 12, os fragmentos a serem prioritariamente selecionados sdo aqueles que
apresentam maiores valores de aptiddo segundo a AHP, além de outros atributos a serem considerados e
validados no contexto especifico de cada grupo de fauna e flora. De maneira geral, quando mais apto e maior
o fragmento, mais prioritarios eles serdo para o monitoramento ALVO e de REFERENCIA.
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Figura 12: Mapa de Aptidao para o Monitoramento dos Impactos Cronicos na Fauna e Flora Terrestre nas sub-bacias do
Trecho Fundao/Candonga
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Conforme ja mencionado, no caso especifico do monitoramento ALVO, deve-se, necessariamente selecionar
as porgdes de fragmento florestal localizados na area direta ou mais indiretamente impactada pelo rejeito dentro
de um buffer mais restritivo de 300 m da ADA. No caso do monitoramento de REFERENCIA deve-se,
necessariamente, selecionar os fragmentos localizados fora da AID (fragmentos localizados fora do buffer de
500 m em relagdo a ADA) (Figura 13).

Figura 13: Esquema ilustrativo de indicag&o da ADA, AID, Porcéo de Fragmento Alvo e Fragmento Referéncia

Na Figura 14 (Anexo 5), sdo apresentadas as 26 por¢des de fragmento florestal ALVO (legandados no mapa
como PFA) e os 52 fragmentos florestais de REFERENCIA (legendados como FFR) sugeridos pela Equipe
Ekos. Tais fragmentos hachurados e numerados, foram selecionados com base nos resultados da AHP de
aptidao, para acomodar parte da malha amostral descrita neste documento. Todavia, ndo se havendo condicdes
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de monitoramento naqueles fragmentos (por razbes de falta de autorizagao dos proprietarios ou rompimento
de premissas de validagdo), poderdo ser adotados outros fragmentos, devendo-se, sempre que possivel,
observar os resultados da AHP. Para tal, sugere-se que sejam considerados os valores da AHP nas areas
correspondentes aos fragmentos florestais. Deve-se observar que, a depender do tamanho do fragmento, pode
haver situacfes nas quais um Unico fragmento tera maltiplas categorias de aptiddo, ou seja, ter porgdes de
baixa e de alta aptidao. Nesses casos, deve-se priorizar 0 uso das porgdes do fragmento mais aptas para os
programas de monitoramento.
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Figura 14: Mapa com Sugestédo de Espacializagao da Malha Amostral — Efeitos Crénicos no Trecho Fund&o/Candonga
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4.1.2. Sitios amostrais para o monitoramento dos eventuais impactos cronicos
em ilhas fluviais e areas de restinga

Conforme mencionado na secéo 4.1.1, a deposicéo de rejeito extra-calha deu-se, em sua grande maioria, no
trecho Fundéo — UHE Risoleta Neves, conforme atestaram recentemente estudos da Lactec (2020). Todavia,
outras porgdes terrestres de menor extens&o, localizadas a jusante da UHE Risoleta Neves, também foram em
alguma medida afetadas pelo rejeito. Ha de se destacar também que ainda estdo em fase de consolidagéo os
estudos para definigdo do impacto extra-calha considerando os regimes hidroldgicos projetados para o futuro.
Assim, é possivel que algumas areas de ambiente terrestre, que incluem pequenas porg¢des das margens
afetadas pelas cheias naturais de 2016, ilhas fluviais, ambientes terrestres no delta do rio Doce e restingas
préximas a foz do rio. Os impactos cronicos persistentes dos rejeitos em tais areas, dada a magnitude
desproporcionalmente baixa dos impactos, tendem a ser bem mais dificeis de se detectar. Todavia, os efeitos
eventualmente detectados no trecho Fundao — UHE Risoleta Neves poderao ter implicagdes para essas areas
que foram, em alguma medida, afetadas. Nesse sentido, embora ndo se justifique um programa de
monitoramento amplo como o proposto para o trecho a montante da UHE Risoleta Neves, faz-se importante
continuar o diagndstico da fauna e flora terrestre em tais areas. Para tal, sugere-se que sejam amostradas
areas ja previamente contempladas em programas de monitoramento.

Na regido da foz, quatro ilhas fluviais foram alvo de coletas de fauna e flora terrestre durante as campanhas da
Avaliagéo Ecoldgica Rapida. Indica-se a amostragem em cinco ilhas na foz, preferencialmente englobando as
que ja foram previamente amostradas. As ilhas devem comportar os transectos de amostragem de fauna e
permitir o acesso. Assim, as ilhas devem ter area suficiente para comportar dois transectos paralelos de 300
metros de comprimento, distantes pelo menos 100 metros entre si.

A partir da foz do rio Doce, 9 areas de restinga foram alvo de coletas do Programa 28 de Monitoramento da
Biodiversidade Aquatica (Figura 15, Anexo 6). Propde-se selecionar 6 dessas areas de restinga, sendo trés ao
sul e outras trés ao norte da foz, contemplanto o monitoramento de contaminantes em pequenos vertebrados
terrestres. As restingas selecionadas devem ter area suficiente para comportar dois transectos paralelos de 300
metros, distantes pelo menos 100 metros entre si.

Por fim, importante ressaltar que a proposta de malha amostral apresentada aqui pode ser ajustada ou
modificada & luz de novoas informagdes e dados sobre os impactos da deposicao de rejeitos sobre 0 ambiente
terrestre no trecho a montande da UHE Risoleta Neves. Uma das premissas da presente proposta é que o
monitoramento seja adaptativo, o que significa que além de inclus&o e excluséo de indicadores também possa
ser feita a incorporagdo de novos sitios amostrais, desde que estejam associados as Perguntas aqui propostas
e que os protocolos metodologicos sejam replicados.
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Figura 15: Mapa com Sitios Potenciais para Monitoramento em llhas Fluviais e Restingas
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4.2. MALHA AMOSTRAL PARA MONITORAMENTO DA RESTAURAGAO

Para a selegéo das unidades amostrais deveréo ser utilizadas as informagdes dos Programas de Restauracéo
da Fundagao Renova. Para definigao final da malha amostral as seguintes etapas devem ser percorridas, sendo
que a Ultima é posterior & entrega desse produto:

(1) Elegibilidade das areas: Para o0 monitoramento da restauragéo, sdo elegiveis todas as areas sob processo
de restauracdo em conducéo pela Fundag&o Renova. Sdo consideradas areas em restauracéo todas as areas,
independente da técnica de restauracéo adotada. As areas elegiveis serdo dividias entre grupos de:

6. (a)areas alvo, sendo estas definidas como aquelas areas sob agao de restauracéo ativa pela
Fundagdo Renova. Estas areas deverdo ser classificadas desde ja como (1) areas de
restauragdo em contato com o rejeito; (2) areas de restauracdo sem contato com o rejeito,
mas dentro do buffer de 300m e (3) areas de restauragao fora da AlD, ou seja, fora do buffer
de 500m;

7. (b) areas de referéncia intermediaria, sendo estas definidas como aqueles fragmentos de
florestas remanescentes classificadas como florestas em estagio inicial nesse trecho da
bacia.

8. (c) areas de referéncia final, sendo estas definidas como aquelas areas de fragmentos
préximos definidos no inventario florestal da bacia do Rio Doce como em estagio médio e
avangado.

(2) Espacializag&o e representatividade: os sitios amostrais devem permitir uma cobertura amostral adequada;
representar as condigbes da bacia (geologia, conservagao, relevo, uso e ocupagdo do solo) e garantir a
independéncia entre os pontos. De modo a garantir a melhor representatividade, serdo selecionadas 10 areas
para monitoramento permanente. Além destas areas, deveréo ser sorteadas 10 areas adicionais entre todas as
areas elegiveis (critério 1) a cada evento de monitoramento. As areas sorteadas tém por objetivo garantir um
completo entendimento das areas em processo de restauragao, e estas devem ser amostradas com a mesma
metodologia das parcelas permanentes.

(3) Validagéo das parcelas permanentes: apés a definicdo das 10 areas amostrais permanentes pela equipe, é
necessaria uma ultima etapa em que a Fundag&o Renova devera avaliar e validar os plots de parcelas
permanentes. Como as parcelas serdo amostradas e monitoradas sistematicamente durante 10 anos, €
necessaria uma analise por parte da Fundacdo Renova com vistas a garantir o bom andamento do
monitoramento, visando atingir os descritores de sustentabilidade dessas acdes de restauragéo ecoldgica.

Para a malha amostral da regeneragao, serdo avaliados um total de 100 sitios amostrais, entre areas de
restauracdo e areas de referéncia. Para as areas de restauragdo, deverdo ser amostradas 60 unidades
amostrais, sendo estas areas com atividade de Restauragao Ativa, assim divididas:

a) 20 Areas em Restauragao Ativa diretamente sobre a faixa de deposito do rejeito;

b) 20 Areas em Restauracéo Ativa, fora da faixa de depésito do rejeito, mas dentro da area diretamente afetada
(buffer de 300m) e;

c) 20 Areas em Restauragao Ativa, porém fora da 4rea diretamente afetada e da 4rea de influéncia direta (fora
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do buffer de 500m), e, portanto, distante das areas impactadas pelo rompimento da barragem.

Em relagéo a distribuicdo entre parcelas permanentes e parcelas méveis, dessas 20 areas de restauragéo ativa
em cada uma das 3 situagbes acima descritas (a, b e c), 10 areas de restauragao ativa receberao parcelas
permanentes, que deveréo ser reamostradas ao longo do estudo. Outras 10 areas de restauragao em cada
uma das 3 situagdes acima descritas (a, b e ¢) deveréo ser sorteadas dentre todas as areas elegiveis (i.e., entre
as areas de restauragdo ativa implantadas em cada periodo temporal) para monitoramento a cada campanha,
constituindo assim uma cronossequéncia

As agles de restauracdo da Fundagéo Renova na bacia do rio Doce tém prazo definido para 10 anos. Da
mesma forma, o Plano de A¢édo do PG30 tem prazo de 10 anos, com proje¢éo de finalizagdo para o ano de
2029. Porém, a equipe Ekos entende ser fundamental monitorar os resultados das agdes de restauragéo para
além dos préximos 10 anos. Uma vez que as agdes de restaura¢do ocorrerdo ao longo desses préximos 10
anos, sendo implantadas agdes de restauragéo a cada ano e, portanto, muitas das areas em restauragéo véo
estar ainda muito novas ao final de 10 anos, e certamente ndo terdo atingido descritores adequados de
monitoramento, que permitirdo afirmar que essas areas estardo em trajetéria de sucesso, com valores de
estrutura, funcionamento e provimento de servicos ecossistémicos comparavel as florestas de referéncia,
mesmo com florestas em estégio inicial, quanto mais com florestas em estagio médio e final. Assim, a equipe
recomenda que sejam avaliadas as alternativas para a realiza¢do dessas ultimas etapas do monitoramento da
restauragéo.

Ainda, serdo selecionados 20 fragmentos de florestas remanescentes classificados como florestas em
estagio inicial nesse trecho da bacia, onde em cada um deles sera alocada uma unidade amostral, sendo
esses considerados areas de referéncia intermediaria. A alocagao espacial destas areas devera sempre ser
0 mais préximo possivel dos PFA do item anterior, garantindo a espacializag&o inicial proposta. Por fim, como
areas de referéncia final deverdo ser usadas as mesmas 20 areas de referéncia do item 1.1.3.2 (Vegetagéo
nativa ndo eliminada com o derramamento de rejeito).

4.3. Malha Amostral para Organismos com Caracteristicas Biolégicas
Especificas

Para definicdo final da malha amostral do monitoramento de organismos com demandas de habitat especificos
(Figura 1) as seguintes etapas devem ser percorridas, sendo que as duas Ultimas sdo posteriores a entrega
desse produto:

(1) Elegibilidade: as areas para amostragem destes grupos deverdo ser aquelas onde ocorrem as
caracteristicas ambientais explicitadas pelos protocolos metodoldgicos especificos (Phrynops, Hydromedusa).

(2) Espacializagéo: a malha amostral de elegibilidade para estes organismos devera ser cruzada com a malha
amostral do monitoramento do impacto da deposigao de rejeito, procurando compatibilizar ao maximo estas
duas. Esta compatibilizagéo é necessaria e desejavel tanto para melhorar a robustez das anélises e conclusoes,
quanto para melhorar o aspecto logistico das coletas.

(3) Validagao dos sitios amostrais em solo: A indicagéo dos sitios foi feita com base nos mapas e arquivos de
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sensoriamento remoto disponibilizados pela Funda¢do Renova. Todos os pontos indicados, todavia, devem
passar por uma fase de validagdo em campo, onde deverao ser avaliados aspectos como acesso, autorizagéo
de coleta pelos proprietarios, e confirmagéo da adequabilidade ambiental para o grupo amostrado.

(4) Validacdo das parcelas permanentes: apés a validagdo em solo dos sitios amostrais, € necessaria uma
Gltima etapa em que a Fundag&o Renova devera avaliar e validar os plots de parcelas permanentes. Como as
parcelas serdo amostradas e monitoradas sistematicamente durante 10 anos, é necessaria uma analise por
parte da Fundacdo Renova com vistas a garantir o bom andamento do monitoramento.

Amostragem de Phrynops geoffroanus

Os pontos para amostragem e avaliagdo do impacto do rompimento da barragem de Fund&o no cagado
Phrynops geoffroanus serdo trechos de rios que possuam caracteristicas adequadas para a espécie (ver Tabela
11). Serdo amostrados quatro trechos de rio Alvo (TRA - afetados pelo rejeito) e seis trechos de rio Referéncia
(TRR - n&o afetados pelo rejeito) ao longo do alto rio Doce, além de outros pontos onde a espécie sera
amostrada para analises de contaminantes. Os trechos Alvo s&o aqueles onde houve impacto direto do rejeito
nos rios Gualaxo do Norte e Carmo, até a sua confluéncia com o rio Piranga. Trechos de referéncia s&o porgdes
de rios da bacia do alto rio Doce ndo afetados pela passagem do rejeito. Estes trechos devem estar localizados
nas seguintes sub-bacias: Carmo (trecho a montante da sua confluéncia com o Gualaxo do Norte), Piranga, e
Piracicaba. Os trechos de referéncia podem estar localizados em qualquer altura das sub-bacias supracitadas,
entretanto, é importante que dentro do possivel tenham vazio compativel a dos trechos afetados. Para excluir
potenciais efeitos indiretos do rompimento, os trechos de referéncia devem estar distantes cerca de 10 km de
trechos diretamente afetados.

Amostragem de Hydromedusa maximiliani

A espécie Hydromedusa maximiliani é exigente quanto as condigdes ambientais onde é encontrada, portanto
espera-se encontra-la apenas em areas conservadas, sendo assim boa indicadora do processo de restauragao.
Para esta espécie, ndo é possivel determinar os pontos a priori, sendo necessaria uma etapa de mapeamento
das populagdes nos tributarios que drenam para a area diretamente afetada pelo rejeito (ver Tabela 12).

5. PERGUNTAS ESPECIFICAS DO MONITORAMENTO, COM CONTEXTUALIZAGAO,
HIPOTESES, INDICADORES PREDIGCOES E METODOLOGIA

Condizente com a proposta de monitoramento focada em trés Temas Gerais, sd0 apresentados aqui 0s
desdobramentos deles em questionamentos mais especificos e detalhamentos dentro de cada tépico com as
bases conceituais que sustentam as perguntas e os indicadores utilizados para cada uma delas, com a devida
justificativa técnico-cientifica para essa selecao.
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Uma vez que diversos estudos envolvendo outros grupos tematicos serdo desenvolvidos nestes mesmos sitios
amostrais, um planejamento cuidadoso deve ser realizado de modo a minimizar os impactos do estudo no
ambiente e no bom andamento dos trabalhos de campo. Para isso, a rede de acessos aos pontos e parcelas
de amostragem devera ser planejada de modo a reduzir aoc maximo a necessidade de abertura de novas trilhas
e o pisoteio do sub-bosque, minimizando assim os impactos sobre 0 ambiente. Os trabalhos de campo dos
diferentes profissionais envolvidos neste programa deverdo ser coordenados de modo a evitar que
pesquisadores responsaveis por diferentes grupos tematicos trabalhem simultaneamente em um mesmo sitio
de amostragem, de modo que um grupo n&o interfira nos trabalhos de campo do outro grupo.

5.1. TEMA 1: QUAIS OS IMPACTOS CRONICOS (PERSISTENTES OU
RECORRENTES) DO EVENTO SOBRE AS ESPECIES DA FAUNA E FLORA
TERRESTRES DA BACIA DO RIO DOCE, E QUAL A MAGNITUDE E
ABRANGENCIA ESPACIAL E TEMPORAL DESTES IMPACTOS?

5.1.1. Bases conceituais

Os impactos da contaminagao por elementos metalicos na area compreendida entre a barragem de Fundéo e
a UHE Risoleta Neves foram significativamente agravados pelo rompimento da barragem de contencéo de
rejeito de Fundao (Guerra et al. 2017; Vergilio et al. 2020). Apesar do rejeito ter sido classificado quimicamente
como inerte e ndo perigoso, a inundagao pela lama provocou a elevagdo das concentragdes de ferro (Fe) e
manganés (Mn), além de causar a suspensédo e solubilizacdo de residuos de mineragdo historicamente
depositados nas calhas dos cursos hidricos afetados (Segura et al. 2016). Varios estudos demonstram que
ocorreu incremento da concentragéo de elementos metélicos como Fe, Mn e arsénio (As) em amostras de solo,
vegetacao e agua de locais afetados, em comparagéo as areas de referéncia (Reis et al. 2017; Silva et al. 2018;
Coelho et al. 2020). Alguns elementos, apesar de desempenharem papéis importantes nos processos
fisioldgicos dos organismos, podem causar, por meio da exposicdo excessiva, desenvolvimento de doencgas
degenerativas em humanos, além de disturbios metabdlicos, nutricionais e oxidativos em plantas (Fernando &
Lynch 2015; Nikolic & Pavlovic 2018).

Alguns estudos, entretanto, indicam a possibilidade de utilizagao dessas areas para atividades agropecuarias,
uma vez que estariam isentas de potencial toxico, conforme relatorio Golder (2016) e do programa Uso
Sustentavel da Terra (2019). O relatorio recentemente divulgado de Consolidagao dos Estudos de Avaliagéo
de Risco a Saude Humana indicou que o solo atingido pelos rejeitos de minério ndo apresenta metais que
possam causar risco toxicolégico a satide humana, apontando o restabelecimento das atividades agropecuérias
em Mariana e Barra Longa. Segundo a Geréncia do programa de saude da Fundag&o Renova, os estudos
apontam que os riscos existentes sao pontuais em virtude da disposicéo e da quantidade de metais encontrados
na calha dos rios, agua superficial, &gua para consumo humano, solo, poeira domiciliar e em alimentos de
origem vegetal e animal.

O monitoramento e a mitigagdo do impacto dos contaminantes podem ser realizados por meio de estudos de
bioacumulacdo e estimativa de transferéncia de metais pesados nas cadeias troficas, avaliando-se a
percentagem de espécies contaminadas identificadas e o grau de contaminagdo, comparando-se areas
contaminadas e areas de referéncia. Varias questdes iniciaimente formuladas pela Camara Técnica de
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Biodiversidade incluiam a necessidade de informag6es sobre acimulo de metais nas diferentes espécies da
biota e no solo; até qual distancia do rio Doce estaria ocorrendo a acumulagao de metais e como os metais
estariam circulando nas cadeias tréficas. Parte dessas questdes constavam no Termo de Referéncia para a
Avaliagdo Ecolégica Rapida, e foram investigadas para diversos grupos de fauna, contudo, ndo foram
realizados para a vegetagdo. Como essas questdes devem estar relacionadas com os outros programas de
monitoramento em execucg&o pela Fundagao Renova, a nova abordagem sugerida para esses questionamentos
dentro do Programa de Biodiversidade foi reformulada e associada a avaliagdo e monitoramento dos impactos
persistentes, além de verificar se estdo sendo respondidas pelas atividades de outros programas.

Uma proposigao bem embasada de monitoramento precisaria de uma robusta revisao do “antes” rompimento
para tentar estabelecer nexo causal. Entretanto, em termos de analise de contaminantes na flora, a base de
dados é praticamente inexistente, o que torna indispensavel considerar areas controle, nao atingidas pela lama.
Importante considerar estudos de Avaliagdo de Risco Ecolégico (em andamento) no alinhamento dos
procedimentos a fim de evitar sobreposi¢do ou dissonancia dos dados gerados. Por exemplo: informag6es
sobre andlises de exposi¢éo, de efeito, quais as linhas de evidéncia, os pontos e periodos de amostragem, a
selecado de individuos, compartimentos bioldgicos analisados e quais contaminantes analisados.

As respostas bioldgicas podem ser percebidas com o monitoramento de grupos de organismos conhecidos
como bioindicadores de qualidade do habitat, utilizados para monitorar a saude do ambiente onde vivem
(Parmar et al. 2016). Espécies bioindicadoras fornecem informacdes sobre os ambientes que ocupam e
apresentam sensibilidade a alteragfes dos atributos do habitat. Tais atributos envolvem desde caracteristicas
climaticas, fisico-quimicas e estruturais do habitat, mas também mudangas causadas por atividades antrépicas
como a poluigado, mudanca na quantidade e qualidade do habitat e mudancas no uso da terra como a agricultura,
urbanizagdo ou a minera¢do. Um grupo é considerado bom indicador bioldgico quando: apresenta sua
taxonomia bem definida; sua identificagdo taxondmica é relativamente fécil, apresenta distribuigdo geografica
ampla, ciclo de vida curto em relagdo a duragdo do estressor e padrdes de distribuico e de interagdes
bioldgicas bem conhecidas e em diferentes condigdes ambientais.

A proposi¢ao, considerando as premissas e critérios estabelecidos no Workshop para Defini¢éo de Indicadores
de Resultados da Biodiversidade, pretende utilizar poucos, mas eficazes indicadores, buscando associar a
anélise de contaminantes com fungdes e servigos ecossistémicos, a saber: fonte de alimentacdo (herbivoria,
alimentagéo de morcegos e predagdo mensurado a partir do uso de lagartas artificiais); fonte de regenerantes
(frutos e sementes); fonte para insetos polinizadores (flores e manutengao de insetos para polinizagéo de areas
agricolas); e suporte fisico (contengéo de eroséo e retengéo de contaminantes no solo) (Navarro-Cano et al.
2018). Ap6s uma analise inicial, 0 monitoramento e avaliagdo de contaminantes pode ser feito por meio de
desenvolvimento de pesquisas com plantas bioindicadoras e pequenos vertebrados que tenham se mostrado
mais promissores no acumulo de metais pesados, assim como monitorar os teores de metais pesados e
particulados nesses organismos nas areas naturais e em recuperagdo. A determinagdo do fator de
bioconcentragéo (FBC) e de translocagéo (FT) nessas areas € importante para se definir o potencial da espécie
para a fitorremediagdo (fitoestabilizagdo dos contaminantes) e para o risco potencial de biomagnificagéo,
respectivamente (Liu et al. 2016; Midhat et al. 2017; Kaur et al. 2019).

Embora expressiva parte do PG30 esteja voltado para o monitoramento da fauna, uma vez que a parte vegetal
tem ficado a cargo da Camara Técnica de Restauragao Florestal e Produgao de Agua (CT-Flor), é importante
que essa analise, flora e fauna, seja feita de forma conjunta e integrada, pela indissociabilidade e
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interdependéncia dos sistemas, considerando que qualquer alteragdo na flora, inevitavelmente incorrera em
modificacdes nas comunidades de fauna.

Dentro deste contexto, é possivel identificar duas grandes classes de perguntas, a primeira que tenta entender
o efeito de possiveis contaminantes persistentes e detectaveis nos individuos e que podem ter efeitos na biota
terrestre do trecho estudado. A segunda classe de perguntas séo as que tentam entender os efeitos derivados
do impacto original, isto €, da passagem e deposicdo de rejeitos oriundos do rompimento da barragem de
Fundé&o. Neste segundo caso, mesmo que néo haja o efeito de contaminantes em si, € plausivel pensar que a
perda de habitats e a fragmentac&do dos ecossistemas tenham levado a pressdes nas comunidades terrestres,
levando a simplificagao ou perda de diversidade da biota terrestre.

5.1.2. Perguntas e indicadores relacionados aos contaminantes presentes no
rejeito que podem persistir na biota terrestre.

Pergunta 1 - Qual a magnitude, abrangéncia espacial e temporal dos impactos decorrentes da presenga
de contaminantes sobre a flora terrestre da bacia do rio Doce?

Contextualizacdo

Os impactos na vegetacao terrestre decorrentes da presenca de contaminantes restringem-se, basicamente,
as areas em que ocorreu deposicdo de rejeitos, nas margens dos cursos d’agua e nas areas adjacentes
passiveis de inundagdo. Por ocasido do rompimento houve severo dano resultante da remocdo efou
soterramento da vegetagao existente, seguido de mudancgas das condigdes fisicas, quimicas e bioldgicas nas
areas afetadas, as quais ainda persistem. Outros impactos recorrentes resultam dos processos de inundagéo
que ocorrem durante o periodo chuvoso, provocando a ressuspensao dos sedimentos presentes no leito dos
corregos e rios e a deposicdo nas margens e areas alagadas. Os contaminantes presentes no rejeito ou
mobilizados pela onda de rejeitos e disponibilizados no ambiente promovem mudangas na qualidade do solo e,
em consequéncia, aumento das concentragdes de metais na vegetagéo, afetando diretamente as espécies alvo
e, indiretamente, a biota da cadeia tréfica, com biomagnificacdo dos metais e redugdo de populagdes de
polinizadores (Vieira et al. 2020). Fato é que, além dos danos diretos dos metais pesados a vegetagéo, impactos
indiretos podem ocorrer por meio da reduzida disponibilidade de nutrientes, baixo contetido de matéria organica,
elevada densidade do tecnossolo e baixa capacidade de troca catiénica (da Silva Cruz et al. 2020) que podem
comprometer o estabelecimento das plantas.

Hipoteses & Predicoes

o Ahipdtese geral é que a presenca do rejeito depositado nas margens dos cursos d’agua provoca
contaminagéo por metais pesados em plantas de fragmentos florestais no trecho entre a barragem
de Fundao e a UHE Risoleta Neves.

o Espera-se que a concentragdo de contaminantes seja maior em plantas nas areas diretamente
afetadas do que em areas de referéncia ndo impactadas.

e Espera-se diminuico dos impactos a medida que se distancia das &reas de maior acumulo de
rejeitos, tendendo a normalidade nas areas indiretamente afetadas.
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o Espera-se que, com o tempo, diminui¢do das concentragdes de contaminantes disponiveis para
absorgao pelas plantas diminua e, em consequéncia, reducdo do acimulo na vegetagao.

Indicador(es) proposto(s)
o Concentragéo de contaminantes em tecidos de espécies de plantas terrestres.

Protocolos metodologicos

Amostragem

Para avaliar a concentragéo de elementos contaminantes em plantas terrestres, seréo avaliados 40 fragmentos
de vegetacéo natural (estagio médio ou avangado), sendo 20 fragmentos em contato com o rio ou a faixa de
depdsito do rejeito (fragmentos Alvo) e 20 fragmentos sem contato com o rio e fora da faixa de deposicédo de
rejeito (fragmentos Referéncia). Em cada fragmento seréo alocadas 6 parcelas de 30x30m (900m2), distribuidas
em dois transectos, um na borda (onde ocorreu deposicéo de rejeito) e um no interior (fora da deposigao de
rejeito), serdo as mesmas parcelas para o protocolo de vegetagéo da Pergunta 4. O transecto da borda vai
descontar os primeiros 10 metros de borda para alocagéo do transecto e estara distante no minimo 100 metros
do transecto do interior. Em cada transecto seréo alocadas 3 parcelas permanentes, de 30x30m cada, distantes
no transecto pelo menos 50m uma das outras (Figura 16).

Figura 16: Desenho amostral dos transectos com 3 parcelas permanentes cada de 30x30m, distantes 50m no transecto.
0 transecto na borda representa o limite entre a deposicéo de rejeito e a vegetagdo remanescente sem deposicdo de
rejeito. O interior é a porgdo do fragmento sem deposicéo de rejeito.

0 a o Interior
50 m
30 m >=100m
o d g Borda

30m

Na primeira campanha de monitoramento sugere-se que as amostragens devem ser feitas na estagéo chuvosa
e na estagdo seca, seguindo o delineamento amostral de unidades em areas diretamente afetadas pela
deposigao de rejeitos (ADA) e areas fora da faixa de deposi¢éo de rejeito. O monitoramento dos contaminantes
deve ter periodicidade semestral durante 5 anos. Dependendo dos resultados obtidos nas amostragens
semestrais, apos dois anos de monitoramento a coleta de dados podera ser redimensionada para amostragens
anuais ou mesmo encerrada caso fique demonstrada a auséncia do efeito.

Em cada fragmento deveréo ser selecionados individuos pertencentes a espécies que possam fornecer pelo
menos 10 espécimes por transecto (borda e interior), considerando plantas com didmetro a altura do peito
(DAP) maior do que 5 cm, evitando &rvores muito jovens. Atentar para selecionar individuos com caracteristicas
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fenolégicas proximas, especialmente em termos de DAP. Os individuos devem ser marcados, medidos,
mapeados (X" e “y") e identificados, preferencialmente utilizados na analise de estrutura de comunidades
(Pergunta 4), para acompanhamento em campanhas posteriores. Dependendo da dificuldade em obter
espécies vegetais nativas que possam preencher os requisitos, pode-se optar por utilizar espécies vegetais nao
nativas. Nao ha restricdo na variacao das espécies em areas distintas, desde que tenha correspondéncia com

a area de referéncia.

As amostragens deverédo contemplar os compartimentos biolégicos raizes, folhas e, havendo disponibilidade,
frutos, coletados em quatro pontos ao redor das plantas, dando origem a uma amostra composta por planta. As
raizes devem ser coletadas na profundidade 0 — 20 ¢cm, seguindo 0 mesmo padrdo de amostragem para anélise
de solo, lavadas para remocdo de solo aderido, armazenadas em sacos plasticos e encaminhadas ao
laboratério credenciado e com padronizacao de métodos de quantificagao de elementos quimicos em amostras
bioldgicas. As amostras de folhas deverao ser provenientes de ramos maduros, da por¢do mediana das plantas
e expostas a luz solar, dos quais serdo selecionadas folhas jovens completamente expandidas a partir do apice,
totalizando, aproximadamente, 100 g de folhas (massa fresca). As amostras das plantas destinadas a anélise
de contaminantes dever&o ser acondicionadas em sacos plasticos e encaminhadas ao laboratério, conforme
procedimento adotado para as amostras de raizes.

Amostras de folhas e raizes destinadas a anélise de danos bioldgicos, por meio de quantificacdo da peroxidagao
lipidica, deverdo ser armazenadas a -20°C e transportadas para o laboratorio para proceder a analise
bioquimica/estrutural. Por até um més as amostras poderdo ser mantidas nessa temperatura e, para periodos
mais prolongados, recomenda-se armazenar a -80 °C (Grotto et al. 2009).

Determinagéo do acumulo dos elementos quimicos nas plantas

O material vegetal (folhas, raizes e frutos) destinado a anélise de metais e arsénio devera ser lavado com
solucéo &cida de HCI 0,01% e enxaguada com agua destilada. As amostras de raizes, adicionalmente, deverao
ser tratadas com ditionito-citrato-carbonato (DBC), para remover éxidos de ferro adsorvidos (Taylor e Crowder
1983). Resumidamente, esse método consiste na incubagéo de, aproximadamente, 1 g de raizes, numa solugéo
com 40 mL de citrato de so6dio 0,3 M (NasCsHsO7. 2H,0), 5 mL bicarbonato de sédio 1 M (NaHCO3) e 3 g de
ditionito de sodio (Na2S204), sob agitagdo, durante 3 h. Em seguida, as raizes serdo lavadas e utilizadas para
0 processamento, assim como as amostras de folhas. Todo o material vegetal (raizes, folhas e frutos) devera
secar em estufa a 80 °C, até massa seca constante, e seguir para a analise dos contaminantes.

A analise dos elementos quimicos e arsénio consiste, basicamente, de digestdo acida das amostras
(normalmente mistura de &cido nitrico e perclérico), seguido de quantificagdo por meio de espectrofotometria
de emiss&o atdbmica com plasma indutivamente acoplado ou espectrofotometria de absorg¢do atébmica. A analise
do arsénio, especificamente, requer o acoplamento de um sistema gerador de hidretos. Esses resultados
deverdo ser expressos em mg/kg de massa seca de plantas.

Da mesma maneira que é definido na analise de solos, a precisdo da técnica de anélise quimica do material
vegetal devera ser avaliada usando materiais de referéncia certificados, como Lemna minor (BCR-670) e
Spinacia oleracea (SRM 1570a), ou outro material equivalente. Deverao ser fornecidos os padrdes de controle
de qualidade, a validagao dos valores dos materiais certificados e os limites de detec¢éo dos elementos.
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Obtidos os valores de concentragdes dos metais na planta e no solo sugere-se o estabelecimento de novos
parametros para fins de vinculagdo aos servigos ecossistémicos. Assim, os Fatores de Contaminagéo (CF), de
Bioconcentragao (BCF), de Translocagao (TF) e indice de Acumulacdo de Metal (MAI) poderiam fazer parte do
processo analitico envolvendo os contaminantes no solo e na planta.

Resumidamente, o CF avalia a contaminacao das areas afetadas, considerando-se a concentragdo média do
elemento na area afetada e a concentragdo do elemento na area de referéncia (Hakanson 1980). O BCF
estabelece a relacdo de concentragéo do elemento na planta e no solo (Zayed et al. 1998). O TF define a
relacdo entre 0 acumulo do elemento nas folhas e nas raizes (Bose e Bhattacharyya 2008). O MAI sera
calculado de acordo com Liu et al. (2007).

Concentragao de contaminantes no solo

Embora o termo metal pesado seja desaconselhado pela IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) ele ainda é utilizado para se referir a qualquer elemento quimico metalico que possua uma
densidade relativamente alta e é toxico ou venenoso em baixas concentragbes. Exemplos de metais pesados
incluem mercurio (Hg), cadmio (Cd), arsénio (As), cromo (Cr), talio (Tl) e chumbo (Pb). Outros elementos como
0 manganés (Mn), niquel (Ni), zinco (Zn), cobre (Cu), cobalto (Co) e ferro (Fe), algumas vezes séo definidos
desta maneira. Na analise de solos e sedimentos, normalmente s&o determinados os seguintes elementos: Si,
Al, Fe, Ti, P, Ca, Mg, K, Na, Ba, Mn, As, Cd, Co, Cr, Cu, Ni, V, Pb e Zn.

Alguns desses metais s&o considerados nutrientes no solo quando em quantidades adequadas e outros séo
importantes cofatores enzimaticos, desempenhando papel fundamental em reagbes do metabolismo de
organismos vivos. Entretanto, agbes como mineragao, deposito inadequado de rejeitos, operac¢des industriais
ou fendmenos naturais como erupgdes vulcanicas, expdem os organismos a concentragdes acima do toleravel,
aumentando a incidéncia de doengas nos seres vivos dos locais afetados (Tchounwou et al. 2012). Esses
metais podem ser encontrados em diversas formas na natureza (diferentes tipos de éxidos mistos e outros
minerais) e a sua biodisponibilidade é influenciada por fatores fisicos como temperatura, forma encontrada (se
adsorvidos ou como constituintes do mineral), solubilidade, por fatores quimicos como suscetibilidade a
complexagdo com substancias que tornem os ions mais soluveis (constantes de complexagéo metélica) e por
fatores bioldgicos como interagcdes tréficas (que sé@o as interagdes existentes entre diferentes grupos
hierarquicos dentro de um ecossistema, tais como predagéo, competicdo, simbiose, mutualismo, etc), além de
caracteristicas individuais das espécies, como a producdo de determinados agentes de complexagao que
aumentam a solubilidade dos metais pesados em determinado ambiente (Tchounwou et al. 2012). E importante,
portanto, que os metais presentes em determinado ambiente sejam determinados, mas ndo somente em seu
conteldo total. Estratificar estes metais em conteudo total e biodisponivel é indispensavel para a determinagéo
do risco de toxicidade que eles apresentam a determinada biota.

De acordo com o relatdrio da Golder Associates (2017) os solos da regido a ser monitorada (afetada pelo
rompimento da barragem de Funddo) contém, naturalmente, elevadas concentragcbes de varios metais
referentes aos valores de prevencédo (VP) e valores de investigagdo para agricultura (VI) estabelecidos na
Resolugdo CONAMA no 420/2009 (CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, 2009). Especificamente em
relagdo ao rejeito, as substancias quimicas de interesse (SQIs) incluem o Al, Mn e Fe. Entretanto, outros
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elementos encontram-se presentes nas areas afetadas, mesmo sem estar diretamente relacionados ao rejeito,
como As, Cr, Co, Cu, V e Zn. Conforme demonstrado por diversos trabalhos realizados nas areas impactadas
com rejeitos de mineragdo, as melhorias das condigdes fisico-quimicas do solo, como incorporacdo de matéria
organica, que promove a ligacdo dos metais pesados reduzindo a sua absor¢ao pelas plantas e a migragéo no
ambiente (Zago et al. 2019; Gagnon et al. 2020), a corregao de pH, o aporte de nutrientes e a redugéo da
densificagdo, tem potencial mitigador dos danos e favorecem o desenvolvimento da vegetagao (Scotti et al.
2020).

A coleta de amostras é, provavelmente, 0 passo mais importante para a avaliagdo de uma area de estudo e,
portanto, é essencial que a amostragem seja realizada com precaugéo e técnica, por profissionais especialistas,
para evitar todas as fontes possiveis de erros, como contaminacéo e perdas de materiais, além de representar
0 local amostrado. Os responsaveis pelo planejamento, assim como 0s técnicos responsaveis pela coleta,
devem estar familiarizados com os objetivos, metodologias e limitagdes do processo de amostragem, uma vez
que todas as observacdes e dados gerados em campo ajudam na interpreta¢do dos resultados analiticos, e
podem esclarecer resultados ndo-conformes que podem ocorrer eventualmente. Apds a escolha do local, é
importante consultar estudos ja realizados que contribuam com informagdes sobre as caracteristicas da area
de estudo e as principais atividades poluidoras do local, que podem influir na contaminagéo das aguas, tais
como: industria, agricultura, mineragao, zonas urbanas, efc.

Os materiais coletados devem ser acondicionados em frascos para amostragem limpos e esterilizados. Os
frascos devem ser resistentes, quimicamente inertes, com perfeita vedagédo e de boca larga. De preferéncia,
devem ser de vidro borosilicato &mbar ou de polietileno. Os vidros devem ser lavados com detergente
especifico, tipo Extran, permanecer por 24h em solugéo de acido nitrico 10% e, posteriormente, devem ser
enxaguados com &gua desionizada. As amostras devem ser identificadas e bem acondicionadas até a chegada
ao laboratério. Todas as amostras coletadas devem ser etiquetadas com numero, pela ordem da coleta. Na
etiqueta da embalagem devem ser anotados a data, hora, temperatura local e nimero de identificagéo da
posi¢do geogréfica (local) onde a amostra foi coletada. A documentagéo da amostragem de campo deve ser
feita em um diario (caderno ou tablet). Os documentos relacionados com a coleta devem ser preenchidos e
permanecer com as amostras até o destino. Todos os documentos de coleta, transporte, etc., devem ser retidos
pelo coordenador do projeto e armazenados em local seguro. As amostras coletadas ficam sob a custédia do
amostrador ou do custodiante até que elas sejam transportadas e entregues a um responsavel.

A coleta do solo e do sedimento devem ser realizadas nos mesmos locais onde serdo coletadas amostras da
fauna e da flora, para correlagéo entre possiveis contaminantes encontrados tanto no material inorganico como
nas amostras biologicas. Uma coleta anual durante 10 anos é suficiente. Para as analises de metais pesados
nos solos, 100 g por parcela séo suficientes. Para avaliar se o0s niveis de contaminag&o nas amostras vegetais
estdo relacionados com as concentragbes dos elementos no ambiente, amostras de solo seréo coletadas e
analisadas seguindo o protocolo abaixo.

O solo devera estar limpo de vegetagao, tendo o cuidado de nao retirar uma camada muito espessa do solo
durante a limpeza inicial. A primeira parte de amostragem (5 cm) devera ser retirada com auxilio de uma
espatula de ago inoxidavel. Os proximos 20 cm deverdo ser coletados com auxilio de um trado de ago
inoxidavel, desprezando-se o material aderido a superficie do trado para evitar contaminagdes. A depender das
concentracdes de metais pesados biodisponiveis nestas amostras, novas coletas deverao ser realizadas a até
80 c¢m de profundidade devido a sua mobilidade.
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Deverao ser feitas coletas de solo em cinco pontos em cada parcela de 30x30 m, sendo um central e os demais
em cada ponto cardinal (N, S, W, E), evitando-se as bordas e areas com pisoteio. A tradagem Unica na
profundidade de 0-20 cm devera ser realizada na proje¢éo da copa das arvores. O material utilizado para coleta
devera ser em ago inox e as amostras acondicionadas em vidros ou sacos plasticos devidamente identificados,
secas ao ar e, posteriormente, em estufa. Em cada parcela, serdo produzidas, além das amostras simples, uma
amostra composta, por parcela, resultante da homogeneizagado das amostras simples. Para realizagéo de
andlises fisicas (densidade aparente, densidade de particula e capacidade de retencdo de agua), serao
coletadas 5 amostras em pontos distintos da parcela, conforme descri¢ido anterior, proximos aqueles
anteriormente selecionados, com cilindro metalico de 100 cm3 e encaminhado para analise. As amostras de
solo deverdo ser homogeneizadas em bandejas previamente limpas com HNO3 em agua (10% viv) e
enxaguadas com agua deionizada. As luvas utilizadas para cada homogeneizagé@o deverdo ser descartadas
imediatamente ap6s o processo (Filizola et al. 2006).

Para a separagdo das fragdes, o solo deve ser seco em estufa a 40 °C. As amostras devem ser peneiradas em
peneiras com malha de 20 mm e de 2 mm. O material retido na peneira de 20 mm (calhaus) e na de 2 mm
(cascalho) deve ser colocado em capsula de porcelana com agua, mais 10 mL de NaOH 1 N, agitando com
auxilio de um bastéo varias vezes durante o dia e mantido por uma noite nesta solugao. Lavar bem estes
materiais sobre peneira com malha de 2 mm. Deixar secar em estufa, esfriar e pesar cada fragdo. Colocar o
material em sacos plasticos com etiquetas identificadoras das amostras e enviar para as analises fisico-
quimicas: umidade, densidade aparente, densidade de particulas, porosidade total, microporosidade,
macroporosidade, area superficial especifica, analise granulométrica (Dispersdo Total), argila dispersa em agua
e relago silte/argila, pH, carbono organico, nitrogénio total e acidez do solo.

As andlises dos contaminantes e as analises fisicas devem ser, preferencialmente, realizadas por Laboratérios
credenciados, que possuam padroniza¢do de métodos de analise. As amostras de solo devem ser secas a
sombra e posterior peneiramento em malha de inox com abertura de 2 mm, para obtenc&o da terra fina seca
ao ar (TFSA). As amostras, uma vez secas ao ar, homogeneizadas e peneiradas devem ser mantidas em
recipientes de vidro ou polietileno fechados, a temperatura ambiente. As analises quimicas de rotina do solo
deverao seguir os protocolos US EPA 3051A, extragao por Mehlich-1 e BCR.

As técnicas mais adequadas para determinacdo de elementos quimicos sdo: Absorcéo atémica, ICP — AES
(espectrofotometria de emisséo atdmica com plasma indutivamente acoplado) ou ICP-MS (espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado), fluorescéncia de raios X (alta resolugdo). A escolha dos
equipamentos depende da disponibilidade, custo e grau de precisao desejada. Por exemplo, dependendo da
idade, da manutengdo e da qualidade do equipamento, ICP oferece uma sensibilidade em ppt (partes por
trilhdo), absorgao atdbmica em ppb e fluorescéncia de raios X em ppm.

A quantificagdo dos teores pseudototais e disponiveis dos elementos no solo devem priorizar o arsénio (As),
ferro (Fe), manganés (Mn), zinco (Zn), além de cobre (Cu), cobalto (Co), vanadio (V), niquel (Ni), cadmio (Cd),
chumbo (Pb) e cromo (Cr), conforme sugestéo de trabalho prévio realizado pela ELLO Consultoria (2020)
(relatério sob analise). Além dessa Consultoria, outros trabalhos referenciam a presenga desses elementos,
como a Bicho Mato (2019) e a Golder Associates (2016). Alternativamente, utilizar elementos presentes em
bancos de dados disponiveis para a planicie fluvial e considerar apenas aqueles que estejam acima do limite
de background para a area impactada.
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A metodologia para extragao pseudototal dos elementos metélicos devem seguir o protocolo EPA 3051A (US
EPA, 2007), que utiliza subamostras de 150 mg em vasos de Teflon, com capacidade de 75 mL, com 9 mL de
HNOs e 3 mL de HCI concentrados, de pureza analitica, submetidas a irradiagdo em forno de micro-ondas. A
fracdo disponivel de metais (micronutrientes (Fe, Mn, Cu, Ni e Zn) e elementos-traco (Cr, V, As, Cd e Pb)) deve
ser extraida usando-se o extrator Mehlich-1 (HCI 0,05 mol L' + H2S04 0,0125 mol L") (Defilipo e Ribeiro 1997).

Alternativamente, para aquelas amostras que apresentarem concentragdes elevadas de metais tdxicos, pode-
se, alternativamente, utilizar o extrator Merealizar o protocolo de extragéo sequencial proposto pelo European
Community Bureau of Reference (BCR) (Ure et al., 1993). O procedimento modificado relatado por Rauret et
al. (1999) e Rauret et al. (2000) poderé ser realizado, incluindo quatro fragdes: (1) trocavel, (Il) redutivel (II),
oxidavel e (IV) residual. E importante enfatizar que a segunda etapa do procedimento de BCR modificado é
capaz de atingir componentes resistentes da fase de hidréxido de ferro devido ao baixo pH e ndo apenas devido
ao agente redutor (Mossop e Davidson, 2003; Rauret et al., 1999; Sulkowski e Hirner, 2006).

Os métodos de extragdo EPA 3051A, extragao Mehlich-1 e a extragao sequencial BCR dever&o ser realizados
em triplicata e a quantificacdo dos metais nos extratos das diferentes fracdes devera utilizar a técnica de
espectrometria de emissao atdmica por plasma indutivamente acoplado (ICP-AES) ou espectrometria de massa
por plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) ou espectrofotometria de absorgéo atémica e, no caso de arsénio,
acoplado a um gerador de vapor de hidreto. Os materiais de referéncia padrdo Solo Montana Il (SRM 2711a) e
BCR-701, ou equivalentes, deverdo ser usados para validar os métodos utilizados, 3051A e BCR,
respectivamente.

Apbs a determinacdo dos elementos quimicos, aqueles considerados contaminantes devem ser analisados
quanto a sua especia¢do quimica e biodisponibilidade. Especia¢do quimica é definida como um processo de
identificacdo e quantificagao das diferentes formas ou fases (grau de oxidagéo e/ou tipo de ligagdo quimica) em
que um elemento pode estar presente em um material. Biodisponibilidade indica a proporgao do elemento que
pode ser absorvido ou utilizado por um organismo vivo.

A especiagdo quimica da parte solida (solos e sedimentos) pode ser realizada por um conjunto de técnicas
como extragdo sequencial, difragdo de raios X, microanalises, espectroscopia na regiao do infravermelho,
difracdo de elétrons, entre outros, dependendo do tipo de contaminante a ser determinado e da necessidade
de informac&o. A especiagao dos elementos contaminantes encontrados na agua pode ser determinada por
microanalise e difragdo de elétrons.

Pergunta 2 - Quais concentragées de contaminantes na vegetagdo poderiam ser consideradas como
vetores de impacto biolégico (danos)?

Contextualizacdo

O estabelecimento da linha de base pré-rompimento em relagdo aos contaminantes conta com escassos
trabalhos relacionados a vegetacéo nativa da regi@o. As areas dos ecossistemas vegetais que foram mais
fortemente atingidas pela eroséo e deposi¢éo dos rejeitos de mineragao devido ao rompimento da barragem
de Fundao restringem-se & érea entre a barragem de Fund&o e a UHE Risoleta Neves. Vérios trabalhos indicam
que os vetores de impacto devido ao rejeito possam estar mais relacionados as alteragdes fisicas e quimicas,
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nao necessariamente relacionados ao potencial toxico dos metais pesados (Santos et al. 2019).

Nem sempre 0 maior acimulo de determinado elemento na planta, como no caso dos micronutrientes Fe, zinco
(Zn), cobre (Cu) e Mn, resulta em efeitos toxicos, uma vez que eles s&o considerados micronutrientes
essenciais. Mesmo os elementos reconhecidamente toxicos, como o As, chumbo (Pb), cromo (Cr), aluminio
(Al), podem estar presentes no vegetal e néo resultar em efeitos toxicos, uma vez que os vegetais dispdem de
mecanismos para imobilizacdo desses elementos. Portanto, o limiar de toxicidade é muito dificil de ser definido,
ainda mais em se tratando de espécies vegetais nativas da bacia do rio Doce. As espécies vegetais diferem
significativamente em relacdo as exigéncias nutricionais e a tolerancia e acimulo dos diferentes metais (Afonso
et al. 2020) e, mesmo nao causando danos biologicos, podem ser agentes potenciais de biomagnificagdo na
fauna.

Interessante considerar que as plantas sdo capazes de absorver concentracdes elevadas de metais em areas
contaminadas e, a depender da translocacao das raizes para a parte aérea, podem ser consideradas de risco
devido ao potencial de magnificacdo na cadeia tréfica ou como fitoestabilizadoras dos metais no sedimento,
evitando a sua disponibilizagao para outros compartimentos, caracteristicas desejaveis no fitomanejo de areas
impactadas (Nawab et al. 2015; Boechat et al. 2016; Christou et al. 2017)

Hipdteses & Predicdes

e Ahipbtese € que o dano bioldgico associado ao nivel de contaminagdo varia conforme o tipo do
contaminante e a espécie de planta.

o Espera-se que, mesmo em face do maior acumulo de contaminantes nas plantas mantidas nas
areas afetadas pela deposicao de rejeito (naturais ou em processo de restauragdo), isso néo
implica, necessariamente em risco/dano bioldgico e ecoldgico.

o Espera-se que diferentes espécies de plantas irdo apresentar variagdo na tolerancia aos
contaminantes.

Indicador(es) proposto(s)
e Prevaléncia de dano bioldgico associado a contaminantes em tecidos de plantas terrestres.

Protocolos metodoldgicos

As mesmas amostras de material vegetal coletadas seguindo 0 mesmo protocolo metodolégico da Pergunta 1
serdo utilizadas para avaliagdo do dano bioldgico, uma vez que a indicacdo de analise de dano biologico
pressupde a prévia quantificagdo dos contaminantes nos compartimentos bioldgicos. Nesse sentido, o
monitoramento do dano somente seria implementado caso sejam detectadas alteragbes significativas nas
concentragbes de elementos metélicos entre os individuos presentes nos fragmentos alvo na ADA e nos
fragmentos de referéncia, buscando, assim, uma otimizagao de recursos e tempo.

Sendo implementado o monitoramento do plano em tecidos de plantas terrestres, as amostragens devem ser
feitas na estagdo chuvosa e na estagdo seca. O monitoramento deve ter periodicidade semestral durante 5
anos. Dependendo dos resultados obtidos nas amostragens semestrais, apés dois de monitoramento a coleta
de dados podera ser redimensionada para amostragens anuais ou mesmo encerrada caso fique demonstrada
a auséncia do efeito.
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O indicador bioldgico sugerido para avaliagdo de danos ¢ a alteracéo das membranas bioldgicas, por meio da
determinag&o da concentrag@o de malondialdeido (MDA). Quando presentes em elevadas concentragdes no
meio celular, os metais pesados induzem a formagao descontrolada de espécies reativas de oxigénio e radicais
livres, os quais s&o considerados os principais agentes de danos celulares, especialmente nas membranas.
Esse indicador, além de excelente dose-resposta, apresenta como vantagens a facilidade de determinagao,
aliada a um custo relativamente baixo. Destaca-se que, inicialmente, essas anélises serao realizadas apenas
em amostras de raizes e folhas onde ocorre maiores acimulos de metais absorvidos e, a depender dos dados
de concentracdo de metais pesados nos demais compartimentos das plantas, essas analises poderdo ser
ampliadas a fim de configurar a existéncia ou ndo de danos associados & presenca dos elementos metalicos.

No procedimento analitico (Hodges et al. 1999), a peroxidacdo dos lipidios sera mensurada pelo teste de
reatividade ao &cido tiobarbitirico (TBARS, do inglés Thiobarbituric Acid Reactive Substances). Para tanto,
amostras vegetais congeladas serdo maceradas em 2 mL de é&cido tricloroacético 1% (TCA) (p/v) e
centrifugadas a 10.000 g, por 15 min. Ao sobrenadante, seguira a adicao de &cido tiobarbitdrico 0,5% (p/v) em
TCA 20% (p/v) e incubagéo a 95°C, por duas horas, seguido da leitura da absorvancia a 532 nm. A concentragao
de MDA sera calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 155 mM-' cm' e expressa em pmoles
de MDA g'" massa fresca.

Pergunta 3 - Esta ocorrendo contaminagao por elementos quimicos e consequentes danos em espécies
de invertebrados e de pequenos vertebrados (anfibios, répteis, roedores e marsupiais) que estao em
contato direto com o rejeito?

Contextualizacdo

E possivel que em alguns ambientes ainda exista exposicao e disponibilizagdo de contaminantes provenientes
do rompimento da barragem. Tais contaminantes, j& mensurados em andlises de agua e sedimentos, como o
Fe, Mn, As, Al, Cr e Pb, dentre outros, podem estar presentes nos ambientes aquaticos que se formaram ou
persistiram sobre o rejeito depositado nas margens de drenagens, a exemplo de lagoas, pocas, brejos e
margens dos rios. Tais elementos, se biodisponiveis, podem contaminar individuos de organismos associados
ao ambiente aquatico (e.g., libélulas, girinos e cagados) e organismos terrestres e semifossoriais (€.g., besouros
escarabaeineos e pequenos mamiferos) além de organismos responsaveis por servicos essenciais como a
polinizagdo (e.g, abelhas). Assim, torna-se importante quantificar e monitorar as concentragdes de eventuais
contaminantes em individuos ou tecidos dessas espécies. A contaminag¢do por metais pesados é um
componente importante da poluicdo ambiental e se tornou, nas Ultimas décadas, um foco de preocupagdo em
escala global (Sang et al. 2018). A informagéo acerca dos efeitos letais e sub-letais em processos gerais das
comunidades e de grupos especificos como herbivoros, decompositores, polinizadores e predadores é
essencial para entender os efeitos diretos e indiretos dos metais pesados nos ecossistemas via cadeias tréficas.
As interagbes multi-troficas entre plantas hospedeiras, insetos herbivoros e mutualistas, insetos predadores e
ultimamente os insetos decompositores permitem entender a rota de transferéncia e acimulo dos metais
pesados em organismos pertencentes a diferentes niveis tréficos. Estudos anteriores utilizando bioensaios
demonstraram efeitos sub-letais € negativos da presenca de contaminantes na performance de joaninhas
predadoras (Sang et al. 2018, Du et al. 2019), de libélulas (Nummelin et al. 2007), de abelhas (Szentgydrgyi et
al. 2017) e de lagartas de borboletas (Shepard et al. 2020), dentre outros (revisdo em Sun et al. 2006).
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O aumento da biodisponibilidade de metais e compostos metalicos no ambiente é preocupante do ponto de
vista ecotoxicologico. Através da contaminagdo do solo e agua, os metais encontrados nos rejeitos podem
entrar nos sistemas bioldgicos e, assim, serem incorporados na cadeia alimentar. A eventual contaminagao por
metais pode causar danos aos tecidos e células onde se acumulam ou esto reativos, acentuando a ocorréncia
de estresse oxidativo e/ou inibindo a atividade enzimatica que pode levar & expressao de genes aberrantes ou
causar danos ao DNA. De fato, efeitos citogenotdxicos dos residuos provenientes do rompimento da barragem
de Fundé&o, especialmente de metais particulados, foram demonstrados por Quadra et al. (2019), indicando a
necessidade de monitoramento desses impactos, viabilizando a implantagdo de estratégias de mitigacdo
eficientes e um conhecimento profundo dos efeitos que ainda persistem no ecossistema.

Ainda, como fonte de evidéncia ecologica (morfolégica) da eventual contaminagdo e de alteragdes fisicas no
sedimento de lagoas soterradas ou que se formaram sobre o sedimento, estudos que avaliem a frequéncia de
malformacdes e a instabilidade no desenvolvimento (Lens et al. 2002, Szentgdegyi et al. 2017) em organismos
em contato direto e indireto com os contaminantes séo ferramentas Uteis na identificacdo, avaliagéo e
monitoramento de impactos ambientais persistentes e recorrentes. A estabilidade no desenvolvimento é a
habilidade de um genétipo em expressar repetidamente um Unico fenétipo quando o desenvolvimento ocorre
sob as mesmas condi¢des ambientais (Palmer & Strobeck 2003), ao passo que a instabilidade tende a aumentar
em individuos expostos a altos niveis de stress durante o desenvolvimento (Kellner & Alford 2003, revisdo em
Beasley et al. 2013).

Para muitas caracteristicas bilaterais parece que o programa genético especifica uma simetria perfeita, assim,
desvios dessa simetria podem indicar uma instabilidade no desenvolvimento (Palmer & Strobeck 2003). A
assimetria flutuante € amplamente utilizada para detectar a influéncia de perturbagdes no desenvolvimento das
espécies, com foco especial em impactos antrépicos (Palmer 1994; Lens et al. 2002; Van Dongen 2006; Alford
et al. 2007b; Van Poucke et al. 2007; Zachos et al. 2007). A assimetria flutuante pode variar ao longo da
ontogenia, ou seja, individuos podem apresentar niveis de assimetria em diferentes idades ou estagios de
desenvolvimento. Assim, a assimetria flutuante reflete o desenvolvimento recente do organismo (Kellner &
Alford 2003). Em anuros, altas taxas de mortalidade tém sido observadas no estagio larval (girinos). Dessa
maneira, considerando que individuos com altos niveis de instabilidade no desenvolvimento devem ser
selecionados negativamente (Mgller 1997; Léopez et al. 2002; Séderman et al. 2007), pode-se assumir que a
deteccdo de elevados niveis de instabilidade no desenvolvimento, que reflitam os impactos ambientais, seria
mais provavel no estagio larval. Isso resultaria devido ao fato de que mais individuos assimétricos (aqueles com
uma baixa capacidade de controlar seu desenvolvimento) estariam mais susceptiveis a morrer antes de
completar sua metamorfose, ou seja, individuos mais simétricos tenderiam a viver mais (Maller 1997).

Hipbteses & Predicoes
o A hipotese geral é que a presenga do rejeito provoca aumento nos niveis de contaminagéo por
metais toxicos em espécies de abelhas, libélulas, besouros escarabaeineos e pequenos
vertebrados associados a ambientes aquaticos e terrestres.
o Espera-se que os niveis de contaminagao nas espécies de insetos e pequenos mamiferos de
habito terrestre e semifossorial seja maior nas areas de vegetagao diretamente impactadas pela
presenca de rejeito quando comparada com areas de referéncia.
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o Individuos de espécies de pequenos mamiferos que estejam em contato com eventuais elementos
contaminantes no rejeito apresentardo taxas mais elevadas de malformagbes e danos
histopatolégicos quando comparados as taxas em areas de referéncia.

e Espera-se que girinos que se desenvolvem em contato direto com o rejeito proveniente do
rompimento da barragem estejam sendo contaminados por elementos quimicos. Neste caso, a
concentragdo de contaminantes sera maior em girinos provenientes da area diretamente afetada
quando comparada aquela de girinos provenientes de areas de referéncia.

o Girinos que se desenvolvem em contato direto com o rejeito (areas alvo) estdo mais susceptiveis
a malformagdes e desvios de simetria quando comparados aos girinos de éreas ndo afetadas
(referéncia). Espera-se que niveis maiores de stress ambiental durante o desenvolvimento, seja
quimico (contaminacéo) ou fisico (e.g. alteracdo fisica do sedimento), aumentem as taxas de
malformacdes e assimetria. Neste caso, a propor¢do de individuos com malformagbes e a
intensidade da malformacao sera maior em populagdes provenientes da area diretamente afetada
(i.e. em contato direto com rejeito) quando comparada aquelas provenientes de areas ndo
afetadas (referéncia).

¢ Individuos de cagado-de-barbichas (Phrynops geoffroanus) que vivem na calha do rio, em contato
direto com o rejeito e agua provenientes do rompimento, deverdo estar contaminados por
elementos quimicos, e estes niveis de contaminagéo devem diminuir com a distancia da barragem
de Fundéo, fonte do impacto. Para esta hipdtese, espera-se que a concentragao de contaminantes
sera maior em cagados provenientes de trechos diretamente afetados (alvo) quando comparada
aquela de cagados provenientes de trechos ndo afetados (referéncia) e diminuird ao longo da
calha do rio em direcdo a foz do rio Doce.

e Considerando-se a confirmacéo da hipétese anterior, a maior contaminacéo de individuos nos
trechos alvo estaria associada a danos teciduais com maior frequéncia e intensidade, em girinos
e no cagado-de-barbichas (Phrynops geoffroanus) de trechos contaminados.

Indicador(es) proposto(s)
o Concentragéo de contaminantes em abelhas, libélulas e besouros escarabaeineos;
o Concentragéo de contaminantes em tecidos de girinos;
e Prevaléncia de danos, malformagdes e desvios de simetria em girinos;
o Concentragéo de contaminantes em tecidos de individuos de Phrynops geoffroanus;
e Prevaléncia de danos em individuos de Phrynops geoffroanus.
o Concentragéo de contaminantes em tecidos de espécies de pequenos mamiferos terrestres;
o Prevaléncia de malformagdes e dano histopatoldgico em pequenos mamiferos terrestres;

Protocolos metodoldgicos

1. Contaminagdo em insetos

Para verificar se esta ocorrendo contaminagao por elementos quimicos em insetos generalistas de habitat que
utilizam distintos recursos em &reas em contato direto com o rejeito, deverdo ser amostrados 40 fragmentos no
trecho até a UHE Risoleta Neves, sendo 20 localizados na ADA e 20 fora do buffer de 300 m da ADA
(referéncia), ou seja, que ndo tiveram contato com o rejeito. Serdo consideradas espécies generalistas de
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habitat espécies amostradas com pelo menos 30 individuos por fragmento, considerando-se todos os
transectos de cada fragmento como réplicas dos tratamentos e cada fragmento como unidade amostral. Tais
espécies de abelhas, besouros escarabeineos e libélulas, selecionadas de acordo com esse critério, deverédo
ser utilizadas para as analises de contaminantes. Os pontos devem estar localizados de preferéncia na mesma
sub-bacia e seréo utilizados individuos adultos das espécies indicadas como generalistas de habitat. Em cada
fragmento serdo realizadas amostragens de abelhas e besouros escarabaeineos utilizando transectos como
unidades amostrais, sendo um transecto na borda e outro transecto no interior do fragmento, distante pelo
menos 100 m da borda. Cada transecto possui uma extensao de 200 m. Para a amostragem de libélulas, seréo
usados transectos de 200 m, na borda dos fragmentos, paralelos a margem dos rios. Para detalhes do
procedimento amostral veja pergunta 5 com o delineamento completo para amostragem de insetos.

O monitoramento devera ter periodicidade anual, durante as estagfes chuvosas e com duragéo inicial de dois
anos. Caso seja verificada uma maior concentragdo de metais em insetos nos trechos impactados, quando
comparados aos trechos de referéncia, 0 monitoramento desses parametros devera continuar anualmente, por
10 anos. Caso néo seja verificada a contaminagao ou danos teciduais em individuos amostrados nos trechos-
alvo, o projeto sera encerrado ao final do segundo ano.

Para as anélises de contaminantes sugere-se o uso de insetos de trés guildas alimentares distintas. Libélulas
(Odonata) sdo insetos predadores com fase larval aquatica e adulta terrestre, que podem se contaminar
diretamente na &gua na fase de ninfa ou indiretamente a partir da alimentag&o de outros insetos contaminados.
Besouros escarabaeineos (Coleoptera, Scarabaeinae) séo insetos detritivoros que forrageiam e nidificam no
solo, que podem se contaminar diretamente no solo ou indiretamente através do uso de fezes ou carcagas de
animais contaminados. As abelhas (Hymenoptera) sdo responsaveis pela polinizagao, e podem se contaminar
diretamente pelo contato com o solo (espécies que nidificam no solo) ou indiretamente através do uso de pélen
de plantas presentes em areas contaminadas por metais (veja Oliveira et al. 2020).

2. Contaminagao, danos, malformagoes e desvios de simetria em girinos
Amostragem

Para verificar se esta ocorrendo contaminagdo por elementos quimicos, danos, malformagdes e desvios de
simetria em girinos que se desenvolvem em contato direto com o rejeito, deverdo ser amostrados 20 pontos
amostrais no trecho até a UHE Risoleta Neves, sendo 10 localizados na ADA (&rea alvo - corpo d’agua Iénticos,
afetado e que ainda tenha rejeito depositado em seu sedimento) e 10 fora da ADA, ou seja do buffer de 500 m
da ADA (referéncia), ou seja, que ndo tiveram contato com o rejeito. Os pontos devem estar localizados de
preferéncia na mesma sub-bacia e devem corresponder a pogas, lagoas e brejos que abriguem espécies
comuns e abundantes de anfibios. Cada lagoa deve distanciar pelo menos 500 m uma da outra.

A partir de um mapeamento visual, utilizando-se imagens de satélite de 2020 (Google Earth), foram apontados
20 pontos (lagoas/brejos) que constituem potenciais unidades amostrais (Tabela 8, Figura 17, Anexo 7).
Entretanto, para a escolha das unidades amostrais, essas lagoas deveréo ser inspecionadas e validadas em
campo, em etapa prévia a amostragem. Deverdo ser evitadas lagoas que tenham como finalidade principal a
piscicultura ou que sejam bebedouros de gado localizados no meio do pasto e totalmente desprovidos de
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vegetacdo emersa ou marginal, j& que esses ambientes tendem a apresentar comunidades de anfibios muito
empobrecidas. Ainda, restri¢des relacionadas ao acesso e permissao dos proprietarios deverao ser avaliadas
previamente ao inicio das amostragens. Na Tabela 9, s&o apresentados pontos alternativos que podem ser
utilizados para substituir algum dos pontos sugeridos, caso ndo venha a ser validado em campo. Para inspegao
e validacdo das lagoas deverdo ser realizadas duas campanhas com a duragio aproximada de 20 dias, cada.
As lagoas deverdo ser inspecionadas durante o dia e a noite, quando a ocorréncia das espécies devera ser
avaliada por meio do reconhecimento da sua vocalizagdo e amostragem de girinos. E importante que, se ndo
todas, a maioria das lagoas abriguem as trés espécies alvo selecionadas para o estudo (ver abaixo).

As amostragens (bem como a validacdo dos pontos em campo) devem ser realizadas impreterivelmente
durante a estagéo chuvosa (i.e. outubro a fevereiro), época em que 0s girinos da maioria das espécies estéo
presentes em maior abundancia. Devem ser realizadas quantas campanhas forem necessarias para se obter o
numero amostral designado. Prevé-se um profissional dedicado a essa fungéo, desde meados de outubro até
fevereiro.

O monitoramento devera ter periodicidade anual, durante as estagdes chuvosas e com duragéo inicial de dois
anos. Caso seja verificada uma maior concentragdo de metais, bem como maior incidéncia de danos
histopatolégicos, malformacgdes ou desvios de simetria em girinos nos trechos impactados, quando comparados
aos trechos de referéncia, o monitoramento desses parametros devera continuar anualmente por 10 anos. Caso
n&o seja verificada a contaminagdo ou danos teciduais em individuos de trechos alvo, o projeto seré encerrado
ao final do segundo ano.

Para as avaliagdes de contaminagdo, danos, malformagdes e desvios de simetria deverdo ser selecionadas
trés espécies comuns, bem distribuidas e abundantes na area de estudo. Os girinos deverdo ser coletados
manualmente, com auxilio de peneiras e identificados em campo. Exemplo de espécies que ocorrem na area e
atendem a esses critérios séo: Physalaemus cuvieri, Dendropsophus minutus, Rhinela pombali, Elaschistocleis
cesari, Leptodactylus fuscus, Leptodactylus latrans, Boana crepitans, Boana faber € Boana albopunctata. A
selecdo das espécies devera ser realizada em campo, mas respeitando o nimero minimo de trés espécies.

Tabela 8: Potenciais pontos amostrais (lagoas/brejos) sugeridos para a avaliagdo de contaminag&o, danos,
malformages e desvios de simetria em girinos em areas afetadas (alvo) e de referéncia.

Ponto Coordenadas UTM 23K | Categoria
PAO1 670656 7759597 afetada
PA02 673572 7761034 afetada
PA03 674238 7759438 afetada
PA04 674659 7757301 afetada
PA05 676118 7757644 afetada
PA06 677811 7757255 afetada
PAQ7 679392 7756024 afetada
PA08 682024 7754814 afetada
PA09 684001 7754674 afetada
PA10 685307 7753490 afetada
PR11 667198 7763770 referéncia
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Ponto Coordenadas UTM 23K | Categoria
PR12 667017 7758333 referéncia
PR13 669640 7758955 referéncia
PR14 672753 7759569 referéncia
PR15 678512 7759360 referéncia
PR16 679873 7758337 referéncia
PR17 679709 7754195 referéncia
PR18 680738 7756210 referéncia
PR19 682556 7752735 referéncia
PR20 686033 7751417 referéncia
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Figura 17: Localizag&o dos potenciais pontos amostrais (lagoas/brejos) sugeridos para a avaliagdo de contaminagéo,
danos, malformagdes e desvios de simetria em girinos em &reas afetadas e de referéncia.
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Tabela 9: Potenciais pontos amostrais (lagoas/brejos) alternativos sugeridos para a avaliagdo de contaminag&o, danos,
malformages e desvios de simetria em girinos em &reas afetadas e de referéncia.

Coordenadas UTM 23K

categoria

687829 7754676

afetada

683141 7753881

afetada

682705 7754327

afetada

674843 7759764

afetada

673931 7760279

afetada

674111 7760892

afetada

671127 7759018

afetada

672584 7759455

referéncia

679600 7758134

referéncia

678771 7758215

referéncia

677776 7758997

referéncia

677602 7758840

referéncia

678157 7760311

referéncia

678247 7760712

referéncia

679343 7759476

referéncia

678686 7759313

referéncia

682874 7760304

referéncia

682990 7760410

referéncia

683547 7759604

referéncia

680699 7756356

referéncia

681443 7758538

referéncia

680900 7764842

referéncia

681195 7764256

referéncia

681009 7764111

referéncia

680652 7754212

referéncia

682200 7751820

referéncia

684329 7750827

referéncia

689728 7753101

referéncia

690215 7754613

referéncia

689338 7756834

referéncia

687108 7758827

referéncia

688387 7759058

referéncia

690210 7760229

referéncia

685895 7757575

referéncia

686148 1757272

referéncia

667176 7755452

referéncia

667355 7755729

referéncia

667162 7755142

referéncia
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Coordenadas UTM 23K | categoria
680106 7763927 referéncia
683682 7763419 referéncia
683950 7763842 referéncia
684393 7763710 referéncia
684364 7765537 referéncia
684193 7760155 referéncia
672693 7759603 referéncia
667304 7757827 referéncia
666535 7763276 referéncia
686448 7762567 referéncia

Aproximadamente 200 girinos por espécie serdo coletados para verificagdo de acumulo de metais e alteracdes
teciduais decorrentes do contato direto com o rejeito. Destes, 100 individuos seréo utilizados para as analises
de bioacumulagdo de metais e 100 girinos para histopatologia e analise de marcadores de estresse oxidativo.
Idealmente, devem ser amostrados 10 individuos por espécie em cada ponto, sendo 100 provenientes de
pontos afetados e 100 de referéncia. Os girinos deverdo estar, impreterivelmente, em estagios de
desenvolvimento medianos, antes de iniciarem a reestruturagéo do intestino e absor¢éo da cauda (i.e. estagios
31 a 39, segundo Gosner, 1960) (Krohn et al 2020). Assim, se em um ponto, em determinado momento, forem
encontrados apenas girinos recém eclodidos, sera necessario retornar a esse ponto em intervalos regulares de
tempo até que as larvas possam ser coletadas em estagio adequado.

Assimetria e malformagoes

Para as andlises de assimetria flutuante (AF) e malformagdes em girinos deverdo ser analisados 200 individuos
por espécie (10 individuos por espécie em cada ponto), sendo 100 provenientes de pontos afetados e 100 de
pontos referéncia. Os girinos deverdo estar nos estagios 35-39 de desenvolvimento (Gosner, 1960). Os girinos
deveréo ser fixados em formol 10% e, portanto, ndo podem ser os mesmos que seréo utilizados pelas anélises
de contaminagéo e danos.

Para cada girino serdo medidos quatro atributos morfolégicos bilaterais: distancia narina-focinho, disténcia olho-
narina, comprimento do olho e largura do olho, além do comprimento total e estagio de desenvolvimento. As
medidas devem ser realizadas com o auxilio de software, baseado em fotografias dos girinos obtidas usando
uma plataforma ajustavel imersa em agua. As diferengas na AF serdo avaliadas de acordo com o protocolo
proposto por Palmer & Strobeck (1986).

Malformagdes serdo avaliadas utilizando-se os mesmos individuos utilizados nas analises de AF. Ser&o
avaliadas malformagdes relacionadas ao aparato oral dos girinos, visto que estudos prévios indicam que
contaminantes podem causar modificagdes nessas estruturas (Babini et al., 2015; Pérez-Iglesias et al., 2017).
Sera atribuida uma pontuagéo especifica para cada uma das 3 condi¢des observadas nos bicos cdrneos e
fileiras de denticulos dos girinos, baseado em Amaral et al. (2018). (1) Girinos com ambos 0s bicos corneos
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integros pontuarao 3, aqueles que apresentarem alteracdes em apenas um dos bicos cérneos pontuardo 2 e
girinos sem ambos 0s bicos pontuardo 3. (2) Girinos com bicos corneos com pigmentagao escura pontuarao 3,
aqueles que apresentarem despigmentagdo em um ou dois bicos pontuaréo 2 e 1, respectivamente e girinos
sem pigmentacdo em ambos os bicos cérneos pontuaréo 0. (3) Girinos que apresentarem fileiras de denticulos
labiais (LTR) intactas pontuardo 3, aqueles que apresentarem uma LTR incompleta ou alterada pontuaréo 2,
girinos sem uma das LTR ou com duas ou mais fileiras incompletas ou alteradas pontuardo 1 e girinos sem
nenhuma LTR pontuaréo 0.

As inspegles deverdo ser realizadas com o auxilio de estéreo microscdpio. Pequenas adaptagdes
metodolégicas poderdo ser realizadas dependendo da formula das LTR das espécies que forem analisadas. E
importante pontuar que algumas espécies ndo se adequardo a essa metodologia, como por exemplo, 0s girinos
de Microhylidae, que ndo possuem estruturas queratinizadas em seu aparto oral.

3. Contaminagao e danos em Phrynops geoffroanus
Amostragem

Para avaliar a contaminagao em Phrynops geoffroanus serdo amostrados 13 trechos, sendo 7 Alvo (diretamente
afetados) e 6 de Referéncia (ndo afetados) ao longo da bacia do rio Doce. E importante destacar que os trechos
amostrados precisam estar localizados a pelo menos 1 km de distancia dos trechos amostrados no projeto de
monitoramento populacional da espécie. Os trechos alvo correspondem a trechos dos rios Gualaxo do Norte,
Carmo e Doce diretamente afetados pelo rejeito. Os trechos alvo seréo distribuidos em 3 porgdes da bacia: 3
trechos entre Fundao — UHE Risoleta Neves, 2 trechos entre a UHE Risoleta Neves — UHE Baguari, 2 trechos
entre a UHE Baguari — foz do rio (Tabela 10, Figura 18, Anexo 8). Os trechos devem estar o mais distantes
possivel um do outro, respeitando a distdncia minima de 15 km na por¢éo Fundédo — UHE Risoleta Neves e de
50 km nas demais porgdes.

Os trechos referéncia, por sua vez, devem estar em rios da bacia do rio Doce nao afetados pelo rejeito. Aponta-
se 0s seguintes rios para abrigar os trechos referéncia: Carmo (trecho a montante da sua confluéncia com o
Gualaxo do Norte), Piracicaba, Santo Anténio, Caratinga, Manhuagu, Pancas, sendo um trecho em cada rio
(Figura 18). Entretanto, trechos referéncia podem corresponder a qualquer um dos demais principais tributarios
do rio Doce: Piranga, Casca, Matipd, Suagui Grande, em Minas Gerais, Guandu, Santa Joana, no Espirito
Santo. Os trechos referéncia podem estar localizados em qualquer altura dos rios supracitados, desde que
distantes pelo menos 10 km de trechos diretamente afetados, de maneira a excluir potenciais efeitos indiretos
do rompimento. A definicdo precisa da localizagdo dos trechos amostrais deveréa ser realizada em campanha
de campo que deve ser realizada etapa prévia a amostragem propriamente dita, quando caracteristicas do rio,
acessos as margens, navegabilidade (quando for o caso) e permissao de proprietarios devem ser avaliadas.
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Tabela 10: Trechos de rios onde deverdo ser realizadas as amostragens para a avaliago de contaminagdo e danos no
cagado-de-barbichas Phrynops geoffroanus na bacia do rio Doce.

Trecho Categoria Rio Localizagdo
TAO01 Alvo Gualaxo do Norte | Entre Fundao e a confluéncia do rio Gualaxo do Norte com rio do Carmo
TAG Alvo Carmo Entre a confluéncia do rio Qualaxo dq Norte comrio do Carmoe a
confluéncia com o rio Piranga.
Entre a confluéncia do rio Gualaxo do Norte com o rio do Carmo e a

TAO3 Alvo Doce UHE Risoleta Neves
TAO4 Alvo Doce Entre a UHE Risoleta Neves até a confluécnia do rio Piracicaba
TA05 Alvo Doce Entre a confluéncia do rio Piracicaba e a UHE Baguari
TA06 Alvo Doce Entre a UHE Baguari e a UHE Mascarenhas
TAO7 Alvo Doce Entre a UHE Mascarenhas e a foz do rio Doce

- Qualquer trecho do rio do Carmo localizado 10 km a montante da sua
TRO8 Referéncia Carmo confluéncia com o rio Gualaxo do Norte

A o Qualquer trecho do rio Piracicaba localizado 10 km a montante da sua
TRO9 Referéncia Piracicaba confluéneia com o rio Doce

A a Qualquer trecho do rio Santo Anténio localizado 10 km a montante da
TR10 Referéncia Santo Antonio sua confluéneia com o rio Doce

A , Qualquer trecho do rio Caratinga localizado 10 km a montante da sua
TR Referéncia Caratinga confluéncia com o rio Doce

A Qualquer trecho do rio Manhuagu localizado 10 km a montante da sua
TR12 Referéncia Manhuagu confluéncia com o rio Doce
TR13 Referéncia Pancas Qualquer trecho do rio Pancas localizado 10 km a montante da sua

confluéncia com o rio Doce
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Figura 18: Trechos de rios onde deverao ser realizadas as amostragens para a avaliagéo de contaminagéo e danos no

cagado-de-barbichas Phrynops geoffroanus na bacia do rio Doce.
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Em cada trecho, deverdo ser instaladas entre quinze e vinte armadilhas do tipo covo para a captura de
queldnios. As armadilhas serdo instaladas em pontos que reinam caracteristicas adequadas para a captura de
cagados, ou seja, que estejam localizados em locais profundos e com pouca correnteza (pogdes ou remansos),
préximos a troncos, pedras e galhadas emersas, em margens com vegetagdo marginal e pouco indicio de
utilizagdo por humanos. As armadilhas dever&o estar espagadas cerca de 30 metros umas das outras. Cada
conjunto de 20 armadilhas deve ocupar um trecho de cerca de 600 metros, considerando o espagamento
indicado. Os covos ficardo abertos durante o nimero de dias necessario para que se capturarem 10 individuos
por trecho amostral. As armadilhas poderdo, caso necessario, ser realocadas a cada dois dias, ao invés de
permanecerem estacionadas no mesmo ponto, caso nenhum individuo seja capturado nos dois primeiros dias.
De acordo com o primeiro ano da Avaliagdo Ecoldgica Rapida (Bicho do Mato Meio Ambiente, 2019) o sucesso
de captura de P. geoffroanus variou bastante entre diferentes trechos e afluentes da bacia. Dessa maneira,
para assegurar a captura dos 10 individuos adultos por area amostral, pode ser necessario que a equipe tenha
que se deslocar dentro de um determinado trecho em busca de areas onde a espécie seja mais abundante.

As armadilhas seréo iscadas com lata de sardinha em conserva de dleo perfuradas. A isca devera ser trocada
diariamente. As armadilhas serdo instaladas pela manhé/tarde e checadas na manha seguinte. Em locais com
grande taxa de roubo, as armadilhas poderéo instaladas a tarde, no horario mais avancado possivel, mas de
maneira que todas as armadilhas possam ser instaladas antes do anoitecer e retiradas na manha seguinte, o
mais cedo possivel, para diminuir as chances de furto. Em varios trechos de rio, a instalagao e conferéncia de
armadilhas devera ser realizada com auxilio de um pequeno barco de aluminio e motor de poupa de poténcia
compativel com a navegabilidade do trecho do rio, o que facilitara o acesso de ilhas € locais com menor acesso
de pessoas. Sera, portanto, necessario contar com um piloteiro com carteira de arrais para a condugéo da
embarcac&o.

Na hipétese de um baixo sucesso de captura, deve se avaliar a necessidade da utilizagédo de métodos de
captura complementares de maneira a aumentar o esforgo amostral. Se necessario, para viabilizar a captura
dos 10 individuos por localidade, devem ser usados espinheis iscados com pedagos de carne ou tripa de galinha
e redes de emalhar.

As amostragens dever&o ser realizadas em qualquer época do ano. A sazonalidade ndo é um fator a ser
considerado no que tange os objetivos relacionados & avaliagdo da contaminacdo. Deveréo ser realizadas
quantas campanhas forem necessarias para se obter 0 numero amostral designado (minimo de 10 individuos
por trecho).

O monitoramento devera ter periodicidade anual e com duragao inicial de dois anos. Caso seja verificada uma
maior concentragéo de metais, bem como maior incidéncia de danos histopatoldgicos, malformagdes ou desvios
de simetria em girinos nos trechos alvo, quando comparados aos trechos de referéncia, 0 monitoramento
desses parametros devera continuar anualmente por 10 anos. Caso néo seja verificada a contaminagéo ou
danos teciduais em individuos de trechos alvo, o projeto seré encerrado ao final do segundo ano.
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4. Contaminagao e danos em pequenos mamiferos, anfibios e répteis

A avaliagdo de contaminacdo e danos em pequenos mamiferos, anfibios adultos e répteis squamata sera feita
em trés regides distintas. Pequenos mamiferos serdo avaliados nos fragmentos florestais do trecho Fundao-
UHE Risoleta Neves, em ilhas fluviais proximas a foz do rio Doce e em restingas associadas a foz. A avaliagéo
da contaminagéo e de danos em anfibios adultos e répteis squamata devera ser feita apenas nas restingas da
foz do rio Doce. Para as avaliagdes de contaminagio e danos em espécies da herpetofauna deveréo ser
selecionadas duas espécies comuns (de preferéncia uma espécie de anfibio e outra de lagarto), bem
distribuidas e abundantes nas areas amostrais. Deverdo ser coletados pelo menos 10 individuos por area
amostral em cada periodo. Para pequenos mamiferos serao coletadas amostras de pelo menos 10 individuos
de trés espécies dentre as mais abundantes em cada regido, de habito terrestre, semifossorial ou semiaquatico.
A definicdo das espécies da herpetofauna e de pequenos mamiferos devera ser feita em campo, em
amostragens piloto, ou a partir dos dados de coleta da Avaliagao Ecologica Rapida (AER).

Para avalia¢do da contaminagao e danos em espécies de pequenos mamiferos no trecho Fundao-UHE Risoleta
Neves serdo amostrados os 40 sitios indicados no tépico de definicdo da malha amostral, sendo 20 fragmentos
Alvo e 20 fragmentos Referéncia. Em cada fragmento florestal seréo estabelecidos dois transectos, sendo um
na borda do fragmento e outro no interior, a uma distancia minima de 100 metros. Em cada transecto serao
definidos 15 postos de captura, equidistantes cerca de 15 metros entre si. Em cada posto serdo instaladas duas
armadilhas de captura viva (live trap), uma do modelo gaiola de arame galvanizado (tipo gancho) (32x15x15
cm) e outra modelo Sherman (25x8x9 cm). Uma armadilha sera disposta no solo e a outra, sempre que possivel,
em média altura (cerca de 1,5 m), presa em galhos ou cip6s. As armadilhas de captura viva serdo iscadas com
farinha de milho, banana e farinha de amendoim e serdo vistoriadas a cada manhé tendo as iscas renovadas
apds cada captura ou sempre que necessario. Adicionalmente em cada transecto seréo instalados um conjunto
de 10 armadilhas de interceptagéo e queda (Pitfall traps) constituido de baldes de 60 | em linha, interligados
por lona. As armadilhas ficardo operantes durante cinco noites consecutivas, por campanha, quando entdo
serdo retiradas ou tampadas. Para a coleta de amostras para avaliagdo de contaminantes as campanhas de
campo deverao ser semestrais, acompanhando a periodicidade das coletas relativas ao protocolo metodolégico
da Pergunta 6. As coletas deverdo ter uma periodicidade semestral (estacdo seca e chuvosa) e duragéo
programada de no minimo 5 anos, sendo analisados os resultados ao final do segundo ano para avaliagéo da
continuidade do monitoramento de contaminantes.

Para verificar se esta ocorrendo contaminagéo por elementos quimicos e danos histoldgicos e bioquimicos em
espécies da herpetofauna e de pequenos mamiferos das restingas potencialmente afetadas pela deposigéo de
rejeito, deverdo ser amostradas 6 areas, sendo 3 restingas localizadas ao norte e 3 ao sul da foz do rio Doce,
selecionadas dentre aquelas ja amostradas no &mbito do monitoramento do PG28. As areas deveréo estar
localizadas na por¢ao das restingas préximas ao litoral e estabelecidas distanciando-se a partir da foz. Em cada
uma das restingas seréo estabelecidos dois transectos de coleta de pequenos mamiferos, distantes pelo menos
100 metros entre si. Em cada transecto seréo instalados 15 postos de captura distantes de 10 a 15 metros um
do outro. Em cada posto de captura serao instaladas duas armadilhas, uma modelo gaiola e outra de modelo
Sherman. As armadilhas de captura viva seréo iscadas com farinha de milho, banana e farinha de amendoim e
serdo vistoriadas a cada manhé tendo as iscas renovadas apos cada captura ou sempre que necessario. Em
cada restinga deveréo ser instalados também dois transectos, cada um com 15 armadilhas de interceptacao e
queda (Pitfall traps) constituido de baldes de 60 | em linha, interligados por lona, perfazendo 30 pitfalls por
restinga. As armadilhas ficaréo operantes durante cinco noites consecutivas, por campanha, quando ent&o
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serdo retiradas. As armadilhas pitfall deverao ser checadas duas a trés vezes ao dia, evitando que as espécies
capturadas durante o dia sejam mortas pelo sol. A coleta de espécimes da herpetofauna nas restingas sera
realizada também por meio de busca ativa que devera ocorrer em trilhas aleatorias percorridas lentamente a
pé. Para a busca ativa as amostragens diurnas devem ocorrer entre 9:00 e 16:00 h e as noturnas entre 19:00
e 24:00 h. Os espécimes devem ser capturados manualmente ou com auxilio de elasticos. As amostragens nas
areas de restinga deverdo ser realizadas durante a estagéo chuvosa (novembro a janeiro) quando a maior parte
das espécies da herpetofauna esta em atividade. As amostragens nas areas de restinga dever&o ser realizadas
anualmente na estagao chuvosa (novembro a janeiro) quando a maior parte das espécies da herpetofauna esta
em atividade. A durag¢do do monitoramento deve ser de 5 anos, porém se ap6s o segundo ano nao forem
detectadas variagdes significativas nas concentragdes de contaminantes o monitoramento podera ser
encerrado. Os espécimes de espécies que néo forem alvo da avaliagdo de dano dever&o ser identificados e
soltos no local da coleta.

Para avaliar a contaminag@o em espécies de pequenos mamiferos nas ilhas fluviais deverao ser amostradas 5
ilhas préximas da foz do rio Doce, preferencialmente dentre aquelas ja amostradas na Avaliagdo Ecoldgica
Réapida (AER). Como comparativo, deverdo ser amostrados 3 fragmentos florestais de referéncia na regido
préxima a foz, mas distantes do leito do rio Doce. Em func¢&o da quase inexisténcia de habitats reprodutivos
para herpetofauna nas ilhas e considerando o sucesso de capturas de répteis e anfibios extremamente baixo
durante a Avaliagao Ecolégica Rapida (apenas 9 individuos de 4 espécies nas ilhas), néo foi indicada aqui a
amostragem de herpetofauna em ilhas fluviais. Em cada uma das ilhas e nos fragmentos florestais de referéncia
serdo estabelecidos dois transectos de coleta de pequenos mamiferos, distantes pelo menos 100 metros entre
si. Em cada transecto serdo instalados 15 postos de captura distantes de 10 a 15 metros um do outro. Em cada
posto de captura seréo instaladas duas armadilhas, uma modelo gaiola e outra de modelo Sherman. As
armadilhas de captura viva serdo iscadas com farinha de milho, banana e farinha de amendoim e seréo
vistoriadas a cada manha tendo as iscas renovadas apds cada captura ou sempre que necessario.
Adicionalmente em cada transecto serdo instalados um conjunto de 10 armadilhas de interceptacdo e queda
(Pitfall traps) constituido de baldes de 60 | em linha, interligados por lona. As armadilhas ficardo operantes
durante cinco noites consecutivas quando entdo seréo retiradas ou tampadas. Nas ilhas fluviais e fragmentos
de referéncia a amostragem devera ser realizada ap6s a estagao chuvosa quando as condi¢cdes de acesso as
ilhas forem adequadas. O monitoramento tera periodicidade anual com a duracao inicial de dois anos. Caso
seja verificada uma maior concentragdo de metais ou danos em espécimes provenientes de areas localizadas
mais proximas a foz, quando comparados as de pontos mais distantes, ou maior concentracdo ou danos em
espécimes de ilhas quando comparados com aqueles coletados nas areas de referéncia, 0 monitoramento
desses parametros devera continuar sendo realizado anualmente, até completar 10 anos. O monitoramento
tera periodicidade anual com a duragéo inicial de cinco anos, porém se ap6s 0 segundo ano néo forem
detectadas diferengas na concentragdo de metais ou danos em espécimes de ilhas quando comparados com
aqueles coletados nos fragmentos de referéncia, 0 monitoramento podera ser encerrado.

73



EK®S BRASIL

5. Protocolos para preparagao de amostras e analises histologicas e quimicas
Avaliagao de contaminantes no solo, agua e sedimentos

As andlises dos niveis de contaminagdo por metais no solo seguem os procedimentos metodoldgicos descritos
na Pergunta 1, deixando claro novamente que as amostras de solo devem ser coletadas nos mesmos locais de
coleta dos animais. Assim, em cada transecto de cada sitio amostral devem ser coletadas trés amostras de
solo, sendo uma no inicio, uma no meio e uma no final do transecto.

Para a associacdo entre a potencial contaminag@o em organismos de habito aquatico (girinos e cagado) e as
concentragdes de metais na agua e sedimentos, deverdo ser coletadas amostras em cada um dos trechos nos
quais os animais estao sendo coletados. Os protocolos para padronizagao das coletas de agua e sedimento e
o detalhamento das melhores técnicas de coleta e armazenamento das amostras segue o descrito no protocolo
de andlises quimicas do solo na Pergunta 1.

A coleta para avaliagdo de sedimentos deve ocorrer nas areas de deposi¢ao de sedimentos finos (argila), que
€ onde os contaminantes s&o retidos. Em lagos, reservatorios e estuarios, o acimulo de particulas finas ocorre
na regiao mais profunda; em rios, ocorre nas margens deposicionais e nas areas de remansos. Ocorre variagao
tanto vertical como horizontal dos contaminantes, sendo necessario uma coleta de 3 a 5 amostragens. O ideal
¢é fazer uma amostragem prévia para definir melhor este nimero de amostras. Para caracterizagdo dos
contaminantes, uma unica coleta anual no periodo de seca pode ser suficiente, uma vez que no periodo de
chuva ocorre uma variagéo no posicionamento de possiveis contaminantes, devido ao grande fluxo de agua
que revolve o sedimento.

Amostras de sedimentos também podem ser obtidas por mergulhadores em grandes riachos e corpos d'agua
abertos, como lagoas, lagos e oceanos. Dependendo dos métodos de amostragem usados e das analises
necessarias, as amostras podem ser coletadas diretamente em recipientes adequados ou podem ser colocados
em frascos apds a coleta.

Precaucdes devem ser tomadas ao coletar amostras de sedimentos, uma vez que o sedimento pode conter
produtos quimicos que apresentam toxicidade especifica. Estes procedimentos devem ser realizados por um
profissional experiente. Deve ser tomado um cuidado especial para ndo contaminar as amostras. Isso inclui o
armazenamento de amostras em um local seguro para evitar condi¢des que possam alterar suas propriedades.
As amostras devem ser seladas durante o armazenamento ou transporte de longo prazo.

Considerando que o sedimento e corpo d’agua nédo tenham compostos organicos volateis em quantidades
perigosas, as amostras podem ser coletadas diretamente com um amostrador do tipo En Core® ou seringa. Se
usar seringas, a amostra deve ser colocada no recipiente coletor (frasco pré-preparado de 40 ml)
imediatamente. Ao amostrar diretamente com o amostrador En Core®, o frasco deve ser imediatamente
tampado e travado. Apds a coleta, a amostra deve ser imediatamente etiquetada e armazenada em uma caixa
de gelo e resfriada.

Independentemente do método usado, se faz necessario tomar precaugdes para garantir que a amostra
coletada seja representativa do corpo de agua investigado. A carga total de sedimentos é transportada por agua
corrente de diferentes maneiras. As fases do transporte de sedimentos em geral ocorrem em um fluxo, onde a
carga total de sedimentos é geralmente dividida em duas categorias, a carga suspensa e a carga de leito. A
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carga suspensa € composta por particulas finas e € uma carga de lavagem. Como estd em suspenséo, é
transportado rapidamente pelo fluxo. A carga de leito pode ser ainda dividida em carga de contato e carga de
saltagdo. O tamanho e a concentragdo de sedimentos em um riacho geralmente aumentam da superficie para
o leito, mas também varia transversalmente em uma segéo de rio. E variam de acordo com o fluxo d'agua.

O primeiro estagio da amostragem de sedimentos em um rio é a selegé@o de um local de amostragem adequado
(habitat da fauna a ser analisada). O amostrador deve ser simples e portatil para evitar perturbagéo do fluxo. A
velocidade de influxo na boca do amostrador deve ser igual & velocidade do fluxo. A boca do amostrador deve
sempre estar voltada para a dire¢do da corrente e 0 enchimento deve ser suave. O amostrador também deve
ser capaz de coletar amostras nas profundidades desejadas.

E preciso considerar que todo corpo d’agua é heterogéneo e que, seja qual for o local de amostragem, este ndo
é totalmente representativo de todo o sistema em estudo. E fundamental que as caracteristicas fisicas,
geoldgicas e hidrologicas, entre os pontos a serem comparados sejam compativeis. Assim, dados como
granulometria, teor de matéria organica e umidade do sedimento, tipo e grau de preservagédo da cobertura
vegetal da margem, tipo de habitat amostrado e ordem do rio devem ser similares entre o ponto de referéncia
e 0s pontos a serem diagnosticados. Sao definidas as condigbes consideradas ideais, estabelecendo-se valor
ou faixa de valor, para cada parametro, que seria esperado em um ambiente preservado.

Qualquer que seja o tipo de ambiente amostrado (rios, lagos, reservatorios, estuarios e oceanos), a coleta para
avaliagéo da qualidade de sedimentos (bioldgica, fisica e quimica) geralmente ocorre nas areas de deposi¢ao
de sedimentos finos (argila), ja que normalmente sdo nesses locais que 0s contaminantes s&o retidos e a
comunidade bentdnica é mais desenvolvida e a cadeia tréfica € bem estabelecida. Em lagos, reservatorios e
estuarios o acumulo de particulas finas ocorre na regido mais profunda; em rios, nas margens deposicionais e
nas areas de remansos. A margem deposicional localiza-se no lado oposto ao da erosional, apresentando
declive mais suave e, muitas vezes, bancos de macrdfitas enraizadas.

Em estudos de sedimentos s&o considerados essenciais a avaliagdo dos seguintes parametros: pH (potencial
hidrogenidnico), Eh (potencial redox), contetido organico (carbono orgénico total - COT ou residuos volateis),
sulfetos volatilizaveis em acido (SVA), granulometria, umidade e teor de matéria organica. Em &gua de fundo,
nitrogénio amoniacal e oxigénio dissolvido sdo parametros importantes para acompanhar ensaios
ecotoxicolégicos. O nimero de réplicas pode ser definido a partir de dados obtidos na amostragem prévia,
utilizando-se férmulas que se baseiam em valores de variancia, desvio ou erro padrdo. Mas pode-se optar por
se utilizar de 3 a 5 réplicas. Em estudos de sedimento ha de se considerar também a variabilidade temporal, ja
que as variagbes sazonais podem influenciar a disponibilidade de contaminantes. Para estudos de
caracterizagao e analises de sedimentos, uma Unica coleta anual no periodo de seca pode ser suficiente.

Para andlise, 0 sedimento deve ser separado da agua por filtragao para determinagdo dos elementos quimicos
contidos tanto nos sedimentos suspensos como na fragéo dissolvida. A fragdo dissolvida é definida como a
agua e constituintes que passam através de um filtro de membrana com poros de didmetros de 0,450 mm.

As técnicas mais adequadas para determinagdo de elementos quimicos sao: Absor¢do atdmica, ICP — AES
(espectrofotometria de emissao atdbmica com plasma indutivamente acoplado) ou ICP-MS (espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado), fluorescéncia de raios X (alta resolugdo). A &gua separada do
sedimento pode ser analisada por absorgéo atébmica, cromatografia gasosa ou liquida.
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Obtencgao e processamento de amostras teciduais para analises laboratoriais

Os animais capturados deverdo ser sexados, pesados e medidos. Apds a coleta de dados biométricos os
individuos serdo acondicionados em sacos de pano ou em gaiolas e levados ao laboratério onde seréo
sacrificados. Seguindo os procedimentos recomendados pelo Comité de Etica no Uso de Animais, os animais
serdo anestesiados e submetidos a eutanasia. A coleta de material biol6gico para as analises devera seguir 0s
cuidados de prevenc¢éo de contaminagéo e deterioracdo de amostras, citados neste projeto. Os animais que
serdo utilizados para a avaliagéo histopatologica e de marcadores do estresse oxidativo terdo seu figado,
intestinos e rins retirados durante a necropsia. Para os girinos 0 uso dos rins nessas analises dependera do
tamanho dos girinos das espécies selecionadas, considerando a facilidade de dissecagéo do érgéo. Caso a
espécie seja muito pequena e consequentemente 0s seus rins, esse 6rgdo ndo sera incluido nas analises.

Para os queldnios, 0 acesso aos rgaos sera feito com a retirada do plastréo, a partir da liberagao das jungdes
entre ele e o casco com o auxilio de uma faca, na regido da saida dos membros. Para os demais vertebrados
a necrépsia, a abertura da cavidade abdominal sera feita a partir de uma incisdo mediana na linha alba. Em
seguida, serd feita uma avaliagdo macroscdpica dos érgdos abdominais e toracicos, para identificacdo de
alteragdes patologicas, presenga de parasitas e sinais de contaminagao/infeccdo. Por fim, serdo retirados
figado e rins para andlises histopatoldgicas, marcadores de estresse oxidativo e de bioacumulacdo de metais.
Adicionalmente, para girinos sera retirado o intestino. A carcaga de todos os animais, bem como amostras de
tecido muscular (acondicionadas e devidamente identificadas em criotubos com é&lcool absoluto) devem
depositadas em colegdes cientificas. As amostras de tecido muscular sdo uma forma de permitir acesso futuro
a informagao genética dos espécimes sacrificados.

Apobs abertura do abdémen, o figado sera dissecado e retirado do animal, utilizando tesoura reta com ponta
romba e pinga de dissecagéo sem dente de rato. O 6rgéo sera lavado com solugéo fisioldgica, para retirada do
excesso de sangue, pesado e avaliado macroscopicamente quanto ao tamanho, consisténcia, coloragao,
congestéo, forma das bordas dos lobos, bem como presenca de nédulos e parasitas.

A retirada de fragmentos do figado (n = 10 fragmentos/animal) seré feita a partir de cortes transversais nos
lobos hepéticos, utilizando bisturi ou laminas de barbear novas e pinga reta sem dente. Estes serdo lavados
com solugdo fisiolégica antes de serem armazenados, visando a retirada do excesso de sangue oriundo da
dissecagao. Fragmentos destinados & analise histopatoldgica (n = 4/animal) devem ter espessura entre 2-3
mm, para propiciar melhor penetragdo do fixador no tecido. Estes fragmentos seréo acondicionados em pote
plastico de 50-80 mL (tipo coletores de fezes) contendo solugéo fixadora de formalina a 10% tamponado (4
fragmentos/pote). O volume de fixador deve ser de 15 a 20 vezes o volume dos fragmentos. Este volume de
fixador garantird uma preservacdo adequada dos fragmentos. Os potes serdo mantidos refrigerados até a
chegada no laboratério. No laboratério, esse fixador devera ser trocado por solugéo fixadora nova, para manter
o poder de fixagdo da solugéo fixadora. Outros fragmentos de tecido hepatico serdo armazenados em criotubos
de 5 mL (1 fragmento/ tubo), devidamente identificados, e imediatamente congelados em nitrogénio liquido por
imersao por 5 minutos. Finalmente, os criotubos serdo armazenados em freezer a -80 oC até serem processado
em laboratério. Enquanto trés fragmentos congelados seréo destinados a anélise de bioacumulagéo de metais,
outros trés fragmentos serdo usados na avaliagéo de marcadores de estresse oxidativo (Souza et al. 2018).

Os rins esquerdo e direito serdo retirados, pesados e avaliados quanto a tamanho, forma, colorago,
consisténcia e presenga de nddulos. Serdo realizados cortes longitudinais nos rins esquerdo e direito, utilizando
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bisturi ou 1dmina de barbear e pinga reta sem dente, para obtengéo de fragmentos destinados & histologia (2
fragmentos/animal). O corte longitudinal visa garantir a presenca da regido cortical e medular nos cortes
histolégicos que serao analisados microscopicamente. Neste caso, fragmentos de drgaos devem ter espessura
entre 2-3 mm, para propiciar melhor penetragdo do fixador. Os fragmentos serdo lavados com solugéo
fisioldgica para retirada de excesso de sangue antes de seu armazenamento. Os fragmentos que contenham
melhor preservacado das regides cortical € medular juntas serdo acondicionados em pote plastico de 50-80 mL
(coletores de fezes), devidamente identificados, contendo solucao fixadora de formalina a 10% tamponado. O
volume do fixador devera ser de 15 a 20 vezes maior que o volume dos fragmentos. Os potes serdo mantidos
refrigerados até a chegada no laboratorio (Sertorio et al. 2019). No laboratorio, esse fixador devera ser trocado
por solugdo fixadora nova, para manter o poder de fixagdo da solugéo fixadora. Outros fragmentos serdo
armazenados em 4 criotubos de 2 mL (1 fragmento/ tubo), devidamente identificados, e congelados em
nitrogénio liquido por imersao por 5 minutos. Posteriormente, os criotubos serdo armazenados em freezer a -
80 oC até serem processado em laboratério. Dois fragmentos congelados serdo destinados a avaliagao de
marcadores do estresse oxidativo e 0s outros dois fragmentos seréo usados na analise de bioacumulagéo de
metais.

No caso do intestino de girinos este sera avaliado macroscopicamente quanto a organizacdo morfologica,
coloragdo e consisténcia. A presenga ou auséncia de conteudo intestinal sera feita com o auxilio de um
estereomicroscopio (Girotto et al. 2020). Em seguida, o intestino serd seccionado transversalmente em
fragmentos de 1-2 cm de comprimento, respeitando a separagéo das regides do intestino médio e posterior. Os
fragmentos serdo fixados em solugéo de formalina 10% tamponada por 24 h (3 fragmentos/pote), devidamente
identificados. Depois de fixados, os fragmentos de intestino serdo delicadamente lavados com solucédo
fisioldgica, utilizando uma seringa de insulina, para retirada do conteudo intestinal. Os potes contendo os
fragmentos de 6rgéos serdo mantidos refrigerados até a chegada no laboratério. Neste local, a solugao fixadora
devera ser trocada por solugdes novas, para garantir o poder de fixagdo. Durante todo o processo, o volume
do fixador devera ser de 15 a 20 vezes o volume dos fragmentos (Arauco et al. 2007; Souza et al. 2018; Sertorio
et al. 2019). As algas intestinais restantes poderdo ser lavadas, para retirada do conteudo intestinal,
armazenadas em criotubo de 5 mL e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido por imersdo por 5
minutos. Finalmente, o criotubo sera armazenado em ultrafreezer a -80 oC.

Processamento histoldgico dos fragmentos dos érgaos

Para fragmentos de 6rgéos de girinos (figado, rins e intestino), apds 24 h de fixagéo, os fragmentos seréo
desidratados em série crescente de alcool etilico (70, 80, 90, 100%) de 1 h cada, passagem por solugéo de
alcool absoluto: xilol (v/v) por 1 h, diafanizagdo em xilol usado 1 x por 1 h, solugéo xilol PA novo por 1 h, e
imersdo em 2 banhos de parafina liquida em estufa a 600C por 1 h cada. Para as amostras dos demais
vertebrados, apés 24 h de fixagdo, os fragmentos serdo desidratados em série crescente de alcool etilico (70,
80, 90, 100%) de 2h cada, diafanizagdo em xilol PA por 2h e imersdo em parafina liquida em estufa a 600C.
Cortes histolégicos com 4 um de espessura serdo obtidos utilizando micrétomo rotativo (RM 2255, Leica
Biosystems, Nussloch, Alemanha) e navalhas de ago de alto perfil 818. Os cortes serdo corados com
hematoxilina-eosina (H&E) e analisados em microscépio de luz nas objetivas de 10, 20, 40 e 100 x. Nesta
andlise, serdo observados o grau de integridade dos tecidos, bem como a presenca de alteragdes histoldgicas
como degeneragao, necrose, desprendimento celular, apoptose e infiltragao leucocitaria, que podem indicar
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toxicidade (Brasileiro Filho 1998; Arauco et al. 2007; Souza et al. 2018; Sertorio et al. 2019).

Avaliagao de marcadores do estresse oxidativo

A atividade das enzimas catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e glutationa S-transferase (GST) seréo
realizadas utilizando-se 100 mg de cada fragmento de 6rgdo congelado previamente no nitrogénio. Os
fragmentos serdo homogeneizados em 1 mL de tamp&o fosfato salino (PBS) e centrifugados a 3500 xg por 10
minutos a 5°C (Souza et al. 2018; Sertorio et al., 2019). O pellet devera ser congelado para analise das proteinas
carboniladas (PC), enquanto o sobrenadante sera utilizado nos ensaios de atividade enzimatica e determinagéo
de malondialdeido (MDA). A atividade da SOD sera avaliada pelo método de pirogalol, baseado na habilidade
desta enzima de catalisar a reacdo do superdxido (02) e perdxido de hidrogénio (Dieterich et al. 2000),
enquanto que a atividade de CAT seré avaliada de acordo com o método de Aebi (1984), pela mensuracdo da
cinética de decomposicdo do peroxido de hidrogénio. Ja a atividade de GST sera estimada no
espectrofotdmetro a 340 nm como descrito por Habig et al. (1974) e calculada pela taxa de oxidagdo de NADPH.
Para as analises de MDA, produto final da peroxidacéo lipidica, o sobrenadante sera reagido com solugéo
TBARS (15% écido tricloroacético, 0,375% é&cido tiobarbitarico, 0.25N HCL) por 15 minutos. A formagéo de
substéncias reativas ao cido tiobarbiturico sera monitorada a 535 nm como descrito por Buege e Aust (1978).
A concentragao de PC, produto da oxidac&o de proteinas, sera mensurada bioquimicamente pela adigdo de 0,5
mL de solu¢do dinitrofenilhidrazina aos pellets de tecido. Os danos as proteinas serdo determinados no
sobrenadante final, baseado nos grupos carbonil da reagdo com DNPH e mensurado em espectrofotometria a
370 nm (Levine et al., 1990). Os niveis de proteina total nos drgdos serdo determinados de acordo com Bradford
(1976).

Analise de contaminagdo em insetos e pequenos vertebrados terrestres

As concentragdes dos elementos quimicos em drgaos e tecidos animais s&o bons indicadores do fisioldgico e
condigdes patolégicas dos animais. Os valores normais das concentragdes elementares em cada érgao e tecido
sa0 necessarios conforme dados de referéncia para experimentos com animais e ja séo bem estabelecidos e
tabelados. Houve uma série de relatorios sobre as concentragdes de varios elementos nos 6rgaos de animais
experimentais em condigdes normais e patolégicas. Varios equipamentos podem ser utilizados na detecgéo de
desses elementos quimicos e de possiveis contaminantes, como espectrometria de absor¢ao atdbmica, analise
de fluorescéncia de raios-X, espectrometria de emissao atémica por plasma acoplado indutivamente (ICP-AES)
e espectrometria de massa por plasma acoplado indutivamente (ICP-MS).

Cada equipamento tem uma sensibilidade diferente e a escolha depende da quantidade de elemento que se
deseja detectar (contaminagao alta ou tragos). Para detecgdo de tragos, a espectrometria de massa de plasma
acoplada indutivamente (ICP-MS) é a técnica mais precisa incluindo amostras biolégicas e vegetais. As
principais vantagens do ICP-MS sobre os outros métodos sao seus limites de detecgao mais baixos; velocidade
analitica, relativa falta de interferéncia quimica e capacidade multi-elementar.

Os animais podem ser coletados vivos ou abatidos. Para girinos, a analise de bioacumulagéo de metais sera
feita utilizando o girino inteiro, sem o intestino. Para isso, cada réplica de amostra (ou pool de amostra) sera
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composta por no minimo 10 girinos, coletados na mesma unidade amostral (lagoa), garantindo que eles tenham
sido expostos as mesmas condigdes ambientais. Desta forma, serd possivel obter um pool contendo 1g de
matéria Umida, valor necessério para a anélise de bioacumulagdo em ICP-MS. Portanto, apds a retirada do
intestino, cada pool amostral sera armazenado em envelope de papel aluminio devidamente identificado, e
imediatamente congelado em nitrogénio liquido por imers&o durante 5 minutos. Em seguida, o envelope sera
armazenado em freezer a -20 °C até o processamento seguinte.

Apos coleta do material, os animais inteiros ou os érgéos devem ficar acondicionados em freezer ou container
a-70°C até processamento em laboratério. A liofilizagdo sera utilizada para armazenamento das amostras e
envio para laboratérios de andlise de metais. As amostras biologicas armazenadas em ultra-freezer a -70 °C
serdo cortadas em pedagos e levadas ao liofilizador, com os criotubos destampados e cobertos com parafilm.
Apobs serem colocados dentro do liofilizador, estes serdo secados por 10 a 24 h. As condi¢des de secagem por
liofilizag&o serdo: presséo 4,2 mm Hg, temperatura de congelamento -70 °C, temperatura do condensador de -
40 + 5 °C e temperatura de trabalho -30 + 1 °C. Os criotubos contendo os fragmentos liofilizados seréo
imediatamente fechados com as respectivas tampas ainda no interior do liofilizador, para eliminar a
possibilidade de reabsorcado de agua. Apés liofilizagao, os materiais devem ser secos a 70 °C por 3 h em forno
elétrico. Os produtos obtidos serdo acondicionados sob refrigeracédo até envio para o laboratério de anélise de
metais (laboratorio credenciado ou de alta confiabilidade).

As analises devem ser realizadas em triplicata para determinag&o de erro de medida e comparada com padrdes.
Para a anélise quimica, 200 microgramas de amostra deve ser pré-digerida em um béquer de Teflon com uma
solugéo &cida de 7,5 ml de HNO3 (68%) e 1,0 ml de HF (38%) a 80 °C por 3 h. Em seguida, a amostra em
solugdo acida deve ser transferida para um vaso de Teflon PFA e aquecida em um digestor de microondas por
2 h a uma pressao de aproximadamente 80 psi. Apos o resfriamento, o conteudo deve sofrer evaporacéo a
cerca de 150°C. Em seguida, deve ser adicionado uma solugéo de 1,0 ml de HNO3 e 0,4 HCI04 (70%) na
propor¢do de 2 para 1 e a solugdo deve sofrer aquecimento até a secura. Finalmente, o residuo deve ser
dissolvido em 1,0 ml de HNO3 (27%) e coloca-se agua deionizada até um volume final de 20 ml. As solugdes
4cidas e a 4gua de diluicdo devem ser reagentes de grau ICP/MS. As solugdes obtidas devem ser filtradas em
filtros de membrana de 0,45 um e mantidas a —10 °C até as medigdes (absorcao atémica, ICP-AES ou ICP-
MS).

Para a microscopia eletronica de varredura as amostras liofilizadas devem ser embutidas em resina especial
para microscopia ja na forma adequada. Para a microscopia eletronica de transmisséo de alta resolugéo as
amostras congeladas podem ser cortadas utilizando-se um crio-micrétomo e/ou as amostras liofilizadas devem
ser cortadas num micrétomo. As amostras cortadas séo colocadas em uma grade de cobre especial para
microscopia eletronica de transmiss&o.

Especiagao quimica é definida como um processo de identificagéo e quantificacdo das diferentes formas ou
fases (grau de oxidag&o e/ou tipo de ligagdo quimica) em que um elemento pode estar presente em um material.
Se necessario fazer a especiagao quimica dos elementos ela poderéa ser realizada através de microscopias de
alta resolugéo com difragéo de elétrons e sondas EDS e EELS, para medidas locais. Estas medidas podem ser
interessantes por utilizar muito pouca quantidade de material.
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Prevengao de contaminagoes, deterioracao e perdas de amostras

Os cuidados necessarios para a garantia da ndo contaminagéo e preservagéo das amostras biologicas durante
sua coleta, armazenamento, envio para o laboratorio e analises laboratoriais devem prevenir adulteragao das
amostras pela contaminagdo externa, bem como perda das caracteristicas de interesse. Para isso, antes das
coletas de amostras, superficies de bancadas e equipamentos serdo limpos utilizando-se materiais adequados
para minimizarem-se perdas de amostras por absorcao de elementos-tragos nos recipientes laboratoriais. Essa
limpeza deve ser feita utilizando-se solugéo diluida de detergente anidnico, utilizando-se como referéncia
material aprovado pela EPA (2000), escovando-se as superficies com escova plastica e lavando-as com agua
destilada. Todos os instrumentos e utensilios ndo metalicos (baldes, bandejas, grelhas, tabuas de corte) serdo
descontaminados por meio de lavagem com detergente anidnico e subsequente imers&o em solugéo &cida (5%
de é&cido cloridrico ultra-puro) por 8 horas e rinsagem com agua deionizada (EPA, 2000; Wilde, 2004). Os
materiais metalicos serdo lavados com solugéo detergente anibnica e rinsados com agua deionizada (EPA,
2000; Wilde, 2004). Quando possivel, seréo utilizados instrumentos metélicos descartaveis, principalmente os
instrumentos de corte (bisturis descartaveis).

As amostras serao obtidas de um animal por vez, utilizando instrumentos, vidrarias e potes devidamente livres
de contaminantes. Posteriormente & coleta, serdo conduzidos procedimentos de descontaminagéo e de limpeza
de bancadas e instrumentos entre o processamento de cada individuo. Todos os recipientes nao descartaveis
(placas de petri, béquers) seréo submetidos a procedimentos apropriados de descontaminagao antes de usa
reutilizacdo (EPA, 2000; Wilde, 2004). Ap6s a descontaminagéo, os instrumentos serdo acondicionados em
sacos plasticos e armazenados em caixas plasticas. As amostras biolégicas deverdo ser armazenadas de
acordo com as condi¢Oes descritas no presente projeto, que envolve a preservagdo em solugao fixadora de
amostras para andlises histopatoldgicas, bem como congelamento em nitrogénio e armazenamento em
temperatura de -800C no caso de amostras para analises de bioacumulagdo. O acondicionamento dessas
amostras seré realizado em recipientes ndo permeéaveis antes do congelamento para prevenir o contato das
amostras com agua de degelo. No processamento de cada amostra, serdo utilizadas luvas exclusivas, que
serdo descartadas ao final de cada procedimento laboratorial.

Eutanasia dos animais: Cuidados éticos e avaliagdes a necropsia

Espécimes de pequenos roedores e cagados-de-barbicha, destinados a analise de metais e danos teciduais
determinados neste projeto, seréo eutanasiados seguindo a Resolugdo 1000 de 11 de maio de 2012 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria sobre condutas éticas de eutanasia de animais.

A eutanasia e necropsia devera ser realizada por um médico veterinario com experiéncia na area de patologia
veterinaria, com o objetivo de: (i) garantir a correta dissecagéo e retirada dos érgdos selecionados para as
analises de acumulo de metais e analises histoldgicas e (i) identificar alteragcdes organicas importantes para
interpretagé@o de resultados, como presenga de ectoparasitas e endoparasitas, deficiéncias nutricionais que
influenciam o escore corporal do animal, alteragdes patoldgicas, neoplasias, infecgdes bacterianas e virais. A
indicagé@o do profissional para realizagdo das necropsias baseia-se no fato de que os animais aqui avaliados
sa0 de vida livre, sem controle ou histérico prévio conhecido.
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5.1.3. Perguntas e indicadores que buscam entender os efeitos derivados do
impacto original nas comunidades de flora e fauna.

Pergunta 4 - Qual o efeito do rompimento da barragem e consequente derramamento de rejeitos que
avangaram sobre a vegetagao natural, na redugao de florestas, na alteragdo da diversidade (taxonémica,
filogenética e funcional), na estrutura e funcionamento das comunidades vegetais remanescentes que
receberam rejeito, tendo como base o contexto original da paisagem regional?

Contextualizacdo

A cobertura florestal tem se transformado profundamente nas ultimas décadas no Brasil € no mundo (Sloan et
al. 2019). De inicio, vastas extensdes de florestas tropicais maduras foram convertidas para usos
agropecuarios, resultando em um dréstico declinio da cobertura florestal em paisagens transformadas pelo
homem. No entanto, muitas dessas paisagens tém passado por um processo de transigao florestal, resultando
numa reversao da tendéncia histérica de perda de cobertura florestal e dando inicio a uma fase de ganho de
cobertura (Nanni et al. 2019). Como consequéncia, a cobertura florestal que era antes constituida
essencialmente de florestas nativas maduras tem se transformado num mosaico bastante heterogéneo de
diferentes tipologias florestais, cada qual exercendo fungbes ambientais especificas e, consequentemente,
diferentes contribuicdes para a natureza e bem-estar humano. No entanto, pouco se sabe sobre onde estao
essas novas florestas e suas diferentes tipologias, como elas provém diferentes fungbes ambientais e como
essas fungdes poderiam ser maximizadas para a conservagdo da natureza como o bem-estar humano
(McDowell et al. 2020).

Hipdteses e predicdes

o A hip6tese geral € que nos fragmentos onde o rejeito ndo eliminou totalmente as florestas, mas
adentrou de alguma forma e ficou depositado no chéo da floresta, a dinémica florestal deve estar
sendo fortemente alterada, assim como o provimento de servigos ecossistémicos por esses
fragmentos. Essa alteragdo deve estar ocorrendo em fungdo das alteragbes abiéticas
(caracteristicas de solo e dindmica da agua) e bidticas, como enterramento do banco de
sementes, pela eliminagdo dos regenerantes, e outros, que resultardo na degradagao desses
fragmentos ao longo do tempo.

e Espera-se que a degradacao da comunidade deve se expressar por perda gradual de diversidade,
por mudangas na composi¢do e estrutura das comunidades nas areas impactadas direta ou
indiretamente pelo rejeito e por reducdo no fornecimento de servigos ecossistémicos, tendo como
referéncia as areas naturais existentes na regido. Portanto, espera-se que hoje, 5 anos apds o
rompimento, a composic¢ao, a estrutura e o fornecimento de servigos ecossistémicos nas manchas
de vegetagdo onde foi depositado o rejeito seja distinta daquela constatada na porgao do
fragmento que néo sofreu a deposigao de rejeito e nas areas de referéncia. Espera-se ainda, que
com as avaliagdes periddicas, se confirme que as agdes de recuperagao definam uma trajetoria
de sucesso a esses fragmentos impactados, se aproximando as referéncias.

Indicador(es) proposto(s)
o Diversidade, estrutura, composicao e funcionamento das comunidades vegetais.
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Protocolo metodologico

Para avaliar os efeitos da deposicdo de rejeito na estrutura, funcionamento e provimento de servigos
ecossistémicos em florestas remanescentes do dominio espacial do PG 30, serdo avaliados 40 fragmentos de
vegetacdo natural (estagio médio ou avangado), sendo 20 fragmentos em contato com o rio ou a faixa de
deposito do rejeito (fragmentos Alvo) e 20 fragmentos sem contato com o rio e fora da faixa de deposicéo de
rejeito (fragmentos Referéncia). Em cada fragmento serdo alocadas 6 parcelas de 30x30m (900m2),
distribuidas em dois transectos, um na borda (onde ocorreu deposi¢do de rejeito) e um no interior (fora da
deposigao de rejeito). O transecto da borda vai descontar os primeiros 10 metros de borda para alocagao do
transecto. O transecto da borda esta distante no minimo 100 metros do transecto do interior. Em cada transecto
serdo alocadas 3 parcelas permanentes, de 30x30m cada, distantes no transecto pelo menos 50m uma das
outras (Figura 19). As parcelas deverdo ser amostradas com periodicidade anual durante 5 anos.

Figura 19: Desenho amostral dos transectos com 3 parcelas permanentes cada de 30x30m, distantes 50m no transecto.
O transecto na borda representa o limite entre a deposicéo de rejeito e a vegetagdo remanescente sem deposicdo de
rejeito. O interior é a porgdo do fragmento sem deposicédo de rejeito.

0 a o Interior
50 m
30m >=100m
(= a c Borda

30m

Para cada parcela, instalar uma estaca de cano de PVC em cada quina da parcela, utilizando a técnica de
controle de angulo e distancias a partir dos valores de Azimute da bussola e trena (coletar o Azimute de um
dos lados da parcela). A estacas devem ser fincadas firmemente ao solo com a ajuda da marreta, e quando
necessario também com a escavadeira. Em cada avaliagdo em campo das parcelas, o limite lateral da parcela
deve ser delimitado com uso de barbante amarrado as estacas, para facilitar a definicio das arvores que estao
dentro e fora da parcela. O barbante deve ser retirado ao fim das coletas na parcela (sugestdo: no caso de
APP, fazer a primeira lateral paralela e beirando o rio). Para cada avaliagéo as planilhas de campo devem ser
digitalizadas através de fotos com a cdmera fotogréfica e isso devera ser armazenado em um banco de dados
construido especificamente para esse programa.

Para amostrar cada parcela nos Fragmentos Florestais Remanescentes, propde-se a metodologia de avaliagdo
dos beneficios ambientais e do provimento de servigos ecossistémicos de Brancalion & Rodrigues 2019, onde
em cada parcela de 30x30m seréo amostrados os seguintes indicadores de diversidade, de composicéo, de
estrutura e de provimento de servigos ecossistémicos.
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Diversidade, composigao e estrutura das comunidades vegetais - Inventario florestal

No inventario florestal seréo plaqueados, mensurados e identificados todos os individuos de arbustos, arvores,
palmeiras ou samambaia-agu com pelo menos um fuste com didmetro a altura do peito - DAP =5 cm. O DAP
sera mensurado com fita diamétrica. As placas devem ser colocadas nas arvores sempre voltadas para o
mesmo sentido (ex: voltadas para o norte), para facilitar o controle de campo e garantir que nenhum individuo
deixe de ser mensurado ou seja mensurado mais de uma vez. Todos os fustes com DAP =5 cm de um mesmo
individuo deverado ser mensurados e seus valores informados na planilha de campo.

A dominancia das copas de arvores de cada arbusto, arvores, palmeiras ou samambaia-agu sera classificada
em uma das seguintes classes: 1) suprimida (S): arvores cujas copas estdo abaixo do nivel geral do dossel e
néo recebem luz direta. As copas sao geralmente curtas, esparsas e estreitas; 2) intermediaria (1): arvores cujas
copas ocupam uma posi¢do subordinada no dossel. Eles recebem alguma luz direta de cima, mas nenhuma
luz direta dos lados. As copas sdo geralmente estreitas e / ou unilaterais, e mais curtas que as arvores
dominantes e codominantes. 3) co-dominante (C): arvores cujas copas compdem o nivel geral do dossel. Eles
recebem luz direta de cima, mas pouca ou nenhuma luz dos lados. Geralmente s&o menores que as arvores
dominantes.; 4) dominante (D): Arvores cujas coroas se estendem acima do nivel geral do dossel. Eles recebem
luz total de cima e alguma luz dos lados. Geralmente, eles tém as maiores e mais completas coroas do estande.

Devem ser mensurados também os individuos mortos em pé com DAP = 5 c¢m (i.e. arvores sem folhas e com
cambio abaixo da casca morto, 0 que pode ser observado pela raspagem da casca da arvore com facéo e
observacdo se a parte interna da casca apresenta coloragdo verde). Deve-se registrar o DAP da arvore (quando
a arvore nao tiver altura de 1,30 m, medir a circunferéncia a altura do peito - CAP a 0,30 m do solo) e classifica-
la quanto ao seu grau de decomposicao (GD), mas sem a necessidade de plaqueamento ou identificacéo:
e GD1: Arvore morta (sem folha e floema aparentemente seco), em que o processo de
decomposigao ainda nao é evidente,
e GD2: Arvore com sinais iniciais de decomposi¢do, com casca ja “desmanchando” e galhos se
soltando com facilidade,
e GD3: Arvore em que o processo de decomposicdo ja se encontra em estagio avangado, com
casca e tronco se desfazendo ao toque,
o GD4: Arvore em fase final de decomposigéo, em que todo o tronco cai no chdo ou se desfaz com
um leve toque

Deve-se coletar o material botanico, conforme descricdo abaixo, de um individuo de cada espécie presente na
parcela. Ou seja, mesmo que uma determinada espécie ja tenha sido coletada na parcela vizinha, novamente
devera ser coletado um ramo para identificagdo botanica no caso dessa mesma espécie voltar a ser encontrada
numa outra parcela da mesma area. Deve-se indicar na planilha de qual individuo do inventario foi realizada a
coleta do material botanico, para que, a partir do numero da placa de identificagdo do individuo, possa-se
retornar a0 mesmo para a coleta de um outro material botanico. E necessario indicar na planilha quando mais
de um individuo pertence & mesma espécie.

A coleta do material botanico consiste na coleta de ramos (de preferéncia com material reprodutivo — flores e/ou
frutos) para confecgdo da exsicata, contendo pelo menos algumas folhas completas e bem desenvolvidas
(atentar para n&o coletar somente uma folha composta). Quando o individuo nao apresentar flores efou frutos,
coletar apenas 1 ramo, mesmo que tenha conhecimento da espécie (lembrando da regra: coletar uma amostra
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de cada espécie da parcela). Quando o individuo apresentar flores e/ou frutos, coletar de 3-5 ramos do mesmo
individuo. Na impossibilidade de coleta dos ramos, deve-se retirar um pedago da casca do individuo, incluindo
a parte interna da casca. O numero da placa metélica fixada no individuo devera ser anotado em um pedaco
de fita crepe e este devera ser fixado na base do ramo. Na coluna “caracteristicas” da planilha de campo,
deverao ser informadas caracteristicas adicionais da espécie que facilitem sua identificagao (ex: “presenca de

latex”, “cheiro da folha” e “cor da flor”). O material botanico coletado em campo deve ser preparado no mesmo
dia, como detalhado no tdpico 5.

Os individuos com DAP < 5 cm mas com altura = 2 m dever&o ser contados, mas ndo deverao ser plaqueados,
identificados ou ter o DAP medido. Individuos regenerantes com altura entre 50 e 200 cm deverao ser contados
em uma sub-parcela de 4 m x 25 m (Figura 1). Em monoculturas abandonadas ou em uso, consorcios de poucas
espécies, e macigos de invasoras, devera ser medida a altura de 15 individuos com DAP = 5 c¢m, sendo 5
grandes, 5 médios e 5 pequenos, a serem definidos em fun¢éo da distribuicdo diamétrica do plantio, com o uso
de um hipsémetro digital Vertex. Esses dados seréo posteriormente utilizados para a formulagdo de uma
equacgao alométrica (Altura ~ CAP). O grau de infestacdo por lianas ou gramineas na parcela sera classificado
como 0; 0% — 25%; 25% — 50%; 50% — 75%; e 75% — 100%.

Para cada material botanico coletado, sera criado um cédigo de identificacdo Unico do coletor (ex.: “AP100”,
onde “AP” corresponde as iniciais de nome e sobrenome do coletor e 0 “100” ao nimero de coleta do respectivo
coletor). Deve-se anotar na planilha de inventario o codigo que cada coleta recebeu. Devera ser montada uma
exsicata com cada material botanico. Para a confec¢do das exsicatas, os ramos devem ser colocados entre
folhas de jornal (jornal-folha-jornal) com o cédigo de identificagédo do ramo escrito a lapis dermatogréfico no
jornal. As unidades jornal-ramo-jornal devem ser empilhadas e prensadas entre duas folhas de papeldo. Depois
de prensadas, as exsicatas deverao ser secas em estufa (70°C por 72h), quando houver uma estufa disponivel
no local de coleta. Na auséncia de uma estufa (situagdo dominante nas areas de estudo), as exsicatas ja
prensadas deverao ser conservadas em alcool. Para isso, o pacote de exsicatas prensadas sera inserido em
um saco plastico grande, transparente e resistente, e posteriormente embebido com o alcool (ideal:
concentragdo 92% — nao usar alcool com concentragdo menor que 70%). Embora o armazenamento em alcool
possa conservar 0s ramos por meses, deve-se realizar verificagdes periodicas para garantir que o interior do
saco plastico figue sempre Uumido com alcool. Todas as exsicatas, e respectivas duplicatas deverdo ser
incorporados em pelos menos 2 herbérios cadastrados existentes dentro da bacia do rio Doce.

Fungoes ecossistémicas
Madeira morta caida

A madeira morta caida (i.e. troncos e galhos) sera quantificada pelo método de interceptagéo, utilizando-se
duas linhas de 30 m cada instaladas em duas bordas opostas da parcela (Figura 20). Toda madeira morta caida
com didmetro = 10 cm que intercepte essa linha tera seu didmetro medido, enquanto galhos com didmetro <
10 cm ser&o contados em secgdes equivalentes a 20% da linha (6 m do comprimento total). A madeira morta
caida sera classificada pelo grau de decomposicéo (GD):

o GD1: Madeira sélida com folhas ou pequenos galhos presos

e (D2: Madeira sélida com casca intacta, mas sem folhas ou galhos
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o (GD3: Madeira solida, com a casca se desfazendo
o (GD4: Madeira podre, fragil, que pode ser quebrada se chutada
o (GD5: Madeira podre, fragil, que pode ser facilmente quebrada

Serapilheira

Seréo coletadas amostras da serapilheira depositada sobre o solo, considerando-se como serapilheira todo o
material vegetal (e.g. folhas, galhos, cascas, frutos, flores), sem distingao do tipo de planta a que o material
pertence (e.g. gramineas, arvores, samambaias), disponivel sobre a superficie, incluindo-se materiais em
qualquer nivel de decomposicao (e.g. de folhas verdes a folha j& muito decompostas). A serapilheira devera
ser coletada em trés pontos por parcela, ao longo de sua diagonal, sendo um ponto de coleta no centro e dois
préximos as extremidades da diagonal. Essa coleta seré realizada com quadrados amostrais (dimensionados
com trena ou confeccionados com madeira) com dimensdes de 25 x 25 cm, nos quais a serapilheira devera ser
cuidadosamente removida, tomando-se o cuidado para nao desestruturar o solo embaixo da serapilheira (evitar
puxar raizes e galhos que possam estar presos ao solo; Figura 20).

As amostras de serapilheira serdo acondicionadas em sacos de papel, nos quais devera ser anotada a
identificacdo da amostra. Os sacos de papel contendo a serapilheira serdo secos em estufa de circulagdo
forcada a ~40°C por no minimo 2 dias, até obter o peso seco constante. O material ja seco sera entdo removido
do saco de papel e pesado em balanga de precisdo, devendo-se informar os resultados em gramas.

Solos

Amostras de solo seréo coletadas nos mesmos pontos de amostragem de serapilheira, logo ap6és a coleta desse
material. Utilizando um trado, serdo obtidas duas amostras nas profundidades de 0-10 cm e de 10-20 cm em
cada um dos trés pontos, gerando uma amostra composta de cada profundidade, que serdo acondicionadas
em sacos plasticos, onde sera anotada a identificacdo da amostra, com duas respectivas profundidades. Serao
coletadas em seguida uma amostra indeformada de solo em cada ponto. Utilizando um amostrador de solo,
serdo obtidas amostras com anel volumétrico de volume conhecido na profundidade de 0-10 cm. Sera feito o
tolete e essas amostras serdo acondicionadas em um unico saco plastico, que sera identificado. No ponto
central, mais uma amostra de solo indeformado sera coletada. O anel ja contendo a amostra indeformada de
solo devera ser embalado em plastico filme e identificado.

Para as analises quimica e de matéria organica do solo seréo utilizadas as amostras deformadas de solo,
coletadas em cada parcela. O protocolo para avaliagdo dos metais contaminantes no solo segue o descrito na
Pergunta 1. Devera ser coletada uma amostra composta resultante de nove pontos de amostragem. Essa
andlise devera ser realizada em laboratério credenciado ou de referéncia. Os passos para a anélise séo:
a) cada amostra de solo coletada em campo, é transferida do saquinho de coleta para
uma bandeja de aluminio, devidamente identificada com as informagdes da amostra (parcela,
ponto de coleta da parcela, més e ano de coleta), e levada para a estufa a 40 °C, na qual
permanecera por 3 dias.
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b) Apbs completados os dias em estufa, as amostras séo retiradas uma a uma para a
préxima etapa de processamento. A amostra, agora seca em estufa, é macerada, peneirada
em peneira de 2 mesh e transferida uma pequena proporgéo para um frasco de acrilico, no
qual sera realizada uma posterior etapa de peneiracdo, em peneira de 0,5mm, assim estando
pronta para a quantificacio de carbono e nitrogénio presentes na amostra.

C) O restante da amostra de solo j& peneirada € devolvido nos saquinhos originais e
encaminhada para o laboratério responsavel pelas demais analises.
d) Para a analise de carbono e nitrogénio é utilizado o equipamento “Leco Truspec

Micro”, no qual a amostra é queimada em alta temperatura (1050°C) com oxigénio ultra puro,
sendo o carbono convertido em CO? e esse CO? é lido pela célula de infravermelho, ja o
nitrogénio € lido por condutividade térmica.

Para as andlises fisicas do solo um conjunto de procedimentos devera ser realizado. A condutividade hidraulica
tem como objetivo identificar a relagdo entre a carga e a velocidade que a 4gua pode se movimentar por uma
amostra de solo. Para essa analise s&o utilizadas as amostras indeformadas de solo, coletadas em cada
parcela. Considerando duas amostras por parcela, com anéis metalicos de aproximadamente 88cm®. Essa
andlise é realizada em laboratérios de anélises fisicas credenciados e com certificagao de qualidade. Os passos
para a analise séo:
a) Em cada um dos anéis metélicos de amostras indeformadas é colocado na
extremidade inferior uma membrana de tecido do tipo morim, fixada por um elastico de
borracha. Observagdo: a membrana e o elastico de borracha respectivos de cada amostra
devem ser pesados anteriormente de serem fixados ao anel, em balanca de preciséo para
que néo seja considerado o peso desses componentes nos calculos das etapas de analise

fisica.

b) Um lote de anéis metalico preparados, como indicado acima, deve ser reservado
em um recipiente plano contendo agua até que o solo contido nos anéis atinja a saturagéo.
C) Em seguida, colocar na parte superior de cada anel metalico, um outro anel, com o

z

mesmo didmetro e espessura, sendo fixado com auxilio de fita adesiva impermeavel. E
importante manter a identificagéo das amostras a vista para que néo ocorram confusdes.

d) Com as amostras saturadas e fixas com dois anéis (um acima do outro), é inserida,
pela extremidade superior, uma camada de | de vidro em sua superficie de solo, para que a
mesma ndo sofra alteracdes em suas estruturas fisicas com a percolagéo da agua, na etapa
a seguir.

e) As amostras s&o posicionadas nos suportes e seus volumes completados com agua
deionizada. S&o inseridas mangueirinhas dentro de cada amostra de forma que ela a
abastecera com &gua, conforme a infiltragdo ocorre. Estas mangueiras fazem parte do
equipamento (permedmetro), composto por um ou dois cilindros de vidro com &gua
deionizada que devem estar posicionados nivelados com o tubo do reservatério, de modo
que a parte inferior fique em nivel com a parte superior do anel, para manter a carga hidraulica
de 2 cm de altura.

f) Abaixo de cada um dos suportes é colocado uma proveta para captar o volume de
agua percolado pelo solo durante a analise.
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g) Medir com proveta o volume percolado a cada dez minutos de percola¢do de agua,
durante um total de 120 minutos. Continuar as avaliagdes apos este periodo se o coeficiente
de varia¢do das trés ultimas amostras for maior que 20%.

h) Anotar o volume percolado. A medida quantitativa da condutividade hidraulica é
obtida por meio da aplica¢éo da equagéo de Darcy ap6s um periodo de avaliagéo de uma a
duas horas; caso ainda ocorra variagdes, continuar as avaliagbes até quando os valores
forem constantes.

Para a avaliacdo da retencdo de agua (Panela de Richards), as amostras de solos sao dispostas em um meio
poroso (placa de ceramica) e dessaturadas até o equilibrio com um potencial aplicado por pressurizagao. Para
manter a pressurizagdo, as amostras séo mantidas em camaras herméticas, sobre placas porosas de ceramica,
previamente saturadas com &gua desaerada, providas de um sistema de drenagem, sendo a pressuriza¢éo
fornecida por um sistema com compressores, reguladores de pressdo e mandmetros. O potencial (presséo)
desejado é ajustado e, consequentemente, a &gua retida com forgas menores que o potencial aplicado move-
se em diregao e através da placa cerdmica, passando para o sistema de drenagem. O equilibrio é determinado
quando a drenagem do efluxo cessa e o conteudo de agua € estimado gravimetricamente por pesagem. Os
passos para a analise sao:

a) Finalizado o processo de condutividade hidraulica, retira-se a fita € o anel superior

de cada amostra para entdo satura-las novamente. Atingindo o ponto de saturagéo deve-se

pesar as amostras saturadas (com a membrana e elasticos presos ainda) e anotar os valores

obtidos.

b) Posiciona-se entdo as amostras dentro da panela de Richards, acomodando-as

acima de uma placa porosa de cerdmica que auxilia no escoamento da agua que sairé de

dentro da amostra.

C) Fecha-se a panela e o equipamento devera ser calibrado em uma pressao de XX

kpa, de forma que esta presséao forgara a a4gua dos micro e macroporos (maior volume de

retengao de agua do solo) para fora das amostras.

d) O equipamento eliminaré a agua excedente conforme o tempo, este processo pode

levar alguns dias dependendo das condigdes fisicas do solo. Apds verificar a auséncia da

saida de agua das amostras, elas poderdo ser retiradas da panela e pesadas novamente.

e) Com as amostras pesadas, as mesmas s&o levadas para a estufa em uma

temperatura de 105 °C por 12 horas, de forma a retirar toda a reserva hidrica dentro dela

(&gua contida nos microporos). Entdo pesa-se novamente as amostras.

Os solos seréo também analisados com um penetronometro, equipamento empregado para determinagéo da
consisténcia de uma amostra indeformada de solo em condigdes predefinidas de carga, tempo e temperatura.
A penetragéo é feita por agulha padrdo na posigéo vertical. Possui controle magnético e temporizador digital
que libera automaticamente o émbolo e assegura a queda livre da agulha durante o ensaio de 5 segundos.

A andlise de granulometria devera ser realizada com a porgéo de solo deformado, e consiste na separagéo das
fragdes do solo em silte, areia e argila. Os passos para a analise s&o:
a) Primeiramente das amostras de solos deformadas - e que anteriormente j&
passaram pela peneira de dois mesh - sdo geradas duas subamostras, uma delas contendo
4(g para analises de granulometria, e a outra com 10g para célculo do teor de umidade do
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solo, que s&o pesada no proprio laboratério de analises fisicas, com auxilio uma balanga
analitica, e cada uma delas sera depositada em um pequeno béquer.

b) A subamostra de 40g é misturada em &gua deionizada e um liquido &cido e
permanece em um agitador por 12h, em recipientes de vidro com tampa e capacidade de
200mL.

C) A seguir, anexar um funil com uma peneira com malha de 0,053mm, e colocar este
conjunto sobre um cilindro de sedimentacdo. Despejar na peneira o contetdo do recipiente
de vidro, 0 qual a subamostra estava no agitador. Para garantir que todo o contelido seja
transferido, deve-se lavar sobre a peneira o recipiente e a tampa com agua deionizada. Essa
etapa garante que o silte e a argila passem pela peneira e a fragdo areia permanega na
peneira. A fracdo areia devera ser transferida para recipiente préprio disponivel no préprio

laboratorio.

d) O recipiente com a fragao areia deve ser encaminhado para estufa a 105°C, por 24
horas.

e) Apos essa etapa, deve-se retirar a amostra seca da estufa, e deixar esfriar e pesar
em balanca analitica.

f) A fracdo silte e argila ficaram em cilindros de vidro de sedimentacio de solo com

capacidade para 1L, no qual sdo bem misturados e reservados para permanecerem em
decantagéo.

Infiltragdo de dgua no solo

Ainfiltragdo seréa coletada em um ponto por parcela, alocada preferencialmente em seu centro, quando atender
aos requisitos do método BEST (Beerkan Estimation of Soil Transfer), descrito abaixo (procedimento completo
disponivel em: https://www.youtube.com/watch?time_continue=16&v=vDrpUBuwvwY):

Passo 1 - Alocagao do ponto: deve-se selecionar uma superficie 0 mais plana possivel para a
alocagédo do ponto, evitando locais que s&o visualmente passagem de fluxos acumulados em
eventos de chuva ou trilhas de gado (Figura 20);

Passo 2 - Limpeza da area: todo o material acima da superficie do solo (serapilheira) deve ser
retirado com cuidado para ndo desestruturar o solo, sem puxar galhos e raizes. A vegetacao
rasteira e herbacea (e.g. gramineas, culturas agricolas, vegetagéo nativa do sub-bosque) deve
ser cortada rente ao solo com o auxilio de uma tesoura de poda;

Passo 3 - Insercéo do anel: O anel deve ser inserido no solo cerca de 1 cm abaixo da superficie
(ou até que ndo seja permitido o vazamento de &gua nas laterais) com o auxilio da marreta de
borracha, tomando-se o cuidado do anel n&o quicar no solo ao bater com a marreta.

Passo 4 - Checagem: Antes de comegar o teste, verificar se a planilha de anotag&o e o crondmetro
estdo em maos. Encher os copos com 150 ml de agua ou 75 ml (para a pastagens ou casos
excepcionais de solo compactado);

Passo 5 - Avaliag&o: Iniciar o cronémetro junto com o derramamento do primeiro copo de agua.
Quando virar 0 copo com agua, deixar os dedos na borda do copo, formando uma “peneira”, para
diminuir o impacto da agua no solo. O segundo copo deve ser virado imediatamente ap6s o
primeiro infiltrar totalmente no solo. Isso pode ser observado pelo brilho da superficie ou pequenas
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pogas de &gua que se formam na microrrugosidade do solo. O terceiro copo deve ser virado
quando o segundo infiltrar completamente, e assim sucessivamente. O tempo no cronémetro deve
ser marcado de forma acumulativa a cada copo virado. Esse procedimento deve ser repetido no
minimo 8 vezes e recomenda-se parar até que o tempo entre um copo e outro esteja estavel, o
que geralmente ocorre entre 0 10° € 0 15° copo.

Raiz fina

A coleta de raiz fina sera realizada em dois pontos da parcela, preferencialmente préximo aos dois pontos de
coleta de amostras indeformadas de solo. Em cada ponto, sera coletada com trado uma amostra de solo
deformada na profundidade de 0-10 cm, a qual serd acondicionada em saco plastico, no qual devera ser
anotada a identificagcdo da amostra.

As raizes finas serdo coletadas através do método ponto-a-ponto, que consiste em remover todas as raizes
com didmetro < 2 mm em 4 intervalos de tempo de 2 minutos, as quais serdo entdo colocadas em sacos de
papel, nos quais o intervalo da coleta (I, II, Il e V) seréd anotado. Depois de separadas do solo, as raizes devem
ser lavadas, secas em estufa de circulagdo forgada a ~40°C por no minimo 2 dias, até obter o peso seco
constante, e pesadas em balanga de precisdo, mantendo-se a separacdo das amostras obtidas por intervalo
de coleta e anotando-se os valores de forma independente. Caso as raizes nao possam ser processadas apos
a separacéo, deverdo ser armazenadas em freezer.

O esquema abaixo (Figura 20) ilustra as diferentes amostragens e a disposi¢do espacial das sub-parcelas em
cada uma das parcelas de 30x30 nos 40 fragmentos florestais.
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Figura 20: Esquema da parcela amostral de 30x30m a ser alocada em transectos nos fragmentos florestais
remanescentes em estagio médio e avangado de regeneragdo, com as subparcelas de 25x4m, as de 3x3m e os
pontos de amostragem de diferentes indicadores (serapilheira, solo, infiltragdo de agua no solo, madeira morta e raizes
finas). Modificado de Brancalion & Rodrigues (2019).

Parcela de 30x30 m: identificar + medir
todos os individuos >5cm DAP
Contar todos os individuos >2m altura <5cm DAP

- 1* Serrapilheira
1* Raiz fina (trado)
1* Amostra de solo deformada (trado)
1* Amostra para densidade do solo (amostrador)

1*Serapilheira

1*Amostra indeformada (condutividade hidraulica)
- 1* Infiltragdo de agua

1* Amostra de solo deformada (trado)

1* Amostra para densidade do solo (amostrador)

30m

| Transectos de madeira morta

Sub-parcela de 25x4 m: contar
individuos se 50 cm < h < 200 cm

30m

Pergunta 5 - Qual a magnitude espago-temporal dos impactos crénicos (persistentes ou recorrentes) da
presenca da mancha de rejeitos sobre a diversidade e caracteristicas de insetos terrestres?

Contextualizacdo

Insetos sdo considerados bons bioindicadores no ambiente terrestre e aquatico e conectam esses sistemas,
muitas vezes, através das matas ciliares que ocorrem ao longo dos rios ou lagos, e que servem de habitat para
nidificagéo, refugio e forrageamento para esses organismos. Nesses habitats de vegetagao circundante aos
corpos d'agua, tais grupos sdo também importantes pois fazem a ligacdo entre outros niveis tréficos, como
plantas e vertebrados predadores, sendo responsaveis por diversos servigos ecossistémicos (Crespo-Pérez et
al. 2020; Prather et al. 2013). Alteragdes na estrutura do habitat ou na paisagem que causem mudangas na
disponibilidade ou qualidade de recursos devido a atividades humanas podem ter efeitos em toda a cadeia
tréfica (Chase et al. 2020), e podem ser verificadas a partir de mudangas na estrutura de populagdes,
comunidades ou na escala de ecossistemas (Pinek et al. 2020). Esses efeitos em cascata podem ser ampliados,
alterando o fluxo de matéria e de energia nos ecossistemas aquaticos e terrestres.

Alguns grupos de insetos destacam-se como indicadores de qualidade ambiental por serem especialistas em
recursos, apresentarem alta fidelidade ao habitat e ciclo de vida curto (Freitas et al. 2006; Uehara-Prado &
Ribeiro 2012). Dessa forma, para responder as perguntas dos efeitos remanescentes da presenga da mancha
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de rejeitos sobre a diversidade de insetos terrestres sugere-se a avaliagao dos seguintes grupos taxonémicos:
abelhas, besouros escarabaeineos, borboletas frugivoras, formigas e libélulas. Assim, pretende-se entender os
efeitos cronicos remanescentes da presenca da mancha de rejeitos sobre a diversidade, qualidade nutricional
e controle do desenvolvimento de insetos.

Os cinco grupos de insetos selecionados sdo muito comuns em sistemas terrestres ou préximos de corpos
d’agua, como as libélulas, e sdo sensiveis a mudancas e impactos naturais ou antrépicos, bem como a efeitos
de regeneracao ou sucessao secundaria sendo por isso utilizados como biocindicadores de qualidade do habitat
(Brown Jr. & Freitas 2000; Nichols et al. 2007; Siddig et al. 2016; Tibcherani et al. 2018). Além de serem comuns,
sao0 insetos facilmente amostrados e que possuem boa resolugao taxondmica, contando com expressiva gama
de especialistas nas instituicdes de pesquisa do Sudeste brasileiro. Os cinco taxa apresentam diferentes
histérias de vida e capacidade de dispersdo ao longo da paisagem, sendo alguns grupos sociais, outros
solitarios, pertencem a distintas guildas alimentares, herbivoros, predadores e detritivoros, e sao responsaveis
por diversos servigos ecossistémicos, como polinizagdo, dispersdo secundaria de sementes, o controle de
pragas e a ciclagem de nutrientes (Folgarait 1998; Andresen 2002; Davis et al. 2002; Nichols et al. 2008; Nunes
et al. 2018). Em seguida, sdo detalhadas as caracteristicas de cada um dos grupos.

As abelhas (Hymenoptera) desempenham importante papel na cadeia alimentar global, consideradas como o0s
polinizadores mais importantes para culturas humanas (Klein et al. 2007; Novais et al. 2016), além de outros
servigos ecossistémicos como produgéo de farmacos, produgéo de alimento e disperséo de sementes (Elizalde
et al. 2020). Esses insetos utilizam os recursos florais para a alimentagdo e algumas espécies utilizam a
vegetacdo ou o solo para a nidificago e, como respondem aos efeitos da composicdo de espécies de plantas
(Alvarenga et al. 2020; Sydenham et al. 2016; Wu et al. 2018) s&o sensiveis as mudangas no habitat, como o
desmatamento, a polui¢éo e acumulo de metais pesados nas plantas, especialmente no pdlen. A presenca de
abelhas nos ecossistemas indica qualidade ambiental, enquanto a sua redugao ameaga a satde ambiental dos
ecossistemas existentes através da perda do servigo ecossistémico da polinizagéo, tanto de plantas em
ambientes naturais quanto em cultivos agricolas, colocando em risco a seguranca alimentar (Novais et al. 2016).
Impactos ambientais que promovam alteragdes na biodiversidade e na distribuigdo desses organismos tém o
potencial de afetar diretamente a economia, a populacdo e os ecossistemas em torno de areas afetadas.

Os besouros escarabeineos sdo popularmente conhecidos como besouros “rola-bosta’, pertencentes a
subfamilia Scarabaeinae (Familia Scarabaeidae). Estes insetos se alimentam de liquidos ricos em
microorganismos encontrados em fezes de mamiferos ou carcacgas (Halffter & Edmonds 1982). Estes besouros
escarabeineos constituem um componente importante na maioria dos ecossistemas terrestres (Hanski 1991) e
seu comportamento cumpre importantes servigos ambientais (Braga et al. 2013; Nichols et al. 2008; Nunes et
al. 2018). Esses insetos nidificam no solo ou abaixo de fezes de vertebrados e, dentre as caracteristicas que
destacam o uso de besouros como indicadores biologicos, pode-se citar: grande riqueza e ampla distribuigao
geografica, a representagdo em quase todos os grupos troficos e a especializagéo no uso de recursos, como
fezes ou carcagas.

As borboletas frugivoras (Lepidoptera, Nymphalidae) sdo amplamente distribuidas em sistemas tropicais, onde
as formas imaturas sdo normalmente herbivoras e se alimentam de frutas podres, de material em decomposi¢ao
(como fezes e carni¢a de mamiferos) e de seiva de plantas (DeVries 1988; Freitas et al. 2014). Esses insetos
sao especialistas de recursos especificos, possuindo fidelidade a microhabitats, e sensiveis a mudancas
sazonais e da estrutura do habitat (Oostermeijer & Van Swaay 1998; Freitas et al. 2003), sendo, portanto,
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considerados como bons bioindicadores de qualidade de habitat (Uehara-Prado et al. 2010; DeVictor et al.
2012), uma vez que respondem diretamente as caracteristicas da vegetacdo e matriz circundante, além de
serem facilmente amostradas (Freitas et al. 2006; Oostermeijer e Van Swaay, 1998; Siddig et al. 2016).

As formigas (Formicidae) representam um taxon extremamente diverso e amplamente distribuido (Holldobler &
Wilson, 2009; Moreau & Bell 2013). Esses insetos sociais utilizam diversos tipos de recursos para alimentagéo,
sendo algumas espécies predadoras, outras detritivoras e utilizam de recursos vegetais como nectarios extra-
florais, arilos encontrados em sementes ou sao cultivadoras de fungos. Formigas também podem nidificar nas
arvores, na serapilneira ou mesmo em camadas mais profundas do solo. Pelas suas caracteristicas
comportamentais sdo associados a distintas fungdes ecossistémicas, como controle de pragas, disperséo
secundaria de sementes, ciclagem de nutrientes, decomposi¢éo e bioturbacdo do solo (Elizalde et al. 2020).
Devido a forma de uso do habitat as formigas sé&o sensiveis a mudangas ambientais ou a disturbios antrépicos
(Philpott et al. 2010; Andersen 2019), sendo consideradas como um bom bioindicador de qualidade de habitats
terrestres (Ribas et al. 2012).

As libélulas (Odonata, Zygoptera e Anisoptera) s&o reconhecidas pelo seu papel ecoldgico tanto no ambiente
aquatico quanto no terrestre, uma vez que sao predadores em ambos os habitats durante as fases larval e
adulta (Remsburg & Turner 2009; Samways & Sharratt 2010). Estudos anteriores mostraram que os odonatas
sa0 sensiveis a alteracdo de habitat (Harabis & Dolny 2015), a presenga de plantas exoticas na vegetacdo
riparia (Samways & Sharratt 2010) e a qualidade da agua (Kietzka et al. 2017), sendo que apresentam respostas
rapidas a presenca de distlrbios ambientais (Sahlén & Ekestubbe 2001). Muitas espécies possuem distribuicao
restrita devido a demandas ecofisiolégicas inerentes (Nessimian et al. 2008), sendo assim considerados bons
bioindicadores de ecossistemas terrestres e aquaticos (Siddig et al. 2016).

Além da presenca de espécies e estrutura das comunidades de insetos, outros indicadores que podem ser Uteis
para o0 monitoramento da qualidade de um habitat séo medidas de qualidade nutricional e de desenvolvimento
dos individuos, como a assimetria flutuante (AF) e a morfometria. Dessa forma, por meio de ferramentas que
avaliam a condi¢do da salde de individuos de insetos, é possivel saber como as espécies de insetos
respondem as mudangas ambientais usando as medidas ecofisiolgicas (Simpson et al. 2015). A qualidade da
dieta de um animal depende da ingestéo ideal de proteina, carboidrato e da propor¢éo lipidica que maximiza a
sobrevivéncia individual e o sucesso reprodutivo (Simpson et al. 2015). Os indicadores da condi¢&o fisiologica
e morfolégica podem descrever como esta a satde do inseto e, portanto, a qualidade do habitat onde ele se
desenvolveu (Cooke et al. 2013). Utilizando essas ferramentas pode-se ter informag6es sobre o estado de
saude de individuos ou populagbes presentes em areas em distintas situagdes de pressdes antrdpicas ou
mesmo condigdes de estresse (Salomao et al. 2018; Gonzalez-Tokman et al. 2020).

A avaliagdo da qualidade nutricional dos insetos terrestres pode ser feita por diversas medidas que refletem a
conversao de recursos em biomassa, 0 acimulo de recursos em reservas de lipideos e a razdo entre musculos
toracicos e tamanho corporal (Peixoto & Benson 2011). Assim, variagdes na qualidade nutricional de insetos
podem refletir investimentos diferenciais de recursos que permitem avaliar a salde de espécies que se
desenvolvem em areas sob diferentes graus de impacto, como areas com a presenga da mancha de rejeitos.

A assimetria flutuante (AF) representa pequenas variagdes aleatdrias na simetria de caracteres bilaterais e tem
sido um parametro amplamente usado como medida de instabilidade de desenvolvimento em plantas e animais
(Beasley et al. 2013). Organismos que se desenvolvem em ambientes de menor estresse ambiental séo
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capazes de corrigir erros aleatérios no desenvolvimento (Kozlov et al. 2017) e, assim, ndo sdo produzidos
desvios do eixo de simetria bilateral. Com o aumento das pressdes antrépicas ou do estresse ambiental,
aumenta a probabilidade de instabilidades ou erros de desenvolvimento, que podem ser mensurados como
desvios da simetria (Beasley et al. 2013). Dessa forma, a AF representa uma ferramenta eficiente para o
monitoramento da salde de plantas e animais sob pressdes antropicas ou mesmo estresse ambiental (Beasley
et al. 2013; Alves-Silva et al. 2018; Henriques & Cornelissen 2020).

Além das caracteristicas citadas acima, para que um indicador cumpra seu objetivo de utilizagdo em um
programa de monitoramento, sua escolha deve ser baseada em premissas e critérios bem estabelecidos pelo
Relatorio de Defini¢do dos Indicadores de Biodiversidade, elaborado pelo Instituto Ekos Brasil (2020). Sendo
assim, considera-se que os taxa selecionados contemplam pelo menos 8 dos 10 critérios sugeridos no relatério
do Instituto Ekos Brasil (2020).

Hipoteses e predicoes

Na escala de comunidades:

o Ahipébtese geral é que havera alteracdo na estrutura e composigao das comunidades de insetos
nos fragmentos florestais das areas diretamente ou indiretamente afetadas pela presenca do
rejeito;

o  Espera-se encontrar menor riqueza de espécies em areas com a presenga de manchas de rejeitos
se comparadas a areas de influéncia indireta ou de referéncia, e que esse efeito negativo diminua
com o passar dos anos;

e Espera-se que a composigao de espécies de insetos terrestres nas areas de vegetacéo presentes
préximas das areas de rejeitos seja distinta da composicédo de espécies encontrada nas areas de
referéncia, mas que essa dissimilaridade (Beta diversidade espacial) diminuia com o passar dos
anos;

e Espera-se que a variagdo temporal da composicdo de espécies das comunidades terrestres
préximas das areas de rejeito seja inicialmente maior mas, com o passar do tempo, que essa
variacdo se torne similar a que ocorre naturalmente nas areas de referéncia, ou seja, espera-se
um padrao similar de diversidade beta diversidade temporal entre areas de rejeito e as areas de
referéncia, com o passar do tempo.

Na escala de populagdes e individuos:

e Ahipotese geral é que a degradagao ambiental e diminuicdo da qualidade do habitat em fungéo
da presenca do rejeito afeta a condi¢do geral de saude e desenvolvimento dos organismos.

e Espera-se encontrar pior qualidade nutricional (relagédo lipidios/musculos) e maior assimetria
flutuante (AF) em populagdes de insetos generalistas encontrados em areas com a presenca de
manchas de rejeitos se comparadas a areas de referéncia;

o Espera-se que, com o tempo, a qualidade nutricional e a assimetria flutuante (AF) se tornem
similares entre as populagbes de insetos generalistas que utilizam as areas de rejeito e as
populagdes amostradas nas areas de referéncia.

Indicador(es) proposto(s)
o Diversidade, estrutura e composi¢éo das comunidades de insetos terrestre;
¢ Qualidade nutricional em populagdes de espécies de insetos;
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o Assimetria flutuante em populacbes de espécies de insetos.

Protocolos metodologicos

Estrutura das comunidades de invertebrados terrestres

Alguns grupos de insetos destacam-se como indicadores de qualidade ambiental por serem especialistas em
recursos, apresentarem alta fidelidade ao habitat e ciclo de vida curto (Freitas et al. 2006; Uehara-Prado &
Ribeiro 2012). Dessa forma, para responder a pergunta dos efeitos remanescentes da presenca da mancha de
rejeitos (efeitos cronicos) sobre a diversidade de insetos terrestres os seguintes grupos taxonémicos seréo
avaliados: abelhas, besouros escarabaeineos, borboletas frugivoras, formigas e libélulas. Tais grupos séo
comumente usados como bioindicadores e auxiliardo no entendimento dos efeitos cronicos remanescentes da
presenca da mancha de rejeitos sobre a diversidade, qualidade nutricional e morfometria de insetos como
medida de avalia¢do de instabilidade de desenvolvimento.

Diversas medidas tém sido propostas com o objetivo de estimar os impactos causados nas populagdes e
comunidades pelas modificagdes do habitat ao longo de gradientes ambientais. Dentre elas, pode-se destacar
a avaliagdo da riqueza e composicdo de espécies e a mudancga na composicao especifica - diversidade beta,
tanto espacial quanto temporal, em areas sob diferentes graus de impacto ou mesmo em regeneracdo. A
observagéo das métricas em areas de deposi¢ao de rejeito ou em processo de regeneragdo e comparadas com
areas de referéncia permite a avaliagdo da intensidade das perturbacdes crénicas ou agudas sobre a
biodiversidade terrestre.

Para avaliar os impactos cronicos do evento de derramamento de rejeitos na bacia do rio Doce, utilizaremos 0s
seguintes taxa indicadores: abelhas, besouros escarabaeineos, borboletas frugivoras, formigas e libélulas, bem
como qualidade nutricional e a assimetria flutuante (AF) de asas de borboletas e libélulas.

Para avaliar os efeitos da presenca (atual ou pretérita) do rejeito na estrutura de comunidades de insetos e na
saude de individuos em florestas remanescentes do dominio espacial do PG30, serdo avaliados fragmentos de
vegetacdo natural (estagio médio ou avangado de regeneragao), sendo 20 fragmentos alvo, em contato com o
rio ou a faixa de deposito do rejeito (PFA) e outros 20 fragmentos de referéncia, fragmentos sem contato com
o rio e fora da faixa de deposicéo de rejeito (FFR).

As comunidades devem ser amostradas inicialmente por cinco (5) anos, € as campanhas devem ocorrer
anualmente na estagdo Umida (entre novembro e fevereiro de cada ano). Tal periodo coincide com a maior
atividade e maior ocorréncia de insetos em sistemas tropicais sazonais (Johansson et al. 2020). Apés cinco (5)
anos, avaliar a base de dados e a perspectiva dos efeitos da presenca do rejeito, podendo-se estender este
prazo.

Em cada fragmento ser@o realizadas amostragens de insetos utilizando dois transectos como unidades
amostrais, sendo um transecto na borda e outro transecto no interior do fragmento, distante pelo menos 100 m
da borda. Cada transecto possui uma extensdo de 200 m. Os transectos nos fragmentos alvo (PFA) devem ser
dispostos paralelamente @ margem do rio com a presenca do rejeito. Os transectos das areas de referéncia
(FFR) devem estar distantes pelo menos 500 das areas PFA.

Os procedimentos descritos abaixo sdo referentes a uma unidade amostral e devem ser repetidos em todos os
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transectos distribuidos nos 40 fragmentos. As amostragens dos taxa sugeridos ndo devem ser realizadas
simultaneamente no mesmo transecto, para evitar a interferéncia na atratividade das armadilhas e/ou da
movimentagao de pesquisadores nas amostragens.

Figura 21: Representagéo esquematica da disposigao dos métodos de amostragens de insetos nas unidades amostrais
(transecto).

Disposi¢do das armadilhas
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Abelhas (Hymenoptera):

Para a amostragem de abelhas serdo utilizadas duas técnicas complementares, armadilhas do tipo Pantrap e
armadilhas aromaticas. Em cada unidade amostral (fransecto) serdo dispostas cinco conjuntos de armadilhas
do tipo Pantrap, distanciadas entre si 50 m, e trés kits de armadilhas aromaticas, distanciadas entre si 100 m
(Figura 21).

As armadilhas do tipo Pantrap consistem em potes pintados com cores no espectro que esses insetos enxergam
- 0 ultravioleta - preenchidos com &gua com sal e sabédo (Popic et al. 2013). Cada conjunto de armadilhas
Pantrap é composto por trés pratos, sendo um amarelo, um azul e um branco. Os pratos ficam dispostos em
hastes fixadas em forma de tridngulo, com distancia entre hastes de 50 cm uma da outra. Cada armadilha deve
ser fixada com a utilizacdo de um arame galvanizado e de binder clips e deve ser inserida uma solugao salina
(150 mL). Apds 24 h, as armadilhas devem ser vistoriadas, e todos os individuos amostrados devem ser
transferidos para um tubo tipo Falcon utilizando uma pinga entomoldgica. Nesse tubo deve ser inserido a
etiqueta contendo identificagdo da amostra, com dados de data, ponto no transecto, transecto, fragmento de
coleta e coletor (es). Inserir no tubo Falcon um volume de alcool absoluto (o suficiente para as abelhas néo
ficarem secas quando o tubo estiver deitado). Apds 24 h (totalizando 48 h) o procedimento deve ser repetido.
Finalmente as armadilhas devem ser recolhidas.
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As armadilhas arométicas s&o garrafas pet contendo compostos aromaticos e orificios que permitem o acesso
das abelhas a esses compostos. Essa técnica foi desenvolvida para a coleta de insetos conhecidos como
abelhas das orquideas (Euglossina) (ver Campos et al. 1989). O kit de esséncias (iscas) aromaticas para a
coleta de abelhas da subtribo Euglossina consiste em oito compostos quimicos diferentes (acetato de benzila,
cinamato de metila, cineol (eucalipitol), escatol, eugenoal, salicilato de metila, vanilina e -ionona) comumente
utilizados para amostragem dos machos dessas abelhas (ver Nemésio & Santos Junior 2014). Cada kit de oito
garrafas pet deve conter as oito esséncias/iscas. Cada esséncia é inserida em tubos Eppendorf contendo o
algodéo e inseridos dentro de garrafas pet. Posteriormente em cada garrafa deve ser inserido um volume de
solug&o salina (200 mL). O tubo Eppendorf (contendo uma das esséncias) deve ser inserido dentro da armadilha
aromatica, presos ao barbante proximo da tampa da garrafa. A outra extremidade desse barbante é utilizado
para amarrar a armadilha na vegetacéo a cerca de 1,5 m do chao, sendo a distancia entre as armadilhas de
aproximadamente 50 cm. Cada armadilha deve ser rotulada (e.g., isca cinamato de metila, isca eugenol, etc).
Apbs 24 h as armadilhas devem ser vistoriadas, e todos os individuos amostrados devem ser transferidos para
um tubo Falcon utilizando uma bandeja e uma ping¢a entomoldgica. Nesse tubo deve ser inserido a etiqueta
contendo identificacdo da amostra, com dados de data, isca, ponto no transecto, transecto e fragmento de
coleta e coletor (es). Inserir no tubo Falcon um volume de alcool absoluto (o suficiente para as abelhas néo
ficarem secas quando o tubo estiver deitado). Posteriormente, caso necessario, os volumes das esséncias e
da solugéo salina de cada garrafa deve completados. Apds 24 h (totalizando 48 h) o procedimento deve ser
repetido. Finalmente as armadilhas devem ser recolhidas.

Para a triagem, o material amostrado deve ser transferido para uma placa contendo &lcool absoluto e deixar
por 15 min e posteriormente deixar escorrer 0 excesso em papel absorvente, com cuidado para manter a
identificacdo. As abelhas devem ser montadas em tridngulos ou diretamente em alfinetes entomolégicos. Para
a fixagdo dos tridngulos ou das abelhas nos alfinetes entomoldgicos é necessaria uma folha de isopor de alta
densidade. De cada uma dessas amostras, um individuo de cada espécie coletada devera ser montado e o
restante sera armazenado em mantas entomolégicas. Apds a montagem, devem ser inseridas as etiquetas de
identificacdo da amostra, com dados de data, isca, ponto no transecto, transecto e fragmento de coleta, coletor
(es), cidade, estado, pais de coleta e uma outra etiqueta com sua identidade taxonémica. Ao final do processo
as abelhas fixadas nos alfinetes/triangulos, devem ser colocadas em uma estufa a 40°C, por 24 a 48 horas.
Para evitar fungos e outros organismos que danificam a cole¢do, é importante adicionar naftalina e/ou canfora.

Como métricas para as analises da estrutura de comunidades de abelhas serdo utilizadas a riqueza e
composicao de espécies/morfoespécies por transecto (unidade amostral).

Besouros escarabaeineos (Coleoptera, Scarabaeinae):

Para a amostragem de besouros escarabaeineos serdo utilizadas armadilhas de queda do tipo pitfall de solo.
Em cada unidade amostral (transecto) serdo dispostas cinco armadilhas de queda do tipo pitfall, distanciadas
entre si 50 m (Figura 21). A armadilha do tipo pitfall consiste em pote de 1L, enterrado ao nivel do solo, com
agua e detergente. Utilizando uma cavadeira (boca de lobo) e a pa pequena de jardinagem, enterrar o pote
plastico de 1L, com a tampa, até nivelar sua abertura no nivel do solo. Apos enterrar o pote plastico, retirar a
sua tampa e inserir a identificagdo da armadilha, que consiste em uma etiqueta com dados sobre o nimero da
coleta, o nimero do pitfall, identificagéo do transecto e do fragmento. Preencher cada recipiente (armadilha)
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com 250 ml de liquido conservante (mistura de &gua, 5 g de sal e 5 ml de detergente neutro). Acomodar a isca
em cada armadilha: um recipiente plastico de 4 cm de altura e 5 cm de didmetro (copo plastico de 50 ml) é
transpassado por um arame fino e maledvel (20 cm de comprimento) na sua borda superior e colocado sobre
a armadilha, servindo como porta-isca; adicionar ca. 20 g de isca ao recipiente porta-isca. Como isca sera
utilizado fezes de porco e fezes humanas, sendo 4 partes de fezes de porco para 1 parte de fezes humanas.
Apos a instalagdo da armadilha, montar uma cobertura contra chuva sobre a abertura do pitfall, usando um
palito de churrasco partido em trés partes e servindo como suporte para um prato de plastico. As armadilhas
devem permanecer instaladas por dois dias (48 h), posteriormente as armadilhas ser&o retiradas, o material
coletado é transferido para um recipiente plastico (150 ml), utilizando uma peneira de malha fina e uma pinca
entomoldgica, colocando sobre a peneira um tecido do tipo voal (15 cm x 15 c¢m). Apos a transferéncia,
preencher o0s recipientes plasticos com amostras com alcool absoluto o suficiente para os escarabeineos néo
fiquem secos.

Para a triagem o material amostrado deve ser transferido para uma placa de Petri contendo alcool absoluto, e
deve ser deixado por 15 min. Os espécimes devem ficar submersos pelo alcool. Posteriormente, colocar os
espécimes para secar em papel absorvente em uma bandeja ou placa de Petri. Os escarabeineos amostrados
devem ser montados em tridngulos ou diretamente em alfinetes entomolégicos. Para a fixagdo dos tridngulos
ou dos escarabeineos nos alfinetes entomolégicos é necessaria uma folha de isopor de alta densidade. Papel
absorvente seco deve ser preso com alfinetes sobre o isopor. Ao final do processo, os escarabeineos fixados
nos alfinetes/triangulos devem ser colocados em estufa a 60°C por 48 h para a secagem sobre um isopor. De
cada uma dessas amostras, um individuo de cada espécie coletada devera ser montado e o restante sera
armazenado em mantas entomoldgicas. Apds a montagem, devem ser inseridas as etiquetas de identificagao
da amostra, com dados de data, ponto no transecto, transecto e fragmento de coleta, coletor (es), cidade,
estado, pais de coleta e uma outra etiqueta com sua identidade taxondémica. Para evitar fungos e outros
organismos que danificam a cole¢&o, é importante adicionar naftalina e/ou canfora.

Como métricas para as analises da estrutura de comunidades de besouros escarabaeineos serdo utilizadas a
riqueza e composi¢do de espécies/morfoespécies e a abundancia de individuos por transecto (unidade
amostral).

Borboletas frugivoras (Lepidoptera, Nymphalidae):

Para a amostragem de borboletas frugivoras, em cada unidade amostral (tfransecto) serdo dispostas cinco
armadilhas do tipo Van Someren-Rydon (VSR) (DeVries 1987), distanciadas entre si 50 m (Figura 21). As
armadilhas seguem as modificadas e adaptaces realizadas por Freitas et al. (2014), de acordo com o padrao
e dimensdes preconizados pela RedeLep do ICMBio (Rede Nacional de Pesquisa e Conservagdo dos
Lepidopteros). Cada armadilha é composta por um cilindro de 80-100 cm de comprimento por 35-40 cm de
didmetro, com a parte superior coberta com plastico para evitar encharcamento da isca e das borboletas. Em
cada armadilha seréa adicionado 10 mL de isca atrativa de macerado de banana fermentada por pelo menos 48
h. A isca sera disposta em recipiente plastico no centro da armadilha e estas seréo alocadas em campo a uma
altura de aproximadamente 1.0 m do solo e, seguindo o proposto por Uehara-Prado et al. (2010), permanecerao
em campo por 3 dias consecutivos (até 72 h), com revisdes das armadilhas em intervalos de 24h para remogéao
dos espécimes aprisionados.
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Os espécimes coletados nas armadilhas deverao ser removidos em campo, sacrificados pela compresséo do
térax, e acondicionados em envelopes entomolégicos de papel vegetal identificados com data, armadilha,
transecto e fragmento. No laboratério, as borboletas devem ser montadas em esticador de asas entomoldgico
com auxilio de papel vegetal e alfinetes entomolégicos 00 ou 01 (37-38 mm), e posteriormente secas e
acondicionadas em colegao entomoldgica para preservagdo dos espécimes. Apos a montagem, devem ser
inseridas as etiquetas de identificagdo da amostra, com dados de data, ponto no transecto, transecto e
fragmento de coleta, coletor (es), cidade, estado, pais de coleta e uma outra etiqueta com sua identidade
taxondmica. Para evitar fungos e outros organismos que danificam a colego, € importante adicionar naftalina
e/ou canfora. A identificacdo sera feita através de guias, consultas a especialistas e cole¢des de referéncia.

Como métricas para as andlises da estrutura de comunidades de borboletas serdo utilizadas a riqueza e
composicao de espécies/morfoespécies e a abundancia de individuos por transecto (unidade amostral).

Formigas (Hymenoptera, Formicidae):

Para a amostragem de formigas epigéicas, em cada unidade amostral (transecto) serdo dispostas cinco
armadilhas de queda do tipo pitfall de solo, distanciadas entre si 50 m (Figura 21). A armadilha do tipo pitfall
consiste em pote de 1 L, enterrado ao nivel do solo, contendo agua e detergente. Utilizando uma cavadeira
(boca de lobo) e a pa pequena de jardinagem, enterrar o pote plastico de 1 L, com a tampa, até nivelar sua
abertura no nivel do solo. Ap6s enterrar o pote plastico, retirar a sua tampa e inserir a identificaco da armadilha,
que consiste em uma etiqueta de papel vegetal com dados sobre o nimero da coleta, o nimero do pitfall,
identificacdo do transecto e do fragmento. Apds a instalagdo da armadilha, montar uma cobertura contra chuva
sobre a abertura do pitfall, usando um palito de churrasco partido em trés partes e servindo como suporte para
um prato de plastico. As armadilhas devem permanecer instaladas por dois dias (48 h), posteriormente as
armadilhas serdo retiradas e o material coletado é triado. Este método de amostragem de formigas é
frequentemente utilizado e apontado como um dos mais eficientes na captura de um grande nimero de
espécimes (Gadagkar et al. 2000). E utilizado para estimar a riqueza e composicéo de formigas com atividade
na superficie uma vez que integra tanto atributos de forrageamento no solo quanto padrdes de dispersdo das
colénias (Bestelmeyer et al. 2000).

Apbs a triagem, a montagem das formigas é feita com alfinetes, cola branca e tridngulos entomoldgicos (feitos
com um cortador de tridngulos entomoldgicos) em isopor de alta densidade. De cada uma dessas amostras,
um individuo de cada espécie coletada devera ser montado e o restante sera armazenado em novos frascos
em meio liquido (&lcool 70%). Depois de coladas no tridngulo com cola branca, os individuos devem ser secos
em estufa (ca. 37°C), por 24 ou 48 h. Logo abaixo do tridngulo com a formiga, devem ser inseridas as etiquetas
de identificagdo da amostra, com dados de data, ponto no transecto, transecto e fragmento de coleta, coletor
(es), cidade, estado, pais de coleta e uma outra etiqueta com sua identidade taxondmica. Para evitar fungos e
outros organismos que danificam a colegdo, é importante adicionar naftalina e/ou éleo de cravo. Apds a
montagem dos espécimes, a identificacdo sera devera ser realizada através de guias, consultas a especialistas
e colegdes de referéncia (ex. Baccaro et al. 2015, Souza et al. 2016).

Como métricas para as andlises da estrutura de comunidades de formigas serdo utilizadas a riqueza e
composicdo de espécies/morfoespécies por transecto (unidade amostral).
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Libélulas (Odonata: Zygoptera e Anisoptera):

A amostragem de libélulas seré realizada em cada unidade amostral, na proximidade de riachos, corpos d'agua
e pogas temporarias. Em cada unidade amostral sera disposto um transecto de 200 m, na borda dos fragmentos
alvo (PFA) e de referéncia (FFR), paralelo @ margem do rio. Cada transecto sera dividido em 4 segmentos
("stretches") de 50 m, e cada segmento é amostrado por aproximadamente 15 minutos (Figura 21). A coleta
ativa dos espécimes sera feita com rede entomolégica do tipo puca, confeccionada em tecido tipo voal (ou
tecido resistente) e cabo inoxidavel. A coleta devera ser feita em dias ensolarados, entre 10:00 e 14:30 h,
calculando-se o esforgo amostral por hora. Em campo, os individuos devem ser acondicionados em envelopes
de papel vegetal, identificados por unidade amostral, segmento, fragmento, data e horario e os envelopes
acondicionados em caixa plastica tipo GerBox com silica em gel. Em laboratério, seguindo o protocolo de
Lencioni (2006) os envelopes terdo as extremidades superiores cortadas em 3 mm e serdo imersos em acetona
comercial por 3 minutos. Apds a imerséo, os envelopes devem ser pendurados com a extremidade cortada para
baixo, de forma a secar a acetona, por 72 h. Posteriormente, os espécimes sdo montados utilizando-se alfinetes
entomoldgicos tamanho 0 ou 1, com as asas esticadas em esticador entomolégico. Apos a montagem, devem
ser inseridas as etiquetas de identificacdo da amostra, com dados de data, ponto no transecto, transecto e
fragmento de coleta, coletor (es), cidade, estado, pais de coleta e uma outra etiqueta com sua identidade
taxondmica. Para evitar fungos e outros organismos que danificam a colecéo, é importante adicionar naftalina
e/ou canfora.

Os individuos seréo identificados com o auxilio das chaves taxonémicas de Garrison (2010), Garrison et al.
(2006), Heckman (2006) e Lencioni (2005, 2017) e/ou consulta a colegdes entomologicas e especialistas. A
coleta e conservagdo dos espécimes segue o protocolo da Rede Internacional de Odonata (iOdonata.net) e
Lencioni (2017).

Como métricas para as analises da estrutura de comunidades de libélulas serdo utilizadas a riqueza e
composicdo de espécies/morfoespécies e a abundancia de individuos por transecto (unidade amostral).

Definigéo de espécies generalistas de habitat

Espécies generalistas de habitat séo aquelas que possuem elevada abundancia, derivada de dados coletados
em diferentes amostras e em diferentes habitats (Chazdon et al. 2011). A informagéo sobre a ocorréncia, a
distribuicdo e a variagdo nos atributos de tais espécies generalistas de habitat possui inumeras aplicagbes
préticas, incluindo a biologia da conservagdo, 0 manejo de espécies e de habitats, a sele¢io de espécies para
projetos de restaurag@o e recuperagéo, além da identificagdo de conjuntos unicos de atributos que ligam as
espécies a habitats em particular (Mayfield et al. 2009).

Serdo consideradas espécies generalistas de habitat espécies amostradas com pelo menos 30 individuos por
fragmento, considerando-se todos os transectos de cada fragmento como réplicas dos tratamentos (PFA e FFR)
e cada fragmento como unidade amostral. Tais espécies de abelhas, besouros escarabeineos, borboletas,
formigas e libélulas, selecionadas de acordo com esse critério deverdo ser utilizadas para as analises de
qualidade nutricional. Além disso, as espécies de borboletas e libélulas selecionadas de acordo com esse
critério deverdo ser usadas para as andlises de morfometria e assimetria flutuante (AF).
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Qualidade Nutricional

Recentemente, por meio de ferramentas que avaliam a condi¢ao da saude de individuos de insetos € possivel
saber como as espécies respondem as mudangas ambientais usando as medidas ecofisiologicas (veja Simpson
et al. 2015). A qualidade da dieta de um animal depende da ingestéo ideal de proteinas, carboidratos e da
proporg¢éo lipidica que maximiza a sobrevivéncia individual e o sucesso reprodutivo (Simpson et al. 2015).
Assim, indicadores da condicdo fisiolégica de individuos podem descrever como esta a salde do inseto e,
portanto, a qualidade do habitat onde ele se desenvolveu (Cooke et al. 2013). Utilizando essas ferramentas
podemos ter informagdes sobre o estado de saude de individuos ou populagdes presentes em areas em
distintas situacbes de pressdes antropicas ou mesmo condigbes de estresse ambiental (Gonzélez-Tokman et
al. 2020; Salomao et al. 2018). Dessa forma, a qualidade nutricional pode ser uma ferramenta Util na avaliagao
da saude de espécies que se desenvolveram em areas com a presenga da mancha de rejeitos, e caso a mancha
tenha um efeito direto ou indireto na satde do individuo, sera possivel verificar esse efeito através do peso
seco, e da quantidade de lipidios e gordura, comparando-se individuos amostrados em &reas de presenga da
mancha de rejeitos com areas de referéncia.

Para essa abordagem, devem ser utilizados individuos de espécies classificadas como generalistas de habitat
de abelhas, besouros escarabaeineos, borboletas frugivoras, formigas e libélulas, e que foram amostradas
tanto nos fragmentos alvo (PFA) quanto nos fragmentos de referéncia (FFR).

Para a determinag&o do contetdo lipidico dos individuos coletados, cada espécime devera ser seco em estufa
a60°C por 48 h, caso 0 peso néo estabilize os espécimes devem retornar para a estufa por mais 24 h. Espécies
muito diminutas devem ser agrupadas em grupos de 5 ou 10 individuos, amostrados em um mesmo transecto,
isso pode ocorrer com insetos sociais como abelhas ou formigas. Apos a secagem, os individuos (ou grupo de
individuos) deverdo ser transferidos para envelopes de papel vegetal (de peso pré-determinado) e pesados em
balanga de precisao. Para as analises de borboletas e libélulas, as asas devem ser destacadas cuidadosamente
para as medidas de assimetria flutuante e o térax e abddémen de cada individuo devem ser pesados, depois de
retirar as pernas, em balanga de precisdo (10-5 mg). Imediatamente apds a pesagem, os individuos devem ser
acondicionados em vidros ou frascos contendo 5 mL de cloroférmio por 48 h. Apds esse periodo, o térax e
abddmen devem ser novamente acondicionados em estufa seca, a 60°C por 48 h, caso o peso néo estabilize
0s espécimes devem retornar para a estufa por mais 24 h, posteriormente devem pesados novamente em
balanca de precisdo. Para os demais grupos (abelhas, besouros escarabaeinoes e formigas) nédo existe a
necessidade de destacar as asas ou pernas. Os insetos sdo inseridos diretamente nos envelopes de papel
vegetal e pesados em balanga de precisdo. Imediatamente apds a pesagem, os individuos (ou grupos de
individuos) devem ser acondicionados em vidros ou frascos contendo 5 mL de cloroférmio por 48 h. Apds esse
periodo, devem ser novamente acondicionados em estufa seca, a 60°C por 48 h, caso 0 peso ndo estabilize os
espécimes devem retornar para a estufa por mais 24 h, posteriormente devem ser pesados novamente em
balanga de precisdo. O contetdo lipidico deve ser calculado como a diferenga em peso seco antes e depois da
extragdo com o cloroférmio (Lee et al. 2004; Peixoto & Benson 2011; Salomé&o et al. 2018).

Apbs a determinagao de lipideos, os mesmos individuos (ou grupos de individuos) devem ser utilizados para a
determinagdo da massa muscular. Imediatamente ap6s a pesagem para a determinagdo do conteudo lipidico,
os individuos (ou grupos de individuos) devem ser acondicionados em vidros ou frascos contendo 10 mL de
0.35 M de hidréxido de sddio por 72 h. Apés esse periodo, os individuos (ou grupos de individuos) devem ser
novamente acondicionados em estufa seca, a 60°C por 48 h, caso o peso néo estabilize os espécimes devem
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retornar para a estufa por mais 24 h, e posteriormente devem ser pesados novamente em balanga de preciséo.
A massa muscular deve ser calculada como a diferenga em peso seco apds a extragao do conteldo lipidico e
depois da extracdo com o hidroxido de sédio (Marden 1987, Peixoto & Benson 2011; Salom&o et al. 2018).

Para as analises, assume-se que cada comunidade associada aos fragmentos é independente e a unidade
amostral consiste em cada fragmento com 30 individuos de cada espécie generalista. O conteudo lipidico e
massa muscular devem ser usados como as medidas de qualidade nutricional das espécies generalistas,
amostrados nos fragmentos alvo (PFA) e referéncia (FFR).

Assimetria Flutuante

A assimetria flutuante (AF) representa pequenas variagdes aleatdrias na simetria de caracteres bilaterais e tem
sido um parametro amplamente usado como medida de instabilidade de desenvolvimento em plantas e animais
(Beasley et al. 2013). Organismos que se desenvolvem em ambientes de menor estresse sdo capazes de
corrigir erros aleatérios no desenvolvimento (Kozlov et al. 2017) e assim ndo sao produzidos desvios do eixo
de simetria bilateral. Com o aumento das pressdes antropicas ou do estresse ambiental, aumenta a
probabilidade de instabilidades ou erros de desenvolvimento, que podem ser mensurados como desvios da
simetria (Beasley et al. 2013). Dessa forma a AF representa uma ferramenta eficiente para o monitoramento da
saude de plantas e animais sob pressdes antrdpicas ou mesmo estresse ambiental (Alves-Silva et al. 2018;
Henriques & Cornelissen 2019). Assim, a AF pode ser uma ferramenta Util na avaliagdo da salde de espécies
que desenvolveram em areas com a presenca da mancha de rejeitos, e caso a mancha seja um estresse direto
ou indireto para esses organismos, sera possivel verificar esse efeito através da AF, comparando individuos
amostrados em fragmentos alvo (PFA) e com fragmentos de referéncia (FFR). Para isso devem ser utilizadas
espécies borboletas frugivoras e libélulas classificadas como generalistas de habitat, e que foram amostradas
tanto em PFA quanto em FFR. Sao utilizados somente esses dois taxa devido a presenca de asas
membranosas onde os calculos de AF ja sdo estabelecidos (ver Henriques & Cornelissen 2019; Ryazanova &
Polygalov 2014).

Borboletas frugivoras:

Para a determinagéo da assimetria flutuante em asas de borboletas, dois critérios de inclus&o seréo usados: 1)
pelo menos 30 réplicas individuais de cada espécie generalista em cada fragmento e 2) as asas direita e
esquerda de cada individuo devem estar integras e em condigbes apropriadas para as medidas de
comprimento, largura e ocelos. Grupos de borboletas coletadas em cada fragmento (PFA e FFR) serdo
consideradas como comunidades independentes para a avaliagdo das medidas de assimetria flutuante como
indicadora de disturbios (veja Henriques & Cornelissen 2019, Pignataro & Cornelissen 2020).

A face dorsal das asas direitas e esquerdas de cada individuo coletado e preservado serdo cuidadosamente
destacadas e digitalizadas em mesa digitalizadora, com escala calibrada para 0.01mm. Os atributos
morfométricos a serem medidos em cada asa seguem o protocolo de Windig et al. (2000), Adamski & Witkowski
(2002) e Henriques e Cornelissen (2019). Esses atributos sdo comuns as espécies das comunidades,
independente de razdo sexual, tamanho e idade. Serdo avaliados desvios do eixo de simetria perfeita no
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comprimento das asas, na largura das asas, na area das asas e tamanho e didmetro dos ocelos, para as asas
esquerda e direita de cada um dos individuos amostrados nos critérios 1 e 2 descritos anteriormente. O
comprimento seréd medido da insercao da asa no térax até a maior medida diagonal da asa (Figura 22, medida
1), cruzando a célula discal no apice. O comprimento da célula discal (Figura 22, medida 2) sera determinado
dainsergao da asa até o ponto de contato da extremidade da célula discal e a venagéo imediatamente superior.
Alargura da asa sera medida a partir do mesmo ponto original no térax até o ponto horizontal maximo na largura
em um angulo de 180° (Figura 22, medida 3), cruzando a célula cubital. A area total das asas sera medida
através do contorno total das asas direita e esquerda, usando os landmarks externos como referéncia. Para
borboletas, quando presentes, os ocelos serdo medidos, avaliando-se a area total (Figura 22, medida 4) e
didmetro do ocelo (Figura 22, medida 5).

Figura 22: Representacéo esquematica das medidas de assimetria flutuante (medidas 1 a 5) a serem avaliadas nas
borboletas. Veja texto para descricdo das medidas. As medidas devem ser tomadas nas asas superiores direita e
esquerda de cada individuo.

Eyespot: Area (4);
Diameter (5)

Para as analises de assimetria flutuante (AF), assume-se que cada comunidade associada aos fragmentos é
independente e a unidade amostral consiste em cada fragmento com 30 individuos de cada espécie generalista.
A diferenga entre os lados esquerdo e direito das asas superiores dos atributos comprimento da asa, largura
da asa, comprimento da célula discal, &rea e didmetro dos ocelos (quando presentes) devem ser usados como
as medidas de AF das asas de borboletas, comparando-se as medidas através de indices de AF. Tais indices
levam em consideragdo a varidncia na comunidade dada pela variagdo interespecifica em variaveis
morfométricas como o tamanho corporal e area total das asas.

Libélulas:

Para a determinagéo da assimetria flutuante em asas de libélulas, dois critérios de inclusdo serao usados: 1)
pelo menos 30 réplicas individuais de cada espécie generalista em cada fragmento e 2) as asas direita e
esquerda de cada individuo devem estar integras e em condicbes apropriadas para as medidas de
comprimento, largura e distancia entre venagdes. Grupos de libélulas coletadas em cada fragmento (PFA e
FFR) serdo consideradas como comunidades independentes para a avaliagdo das medidas de assimetria
flutuante como indicadora de distirbios (veja Henriques & Cornelissen 2019, Pignataro & Cornelissen 2020).
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A face dorsal das asas direitas e esquerdas de cada individuo coletado e preservado serdo cuidadosamente
destacadas e digitalizadas em mesa digitalizadora, com escala calibrada para 0.01 mm. Os atributos
morfométricos a serem medidos em cada asa seguem o protocolo de Windig et al. (2000), Adamski & Witkowski
(2002) e Henriques e Cornelissen (2019). Esses atributos sdo comuns as espécies das comunidades,
independente de razdo sexual, tamanho e idade. Serdo avaliados desvios do eixo de simetria perfeita no
comprimento das asas, na largura das asas, € na area total das asas superiores. As medidas devem ser
tomadas nas asas esquerda e direita de cada um dos individuos amostrados nos critérios 1 e 2 descritos
anteriormente. O comprimento sera medido da inser¢do da asa no térax até a maior medida diagonal da asa
(Figura 23, medida 1), paralelamente & segunda venagao. A largura da asa serd medida a partir do mesmo
ponto original no torax até o ponto horizontal maximo na largura em um angulo de 180° (Figura 23, medida 2).
A area total das asas sera medida através do contorno total das asas direita e esquerda, usando os landmarks
externos como referéncia (Figura 23, medida 3).

Figura 23: Representagéo esquematica das medidas de assimetria flutuante (medidas 1 e 2) a serem avaliadas nas
libélulas. A medida 3 (area total da asa) corresponde ao contorno da asa superior, ndo representada na figura. Ver texto
para descricdo das medidas. As medidas devem ser tomadas nas asas superiores direita e esquerda de cada individuo.

Para as analises de assimetria flutuante (AF), assume-se que cada comunidade associada aos fragmentos é
independente e a unidade amostral consiste em cada fragmento com 30 individuos de cada espécie generalista.
A diferenga entre os lados esquerdo e direito das asas superiores dos atributos comprimento da asa, largura
da asa, e area total da asa devem ser usados como as medidas de AF das asas de libélulas, comparando-se
as medidas através de indices de AF. Tais indices levam em consideragéo a variancia na comunidade dada
pela variagéo interespecifica em variaveis morfométricas como o tamanho corporal e érea total das asas.
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Perqunta 6 - Areas diretamente afetadas pelo rejeito apresentam menor abundancia do cagado-de-
barbichas (Phrynops geoffroanus) do que dreas nao afetadas, como sugerem os dados da Avaliagdo
Ecoldgica Rapida? Caso a abundéncia seja de fato menor em areas diretamente afetadas, havera
aumento na abundéncia dessa espécie ao longo de 9 anos, em fungdo das supostas melhorias nas
condigcbes ambientais da bacia?

Contextualizacio:

O cagado-de-barbichas Phrynops geoffroanus € um queldnio comum e amplamente distribuido na América do
Sul (Rhodin et al. 2017). A espécie possui uma grande plasticidade no uso do habitat, ocorrendo em uma grande
variedade de ambientes aquaticos, desde rios e ribeirdes até lagoas e agudes, sendo frequentemente
encontrada em locais poluidos, onde se adaptam bem (Abe, 2000 2001; Ribas & Monteiro Filho 2002; Rueda-
Almonacid et al. 2007; Souza et al. 2008). A grande plasticidade no uso do habitat e a auséncia de estudos que
comparem a abundancia do cagado-de-barbichas em habitats naturais e antropizados fazem com que a
espécie, em tese, ndo seja uma indicadora da boa qualidade ambiental. Por isso, espera-se que o cdgado, em
uma bacia historicamente j& bastante degradada como a do rio Doce, estivesse bem distribuido por ela antes
do rompimento, assim como ndo ha motivos para supor que a abundancia da espécie fosse muito diferente em
trechos da bacia com caracteristicas similares.

Por outro lado, pode-se supor que a passagem da pluma de rejeito tenha causado a morte de individuos de
Phrynops geoffroanus e uma consequente diminuicdo na sua populagdo. Entretanto, devido & grande
capacidade de adaptacdo da espécie a ambientes alterados, espera-se que as populagdes da calha dos rios
diretamente afetadas pelo rejeito, especialmente do rio Doce, possam se recuperar com o tempo.

Os resultados obtidos durante o primeiro ano do monitoramento sugerem, ainda que de modo n&o conclusivo,
que o cagado-de-barbichas ocorre em menor abundancia na calha do rio Doce quando comparada a pontos
localizados fora dessa area. Durante o primeiro ano deste trabalho foram capturados 45 individuos da espécie,
sendo que apenas um foi registrado no leito do rio Doce (Bicho do Mato, 2020). Apesar de possiveis dificuldades
relacionadas a amostragem da espécie no rio Doce, 0 dado obtido levanta a hipdtese de que pode haver algum
impacto persistente ou recorrente impedindo a recuperacdo da populagéo dessa espécie no rio Doce, 0 que
justifica o estudo para elucidar essa questao.

Hipoteses e predicoes

e A hipotese geral € que o desastre tenha afetado populacdes de espécies sensiveis efou
associadas a ambientes aquaticos.

e Assumindo que as populacdes de Phrynops geoffroanus anterior ao rompimento eram similares
na calha do rio afetado e em seus tributarios (referéncia), espera-se que a abundéncia atual seja
menor em trechos diretamente afetados quando comparados a trechos de referéncia.

e Espera-se que ao longo do tempo ocorra um um aumento na abundéancia de Phrynops
geoffroanus em trechos diretamente afetados, aumento esse maior do que aquele observado em
trechos de referéncia. O raciocinio desta hipdtese é de que melhorias nas condigdes ambientais
na bacia do rio Doce ocorrerdo e devem levar a um aumento das populagdes de trechos que foram
diretamente afetados.

Indicador(es) proposto(s)
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o Abundancia populacional de Phrynops geoffroanus.

Protocolo metodoldgico

Para avaliar os efeitos da presenca (atual ou pretérita) do rejeito na abundancia de Phrynops geoffroanus
deverdo ser amostrados 10 trechos de rios, sendo 4 diretamente afetados (alvos) e 6 de referéncia (néo
afetados) ao longo da bacia do alto rio Doce (Tabela 11). A abundancia da espécie sera avaliada utilizando-se
a taxa de captura em cada trecho (nimero de individuos capturados dividido pelo esforgo amostral). Optou-se
por ndo utilizar métodos de captura-marcagéo-recaptura, visto o baixo nimero de recapturas da espécie. Cada
trecho deve distanciar pelo menos 1 km um do outro, bem como dos trechos amostrados no projeto de
contaminag&o e danos por metais pesados na espécie (Pergunta 3).

Os trechos alvo corresponderéo a trechos diretamente impactados dos rios Gualaxo do Norte e Carmo, até a
sua confluéncia com o rio Piranga. Os trechos de referéncia, por sua vez, corresponderdo a por¢des de rios da
bacia do alto rio Doce ndo afetados pela passagem do rejeito. Estes trechos devem estar em localizados nas
seguintes sub-bacias: Carmo (trecho a montante da sua confluéncia com o Gualaxo do Norte), Piranga, e
Piracicaba. Os trechos de referéncia podem estar localizados em qualquer altura das sub-bacias supracitadas,
entretanto, é importante que dentro do possivel tenham vazio compativel a dos trechos afetados. Para excluir
potenciais efeitos indiretos do rompimento, os trechos de referéncia devem estar distantes cerca de 10 km de
trechos diretamente afetados. O maior nimero de trechos referéncia, quando comparado ao nimero de trechos
alvo, se da devido a necessidade de se ter uma amostragem representativa da variagio da condicao referéncia,
sendo para isso necessario amostrar trechos inseridos nas 4 principais sub-bacias do alto rio Doce (acima
citadas), além da por¢éo néo afetada do préprio rio do Carmo.

O projeto tera a durag&o inicial de trés anos, com periodicidade anual. O primeiro ano funcionara como piloto,
0 segundo e terceiro como o experimento definitivo. Observa-se que alteragbes/adaptacées metodoldgicas
podem ser realizadas ap6s a realizaco do piloto, sem, entretanto, modificar a estrutura do desenho amostral.
Caso seja constatada que a abundancia de Phrynops geoffroanus é menor em trechos diretamente afetados
quando comparada aquelas de trechos de referéncia, 0 monitoramento devera ser continuado a cada dois anos,
até que sejam completados 9 anos. Caso ndo seja verificada diferenga na abundéncia do cagado entre os
tratamentos, o projeto seré encerrado ao final do terceiro ano.

A amostragem seré realizada por meio de armadilhas do tipo covo/funil (40 x 80 cm) para a captura de
queldnios. As armadilhas serdo instaladas em pontos que relinam caracteristicas adequadas para a captura de
cagados, ou seja, que estejam localizados em locais profundos e com pouca correnteza (pogdes ou remansos),
proximos a troncos, pedras e galhadas emersas, em margens com vegetagdo marginal. Trechos
encachoeirados, de corredeiras, excessivamente rasos ou localizados dentro de areas urbanas devem ser
evitados. Remansos de usinas hidroelétricas ou de pequenas centrais hidroelétricas também nédo devem ser
amostrados.

Em cada trecho, devera ser empregado o esforgo diario de 480 horas-armadilha (20 armadilhas abertas por 24
h) aplicado por quatro dias, totalizando de 1920 horas-armadilha por trecho. Ap6s os dois primeiros dias de
amostragem as armadilhas deverao ser realocadas e permanecer abertas por mais dois dias. Tal procedimento
¢ indicado visto que normalmente a maior parte dos individuos é capturada nos dois primeiros dias e, dessa
forma, a relocacéo das armadilhas permitira cobrir uma maior extensdo dos rios. A taxa de captura em cada
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trecho seré calculada dividindo-se o nimero de capturas pelo esfor¢co amostral. As armadilhas deverao estar
espagadas no minimo 30 metros umas das outras, ou seja, cada conjunto de 20 armadilhas cobrira a extensao
minima de 570 metros. Considerando a realocagéo, no total serdo cobertos no minimo 1140 metros de rio.

As armadilhas serdo iscadas com lata de sardinha em conserva de dleo perfuradas. A isca devera ser trocada
diariamente. As armadilhas serdo instaladas pela manha e checadas na manhé seguinte. Armadilhas roubadas
néo deverdo ser incluidas no calculo do esfor¢o amostral.

Tabela 11: Localizag&o dos trechos do monitoramento populacional do cagado-de-barbichas Phrynops geoffroanus no

alto rio Doce.

Trecho | Categoria Rio am[c)::tsr adgeem
TAO1 Afetada Gualaxo do Norte 4
TA02 Afetada Gualaxo do Norte 4
TA03 Afetada Carmo 4
TAO4 Afetada Carmo 4
TRO5 | Referéncia | Carmo (a montante da confluéncia com o Gualaxo do Norte) 4
TR06 | Referéncia | Carmo (a montante da confluéncia com o Gualaxo do Norte) 4
TR7 | Referéncia Piranga 4
TR8 | Referéncia Piranga 4
TR9 | Referéncia Piracicaba 4
TR10 | Referéncia Piracicaba 4

Total 40

Os queldnios capturados serdo sexados, pesados, ter o comprimento € largura maxima da carapaca e plastréo
medidos. Amostras de tecidos (fragmento da membrana interdigital) deveréo ser colhidas e acondicionadas em
criotubos com alcool absoluto, de maneira a permitir acesso futuro a informagdo genética dos espécimes
capturados. Os individuos deverdo ser identificados segundo Gagle (1939) por meio de pequenos entalhes
feitos com serra e imediatamente liberados.

Visando restringir o efeito da sazonalidade sobre a abundancia de Phrynops geoffroanus, as amostragens
deverdo ser realizadas entre agosto e meados de outubro (antes do inicio das chuvas fortes), meses com
temperatura relativamente elevada e baixa precipitagdo, condigdes que influenciam positivamente a atividade
da espécie (Souza & Abe, 2001). Ainda, a auséncia de trombas d’'agua na estagéo seca, faz deste periodo mais
seguro para amostragens. Dessa maneira, considerando os 40 dias efetivos de amostragem (i.e. excluindo-se
os deslocamentos entre areas), serdo necessarias, entre trés e quatro equipes em campo simultaneamente
para que as amostragens possam ser realizadas dentro do periodo especificado.

Antes de iniciar as amostragens propriamente ditas, deverao ser realizadas campanhas de reconhecimento
para avaliagdo das caracteristicas dos trechos amostrais, especialmente da vazéo, que deve ser compativel,
sempre que possivel, com a do trecho afetado. O reconhecimento deve ser realizado durante a estagéo seca,
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entre maio e agosto, quando o volume dos rios estara relativamente baixo e similares ao da época estipulada
para a amostragem. E importante, durante o reconhecimento, avaliar a necessidade do uso de pequenas
embarcagdes e motor de poupa de poténcia compativel com a navegabilidade para instalagéo e checagem das
armadilhas. O reconhecimento/mapeamento prévio é fundamental visto as possiveis e provaveis dificuldades
relacionadas a liberagao de acesso a determinados trechos dos rios pelos proprietarios. O objetivo final das
campanhas de reconhecimento é produzir um mapa com os acessos definidos e as coordenadas geogréficas
precisas dos pontos exatos onde cada armadilha sera instalada, considerando os 40 pontos (20 armadilhas
realocadas uma vez). Para o reconhecimento, definicdo e mapeamento dos trechos e pontos amostrais seréo
necessarios cerca de 40 dias de campo, sem considerar os deslocamentos entre as areas.

Equipe minima necesséria

O trabalho de campo deve ser executado por bidlogos plenos com experiéncia em estudos com queldnios.

Pergunta 7 - Existem riachos, que tiveram vegetacdo riparia, calha e margens completamente
descaracterizadas pela passagem da onda de rejeito, que abrigam populagées de Hydromedusa
maximiliani em seus trechos localizados a montante da area diretamente afetada? Trechos de riachos
recuperados e que abrigam individuos a montante da drea diretamente afetada serdo utilizados por
Hydromedusa maximiliani em dez anos, na medida em que houver uma melhoria da sua qualidade
ambiental em fungao do processo de restauragao ambiental?

Contextualizacdo

Espécies com populagbes naturalmente pequenas, associadas a habitats especificos e sensiveis a
perturbacdes de origem antrépica, merecem especial atengdo quanto a sua conservacgdo, particularmente
aquelas ameacadas de extingdo. Esse é o caso do cagado Hydromedusa maximiliani, uma espécie endémica
da Mata Atléntica que habita riachos em ambientes florestais (Costa et al. 2015) e encontra-se ameacgada de
exting&o sob a categoria Vulneravel (VU), segundo as listas estadual e global (COPAM 2010; IUCN 2017). A
destruicdo do habitat e restrita distribui¢éo territorial, além do elevado grau de isolamento de suas populagdes
s80 as principais ameacas a sobrevivéncia dessa espécie (Drummond 1998).

A onda de lama resultante do rompimento provocou grandes alteragdes em drenagens que desaguam no rio
Gualaxo do Norte. Riachos circundados por vegetagao florestal, onde provavelmente existiam populagdes de
Hydromedusa maximiliani, foram total ou parcialmente soterradas, tiveram calha e margens descaracterizadas
e vegetagao riparia suprimida. Como estratégia de recuperagao desses riachos, suas calhas € margens foram
reconformadas por meio de enrocamentos, enquanto sua vegetagéo tem sido restaurada de maneira natural
ou assistida.

Passados mais de cinco anos do rompimento, ndo se sabe se esses trechos de riachos recuperados estéo
sendo utilizados pelo cdgado Hydromedusa maximiliani. Devido & grande exigéncia ambiental da espécie e sua
baixa capacidade de disperséo, espera-se que esses trechos ainda néo estejam sendo utilizados. Entretanto,
caso a restauragéo seja bem sucedida no longo prazo, espera-se que essa espécie possa retornar a esses
trechos.
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Hipéteses e predicoes
o Porseruma espécie exigente quanto a qualidade do habitat e com baixa capacidade de dispersao,
espera-se, caso a restauracdo ecoldgica seja bem sucedida, que trechos de riachos restaurados
e que abrigam individuos a montante da area diretamente afetada voltar&o a ser utilizados pela
espécie, porém em dez ou mais anos.

Indicador(es) proposto(s)
e Taxa de ocupacgao de trechos de riachos por Hydromedusa maximiliani.

Protocolo metodologico

Para verificar a taxa de ocupagao de trechos de riachos por Hydromedusa maximiliani deverao ser considerados
apenas os tributérios do trecho que vai desde Fund&o (cdrrego Santarém) até o encontro do rio do Carmo com
o Piranga. Os tributarios amostrados precisam ter pelo menos 50 metros de extensdo na ADA, ser permanentes
e inseridos em fragmentos de vegetagao florestal que toquem a ADA. A partir de um mapeamento visual,
utilizando-se imagens de satélite de 2020 (Google Earth) e um shape de drenagens, foram identificados 45
tributérios que potencialmente se enquadram nessas condi¢ces (Tabela 12). Essas drenagens deveréo ser
inspecionadas, em campo, visando identificar aquelas que apresentam caracteristicas adequadas a ocorréncia
da espécie e que ndo podem ser verificadas por meio de imagens de satélite (e.g. hidroperiodo, vaz&o,
qualidade da agua, presenca de remansos, etc.). Para inspegao dos riachos devem ser previstos cerca de 45
dias de campo, realizado por bi6logos que conhe¢am bem a biologia da espécie. Ao final da inspegao, deverao
ter sido selecionados pelo menos 10 tributarios que possuam caracteristicas compativeis com a ocorréncia da
espécie e que serdo posteriormente monitorados.

A taxa de ocupacdo da espécie nos trechos de riacho selecionados sera verificada por meio de armadilhas do
tipo covo/funil para a captura de quelénios. Para tal, serdo amostrados 3 trechos por riacho, sendo um na ADA,
em processo de restauragéo, outro no trecho localizado dentro da ADA (o buffer de 300 m da ADA) e outro em
trecho localizado fora da AID (fora do buffer de 500 m da ADA). Em cada riacho devera ser aplicado o esforgo
de 3240 horas-armadilha, aplicados em 3 dias consecutivos da seguinte forma: 1080 horas-armadilha (15
armadilhas abertas por 72 horas) no trecho da ADA, o mesmo esfor¢o no trecho localizado dentro do buffer
restritivo de 300 m, e mais 1080 horas-armadilha em trecho localizado fora da AID (fora do buffer de 500 m da
ADA).

As armadilhas deverao estar espagadas no minimo 10 metros umas das outras, ou seja, cada conjunto de 15
armadilhas cobrira a extens@o minima de 140 metros de riacho. O esforgo amostral aplicado em cada riacho
podera sofrer pequenas adaptacdes em funcdo das caracteristicas do corpo d'adgua. Por exemplo, se a
extens&o do riacho inserida dentro da ADA for muito pequena (e.g. 50 m), o nimero de armadilhas podera ser
reduzido. As armadilhas serdo iscadas com lata de sardinha em conserva de dleo perfuradas. A isca devera
ser trocada diariamente. As armadilhas seréo instaladas pela manha e checadas na manhé seguinte.

Os queldnios capturados serdo sexados, pesados e ter o comprimento e largura maxima da carapaga e plastrao
medidos. Amostras de tecidos (fragmento da membrana interdigital) dever&o ser colhidas e acondicionadas em
criotubos com alcool absoluto e depositados em colegéo cientifica. Os individuos deverao ser identificados
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segundo Gagle (1939) por meio de pequenos entalhes feitos com serra fina e imediatamente liberados.

As amostragens deverdo ocorrer em entre fevereiro e maio ou agosto e outubro, evitando os trimestres de
temperatura mais baixa (junho — agosto), que diminuem a atividade da espécie ou de alta precipitagéo
(novembro a janeiro), que dificulta a instalacdo das armadilhas devido aos niveis elevados de agua e maior
probabilidade de trombas d’agua. O nimero de riachos que sera amostrado depende do nimero de riachos
selecionados durante a inspecéo prévia (até 10). Assim, a previsdo de dias de campo e, consequentemente,
do tamanho da equipe necesséria para execu¢ao da amostragem deveré ser feita apos o término da inspecéo
e selegao dos riachos. As amostragens deverdo ocorrer anualmente durante os dois primeiros anos. Ao final
do segundo ano, caso ndo seja constatada a ocorréncia da espécie em nenhum dos riachos selecionados o
monitoramento deve ser encerrado. Caso contrario, 0 monitoramento deve ser continuado anualmente apenas
nos riachos em que a espécie for registrada, até que se completem 10 anos.

Tabela 12: Potenciais tributarios para o monitoramento de Hydromedusa maximiliani.

Riacho UTM 23K Riacho UTM 23K

1 664938 | 7758095 24 676939 | 7758391
2 663238 | 7760198 25 675128 | 7759786
3 663059 | 7760675 26 675279 | 7760205
4 664422 | 7757207 27 675222 | 7760764
5 666528 | 7758044 28 674745 | 7761104
6 666241 | 7758121 29 673075 | 7761547
7 666306 | 7760223 30 672824 | 7761369
8 667652 | 7760242 31 672023 | 7760338
9 668923 | 7760973 32 671633 | 7759915
10 669096 | 7760682 33 670773 | 7759839
11 669082 | 7759912 34 669999 | 7760342
12 669220 | 7759286 35 669523 | 7761094
13 671677 | 7759088 36 669052 | 7761876
14 671930 | 7759579 37 668784 | 7761902
15 673694 | 7760558 38 668426 | 7761516
16 673627 | 7760179 39 667070 | 7761052
17 673862 | 7759979 40 665984 | 7761609
18 677304 | 7757241 41 665151 | 7762430
19 677984 | 7755951 42 664787 | 7762545
20 685993 | 7753033 43 664196 | 7762435
21 689206 | 7757621 44 661460 | 7762345
22 679814 | 7756425 45 664834 | 7757125
23 680029 | 7756236
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Equipe minima necesséria

A auséncia de registro de Hydromedusa maximiliani em um riacho muitas vezes decorre da inexperiéncia do
profissional responsavel pela escolha dos microambientes onde as armadilhas seréo instaladas. Portanto,
sugere-se que a escolha desses locais seja realizada por um bi6logo sénior com experiéncia na amostragem
da espécie. As amostragens subsequentes podem ser realizadas por bidlogos plenos.

Perqunta 8 - Existem diferencas entre as comunidades da avifauna de areas afetadas pela deposi¢ao de
rejeito e em areas de floresta ndo submetidas a este estressor? Se sim, quais sao estas diferengas?

Contextualizacdo

Diversos estudos efetuados na Mata Atlantica apontam modificagbes nas comunidades de aves diante de
processos de descaracterizagdo de ambientes florestais, a exemplo de fragmentacdo de habitat, efeito de
borda, fogo e manejo relacionado ao corte seletivo ou uso agroflorestal (Willis 1979; Aleixo 1995, 1999, 2001;
Aleixo & Vielliard 1995; Christiansen & Pitter 1997; D’Angelo-Neto et al. 1998; Soares & Anjos 1999; Bornschein
& Reinert 2000; Maldonado-Coelho & Marini 2000, 2003, 2004; Marini 2000; Anjos 2001a, b; Marsden et al.
2001; Protomastro 2001; Laps et al. 2003; Ribon et al. 2003; Faria et al. 2006; Piratelli et al. 2008; Uezu et al.
2008; Anjos et al. 2009, 2011; Loures-Ribeiro et al. 2011; Uezu & Metzger 2011, 2016; Martensen et al. 2012;
Barbosa et al. 2017; Matos et al. 2018). No entanto, nem sempre a riqueza de espécies e a diversidade s&o
bons indicadores, j& que ambientes florestais depauperados ou em estagio inicial de regenerag@o podem ser
ocupados por uma ampla variedade de espécies generalistas e tipicas de borda (e.g., Aleixo & Vielliard 1995;
D’Angelo-Neto et al. 1998; Anjos 2001a, b; Ribon et al. 2003; Modena et al. 2013; Emer et al. 2018; Silva et al.
2020).

Todavia, os seguintes padrdes gerais sao observados com relagdo a sensibilidade da avifauna da Mata
Atlantica (Brooks & Balmford 1996; Christiansen & Pitter 1997; Goerck 1997; Brooks et al. 1999; Aleixo 2001;
Marsden et al. 2001; Pizo 2001; Willis & Oniki 2002; Laps et al. 2003; Anjos et al. 2004; Anjos 2006; Uezu et al.
2005; Faria et al. 2006; Martensen et al. 2008; Uezu et al. 2008; Anjos et al. 2010; Loures-Ribeiro et al. 2011;
Uezu & Metzger 2011, 2016; Alexandrino et al. 2016; Emer et al. 2018; Campos-Silva & Piratelli 2020; Silva et
al. 2020):
1. Em florestas secundarias, fragmentadas ou submetidas a intervengdes antrépicas ha
diminuicdo do nimero de espécies de aves endémicas da Mata Atlantica.
2. Em florestas secundarias, fragmentadas ou submetidas a intervencdes antropicas ha
diminui¢&o do nimero de espécies de aves dependentes de ambientes florestais.
3. Em florestas secundarias, fragmentadas ou submetidas a intervengdes antropicas ha
diminui¢&o do numero de aves de médio e grande porte (com massa corporal superior a 50
g) que consomem frutos, compreendendo as representantes das seguintes familias:
Tinamidae (macucos, inhambus e jads), Cracidae (jacus, mutuns e jacutingas), Phasianidae
(urus e capueiras), Columbidae (pombas, juritis e pararus), Trogonidae (surucuas),
Ramphastidae (tucanos e aragaris), Psittacidade (papagaios, araras e periquitos) e
Cotingidae (arapongas, anambés e pavas).
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4. Em florestas secundarias, fragmentadas ou submetidas a interven¢fes antrépicas ha
diminuigdo do numero de aves insetivoras que capturam suas presas no piso das florestas,
a exemplo de representantes das familias Formicariidae (pintos-do-mato), Grallariidae
(tovacas) e Scleruridae (vira-folhas).

5. Em florestas secundérias, fragmentadas ou submetidas a intervencdes antropicas ha
diminuigdo do numero de aves insetivoras de sub-bosque, principalmente aquelas que
dependem de substratos especificos para forragear, a exemplo de representantes das
familias Thamnophilidae (chocas e afins), Dendrocolaptidae (arapagus) e Furnariidae
(trepadores e afins).

Estudos indicam, ainda, que as espécies indicadoras da boa qualidade ambiental na Mata Atlantica séo
representantes dos grupos acima destacados e geralmente constam em listas vermelhas de espécies
ameagcadas de extingdo, especialmente quando ha sinergia de um ou mais desses atributos (Machado et al.
1998, 2008; Goerck 1997; Brooks et al. 1999; Aleixo 2001; Ribon et al. 2003; Bencke et al. 2006; Alexandrino
et al. 2016; ICMBio 2018; IUCN 2020). Por outro lado, em areas alteradas, hd um aumento na ocupagao por
espécies generalistas, de ampla distribuicdo geogréafica, que nd3o dependem de florestas, com baixa
sensibilidade a distlrbios de origem antrépica e ndo presentes em listas vermelhas, incluindo espécies exoticas
(Aleixo & Vielliard 1995; Aleixo 2001; Willis & Oniki 2002; Matos et al. 2018).

Assim, com base na categorizagéo das espécies nos atributos acima elencados, as préprias comunidades de
aves podem ser tratadas como indicadores do grau de preservagao ou do estagio sucessional de ambientes
florestais na area de estudo.

Hipoteses e predicoes

o Ahip6tese geral é que a degradacdo em fragmentos florestais impactados pela presenca do rejeito
ird alterar a estrutura e composigéo da comunidade de aves.

o Espera-se que a comunidade de aves de areas afetadas pela deposi¢éo de rejeito apresente uma
propor¢do menor de espécies indicadoras da boa qualidade ambiental em comparagédo com as
areas de referéncia. As espécies indicadoras da boa qualidade ambiental incluem aves
ameagadas de extin¢do, endémicas da Mata Atlantica, dependentes de ambientes florestais,
consumidores de frutos de médio e grande porte e insetivoras de solo e sub-bosque.

e Espera-se que a proporcao de espécies indicadoras da boa qualidade ambiental aumente com o
aumento da distancia da area diretamente afetada.

Indicador(es) proposto(s)
o Diversidade, estrutura e composi¢ao das comunidades de aves de interior de mata.

Protocolo metodoldgico

A malha amostral necessaria é composta por 20 sitios amostrais de cada um dos seguintes grupos de
ambientes: 1) fragmentos florestais de vegetacdo natural em estagio médio ou avangado de sucesséo ecoldgica
e que foram diretamente afetados pela deposigéo de rejeito em sua totalidade ou em apenas uma porgao de
sua area. Estes sitios correspondem as Porgdes de Fragmentos Alvo (PFA) definidas no item “Definigéo da
Malha Amostral”; 2) fragmentos florestais de vegetagao natural em estagio médio ou avangado de regeneragéo
€ que nao receberam deposicao de rejeito, devendo também estar localizados fora da AID (buffer de 500 m em
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relacdo a ADA). Estes seréo os fragmentos florestais de referéncia (FFR).

Uma vez que diversos estudos envolvendo outros grupos tematicos serdo desenvolvidos nestes mesmos sitios
amostrais, um planejamento cuidadoso deve ser realizado de modo a minimizar os impactos do estudo no
ambiente e no bom andamento dos trabalhos de campo. Para isso, a rede de acessos aos pontos e parcelas
de amostragem devera ser planejada de modo a reduzir ao maximo a necessidade de abertura de novas trilhas
e 0 pisoteio do sub-bosque, minimizando assim os impactos sobre 0 ambiente. Os trabalhos de campo dos
diferentes profissionais envolvidos neste programa deverdo ser coordenados de modo a evitar que
pesquisadores responsaveis por diferentes grupos tematicos trabalhem simultaneamente em um mesmo sitio
de amostragem, de modo que um grupo n3o interfira nos trabalhos de campo do outro grupo.

A periodicidade das campanhas de coleta devera ser semestral, sendo uma campanha de amostragem durante
a estagdo seca (maio a agosto) e outra durante a esta¢do chuvosa (outubro a margo). A duragdo minima do
monitoramento devera ser de cinco anos, com avaliagdo da necessidade de continuidade ao final desse
periodo, pois frequentemente existe um consideravel lapso de tempo entre um impacto e a extin¢do de
espécies.

A coleta de dados se dara por meio de pontos de contagem (Bibby et al., 2000; Gregory et al., 2004).
Objetivando tornar os procedimentos de coleta em campo mais ageis e eficientes, os sitios amostrais deveréo
ser agrupados de acordo com a sua proximidade geografica e facilidade de acesso. Desse modo sera possivel
que dois ou mesmo trés sitios possam ser amostrados em um dnico dia (sempre respeitando o limite maximo
do horario de amostragem aqui estabelecido). A ordem de amostragem de cada um desses agrupamentos de
sitios, bem como a ordem de amostragem de cada sitio individual dentro de um agrupamento, devera ser
sorteada. Uma vez que mais de uma equipe de campo podera realizar a coleta de dados (ver abaixo), é
importante que se garanta a alternancia de equipes entre amostragens sucessivas de um mesmo sitio durante
cada uma das campanhas. Estes procedimentos objetivam reduzir eventuais vieses de amostragem.

Ao chegar em campo, o ornitdlogo sénior, acompanhado do seu auxiliar, se deslocara em siléncio até o ponto
de contagem e, logo ap6s sua chegada ao ponto, iniciara a identificagéo e contagem de todas as espécies de
aves visualizadas ou escutadas em um raio de 50 m ao redor do ponto durante um periodo de 10 min (Bibby et
al., 2000). Espécies registradas fora do raio de contagem do ponto dever&o ser registradas com o propésito de
compor a lista completa das espécies identificadas em cada sitio de amostragem, néo devendo ser utilizadas
nas analises estatisticas que exijam a coleta de dados sistematizados. O mesmo devera ocorrer com as
espécies identificadas fora dos periodos de contagem, como, por exemplo, durante os deslocamentos entre os
pontos.

O ornitélogo sénior devera estar atento durante todo o periodo de censo para evitar a recontagem de individuos
dentro de um mesmo ponto e mesmo entre pontos distintos. O ornitdlogo auxiliar ficara responsavel por realizar
a documentagao sonora durante todo o periodo do censo utilizando o gravador digital. Imediatamente antes do
inicio da gravagao sonora do censo, o ornitdlogo auxiliar devera gravar um trecho curto de dudio que servira
como legenda das gravagdes subsequentes, anunciando a data, os nomes dos ornitdlogos responsaveis pelo
censo e pela gravagao, 0 nome do sitio de amostragem, o nimero do ponto de contagem e o horario de inicio
da gravagéo. A gravacdo dos censos objetiva ndo apenas a documentagao por meio de vouchers digitais das
espécies registradas, mas também possibilitar a posterior verificagdo independente dos registros obtidos em
campo.
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A documentagéo fotografica poderé ser realizada pelo pesquisador sénior ou por seu auxiliar durante o periodo
de censo ou, preferencialmente, durante os deslocamentos entre pontos. A documentagao fotografica ndo
devera interferir no bom andamento dos pontos de contagem, pois, afinal, a identificagdo e contagem de aves
€ 0 objeto principal das amostragens, ndo a documentagéo fotografica. Além do mais, a documentag&do sonora
ird prover os vouchers digitais da maioria das espécies encontradas na area de estudos.

Os censos deverdo ser realizados sempre nas primeiras horas da manh4, iniciando com o nascer do sol e se
encerrando até no maximo as 09h30 da manha, preferencialmente mais cedo, especialmente em dias de calor
muito intenso. Dias chuvosos ou com vento forte ndo deverdo ser amostrados, pois condi¢des meteorologicas
adversas podem influenciar negativamente nas amostragens (Bibby et al., 2000). Cada ponto serd amostrado
duas vezes em cada campanha, sempre em dias distintos. A sequéncia de amostragem dos pontos devera ser
alternada entre cada amostragem, de modo a reduzir eventuais vieses decorrentes do horario de amostragem.
Uma vez que este é um trabalho de monitoramento de comunidades, néo deverao ser coletados espécimes
nos sitios de amostragem, de modo a n&o interferir nos resultados dos censos subsequentes.

Cada fragmento deverd receber quatro pontos de contagem, os quais deverdo estar preferencialmente
dispostos ao longo de um unico transecto linear. Entretanto, devido a limitada disponibilidade de fragmentos
florestais com porte adequado, este desenho linear podera ser modificado em virtude das dimensdes e
conformagéo do fragmento, mas sempre respeitando a distancia minima entre pontos e em relagdo a borda.

Cada ponto de contagem deverd estar separado de outros pontos por no minimo 200 m de distancia,
preferencialmente mais do que 300 m, de modo a garantir a independéncia amostral de cada ponto (Bibby et
al., 2000). Cada ponto devera também estar distante no minimo 50 m da borda, preferencialmente mais do que
100 m, de modo a garantir que a comunidade amostrada esteja realmente associada ao fragmento florestal e
néo a matriz adjacente. Trilhas de acesso deveréo ser abertas de modo a permitir o deslocamento rapido, &gil
e seguro do pessoal de campo até os pontos de contagem. As trilhas deverdo ser abertas de maneira linear
(para agilizar o deslocamento) e bem marcadas, porém estreitas, de modo a impactar 0 minimo possivel o
ambiente e 0 comportamento das aves. E importante que as trilhas sejam mantidas bem limpas (i.e. sem galhos,
arbustos efou cipds impedindo o livre caminhar), de modo a reduzir o ruido durante o deslocamento dos
pesquisadores.

A taxonomia e sistematica das espécies registradas deverédo seguir o checklist publicado pelo Comité Brasileiro
de Registros Ornitologicos (Piacentini et al., 2015) ou uma eventual atualizag&o que porventura venha a ser
publicada por este comité. A listagem dos taxa endémicos da Mata Atléntica devera seguir Moreira-Lima (2013).
Embora esta seja uma dissertacdo de mestrado néo publicada, a qualidade dos dados & muito superior ao
apresentado por outras fontes publicadas que apresentaram uma listagem similar (Brooks et al., 1999; Silva et
al., 2004). As espécies ameagadas de extingdo deveréo ser aquelas oficialmente reconhecidas como tal em
nivel estadual (COPAM, 2010) e nacional (MMA, 2014), considerando também eventuais revisdes das listas
vermelhas. Espécies quase-ameagadas de extingdo (‘NT”) também deveréo ser consideradas.

A massa corporal das espécies identificadas devera seguir Rodrigues et al. (2019) ou, na auséncia de dados
disponiveis para a Mata Atlantica, Dunning (2008). Dados sobre o estrato de forrageamento podem ser obtidos
em Parker et al. (1996), devendo receber a mesma codificacdo apresentada pelos autores desta base de dados
(terrestre, sub-bosque, estrato médio, dossel, aéreo e aquatico).
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Dados sobre o tipo de habitat podem ser obtidos em Parker et al. (1996), que indica, em ordem decrescente de
importancia, os habitats utilizados por cada uma das espécies de aves Neotropicais. Para efeito de analise dos
dados, as espécies identificadas em campo deverdo ser classificadas como dependentes (habitam
predominantemente florestas), semi-dependentes (tém forte relagcdo com o componente arbéreo, mas habitam
predominantemente capoeiras e bordas de fragmentos florestais, transitando bem por uma matriz de areas
abertas e semiabertas), e independentes de floresta (habitam predominantemente areas abertas). A
classificagéo das espécies em cada um dos trés niveis de dependéncia florestal devera ser feita com base no
habitat primario de cada espécie (sensu Parker et al., 1996), adotando-se o seguinte critério: dependentes de
floresta (habitats F1, F2, F4, F5, F6, F7, F9, F10, F11); semi-dependentes de floresta (F3, F8, F12, F13, F14,
F15, além de espécies associadas a bordas “edge species”’, que sdo assinaladas com um “E”); e independentes
de florestas (todas as espécies associadas com ambientes néo florestais, N1-N14 e aquatico, A1-A12). Devido
ao baixo nivel de conhecimento sobre os habitats utilizados pelas aves Neotropicais, bem como para acomodar
preferéncias locais de espécies de ampla distribui¢do, alguns ajustes na classificagdo proposta pelo grupo
liderado por Parker podem ser necessarios.

Dados sobre a dieta das aves poderdo ser obtidos em Wilman et al. (2014). Este banco de dados informa a
porcentagem de cada categoria alimentar que compde a dieta de cada espécie, em intervalos de 10% (e.g.
70% de invertebrados e 30% de frutos para o sabia Turdus leucomelas). Devido ao baixo nivel de conhecimento
sobre a dieta de aves Neotropicais, alguns ajustes na classificagdo proposta pelo grupo liderado por Wilman
podem ser necessarios. Nestes casos, estudos descritivos e com amostragem realizadas na Mata Atlantica
dever&o ser utilizados (e.g. Moojen et al., 1941; Schubart et al., 1965; Lopes et al., 2005; Lima et al., 2010;
Manhaes et al., 2010; Sabino et al., 2017).

Dados sobre o0 tamanho da érea de distribuicdo geogréfica das espécies poderao ser extraidos dos mapas
digitais disponibilizados pela Birdife International (2020). Estes dados permitirdo estimar quéo ampla é a
distribuicdo geogréfica das espécies de interesse.

Uma vez que a coleta de dados seré realizada por meio de pontos de contagem, poucos equipamentos
especializados serdo necessarios. Uma listagem desses equipamentos, com exemplos das especificagbes de
marcas e modelos recomendados, é apresentada abaixo:

o GPS. Para auxiliar a navegagao em campo e garantir que as amostragens serao realizadas nos
pontos apropriados, um aparelho GPS portatil serd fundamental (e.g. Garmin eTrex 22x
GPS/GLONASS).

e Binoculo. Para a observagao e identificacdo das aves em campo, cada pesquisador devera contar
com um binéculo de boa qualidade (e.g. Nikon Monarch HG 8x42 ou Zeiss Conquest HD 8x42).

e Gravador e microfone. Para a gravagdo dos dudios durante 0s censos sera necessario um
gravador digital (e.g. Sound Devices MixPre-3 Il) acoplado a um microfone direcional (e.g.
Sennheiser ME-67 microphone head associado ao K6 powering module). Um cabo conector XLR,
sempre acompanhado de um cabo reserva, sera necessario para conectar o microfone ao
gravador, que devera ser acomodado em um case de protegao sob medida para o aparelho. Para
garantir a maxima qualidade da gravagéo, uma empunhadura (e.g. Rycote Lyre Mount with Pistol
Grip Handle) e um protetor contra ventos (e.g. Rycote Standard Hole Softie Windscreen, 19-22mm
hole size, internal length 29cm) sdo também recomendados.

e Camera digital. Para a realizagédo da documentagéo fotografica das aves em campo, bem como
dos ambientes amostrados, uma camera digital de alta qualidade dotada de um zoom poderoso

114



EK®S BRASIL

sera fundamental. Como a preferéncia por marcas e modelos de equipamento fotografico varia
dramaticamente entre profissionais, ndo serdo aqui apresentadas recomendacdes.

Devido a extensa malha amostral necessaria para se responder adequadamente a esta pergunta, serdo
necessarias de duas a no maximo trés equipes de campo, cada uma delas composta por um ornitélogo sénior
e um ornitélogo auxiliar de campo. Uma vez que a capacidade de detecgao varia entre observadores (Bibby et
al., 2000; Gregory et al., 2004), & importante limitar o nimero de equipes ac minimo necessario, evitando-se a
substituicdo de membros das equipes entre as campanhas. Dessa forma-se reduz-se a insergéo de eventuais
vieses nas amostragens.

Os omitologos séniores deverao ter no minimo oito anos de experiéncia com inventarios de aves em campo,
incluindo censos por pontos de contagem. E fundamental que estes profissionais comprovem experiéncia prévia
de no minimo quatro anos com a avifauna da regido de estudos, pois a metodologia aqui adotada exige um
amplo conhecimento das espécies locais. Os ornitélogos auxiliares deverdo ter no minimo quatro anos de
experiéncia de campo com inventarios de aves, devendo comprovar experiéncia no uso do gravador. Para a
anélise dos dados e redag&o do relatério de estudo seré necessario um profissional doutor com no minimo oito
anos de experiéncia em analise de dados e redagao cientifica.

Pergunta 9 - Existem diferengas na diversidade funcional da avifauna em areas afetadas pela deposicéao
de rejeito e em areas de floresta ndo submetidas a este estressor? Se sim, quais sao estas diferencas?

Contextualizacdo

Na Mata Atlantica, estudos apontam para a presenca de varias espécies de aves polinizadoras persistindo em
areas alteradas e em pequenos fragmentos florestais, sugerindo que esta fungéo ecoldgica possa ser
preservada, mesmo diante da perda de algumas espécies mais sensiveis (Willis 1979; Ribon et al. 2003; Anjos
etal. 2004), especialmente levando-se em consideragéo que espécies de plantas pioneiras ou tipicas de bordas
(n&o necessariamente ornitéfilas) podem fornecer recursos alimentares para essas aves (Willis 1979; Vieira et
al. 1992; Olmos & Boulhosa 2000; Abreu & Vieira 2004). Além disso, muitas espécies de beija-flores apresentam
boa capacidade de deslocamento a médias e longas distancias, em busca de recursos alimentares (Willis 1979;
Sick 1997). Por outro lado, alguns autores apontam que a degradagéo do habitat pode levar a perda de algumas
espécies de beija-flores com morfologia e estratégias de forrageamento Unicas, comprometendo a polinizagao
das espécies de plantas ornitéfilas mais especializadas (Dalsgaard et al., 2008; Maglianesi et al., 2014; Tinoco
et al., 2016; Hadley et al., 2018).

Com relagdo a dispersores de sementes, areas alteradas e fragmentadas tendem a ser representadas por
espécies de aves generalistas (onivoras) de pequeno tamanho corporal e que interagem com plantas de répido
crescimento que apresentam frutos pequenos (Willis 1979; Silva & Tabarelli 2000; Manhaes et al. 2003; Emer
et al. 2018). Por outro lado, grandes frugivoros tendem a desaparecer dessas areas, comprometendo a
dispers&o de espécies com sementes maiores (Willis 1979; Aleixo & Vielliard 1995; Christiansen & Pitter 1997;
Silva & Tabarelli 2000; Ribon et al. 2003; Uezu et al. 2005; Galetti et al. 2013; Emer et al. 2018), com raras
excecdes (e.g., Fadini & De Marco Jr. 2004; Uezu & Metzger 2011).

Neste contexto, o subconjunto das comunidades a serem amostradas, representado por aves com potencial
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para atuar como polinizadoras (nectarivoras) ou dispersoras de sementes (onivoras e frugivoras) pode ser
usado como indicador.

Hipdteses e predicdes

o Ahipdtese geral é que a degradacdo ambiental nos fragmentos impactados pelo rejeito reduz de
maneira heterogénea a diversidade de espécies de aves, alterando assim algumas fungbes
ecoldgicas executadas pela avifauna.

o Espera-se encontrar diferengas na composi¢éo, na abundancia e na diversidade funcional de aves
polinizadoras entre as areas afetadas pela deposigao de rejeito e as areas de referéncia.

o Espera-se que nas areas afetadas pela deposigéo de rejeito haja maior proporgéo de dispersores
onivoros, menos dependentes de florestas e de pequena massa corporal, ao contrario das areas
de referéncia, onde se espera a presenca de dispersores mais especializados, incluindo frugivoros
florestais de maior porte.

Indicador(es) proposto(s)
o Diversidade de aves polinizadoras e dispersoras.

Protocolo metodologico

A malha amostral, a periodicidade e duragdo do monitoramento, a quantidade e disposi¢do das unidades
amostrais (pontos de contagem), o detalhamento dos equipamentos de coleta e o perfil técnico da equipe séo
o0s mesmos descritos para a Pergunta 8 acima. Os procedimentos de coleta relativos as aves frugivoras (pontos
de contagem) também serdo os mesmos daqueles empregados para as demais aves, indicados na Pergunta
8.

Ja para as espécies nectarivoras, especificamente beija-flores, sera adotada uma metodologia especifica. Para
isso serdo conduzidos censos de beija-flores nos mesmos pontos utilizados para a amostragem por pontos de
contagem, porém utilizando bebedouros comerciais abastecidos com solugéo de sacarose como atrativo (as
populares “garrafinhas de beija-flor”). Optou-se aqui pelo uso de bebedouros em detrimento de flores naturais
em virtude da possibilidade de se obter com eles um maior controle do sistema de estudos. Isso porque as
diferentes espécies de flores ornitdfilas apresentam niveis muito distintos de atratividade para os beija-flores,
variando também dramaticamente a sua disponibilidade e abundancia ao longo do ano e do estagio de
sucessao dos fragmentos florestais amostrados.

Deverao ser instalados dois bebedouros por ponto de contagem a aproximadamente 1,5 m de altura, distantes
aproximadamente 5 metros um do outro. Os bebedouros deveréo ser fixados em galhos finos ou cipds
naturalmente presentes no local, sempre em lugares expostos e visiveis, de modo a facilitar a sua localizagao
e visitagdo pelos beija-flores. Beija flores exibem uma forte preferéncia por flores com cores nos comprimentos
de onda do extremo mais elevado do espectro visivel (Stiles, 1976), ou seja, flores nas cores vermelha e
alaranjada (bebedouros comerciais frequentemente exibem uma combinagdo dessas cores). E bom evitar
amarelo, pois esta cor € muito atrativa para abelhas (https://www.allaboutbirds.org/news/feeding-
hummingbirds/). E fundamental que todos os bebedouros utilizados ao longo do experimento sejam
rigorosamente padronizados.

Os bebedouros deverao ser abastecidos com solugao agucarada na proporgéao de 125 gramas de agUcar cristal
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de cana para cada litro de agua (Ruschi, 1949). Esta solu¢do podera permanecer por no maximo quatro dias
nos bebedouros (Becker et al., 2013), os quais deverdo ser rigorosamente higienizados e reabastecidos com
uma nova solucdo agucarada apds esse periodo. Dessa maneira evitar-se-a a fermentacéo exagerada do
liquido e a proliferagdo de fungos, os quais podem ser prejudiciais a salde dessas aves (Ruschi, 1949).
Dependendo da intensidade de visitagdo podera ser necessario reabastecimento dos bebedouros em intervalos
mais curtos. Caso ocorra a infestacdo dos bebedouros por abelhas, o que pode inibir a visitagao por beija-flores,
algumas medidas simples poderdo ser empregadas para minimizar o problema (ver
https://www.wikiaves.com.br/wiki/comoatrairasaves:bebedouros).

Os bebedouros deverdo permanecer em campo por pelo menos dois dias antes de que 0s censos sejam
realizados, de modo a permitir a habituagéo dos beija-flores (Kormann et al., 2016). Uma vez que a identificagéo
de beija-flores em voo e sob condi¢des de baixa luminosidade ndo é uma tarefa trivial, ambos os ornitblogos
em campo deverdo participar do censo, com cada um deles focando em um Unico bebedouro por vez.
Imediatamente apds a chegada ao ponto ambos o0s ornitdlogos iniciaréo a identificacao de todas as espécies
de beija-flor escutadas ou visualizadas durante um periodo de 25 min (Bibby et al., 2000). Uma vez que o foco
deste estudo é a polinizagao, devera ser registrada se as espécies identificadas foram registradas ou nao
visitando os bebedouros. Para as espécies registradas visitando os bebedouros devera ser contado o nimero
de visitas realizadas aos bebedouros instalados no ponto. Uma vez que os beija-flores néo estardo marcados,
ndo sera necessario ou mesmo possivel a contagem do numero de individuos registrados. Deverdo ser
consideradas visitas distintas todas as vezes que um beija-flor trocar de bebedouro ou entdo que um individuo
da mesma espécie for observado novamente visitando o bebedouro, ap6s o primeiro individuo alvo sair do
campo de visdo do ornitdlogo (i.e. ndo sera mais possivel determinar se é 0 mesmo individuo ou um outro que
esta visitando o bebedouro). Devido a baixa taxa de vocaliza¢do da maioria dos beija-flores durante a visitagéo,
associado as dificuldades técnicas de se realizar uma filmagem de qualidade sob as condigdes prevalentes no
sub-bosque, ndo sera necessario qualquer tipo de documentagéo digital do &udio ou filmagens durante os
censos de beija-flores. A documentagao fotografica podera ser realizada eventualmente, mas sempre com
extremo cuidado para n&o interferir no bom andamento dos trabalhos de campo.

Beija-flores registrados fora dos periodos de contagem, como, por exemplo, durante os deslocamentos entre
o0s pontos deverdo ser registradas com o intuito de compor a lista de espécies do sitio de amostragem, n&o
devendo ser incluidas nas analises de dados sistematizadas.

Beija-flores sao espécies com elevado grau de atividade durante o dia, mesmo durante as horas mais quentes,
ndo havendo, portanto, a necessidade de que os censos fiquem restritos as primeiras horas da manha.
Entretanto, as amostragens néo deverdo ocorrer em dias chuvosos, com vento muito forte ou em momentos de
calor extremo, pois condigbes meteoroldgicas adversas podem influenciar negativamente nas amostragens
(Bibby et al., 2000). Cada ponto devera ser amostrado duas vezes em cada campanha, sempre em dias
distintos. A sequéncia de amostragem dos pontos deverd ser alternada entre cada amostragem e os
observadores deveréo trocar de posi¢do durante o monitoramento dos bebedouros, de modo a reduzir
eventuais vieses.

E muito importante que os censos de beija-flores sejam realizados sempre apds as amostragens dos censos
por pontos, de modo a n&o interferirem nos resultados destas por meio da atragdo de espécies nectarivoras.
Uma possivel estratégica para maximizar a eficiéncia dos trabalhos de campo e reduzir o numero de
deslocamentos é os pesquisadores instalarem os bebedouros no sitio amostral imediatamente apds encerrarem
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os pontos de contagem (Pergunta 8), no seu caminho de volta para o veiculo. Assim eles poderé&o retornar dois
dias depois para fazerem a contagem dos beija-flores. Apds o segundo dia de contagem dos polinizadores, 0s
bebedouros deverdo ser removidos.

Para as analises com foco no grupo indicador constituido pelos polinizadores, apenas a familia Trochilidae
(constituida pelos beija-flores) sera considerada. Esta familia inclui as principais aves polinizadoras das
Américas, abrigando elevada riqueza de espécies e grande abundancia de individuos nas mais diversas
paisagens naturais e antropizadas (Schuchmann, 1999). Embora representantes de outras familias de aves
Neotropicais (e.g. Thraupidae) também se alimentem de néctar, estas aves geralmente possuem um papel
secundario como polinizadores ou mesmo, em alguns casos, atuam como “ladrdes de néctar” (Stiles, 1981).

Para as analises com foco no grupo indicador constituido pelas aves frugivoras, seréo consideradas como
desempenhando um papel relevante na dispers&o de frutos todas as espécies listadas por Wilman et al. (2014)
como apresentando 20% ou mais de frutos na sua dieta. Devido ao baixo nivel de conhecimento sobre a dieta
de aves Neotropicais, alguns ajustes na classificagdo proposta pelo grupo liderado por Wilman podem ser
necessarios. Nestes casos, estudos descritivos e com amostragens realizadas na Mata Atlantica deverdo ser
utilizados (e.g. Moojen et al., 1941; Schubart et al., 1965; Lopes et al., 2005; Lima et al., 2010; Manhées et al.,
2010; Sabino et al., 2017).

A taxonomia e sistematica das espécies registradas deverdo seguir o checklist publicado pelo Comité Brasileiro
de Registros Ornitolégicos (Piacentini et al., 2015) ou uma eventual atualizacdo que porventura venha a ser
publicada por este comité. A massa corporal média das espécies devera seguir Rodrigues et al. (2019) ou, na
auséncia de dados disponiveis para a Mata Atléntica, Dunning (2008). Dados sobre a morfometria dos beija-
flores (comprimento do bico e comprimento da asa) poderdo ser obtidas em Rodrigues et al. (2019), Grantsau
(1988) e Rodriguez-Flores et al. (2019). O grau de curvatura do bico dos beija-flores é uma importante variavel
relacionada a eficiéncia de polinizagdo de muitas plantas ornitofilas. Esta informagao pode ser obtida, de forma
categérica, em Rodriguez-Flores et al. (2019). Dados sobre a largura do bico na base (‘gape”) de aves
frugivoras, uma importante variavel relacionada ao tamanho do fruto possivel de ser ingerido, podem ser obtidos
em Rodrigues et al. (2019) e em outras fontes da literatura (e.g. Foster, 1987; Galetti et al., 2013). Caso ndo
seja possivel localizar na literatura dados morfométricos de algumas das espécies de interesse, é possivel
realizar a medida de espécimes taxidermizados em colegbes ornitologicas (e.g. acervos da UFMG, UFV,
MZUSP e MNRJ, entre outas). E importante ter em mente que existem diferentes maneiras de se medir uma
ave. Portanto, é necessario checar nas fontes consultadas como as medidas foram tomadas, sempre
especificando durante a anélise dos dados qual foi a medida padrao adotada (e.g. no caso do comprimento do
bico, se a medida utilizada foi 0 culmen total ou o cllmen exposto). Duas boas fontes de referéncia para a
padronizacéo de medidas morfoldgicas de aves séo Baldwin et al. (1931) e Eck et al. (2011).

Dados sobre o estrato de forrageamento podem ser obtidos em Parker et al. (1996), devendo receber a mesma
codificagdo apresentada pelos autores da base de dados (terrestre, sub-bosque, estrato médio, dossel, aéreo
e aquatico). Dados sobre o tipo de habitat utilizado podem ser obtidos em Parker et al. (1996), que indica, em
ordem decrescente de importancia, os habitats utilizados por cada uma das espécies de aves Neotropicais.
Para efeito de andlise dos dados, as espécies identificadas em campo deverédo ser classificadas como
dependentes (habitam predominantemente florestas), semi-dependentes (tém forte relagédo com o componente
arbéreo, mas habitam frequentemente capoeiras jovens e bordas de fragmentos florestais, transitando bem por
uma matriz de areas abertas e semi-abertas), e independentes de floresta (habitam predominantemente areas
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abertas). A classificacdo das espécies de interesse em cada um dos trés niveis de dependéncia florestal devera
ser feita com base no habitat primario de cada espécie (Parker et al., 1996), adotando-se o seguinte critério:
dependentes de floresta (habitats F1, F2, F4, F5, F6, F7, F9, F10, F11); semi-dependentes de floresta (F3, F8,
F12, F13, F14, F15, além de espécies associadas a bordas “edge species”, que sdo assinaladas com um “E”);
e independentes de florestas (todas as espécies associadas com ambientes n&o florestais, N1-N14 e aquatico,
A1-A12). Devido ao baixo nivel de conhecimento sobre os habitats utilizados pelas aves Neotropicais, bem
como especificidades locais daquelas espécies de ampla distribuigao, alguns ajustes na classificagao proposta
pelo grupo liderado por Parker podem ser necessarios. Dados sobre as diferentes estratégias de forrageamento
exibidas por beija-flores (sensu Feinsinger & Colwell, 1978) podem ser encontrados na literatura (e.g. Justino
etal., 2012; Las-Casas et al., 2012; Lanna et al., 2017).

Pergunta 10 - A preseng¢a da mancha de rejeitos nas margens dos cursos d’dgua afeta a composicéo e
estrutura da comunidade de pequenos mamiferos nos fragmentos impactados?

Contextualizacdo

Diversos trabalhos reportam efeitos de distrbios nas comunidades biolégicas (Vera Y Conde & Rocha, 2006;
Laurance et al., 2007). Algumas dessas perturbacdes podem levar a alteragdes negativas sobre as populagdes
e comunidades de espécies de um dado local. Pequenos mamiferos é um grupo formado por animais com peso
inferior a 2kg, composto por roedores e marsupiais (Eisenberg, 1999). E um dos grupos de mamiferos mais
diversificados, englobando diversos grupos e guildas ecoldgicas (Paglia et al, 2012). Em ambientes florestais,
0s pequenos mamiferos podem ser encontrados nos diversos estratos da mata e algumas espécies transitam
entre o estrato terrestre e o dossel das arvores (Vieira e Monteiro-Filho, 2003; Paglia et al, 2012, Reis et al,
2011). Diversas espécies sao preferencialmente terrestres, com algumas de habito semifossorial (Wilson &
Reeder, 2005). Por possuirem area de vida reduzida e estarem fortemente associados ao estrato terrestre,
algumas espécies podem ser indicadoras do impacto da deposigdo do rejeito. A alteragdo do habitat pela
passagem da mancha de rejeitos pode ter causado impactos sobre a comunidade de pequenos mamiferos ao
afetar a oferta e disponibilidade de recursos alimentares e abrigo.

Hipéteses & Predicoes

o Ahipotese geral é que a presenca de rejeito nos fragmentos florestais impactados atue como filtro
ambiental afetando a comunidade de pequenos mamiferos terrestres.

o Espera-se que a diversidade (taxondmica e funcional), composicao e estrutura da comunidade de
espécies de pequenos mamiferos nos fragmentos florestais diretamente impactados pela
presencga de rejeito seja diferente daquela encontrada nas areas de referéncia.

o Espera-se que o efeito da presenga de rejeito sobre a composi¢do da comunidade de pequenos
mamiferos diminua da borda para o interior do fragmento.

e Espera-se que com o tempo a composi¢do de espécies de pequenos mamiferos nas areas
afetadas se aproxime daquela presente nas areas de referéncia.

Indicador(es) proposto(s)
o Diversidade, estrutura e composicdo das comunidades de pequenos mamiferos terrestres.
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Protocolo metodologico

Para o monitoramento da diversidade, estrutura e composi¢éo das comunidades de pequenos mamiferos serdo
amostrados os 40 sitios indicados no topico de definicdo da malha amostral, sendo 20 fragmentos Alvo (PFA)
e 20 fragmentos Referéncia (FFR) no trecho Fund&o - UHE Risoleta Neves. Em cada fragmento florestal seréo
estabelecidos dois transectos, sendo um na borda do fragmento e outro no interior, a uma distancia minima de
100 metros. Em cada transecto seréo definidos 15 postos de captura, equidistantes cerca de 15 metros entre
si. Em cada posto serdo instaladas duas armadilhas de captura viva (live trap), uma do modelo gaiola de arame
galvanizado (tipo gancho) (32x15x15 cm) e outra modelo Sherman (25x8x9 cm). Uma armadilha sera disposta
no solo e a outra, sempre que possivel, em média altura (cerca de 1,5 m), presa em galhos ou cipds. As
armadilhas de captura viva serdo iscadas com farinha de milho, banana e farinha de amendoim e serdo
vistoriadas a cada manha tendo as iscas renovadas apds cada captura ou sempre que necessario.
Adicionalmente em cada transecto serdo instalados um conjunto de 10 armadilhas de interceptagéo e queda
(Pitfall traps) constituido de baldes de 60 | em linha, interligados por lona. As armadilhas ficaréo operantes
durante cinco noites consecutivas, por campanha, quando entio serdo retiradas ou tampadas. Para a coleta
de amostras para avaliagdo de contaminantes as campanhas de campo deverdo ser semestrais,
acompanhando a periodicidade das coletas relativas ao protocolo metodoldgico da Pergunta 6. As coletas
deverdo ter uma duragao programada de no minimo 5 anos, sendo analisados os resultados ao final do segundo
ano para avalia¢do da continuidade do monitoramento de contaminantes.

52. TEMA 2: HA UMA TENDENCIA DE AUMENTO DE CONDIGOES
AMBIENTAIS FAVORAVEIS PARA O RESTABELECIMENTO DE
POPULAGOES DE ANIMAIS E PLANTAS E DOS PROCESSOS
ECOLOGICOS AFETADOS PELO ROMPIMENTO DA BARRAGEM?

5.2.1 Bases conceituais

A cobertura florestal tem se transformado profundamente nas Ultimas décadas no Brasil e no mundo (Sloan et
al. 2019). De inicio, vastas extensdes de florestas tropicais maduras foram convertidas para usos
agropecuarios, resultando em um dréstico declinio da cobertura florestal em paisagens transformadas pelo
homem. No entanto, muitas dessas paisagens tém passado por um processo de transigéo florestal, resultando
numa reversao da tendéncia histérica de perda de cobertura florestal e dando inicio a uma fase de ganho de
cobertura (Nanni et al. 2019). Como consequéncia, a cobertura florestal que era antes constituida
essencialmente de florestas nativas maduras tem se transformado num mosaico bastante heterogéneo de
diferentes tipologias florestais, cada qual com fungdes ambientais especificas e, consequentemente, diferentes
contribui¢bes para a natureza e bem-estar humano. No entanto, pouco se sabe sobre onde estdo essas novas
florestas e suas diferentes tipologias, como elas provéem diferentes fungdes ambientais e como essas fungdes
poderiam ser maximizadas para a conservagao da natureza como o bem-estar humano (McDowell et al. 2020).

A perda de area nativa de floresta associada as margens dos corregos atingidos pelo rompimento da barragem,
tem efeito imediato local. Todavia, para muitas espécies, os efeitos de modificagdes em escala local podem
reverberar na escala da paisagem. Além disso, é importante entender como os diferentes compartimentos da
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paisagem influenciam as comunidades de organismos, para detectar e diferenciar os efeitos diretos do
rompimento da barragem (impacto avaliado) dos impactos ja existentes na paisagem em questao (impacto de
fundo). Estes impactos de naturezas distintas podem levar as comunidades a processos de homogeneizagao
bidtica, em geral derivados dos impactos intensos e agudos (Chenson & Huntly 1997; Solar et al. 2015).

Por outro lado, os impactos de fundo, cronicos na paisagem, podem levar & divergéncia da composigao das
comunidades, de acordo com a hipotese da divergéncia das comunidades (Laurance et al. 2007). Os efeitos de
cada um desses impactos variam dentro de um continuo em que, num primeiro momento, os filtros impostos
pelo derramamento de rejeito afetam a homogeneizacdo das espécies, seguido da dispersao aleatéria das
espécies na paisagem, que se caracteriza como a principal causa de varia¢do (divergéncia) (Solar et al. 2015;
Socolar et al. 2016). Neste sentido, &€ necessario monitorar os efeitos dos impactos detectados de perda de
habitat terrestre e consequente perda de individuos, levando-se em consideracéo tanto as areas afetadas e
sua recuperagdo, bem como um conjunto de areas de referéncia.

Ainda, se for possivel escalar a restauragdo com qualidade na paisagem, seré necessario demonstrar isso em
nimeros, mas os protocolos de monitoramento de areas em restauracdo, apesar de apresentar resultados
muito interessantes (Ribeiro et al. 2015, Londe et al. 2019; Montoya et al 2019; Rother et al. 2019), ainda séo
muito restritos em termos espaciais, com custo muito elevado (Viani et al. 2017), que dificiimente permitira
ganhar escala no monitoramento. Assim, novas tecnologias de monitoramento estdo sendo testadas
recentemente, baseadas em uso de imagens de satélite de alta resolugdo (e.g. Global Forest Watch),
integrando com algoritmos robustos para explorar a dindmica de uso da terra (e.g. MapBiomas) e até com
ciéncia participativa (Evans et al. 2018). H4, ainda, a possibilidade de usar drones acoplados a equipamentos
LIDAR de deteccao, de localizagao e sensores hiperespectrais (Almeida et al. 2020), que sdo metodologias que
tém o potencial de revolucionar a forma como &reas em restauragdo podem ser monitoradas, localmente e na
paisagem.

Como integrar essas tecnologias de monitoramento baseado em imagens com conhecimento ecolégico no nivel
de parcela (e.g. inventarios florestais, diversidade funcional), de forma relevante para avaliar com qualidade e
escalas das areas em restauragéo florestal, é ainda um grande desafio para a ciéncia, porém, que pode ser
superado se recursos e capacidades adequados forem combinados em programas de monitoramentos, como
empregados pela Fundagdo Renova. Assim, associado aos programas de restauragdo ecoldgica das areas
degradadas pelo rompimento da barragem, devera também ser planejado o monitoramento permanente das
areas em restauragéo, localmente e na paisagem, com foco na restaura¢do da biodiversidade, da estrutura,
composicdo e do provimento de servigos ecossistémicos, quando comparado com ecossistemas de referéncia
(Londe et al. 2019), principalmente focando em organismos de respostas rapidas, que estejam associadas com
funcdes ecossistémicas desejaveis.
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5.2.2 Pergunta e indicadores relacionados a tendéncia de melhoria na
bacia

Perqunta 11 - E possivel detectar uma mudanga ambientalmente positiva na estrutura e composigao da
paisagem natural na bacia do rio Doce ao longo do tempo

Contextualizacdo

A bacia do rio Doce apresenta uma grande variagdo na sua cobertura de vegetacao nativa. Estima-se que no
todo, cerca de 17% da bacia possui cobertura de floresta atlantica. Alguns trechos da bacia estdo em melhor
condigcdo ambiental que outros, sendo o trecho do médio rio Doce 0 mais degradado. O mapeamento do uso e
cobertura do solo na bacia do rio Doce elaborado pelo IBIO AGB-Doce em 2013, utilizando dados espaciais de
2008 a 2012, indica que apenas cerca de 27% da bacia possui cobertura de vegetagéo nativa e 59% esta
ocupada por pastagem (ANA, 2016).

Também é notério na bacia a baixa cobertura das Areas de Protegdo Permanente nos cursos d’agua. A
Fundacdo Renova, através do PG26, tem o compromisso de recuperar 40.000 ha de APP e 5.000 nascentes
na bacia. Essa meta representa apenas 0,4% da extensao territorial da bacia do rio Doce.

A fragmentacao e perda de habitats sdo os principais vetores de ameaca a biodiversidade terrestre. Na Mata
Atléntica, estima-se que os remanescentes florestais correspondam a cerca de 28% da cobertura original no
bioma (Rezende et al, 2018), portanto, a bacia do rio Doce, que esta praticamente toda inserida nos limites do
bioma, é bem representativa do processo historico de degradacdo da Mata Atléntica, talvez apenas mais
recente do que em outras regides. A proporgéo de habitat remanescente determina as respostas das espécies
e populagdes ao processo de fragmentagdo (Fahrig, 2013). Relagdes néo lineares entre biodiversidade e
quantidade de habitat remanescente determinam, por sua vez, limiares criticos de respostas das espécies
(Magioli, et al, 2015; Boesing et al, 2018). Os valores dos limiares criticos variam entre espécies, porém alguns
estudos indicam que entre paisagens com menos de 35% de cobertura florestal remanescente séo criticas para
persisténcia de espécies de vertebrados terrestres (Andrén, 1994; Martensen et al., 2012; Estavillo et al., 2013;
Banks-Leite et al., 2014; Muylaert et al., 2016, Santos et al., 2019).

Uma das visGes gerais sobre a atuagéo da Fundagdo Renova é que ela seja capaz de entregar uma bacia em
condices melhores do que estava antes do rompimento da barragem. A meta de recuperar 40.000 ha de APPs
do PG26 é importante, porém numa escala regional, pouco ird contribuir para melhorar a condi¢do geral da
bacia. Entende-se que as agdes da Fundacdo Renova devem contribuir e influenciar uma série de agdes e
politicas publicas tendo como objetivo a melhoria da cobertura de areas de vegetacdo nativa na bacia. Assim,
€ importante monitorar a dindmica do uso e cobertura do solo através de métricas de paisagem que indiquem
melhoria da qualidade ambiental para a biodiversidade terrestre.

Hipdteses & predicdes

o Ahipotese geral é que as agdes de restauragio executadas pela Renova, bem como a articulagéo
entre as diversas instituicdes e entidades atuantes na bacia do rio Doce, irdo contribuir com a
melhoria na cobertura de vegetag&o nativa na bacia.
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o Espera-se que tenham sido planejadas e venham a ser executadas agdes que levem a
compensacdo das florestas eliminadas, bem como ao aumento da conectividade natural da
paisagem.

e Espera-se que com o tempo as diversas agles irdo levar em conta a realidade de fragmentos
antes do rompimento da barragem, buscando ndo s6 melhorar os fragmentos naturais
remanescentes, mas restaurar fragmentos na nova paisagem, garantindo o provimento de
servigos ecossistémicos na escala da paisagem, e nao so6 no local restaurado.

o Considerando que a restauracdo ecoldgica permite melhorias dos descritores ambientais em
comparagdo as areas degradadas, mas raramente alcanga os descritores de areas naturais
remanescentes, espera-se que a restauragao planejada e a ja executada no dominio espacial do
PG30 consiga melhorar as métricas de paisagem em relacdo a condi¢do original, antes do
rompimento da barragem

Indicador(es) proposto(s)
o Métricas de paisagem (proporcdo de cobertura de vegetagdo nativa, tamanho dos fragmentos,
conectividade, etc).

Protocolo metodologico

Para quantificar a area de floresta nativa que foi eliminada com o derramamento de rejeito e a modificagéo na
cobertura de vegetagdo a partir do rompimento, devera ser avaliado a cobertura florestal nativa, na faixa
ribeirinha onde ocorreu a deposicdo direta de rejeito (faixa da ADA), no dominio espacial do PG30,
considerando diferentes momentos temporais, sendo uma amostragem um ano antes do derramamento de
rejeito (2015); uma segunda amostragem um ano apés o derramamento do rejeito (2016), uma terceira
amostragem no tempo presente, e a partir disso, medi¢des bianuais, durante os préximos 10 anos, com
avaliagéo apds 5 anos.

Em cada um dos tempos indicados acima, cada mancha de cobertura florestal nativa devera ser quantificada
em hectares e classificada de acordo com seu estado de sucessao (estagios inicial, médio e final), usando os
parametros definidos na Resolugdo CONAMA n° 7, de 23 de Julho de 1996, na Resolugdo CONAMA n° 417,
de 23 de novembro de 2009 e na Instrugdo Normativa n° 5, IBAMA, de 20 de abril de 2011.

A quantificag@o e classificagio da cobertura florestal nativa na faixa da ADA em cada tempo devera ser feita
analisando em SIG imagens de satélite de alta resolu¢do espacial (0,3 @ 5m de resolugao), semelhante a
resolucdo usada pela Fundagao Renova, nas avaliagdes temporais do impacto do derramamento.

Os resultados de quantificagdo e classificagdo da cobertura florestal nativa na faixa da ADA deveréo ser
tabulados e analisados no sentido de expressar as perdas e ganhos de cobertura florestal em hectares entre
o0s tempos, considerando cada estagio de degradacao. Para a analise da cobertura florestal nativa do tempo 3,
0 layer da restaurag@o ja realizada pela Fundacdo Renova deverd ser sobreposto na imagem, permitindo
diferenciar o quanto da cobertura florestal nativa identificada é de vegetagdo remanescente e o quanto é
resultado de acgOes de restauracao.

Para avaliar qual é a tendéncia de alteragao da paisagem da bacia do rio Doce desde o derramamento de
rejeito, devera ser usado o MapBiomas, Coleg&o 5.0 ou superior, de uso e ocupagéo do solo, usando a unidade
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de fragmento florestal nativa, ao longo do tempo, sendo o primeiro tempo um ano antes do derramamento de
rejeito (2015); a segunda medi¢do um ano apds o derramamento do rejeito (2016) e a partir dessa data, outras
medi¢des anuais durante os proximos 10 anos, com avaliagdo apds o quinto ano. A analise de uso do solo e
estrutura e composi¢do da paisagem devera ser feita considerando trés escalas espaciais: 1- As quatro
subbacias do trecho entre Fundao e a UHE Risoleta Neves; 2- Todas as subbacias nas quais estdo inseridas
as areas sob restauracdo do PG26; 3- toda a bacia do Rio Doce, para fins de comparagéo da evolugdo das
métricas de paisagem nos trechos sob intervencao da Fundacao Renova.

Para cada analise de tempo e para cada analise de espacializagio deverao ser avaliada a cobertura florestal e
calculada as métricas de paisagem mais comumente usadas nesse tema (Metzger et al., 2009, Banks-Leite et
al., 2014, Tambosi et al. 2014, Resende et al 2018, Wagner et al. 2020), como: 1- porcentagem de cobertura
florestal por unidade da paisagem; 2- classes de tamanho dos fragmentos florestais nativos; 3- métricas de
conectividade da paisagem; 4 - quantificagdo do efeito de borda dos fragmentos florestais nativos e outras de
interesse para demonstrar alteragdes temporais na paisagem da bacia do Rio Doce.

53. TEMA 3: AS AGOES DE RESTAURAGAO, RECUPERAGAO E
COMPENSAGAO DA BACIA DO RIO DOCE ESTAO LEVANDO A
RECUPERAGAO DA FLORA, FAUNA E FUNCIONAMENTO DO
ECOSSISTEMA? OBSERVA-SE MELHORIA NA  ABUNDANCIA,
DISTRIBUIGAO OU RIQUEZA DE ESPECIES OU GRUPOS FUNCIONAIS
AMEAGADOS, SENSIVEIS OU CHAVE, NOS DIFERENTES CONTEXTOS
AFETADOS?

5.3.1 Bases conceituais

O Brasil se comprometeu a restaurar e reflorestar 12 milhdes de hectares, como parte de seu compromisso
junto ao Bonn Challenge e ao acordo climatico de Paris, objetivo este alinhado as demandas legais para reduzir
o déficit de vegetacao nativa em Areas de Preservagdo Permanente e Reservas Legais, e coordenado por meio
do Plano Nacional de Recuperagéo da Vegetacao Nativa. Em nivel de bioma, destaca-se a meta do Pacto pela
Restauragdo da Mata Atlantica de restaurar 15 milhdes de hectares de florestas nativas até 2050 (Melo et al.
2013).

Diversas regides da Mata Atléntica ja apresentam um ganho liquido de cobertura florestal, tendo sido observado
o ressurgimento de mais 700.000 ha de florestas nativas entre 2011 e 2015 (Crouzeilles et al. 2019). A
restauragéo de mais de 40 mil ha da bacia do rio Doce, em pouco mais de 10 anos (Meira Neto et al. 2020),
conforme comprometimento da Fundagéo Renova, vai trazer grande contribuigéo para o cumprimento da meta
brasileira de restaurac&o. No entanto, é preciso atentar que a restauragéo ecoldgica sempre traz melhorias dos
descritores e dos servicos ambientais quando comparada com &reas degradadas, mas quando comparadas
com vegetacao natural remanescente, os descritores sdo sempre inferiores aos ecossistemas de referéncias
(Benayas et al. 2009).

Métodos, politicas, instrumentos legais e de mercado vém sendo desenvolvidos para tentar viabilizar essa
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restauragéo florestal em larga escala e com qualidade (Rodrigues et al. 2009), mas ainda s&o insuficientes para
permitir a restauragéo efetiva de milhdes de hectares com a qualidade comparada a ecossistemas de referéncia
(Holl 2017; Fagan et al. 2020). Ha necessidade premente de uma mudanga de paradigma na forma como a
conservagao € planejada, implementada e monitorada, e dependera da compreenséo da dindmica da mudanca
no uso de terras e das preferéncias dos proprietarios, em determinadas paisagens, para identificar aquelas de
maior custo-eficiéncia, em termos de metodologias de menor custo e maior sucesso na restauragdo dos
descritores, de baixa competicdo com uso agricola e maior potencial de contribuir com a melhoria
socioecondmica e o do bem-estar humano do proprietario (Strassburg et al 2019).

Dentre as principais causas de ameacas a biodiversidade terrestre no Antropoceno destaca-se a perda de
habitats, causada pela transformagao dos ecossistemas naturais para o uso antropico direto ou por mudangas
do uso da terra (Pimm et al. 2014; Chase et al. 2020). Essas altera¢bes podem ter efeitos em vérias escalas
bioldgicas, que podem se manifestar de distintas formas (Pinek et al. 2020). Distlrbios abruptos ou continuos
podem alterar qualidade do habitat e disponibilidade de recursos, afetando a biodiversidade e causando a perda
de servigos essenciais como a poliniza¢éo, a manutencéo da qualidade do ar e do solo, a qualidade da &gua,
a ciclagem de nutrientes e a regeneragéo de habitats. Essas alteragdes podem ser detectadas e monitoradas
através do uso sistematico de respostas biologicas para avaliar mudangas ocorridas no ambiente, geralmente
causadas por a¢des antrdpicas (Rosenberg & Resh 1993).

As respostas bioldgicas podem ser percebidas com o monitoramento de grupos de organismos conhecidos
como bioindicadores de qualidade do habitat, utilizados para monitorar a saiude do ambiente onde vivem
(Parmar et al. 2016). Espécies bioindicadoras fornecem informacdes sobre os ambientes que ocupam e
apresentam sensibilidade a alteragGes dos atributos do habitat. Tais atributos envolvem desde caracteristicas
climaticas, fisico-quimicas e estruturais do habitat, mas também mudangas causadas por atividades antrépicas
como a poluicdo, mudanga na quantidade e qualidade do habitat, e mudangas no uso da terra, como a
urbanizagao e a minerag¢do. Um grupo é considerado bom indicador biolégico quando: apresenta sua taxonomia
bem definida, facil identificagdo, distribuicdo geografica ampla, ciclo de vida curto em relagdo a duragéo do
estressor, padrdes de distribuicdo em diferentes condicdes ambientais e de interagdes bioldgicas bem definidas.

5.3.2 Perguntas e indicadores relacionados ao processo de regeneragao e
recuperagao ambiental da biota terrestre pds-desastre.

Pergunta 12 - A restauracdo florestal planejada ou realizada no dominio espacial do PG30, como
compensacdo da destruicdao oriunda do rompimento da barragem, vai conseguir restaurar a
biodiversidade (taxonémica, filogenética e funcional), incluindo as espécies ameagadas, sensiveis ou
chaves, a estrutura, o funcionamento e o provimento de servicos ecossistémicos, tendo os
ecossistemas naturais mais conservados (estagio médio e avangado de regenera¢ao) como referéncia?

Contextualizac3o:

Uma das principais limitagdes ao desenvolvimento da flora nas areas diretamente afetadas é, além da presenga
de contaminantes, a limitagao nutricional e 0 impedimento fisico ocasionado pela compactagéo do rejeito (Matos
et al. 2020). Parte dos impactos séo atribuidos a redugao da biomassa microbiana, do teor de matéria organica
e nitrato, aumento nas concentragdes de amonio, sédio e pH, os quais sdo considerados vetores de toxicidade
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maiores do que os metais Fe, Cu, Mn e Zn (Santos et al. 2019).

A concentragdo de metais acumulados nas plantas é mais fortemente relacionada com os metais disponiveis
do solo do que com a concentracéo total de metais (Shen et al. 2017; Galhardi et al. 2020). Portanto, analises
da concentragdo de metais nas areas de amostragem devem envolver ndo apenas a concentragao pseudototal
ou total, mas, também, as fragbes disponiveis, pois estas podem alterar significativamente a depender das
condices fisico-quimicas do sedimento.

A associa¢do dos contaminantes na flora com os metais presentes no solo impde a definicdo dos mesmos
pontos de coleta, inclusive para fins de acompanhamento das alteragdes das condigdes do solo (presenca de
matéria organica, alteracio das propriedades fisico-quimicas, aporte de nutrientes) ao longo do tempo, em face
das varias acdes executadas nessas areas. Assim, é possivel monitorar a disponibilidade dos contaminantes
com o tempo e com as a¢des em andamento. Conforme demonstrado por diversos trabalhos realizados nas
areas impactadas com rejeitos de mineracdo, as melhorias das condi¢bes fisico-quimicas, como matéria
orgénica, corregdo de pH e aporte de nutrientes, tem potencial mitigador dos danos e favorecem o
desenvolvimento da vegetagéo (Scotti et al. 2020). A matéria organica promove a liga¢do dos metais pesados,
reduzindo a sua absorgao pelas plantas (Zago et al. 2019) e a migracéo dos metais no ambiente (Gagnon et al.
2020). Além da presenca dos contaminantes, a alta densidade apresentada pelos tecnosolos limita a
recuperagdo da vegetacdo (de Fatima Esteves et al. 2020).

Hipoteses e predicoes

o Ahipdtese geral é que a restauragdo ambiental proporciona condigdes fisico-quimicas favoraveis
para o estabelecimento da flora.

o Espera-se que as a¢des de restauracio nas areas afetadas pela deposicao de rejeito (naturais ou
em processo de restauragé@o) promoveréo, ao longo tempo, uma melhoria na condi¢éo geral do
solo. Esta melhoria dar-se-4, ao longo do tempo:

o Pelareducéo da fragédo disponivel de metais pesados no solo.

o Pela promogao de maior aporte de matéria organica e nutrientes, resultando em
melhores condi¢des para o desenvolvimento vegetal ao longo do tempo.

o Pelaredugao no acumulo de metais pesados pelas plantas.

o Pelas melhorias nas condigdes fisicas do Tecnosolo facilitando o
desenvolvimento radicular das plantas.

o Considerando que restauragéo ecoldgica permite melhorias da diversidade e funcionamento de
habitats degradados, mas raramente consegue restaurar a diversidade e funcionamento quando
comparados com areas naturais remanescentes na mesma situagao, espera-se que a restauragéo
tenha sido planejada, no dominio espacial do PG30, para conseguir restaurar pelo menos parte
importante da diversidade perdida e do funcionamento da vegetagdo natural, tendo como
referéncia a vegetag&o natural fora dos limites de degradagé&o do rompimento da barragem.

o A restauragéo ecoldgica, mesmo que muito bem planejada e executada, tem grande dificuldade
de restaurar diversidade taxonémica (Alfa e Beta), filogenética e funcional da &rea, quando
comparada a ecossistemas de referéncia regionais. Assim, uma outra hipbtese é que a
restauragdo ja implantada nesse trecho da bacia ndo permitira a restauragdo minima desses
atributos e precisa ser replanejada, em termos de metodologia de implantagdo e manutengéo,
para reverter esse quadro.
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Indicador(es) proposto(s)
o Condicdes fisico e quimicas do solo;
o Diversidade taxondmica, filogenética e funcional da vegetagao.
e  Fungdes e servigos ecossistémicos

Protocolos metodolégicos

Para esse monitoramento, deverdo ser avaliadas apenas as areas que estdo sendo restauradas com a
metodologia de Restauracao Ativa, ja que as areas de restauracdo passiva e assistida, onde ja se constata
presenca de regeneracdo natural apés 5 anos do rompimento, entrardo no monitoramento de melhoria da
paisagem e no monitoramento da melhoria dos fragmentos remanescentes (detalhados na Pergunta 11) . Para
avaliar se a restaurago ativa planejada e ja implantada no dominio espacial do PG30 vai conseguir restaurar
a diversidade e estrutura das comunidades vegetais, bem como o funcionamento e o provimento de servicos
ecossistémicos, serdo avaliadas 60 Areas em Restauragdo Ativa, sendo 20 Areas em Restauragdo Ativa
sobre a faixa de deposito do rejeito (na ADA), 20 Areas em Restauragéo Ativa fora da faixa de depésito
do rejeito, mas dentro da ADA e 20 Areas em Restauragdo Ativa fora da ADA, e portanto, distante das
areas impactadas pelo rompimento da barragem. Para avaliar contaminagao e danos em plantas nas areas de
restauracao, bem como niveis de contaminagdo no solo das areas restauradas deverdo ser seguidos 0s
protocolos metodoldgicos detalhados nas Perguntas 1 e 2. Para areas em estégios iniciais de restauragdo em
cada parcela deverao ser coletadas também amostras do estrato herbaceo e arbustivo para fins de avaliagao
dos niveis de contaminantes.

Das 20 areas de restauragao ativa em cada uma das 3 situagdes (na ADA sobre rejeito, ADA fora do rejeito e
fora da ADA), 10 areas de restauracao ativa receberdo parcelas permanentes, para monitoramento de uma
série temporal nos seguintes intervalos: Tempo 1: dreas em restauragéo ativa implantadas até abril de 2020,
com 2 anos de idade; Tempo 2: as mesmas parcelas do tempo 1, com 4 anos de idade; Tempo 3: as mesmas
parcelas do tempo 1, com 6 anos de idade; Tempo 4: as mesmas parcelas do tempo 1, com 10 anos de idade
e Tempo 5: as mesmas parcelas do tempo 1, com 16 anos de idade. As outras 10 areas de restauragao de
cada situagao receberdo parcelas ndo permanentes, sorteadas aleatoriamente em cada tempo ou periodo de
avaliagdo, nas areas de restauragéo ativa implantadas em cada periodo temporal, constituindo assim uma
cronossequéncia, sendo o periodo 1: areas em restauragdo ativa implantadas até abril de 2020, com 2 anos
de idade; periodo 2: areas em restauragéo ativa implantadas até abril de 2022, com 4 anos de idade; periodo
3: areas em restauragéo implantadas até abril de 2024, com 6 anos de idade; periodo 4: areas em restauragao
implantadas até abril de 2028, com 10 anos de idade e periodo 5: areas de restauragéo implantadas até abril
de 2034, com 16 anos de idade.

A Equipe Ekos esta ciente de que as agbes de restauragdo da Fundag¢do Renova na bacia do rio Doce tém
prazo definido para 10 anos. Da mesma forma, o Plano de Agdo do PG30 tem prazo de 10 anos, com proje¢éo
de finalizag&o para 0 ano de 2029. Nesse sentido, tanto o0 Tempo 5 das parcelas permanentes quanto o Periodo
5 da cronossequéncia estdo fora do horizonte temporal de agdo da Renova. Porém, a equipe entende ser
fundamental avaliar os resultados das agdes de restauragéo para além dos préximos 10 anos, uma vez que as
florestas restauradas com essa idade ainda ndo possuem estrutura comparavel as matas em estagio médio e
avangado. Assim, a equipe recomenda que sejam avaliadas as alternativas para a continuidade do
monitoramento da restauragdo ap6s os 10 anos de agao da Fundagao Renova.

127



EK®S BRASIL

Em cada uma das 60 Areas em Restauragdo Ativa sera alocada uma Unica parcela de 30x30m, sendo 30
parcelas permanente e 30 parcelas ndo permanentes (lancadas aleatoriamente em cada tempo amostral).
Além das 60 &reas de restauragdo ativa, serdo selecionadas 20 areas de florestas remanescentes
classificadas como florestas em estagio inicial nesse trecho da bacia, onde em cada uma delas sera alocada
uma parcela amostral de 30x30, somando assim 20 parcelas em areas de referéncia intermediaria. Como
areas de referéncia final serdo utilizadas as mesmas areas de referéncia descritas no item “definicdo da malha
amostral” e detalhadas na Pergunta 4, sendo sorteadas 20 parcelas dentre as 60 parcelas amostrais do
transecto de interior, alocadas nos 20 fragmentos de referéncia fora da ADA. Cara parcela sera de 30x30m
cada, distante da borda pelo menos 5m (Figura 2-3-2-1).

Para cada parcela, instalar uma estaca de cano de PVC em cada quina da parcela, utilizando a técnica de
controle de &ngulo e disténcias a partir dos valores de Azimute da bussola e trena (coletar o Azimute de um
dos lados da parcela). A estacas devem ser fincadas firmemente ao solo com a ajuda da marreta, e quando
necessario também com a escavadeira. Em cada avaliagdo em campo das parcelas, o limite lateral da parcela
deve ser delimitado com uso de barbante amarrado as estacas, para facilitar a definicio das arvores que estao
dentro e fora da parcela. O barbante deve ser retirado ao fim das coletas na parcela (sugestdo: no caso de
APP, fazer a primeira lateral paralela e beirando o rio). Para cada avaliagao as planilhas de campo devem ser
digitalizadas através de fotos com a cdmera fotografica e isso devera ser armazenado em um banco de dados
construido especificamente para esse programa.

Para amostrar cada parcela nas Areas em Restauragao, propde-se a metodologia de avaliagéo dos beneficios
ambientais e do provimento de servigos ecossistémicos de Brancalion & Rodrigues 2019, onde em cada parcela
de 30x30m serdo amostrados os mesmos indicadores de diversidade, de composicao, de estrutura e de
provimento de servigcos ecossistémicos e de acordo com os mesmos procedimentos metodoldgicos descritos
na Pergunta 4.
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Figura 24: Esquema da parcela amostral de 30x30m nas Areas em Restauragdo, com as subparcelas de 25x4m, as de
3x3m e os pontos de amostragem de diferentes indicadores (serapilheira, solo, infiltragdo de agua no solo, madeira
morta e raizes finas). Modificado de Brancalion et al. (2019).

Parcela de 30x30 m: identificar + medir
todos os individuos >5cm DAP
Contar todos os individuos >2m altura <5cm DAP

- 1* Serrapilheira
1* Raiz fina (trado)
1* Amostra de solo deformada (trado)
1* Amostra para densidade do solo (amostrador)

1*Serapilheira

1*Amostra indeformada (condutividade hidraulica)
- 1* Infiltragdo de agua

1* Amostra de solo deformada (trado)

1* Amostra para densidade do solo (amostrador)

30m

| Transectos de madeira morta

Sub-parcela de 25x4 m: contar
individuos se 50 cm < h <200 cm

30m

Para as areas em restauragao, além do monitoramento de campo feito com as parcelas amostrais (permanentes
e ndo permanentes), buscando ganhar escala e amostrar todas as areas em restauragao desse trecho da bacia,
estd sendo proposto um monitoramento usando imagens de alta resolugio, de forma integrada na paisagem
(Evans et al. 2018). Assim, os poligonos onde as parcelas de avaliagdo da multifuncionalidade estéo instaladas
devera ser sobrevoado com um drone, equipado com um sensor Lidar (Phoenix Lidar VLP-16 dual-return Lidar)
e um hiperespectral (Headwall Photonics Nano-Hyperspec). Serdo utilizadas algumas métricas coletadas pelo
sensor Lidar (ex: altura média do dossel, abertura do dossel, distribuicao vertical da area foliar, rugosidade do
dossel) para avaliar a estrutura das florestas e estimar sua biomassa. Serdo utilizados os dados coletados com
0 sensor hiperespectral para estudar o potencial dessa tecnologia em avaliar o nivel de diversidade do dossel
(Figura 25). A forma como integrar essa tecnologia de monitoramento por imagens com os dados da parcela,
p.ex. cobertura florestal, diversidade, biomassa e outros é ainda um grande desafio, mas ja foi demonstrado
em Pérez et al. 2019, Reis et al. 2019, De Almeida et al. 2019 e De Almeida et al. 2020.

O objetivo dessas avaliagdes é de gerar tecnologia eficiente para a avaliagdo em larga escala da
multifuncionalidade das areas em restauracdo na area impactada pelo rompimento da barragem.
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Figura 25: Imagem ilustrativa do uso de um drone equipado com um sensor lidar para avaliar a estrutura florestal no
monitoramento de areas em restauragdo. Modificado de Brancalion et al. (2019).

Voxel process and LAD modeling

Canopy height (m)

0, — —
00 01 02 03 04
LAD (m’m’®)

Plots [
Tackoff area

Fligth lines of drone =—=
Satellite image: Google earth

Meters

0 50 100 150 _ ;
Canopy heigth model (Ck

Pergunta 13 - Quais os efeitos das a¢cbes de restauragdo e recuperagdo das areas impactadas sobre a
diversidade de invertebrados?

Contextualizacdo

Acdes de restauracao eficientes conseguem, além de reestruturar a cobertura da vegetagéo, recompor outros
atributos desse novo ecossistema, como a estrutura das comunidades de consumidores, as interagdes bidticas
€ 0s servigos ecossistémicos fornecidos por esses atores (Bullock et al. 2011). Dentre os organismos terrestres,
o0s insetos se destacam como um dos principais consumidores primarios e secundarios, responsaveis por
diversos servigos ecossistémicos incluindo a polinizagéo, processamento de matéria organica e ciclagem de
nutrientes (Prather et al. 2013; Roslin et al. 2017; Crespo-Pérez et al. 2020).

Agdes eficientes de restauragao aceleram o processo de sucessao secundaria onde, além das mudangas na
composigao das espécies de plantas, ha uma tendéncia geral de mudanga na estrutura da vegetagéo (Quesada
et al. 2009). O mesmo ocorre com o0 avango da restauragdo ecoldgica, a qual promove mudangas graduais nas
condigdes abidticas, estrutura e composicdo da vegetacao (Londe et al. 2020). Alguns estudos abordaram como
essas mudangas na estrutura da vegetagdo ao longo da sucess@o secundaria ou agbes de restauragao
ecoldgica afetam os padrdes de distribuicio de diferentes grupos de insetos e suas interagdes (Neves et al.
2014; Alvarenga et al. 2020; Montoya-Pfeiffer et al. 2020). Esses fatores afetam o primeiro nivel tréfico (por
exemplo, qualidade da planta) e causam efeitos em cascata para niveis tréficos mais elevados, influenciando o
desempenho de insetos herbivoros, detritivoros e seus predadores (Neves et al. 2010; 2014; Silva et al. 2012;
Marques et al. 2017).
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Para verificar se as agdes de restauracao ecolégica estdo sendo eficientes para uma melhoria da condicéo
inicial, o objetivo deve focar, além da recuperagéo da biodiversidade nestas areas, no monitoramento do retorno
das interagdes e funcdes ecoldgicas, bem como no potencial de melhorias na provisdo de servigos
ecossistémicos associados (Montoya-Pfeiffer et al. 2020). Ambos os processos devem ser alvo dos projetos de
recuperagdo, e o foco em apenas uma fungdo ou servigo pode nédo permitir alcancar o objetivo final da
recuperagao (Bullock et al. 2011). Dessa forma, deve-se considerar mdiltiplos indicadores, desde a conservagéo
da biodiversidade e dos servigos ecossistémicos, até o desenvolvimento social e econémico (Bustamante et al.
2019). Neste sentido, associado ao programa de recuperagao de areas degradadas da bacia do rio Doce,
sugere-se que seja realizado o monitoramento do retorno da fauna associada, principalmente daqueles
organismos de respostas rapidas (grupos de bioindicadores de qualidade ambiental).

Hipdteses e predicoes

o A hipotese geral é que a restauragdo ambiental promova altera¢des na diversidade, estrutura e
composicdo das comunidades de insetos e macrofauna edafica.

o Espera-se aumento da riqueza e o restabelecimento de interagdes e funcdes realizadas por
insetos a partir das agdes de restauragéo ecolégica.

o Espera-se que a estrutura das comunidades de insetos, os padrdes de interagdes e as fungdes
ecossistémicas nas areas de restauracdo sejam similares as das areas de referéncia a medida
que as fases de consolidagéo, estruturagcdo e maturacéo sejam atingidas.

e Espera-se que, com o tempo, a composigado de espécies de insetos e comunidades encontradas
nas areas de restauragdo ecolégica se torne similar aquela encontrada nas areas de referéncia,
a medida que as areas restauradas se aproximem do estagio de maturagéo.

o Espera-se que, com o tempo, a varia¢do temporal da composicéo de espécies (diversidade beta
temporal) e comunidades de insetos nas areas de restauragao ecoldgica fique similar aquela
encontrada nas areas de referéncia, @ medida que as areas restauradas se aproximem do estagio
de maturacao.

Indicador(es) proposto(s)
o Diversidade, estrutura e composi¢ao das comunidades de insetos terrestres.

Protocolos metodoldgicos

Para avaliar a eficiéncia do processo de restauracdo planejada e ja implantada no dominio espacial do PG30
para restaurar a biodiversidade taxondmica, filogenética e funcional de invertebrados, serdo avaliadas 60 areas
em restauragéo ativa, sendo 20 areas em restauragéo ativa sobre a faixa de deposito do rejeito (na ADA), 20
areas em restauracao ativa fora da faixa de deposito do rejeito, mas dentro da ADA, e 20 areas em restauragéo
ativa fora da ADA, e portanto, distante das areas impactadas pelo rompimento da barragem. Além das 60 areas
de restauragdo ativa, serdo selecionadas 20 areas de referéncia fora da ADA, totalizando 80 areas de
monitoramento. Em cada uma das 80 areas sera alocada uma parcela permanente, de 50x50 m, e dentro dessa
parcela seré inserida a parcela de 30x30 m onde parte dos indicadores serdo monitorados (Figura 26).
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Figura 26: Representag&o esquematica da disposi¢éo das duas escalas de parcelas permanentes (50x50 m e 30x30 m)
que devem ser utilizadas nos monitoramentos

Parcelas de 50x50 m

Parcelas de 30x30 m

As comunidades de insetos terrestres devem ser monitoradas por dez (10) anos, e as campanhas devem
ocorrer anualmente na estagéo Umida (entre o inicio de novembro e o final fevereiro de cada ano). Tal periodo
coincide com a maior atividade e maior ocorréncia de insetos em sistemas tropicais sazonais (Johansson et al.
2020). Apos dez (10) anos, avaliar a base de dados e a perspectiva dos efeitos da restauragdo ecoldgica, e
avaliar a necessidade de extenséo desse prazo. A Equipe Ekos esta ciente de que as agdes de restauragao da
Fundagdo Renova bem como o Plano de Agdo do PG30 tém prazo definido para 10 anos. Porém, a equipe
entende que pode ser necessario continuar 0 monitoramento da comunidade de insetos para além dos proximos
10 anos, uma vez que as florestas restauradas com essa idade ainda ndo possuem estrutura comparavel as
matas em estagio médio e avangado. Assim, a equipe recomenda que sejam avaliadas as alternativas para a
continuidade do monitoramento da restauragéo ap6s os 10 anos de agao da Fundagao Renova.

Os procedimentos descritos abaixo sdo referentes a uma unidade amostral e devem ser repetidos em todas as
80 parcelas permanentes, seguindo a descrigdo apontada na Figura 27. As amostragens dos taxa sugeridos,
interagdes e servigos ecoldgicos (Pergunta 16) ndo devem ser realizadas simultaneamente na mesma parcela,
para evitar a interferéncia na atratividade das armadilhas e/ou da movimentagdo de pesquisadores nas
amostragens.
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Figura 27: Representag&o esquematica da disposi¢do dos métodos de amostragens de insetos nas unidades amostrais
(parcelas de 30x30 m).
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Amostragem de Insetos
Abelhas (Hymenoptera):

Para a amostragem de abelhas serdo utilizadas duas técnicas complementares, armadilhas do tipo Pantrap e
armadilhas aromaticas (Alvarenga et al. 2020). Em cada unidade amostral (parcela 30x30 m) seréo dispostas
quatro conjuntos de armadilhas do tipo Pantrap nos vértices da parcela, e um kit de armadilhas aromaticas no
centro da parcela (ver Figura 27).

As armadilhas do tipo Pantrap consistem de potes pintados com cores no espectro que esses insetos enxergam
- 0 ultravioleta - preenchidos com &gua com sal e sab&o (Popic et al. 2013). Cada conjunto de armadilhas
Pantrap é composto por trés pratos, sendo um amarelo, um azul e um branco. Os pratos ficam dispostos em
hastes fixadas em forma de tridngulo equilatero, com distancia entre hastes de 50 cm uma da outra. Cada
armadilha deve ser fixada com a utilizag&o de um arame galvanizado e de binder clips e deve ser inserida uma
solucéo salina (150 mL). Apds 24h, as armadilhas devem ser vistoriadas, e todos os individuos amostrados
devem ser transferidos para um tubo tipo Falcon utilizando uma pinga entomolégica. Nesse tubo deve ser
inserido a etiqueta contendo identificagdo da amostra, com dados de data, nimero da parcela, nimero da area
de restauragéo ou referéncia e coletor (es). Inserir no tubo Falcon um volume de &lcool absoluto (o suficiente
para as abelhas ndo ficarem secas quando o tubo estiver deitado). Apds 24 h (totalizando 48 h) o procedimento
deve ser repetido. Finalmente as armadilhas devem ser recolhidas.

As armadilhas arométicas s&o garrafas pet contendo compostos aromaticos e orificios que permitem o acesso
das abelhas a esses compostos. Essa técnica foi desenvolvida para a coleta de insetos conhecidos como
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abelhas das orquideas (Euglossina) (ver Campos et al. 1989). O kit de esséncias (iscas) aromaticas para a
coleta de abelhas da subtribo Euglossina consiste em oito compostos quimicos diferentes (acetato de benzila,
cinamato de metila, cineol (eucalipitol), escatol, eugenoal, salicilato de metila, vanilina e -ionona) comumente
utilizados para amostragem dos machos dessas abelhas (ver Nemésio & Santos Junior 2014). Cada kit de oito
garrafas pet deve conter as oito esséncias/iscas. Cada esséncia é inserida em tubos Eppendorf contendo o
algodéo e inseridos dentro de garrafas pet. Posteriormente em cada garrafa deve ser inserido um volume de
solug&o salina (200 mL). O tubo Eppendorf (contendo uma das esséncias) deve ser inserido dentro da armadilha
aromatica, preso ao barbante préximo da tampa da garrafa. A outra extremidade desse barbante é utilizado
para amarrar a armadilha na vegetagéo a cerca de 1,5 m do chao, sendo a disténcia entre as armadilhas de
aproximadamente 50 cm. Cada armadilha deve ser rotulada (e.g., isca cinamato de metila, isca eugenol, etc).
Apobs 24 h as armadilhas devem ser vistoriadas, e todos os individuos amostrados devem ser transferidos para
um tubo Falcon utilizando uma bandeja e uma pinga entomoldgica. Nesse tubo deve ser inserido a etiqueta
contendo identificacdo da amostra, com dados de data, isca, nimero da parcela, nimero da &rea de restauragéo
ou referéncia e coletor (es). Inserir no tubo Falcon um volume de &lcool absoluto (o suficiente para as abelhas
néo ficarem secas quando o tubo estiver deitado). Posteriormente, caso necessario, os volumes das esséncias
e da solugéo salina de cada garrafa deve completados. Apds 24 h (totalizando 48 h) o procedimento deve ser
repetido. Finalmente as armadilhas devem ser recolhidas.

Para a triagem, o material amostrado deve ser transferido para uma placa contendo &lcool absoluto e deixar
por 15 min e posteriormente deixar escorrer 0 excesso em papel absorvente, com cuidado para manter a
identificacdo. As abelhas devem ser montadas em tridngulos ou diretamente em alfinetes entomoldgicos
tamanho 00 ou 01. Para a fixag&o dos tridngulos ou das abelhas nos alfinetes entomoldgicos é necessaria uma
folha de isopor de alta densidade. De cada uma dessas amostras, um individuo de cada espécie coletada
devera ser montado e o restante serd armazenado em mantas entomoldgicas. Ap6és a montagem, devem ser
inseridas as etiquetas de identificacdo da amostra, com dados de data, isca, nimero da parcela, nimero da
area de restauragéo ou referéncia, coletor (es), cidade, estado, pais de coleta e uma outra etiqueta com sua
identidade taxondmica. Ao final do processo as abelhas fixadas nos alfinetes/tridngulos, devem ser colocadas
em uma estufa a 40°C, por 24 a 48 horas. Para evitar fungos e outros organismos que danificam a colegéo, é
importante adicionar naftalina e/ou canfora.

Como métricas para as analises da estrutura de comunidades de abelhas serdo utilizadas a riqueza e
composicao de espécies/morfoespécies por parcela em cada periodo amostral.

Besouros escarabaeineos (Coleoptera, Scarabaeinag):

Para a amostragem de besouros escarabaeineos serdo utilizadas armadilhas de queda do tipo pitfall de solo
(Neves et al. 2010). Em cada unidade amostral (parcela) serdo dispostas quatro armadilhas do tipo pitfall nos
vértices da parcela de 30x30 m (ver Figura 27). A armadilha do tipo pitfall consiste em pote de 1L, enterrado ao
nivel do solo, com agua e detergente. Utilizando uma cavadeira (boca de lobo) e a pa pequena de jardinagem,
enterrar o pote plastico de 1L, com a tampa, até nivelar sua abertura no nivel do solo. Ap6s enterrar o pote
plastico, retirar a sua tampa e inserir a identificagcdo da armadilha, que consiste em uma etiqueta com dados
sobre 0 nimero da coleta, o nimero do pitfall, identificacdo da parcela e da area de restauracéo ou referéncia.
Preencher cada recipiente (armadilha) com 250 ml de liquido conservante (mistura de agua, 5 g de sal e 5 ml
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de detergente neutro). Acomodar a isca em cada armadilha: um recipiente plastico de 4 cm de altura e 5 cm de
didmetro (copo plastico de 50 ml) é transpassado por um arame fino e maleavel (20 cm de comprimento) na
sua borda superior e colocado sobre a armadilha, servindo como porta-isca; adicionar ca. 20 g de isca ao
recipiente porta-isca. Como isca sera utilizado fezes de porco e fezes humanas, sendo 4 partes de fezes de
porco para 1 parte de fezes humanas. Apos a instalacdo da armadilha, montar uma cobertura contra chuva
sobre a abertura do pitfall, usando um palito de churrasco partido em trés partes e servindo como suporte para
um prato de plastico. As armadilhas devem permanecer instaladas por dois dias (48 h), posteriormente as
armadilhas serdo retiradas, o material coletado é transferido para um recipiente plastico (150 ml), utilizando
uma peneira de malha fina e uma pinga entomoldgica, colocando sobre a peneira um tecido do tipo voal (15 cm
x 15 c¢m). Apds a transferéncia, preencher os recipientes plasticos com amostras com alcool absoluto o
suficiente para os escarabeineos néo fiquem secos.

Para a triagem o material amostrado deve ser transferido para uma placa de Petri contendo alcool absoluto, e
deve ser deixado por 15 min. Os espécimes devem ficar submersos pelo alcool. Posteriormente, colocar os
espécimes para secar em papel absorvente em uma bandeja ou placa de Petri. Os escarabeineos amostrados
devem ser montados em tridngulos ou diretamente em alfinetes entomolégicos. Para a fixagdo dos tridngulos
ou dos escarabeineos nos alfinetes entomoldgicos é necessaria uma folha de isopor de alta densidade. Papel
absorvente seco deve ser preso com alfinetes sobre o isopor. Ao final do processo, os escarabeineos fixados
nos alfinetes/triangulos devem ser colocados em estufa a 60°C por 48 h para a secagem sobre um isopor. De
cada uma dessas amostras, um individuo de cada espécie coletada devera ser montado e o restante sera
armazenado em mantas entomoldgicas. Apds a montagem, devem ser inseridas as etiquetas de identificacéo
da amostra, com dados de data, nimero da parcela, nimero da area em restauragdo ou referéncia, coletor (es),
cidade, estado, pais de coleta e uma outra etiqueta com sua identidade taxondmica. Para evitar fungos e outros
organismos que danificam a colegéo, é importante adicionar naftalina e/ou canfora.

Como métricas para as analises da estrutura de comunidades de besouros escarabaeineos serdo utilizadas a
riqueza e composicao de espécies/morfoespécies e a abundancia de individuos por parcela em cada periodo
amostral.

Borboletas frugivoras (Lepidoptera, Nymphalidae):

Para a amostragem de borboletas frugivoras serdo utilizadas armadilhas do tipo Van Someren-Rydon (VSR)
(DeVries 1987, Beiréo et al. 2017). Em cada unidade amostral (parcela) serdo dispostas quatro armadilhas nos
vértices da parcela de 30x30m (Figura 27). As armadilhas seguem as modificadas e adaptacdes realizadas por
Freitas et al. (2014), de acordo com o padrdo e dimensdes preconizados pela RedelLep do ICMBio (Rede
Nacional de Pesquisa e Conservagédo dos Lepiddpteros). Cada armadilha é composta por um cilindro de 80-
100 cm de comprimento por 35-40 cm de didmetro, com a parte superior coberta com plastico para evitar
encharcamento da isca e das borboletas. Em cada armadilha serd adicionado 10 mL de isca atrativa de
macerado de banana fermentada por pelo menos 48 h. A isca sera disposta em recipiente plastico no centro
da armadilha e estas seréo alocadas em campo a uma altura de aproximadamente 1.0 m do solo e, seguindo
0 proposto por Uehara-Prado et al. (2010), permanecerdo em campo por 3 dias consecutivos (até 72 h), com
revisdes das armadilhas em intervalos de 24h para remogao dos espécimes aprisionados.
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Os espécimes coletados nas armadilhas deverao ser removidos em campo, sacrificados pela compressao do
térax, e acondicionados em envelopes entomoldgicos de papel vegetal identificados com data, armadilha,
parcela e &rea em restauracéo ou referéncia. No laboratorio, as borboletas devem ser montadas em esticador
de asas entomolégico com auxilio de papel vegetal e alfinetes entomolégicos 00 ou 01 (37-38 mm), e
posteriormente secas e acondicionadas em cole¢do entomoldgica para preservacdo dos espécimes. Apos a
montagem, devem ser inseridas as etiquetas de identificagdo da amostra, com dados de data, nimero da
parcela, numero da area em restauragao ou referéncia, coletor (es), cidade, estado, pais de coleta e uma outra
etiqueta com sua identidade taxondmica. Para evitar fungos e outros organismos que danificam a cole¢éo, é
importante adicionar naftalina e/ou canfora. A identificagao seré feita através de guias, consultas a especialistas
e colegdes de referéncia.

Como métricas para as andlises da estrutura de comunidades de borboletas serdo utilizadas a riqueza e
composicdo de espécies/morfoespécies € a abundancia de individuos por parcela em cada periodo amostral.

Formigas (Hymenoptera, Formicidae):

Para a amostragem de formigas epigéicas, em cada unidade amostral (parcela) serdo dispostas cinco
armadilhas de queda do tipo pitfall de solo (Marques et al. 2017). As armadilhas seréo dispostas nos vértices e
no centro da parcela de 30x30m (Figura 2). A armadilha do tipo pitfall consiste em pote de 1 L, enterrado ao
nivel do solo, contendo &gua e detergente. Utilizando uma cavadeira (boca de lobo) e a pa pequena de
jardinagem, enterrar o pote plastico de 1L, com a tampa, até nivelar sua abertura no nivel do solo. Apds enterrar
0 pote plastico, retirar a sua tampa e inserir a identificagdo da armadilha, que consiste em uma etiqueta de
papel vegetal com dados sobre o nimero da coleta, o nimero do pitfall, identificacdo da parcela e da area de
restauragéo ou referéncia. Apds a instalagéo da armadilha, montar uma cobertura contra chuva sobre a abertura
do pitfall, usando um palito de churrasco partido em trés partes e servindo como suporte para um prato de
plastico. As armadilhas devem permanecer instaladas por dois dias (48 h), posteriormente as armadilhas seréo
retiradas e o material coletado é triado. Este método de amostragem de formigas é frequentemente utilizado e
apontado como um dos mais eficientes na captura de um grande numero de espécimes (Gadagkar et al. 2000).
E utilizado para estimar a riqueza e composigéo de formigas com atividade na superficie uma vez que integra
tanto atributos de forrageamento no solo quanto padrdes de dispersao das colénias (Bestelmeyer et al. 2000).

Apbs a triagem, a montagem das formigas € feita com alfinetes, cola branca e tridngulos entomolégicos (feitos
com um cortador de tridngulos entomoldgicos) em isopor de alta densidade. De cada uma dessas amostras,
um individuo de cada espécie coletada devera ser montado em alfinete entomoldgicos inoxidavel e o restante
sera armazenado em novos frascos em meio liquido (alcool 70%). Depois de coladas no tridngulo com cola
branca, os individuos devem ser secos em estufa (ca. 37°C), por 24 ou 48 h. Logo abaixo do tridngulo com a
formiga, devem ser inseridas as etiquetas de identificacdo da amostra, com dados de data, niumero da parcela,
numero da area de restauragéo ou referéncia, coletor (es), cidade, estado, pais de coleta e uma outra etiqueta
com sua identidade taxondmica. Para evitar fungos e outros organismos que danificam a colecgao, & importante
adicionar naftalina e/ou éleo de cravo ou canfora. Apds a montagem dos espécimes, a identificagéo sera devera
ser realizada através de guias, consultas a especialistas e colecdes de referéncia (ex. Baccaro et al. 2015,
Souza et al. 2016).
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Como métricas para as andlises da estrutura de comunidades de formigas serdo utilizadas a riqueza e
composigdo de espécies/morfoespécies por parcela em cada periodo amostral.

Pergunta 14 - Como o processo de recuperagao e restauragao ecoldgica de habitats afeta a composigao
da comunidade de anfibios e répteis Squamata ao longo do tempo?

Contextualizacio:

As alteragbes fisicas decorrentes do rompimento de Fund&o decorreram da liberagéo de rejeitos e dgua que
resultaram em um grande fluxo desses materiais ao longo da drenagem localizada a jusante da barragem. A
passagem da onda de lama resultou em grandes alteracdes em habitats aquéticos (i.e. lagoas e riachos)
utilizados para a reprodugdo de anfibios. Lagoas, pocas e brejos foram total ou parcialmente soterradas,
especialmente no trecho proximo a Fundao, onde houve deposigao de material. Por outro lado, novas cole¢des
de agua parada se formaram sobre o rejeito depositado. Riachos tiveram calha e margens descaracterizadas
e vegetagao riparia suprimida.

Em habitats terrestres, a passagem da onda de lama, além de ocasionar a supressao de extensas areas de
vegetacdo florestal nativa, promoveu, nos locais onde houve deposi¢do de material (frecho até UHE Risoleta
Neves), alteragdes do horizonte superficial de solo, com substituicao de solos naturais por rejeitos, normalmente
mais finos e inférteis que os materiais naturais.

Diferentes estratégias de recuperagéo do ambiente fisico e restauracao ecoldgica de areas degradadas tém
sido aplicadas na area diretamente afetada pelo rejeito. No ambiente aquatico, a calha e margens de riachos
foram reconformadas por meio de enrocamentos. Em ambientes terrestres, a restauracao da vegetagdo vem
ocorrendo de maneira passiva ou assistida. Entretanto, passados mais de cinco anos do rompimento, a
recolonizagao da comunidade de anfibios e répteis nesses ambientes ainda néo foi avaliada, tampouco a sua
mudanca ao longo do tempo.

E provavel que imediatamente apds o rompimento poucas ou nenhuma espécie da herpetofauna tenham
permanecido em ambientes aquaticos e terrestres intensamente impactados (i.e. com vegetagéo totalmente
suprimida). Entretanto, é esperado que algumas poucas espécies, comuns de area aberta e frequentemente
associadas a ambientes alterados, tenham iniciado a reocupagédo desses habitats e que, com o tempo, no
médio-longo prazo, essas sejam gradativamente substituidas por espécies menos comuns e associadas a
ambientes florestais.

Hipdteses e predicoes

e Trechos de riachos que desaguam no cérrego Santarém e rio Gualaxo do Norte que foram
diretamente afetados pelo rejeito voltaram a ser utilizados por anfibios. Hipotetiza-se que a
diversidade (riqueza e composigao) da comunidade seja diferente dos riachos de referéncia, mas
que, com o passar do tempo, se a recuperagao estiver sendo eficaz, havera recolonizagao destes
riachos. Ainda, trechos com enrocamento deverdo ter um processo de recuperagéo distinto dos
trechos com regeneragao sem enrocamentos.
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o Arestauracéo ecologica modifica a composi¢éo da comunidade de anfibios de lagoas soterradas
pelo rejeito ao longo do tempo. Espera-se que lagoas em processo de restauragao estejam sendo
utilizadas por espécie de anfibios diferentes daquelas encontradas em lagoas de referéncia.

e Espera-se ainda que, com o tempo, a composi¢do de espécies em lagoas em processo de
restauragdo se aproxime daquela presente em areas de referéncia.

o A restauracdo ecoldgica afeta a composi¢do da comunidade de anfibios e répteis terrestres ao
longo do tempo. Espera-se que areas em processo de restauragéo estejam sendo utilizados por
espécie de anfibios e répteis diferentes daquelas encontradas em areas de referéncia.

o Espera-se ainda que, com o tempo, a composi¢do de espécies nas areas em processo de
restaurag@o se aproxime daquela presente em areas de referéncia, com uma substituicdo de
espécies de area aberta por espécies de borda de mata ou florestais de serapilheira.

Indicador(es) proposto(s)
o Diversidade, estrutura e composi¢do das comunidades de anfibios e répteis squamata.

Protocolo metodoldgico

Hipétese/pergunta especifica: Os trechos de riachos que desaguam no corrego Santarém e rio Gualaxo do
Norte que foram diretamente afetados pelo rejeito e que estdo em processo de restauragdo ou recuperagéo
estdo sendo utilizados por anfibios? Em caso positivo, como a composicdo da comunidade de anfibios desses
trechos difere de trechos referéncia e como isso varia ao longo do tempo?

Para verificar os efeitos da restauracdo/recuperagao de riachos na composicdo da comunidade de anfibios,
deveréo ser amostrados 30 trechos de riachos permanentes, sendo 10 localizados na ADA, mas que nao
sofreram intervengdes em seu leito e margem, ou seja, que estdo em restauragdo esponténea, 10 também
localizados na ADA, entretanto que tiveram calhas ou margens recuperadas por intervengdes artificiais
(idealmente com erocamento) e 10 ndo afetados, localizados a mais de 500 metros da ADA em meio a
fragmentos florestais (referéncia).

As amostragens deverdo ocorrer anualmente, durante 10 anos. A cada ano cada trecho de riacho sera
amostrado 3 vezes, durante a estagéo chuvosa. O intervalo temporal entre amostragens deve ser de no minimo
10 dias e ocorrer em novembro, dezembro e janeiro, quando a maior parte das espécies de anfibios encontra-
se em atividade. As amostragens ocorrerdo entre 19:00 (ou apds o anoitecer) e 24:00h. O esforgo amostral
sera limitado por tempo. Cada trecho de riacho devera ter 150 metros de extenséo e sera percorrido lentamente
(cerca de 150 m/h), a pé, por um observador. Dessa maneira, cada trecho seré percorrido em 60 minutos. A
ocorréncia das espécies sera verificada por meio da visualizagdo de adultos, jovens e girinos, além do registro
da vocalizagdo das espécies. A abundancia sera avaliada com base apenas no nimero de adultos/jovens
visualizados e em atividade de vocalizagdo. Imagos e girinos ndo serdo contabilizados para avaliagdo de
abundéncia.

A partir de um mapeamento visual, utilizando-se imagens de satélite de 26/07/2016 (Google Earth), foram
identificados 61 riachos que constituem potenciais unidades amostrais, sendo 21 em processo de restauragéo
esponténea, 16 que tiveram calhas e margens recuperadas e 24 trechos referéncia (Tabela 13, Figura 28,
Anexo 9). Entretanto, esses riachos deverdo ser inspecionados e validados em campo, em etapa prévia a
amostragem. Durante a inspe¢éo devem ser verificadas caracteristicas que os riachos precisam ter e que nem
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sempre podem ser determinadas com precisdo por meio de imagens de satélite. E preciso certificar que os
riachos sejam permanentes e verificar se sofreram ou ndo algum tipo de intervencdo em suas calhas e margens
(e.g. reconformac&o, enrocamento). Os transectos (dentro ou marginais aos tributarios) deverdo ser abertos e
marcados durante esta etapa. Ainda, restrigdes relacionadas ao acesso e permissao dos proprietarios deverdo
ser avaliadas previamente ao inicio das amostragens.

Tabela 13: Potenciais pontos amostrais (trechos de riacho) sugeridos para a avaliagao dos efeitos da restauracéo
espontanea e recuperagéo de riachos diretamente afetados na estrutura da comunidade de anfibios.

Riacho Coordenadas UTM 23K Categoria

RREO1 689206 7757623 restauracdo espontanea
RRE02 695463 7757985 restauragao espontanea
RRE03 666391 7758360 restauragéo espontanea
RRE04 674823 7760491 restauracao espontanea
RRE05 669554 7759628 restauracao espontanea
RRE06 663772 7760400 restauracdo espontanea
RREO7 668747 7761590 restauracao espontanea
RRE08 674992 7760111 restauragio espontanea
RRE09 672993 7761318 restauracao espontanea
RRE10 665125 7762237 restauracao espontanea
RRE11 667555 7760390 restauracdo espontanea
RRE12 668968 7761019 restauracao espontanea
RRE13 666249 7761332 restauragdo espontanea
RRE14 671736 7759799 restauracao espontanea
RRE15 676937 7758380 restauragdo espontanea
RRE16 678855 7755937 restauragdo espontanea
RRE17 686140 7753409 restauracdo espontanea
RRE18 686180 7754358 restauragio espontanea
RRE19 687031 7754699 restauracdo espontanea
RRE20 687271 7754652 restauragdo espontanea
RRE21 688392 7755622 restauracao espontanea
RRC22 669638 7759762 Recuperacao de calhas € margens
RRC23 665647 7760603 Recuperacao de calhas e margens
RRC24 665520 7759735 Recuperacao de calhas e margens
RRC25 664495 7758508 Recuperacao de calhas e margens
RRC26 677687 7758089 Recuperacao de calhas e margens
RRC27 669339 7760105 Recuperacao de calhas e margens
RRC28 677697 7757266 Recuperacao de calhas e margens
RRC29 682832 7753822 Recuperacao de calhas e margens
RRC30 683690 7753838 Recuperacao de calhas e margens
RRC31 684215 7754670 Recuperacao de calhas e margens
RRC32 687445 7754302 Recuperacao de calhas e margens
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Riacho Coordenadas UTM 23K Categoria
RRC33 687886 7754146 Recuperacao de calhas e margens
RRC34 688072 7754679 Recuperacao de calhas e margens
RRC35 688283 7754588 Recuperacao de calhas e margens
RRC36 688476 7754643 Recuperacao de calhas e margens
RRC37 688713 7754979 Recuperacao de calhas € margens
RRF38 688556 7758162 referéncia
RRF39 688289 7757956 referéncia
RRF40 660017 7756982 referéncia
RRF41 669747 7758106 referéncia
RRF42 662455 7759686 referéncia
RRF43 662806 7757095 referéncia
RRF44 658926 7760804 referéncia
RRF45 661076 7761315 referéncia
RRF46 676037 7756594 referéncia
RRF47 667354 7762312 referéncia
RRF48 668535 7762497 referéncia
RRF49 671586 7761492 referéncia
RRF50 673685 7757933 referéncia
RRF51 673058 7762587 referéncia
RRF52 674117 7762392 referéncia
RRF53 679653 7761559 referéncia
RRF54 690106 7753188 referéncia
RRF55 685373 7752369 referéncia
RRF56 693873 7755856 referéncia
RRF57 673054 7754814 referéncia
RRF58 677192 7753882 referéncia
RRF59 681730 7760005 referéncia
RRF60 682840 7750266 referéncia
RRF61 698210 7756955 referéncia
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Figura 28: Localizag&o dos potenciais pontos amostrais (trechos de riacho) sugeridos para a avaliagéo dos efeitos da
restauragdo espontanea e recuperacéo de riachos diretamente afetados na estrutura da comunidade de anfibios.
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Hipdtese/pergunta especifica: Como o processo de restauragdo espontdnea afeta a composicdo da
comunidade de anfibios de lagoas soterradas pelo rejeito ao longo do tempo?

Para avaliar os efeitos do processo de restauracio espontanea na composi¢ao da comunidade de anfibios de
lagoas soterradas pelo rejeito, seréo avaliadas 30 lagoas ou brejos, sendo 10 localizadas na ADA, mas que ndo
sofreram intervengdes artificias, ou seja, que estdo em restauracdo espontanea, 10 localizadas na sub-bacia
do Gualaxo do Norte, mas fora de um buffer de 500 m da ADA (referéncia) e 10 localizadas na sub-bacia do
Piracicaba, préximas a calha do rio Piracicaba (referéncia). Cada lagoa deve distanciar pelo menos 500 m uma
da outra.

As amostragens deverdo ocorrer a anualmente durante 10 anos. A cada ano, cada lagoa sera amostrada 3
vezes, durante a estagdo chuvosa. O intervalo temporal entre amostragens deve ser de no minimo 10 dias e
ocorrer em novembro, dezembro e janeiro, quando a maior parte das espécies de anfibios encontra-se em
atividade.

As amostragens seréo realizadas no periodo noturno (entre 18:30 e as 24:00h). O esforco amostral sera limitado
por tempo. Cada lagoa sera amostrada durante 60 minutos, por um observador que percorrera a pé, lentamente,
uma trilha previamente aberta na margem do corpo d’agua. A ocorréncia das espécies sera verificada por meio
de adultos e jovens visualizados ou em atividade de vocalizag&o.

A partir de um mapeamento visual, utilizando-se imagens de satélite de 2020 (Google Earth), foram identificadas
30 lagoas/brejos que constituem potenciais unidades amostrais (Tabela 14, Figura 29, Anexo 10). Entretanto,
essas lagoas deverdo ser inspecionadas e validadas em campo, em etapa prévia a amostragem. As trilhas
marginais que serao utilizadas para amostragem deverao ser abertas e marcadas durante esta etapa. Deveréo
ser evitadas lagoas que tenham como finalidade principal a piscicultura ou que sejam bebedouros de gado
localizados no meio do pasto e totalmente desprovidos de vegetacdo emersa ou marginal, ja que esses
ambientes tendem apresentar comunidades de anfibios muito empobrecidas. Ainda, restri¢des relacionadas ao
acesso e permissdo dos proprietérios deverao ser avaliadas previamente ao inicio das amostragens.

Tabela 14: Pontos amostrais (lagoas) selecionadas para a avaliagdo dos efeitos da restauragdo espontanea de lagoas
diretamente afetadas na estrutura da comunidade de anfibios.

Lagoa Coordenadas UTM 23K Categoria
LRES1 670656 7759597 restauracao espontanea
LRES2 673572 7761034 restauragdo espontanea
LRES3 674238 7759438 restauracdo espontanea
LRES4 674659 7757301 restauragdo espontanea
LRES5 676118 7757644 restauragdo espontanea
LRES6 677811 7757255 restauracdo espontanea
LRES7 679392 7756024 restauragdo espontanea
LRESS8 682024 7754814 restauracdo espontanea
LRES9 684001 7754674 restauragdo espontanea
LRES10 685307 7753490 restauragdo espontanea
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Lagoa Coordenadas UTM 23K Categoria
LRFG11 667198 7763770 referéncia Gualaxo do Norte
LRFG12 667017 7758333 referéncia Gualaxo do Norte
LRFG13 669640 7758955 referéncia Gualaxo do Norte
LRFG14 672753 7759569 referéncia Gualaxo do Norte
LRFG15 678512 7759360 referéncia Gualaxo do Norte
LRFG16 679873 7758337 referéncia Gualaxo do Norte
LRFG17 679709 7754195 referéncia Gualaxo do Norte
LRFG18 680738 7756210 referéncia Gualaxo do Norte
LRFG19 682556 7752735 referéncia Gualaxo do Norte
LRFG20 686033 7751417 referéncia Gualaxo do Norte
LRFP21 667758 7765688 referéncia Piracicaba
LRFP22 669398 77653%4 referéncia Piracicaba
LRFP23 669903 7765439 referéncia Piracicaba
LRFP24 673218 7766029 referéncia Piracicaba
LRFP25 677918 7769067 referéncia Piracicaba
LRFP26 681786 7779433 referéncia Piracicaba
LRFP27 679523 7784153 referéncia Piracicaba
LRFP28 680882 7786597 referéncia Piracicaba
LRFP29 686529 7790024 referéncia Piracicaba
LRFP30 687943 7792364 referéncia Piracicaba
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Figura 29: Localizagao dos pontos amostrais (lagoas) selecionadas para a avaliagdo dos efeitos da restauragao

espontanea de lagoas diretamente afetadas na estrutura da comunidade de anfibios.
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Hipétese/pergunta especifica: Como a restauragéo ecolégica afeta a composicéo da comunidade de anfibios e
répteis terrestres ao longo do tempo?

Para avaliar os efeitos do processo de restauragdo sobre a composi¢do da comunidade de anfibios e répteis
terrestres ao longo do tempo, serdo avaliadas 30 areas em restauracdo ativa, sendo 10 sobre a faixa de
deposito do rejeito (na ADA), 10 fora da faixa de depésito do rejeito, mas dentro da ADA, 10 fora da ADA. As
30 areas receberao parcelas permanentes, coincidentes espacialmente com as parcelas permanentes para o
monitoramento da restauragao da vegetagao. Além das 30 areas de restauragéo ativa, serdo selecionadas 10
areas de florestas remanescentes classificadas como florestas em estagio avangado (referéncia final). As
amostragens serdo realizadas anualmente durante 10 anos, porém, ao final do nono ano devera ser avaliada a
possibilidade de continuidade do monitoramento. A Equipe Ekos esta ciente de que as acgles de restauragéo
da Fundag&do Renova bem como o Plano de Acdo do PG30 tém prazo definido para 10 anos. Porém, a equipe
entende que pode ser necessario continuar o monitoramento da comunidade anfibios e répteis para além dos
préximos 10 anos, uma vez que as florestas restauradas com essa idade ainda ndo possuem estrutura
comparavel as matas em estagio médio e avangado. Assim, a equipe recomenda que sejam avaliadas as
alternativas para a continuidade do monitoramento da restauracéo apds os 10 anos de agéo da Fundagéo
Renova.A cada intervalo temporal, durante a estagao chuvosa, cada area sera amostrada entre novembro a
janeiro, quando a maior parte das espécies da herpetofauna encontra-se em atividade. E importante garantir
que a amostragem da herpetofauna n&o se sobreponha temporalmente & de outros grupos da fauna e flora.

Serao utilizados dois métodos de amostragens: busca ativa diurna/noturna e armadilhas de intercep¢éo e queda
do tipo pitfall. Em cada area serao utilizados 16 pitfalls dispostos em 4 linhas de 4 pitfalls, cada, formando um
quadrado ao redor da parcela de 30 x 30 m de monitoramento da vegetagéo. O espagamento entre pitfalls na
linha deve ser de 10 m. As linhas de pitfalls devem estar distantes 30 metros da borda externa da parcela
(Figura 30). Em cada campanha, as armadilhas deveréo ficar abertas por 5 dias (120 horas), totalizando 1920
horas-armadilha por campanha e 5760 horas-armadilha por estagdo chuvosa. As armadilhas deveréo ser
checadas diariamente, pela manha. Os individuos capturados devem ser identificados, acondicionados em
sacos plasticos e soltos dentro do mesmo fragmento, de preferéncia a mais de 200 metros das armadilhas.

A busca ativa ocorrera em quatro transectos de 50 m de comprimento por 5 m de largura, dispostos
paralelamente a cada um dos lados da parcela de 30 x 30 m de monitoramento da vegetag&o. Os transectos
devem estar distantes 15 m da borda externa da parcela e 10 m das linhas de pitfalls (Figura 3). As amostragens
diurnas devem ocorrer entre 9:00 e 16:00 h e as noturnas entre 19:00 e 24:00 h. Cada transecto deve ser
percorrido um vez por campanha, por uma pessoa, a pé, lentamente (100 m/h), em 30 minutos, sendo, portanto,
necessaria uma duas horas para amostrar cada area. Dessa maneira, 0 esforgo dispendido por area, por turno
(diurno/noturno), sera de 2 horas-pessoa, por campanha e de 6 horas-pessoa, por estagdo chuvosa. A
ocorréncia das espécies sera verificada por meio da visualizagdo e/ou identificagdo de individuos pela
vocalizag&o, no caso de anuros. Os acessos, transectos e armadilhas devem ser instalados em etapa prévia a
amostragem.
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Figura 30: Esquema da disposi¢&o das linhas de pitfall e transectos de busca ativa nas areas em restauragéo para
amostragem da herpetofauna.
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Pergunta 15 - Existem diferengas nos padrées de sucessao entre as comunidades da avifauna de areas
afetadas pela deposicao de rejeito em processo de restauragao e em areas de floresta ndo submetidas
a este estressor em diferentes escalas da paisagem?

Contextualizacdo

Estudos realizados na Mata Atléntica demonstram que mosaicos de fragmentos proximos a areas com maior
conectividade florestal podem atuar como stepping-stones, facilitando a disperséo de alguns elementos entre o
conjunto de fragmentos, especialmente se houver alguma permeabilidade na matriz (Marsden et al. 2001; Uezu
et al. 2008; Goulart et al. 2015; Barbosa et al. 2017; Emer et al. 2018). Por outro lado, em paisagens mais
fragmentadas e representadas por matrizes pouco permeaveis, ha uma tendéncia de fragmentos pequenos e
muito isolados serem ocupados por espécies de aves generalistas e tipicas de bordas, capazes de se deslocar

146



EK®S BRASIL

por maiores distancias em matrizes ndo florestais (Willis 1979; Uezu & Metzger 2011, 2016; Emer et al. 2018).
Além disso, estratos maiores de florestas localizados préximos a fragmentos ou a areas alteradas podem servir
como fonte de espécies florestais para estas areas (Faria et al. 2006; Uezu et al. 2008) ou refugio de espécies
com maior sensibilidade (Uezu & Metzger 2016).

Assim, as comunidades de aves podem ser usadas como indicadoras desses processos, especialmente ao se
considerar as espécies indicadoras da boa qualidade ambiental que incluem aves ameagadas de extingao,
endémicas da Mata Atlantica, dependentes de ambientes florestais, consumidores de frutos de médio e grande
porte e insetivoras de solo e sub-bosque.

Hipdteses e predicdes

e Espera-se que, com o passar do tempo, a composigao de espécies de aves nas areas afetadas
pela deposicao de rejeito, que estdo em processo de restauragao, se aproxime daquela presente
nas areas de referéncia, com um aumento na proporgado de espécies indicadoras da boa qualidade
ambiental.

o [Espera-se que, nas areas afetadas pela deposicdo de rejeito localizadas em matriz
predominantemente antropizada (trechos a jusante de Paracatu de Baixo), o processo de
sucessdo associado a restauragédo seja retardado em comparagdo com areas localizadas em
matriz predominantemente florestal (trechos a montante de Paracatu de Baixo) pela falta de
maiores blocos florestais que sirvam como fontes naquelas areas.

o Espera-se que as &reas em restauracao que foram afetadas pela deposigéo de rejeito, localizadas
em matriz predominantemente antropizada (trechos a jusante de Paracatu de Baixo), abriguem,
ao final do monitoramento, uma maior proporgao de espécies generalistas em comparagéo com
areas localizadas em matriz predominantemente florestal, que, por sua vez, deverdo apresentar
maior proporgao de espécies indicadoras da boa qualidade ambiental.

Indicador(es) proposto(s)
o Diversidade, estrutura e composi¢ao das comunidades de aves.

Protocolo metodologico

A malha amostral necessaria € composta por 60 sitios amostrais, 0s quais deverao estar distribuidos, na medida
do possivel, de maneira aproximadamente equanime entre cada uma das trés microbacias de interesse. Estes
sitios amostrais deverdo estar distribuidos da seguinte maneira: a) 20 sitios amostrais de fragmentos florestais
de vegetacdo natural em estagio médio ou avangado de sucesséo ecoldgica e que foram diretamente afetados
pela deposicao de rejeito em sua totalidade ou em apenas uma por¢éo de sua area. Estes sitios correspondem
as Porcdes de Fragmentos Alvo (PFA) definidas no item “Malha Amostral”. b) 20 fragmentos florestais de
vegetacdo natural em estagio médio ou avangado de regeneragao e que néo receberam deposigao de rejeito,
devendo também estar localizados fora da AID, ou seja, do buffer de 500 m em relagdo a ADA. Estes sitios
correspondem aos fragmentos de referéncia definidos no item “Malha Amostral”; ¢) 10 sitios amostrais em
restauracéo ativa em fragmentos florestais de vegetacéo natural em estagio inicial de regeneragéo e que foram
diretamente afetados pela deposi¢ao de rejeito em sua totalidade ou em apenas uma porgéo de sua area; e d)
10 sitios em restauragao ativa fora da faixa que recebeu deposigéo de rejeito, mas dentro do buffer de 300 m
em relagdo a ADA. Os grupos de sitios amostrais indicados nos itens a e b devem ser os mesmos amostrados
para responder a Pergunta 8.
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Uma vez que diversos estudos envolvendo outros grupos tematicos serdo desenvolvidos nos mesmos sitios
amostrais aqui propostos, € muito importante que um planejamento cuidadoso seja realizado de modo a
minimizar os impactos do estudo no ambiente e no bom andamento dos trabalhos de outros pesquisadores. A
rede de acessos aos pontos e parcelas de amostragem devera ser planejada de modo a reduzir ao maximo a
necessidade de abertura de novas trilhas e o pisoteio do sub-bosque, minimizando assim os impactos sobre o
ambiente. Os trabalhos de campo dos diferentes profissionais envolvidos neste estudo deverdo ser
coordenados de modo a evitar que pesquisadores responsaveis por diferentes grupos tematicos trabalhem
simultaneamente em um mesmo sitio de amostragem, de modo a que um grupo n&o interfira nos trabalhos de
campo do outro grupo.

As campanhas deverao ter periodicidade semestral, sendo uma campanha de amostragem durante a estagao
seca (preferencialmente maio a agosto) e outra durante a estacdo chuvosa (preferencialmente outubro a
margo). Essas campanhas dever&o ocorrer inicialmente em intervalos de um ano durante os cinco primeiros
anos do monitoramento, passando entdo para intervalos de trés anos ao longo dos dez anos subsequentes. A
partir dos resultados obtidos durante os primeiros dez anos de monitoramento a necessidade de continuidade
deste projeto devera ser reavaliada. A Equipe Ekos esta ciente de que as agdes de restauragdo da Fundagéo
Renova bem como o Plano de Agdo do PG30 tém prazo definido para 10 anos. Porém, a equipe entende que
pode ser necessario continuar o monitoramento da comunidade de aves para além dos préximos 10 anos, uma
vez que as florestas restauradas com essa idade ainda ndo possuem estrutura comparavel as matas em estagio
médio e avangado. Assim, a equipe recomenda que sejam avaliadas as alternativas para a continuidade do
monitoramento da restauragdo ap6s os 10 anos de agao da Fundagao Renova.

A quantidade e disposi¢do das unidades amostrais (pontos de contagem), o detalhamento dos equipamentos
de coleta e o perfil técnico da equipe sdo os mesmos descritos para a Pergunta 8. Da mesma forma, a taxonomia
e sistematica das espécies registradas e a atribui¢do de caracteristicas bioldgicas e ecoldgicas das espécies
(massa corporal, estrato de forrageamento, tipo de habitat, dieta e distribuigdo geografica) seguem o protocolo
da Pergunta 8.

Pergunta 16 - A regeneracdo dos ambientes degradados pelo rompimento da barragem e dos ambientes
em restauragdo na bacia esta restaurando a funcionalidade dos ecossistemas e permitindo o retorno de
processos ecologicos executados por espécies de insetos, mamiferos e aves?

Contextualizacdo

As interagbes bioticas entre organismos s&o estruturadoras das dindmicas ecologica e evolutiva nas
comunidades (Thompson 2005; Kennedy et al. 2007). O resultado das interagdes varia entre antagonismos e
mutualismos dependendo dos custos e beneficios para os organismos envolvidos (Chamberlain et al. 2014;
Revilla & Encinas 2015). Essas interagdes sdo frequentemente condicionais, com seus resultados modulados
por fatores como a estrutura do habitat em areas de sucesséo secundaria (Silva et al. 2012; Neves et al. 2014)
ou mesmo agdes de restauragdo ecoldgica (Montoya-Pfeiffer et al. 2020). Em sistemas multitréficos compostos
por plantas, herbivoros e seus predadores, os resultados das interages podem ser complexos, assim, para a
avaliar se as medidas de restauragdo ecoldgica estdo sendo suficientes para o retorno de interagdes
estabelecidas entre distintos niveis tréficos seréo utilizadas interagdes antagonisticas, como herbivoria (Silva
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etal. 2012; Neves et al. 2014; Kozlov & Zvereva 2017) e a predagao, através da avaliagéo de modelos artificiais
(Low et al. 2014; Sam et al. 2015; Roslin et al. 2017). Para a avaliagao do retorno de interagdes positivas serao
avaliados os visitantes florais (Schleuning et al. 2012; Carstensen et al. 2014; Montoya-Pfeiffer et al. 2020).

Os insetos desempenham diversas fungdes que sdo fundamentais para o funcionamento dos ecossistemas,
dentre elas a dispersé@o de sementes e a ciclagem de nutrientes (Braga et al. 2013; Crespo-Pérez et al. 2020;
Elizalde et al. 2020). As espécies podem estar retornando para as areas restauradas sem desempenhar as
funcdes ecoldgicas e servigos ecossistémicos com a mesma eficiéncia realizadas nas areas de referéncia. Da
mesma forma, as espécies podem ser redundantes nas fungdes que desempenham dentro do ecossistema e,
assim, auséncia de uma espécie pode ser compensada pela existéncia de outra que desempenha a mesma
funcdo (Nunes et al. 2018; Castro et al. 2020). Por fim, os efeitos da perda ou ganho de espécies no
funcionamento do ecossistema podem ser dependentes da qualidade dos habitats, portanto, as agbes de
restauragdo ecolégica podem ser fundamentais para a retomada dessas fungdes e servigos ecossistémicos.
Assim, a partir de analises simples, utilizando fun¢bes ecoldgicas realizadas por grupos alvo como formigas e
besouros escarabaineos, pode-se mensurar se as agdes de restauragao ecoldgica estdo sendo eficientes para
o retorno de alguns servigos ecossistémicos prestados por insetos (Braga et al. 2013; Rocha-Ortega et al. 2017;
Nunes et al. 2018).

Ambientes naturais garantem a provisdo de uma série de beneficios conhecidos como servigos ecossistémicos
(Millennium Ecosystem Assessment, 2005). Mesmo pequenas manchas de vegetagéo natural podem garantir
a diversidade, a funcionalidade do ecossistema e a prestacdo de servigos ambientais nas areas do seu entorno
(Kremen et al., 2007; Farwig & Berens, 2012, Duarte, et al, 2018). Dentre os servigos ecossistémicos
proporcionados vertebrados em paisagens degradadas estdo a polinizagao e a disperséo de sementes que
auxiliam no processo de restauragdo ambiental (Millennium Ecosystem Assessment, 2005; Secretariado da
Convengao sobre Diversidade Biologica, 2006). Nos tropicos, a dispersdo de sementes por animais frugivoros
ocorre em até 90% das espécies de arvores (Howe & Smallwood, 1982). Diversas espécies de morcegos e de
aves séo polinizadoras de plantas e se alimentam de frutos de espécies pioneiras de diversas familias (e.g.
Solanaceae, Cecropiaceae, Piperaceae, Melastomataceae, Rosaceae e Rubiaceae (Cantor et al. 2010; Lessa
& Costa 2010; Camargo et al. 2011). Associado a diversidade funcional essas espécies de polinizadores e
dispersores transitam entre manchas de vegetagdo através da matriz da paisagem, funcionando como
conectores entre areas mais integras e areas a serem restauradas ou em processo de regeneragdo. O
monitoramento do restabelecimento das fungdes ecoldgicas deve ocorrer em areas de referéncia e em parcelas
onde estdo sendo realizadas as agdes de restauracao ecoldgica, tanto sobre a mancha de rejeitos quanto em
areas degradadas na Bacia do Rio Doce.

Neste sentido, associado ao programa de recuperagao de areas degradadas da bacia do rio Doce, sugere-se
que seja realizado o monitoramento do retorno das interagdes negativas e positivas, como a herbivoria,
predacéo e polinizagéo, e de algumas fungdes ecossistémicas, como dispersdo de sementes e ciclagem de
nutrientes. Dessa forma, o programa de monitoramento terd uma andlise mais completa da restauragéo
ecolégica, do uso e do funcionamento desses novos ecossistemas

Hipéteses e predicoes
e Espera-se que com 0 avango da regeneragdo as espécies de insetos, aves e mamiferos
(pequenos mamiferos e morcegos) recolonizem o ambiente e participem de processos ecoldgicos
como herbivoria, predagéo, poliniza¢do, remogao de matéria organica dispersao de sementes.
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o Espera-se que em areas sob restauragéo préximas a areas-fonte das quais espécies de morcegos
e aves frugivoras transitem recebam chuva de sementes de espécies de plantas nativas,
facilitando a regeneragé&o.

Indicador(es) proposto(s)
e Taxa de herbivoria por insetos;
e Taxa de predacdo de lagartas artificiais por artrépodes e vertebrados;
o Taxa de remogao de matéria orgénica (sementes) por insetos;
o Taxa de visitagao floral por insetos e aves;
e Taxa de dispersdo de sementes por aves e morcegos.

Protocolos metodologicos

Amostragem

Para avaliar a eficiéncia do processo de restauracdo planejada e ja implantada no dominio espacial do PG30
para restaurar 0s servigos, processos e interagdes ecoldgicas, serao avaliadas 60 areas em restauragéo ativa,
sendo 20 areas em restauragéo ativa sobre a faixa de deposito do rejeito (na ADA), 20 areas em restauracéo
ativa fora da faixa de depésito do rejeito, mas dentro da ADA e 20 areas em restauragao ativa fora da ADA, e
portanto, distante das areas impactadas pelo rompimento da barragem. Para fins de comparagao, além das 60
areas de restauracdo ativa, serdo selecionadas 20 areas de referéncia fora da ADA, totalizando 80 areas de
monitoramento.

Para amostragem dos processos ecoldgicos mediados por insetos, em cada uma das 80 areas sera alocada
uma parcela permanente, de 50x50 m, e dentro dessa parcela sera inserida a parcela de 30x30 m onde parte
dos indicadores serdo monitorados (Figura 31).
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Figura 31: Representag&o esquematica da disposi¢do das duas escalas de parcelas permanentes (50x50 m e 30x30 m)
que devem ser utilizadas nos monitoramentos.

Parcelas de 50x50 m

Parcelas de 30x30 m

Para a amostragem dos processos ecoldgicos mediados por aves (visitagao floral e disperséo de sementes em
cada uma das areas amostrais serdo estabelecidos 4 pontos de coleta no mesmo esquema dos pontos de
contagem para aves da Pergunta 8. J& para a amostragem dos processos ecoldgicos mediados por morcegos
(visitagéo floral e dispers@o de sementes), em cada uma das 80 areas seréo definidos 4 pontos de coleta nos
quais as armadilhas de sementes serdo instaladas (ver abaixo).

A avaliagdo do retorno e persisténcia de processos ecoldgicos em areas em restauragéo é feita a longo prazo,
uma vez que a cobertura florestal leva certo tempo para se estabelecer. Assim, a duragéo dos monitoramentos
precisa ser condizente com as diferentes etapas do processo de restauragdo. Para insetos, os processos
ecoldgicos devem ser monitorados por no minimo dez anos, e as campanhas devem ocorrer anualmente na
estagdo Umida (entre o inicio de novembro e o final fevereiro de cada ano). Tal periodo coincide com a maior
atividade e maior ocorréncia de insetos em sistemas tropicais sazonais (Johansson et al. 2020). Apés dez anos,
deve-se analisar a base de dados e a perspectiva dos efeitos da restauragao ecoldgica e avaliar a necessidade
de extenséo do prazo. Para aves e morcegos, 0s processos ecoldgicos devem ser monitorados por dez anos,
com coletas semestrais durante a estagdo seca e chuvosa nos primeiros seis anos e coletas anuais a partir
disso. Apds dez anos, deve-se analisar a base de dados e a perspectiva dos efeitos da restauragéo ecoldgica,
e avaliar a necessidade de extenséo desse prazo.

A Equipe Ekos esta ciente de que as agdes de restaura¢do da Fundagio Renova bem como o Plano de Agéo
do PG30 tém prazo definido para 10 anos. Porém, a equipe entende que pode ser necessario continuar o
monitoramento dos processos ecoldgicos para além dos préximos 10 anos, uma vez que as florestas
restauradas com essa idade ainda ndo possuem estrutura comparavel as matas em estagio médio e avancgado.
Assim, a equipe recomenda que sejam avaliadas as alternativas para a continuidade do monitoramento da
restauragéo apds os 10 anos de ac¢do da Fundagdo Renova.
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Herbivoria por insetos

Para a determinagao da herbivoria por insetos nas areas em diferentes cenarios de restauragéo e nas areas de
referéncia, devera ser determinada a porcentagem de area foliar removida por insetos mastigadores, seguindo
o protocolo global de Mendes et al. (2020). Em cada uma das 80 areas (60 areas em restauragdo e 20 areas
referéncia), deverd ser marcada uma parcela permanente de 50x50 m. Em cada parcela, deverdo ser
amostrados 25 individuos de plantas lenhosas, com didmetro na altura do peito (DAP) maior ou igual 5mm e
altura até 2.5m. Sugere-se a amostragem de pelo menos 5 espécies diferentes de plantas em cada parcela,
com 5 réplicas individuais por espécie, espacadas pelos menos 2.0 m entre os individuos. A amostragem deve
ser feita ao final da estagéo chuvosa, entre fevereiro e margo de cada ano (periodo esse em que as plantas ja
acumularam herbivoria e insetos estdo abundantes), por 10 anos.

Em cada individuo de planta lenhosa, deve-se adicionar uma etiqueta metéalica permanente, numerada, e fixada
ao tronco principal com prego inoxidavel. De cada individuo, deverdo ser amostradas 50 folhas ao acaso. As
folhas deverao ser numeradas seguindo a sequéncia 1.1 a 1.50 até 25.1 a 25.50, individualizando assim a
planta hospedeira e a folha equivalente ao conjunto amostral de 50 folhas por planta. Para a numeragéo das
folhas, utilizar caneta permanente preta, adicionando o nimero na face adaxial, canto inferior direito, evitando-
se a nervura central. Apos a coleta, as folhas deveréo ser prensadas em prensa boténica com jornal e papeléo,
identificadas por nimero da parcela e nimero da area de restauragéo ou referéncia. Coletar também uma
exsicata por planta hospedeira para futura identificacdo taxonémica ap6s consulta a chaves boténicas ou
especialistas. As folhas deverao ser secas em estufa a 45°C por até 72 horas. Apés a secagem, as folhas
devem ser digitalizadas em scanner de mesa, utilizando-se escala milimétrica (exemplo: régua plastica) para
referéncia de tamanho (ver Figura 32).

Figura 32: Exemplo de imagem digital de folha atacada por insetos mastigadores.
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Para a determinagéo do nivel de herbivoria por insetos mastigadores nas folhas, as imagens deveréo ser
analisadas em softwares para a determinagéo da porcentagem de area foliar perdida apés o ataque de insetos
herbivoros. Sugere-se o0 uso de ImageJ® por Schneider et al. (2012) ou BioLeaf® por Machado et al. (2016).
Cada folha devera ser avaliada, calibrada em mm e a area foliar total (em mm?2) devera ser determinada
contornando-se a area da folha, apds preenchimento de bordas perdidas por herbivoria. A area consumida por
insetos (mm2) devera ser determinada nas imagens das folhas através da soma das areas perdidas medindo-
se as remogdes individuais em cada lamina foliar. A porcentagem de herbivoria (H) devera ser determinada
para cada planta como H= (3 areas perdidas/area foliar total) *100.

Como métrica para avaliagdo da herbivoria (H) devera ser utilizada a porcentagem média de remogao de area
foliar, por espécie de planta, por parcela. As 50 folhas por planta deverdo ser usadas como réplicas dos
individuos e os 5 individuos como réplicas das espécies de plantas.

Predagao de lagartas artificiais por artrépodes e vertebrados

Para a determinag&o da predagao nas areas em diferentes cenarios de restauracéo e nas areas de referéncia,
devera ser determinada a porcentagem de predacdo em modelos artificiais confeccionados em plasticina,
simulando lagartas de Lepidoptera. Tal método tem se mostrado eficiente para determinar se a predagao por
aves e artrépodes (como aranhas, formigas e vespas) exerce uma pressdo seletiva na regulagao de presas
(Richards & Coley 2007) e nos niveis de herbivoria em plantas via cascatas troficas (Barber 2012, Low et al.
2014). Além disso, os modelos artificiais simulando presas possuem uma série de vantagens que os tornam
particularmente atrativos: sdo simples de confeccionar, baratos, adaptaveis a diferentes testes de hipoteses,
permitem grande numero de replicagdes e a grande vantagem de fornecer informag&o sobre a identidade do
predador (Low et al. 2014).

Em cada parcela de 50x50 m ja marcadas para avaliar os niveis de herbivoria por insetos em plantas
hospedeiras, serdo marcados 15 individuos de plantas lenhosas, com di@metro na altura do peito maior que 10
cm e entre 1.5 e 2.0 m de altura. Em cada planta, seréo adicionadas 5 lagartas artificiais, como unidades
independentes (n=75 lagartas por parcela), distribuidas em toda a copa. Cada lagarta devera ser confeccionada
em massa atoxica verde, do tipo plasticina, com 25 mm de comprimento e 5 mm de largura. Para permitir a
fixagdo das lagartas artificiais nas plantas, essas devem ser moldadas no entorno de arame galvanizado fino
(0.45 mm de diémetro, 8 a 10 cm de comprimento), para permitir que as lagartas sejam fixadas nas plantas
usando-se as extremidades do arame para enrola-las em ramos finos (3-10mm) das plantas que servirdo de
suporte (Figura 33). As lagartas deverao ser adicionadas nas partes externas da copa, de modo a néo ficarem
escondidas na folhagem (i.e., visiveis a aves e artrépodes predadores, Zvereva et al. 2019). Em um mesmo
individuo de planta, as lagartas devem ser colocadas com pelo menos 30 cm de distancia entre elas. A
amostragem deve ser feita ao final da estagéo chuvosa, entre fevereiro e margo de cada ano (periodo esse em
que as plantas normalmente apresentam insetos herbivoros em abundancia), por 10 anos.
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Figura 33: Representacéo ilustrativa de lagartas artificiais, em plasticina atéxica verde, e arame galvanizado para fixagéo
das lagartas nas plantas.

Apobs 3 dias de exposicao, as lagartas artificiais devem ser vistoriadas e as marcas encontradas atribuidas a
uma classe de predadores. A identificagdo dos predadores responsaveis pelas marcas deve ser feita através
de categorias gerais, como aves, mamiferos, formigas e/ou vespas, cujas marcas deixadas nos modelos podem
ser diferenciadas através do formato do bico ou das mandibulas, conforme imagens e descricdo em Low et al.
(2104). Sempre que possivel, a vistoria das lagartas artificiais deve ser feita por dois sujeitos
independentemente. Registre 0 nimero de marcas por lagarta predada e caso a lagarta artificial tenha sido
completamente removida do arame, registre como "removida". Fotografe em campo as lagartas artificiais
encontradas com marcas, atribuindo as imagens o nimero da arvore, da parcela e da area (restauragdo ou
referéncia). Alise todas as lagartas com marcas, substitua lagartas completamente removidas e avalie
novamente as marcas no 10° dia apés a montagem do experimento, quando todas as lagartas devem ser
removidas e avaliadas para analises de sobrevivéncia.

Como métrica para avaliagdo da predagao, devera ser avaliada a frequéncia de distribuicdo das marcas nos
modelos de lagartas no 3° e 10° dias de exposi¢&o, a distribuigdo de frequéncia dos diversos tipos de predacao
e andlises de curva de sobrevivéncia.

Remocdao de sementes por formigas (Formicidae) e besouros escarabaeineos (Coleoptera,
Scarabaeinae):

Para o monitoramento do servigo de remog&o de sementes por formigas, serdo utilizadas sementes artificiais,
dessa forma garantindo que n&o serdo introduzidas espécies vegetais nas parcelas de monitoramento. Em
cada unidade amostral (parcela de 30x30 m) seréo dispostas quatro arenas de remogao nos vértices da parcela,
€ uma no centro da parcela. Em cada arena de remocao seréo colocadas 10 sementes artificiais em saquinhos
de papel (8x13 cm).
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As sementes artificiais serdo fabricadas com micangas de 2 mm de didmetro envolvidas por uma mistura
atrativa (Rabello et al. 2014). Essa massa ira representar o arilo (porgéo atrativa dos frutos carnosos). As
sementes devem seguir as seguintes propor¢des de ingredientes: gordura vegetal (75%), frutose (4.8%),
sacarose (0.5%), glicose (4.7%), caseina (7%), carbonato de calcio (3%) e maltodextrina (5%). Para a
fabricacdo das sementes a gordura vegetal hidrogenada deve ser derretida e depois misturada com o restante
dos ingredientes. Apds o resfriamento envolver todas as migangas com a massa branca formada em um
tamanho de cerca de 4 mm. Agrupar 10 sementes artificiais em sacos de papel pardo. As sementes artificiais
devem ser armazenadas em geladeira até o dia de sua utilizag&o.

Para garantir que as sementes artificiais sejam removidas predominantemente por formigas é necessario
impedir 0 acesso as sementes por outros animais (ex: aves, roedores e outros mamiferos). Para isso, as
sementes devem ser protegidas por arenas, que consistem de potes plasticos (250 ml) com trés aberturas
laterais equidistantes de 1 cm2. Os potes devem ser fixados junto ao solo, com a boca rente a superficie, onde
as formigas podem acessar as sementes através das aberturas laterais. As arenas contendo as sementes
artificiais devem permanecer no campo por 24 horas. Apds 24 horas, serdo contabilizadas as sementes que
foram carregadas para fora da arena, as que foram predadas e as que foram removidas para longe (aquelas
que ndo foram encontradas ap6s as 24 h).

Como métricas para o monitoramento da taxa de remogao de sementes artificiais por formigas seréo utilizadas
as porcentagens médias de sementes carregadas, predadas e removidas por parcela em cada periodo
amostral.

Para o monitoramento do servico de remogao de remogédo de sementes e de matéria orgénica realizadas por
besouros escarabeineos serdo utilizadas arenas circulares (Braga et al. 2013). Em cada unidade amostral
(parcela de 30x30 m) sera disposta uma arena de remogao no centro da parcela.

Cada arena circular possui o tamanho de 1 m de didmetro, cuja borda é delimitada por uma cerca
(aproximadamente 20 cm de altura) construida com uma tela de sombreamento, mantida por 10 varas de bambu
(espetos para churrasco) (Figura 34). A tela limita o movimento horizontal dos besouros a area contida,
permitindo que eles entrem e acessem a isca atrativa, mas impedindo que ultrapassem a area delimitada. Dessa
forma, os besouros enterram as fezes dentro da area delimitada, possibilitando uma quantificagcdo mais precisa
das fungbes examinadas.
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Figura 34: Foto da arena de avaliagdo de fungdes ecoldgicas realizadas por besouros escarabaeineos. Foto de Cassio
Nunes.

A isca utilizada nas arenas para atragdo de besouros escarabeineos consiste em fezes suinas frescas, de
porcos tratados com alimentagdo caipira. As fezes suinas s&o similares as fezes dos mamiferos mais
abundantes presentes na regi@o, e séo um atrativo eficaz para uma ampla gama de espécies de besouros
escarabeineos. Em cada porgéo de fezes, serdo colocadas 50 mi¢angas de plastico, usadas como imitagdes
de sementes, para estimar a fungéo da dispersdo secundaria de sementes de trés tamanhos: 25 sementes
pequenas (2 mm de didmetro), 15 sementes médias (5 mm de didmetro) e 10 sementes grandes (10 mm de
didmetro).

Além do experimento para remog&o das sementes, na mesma arena seré inserida uma porgao experimental de
fezes e um saché (50 g) composto pela mesma isca para controle de perda/ganho de umidade para o calculo
de remocao de matéria organica. Apos 24h as arenas serdo recolhidas e sera avaliada a proporgao de sementes
dispersadas e a propor¢ao de matéria organica removida.

Como métricas para o monitoramento da taxa de remogdo de sementes artificiais e matéria organica por
besouros escarabaeineos serdo utilizadas as porcentagens médias de sementes carregadas de cada tamanho
e a média de matéria organica removida por parcela em cada periodo amostral.
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Visitantes florais (insetos e aves)

Para a determinagéo da visitagao floral por insetos nas areas em processo de restauracéo e areas de referéncia,
as mesmas parcelas de 50x50 m, permanentemente marcadas para a avaliagdo da herbivoria e da predacgéo,
deverdo ser utilizadas. Diversos insetos e outros animais como aves € morcegos visitam as flores para se
alimentarem de polen, néctar e outros recursos, mas nem sempre as visitas resultam em poliniza¢o. A visitagao
floral, no entanto, € um bom indicador de interagdes ecolégicas, tanto positivas quanto negativas (Alves-dos-
Santos et al. 2016) e fornece uma primeira estimativa das possiveis interagdes entre plantas e animais visitantes
(Kevan 2008, Rader et al. 2016).

Dentro de cada uma das 80 parcelas, serdo marcadas e identificadas as espécies de plantas apresentando
flores na estagéo Umida (entre novembro e fevereiro) € na estagao seca (entre junho e setembro) de cada ano.
As plantas floridas deverdo ser marcadas com etiquetas metalicas permanentes numeradas e deverao ser
identificadas por meio de fotografias, exsicatas e/ou auxilio de especialistas. As amostragens de visitantes
florais deverao ser fito-centradas, onde as plantas marcadas serdo acompanhadas e os insetos visitantes serao
capturados. Em cada estac&o de coleta, devera ser feita a observagao direta das flores por 10 minutos em cada
planta, seguida de coleta ativa dos insetos com rede entomoldgica. Deve-se registrar para cada planta avaliada,
0 numero de visitantes, o horario de visita e a dura¢éo de cada visita (em minutos). As observagoes e coletas
deverdo ser feitas pela manha até o inicio da tarde, que sdo os periodos de maior atividade de grande parte
dos visitantes e polinizadores. As seguintes caracteristicas florais das espécies avaliadas em cada parcela
devem ser registradas: cor da flor, arranjo floral (flores simples ou inflorescéncias), simetria da flor
(actinomérfica, zigomérfica ou assimétrica) e didmetro da corola (veja Benadi et al. 2014). Como medida da
recompensa floral ofertada a visitantes, deve-se avaliar a presencga de polen efou néctar e a concentragao de
agucar no néctar deveré ser medida com o auxilio de refratdmetros portateis (RT-30ATC e RT-82, Instruterm®).

Todos os insetos visitantes capturados serdo acondicionados em tubos plasticos do tipo Falcon em campo (ex:
abelhas, moscas e besouros) e/ou envelopes entomoldgicos confeccionados com papel vegetal (ex: borboletas
nectarivoras), identificados com data, horario de coleta, coletor, nimero do individuo florido no qual foi coletado,
nimero da parcela e nimero da area em restauragao ou referéncia. Os individuos seréo sacrificados por
congelamento, posteriormente secos em estufa a 45°C por 48 h, devidamente montados em alfinetes
entomoldgicos efou tridngulos entomolégicos e duas etiquetas devem ser adicionadas, uma com as
informacgdes de coleta e outra com as informagdes taxondmicas. Os visitantes florais serdo posteriormente
identificados com o auxilio de guias, chaves de identificacdo e/ou consulta a especialistas.

Como métricas de avaliagéo da visitagdo floral serdo computadas, em cada area, a riqueza de visitantes florais,
a abundancia de visitantes florais, a riqueza de espécies floridas, a frequéncia de visitas em cada planta e a
durag@o (em minutos) das visitas de insetos nas flores. Os dados devem ser avaliados separadamente por
estacdo do ano (seca e chuvosa) e por ano de amostragem.

Para avaliagdo do processo de visitagao floral por aves deverdo ser amostrados 20 sitios naturais afetados
(fragmentos alvo), 20 sitios naturais nédo afetados (fragmentos referéncia), 10 sitios afetados por rejeito em
restauracdo, 10 sitios em restauracdo sem rejeito, mas dentro do buffer. Em cada um dos sitios serdo
amostrados quatro pontos, equivalentes aos pontos de contagem de aves da Pergunta 8.

A avaliagdo da visitagdo floral sera feita a partir da metodologia adotada na Pergunta 9 para avaliagéo dos
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nectarivoros. Seréo conduzidos censos de beija-flores nos mesmos pontos utilizados para a amostragem por
pontos de contagem, porém utilizando bebedouros comerciais abastecidos com solugdo de sacarose como
atrativo (as populares “garrafinhas de beija-flor”). A periodicidade do monitoramento devera ser semestral,
sendo uma campanha de amostragem durante a estagéo seca (maio a agosto) e outra durante a estagéo
chuvosa (outubro a margo). Essas campanhas semestrais deverdo ocorrer inicialmente em intervalos anuais
durante dez anos de monitoramento. A partir dos resultados obtidos ap6s esse periodo a necessidade de
continuidade devera ser reavaliada.

Dispersdo de sementes por aves e morcegos

Para aves frugivoras dispersoras de semente sera adotado um protocolo préprio para a coleta dos dados
necessarios para responder a esta pergunta. Deverdo ser amostrados 20 sitios naturais afetados (fragmentos
alvo), 20 sitios naturais ndo afetados (fragmentos referéncia), 10 sitios afetados por rejeito em restauragéo, 10
sitios em restauragao sem rejeito, mas dentro do buffer. Em cada um dos sitios serdo amostrados quatro pontos,
equivalentes aos pontos de contagem de aves da Pergunta 8.

Optou-se pelo uso de frutos artificiais em detrimento aos frutos naturais em virtude da possibilidade de se obter
um maior controle do sistema de estudos e o alcance de resultados adequados em curto espago de tempo
(Alves-Costa & Lopes, 2001; Arruda et al., 2008; Cazetta et al., 2009; Duan et al., 2014; Pires et al., 2018; Alves,
2020). Isso porque as diferentes espécies de frutos ornitocéricos apresentam niveis muito distintos de
atratividade para aves, variando também dramaticamente quanto a sua disponibilidade e abundancia ao longo
do ano e do estagio de sucesséo dos fragmentos florestais amostrados.

Os frutos artificiais deverdo ser confeccionados com massa de modelar atoxica e resistente ao ressecamento
pelo sol (0 que evita que o fruto rache e caia ao ch&o) e a chuva (o que evita que o fruto seja derrubado pela
chuva). Os frutos deveréo ter aproximadamente 15 mm de didmetro, formato esférico e cor vermelha intensa,
a qual é bastante atrativa para aves frugivoras. (Alves-Costa & Lopes, 2001; Arruda et al., 2008). Apds
modelados, os frutos serdo trespassados por uma linha escura amarrada com uma miganga negra na sua
extremidade, que servird como um “stop” a ser fixado na porg¢éo inferior do fruto, impedindo que ele caia. A
outra ponta da linha devera ser deixada com aproximadamente 50 mm de fio livre, para que o fruto possa ser
atado diretamente a um galho de arbusto ou arvoreta.

Em cada um dos quatro pontos de contagem da pergunta 8 deverdo ser alocados 40 frutos artificiais, de modo
a totalizar 160 frutos por sitio amostral. Os frutos deverdo estar distribuidos no entorno de cada ponto da
seguinte maneira: 10 frutos em cada um dos quatro arbustos/arvoretas selecionados, os quais deveréo estar
situados em um raio de aproximadamente 5 metros ao redor do ponto de contagem, um arbusto/arvoreta em
cada ponto cardeal. Este € um desenho tentativo que, obviamente, precisara sofrer pequenos ajustes em virtude
da disponibilidade de locais adequados para se instalar os frutos artificiais. Os frutos deverao ser instalados em
uma altura de aproximadamente 1,5 a 2,0 m, sempre em locais bem visiveis, de modo a facilitar a localizacdo
visual dos frutos pelas aves frugivoras (podera ser necessario remover algumas poucas folhas e ramos da
arvore/arbusto para melhorar a visualizagéo). Os frutos artificias ndo deverdo ser atados a plantas que
contenham frutos naturais, de modo a se evitar possiveis interferéncias nos resultados do experimento.
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Os frutos deverao ficar expostos durante um intervalo de cinco dias. A extensdo deste periodo podera ser
reavaliada apos um piloto inicial. Caso as taxas de frugivoria estejam muito elevadas este periodo podera ser
reduzido. Caso contrario, estendido. Findo esse prazo, o pesquisador devera checar os frutos para verificar a
presenga de marcas que revelam interagdes com a fauna. Essas marcas deverdo ser contadas e classificadas
de acordo com o tipo de animal que interagiu (e.g. marcas de bico indicam aves, marcas de dentes indicam
pequenos mamiferos) e, no caso de aves, 0 seu tamanho aproximado (pequeno, médio e grande). Para auxiliar
nessa classificagdo, ver a Figura 35, extraida de Alves (2020). Embora essa aproximagao de tamanho seja
grosseira, ela permite compreender melhor o tipo de servigo ecossistémico prestado pela comunidade de aves
frugivoras (e.g. aves grandes geralmente dispersam sementes de maior porte).

Aves frugivoras sdo animais orientados predominantemente de maneira visual. Dessa maneira, elas
provavelmente percebem que a fruta ndo é comestivel apenas apds a bicarem. Ja os mamiferos frugivoros, por
se utilizarem amplamente de pistas olfatorias (Alves-Costa & Lopes, 2001), geralmente demonstram, pouco
interesse nas frutas artificias (Alves-Costa & Lopes, 2001).

Figura 35: Fotografias mostrando os diferentes tipos de marca deixadas pela fauna apos interagéo com os frutos
artificiais. Fonte: Alves (2020).

Descri¢do Fotos

Marcas triangulares que
ndo atingem as duas
extremidades do fruto

Aves pequeno
porte

Marcas triangulares que
atingem as duas
extremidades do fruto, mas
dificllmente capazes de
engoli-los inteiros

Aves médio
porte

Marcas triangulares que
atingem as duas
extremidades do fruto e
potencialmente com
capacidade de engolir

Aves grande
porte

Marcas de dentes de
Mamiferos roedores, marsuplals e
primatas

Pequenas marcas de garras,
mandibulas ou
ovopositores de
invertebrados

Invertebrados
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Para avaliar o papel dos morcegos no processo de dispersdo de sementes nas reas sob restauragao deveréo
ser amostrados 10 sitios naturais afetados (fragmentos alvo), 10 sitios naturais ndo afetados (fragmentos
referéncia), 10 sitios afetados por rejeito em restauracéo, 10 sitios em restauragio sem rejeito, mas dentro da
ADA. Morcegos frugivoros sdo um dos mais importantes grupos de dispersores de sementes nos neotropicos.

Para amostrar morcegos frugivoros, em cada um dos sitios de restauragao e dos fragmentos afetados e néo
afetados pelo rejeito serdo instaladas 10 redes de neblina de 12 m x 2,5 m que serdo abertas no horario
crepuscular e fechadas apés 4 horas de amostragem. Os morcegos frugivoros capturados serdo acomodados
em sacos de algodao limpos, por no minimo duas horas, tempo necessario para coletar amostras de fezes
destes animais. Apés isso, 0s morcegos serdo marcados com colar, terdo medidas corporais e estado
reprodutivo anotados, sendo, em seguida, soltos no mesmo local da captura. As fezes coletadas serdo triadas
em laboratorio; e testes de germinagéo e viabilidade das sementes serdo aplicados conforme metodologia
apresentada a seguir.

Adicionalmente, para avaliar o papel dos morcegos frugivoros no processo de disperséo de sementes em areas
de restauracédo por morcegos utilizados abrigos artificiais com adigéo de 6leos essenciais de espécies vegetais
de interesse (Cecropia, Solanum e Piper). Os abrigos artificiais serdo produzidos assim como em Kelm et al.
(2008), simulando buracos em troncos de arvores. Serdo instalados trés abrigos artificiais em cada um dos 10
sitios de restauragao em area com rejeito e nos 10 sitios de restauracdo em areas sem rejeito. Os abrigos serdo
instalados de 2 a 3 metros do solo, distantes pelo menos 30 metros entre si. Abaixo de cada abrigo sera
instalada uma armadilha de sementes. Estas armadilhas seguirdo o padrao adotado em Reid et al. (2013). Um
conjunto de trés vasilhas, cada uma com um tipo de dleo essencial seré colocado em cada abrigo instalado em
cada sitio amostral da ADA. Os dleos essenciais serdo produzidos utilizando frutos dos vegetais de interesse
(Cecropia, Solanum e Piper). Estes dleos essenciais seréo acondicionados em vasilhame de vidro de 40 ml
com tampa perfurada, sendo introduzido um cordéo de algodéo, semelhante a um pavio (uma vasilha para cada
dleo essencial).

Outras trés armadilhas de sementes, sem uso de abrigos, serdo instaladas também nos fragmentos florestais
afetados e ndo afetados pelo rejeito. Os abrigos e as armadilhas de sementes seréo vistoriados durante as
campanhas. A campanhas deverao ter periodicidade semestral durante os primeiros 5 anos do monitoramento
e anual a partir do sexto ano. A avaliagdo do potencial de contribuicdo de morcegos como dispersores de
sementes nas areas sob restauracao sera feita comparando o volume e a diversidade de sementes capturadas
nas armadilhas com e sem abrigos artificiais.

Em todas as campanhas, as amostras fecais dos morcegos frugivoros serdo coletadas em campo,
acondicionadas em tubos eppendorf e levadas para o laboratério, onde serdo triadas e as sementes separadas.
Em campo, também serdo coletados frutos de plantas potencialmente dispersas por vertebrados, e que seréo
identificados e levados para laboratdrio para montagem do banco de imagens. As sementes seréo identificadas
através da comparagéo com descri¢do em bibliografia e comparagéo com a colegdo de referéncia a ser montada
a partir de sementes de frutos coletados nas areas de estudo, a medida em que forem encontrados materiais
férteis pelas equipes de botéanica. As sementes da colegdo de referéncia deverdo ser fotografadas sob os 3
planos para permitir a sua correta identificagdo. Para as fotografias, as sementes deverdo ser embebidas em
agua destilada por 24h para garantir homogeneidade de turgor nas células da epiderme. Para o teste de
germinagdo, as sementes triadas nas fezes e aquelas provenientes dos frutos coletados em campo seréo
tratadas lavadas em agua corrente por 1 minuto, secas a sombra e colocadas em sacos de cultivo de mudas
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umedecidos com agua destilada. Os experimentos de germinacdo devem ser realizados no maximo uma
semana apos a coleta do material. Também sera utilizado como substrato amostras do solo coletado na area
impactada. Os sacos de mudas seréo colocados em casa de vegetagdo com irrigagéo automatica 3 vezes ao
dia. O experimento sera monitorado, o substrato sera frequentemente umedecido e a germinagéo verificada
através da protrusao da radicula. Serdo estabelecidas pelo menos 8 réplicas para cada tipo de substrato,
idealmente com 25 sementes cada.

Para verificar a viabilidade das sementes que nao germinaram, apds os experimentos de germinacao sera
aplicado o teste de tetrazdlio (Brasil, 1992). De acordo com protocolo do Ministério da Agricultura e
Abastecimento (Brasil 2009), as sementes serdo colocadas em placas de Petri e embebidas em &gua destilada
sobre folha dupla de papel filtro durante 24 horas na temperatura de 25°C. Apo6s esse periodo, serdo
seccionadas para expor o0 embrido e imersas em solugéo de 2, 3, 5 - trifenil cloreto de tetrazdlio a 0,1%, durante
24 horas na temperatura de 30°C, sendo as placas de Petri envolvidas em folha dupla de papel aluminio para
evitar a fotodegradacao do reagente. Segundo Franga Neto et al. (1988), o teste com tetrazdlio permite detectar
a presenca da respiragao celular, uma vez que quando as células do tecido exposto estdo vivas, ocorre a
reducdo do sal de tetrazélio (2,3,5-trifenil cloreto de tetrazélio) pelas desidrogenases, resultando na formagéo
de um composto avermelhado conhecido como ftrifenilformazan. Tecidos ndo viaveis ndo reagem e
consequentemente n&do sdo coloridos. Ja tecidos em deterioracéo terdo maior intensidade de difusdo da solugéo
pelas membranas celulares comprometidas e apresentardo coloragdo mais intensa (vermelho escuro). Tais
aspectos das sementes serdo detectados com o uso de lupas estereoscopicas para determinacao de
viabilidade.

6. SINTESE DOS TEMAS, PERGUNTAS, INDICADORES E PROGRAMA DE
AMOSTRAGEM

Em sintese a presente proposta do novo programa de monitoramento da biodiversidade terrestre esta focada
em trés Temas. Cada tema possui um conjunto de perguntas que agregam indicadores. Considerando os
grupos bioldgicos associados a uma mesma pergunta a proposta aponta 12 indicadores biolégicos a serem
monitorados em diferentes contextos na bacia e que buscam detectar respostas aos estressores em diferentes
niveis e escalas bioldgicas (Tabela 15). A sintese da amostragem do programa de monitoramento,
considerando a malha amostral proposta e os detalhamentos metodolégicos de cada grupo indicador, esta
sintetizada na Tabela 16.
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TEMA 1: Quais os impactos cronicos (persistentes ou
recorrentes) do evento sobre as espécies da fauna e flora

TEMA 2: Ha uma tendéncia de
melhoria de condi¢des ambientais e
processos ecoldgicos favoraveis

TEMA 3: As acodes de restauragao, recuperagao
e compensacao da bacia do rio Doce estao
levando a um aumento na cobertura de

TEMAS . . . para o restabelecimento de formagoes naturais, na abundancia, distribuicao
terrestres da Bacia do rio Doce, e qual a magnitude e - .. . L. .
. . . populagdes de animais e plantas ou riqueza de espécies ou grupos funcionais
abrangéncia espacial e temporal destes impactos? . . .
afetadas pelo rompimento da ameacados, sensiveis ou chave, nos diferentes
barragem? contextos afetados?
1 3 i Melhoria na condigao geral da bacia z af
SUBTEMAS Contaminantes Efeltos.derlvados do impacto nas P Impactos da restauragfaq ecologlca sobre fauna,
comunidades de flora e fauna. flora e processos ecolégicos pds-desastre
PERGUNTAS Perguntas 1,2e 3 Perguntas 4, 5,6, 7, 8, 9, 10 Pergunta 11 Pergunta 12 Perguntas 13, 14, 15 e 16
o o 11) Diversidade, estrutura e
3) D|v§r3|dade, estrutura, composicao 8) Condicdes fisicas e composicdo das
e funC|oqamento das comunidades de quimicas do solo; comunidades de insetos,
1) Contaminantes em plantas, |ns'etos, el L anfibios, répteis squamata e
plantas e animais; mamiferos; aves;
INDICADORES 4) Qua”dade.nutriCional e assimetria 7) Métricas da paisagem 9) Dlverfldade da
flutuante em insetos vegetagao

2) Dano biolégico em
plantas e vertebrados

5) Abundancia populacional de P.

geoffroanus;

6) Ocupacéo de H. maximiliani

10) Funcdes e servicos
ecossistémicos

12) Processos ecoldgicos de
herbivoria, predagao,
remocado de matéria
organica, polinizagédo e
disperséo de sementes
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Tabela 16: Sintese do programa de amostragem de cada grupo indicador dos trés temas gerais (Cores seguem categorizagéo da Tabela 15)

Indicadores Pergunta Sitios amostrais No. de sitios Regido Periodicidade | Duragéo (anos)

Contaminantes na vegetacéo 1 Fragmentos florestais 40 (20 Alvo e 20 Ref) Funddo-UHE RN | Semestral 5

Danos na vegetacéo 2 Fragmentos florestais 40 (20 Alvo e 20 Ref) Funddo-UHE RN | Semestral 5

Contaminantes e danos em girinos 3 Corpo d'agua léntico 20 (10 ADA e 10 Ref) Funddo-UHE RN | Anual 2210

Contaminantes e danos em Phrynops geoffroanus 3 Trechos de rio 13 (7 ADA e 6 Ref) Bacia rio Doce Anual 2210
Fragmentos florestais 40 (20 Alvo e 20 Ref) Funddo-UHE RN | Semestral 5

Contaminantes e danos em animais 3 Fragmentos florestais 40 (20 Alvo e 20 Ref) Funddo-UHE RN | Anual (insetos) | 2 > 10
lIhas fluviais 5 Foz dorio Doce | Anual 5
Restingas 6 (3 ao norte e 3 ao sul da foz do rio Doce) Restingas no ES | Anual 5

Estrutura, composicao e fungdes em comunidades vegetais 4 Fragmentos florestais 40 (20 Alvo e 20 Ref) Funddo-UHE RN | Anual 5

Estrutura e composicéo de comunidades de insetos o) Fragmentos florestais 40 (20 Alvo e 20 Ref) Funddo-UHE RN | Anual 5210

Qualidade nutricional em insetos o) Fragmentos florestais 40 (20 Alvo e 20 Ref) Funddo-UHE RN | Anual 5210

Assimetria flutuante em insetos o) Fragmentos florestais 40 (20 Alvo e 20 Ref) Funddo-UHE RN | Anual 5210

Abundancia de Phrynops geoffroanus 6 Trechos de rio? 10 (4 Alvo e 6 Ref) Bacia rio Doce Anual 329

Ocupagao de Hydromedusa maximiliani 7 Riachos 10 Funddo-UHE RN | Anual 2210

Estrutura e composicdo de comunidades de aves de interior 8 Fragmentos florestais 40 (20 Alvo e 20 Ref) Funddo-UHE RN | Semestral 5

Estrutura e composicéo de comunidades de aves 9 Fragmentos florestais 40 (20 Alvo e 20 Ref) Fundao-UHE RN | Semestral 5

polinizadoras e dispersoras

Estrutura e composi¢do de comunidades de pequenos 10 Fragmentos florestais 40 (20 Alvo e 20 Ref) Funddo-UHE RN | Semestral 5

mamiferos

Métricas da paisagem ADA 11 Fragmentos florestais Todos ADA rejeito Bianual 5210

Métricas da paisagem Funddo-UHE Risoleta Neves 11 Fragmentos florestais Todos Subbacias Bianual 5210

Métricas da paisagem subbacias do rio Doce 11 Fragmentos florestais Todos Bacia rio Doce Bianual 5210

Condigdes fisicas e quimicas do solo 12 Areas de restauracgéo e 100 (20 em: RR; R_ADA; F_ADA,; Fint e FFR)? | Funddo-UHE RN | Variavel 10

Estrutura e fungdes em comunidades vegetais fragmentos florestais

Diversidade, estrutura e composicao das comunidades de 13 Areas de restauracéo e 80 (20 em RR; R_ADA; F_ADA e FFR)? Funddo-UHE RN | Anual 10

insetos terrestres fragmentos florestais

Diversidade, estrutura e composicéo das comunidades de 14 Riachos (anfibios) 30 (10 ADA; 10 INT_R; 10 REF)? 10

anfibios e répteis Squamata Lagoas (anfibios) 30 (10 ADA; 10 INT_R; 10 REF)? Fundado-UHE RN | Anual
Fragmentos florestais 40 (10 RR; 10 R_ADA; 10 F_ADA; 10FFR)?

Estrutura e composicéo de comunidades de aves 15 Areas de restauracéo e 60 (10 RR; 10 R_ADA; 20 PFA; 20 FFR)2 Funddo-UHE RN | Semestral 10
fragmentos florestais

Herbivoria, predagao, remog&o de sementes e visitagao floral | 16 Areas de restauragdoe | 80 (20 em RR; R_ADA; F_ADA e FFR)2 Funddo-UHE RN | Anual 10

por insetos fragmentos florestais

Visitagao floral aves 16 Areas de restauracdo e | 60 (10 RR; 10 R_ADA; 20 PFA; 20 FFR)? Funddo-UHE RN | Semestral 10
fragmentos florestais

Dispersao de sementes por aves 16 Areas de restauracdo e | 60 (10 RR; 10 R_ADA; 20 PFA; 20 FFR)? Funddo-UHE RN | Semestral 10

Dispersao de sementes por morcegos fragmentos florestais 40 (10 RR; 10 R_ADA; 10 PFA; 10 FFR)?

1- Trechos de rio com pontos distantes pelo menos 1km daqueles selecionados para a Pergunta 3; 2- RR: Restaurag&o sobre rejeito; R_ADA: Restauracéo
na ADA fora de rejeito; F_ADA: Restauracao fora da ADA; Fint: Fragmentos intermediarios e FFR: Fragmentos de referéncia; 3- ADA: Trechos de corpos
d’'agua afetados e sob restauragdo natural passiva; INT_R: Trechos de corpos d’agua afetados e que sofreram intervengéo para restauragéo; REF: Trechos de

corpos d’agua ndo afetados.
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7. PROTOCOLOS GERAIS PARA ANALISES ESTATISTICAS E CURADORIA DOS
DADOS

O objetivo principal deste projeto de monitoramento deve ser o de fornecer respostas claras aos 6rgéos
reguladores, aos tomadores de decisdo e a sociedade sobre a situagao de impacto e recuperacdo da Bacia do
rio Doce pos rompimento da barragem de Fund&o. Para tal, é necessario que o conjunto de analise dos dados
obtidos — que naturalmente devem vir de uma malha amostral e desenho robustos — siga alguns principios
basicos.

Primeiramente, é necessario que todas as anélises sejam coordenadas e eventualmente conduzidas por
profissional com doutorado, com pelo menos 8 anos de experiéncia tanto em Ecologia quando em Analise de
Dados Ecolégicos, preferencialmente com publicagao cientifica internacional robusta. Os modelos e técnicas
propostas devem ser aplicados utilizando as métricas propostas pelos especialistas de cada grupo (Ver Anexo
11). Esta é uma etapa fundamental, principalmente considerando-se a enorme disponibilidade de softwares e
técnicas existentes. Mais do que ser capaz de executar as anélises, é necessario entender suas premissas
matematicas (e como checa-las), aplicacdes na érea e interpretacdes validas.

Em segundo lugar, as analises devem ser executadas unicamente de forma a responder com clareza as
perguntas propostas, nunca sendo um motivo de complicacdo excessiva a interpretacdo (Sober 2015).

Terceiro, a analise deve, sempre que possivel, ser aplicada transversalmente entre os diferentes grupos
bioldgicos estudados (abordagem multitaxa), com o objetivo de se obter uma inferéncia robusta sobre os
padrdes e mecanismos naturais em estudo. Na pratica, se uma analise proposta para um grupo biolégico é
extensivel a todos os grupos (i.e. compartilha premissas, métricas e raciocinio l6gico de proposi¢éo), ela deve
ser executada e os resultados discutidos como uma unidade.

Por fim, ndo cabe a este documento determinar o software de analises a ser utilizado, uma vez que ha varias
opcdes de mercado disponiveis capazes de executar as analises com o nivel desejado. E recomendado,
todavia, 0 uso de softwares Livres, pois 0s mesmos contam com varias caracteristicas importantes, dentre elas:
(a) cadigo aberto, garantindo transparéncia; (b) ampla disponibilidade e custo zero, garantindo reprodutibilidade
e (c) robustez e manutengéo constante pela comunidade de usuarios. Neste sentido, sugere-se fortemente a
adogéao de plataformas como R (R Core Team 2020 ou mais recente) ou Python (http://www.python.org/). Para
todas as andlises, serdo indicados 0s pacotes do programa R capazes de executar as analises. Os mesmos
podem ser substituidos, desde que mantidos os conjuntos de analises.

Com estes principios em mente, o protocolo de anélise de dados devera seguir a légica de se apoiar nas
perguntas gerais propostas, e ndo nos grupos bioldgicos. Os modelos e técnicas propostas devem ser aplicados
utilizando as métricas propostas pelos especialistas de cada grupo como variavel resposta nos modelos,
sempre tendo como norteador das variaveis explicativas as hipoteses gerais propostas. Naturalmente, como
variaveis de naturezas distintas obedecem a distribuicdes de probabilidade e estruturas de variancia distintas
(Olsson 2002), os modelos utilizados deverao lancar mao de técnicas capazes de acomodar estes desvios das
premissas.
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Um ultimo ponto importante a se observar antes de tratar da anélise em si séo as escalas de coleta e de réplica
de cada uma das variaveis respostas. Exceto quando claramente explicitado, a unidade de réplica verdadeira
bésica proposta neste projeto é o sitio amostral (fragmento florestal alvo ou referéncia, ilhas fluviais, restingas),
e as analises, portanto devem seguir esta unidade para atender a premissa de independéncia das observagoes.
Como grupos biolégicos distintos tém histoéria de vida e capacidade de disperséo distintas, ainda que tenha sido
proposto um desenho teoricamente espacializado de forma a garantir independéncia, esta deve ser avaliada
através de uma analise de autocorrelacdo espacial entre as amostras. Dentre as varias técnicas possiveis,
recomenda-se 0 uso dos chamados “Distance-based Moran’s eigenvector maps (dbMEM)”, anteriormente
conhecidos por PCNMs, descritos no capitulo 14 de Legendre & Legendre (2012), implementados no pacote
adespatial em R. Os eixos significativos da dbMEM podem também ser incluidos nos modelos propostos a fim
de se considerar a estrutura espacial como variavel.

Em seguida, serdo apresentados os protocolos de analises para as perguntas principais deste plano de
monitoramento:

1) Andlises para levantamento da suficiéncia amostral e riqueza de espécies

Para a amostragem das comunidades biolégicas, ao final de cada campanha de coleta deve ser feita a curva
de acumulo de espécies para cada grupo em fun¢do das unidades amostrais trabalhadas. Ao longo das
campanhas, estas curvas devem ser atualizadas. Este procedimento tem como objetivo fornecer aos érgéos
ambientais, tomadores de decis&o e cientistas uma nogéo do tamanho da lacuna amostral que ainda existe na
Bacia. Estas fungdes s&o implementadas pelos pacotes vegan (Oksanen et al. 2019) e INEXT (Chao et al. 2014)
emR.

Para o célculo da riqueza de espécies, de acordo com o protocolo proposto para os diferentes grupos, podera
ser utilizada como métrica de riqueza de espécies:
1. a densidade de espécies (relatério FBDS 2020), isto é, o nimero bruto de espécies
acumulado por ponto amostral para o grupo, sendo que sabidamente este representara a
riqueza das espécies no local influenciada pelas distribuicdes de abundancias encontradas
(Gotelli & Colwell 2001).
2. ararefagdo da riqueza de espécies em fungéo do acumulo de individuos (Chao et al. 2014).
3. a riqueza de espécies através de nimeros equivalentes (Hill 1973, Jost 2007). Este
procedimento permite estimar a riqueza de espécies para as espécies total de uma amostra
(9=0) e ariqueza de espécies diminuindo a importancia das espécies com menor abundancia
na amostra (q=1)

2) Métrica de composigao de espécies

Para se avaliar a variagdo na composigdo de espécies entre as areas e entre os diferentes tempos do
monitoramento, devera ser utilizada a métrica de diversidade beta, como diversidade gama/diversidade alfa
(Whittaker 1972). Neste caso, diversidade gama é a riqueza acumulada de espécies na escala
espacial/temporal e diversidade alfa é a riqueza de espécies na escala espacial/temporal menor (Tuomisto
2010). Arazéo entre a diversidade nestas escalas fornece uma métrica da diferenga na composigao de espécies
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naquela escala. A diversidade beta pode ser calculada em vérias escalas ecoldgicas e, no caso deste estudo
podera ser calculada, a depender da escala da pergunta especifica:

1. por fragmento (ou trecho de rio) para fornecer uma medida de mudanga na composigao
interna do fragmento (medida de homogeneizagéo taxonémica, Solar et al. 2015). Neste caso,
a diversidade alfa ¢é a riqueza em cada unidade amostral (transecto/parcela) e a diversidade
gama a riqueza acumulada do fragmento. A diversidade beta fornece uma medida da
heterogeneidade de cada réplica.

2. entre fragmentos da mesma classe (p. ex. entre fragmentos alvo e entre referéncia), de
maneira a se obter a diferen¢a na composigao de espécies entre os diferentes tratamentos.
Neste caso, a diversidade beta deve ser calculada entre todos os pares possiveis de
fragmentos do nivel do tratamento. A diversidade alfa é a riqueza em cada fragmento do tipo
(alvolreferéncia) e a diversidade gama a riqueza acumulada em cada par de fragmentos nivel
do tratamento (p. ex. dois fragmentos alvo). A diversidade beta fornece uma medida da
heterogeneidade da composicao de espécies entre alvo e referéncia ao longo da bacia,
permitindo a analise da heterogeneidade da composigao de espécies.

3. entre tempos distintos dos mesmos fragmentos, de maneira a se obter a heterogeneidade da
composicdo de espécies ao longo do tempo de recuperagao (ver Nunes et al. 2020). Neste
caso, a diversidade beta deve ser calculada direcionalmente entre os pares temporais
amostrados, seguindo o gradiente de passagem do tempo. A diversidade alfa é a riqueza em
cada ano do fragmento e a diversidade gama a riqueza acumulada em cada par de tempos
dos fragmentos (p. ex. 1° e 2° anos, 1° e 3° anos, efc). A diversidade beta fornece uma medida
da heterogeneidade temporal da composigao de espécies entre alvo e referéncia ao longo da
bacia, permitindo a andlise da heterogeneidade da composicdo de espécies.

As métricas de diversidade beta fornecem uma medida mais precisa da mudanga de composigéo de espécies
do que as analises multivariadas, pois permitem a comparagédo desta diversidade entre mdltiplas escalas
espaciais e temporais ao longo do estudo. E importante destacar que a validade das comparagdes entre as
métricas de diversidade beta esta bastante atrelada ao balanceamento das amostras obtidas. Se por qualquer
motivo houver desbalanceamento entre as amostras, sugere-se proceder uma rarefacdo das areas para o
célculo da diversidade beta, tendo como linha de base a area com menor nimero de amostras (ver Solar et al.
2015 para mais detalhes do procedimento).

3) Andlises com o objetivo de responder a pergunta de qual o efeito espacial do rompimento da
barragem de Fundéo - comparagao das métricas obtidas entre os fragmentos alvo e referéncia ao longo
da calha do rio dentro de um mesmo ano de amostragem.

As andlises dessa pergunta partem do pressuposto que se quer saber o efeito do contato (atual ou pretérito)
das areas afetadas com o rejeito. Este conjunto de analises também devera ser usado para entender o impacto
espacial da restauragdo ambiental, levando-se em conta o desenho espacializado para abranger areas de
restauragdo em diferentes cenarios em relagéo ao rejeito. Para tal, a analise devera langar méo do uso de
Modelos Lineares Generalizados (GLMs, Olsson 2002, Crawley 2012) onde a variavel resposta sera a métrica
a ser obtida indicada por cada especialista (p.ex. riqueza de espécies, concentragdo de contaminantes, etc) e
a variavel explicativa sera a categoria de impacto (alvo ou referéncia). De acordo com as hipéteses propostas
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pelos protocolos de cada grupo, poderdo ser usadas co-variaveis no modelo (solo, clima, vegetacao, efc). E
necessario observar-se, antes de construir o modelo qual é a natureza da variavel resposta, de forma a se
adequar a natureza da varidvel com a distribuicdo de probabilidades adequada, acompanhada de sua funcéo
de ligacdo especifica (Olsson 2002, Crawley 2012). De maneira geral, pode-se adotar algumas situagdes de
exemplo de escolha da distribuigdo de probabilidade para referéncia (mas veja fig. 4.1 de Olsson et al. 2002
para uma explicagdo completa). A escolha da distribui¢do é tedrica e, portanto, apos a construgdo do mesmo é
necessario fazer a checagem através da anélise de residuos (capitulo 9, Crawley et al. 2012, pacote DHARMa
do software R - https://cran.r-project.org/web/packages/DHARMalvignettes/DHARMa.html).

1.

se a medida da variavel é continua, podendo assumir qualquer valor e com distribuigdo de
erros homogénea (como por exemplo, medida de tamanho), a distribui¢do escolhida devera
ser Normal.

se a variavel for de contagem, assumindo apenas valores inteiros e maiores que zero (p.ex.
riqueza de espécies), deve-se optar por uma distribuicdo Poisson. Para modelos, como
Poisson, onde se assume uma relagéo linear entre a média e a variancia (ou seja, calcula-se
a variancia a partir da média, Olsson 2012), é necessario checar para a sobredisperséo
(Crawley 2012). Caso haja desvio do parametro de disperséo, & necesséario adotar-se uma
nova distribuicdo adequada, que no caso dos dados de contagem € a Binomial Negativa ou
quasiPoisson. As distribuicbes Poisson, Binomial Negativa e quasiPoisson utilizam a fungéo
de ligagao log, devendo esta ser observada quando da plotagem dos dados.

se a variavel envolver estados binarios (presente/ausente, vivo/morto) ou probabilidades a
variavel tem uma contencdo forcada entre 0 e 1, devendo-se, portanto, adotar uma
distribuicdo de probabilidades que acomode esta caracteristica. Neste caso, deve-se adotar
a distribuigdo Binomial, que € capaz de acomodar a estrutura de erros dos dados binarios.
Similar a distribuigdo Poisson, também esperamos que o pardmetro de disperséo do modelo
seja igual a 1. Caso haja desvio do mesmo, é necessario adotar-se uma nova distribui¢éo
adequada, que no caso dos dados binarios é a quasiBinomial. As distribuicbes Binomial e
quasiBinomial utilizam a fungéo de ligagdo logit, devendo esta ser observada quando da
plotagem dos dados.

se a variavel envolver a sobrevivéncia (mudanga de estado) no tempo entre fragmentos (p.
ex. predacdo de lagartas artificiais), deve-se adotar o procedimento de analise de
sobrevivéncia, através de distribuicdo de Weibull ou Exponencial (Crawley 2012, Cap. 27).
Este tipo de analise permite avaliar com bastante robustez as diferengas entre tratamento no
“tempo para morte”, sendo considerada morte qualquer mudancga de estado de uma variavel
(no exemplo das lagartas, de integras para predadas). Outra grande vantagem desta analise
€ que as amostras que sobreviverem até o final do experimento, ou aquelas amostras que
foram perdidas podem ter sua informag&o registrada como “Ultimo momento vistas intactas”,
através da informacao de censor nos dados. Neste tipo de modelo, caso a unidade de medida
seja menor que a unidade de réplica, deve-se adotar o procedimento de “frailty”, informando
ao modelo qual é a verdadeira unidade de réplica para que a significancia possa ser
devidamente calculada.

Em relagéo a construgéo do modelo, quando a unidade de observagéo da métrica for menor do que a unidade
de réplica — por exemplo, se cada fragmento tem 3 transectos e cada transecto gera uma medida na tabela de
dados — deve-se langar mao dos Modelos Lineares Generalizados Mistos para considerar esta
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pseudoreplicacdo (sensu Hurlbert 1984) criada nos dados (Bolker 2009; https://bbolker.github.io/mixedmodels-
misc/glmmFAQ.html). Estes modelos permitem informar tanto efeitos fixos (variaveis que séo medidas), quanto
efeitos aleatorios (variaveis que ndo séo medidas, mas de influéncia conhecida), como por exemplo a identidade
do fragmento que agrupa as observagdes. Este procedimento permite ao modelo entender que medidas
tomadas dentro do mesmo fragmento tém estrutura de variancias distintas aquelas esperadas para amostras
verdadeiramente independentes (Silk et al. 2020). Os GLMMs s&o implementados em R por varios pacotes,
incluindo o pacote Ime4. Quando a unidade de observagao da métrica for a mesma da unidade de réplica, isto
¢, quando a variavel resposta for medida na escala do fragmento, ndo é necessario usar os GLMMs, bastando
utilizar os GLMs. Todavia, em ambos 0s casos € mandatoria a checagem dos modelos, atraves de analise de
residuos, como mencionado acima (capitulo 9, Crawley et al. 2012, pacote DHARMa do software R -
https://cran.r-project.org/web/packages/DHARMalvignettes/DHARMa.html).

Em resumo, a analise dos dados para esta pergunta devera relacionar as métricas indicadoras propostas nos
protocolos de cada grupo como variavel resposta e a variavel explicativa sera a categoria de impacto (alvo ou
referéncia). Os modelos devem ser construidos através de Modelos Lineares Generalizados ou Modelos
Lineares Generalizados Mistos, optando-se pela distribuicdo de probabilidades adequada. No caso das agbes
de restauracdo, uma comparagdo necessaria € entre as métricas das parcelas permanentes e das parcelas
sorteadas. Nesta situagdo, é importante ressaltar que o esperado é que néo haja diferenca significativa entre
métricas de parcelas permanentes e parcelas sorteadas (i.e., todas as areas estdo sendo restauradas com igual
eficiéncia). Todos os modelos devem ser criticados através de analise de residuos e ter todas as suas premissas
entdo checadas. Para as métricas de estrutura de comunidades (riqueza, abundéncia e composicdo —
diversidade beta, sensu Whittaker 1972); comuns a maioria dos grupos biolégicos amostrados nos mesmos
fragmentos, sugerimos uma analise multitaxa, com todos os grupos em uma mesma anélise. Naturalmente,
todas as padronizagdes necessarias nas medidas devem ser adotadas.

Em termos gerais, as expectativas e observagdes sao similares as da analise espacial. No caso das agdes de
restauracdo, uma comparagdo necessaria € entre as métricas das parcelas permanentes e das parcelas
sorteadas. Nesta situagdo, é importante ressaltar que o esperado é que n&o haja diferenga significativa entre
métricas de parcelas permanentes e parcelas sorteadas (i.e., todas as areas estdo sendo restauradas com igual
eficiéncia). Temporalmente, ainda que se saiba da existéncia de variagdo nas trajetdrias de restauragdo naturais
(Norden et al. 2015), é esperado que as areas tenham trajetorias comuns no sentido da melhoria da condigéo
florestal das areas sob restauro, uma vez que medidas ativas estdo sendo tomadas neste sentido. Todos os
modelos devem ser criticados através de analise de residuos e ter todas as suas premissas entdo checadas.
Para as métricas de estrutura de comunidades (riqueza, abundancia e composigao — diversidade beta, sensu
Whittaker 1972); comuns a maioria dos grupos biolégicos amostrados nos mesmos fragmentos, sugere-se uma
analise multitaxa, com todos os grupos em uma mesma analise. Naturalmente, todas as padronizagdes
necessarias nas medidas devem ser adotadas

4) Andlises com o objetivo de responder a pergunta de qual o efeito espago-temporal do rompimento
da barragem de Fundao - avaliagdo da evolucao temporal dos padroes observados nos fragmentos
amostrados ao longo da calha do rio.

As andlises dessa pergunta partem do pressuposto que se quer saber o efeito do contato (atual ou pretérito)
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das areas afetadas com o rejeito ao longo das amostragens feitas no tempo (série temporal). Esta analise
também tem por objetivo entender a evolugdo temporal da paisagem e das a¢des de restauragdo na bacia.
Para tal, a anélise devera lancar mao de analises de séries temporais. Todavia, considerando que pela urgéncia
das respostas ja € preciso ter respostas com séries temporais pequenas, sugere-se a aplicagdo dos Modelos
de Séries Temporais Interrompidas (English 2019, pacote R its.analysis) onde a variavel resposta sera a
métrica a ser obtida indicada por cada especialista (p.ex. riqueza de espécies, concentragéo de contaminantes,
etc) e a variavel explicativa seré a categoria de impacto (alvo ou referéncia).

Outra possibilidade, complementar as analises de séries temporais, é a de se fazer a comparagdo das métricas
através de GLMMs (ver secdo anterior), com a métrica indicadora como variavel resposta; categoria do
tratamento (alvo ou referéncia) e ano de amostragem como variaveis explicativas e a identidade do fragmento
amostrado como variavel aleatdria. Em termos das distribui¢des de erros e premissas das andlises a serem
adotadas, verificar a se¢do anterior.

Curadoria dos dados

Todos os dados coletados neste plano de monitoramento pelos grupos de trabalho deverdo ser armazenados
e disponibilizados em seu formato mais detalhado possivel. Ou seja, os dados devem ser disponibilizados na
escada de individuos coletados, quando possivel, ou na escala da menor unidade de coleta (p. ex. armadilha).
Os dados devem ser armazenados em formatos que permitam a sua abertura em qualquer software gratuito (p.
ex. ".cvs", "ixt", "xlsx"). Devera ser adotado para nomenclatura de colunas dos dados o padrao de termos
Darwin Core, ja bastante estabelecidos e adotados pelo sistema SiBBr- (https://bit.ly/2V6CECA). Este formato
garantira a plena compatibilidade entre os bancos de dados gerados neste plano de monitoramento com os
bancos de dados publicos. Além da compatibilidade, a transformacéo deste banco de dados em um formato de
tabela analitica de dados é direto e pode ser realizado em qualquer programa livre de analise de dados (p. ex.
Libre Office e R).

O banco de dados deve ter curadoria especifica de um profissional experiente, sendo periodicamente validados
através de um planejamento de conferéncia e backup dos mesmos. Considerando o volume de dados ja
coletados e que serd ainda obtido, sugere-se que a Fundagdo Renova trabalhe no desenvolvimento de uma
estrutura de banco de dados prépria. Este banco de dados deve ser capaz de garantir a congruéncia e estrutura
do banco de dados a longo prazo. Também é desejavel que este banco de dados seja integralmente compativel
com os bancos de dados publicos.
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