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PLANO DE TRABALHO

1 - IDENTIFICACAO DO PROJETO

1.1 - Titulo do Projeto: Programa de monitoramento da Biodiversidade Aquatica da
Area Ambiental |

1.2 — Periodo de Execucéo: 16 meses
1.3 — Objetivo Geral:

Executar o Programa de Monitoramento da Biodiversidade Aquatica na Area
Ambiental | visando verificar a evolugdo do impacto do rejeito nos ecossistemas e
na biodiversidade associada.

1.3.1 Objetivos Especificos (em consonancia com o TR4/ICMBio)

e Analisar dados pretéritos de monitoramento do periodo novembro 2015 até
julho de 2018;

e Monitorar a fauna da foz do Rio Doce e ambientes estuarinos e marinhos
impactados;

e Identificar e caracterizar o impacto agudo e crénico sobre as espécies e
cadeia trofica dos ambientes dulcicolas, estuarino e marinho;

e Avaliar o habitat de fundo marinho, incluindo algas calcareas, rodolitos e
corais, nas areas estuarinas, marinhas e da foz do rio atingidas pelo material
oriundo do “evento”;

e Avaliar a qualidade da agua e ecotoxicidade sobre 0s organismos aquaticos,
estuarinos, marinhos e dulcicolas;

e Subsidiar as acdes de conservacdo da biodiversidade no ambito da regido
impactada.

1.4— Justificativa do Projeto

O Projeto foi elaborado a partir do Termo de Referéncia 4, da Clausula 165 do
TTAC, conforme descrito no TR4/ICMBiIo.

“Em atendimento a Clausula 165, Secdo Il do Termo de Transacdo e de
Ajustamento de Conduta entre Unido, Estados de Minas Gerais e Espirito Santo,
autarquias federais e estaduais com a SAMARCO Mineracdo S.A., VALE S.A. e
BHP BILLITON BRASIL LTDA no ambito da Acdo Civil Publica n°® 69758-
61.2015.4.01.3400 em tramite na 122 Vara Federal da Secao Judiciaria de Minas
Gerais, nas quais se determina que a Fundacdo deverd elaborar e implementar
medidas para a recuperacdo e conservacdo da fauna aquatica na AREA
AMBIENTAL 1, sob orientagdo do ICMBio, o0 presente Termo de Referéncia
estabelece as diretrizes e orientagcdes para estabelecimento do Programa de
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Monitoramento da Biodiversidade Aquatica da Area Ambiental 1 (alinea “b” item 1)
da clausula 165. Este Programa de Monitoramento também devera englobar as
alineas “a” do item 1 e “a” e “b” do item 2 as quais deverdo compor a primeira fase
do programa. A primeira fase consiste na implantacdo do programa, coleta e analise
dos dados no primeiro ano de monitoramento. A partir dessa analise inicial, o
programa podera ser adaptado aos resultados iniciais encontrados. Para fins deste
Termo de Referéncia define-se biodiversidade como a variabilidade de organismos
vivos de todas as origens, compreendendo, dentre outros, 0S ecossistemas
terrestres, marinhos e outros ecossistemas aquaticos e os complexos ecolégicos de
que fazem parte; compreendendo ainda a diversidade dentro de espécies, entre
espécies e de ecossistemas (segundo o Art. 2 do Decreto Legislativo n° 2, de 1994
que aprova o texto da Convencado sobre Diversidade Bioldgica, assinada durante a
Conferéncia das Nac¢des Unidas sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento, realizada
na cidade do Rio de Janeiro, no periodo de 5 a 14 de junho de 1992).”

1.5 — Descrigcédo do Plano de Trabalho

A descricdo deste Plano de Trabalho segue as diretrizes basicas de apresentacao e
descricdo do Projeto, Resultados Esperados, Mecanismos de Acompanhamento
com o Escopo dos Relatorios e Workshops, Equipe Executora, Produtos Esperados,
Metas a Serem Atingidas, Cronograma Fisico e Operacional. Considerando a
complexidade do Programa a ser executado, o detalhamento de cada Projeto e Sub-
Projeto, incluindo escopo, metas, resultados esperados, dados a serem gerados e
analisados e metodologia est4 apresentado nos Apéndices | a VIIl. O cronograma
fisico de execucdo é apresentado para analise geral e detalhada no Apéndice IX. A
analise geral apresenta um cronograma fisico de execu¢do macro, com os periodos
de desenvolvimentos das principais atividades do Programa, bem como 0s marcos
de entrega de produtos, como Relatérios e Workshops. A analise detalhada mostra
cronogramas fisicos de execucéo para cada projeto (Anexos do TR4), incluindo os
sub-projetos associados, seguindo as etapas, atividades e produtos esperados.

Cronogramas operacionais também sdo apresentados em separado, por anexo,
incluindo uma estimativa do uso de diarias de embarcacéo (Apéndice X), diarias de
veiculos, diarias de hospedagem, quantitativo de equipe em trabalho de campo e
trabalho de laboratério (Apéndice Xl).

2 - DESCRICAO DO PROJETO

O projeto tem como escopo desenvolver o conjunto de atividades referentes ao
Programa de Monitoramento da Biodiversidade Aquéatica da Area Ambiental I,
referente a clausula 165 do Termo de Transicdo de Ajustamento de Conduta —
TTAC, de acordo com o Termo de Referéncia 4 (TR 4) a ela vinculado, no qual séo
estabelecidas as diretrizes e orientagcdes para o cumprimento do citado programa
(doravante designado por Programa de Monitoramento).
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Ressalte-se que o presente projeto é composto por duas grandes partes, que Sao
executadas concomitantemente: (i) Atividades-suporte ao Programa de
Monitoramento para ambientes estuarino, marinho e dulcicola; (i) Programa de
Monitoramento para ambientes estuarinos, marinhos e dulcicola, conforme
descriminado abaixo.

Etapa 1. Atividades-Suporte ao Programa de Monitoramento para Ambientes
Estuarinos, Marinhos e Dulcicolas

Atividade 1.1. Avaliacéo e consolidagdo de dados pretéritos:

A avaliacdo dos dados secundarios visa atender as Alineas a e b do item 2 da
Clausula 165, objeto do TR4, que para o seu desenvolvimento ira demandar a
realizacdo de revisdo bibliografica. Os dados pretéritos a serem avaliados sdo
Relatérios produzidos para a Samarco e Fundacdo Renova, bem como dados
disponiveis na literatura, e abrangem varios temas relacionados aos ecossistemas
aquaticos da bacia hidrografica do Rio Doce. Estas andlises seguirdo as seguintes
etapas: Avaliacdo da Base de Dados Pretéritos para validar a consisténcia dos
dados; Andlise Critica dos Dados Brutos e Verificagdo Estatistica para avaliar a
significancia dos dados; Consolidacdo da Base de Dados Disponivel, incluindo
bibliografia técnico/cientifica e dados ndo pertencentes a Samarco e Fundacao
Renova, objetivando a construcdo de um diagnéstico ambiental do que for possivel.

O objetivo principal da andlise dos dados pretéritos € a identificagcdo e
caracterizacdo dos efeitos agudos e cronicos sobre as espécies bioldgicas e cadeia
trofica dos ecossistemas dulcicolas, estuarino e marinho; além da avaliacdo do
habitat de fundo marinho, incluindo algas calcéareas, rodolitos e corais, nas areas
estuarinas, marinhas e da foz do rio atingidas pelo material oriundo do desastre
ambiental.

Atividade 1.2. Vistoria técnica da area de estudo

A vistoria técnica em campo visa, especialmente:

Realizar o reconhecimento da area a ser estudada;

Validar pontos e estacbes amostrais;

Avaliar a logistica de campo;

Obter subsidios para o estabelecimento de protocolos de monitoramento em
campo.

Atividade 1.3. Elaboracédo de protocolos de monitoramento em campo e de
analises laboratoriais

A elaboracéo de protocolos de monitoramento em campo e de analises laboratoriais
é fundamental para assegurar a qualidade das amostras e dos dados gerados pelos
processos analiticos a serem aplicados.
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Os protocolos serdo desenvolvidos por membros das equipes de pesquisadores
envolvidas na execugdao do Programa de Monitoramento. Ser&o, entre outros,
descritos os procedimentos de manuseio, coleta, armazenamento e distribuicdo das
amostras coletadas, bem como dos procedimentos analiticos em laboratério e
tabulacéo e analise de dados.

Atividade 1.4. Preparacéo do Plano de Gestéo de Dados

A elaboracao do Plano de Gestédo de Dados seguira as orientacdes do TR 4/ICMBio
para 0 armazenamento dos dados brutos e sua disponibilizacdo em bancos de
dados abertos ao CIF, ICMBio, IBAMA e as Secretarias Estaduais de Meio
Ambiente dos Estados de Minas Gerais e Espirito Santo. Dar-se-4 em conjunto com
a Fundacéo Renova.

No Plano:

e Serda estabelecida uma metodologia para que os dados sejam mantidos com
seguranca, e estejam disponiveis para as geracdes de tomadores de
deciséo e pesquisadores ao longo do tempo;

e Serdo detalhados os mecanismos de gestdo de dados, com especificacbes
sobre:

0 Repositérios para armazenamento dos dados;
Metadados para descricdo dos dados;
Banco de Dados dirigido as questdes/tematicas cobertas pelo TR 4;
Formas de visualizacdo dos dados;
Infraestrutura fisica e humana necessaria para a implementacdo do
Plano de Gestao.

(0}
(0}
(0}
o

Etapa 2: Programa de Monitoramento para Ambientes Dulcicola, Estuarino e
Marinho

O Programa de Monitoramento para ambientes dulcicola, estuarino e marinho
compreende projetos especificos, conforme o tipo de estudo, ambiente ou grupo de
organismos abrangido pelos 07 anexos do TR 4 do Programa de Monitoramento
agui considerados. Cada Anexo esta sendo descrito aqui como um componente do
Programa, devidamente relacionada aos Anexos do TR4. O Anexo 2 seré realizado
parcialmente, considerando as analises genéticas nos peixes e 0s estudos de
macrofitas aquaticas, fitoplancton, zooplancton e perifiton. Para este Programa, 0s
Projetos (listados abaixo) que estardo sendo executados, seguem 0S Anexos
definidos no TR4 (escopo, metas, metodologia, resultados esperados de cada
projeto e sub-projeto, por Anexo, sao apresentados nos Apéndices | a VIII). A
Figura 1 mostra um panorama de distribuicdo de todas as estacbes que serao
monitoradas ao longo dos 12 meses de execug¢do deste programa, incluindo todos
0s Anexos do TR4:
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Anexo 1: Monitoramento ecotoxicolégico dos impactos causados pela lama
oriunda do rompimento da Barragem de Mariana (MG) em regifes estuarinas,
marinhas e dulcicola.

Coordenacéo: Prof. Adalto Bianchini

Anexo 3/2: Estudo e monitoramento ambiental da area dulcicola, estuarina e
marinha.
Coordenacéo: Professores Fabian Sa e Gilberto Barroso

Anexo 4: Monitoramento de potenciais impactos do rejeito de minério de ferro
na praia e antepraia adjacentes da desembocadura do Rio Doce.
Coordenacéo: Professoras Jacqueline Albino e Maria Tereza Weitzel Dias
Carneiro Lima

Anexo 5: Alteracdes ecoldgicas na dindmica dos manguezais e vegetacao de
restinga sob influéncia dos sedimentos provenientes do Rio Doce
Coordenacéo: Professores Diolina Moura e Monica Tognella

Anexo 6: Monitoramento de mamiferos, tartarugas e aves marinhas
associados a foz do rio doce, plataforma continental e areas protegidas
adjacentes.
Coordenacéo: Professor Agnaldo Martins e Ana Paula Cazerta

- Nao faz parte deste Anexo o Programa de Monitoramento de Praias,
entretanto, para a execucdo do Plano de Trabalho € fundamental a interacéo
com os executores do PMP. Para isso se faz necessario que a Fundacao
Renova tenha um acordo formal com os executores e informe a FEST/RRDM
guais sao as responsabilidades acordadas com o0s executores para evitar
problemas de execucdo e cumprimento do TR4.

Anexo 7/2: Estudo e monitoramento da ictiofauna marinha, estuarina e
dulcicola
Coordenacéo: Professores Jorge Dergam e Mauricio Hostim

Anexo 8: Monitoramento da sedimentacdo no parque nacional marinho dos
abrolhos e regifes relacionadas
Coordenacéo: Professor Heitor Evangelista
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Figura 1. Mapa com a distribuicéo de todos os pontos referentes as estacdes
de monitoramento do TR4. Vale destacar que os quatro pontos de fundeio
nao estdo inseridos neste mapa porque serdo definidos com base nas
analises dos 2 primeiros meses de execucdo desta proposta, considerando
dados ja coletados. Os poligonos referentes ao mapeamento e
monitoramento de habitats também néo estdo neste mapa considerando que
as areas especificas serdo definidas com base nos dados pretéritos. A
localizacdo das estacdes e parcelas nos Manguezais, Restingas e Praias €
apenas indicativa da &rea de estudo. As coordenadas das parcelas no
manguezal e restinga, bem como das estacfes de coleta nas praias serdo
determinadas na primeira ida a campo. Além disso, ndo existem coordenadas
especificas para pontos de coleta no Anexo 6, existe apenas a referéncia de
areas a serem estudadas que estfo inseridas na Area Ambiental I. A planilha
Excel com todas as coordenadas plotadas neste mapa esta encaminhada
como o Apéndice XII.
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3 — RESULTADOS GERAIS ESPERADOS

Dentre os resultados esperados, destacam-se 0s seguintes:

Definicdo de bioindicadores da qualidade do ecossistema e do impacto do
desastre;

Entendimento dos impactos agudos e cronicos do desastre nos diferentes
ecossistemas, a partir de uma analise integrada usando dados de antes do
desastre, quando existirem;

Entendimento do impacto do desastre na estrutura de flora e fauna nos
ambientes estudados, usando dados pretéritos;

Mapeamento dos habitats marinhos e avaliacdo temporal dos impactos no
mesmo;

Compreensédo do impacto do rejeito na biodiversidade marinha, estuarina e
dulcicola;

Simulacdo do efeito da pluma de rejeitos no comportamento biogeoquimico e
avaliacao de sua influéncia na biodiversidade;

Diagnostico do comprometimento da estrutura e funcdo dos ecossistemas
aguaticos decorrente do “evento”;

Proposicdo de metas a serem alcancadas para melhorar a qualidade dos
ecossistemas;

Proposicdo de agbes de mitigagdo do impacto ambiental e visando melhor
manejo para conservacao da biodiversidade.

Detalhamento dos resultados esperados encontram-se disponiveis nos apéndices
correspondente a cada anexo e nos cronogramas executivos.

4 — MECANISMOS DE ACOMPANHAMENTO DE EXECUCAO

Reunides mensais/bimestrais/trimestrais de acompanhamento e
alinhamento das atividades com a area técnica das ICT's, FEST e da
Fundacdo Renova: Reunibes de acompanhamento e alinhamento de
aspectos técnicos e administrativos/burocraticos para garantia do bom
andamento do projeto. Estas reunibes serdo realizadas de acordo com
demandas do Comité Gestor;

Relatérios de Acompanhamento Fisico e Financeiro (curva S de tempo e
custo): Estes relatorios seguem o modelo de gestdo de projeto conforme

previsto;
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Prestagbes de contas mensais e final das transacdes financeiras
realizadas durante o periodo de vigéncia: Relatérios com todas as
prestacdes de contas, e gastos executados em periodos conforme previsto;
Entrega de relatério de analise de dados pretéritos: Este relatorio tem
como escopo apresentar uma avaliacdo da base de dados pretéritos para
validar a consisténcia dos dados apresentados em relatérios disponiveis,
seguida de uma analise critica dos dados, e consolidacdo da base de dados
disponivel para ser usada como instrumento de comparagdo com o
monitoramento a ser executado em 12 meses. O modelo de apresentacao
estara sendo definindo na etapa de protocolo;

Entrega de relatério sobre Plano de Gestdo de Dados: O plano de gestéao
de dados ira discutir mecanismos de gestdo de dados com os pesquisadores
que irdo executar este Programa, a Fundacdo Renova e 0s técnicos e
analistas da CTBio, visando apresentar propostas sobre repositérios para
armazenamento dos dados, formato de metadados para descricdo dos
dados, banco de dados dirigido as questdes/tematicas cobertas pelo TR 4,
formatos de visualizacdo dos dados e infraestrutura fisica e humana
necessaria para a implementacéo do Plano de Gestéao;

Entrega de relatorios trimestrais: Relatorios descritivos das atividades
desenvolvidas no periodo, incluindo atividades de campo, processamento de
amostras e tabulacdo de dados. Todos estes relatérios serdo entregues para
cada um dos 07 Anexo do TR4 considerados no presente Programa de
Monitoramento. A estrutura do relatorio sera discutida na etapa de protocolo,
mas deve seguir o formato com objetivo, etapas executadas, metodologia e
planilha de dados;

Relatério semestral técnico integrado com analise de dados: Os
relatorios semestrais serdo entregues com a analise dos dados coletados e
processados, por anexo. O formato deve seguir a estrutura com introdugéo,
objetivo, metodologia/base de dados, resultados e analise de dados,

avaliacdo preliminar e final. Um relatério consolidado com uma andlise
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integrada, considerando a base de dados pretérita sera entregue como
produto dos relatorios semestrais;

Workshops envolvendo equipes técnicas e coordenacdes técnicas das
ICT’s, Fundacdo Renova e gestoras/gerenciadoras da execucao: Os
workshops terdo apresentacdes do escopo, objetivos, metodologia,
resultados e analises parciais e finais de cada anexo. Cada anexo fard uma
apresentacao ja englobando analises integradas, sendo que uma analise final
de consolidacdo também sera apresentada. Uma vez feitas as
apresentacdes, havera grupos de discussdo para estabelecimento de novas
metas, escopos e sugestbes para tomadas de decisdo, quando couber. A
metodologia dos workshops ainda sera debatida durante os primeiros dois
meses de mobilizacdo de equipes e entregue a Renova e a CTBio para

apreciacéo e aprovacao.

5 — EQUIPE EXECUTORA

Apresenta-se no Quadro 1 a Equipe Executora Principal, composta pelos
coordenadores gerais e de projetos.

Quadro 1 — Equipe Executora Principal

N° |Nome Titulacéo Area de Especializacio ICT's Anexo
Ecotoxicologia e analises de
contaminantes organicos e
Doutor 1 - biomarcadores em amostras
1 Adalto Bianchini Coordenador o . FURG 1
G bioldgicas e metais em amostras
eral . . )
ambientais (agua, sedimento e
biota)
. Doutor Il -
5 Agnaldo Silva Coordenador de Coorgenador sub—_proposta/ UEES 6
Martins . relacdes com habitat com drones
Projeto
Doutor II' - . .
3 AIessan_dra Coordenador de Ecolqgla e taxon,om|a de FAESA 3/2
Delazari Barroso . fitoplancton dulcicola
Sub-Projeto
Alex Cardoso Doutor I - .
4 Coordenacéao Mapeamento de habitats UFES 3
Bastos Geral
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N° |Nome Titulacéo Area de Especializacdo ICT's Anexo
- Doutor II -
5 Ang Qr|st|na Coordenador Ictioplancton UFRJ 3
Teixeira Bonecker .
Projeto
Realizar as analises laboratoriais
Ana Paula Cazerta Doutor Il - de cetaceos; e subprojetos de
6 Coordenador de » ' Proje UFES 6
Farro . Genética e Uso do habitat por
Projeto .
ponto fixo e embarcado.
Doutor Il - . .
7 Anderson Ge}{son Coordenador de Ecolog!a e taxo’npmla de UFES 3/2
Alves de Araujo . macrofitas aquaticas
Sub-Projeto
Doutor Il - Ciclagem de matéria e fluxo de
8 Bjorn Gicker Coordenador de 9 UFSJ 3
. energia
Sub-Projeto
Doutor II -
9 Camilo Dias Junior | Coordenador Fitoplancton UFES 3
Projeto
Doutor II - Responsavel pela coordenacao
10 |Diolina Moura Silva | Coordenador de pon: P ag UFES 5
. de monitoramento do restinga
Projeto
Edmilson Costa Doutor II - Andlise integrada de
11 . Coordenacao dados/resultados e atuacao em |UFES Todos
Teixeira
Geral rede
. . Doutor Il - . .
12 Ene.|da Manal Coordenador de Ecologla e taxongmla de UEOP 3/2
Eskinazi Sant'Anna . zooplancton dulcicola
Sub-Projeto
Gestéo de projetos no contexto
Eustaquio Vinicios Doutor I - de programa de monitoramento
13 ustaq Coordenacéao de prog . . UFES Todos
Ribeiro de Castro integrado: ecossistemas —
Geral oo . o
biodiversidade aquaticos
Doutor II - . .
14 | Gilberto Barroso Coordenacédo Analise de aporte de nutrientes e UFES 3/2
poluentes
Geral Anexo
Gilberto Menezes Doutor II - Fundos Recifais - Responsavel
15 Amado Filho Coordenador pelo componente JBRJ 3
Projeto algas/rodolitos/CAUs
Doutor II' -
16 |Heitor Evangelista | Coordenador de |Sedimentologia Marinha UERJ 8
Projeto
lola Goncalves Doutor Il - mixotrofia e ecofisiologia de
17 Coordenador de . UFSJ 3/2
Boechat . organismos
Sub-Projeto
Doutor I - Responsavel pelo componentes
18 |Jacqueline Albino | Coordenador de P velp P UFES 4
plancton, agua e zooxantelas
Anexo
. Doutor II' - .
19 Jean-Christophe Coordenador de Coordgn_ador de Sub-projeto - UEES 7
Joyeux . rede tréfica
Sub-Projeto

10
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N° |Nome Titulacéo Area de Especializacdo ICT's Anexo
Doutor Il -
20 |Jorge Dergam Coordenador Genética de Peixes UFV 2e7
Projeto
Doutor II - - .
21 Karla Gongalves da Coordenador Coord,e_nar as atividades rgla}tlvas UEES 4
Costa Proi as andlises da fauna bentdnica
rojeto
Doutor Il - Coordenador do sub-projeto de
22 |Leandro Bugoni Coordenador de |estudo do impacto sobre as aves | FURG 6
Projeto marinhas.
Doutor Il -
23 |Leila Longo Coordenador Bentos UFRB 3
Tematico Bentos
Luiz Fernando Doutor 1 -
24 : Coordenador Zooplancton UFES 3
Loureiro Fernandes .
Projeto
Maria Tereza Doutor Il - Coordenar as atividades relativas
25 | Weitzel Dias Coordenador as analises geoquimicas dos UFES 4
Carneiro Lima Projeto sedimentos
. . Doutor Il - . _
26 M.aur|C|o Hostim- Coordenador de coorde_nar 0 projeto de ictiofauna UEES 7
Silva . estuarina/marinha
Projeto
Ménica Maria Doutor II - Responsével pela coordenagéo
27 . Coordenador de pon. P ¢ UFES 5
Pereira Tognella Proi de monitoramento do manguezal
rojeto
Doutor Il -
28 | Renato Ghisolfi Coordenador Modelagem UFES 3
Projeto
Renato Rodrigues | 20Utr ! -
29 Neto 9 Coordenador Analises Hidrogeoquimica UFES 3
Projeto
. ~ Doutor II - .
30 Rodrigo Le&o de Coordenador Re§ponsavgl pelos componentes UERJ 3
Moura . recifes, sedimento e SIG
Projeto
Sarah Maria Doutor Il -
31 Coordenador de | Tartarugas Marinhas UFES 6
Vargas .
Projeto
- . Doutor Il -
32 Valeria da Silva Coordenador Sedimentologia UFES 3
Quaresma .
Projeto
Valéria de Oliveira | 2outor !l - . . e
Coordenador de | Ecologia e taxonomia do perifiton | UFES 3/2
33 | Fernandes .
Sub-Projeto
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6 — PRODUTOS ESPERADOS

1- Atividades-Suporte ao Programa de Monitoramento para Ambientes
Estuarinos, Marinhos e Dulcicolas:

o Dados pretéritos avaliados e consolidados

O Vistoria a area de estudo realizada, incluindo validacdo de pontos
amostrais e esta¢des de monitoramento

o0 Protocolos de monitoramento e de analises laboratoriais

o Plano de Gestao de Dados

2- Programa de Monitoramento para Ambientes Dulcicola, Estuarino e
Marinho:

o Dados brutos armazenados em repositorios e disponibilizacdo em
bancos de dados abertos

Relatérios de Dados

Relatérios Técnicos

Avaliacéo Parcial do Programa de Monitoramento

o
o
o
o Difusédo do Conhecimento

7 — CRONOGRAMAS DE EXECUCAO FiSICA E OPERACIONAL

Os cronogramas de execucdo fisica e operacional sdo apresentados em planilha
Excel nos Apéndice IX, X e Xl. Os arquivos consistem de abas apresentando as
atividades de cada anexo, bem como as atividades de carater geral.

8 — EXPERTISE COMPROVADA NA TEMATICA DO PROJETO,

FORTALECIMENTO DE BASE TECNICO-CIENTIFICA PARA ATUACAO

FUTURA, CREDIBILIDADE E TRANSPARENCIA

Expertise comprovada quanto ao desenvolvimento de estudos, geracao
e difusdo de conhecimento, bem como formacéao de recursos humanos
nos temas relacionados aos respectivos componentes especificos e
historico de Programas e Projetos de pesquisa ja realizados na regiao

0 A Equipe Técnica responsavel pela execucado do Plano de Trabalho possui

competéncia nas diversas tematicas relacionadas ao Programa de
Monitoramento e experiéncia em termos de atuacdo profissional na Area
Ambiental |. Varios coordenadores de projeto e seus grupos de pesquisa
associados possuem estudos em desenvolvimento e publicacdes sobre o
sistema continental e marinho, a biodiversidade associada e dados pretéritos
relacionados aos impactos do rompimento da barragem de Fundao da
Samarco, que servirdo de base para andlises referentes aos impactos
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agudos e cronicos deste evento na biodiversidade aquatica da Area
Ambiental I. Por um lado, a referida expertise presente na Equipe Técnica
responsavel pela execucédo do Plano de Trabalho proporcionara qualidade e
credibilidade aos produtos esperados acima relacionados e ao processo de
desenvolvimento dos mesmos; por outro lado, o Programa de Monitoramento
proporcionara a esses grupos de pesquisa, entre outros: oportunidade de
aplicacdo na pratica de conhecimentos por eles produzidos; e visibilidade
junto a érgaos gestores ambientais e a sociedade como um todo.

Criacdo de expertise e estruturacédo local para responder ao evento atual
alongo prazo e a eventos semelhantes no futuro

O rompimento da barragem de Funddo / Samarco resultou em impactos
ambientais sem precedentes no Brasil, cujos processos de recuperacdo e
mitigacdo requerem criacdo de competéncias, seja pela dimensdo e
diversidade do impacto seja pelo carater inter e transdisciplinar das
alternativas de solugéo para esses processos, entre outros. Esse um aspecto
de grande diferencial do presente Projeto, que foca tanto na execucédo do
Programa de Monitoramento, propriamente dito, como na criacdo de
expertise para responder ao evento atual a longo prazo e a eventos
semelhantes no futuro. No que se refere a esse Ultimo aspecto, utiliza-se de
mecanismos de capacitacdo interna a prépria  Equipe Técnica
(pesquisadores, alunos/pesquisadores, apoios técnicos, etc.) e externa
(representantes da Renova e de 6rgaos gestores ambientais).

Em termos de estruturacéo local para responder ao evento atual a longo
prazo e a possiveis e indesejaveis eventos de natureza semelhantes no
futuro, a execucdo do Projeto contribuira muito nesse sentido. Alguns
exemplos disso sdo dados a segquir:

= Em funcdo da demanda de trabalho, algumas instituicGes e grupos de
pesquisa envolvidos na execucdo do Projeto estdo tendo a adequacéo
de espacos fisicos voltados para: 0 armazenamento de amostras e a
realizacdo de andlises laboratoriais; e a acomodacao das equipes
técnicas atuando no Programa de Monitoramento;

» Da mesma forma, uma série de equipamentos estdo sendo adquiridos
com a finalidade de viabilizar: as analises laboratoriais dos dados
levantados em campo; o levantamento de dados em campo; o
armazenamento de dados e informacdes em repositorios; e para
processamento e analise de dados propriamente ditos.

» Por fim, parte da Equipe Técnica envolvida com a execuc¢do do Projeto
€ composta de professores, graduandos e pos-doutorandos. Ou seja,
tem-se aqui a execucdo do Programa de Monitoramento contribuindo
para a formacéao e aperfeicoamento de pessoal.

Credibilidade e transparéncia dos dados para a sociedade
Como ja comentado acima, a Equipe Técnica responsavel pela execucao do

Projeto é constituida essencialmente por membros de instituicdes
académicas e/ou de pesquisa formadoras da RRDM ou a elas vinculados,
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que tém na sua independéncia e expertise a credibilidade necessaria para
executar os estudos de monitoramento e avaliacdes previstos no Programa
de Monitoramento. No que diz respeito a credibilidade e transparéncia de
dados para a sociedade, a Equipe Técnica dispde de pesquisadores e
pessoal técnico-cientifico especializados e/ou com atuacdo em gestdo de
dados ambientais / de biodiversidade e em comunicacdo socioambiental que
oferecerdo subsidios, no ambito do Programa de Monitoramento, para que a
Renova oferega aos 6rgdos gestores ambientais e a sociedade transparéncia
e acesso aos dados levantados e gerados e a informacdes produzidas; neste
caso, em linguagem acessivel a publicos diversos, especialmente ao publico
geral.

9 — ESTRUTURA ORGANIZACIONAL E GERENCIAL
PARA EXECUCAO DO PROGRAMA

Como apresentado nas sec¢les anteriores, o Programa de Monitoramento € de
grande complexidade de execucédo por envolver uma grande diversidade de temas e
especializacbes na area da biodiversidade aquética, cobrir extensas areas de
ambientes dulcicolas, estuarinos e marinhos, bem como pelo carater do evento,
sem precedentes. Consequentemente, ndo sera diferente a execug¢do da Programa,
que, entre outros, demandara de estrutura organizacional e gerencial em suporte ao
desenvolvimento das atividades de pesquisa.

Nesse sentido, o Programa contard com uma Coordenacgdo de Gerenciamento de
Projetos e Atuacdo em Rede (COGER), que oferecera as equipes de pesquisa de
ambientes dulcicolas, estuarinos e marinhos servicos de gerenciamento de projetos,
de dispositivos voltados para uma atuacdo integrada, de gestdo de dados, e de
comunicacao corporativa. Uma das principais razbes de sua criacao foi propiciar aos
pesquisadores foco no desenvolvimento de atividades-fim (técnicas e técnico-
cientificas).

A COGER é subdividida em Escritorio de Projetos (EscPro) e Nucleo de Atuacao
Integrada em Rede (NAIR).

O NAIR tém como objetivos:

e Aplicar e/ou desenvolver dispositivos e estratégias voltadas para a atuacao
integrada em rede no ambito do Programa de Monitoramento da
Biodiversidade Aquatica;

e Pesquisar no tema e gerenciar a base de dados constituida/estruturada no
ambito do Programa,;

e Pesquisar, preparar e aplicar estratégias de comunicacdo corporativa
integrada visando contribuir para a potencializacdo de desempenho do
Programa como um todo.

14



!"""FrEsT PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE

AQUATICA DA AREA AMBIENTAL |

O detalhamento das atividades do NAIR encontram-se disponiveis no Cronograma
de Execucao Fisica (Apéndice IX).

O EscPro tem como principal objetivo 0 gerenciamento organizacional dos projetos
vinculados ao Programa, baseado em uma estratégia coorporativa e utilizando-se
de metodologia de gerenciamento de Projetos, Programas e Portfélios, bem como
na utilizacdo de outros métodos organizacionais que possibilitem uma execucao
consistente e previsivel.

No sentido de possibilitar que a gestdo baseada em Portfolio de Projetos possa
traduzir a visdo e razdo de ser do Programa, em conjunto com medidas de
desempenho, o modelo de gestdo serd operacionalizado por meio da utilizacdo da
ferramenta BSC (“Balanced Scorecard”).

O Gerenciamento de Projetos atendera as praticas de gestéao estipuladas pelo Guia
PMBOK®, através das dez areas de conhecimento, a saber:

e Gerenciamento de Integracdo do Projeto.

e Gerenciamento de Escopo do Projeto.

e Gerenciamento do Tempo do Projeto.
Gerenciamento dos Custos do Projeto.
Gerenciamento da Qualidade do Projeto.
Gerenciamento dos Recursos Humanos do Projeto.
Gerenciamento da Comunicagao do Projeto.
Gerenciamento dos Riscos do Projeto.
Gerenciamento das Aquisicdes do Projeto.
Gerenciamento das Partes Interessadas do Projeto.

Adicionalmente, em face das peculiaridades do objeto dos projetos em referéncia,
propde-se a inclusao de trés frentes de gerenciamento:

e Gerenciamento de Campo.

e Gerenciamento de Logistica.

e Gerenciamento de Saude, Seguranca e Meio Ambiente.
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MONITORAMENTO ECOTOXICOLOGICO DOS IMPACTOS CAUSADOS PELA
LAMA ORIUNDA DO ROMPIMENTO DA BARRAGEM DE MARIANA (MG) EM
REGIOES DULCICOLAS, ESTUARINAS E MARINHAS (ANEXO 1)

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcao Instituicdo
Adalto Bianchini Coordenador FURG
Aloisio José Bueno Cotta Membro da Equipe UFES
Camila de Martinez Gaspar Matrtins Membro da Equipe FURG
Flavia Lima do Carmo Membro da Equipe UFRJ
Juliana Castro Monteiro Pirovani Membro da Equipe UFES
Juliana Zomer Sandrini Membro da Equipe FURG
Marta Marques de Souza Membro da Equipe FURG
Maysa do Vale Oliveira Membro da Equipe UFES
Paola Rocha Gongalves Membro da Equipe UFES
P6s-doutor Membro de Equipe FURG
P6s-doutor Membro de Equipe FURG
P6s-doutor Membro de Equipe FURG
P6s-doutor Membro de Equipe FURG
P6s-doutor Membro de Equipe FURG
P6s-doutor Membro de Equipe FURG
P6s-doutor Membro de Equipe FURG
P6s-doutor Membro de Equipe FURG
P6s-doutor Membro de Equipe FURG
P&s-doutor Membro de Equipe FURG
P&s-doutor Membro de Equipe UFES
P&s-doutor Membro de Equipe UFRJ
Iniciacdo cientifica Membro de Equipe FURG
Iniciacdo cientifica Membro de Equipe FURG
Iniciacdo cientifica Membro de Equipe FURG
Iniciacdo cientifica Membro de Equipe FURG
Iniciacdo cientifica Membro de Equipe FURG
Iniciacdo cientifica Membro de Equipe FURG
Iniciacdo cientifica Membro de Equipe FURG
Iniciacdo cientifica Membro de Equipe FURG
Iniciacdo cientifica Membro de Equipe FURG
Iniciacdo cientifica Membro de Equipe FURG
Iniciacdo cientifica Membro de Equipe FURG
Iniciacdo cientifica Membro de Equipe UFRJ
Profissional Mestre | Membro de Equipe FURG
Profissional Mestre | Membro de Equipe UFES
Profissional Janior Membro de Equipe FURG
Profissional Janior Membro de Equipe FURG
Profissional Janior Membro de Equipe FURG
Profissional Janior Membro de Equipe FURG
Profissional Janior Membro de Equipe UFES
Técnico nivel médio Membro de Equipe UFES

2. ESCOPO

Este documento visa detalhar o monitoramento ecotoxicoldégico dos impactos causados pelo
desastre ocorrido em Mariana (MG), com graves consequéncias para 0s ecossistemas dulcicolas,
estuarinos e costeiros. O monitoramento ecotoxicolégico sera semestral englobando diferentes niveis
da cadeia trofica, incluindo a microbiota, 0os recursos pesqueiros (peixes e crustaceos), a avifauna, a
herpetofauna e a mastofauna aquatica. Conforme definido no Anexo 1 do TR4 e, posteriormente, na
Nota Técnica n° 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBI, amostras de 4gua e sedimento serdo coletadas em 10
pontos de amostragem no Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuério. Com relacdo aos
pontos amostrais na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, salientamos que existe uma
incompatibilidade entre o nimero de pontos amostrais indicados ao longo do Anexo 1 para as
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diferentes coletas a serem realizadas. No item "Areas de estudo" do Anexo 1 do TR4, existe a
mencéo de que na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, um primeiro conjunto de estagdes de

amostragem devera contemplar 30 pontos de coleta de amostras, citando a Figura 2 e a Tabela 1 do
referido Anexo: Regido de Abrolhos (3 pontos de amostragem), Itainas — Conceicdo da Barra/ES (2
pontos de amostragem), Barra Nova - S&o Mateus/ES (2 pontos de amostragem), Degredo —
Linhares/ES (2 pontos de amostragem), Foz do Rio Doce — Linhares/ES (6 pontos de amostragem),
APA Costa das Algas e REVIS de Santa Cruz — Aracruz/ES (11 pontos de amostragem), Vitéria/ES (2
pontos de amostragem) e APA de Setiba - Guarapari/ES (2 pontos de amostragem). No entanto, a
Tabela 1 do Anexo 1 do TR4 fornece as coordenadas geogréficas para apenas 28 pontos de
amostragem, sendo apenas 9 pontos de amostragem (e ndo 11 pontos de amostragem) na APA
Costa das Algas e REVIS de Santa Cruz — Aracruz/ES. Por sua vez, a definicdo do nimero de pontos
amostrais a serem utilizados para as coletas de agua, sedimento e biota, fica bem clara e evidente na
descricdo do item 3 "Metodologia e Periodicidade" do Anexo 1 do TR 4. Neste caso, o item 3.1.
"Amostras de agua" do Anexo 1 do TR 4 cita a mesma Figura (Figura 2) e Tabela (Tabela 1) do
referido Anexo, deixando explicito que as amostras de dgua deverdo ser coletadas em 21 pontos de
amostragem na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente. Da mesma forma, o item 3.2.
"Ensaios ecotoxicolégicos com amostras de sedimento e agua da Foz do Rio Doce e regido costeira"
do Anexo 1 do TR4 estabelece que os testes ecotoxicolégicos serdo realizados com as amostras de
agua e sedimento coletadas nos mesmos 21 pontos de amostragem mencionados no item 3.1.
"Amostras de agua" do referido Anexo. Portanto, salienta-se a necessidade de unificar o nUmero de
pontos amostrais para as coletas de agua (item 3.1 do Anexo 1 do TR4), testes toxicolégicos com
agua e sedimento (item 3.2. do Anexo 1 do TR4), analises na biota (item 3.3. do Anexo 1 do TR4),
andlises da microbiota na agua e no sedimento (item 3.4. do Anexo 1 do TR4) e andlises quimicas no
sedimento (item 3.7. do Anexo 1 do TR4), visando a adequada execug¢do do monitoramento
ecotoxicolégico pretendido, bem como a adequada interpretacdo dos dados a serem obtidos e a
integracdo dos mesmos com aqueles ja obtidos durante as 5 expedicdes de pesquisa e
monitoramento ecotoxicoldgico promovidas pelo ICMBiIo (janeiro/2016 - fevereiro/2018) na foz do Rio
Doce e regido costeira adjacente. Cabe ressaltar que estas expedi¢des anteriores promovidas pelo
ICMBIio contemplaram 21 pontos de amostragem, dentre aqueles 28 pontos de amostragem
elencados na Tabela 1 do Anexo 1 do TR4. Portanto, ho ambito do presente Plano de Trabalho, o
conjunto de estacdes de amostragem contemplard apenas os mesmos 21 pontos de amostragem
(Tabela 1 do presente documento) que jA vém sendo monitorados no ambito das expedi¢des do
ICMBIo, dentre aqueles indicados para a area de abrangéncia apresentada no Anexo 1 do TR4, a
saber: Regido de Abrolhos (3 pontos de amostragem), Italinas — Conceicdo da Barra/ES (2 pontos de
amostragem), Barra Nova - Sdo Mateus/ES (2 pontos de amostragem), Degredo — Linhares/ES (2
pontos de amostragem), Foz do Rio Doce — Linhares/ES (6 pontos de amostragem), APA Costa das
Algas e REVIS de Santa Cruz — Aracruz/ES (2 pontos de amostragem), Vitéria/ES (2 pontos de
amostragem) e APA de Setiba - Guarapari/ES (2 pontos de amostragem). Por fim, cabe destacar que
a adocao destes 21 pontos de amostragem para o programa de monitoramento em questao também
se justifica com base na auséncia de diferencas significativas entre os resultados obtidos para as
diferentes areas da foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, observada especialmente nas
tltimas expedicdes de monitoramento e pesquisa promovidas pelo ICMBio em 2017 e 2018. Portanto,
do ponto de vista técnico e cientifico, ndo se justifica atualmente a avaliacdo ecotoxicologica de
amostras ambientais e biolégicas oriundas de uma area restrita (APA Costa das Algas e REVIS de
Santa Cruz — Aracruz/ES) com uma alta densidade de pontos de amostragem (11 pontos de
amostragem; 36,7% do total de pontos amostrais), especialmente considerando-se a enorme
extensdo de toda area a ser monitorada (Figura 2 do Anexo 1 do TR4). As amostras coletadas nos 21
pontos de amostragem da foz do Rio Doce e regido costeira adjacente serdo analisadas quanto a
contaminagcdo por metais e o potencial de toxicidade para a biota. Analises de parametros fisico-
quimicos da agua também serdo realizadas nos 31 pontos amostrais (10 pontos de amostragem no
Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuario e 21 pontos de amostragem na foz do Rio Doce e
regido costeira adjacente). Amostragens de agua e sedimento para avaliagdo da composicdo da
microbiota serédo realizadas em 10 pontos de amostragem no Rio Doce no estado do Espirito Santo e
estuario, bem como em 21 pontos amostrais na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente.
Amostras de corais para avaliacdo da composicdo da microbiota serdo realizadas em 3 pontos de
coleta no Parque Nacional Marinho dos Abrolhos e em recifes-controle fora de possiveis rotas de
dispersdo dos sedimentos. Amostragens de plancton, invertebrados e peixes para avaliacdo da
acumulacé@o de metais e respostas de biomarcadores serdo realizadas em 10 pontos de amostragem
no Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuario, bem como em 21 pontos de amostragem na foz
do Rio Doce e regido costeira adjacente. Amostragens de invertebrados para avaliacdo da

2



| H"FEST PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE
Fun

AQUATICA DA AREA AMBIENTAL |

acumulacdo de metais e respostas de biomarcadores também serdo realizadas em 10 pontos de
amostragem no ambiente praial e em 6 pontos de amostragem nos manguezais. Amostragens de
aves para avaliacdo da acumulacao de metais seréo realizadas em 5 &reas: estuarina, manguezais,
costeira e marinha (a bordo e em Abrolhos). As coletas de amostras de aves no estuario, manguezais
e regido costeira estdo descritas no presente Anexo. Por sua vez, as coletas de amostras de aves
marinhas (a bordo e em Abrolhos) sdo aquelas descritas no Anexo 6 do TR4. As amostragens de
quelbnios e cetdceos para a avaliagcdo dos niveis de contaminantes (metais, organoclorados,
organobromados e HPAS) serdo realizadas em individuos encontrados nas praias do litoral norte
capixaba. As coletas dessas amostras sdo aquelas descritas no Anexo 6 do TR4. Todas as analises
das amostras de cetaceos serdo realizadas no ambito do Anexo 6 do TRA4.

3. OBJETIVOS
O monitoramento ecotoxicoldgico descrito no presente documento tem como objetivos:

(a) investigacéo dos efeitos causados pela exposi¢do cronica e aguda ao sedimento e a agua de
regifes dulcicolas, estuarinas e marinhas, através de testes de toxicidade em laboratério
utilizando organismos dulcicolas, estuarinos e marinhos como bioindicadores;

(b) avaliagdo das concentracdes de metais na 4gua, no sedimento e em organismos dulcicolas,
estuarinos e marinhos de diferentes niveis da cadeia tréfica, incluindo os produtores primarios
(fitoplancton) e secundarios (zooplancton), os recursos pesqueiros (peixes e crustaceos) das
regides dulcicola, estuarina e marinha, bem como a avifauna, herpetofauna e mastofauna
estuarina e marinha;

(c) analise de biomarcadores de exposicéo e efeito de metais em organismos dulcicolas, estuarinos
e marinhos de diferentes niveis da cadeia trofica;

(d) avaliacdo da microbiota e deteccao de bioindicadores de impactos ambientais no sedimento e na
agua na Area Ambiental 1 e na regifo costeira adjacente a foz do Rio Doce, bem como em
corais de recifes préximos ao sul do Parque Nacional Marinho dos Abrolhos, e em recifes-
controle fora de possiveis rotas de dispersdo dos sedimentos.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Os resultados obtidos nas analises pretéritas realizadas no dmbito das 5 expedicdes de
pesquisa e monitoramento ecotoxicoldgico promovidas pelo ICMBio (janeiro/2016 - fevereiro/2018) na
foz do Rio Doce e regido costeira adjacente demonstram a existéncia de toxicidade crénica bem
acentuada, assim como a contamina¢do por metais na 4gua coletada nas diferentes areas de estudo,
sendo que em muitos casos 0s hiveis observados representam concentracdes acima dos limites
permitidos para as aguas de Classe |, conforme definido pela Resolucdo 357, de 17 de marco de
2005, do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005). Também foram detectados niveis
elevados de bioacumulacdo corporal de alguns metais, especialmente ferro (Fe), cadmio (Cd) e
chumbo (Pb), nas amostras de zooplancton e contaminacdo das amostras de musculo dos pescados
analisados (crustaceos e peixes), acima dos limites permitidos pela legislagao vigente, a Resolucado
da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria RDC no 42, de 29 de Agosto de
2013 (ANVISA, 2013), que dispde sobre o Regulamento Técnico MERCOSUL sobre "Limites
Méaximos de Contaminantes Inorganicos em Alimentos". Diante deste contexto e considerando os
impactos observados, o programa de monitoramento ecotoxicoldgico visa atingir as seguintes metas:

Meta 1- Monitoramento ecotoxicolégico do Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuario.

O monitoramento ecotoxicolégico do Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuario sera
realizado através da avaliacdo da qualidade da agua, do sedimento e da biota. Este monitoramento
sera baseado em: (a) medidas em campo de pardmetros fisico-quimicos da agua; (b) determinacbes
laboratoriais das concentracdes de metais na &agua, sedimento e biota; (c) modelagem da
biodisponibilidade e toxicidade de metais nos ambientes dulcicolas; (d) realizacdo de ensaios
ecotoxicolégicos com agua, sedimento e elutriato de sedimento, utilizando-se espécies de diferentes
niveis tréficos; e (e) analise de biomarcadores.

Meta 2- Monitoramento ecotoxicoldgico da foz do Rio Doce e regido costeira adjacente.

O monitoramento ecotoxicolégico da foz do Rio Doce e regido costeira adjacente sera
realizado através da avaliacdo da qualidade da 4gua, do sedimento e da biota. Este monitoramento
serd baseado em: (a) medidas em campo de parametros fisico-quimicos da agua; (b) determinacdes
laboratoriais das concentracfes de metais na 4gua, sedimento e biota; (c) ensaios ecotoxicoldgicos
com &gua, sedimento e elutriato de sedimento, utilizando-se espécies de diferentes niveis tréficos; e
(d) andlise de biomarcadores.
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Meta 3- Monitoramento ecotoxicolégico do ambiente praial.

O monitoramento ecotoxicoldégico do ambiente praial serd realizado através da avaliagdo da
gualidade da &gua, do sedimento e da biota. Este monitoramento sera baseado em: (a) medidas em
campo de parametros fisico-quimicos da agua; (b) determinacdes laboratoriais das concentra¢des de
metais na agua, sedimento e biota; e (c) andlise de biomarcadores.

Meta 4- Monitoramento ecotoxicoldégico dos manguezais.

O monitoramento ecotoxicoldgico dos manguezais sera realizado através da avaliacdo da
biota. Este monitoramento serd baseado em: (a) determina¢fes laboratoriais das concentracfes de
metais na biota; e (b) analise de biomarcadores.

Meta 5- Monitoramento ecotoxicolégico da microbiota.

O monitoramento ecotoxicoldégico da microbiota serd realizado através da avaliacdo da
composicdo da comunidade microbiana na agua e no sedimento do Rio Doce no estado do Espirito
Santo, estuério, foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, bem como em corais de recifes
préximos ao sul do Parque Nacional Marinho dos Abrolhos e recifes-controle fora de possiveis rotas
de disperséo dos sedimentos.

Meta 6- Monitoramento ecotoxicolégico de aves.

O monitoramento ecotoxicoldgico das aves serd baseado em determinacdes laboratoriais das
concentracfes de metais e de is6topos estaveis de carbono e nitrogénio em amostras de sangue e
penas de contorno de aves capturadas vivas; ou através de determinacdes laboratoriais das
concentragcbes de metais e de is6topos estaveis de carbono e nitrogénio em amostras de sangue,
musculo peitoral, figado, penas de contorno e o0sso, bem como do conteddo estomacal de aves
abatidas ou encontradas mortas. As amostras de aves marinhas serdo coletadas e analisadas
conforme descrito no Anexo 6 do TR4.

Meta 7- Monitoramento ecotoxicoldgico de queldnios e cetaceos.

O monitoramento ecotoxicoldgico de queldnios e cetdceos sera baseado em determinacdes
laboratoriais das concentragBes de contaminantes (metais, organoclorados, organobromados e
HPAs) em amostras de quelénios e cetaceos encalhados nas praias do litoral norte capixaba, as
quais serédo coletadas e analisadas conforme descrito no Anexo 6 do TR4.

5. PRODUTOS

5.1. DADOS BRUTOS RESPONSAVEL

- Parametros fisico-quimicos (temperatura, salinidade, pH,
oxigénio dissolvido, alcalinidade e concentrag@es de carbono | adalto Bianchini e Aloisio J. B. Cotta
organico dissolvido, sulfatos, Ca, K, Mg, Na e Cl) na agua do
Rio Doce no estado do Espirito Santo.

- Parémetros fisico-quimicos (temperatura, salinidade, pH e

NI : . - Adalto Bianchini e Aloisio J. B. Cotta
oxigénio dissolvido) na agua do estuario.

- Concentracdes totais e dissolvidas de metais (As, Cd, Cr,
Cu, Fe, Pb, Mn, Zn e Hg) na 4gua do Rio Doce no estado do Adalto Bianchini
Espirito Santo e estudario.

- Modelagem (Modelo do Ligante Bittico - BLM) da
biodisponibilidade e toxicidade de metais (Cd, Cu, Pb e Zn) na Adalto Bianchini
agua do Rio Doce no estado do Espirito Santo.

- Par&metros de toxicidade aguda e crénica de curta duracéo

da 4gua do Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuario. Camila de M. G. Martins

- Concentracdes totais de metais (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn,
Zn e Hg) no sedimento do Rio Doce no estado do Espirito Adalto Bianchini
Santo e estuario.

- Parémetros de toxicidade aguda do sedimento do Rio Doce

no estado do Espirito Santo e estuario. Camila de M. G. Martins
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- Par&metros de toxicidade aguda e crbnica de curta duracéo
do elutriato do sedimento do Rio Doce no estado do Espirito
Santo e estuario.

Camila de M. G. Martins

- Concentracdes de metais (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn, Zn e
Hg) em organismos do Rio Doce no estado do Espirito Santo
e estudério.

Adalto Bianchini

- Biomarcadores em organismos do Rio Doce no estado do
Espirito Santo e estuario.

Adalto Bianchini, Aloisio J. B. Cotta,
Juliana C. M. Pirovani, Juliana Z.
Sandrini, Marta M. de Souza, Maysa
do V. Oliveira e Paola R. Goncalves

- Parametros fisico-quimicos (temperatura, salinidade, pH e
oxigénio dissolvido) da agua da foz do Rio Doce e regido
costeira adjacente.

Adalto Bianchini

- Concentragdes totais e dissolvidas de metais (As, Cd, Cr,
Cu, Fe, Pb, Mn, Zn e Hg) na 4gua da foz do Rio Doce e regido
costeira adjacente.

Adalto Bianchini

- Toxicidade aguda e cronica de curta duragdo da agua da foz
do Rio Doce e regido costeira adjacente.

Camila de M. G. Martins

- Concentracdes totais de metais (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn,
Zn e Hg) no sedimento da foz do Rio Doce e regido costeira
adjacente.

Adalto Bianchini

- Parametros de toxicidade aguda do sedimento da foz do Rio
Doce e regido costeira adjacente.

Camila de M. G. Martins

- Par&@metros de toxicidade aguda e crbnica de curta duracao
do elutriato do sedimento da foz do Rio Doce e regido costeira
adjacente.

Camila de M. G. Martins

- ConcentracBes de metais (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn, Zn e
Hg) em organismos da foz do Rio Doce e regido costeira
adjacente.

Adalto Bianchini

- Biomarcadores em organismos da foz do Rio Doce e regido
costeira adjacente.

Adalto Bianchini, Aloisio J. B. Cotta,
Juliana C. M. Pirovani, Juliana Z.
Sandrini, Marta M. de Souza, Maysa
do V. Oliveira e Paola R. Gongalves

- Parametros fisico-quimicos (temperatura, salinidade, pH e
oxigénio dissolvido) da agua das praias.

Adalto Bianchini e Aloisio J. B. Cotta

- Concentracdes totais e dissolvidas de metais (As, Cd, Cr,
Cu, Fe, Pb, Mn, Zn e Hg) na agua das praias.

Adalto Bianchini

- Concentracdes totais de metais (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn,
Zn e Hg) no sedimento das praias.

Adalto Bianchini

- Concentracbes de metais (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn, Zn e
Hg) em organismos das praias.

Adalto Bianchini

- Biomarcadores em organismos das praias.

Adalto Bianchini, Juliana Z. Sandrini
e Marta M. de Souza

- Concentracbes de metais (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn, Zn e
Hg) em organismos dos manguezais.

Adalto Bianchini

- Biomarcadores em organismos dos manguezais.

Adalto Bianchini, Juliana Z. Sandrini
e Marta M. de Souza

- Composicao da microbiota na agua e no sedimento do Rio
Doce no estado do Espirito Santo e estuario.

Flavia L. do Carmo

- Composicao da microbiota na agua e no sedimento da foz
do Rio Doce e regido costeira adjacente.

Flavia L. do Carmo

- Composicéo da microbiota associada aos corais.

Flavia L. do Carmo

- Concentracdes de metais (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn, Zn e
Hg) nas aves e proporcdes de is6topos estaveis de carbono e
nitrogénio nas aves.

Adalto Bianchini (Anexo 1) e
Leandro Bugoni (Anexo 6)

- Concentracdes de metais, organoclorados, organobromados
e HPAs nos quelénios.

Adalto Bianchini (Anexo 1) e Marcelo
Renan Santos (Anexo 6)
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- Concentracdes de metais, organoclorados, organobromados
e HPAs nos cetaceos.

José Lailson Brito Junior (Anexo 6)

5.2. ANALISE DE DADOS

RESPONSAVEL

- Avaliacdo da qualidade da 4gua e do sedimento do Rio Doce
no estado do Espirito Santo e estuario, da foz do Rio Doce e
regido costeira adjacente e das praias.

Adalto Bianchini, Camila de M. G.
Martins e Flavia L. do Carmo

- Avaliacao da bioacumulacéo, transferéncia trofica e efeitos
de metais em organismos do Rio Doce no estado do Espirito
Santo e estuéario e da foz do Rio Doce e regido costeira
adjacente.

Adalto Bianchini, Aloisio J. B. Cotta,
Juliana C. M. Pirovani, Flavia L. do
Carmo, Juliana Z. Sandrini, Marta M.
de Souza, Maysa do V. Oliveira e
Paola R. Goncalves

- Avaliacdo da bioacumulagéo, transferéncia tréfica e efeitos
de metais em organismos das praias e dos manguezais.

Adalto Bianchini, Juliana Z. Sandrini
e Marta M. de Souza

- Avaliacao do nicho trofico das aves e da bioacumulagao de
metais nas aves.

Adalto Bianchini (Anexo 1) e
Leandro Bugoni (Anexo 6)

- Avaliacdo da bioacumulac&o de metais e contaminantes
organicos nos quelénios.

Adalto Bianchini (Anexo 1) e Marcelo
Renan Santos (Anexo 6)

- Avaliacdo da bioacumulac&o de metais e contaminantes
organicos nos cetaceos.
- Analise dos resultados obtidos considerando dados
pretéritos existentes.

José Lailson Brito Junior (Anexo 6)

Adalto Bianchini

6. METODOLOGIA

6.1. Areas de Estudo
A coleta de agua, sedimento e organismos sera

realizada em duas grandes regides

amostrais: Rio Doce no estado do Espirito Santo, incluindo a regido estuarina, e foz do Rio Doce e
regido costeira adjacente. Os 10 pontos de amostragem na area de abrangéncia do Rio Doce no
estado do Espirito Santo, incluindo a regido estuarina, estdo apresentados na Tabela 1. Por sua vez,
os 21 pontos de amostragem na area de abrangéncia da foz do Rio Doce e regido costeira adjacente
estdo apresentados na Tabela 2.

O objetivo principal das coletas neste primeiro conjunto de estagfes de amostragem sera o
de monitorar os parametros fisico-quimicos e a contaminag¢do por metais, bem como investigar os
efeitos ecotoxicoldgicos causados pela exposicdo cronica e aguda e os efeitos biolégicos da pluma
de sedimentos a partir da foz do Rio Doce. No momento da realizacdo das coletas serdo registrados
dados comuns, tais como coordenadas geograficas (datum SIRGAS2000), data, hora e profundidade
em que foi realizada a amostragem.

Tabela 1. Pontos de amostragem na porc¢éo capixaba do rio Doce e regido estuarina.

Ponto Local Coordenadas UTM (datum SIRGAS2000)
X Y
17 Rio Guandu 288351,08 7828746,17
18 Lagoa do Limdo 355688,84 7837447,02
19 Lagoa Nova 377287,60 7855827,03
20 Lagoa Japarana 385766,88 7859664,14
21 Rio Doce 387144,67 7853249,98
22 Rio Doce 410025,62 7837309,00
23 Lagoa do Areédo 411472,58 7835831,65
24 Lagoa do Areal 413154,34 7834176,33
25 Lagoa Monsaraz 415912,93 7837161,08
26 Foz do rio Doce 414079,86 7828234,12

Fonte: Anexo 1, TRA4.
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Tabela 2. Pontos de amostragem do Anexo 1 - TR4 na foz do rio Doce e regido costeira adjacente.

Coordenadas UTM (datum SIRGAS2000)

Localidade X v
o 373370,92 7759040,18
Vitoria (E5) 378037,01 7755589,67
Barra Nova (Sdo Mateus, ES) 435969,74 7903774,11
462242,81 7903846,12
532065,56 8010704,39
Abrolhos (BA) 525452,40 8022616,67
475936,13 8017006,73
Itatinas (Conceicéo da Barra, ES) 43044920 7964541,90
463552,34 7956840,44
. 429405,30 7864891,21
Degredo (Linhares, ES) 451968,30 7856730,30
428268,74 7842923,74
427720,85 7832036,66
Foz do rio Doce (Linhares, ES) 417558,23 7826708,46
422768,53 7819938,12
407208,69 7805922,41
399458,35 7814269,72
APA Costa das Algas e RVS Santa Cruz 384042,73 7790616,41
(Aracruz, ES) 404234,57 7791153,28
355156,85 7723667,77

APA de Setiba (Guarapari, ES)

357393,32 7719405,95

Fonte: Anexo 1, TRA4.

O monitoramento das praias adjacentes a desembocadura do Rio Doce sera realizado com
coletas de agua, sedimentos e biota para andlises da contaminacdo por metais e resposta de
biomarcadores. A area de abrangéncia do monitoramento quimico e biolégico das praias ao longo do
litoral sera entre os municipios de Aracruz e Sdo Mateus. Foram estabelecidas 10 esta¢des amostrais
ao longo deste litoral (Tabela 3). As estagbes ao longo da planicie do Rio Doce estéo localizadas na
area da Reserva Biologica de Comboios e ao sul, no litoral de Aracruz, na Area de Protecio
Ambiental Costa das Algas e Reflgio de Vida Silvestre de Santa Cruz.

Tabela 3. Pontos de amostragem nas praias adjacentes a foz do rio Doce.

« rden TM (datum SIRGAS2000
EstacGes de Amostragem Coordenadas UTM (datum )

X y
Aracruz 1: Reflgio 379908,15 7787892,37
Aracruz 2: Padres 382269,99 7795558,41
Doce Sul 1: Barra do Riacho 389346,33 7807767,56
Doce Sul 2: Comboios 398483,36 7818546,19
Doce Sul 3: Regéncia 407416,09 7824460,93
Doce Norte 1: Povoagéo 417863,32 7834350,26
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~ rden ™ IRGAS2
Estagdes de Amostragem Coordenadas U (datum SIRGAS2000)

X y
Doce Norte 2: Vila de Cacimbas 426646,32 7857980,26
Doce Norte 3: Pontal do Ipiranga 425784,32 7877396,26
Doce Norte 4: Urussuquara 423026,32 7897769,26
Doce Norte 5: Guriri 421308,32 7929528,26

Fonte: Anexo 1, TR4.

No que se refere aos manguezais, conforme descrito no Apéndice V (Alteracdes Ecoldgicas
na Dindmica dos Manguezais e Vegeta¢cdo de Restinga sob Influéncia dos Sedimentos Provenientes
do Rio Doce), o monitoramento sera realizado em 6 pontos de amostragem na area de influéncia
direta do desastre ambiental do Rio Doce (foz), bem como nas areas de influéncia consideradas
atualmente como indiretas, a saber: Rios Piraqué (Acu e Mirim), manguezais de franja na area do
RVS de Santa Cruz, Rio Urussuquara, Rio Mariricu, Rio Sdo Mateus e Rio Caravelas.

No que se refere as aves, serdo monitoradas as tendéncias nas concentracbes de
contaminantes em tecidos de aves nas &areas limnicas, estuarinas, costeiras e marinhas
potencialmente afetadas pela influéncia do rompimento da barragem de Funddo em Mariana (MG).
Considerando o cenério do impacto em questdo, e a heterogeneidade ambiental ao longo das areas
afetadas, foram delimitadas 5 areas para coleta de amostras visando as andlises ecotoxicoldgicas
nas aves: estuario do Rio Doce - Linhares; manguezal na foz do Rio Doce - Linhares; costa adjacente
a foz do Rio Doce Norte e Sul; area marinha (amostragem a bordo); e Abrolhos. As coletas e analises
de amostras de aves marinhas (amostragem a bordo e Abrolhos) estdo descritas no Apéndice VI.

6.2. Periodicidade

A hidrodindmica no Rio Doce e na regido costeira adjacente a sua foz é dependente do
regime pluviométrico, bem como dos padrbes das correntes marinhas que se estabelecem ao longo
do tempo. Portanto, o0 monitoramento ecotoxicolégico sera realizado sazonalmente (inverno e verao)
ao longo de cada ano de monitoramento.

6.3. Coleta de amostras de agua

Serdo coletadas amostras de 4gua em cada ponto de coleta na bacia do Rio Doce no estado
do Espirito Santo, incluindo a regido estuarina (10 pontos de coleta; Tabela 1), bem como na foz do
Rio Doce e regido costeira adjacente (21 pontos; Tabela 2), incluindo o ambiente praial (10 pontos;
Tabela 3). As coletas de agua ao longo da coluna d’agua serao realizadas utilizando-se uma garrafa
horizontal de Niskin. Em todos os pontos serdo coletadas amostras de agua (3 amostras de superficie
e 3 amostras de fundo) para a analise das concentragfes de metais (total e dissolvido). As coletas
serdo realizadas nas seguintes profundidades: superficie (0 a 15 cm da superficie) e fundo (cerca de
50 cm acima do fundo, conforme a profundidade do local de coleta). Em cada local de amostragem
serdo coletadas 6 amostras (3 amostras de superficie e 3 amostras de fundo; 50 mL de cada
amostra) de agua nao filtrada para as analises dos parametros fisico-quimicos e das concentracdes
totais de metais. Imediatamente apds a coleta, aliquotas das amostras para a determinacdo das
concentracdes totais de metais serdo acidificadas com acido nitrico Suprapur® (HNOj, concentra¢do
final de 1%) e mantidas refrigeradas. Em cada local de amostragem serdo também coletadas 6
amostras (3 amostras de superficie e 3 amostras de fundo; 50 mL de cada amostra) de agua filtrada
(filtro de 0,45 pym de malha) para analise das concentracbes de metais dissolvidos. Imediatamente
apos a coleta, as amostras serdo filtradas, acidificadas com &cido nitrico Suprapur® (HNOg,
concentracdo final de 1%) e mantidas refrigeradas e na auséncia de luz. Em todas as amostras de
agua serdo analisados os seguintes metais: arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu),
cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn). No caso das amostras de agua do
Rio Doce no estado do Espirito Santo, também serd realizada a andlise da concentracdo de carbono
organico dissolvido (amostra filtrada), alcalinidade, concentracdo de sulfatos e alcalinidade (amostra
nao filtrada), visando a modelagem (BLM) da biodisponibilidade e toxicidade dos metais, conforme
descrito a seguir.
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6.4. Analises de parametros fisico-quimicos da agua e modelagem ecotoxicolégica

No momento da coleta das amostras de agua no Rio Doce no estado do Espirito Santo e
estuario, na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, bem como no ambiente praial serédo
realizadas as medidas da temperatura, condutividade elétrica (salinidade), pH e oxigénio dissolvido,
utilizando-se uma sonda multiparametros. Nas amostras do Rio Doce no estado do Espirito Santo, a
concentracdo de carbono orgéanico dissolvido serd determinada nas amostras de agua filtradas (0,45
pm de malha) utilizando-se um analisador de carbono total (TOC). Os demais pardmetros quimicos
serdo determinados nas amostras de agua nao filtradas. A concentracdo de sulfatos serd
determinada utilizando-se um kit comercial de reagentes (Vacu-vials Sulfato, CHEMets, EUA),
baseado no método turbidimétrico (Tabatabai, 1974). A alcalinidade total serd determinada por
titulagdo com solugdo padrdo &cida, utilizando-se um kit comercial de reagentes (Teste de Campo
Titulométrico de Alcalinidade, Merck Millipore Brazil, Sdo Paulo, SP, Brasil), baseado no método
titrimétrico (APHA, 1989). A composicao idnica (concentracdes de Ca, K, Mg e Na) sera determinada
por espectrofotometria de absor¢cdo atdmica no modo chama. A concentracdo de cloretos sera
analisada utilizando-se um kit comercial de reagentes (Vacu-vials Cloreto, CHEMets, EUA), baseado
no método do tiocianato férrico. Com base nos resultados obtidos nas analises das amostras de agua
doce provenientes do Rio Doce no estado do Espirito Santo sera realizada a modelagem
ecotoxicolégica dos dados, visando a previsdo da biodisponibilidade e toxicidade de metais em
ambientes dulcicolas. Esta modelagem sera realizada utilizando-se a versdo mais recente do Modelo
do Ligante Biotico - BLM (Freshwater & Marine version 3.16.2.41).

6.5. Coleta de amostras de sedimentos

Em cada ponto de coleta no Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuario (Tabela 1), na
foz do Rio Doce e regido costeira adjacente (Tabela 2), bem como no ambiente praial (Tabela 3),
serdo coletadas amostras de sedimentos com auxilio de p& ou draga do tipo Van Veen, dependendo
do local de coleta. Em cada local de amostragem (10 pontos no Rio Doce no estado do Espirito Santo
e estuario; 21 pontos na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente; e 10 pontos na regido praial),
serdo coletadas 4 amostras de sedimento. As amostras serdo abertas em caixas plasticas, buscando-
se gerar um minimo de perturbacdo na superficie do sedimento. As amostras serdo fotografadas
imediatamente apds a coleta, a fim de registrar as caracteristicas visuais do sedimento. Para a
analise de metais, as amostras serdo coletadas com o auxilio de espatula de plastico, raspando-se
apenas os primeiros centimetros (0-5 cm) da amostra de sedimento, obtendo-se assim apenas o
sedimento superficial. Para cada amostra, serdo coletados aproximadamente 50 g de sedimentos, 0s
guais serdo armazenados em pote plastico e mantidos congelados até o momento das analises. Em
todas as amostras de sedimento serdo analisados 0s seguintes metais: arsénio (As), cadmio (Cd),
chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercuirio (Hg) e zinco (Zn).

6.6. Ensaios ecotoxicolégicos com amostras de sedimento e agua

Além das amostras de agua e sedimento coletadas para a analise quimica, conforme descrito
acima, amostras adicionais de agua e sedimento serdo coletadas para realizacdo dos testes de
toxicidade. Para tanto, nos pontos de amostragem no Rio Doce no estado do Espirito Santo e
estuario (10 pontos de amostragem), bem como na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente (21
pontos de amostragem), serdo coletadas amostras de agua superficial e sedimento bruto suficiente
para realizacdo dos testes ecotoxicologicos. Nesse caso, sera utilizada uma série de bioensaios que
avaliam diferentes efeitos bioldgicos (sobrevivéncia, reproducao, fertilizacdo e desenvolvimento) em
diferentes vias de exposi¢do (agua bruta, sedimento inteiro e elutriato), assegurando a investigacao
completa de efeitos tdxicos potenciais em varios niveis troficos de cada area estudada (regibes
dulcicola, estuarina e marinha). Sera dada preferéncia a organismos nativos especificos de cada
regido ambiental, para as quais existem procedimentos de ensaio jA& normatizados, incluindo
bioensaios com zebrafish, como um modelo consagrado para estudos de ecotoxicologia
experimental. Os testes normatizados séo priorizados pela relevancia e confiabilidade dos resultados,
bem como, pela viabilidade de manutencdo dos organismos-teste. Os testes previstos estéo listados
abaixo:

Agua doce
Matrizes: agua bruta e elutriato

Nivel tréfico 1 - algas verdes - Pseudokirchneriella subcapitata, Desmodesmus communis ou
Pediatrum boryanum (Chlorophyceae).
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ABNT NBR 12648 - Ecotoxicologia aquatica - Toxicidade crbénica - Método de ensaio com algas
(Chlorophyceae).

Nivel tréfico 2 - Dapnhia ssp ou Ceriodaphnia ssp

OECD 211 - Daphnia magna - Reproduction Test ou ABNT NBR 133743 - Ecotoxicologia aquatica -
Toxicidade crdnica de curta duracdo - Método de ensaio com Ceriodaphnia spp (Crustacea,
Cladocera).

Nivel tréfico 3 - Peixe Danio rerio (zebrafish)
OECD 236 - Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test e ABNT NBR 15499 - Ecotoxicologia aquatica -
Toxicidade cronica de curta duracéo - Método de ensaio com peixes (larvas).

Matriz: sedimento

ABNT NBR 15470 - Ecotoxicologia Aquatica — Toxicidade em sedimento - Método de ensaio com
Hyalella spp (Amphipoda).

Agua salgada
Matrizes: agua bruta e elutriato

Nivel tréfico 1 - Skeletonema costatum, Thalassiosira weissflogii ou Isochrysis galbana

ABNT NBR16181 - Ecotoxicologia aquatica - Toxicidade cronica - Método de ensaio com microalgas
marinhas.

Nivel tréfico 2 - Echinometra lucunter

NBR 15350. Ecotoxicologia Aquatica - Toxicidade crénica de curta duracéo - Método de ensaio com
ourico-do-mar (Echinodermata - Echinoidea).

Nivel tréfico 3 - espécie nativa a definir
OECD 215 - Fish, Juvenile Growth Test ou OECD 203 - Fish Acute Toxicity Test

Matriz: sedimento

Nitokra sp
Determinacao da toxicidade aguda de sedimentos marinhos ou estuarinos com anfipodos.

6.7. Coleta de amostras de biota

Com o objetivo de avaliar possiveis efeitos bioldgicos decorrentes da contaminacdo da agua
por metais e consequente acumulacdo desses metais nos organismos de diferentes niveis tréficos e
diferentes habitats, serdo realizadas coletas de organismos aquaticos tipicos das regides a serem
monitoradas.

No ambiente de agua doce (Tabela 1), serdo coletadas amostras de fitoplancton,
zooplancton, larvas de quironomideos, girinos de anfibios, uma espécie de crustaceo (camardo de
agua doce) e quatro espécies de peixes (tucunaré Cichla sp., bagre Pimelodus maculatus, curimbata
Prochilodus sp. e cascudo Hypostomus affinis). No ambiente estuarino (Tabela 1), serdo coletadas
amostras de fitoplancton, zooplancton, uma espécie de crustaceo (camaréo) e 4 espécies de peixes
(carapicu Eucinostomus sp., corvina Pachyurus adspersus, bicudo Pomadasys ramosus e bagre
cacari Genidens genides). Caso ndo seja possivel a coleta das espécies de peixes listadas acima, as
mesmas serao substituidas por outras espécies de peixes que ocupem o mesmo habitat. As amostras
de fitoplancton serdo coletadas através de arrastos com rede de malha de 60 um e didmetro de boca
de 60 cm. Por sua vez, as coletas de zooplancton, de larvas de quironomideos e de girinos de
anfibios seréo realizadas através de arrastos com rede tipo WP-2 de 60 cm de diametro de boca e
malha de 200 uym. A coleta de crustaceos e peixes sera realizada da forma mais abrangente possivel,
com utilizacdo dos mais diversos petrechos de pesca (redes de cerco, redes de arrasto, redes de
espera, pucds, peneiras, covos e pesca elétrica, quando o ambiente permitir), de acordo com o tipo
de ambiente.

Para as andlises das concentracbes de metais nos organismos do Rio Doce e regido
estuarina, serdo coletadas em cada um dos 10 pontos de monitoramento, amostras em quantidades
suficientes para a realizagdo das andlises [5 pools de fitoplancton com aproximadamente 0,5 g em
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cada pool; 5 pools de zoopléncton com aproximadamente 0,5 g em cada pool; 5 pools de larvas de
quironomideos com aproximadamente 0,5 g em cada pool; 5 pools de girinos de anfibios com
aproximadamente 0,5 g em cada pool; 6 exemplares da espécie de camardo (Nota Técnica n°
3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBI0); e 6 exemplares de cada uma das 4 espécies de peixes em estudo
(Nota Técnica n° 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBI0)]. AplGs a biometria, 0s crustaceos serao
adequadamente anestesiados. A hemolinfa de cada individuo sera coletada por puncao hemolinfatica
e 0 organismo sera entdo dissecado para coleta de musculo, branquias e hepatopancreas. Apos a
biometria, os peixes também serdo adequadamente anestesiados. O sangue de cada individuo sera
coletado por puncdo venosa e 0 organismo serd entdo dissecado para a coleta de musculo,
branquias e figado. As amostras de hemolinfa dos crustdceos e de sangue dos peixes serao
imediatamente preparadas para as andlises de biomarcadores de dano no material genético,
utilizando-se pelo menos duas técnicas de avaliagéo, conforme sera descrito a seguir (item 7.12). As
amostras de tecidos dos crusticeos e peixes serdo coletadas utilizando-se material cirdrgico
inoxidavel ou plastico. As amostras dos organismos coletados para as andlises das concentracdes de
metais serdo acondicionadas em frascos plasticos previamente limpos com acido nitrico Suprapur® e
enxaguados em agua MilliQ. Estas amostras serdo imediatamente congeladas e transportadas para o
laboratério, onde serdo mantidas congeladas em freezer comum (-20°C), até o momento das
analises. Nestas amostras serdo analisados os seguintes metais: arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo
(Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn), conforme seréa
descrito a seguir.

Para cada amostra obtida para as analises das concentracdes de metais nos organismos do
Rio Doce no estado do Espirito Santo e estuario, conforme descrito acima, ser4 também coletada
uma duplicata da mesma amostra para as andlises de biomarcadores nestes organismos. Estas
amostras serdo também coletadas em quantidades suficientes para a realizacdo das andlises de
biomarcadores em tecidos especificos, conforme sera detalhado a seguir (item 7.12), para cada
grupo de organismos [5 pools de fitoplancton com aproximadamente 0,5 g em cada pool; 5 pools de
zooplancton com aproximadamente 0,5 g em cada pool; 5 pools de larvas de quironomideos com
aproximadamente 0,5 g em cada pool; 5 pools de girinos de anfibios com aproximadamente 0,5 g em
cada pool; 6 exemplares de 1 espécie de camarao (Nota Técnica n® 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBI0); e 6
exemplares de cada uma das 4 espécies de peixes em estudo (Nota Técnica n°
3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBI0)]. No caso dos crustaceos e peixes, as amostras de muasculo, branquias
e hepatopancreas (crustaceos) ou figado (peixes) de cada organismo serdo coletadas e devidamente
acondicionadas, para posterior analise. As amostras de tecidos dos crustaceos e peixes serao
coletadas utilizando-se material cirdrgico inoxidavel. As amostras dos organismos coletados para as
analises de biomarcadores serdo acondicionadas em tubos criogénicos e imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido ou ultrafreezer (-80°C), para posterior analise de biomarcadores de exposicéo e
de efeito de metais. As analises dos biomarcadores serdo realizadas em tecidos especificos dos
organismos dulcicolas e estuarinos, considerando-se a natureza de cada biomarcador, conforme
detalhado a seguir (item 7.12).

No caso das aguas da foz do Rio Doce e regido costeira adjacente (Tabela 2), desde que
possivel, serdo coletados os seguintes organismos em cada um dos 21 pontos de amostragem:
fitoplancton (coleta com rede de fitoplancton); zooplancton (coleta com redes de zooplancton);
poliquetos (coleta manual apés triagem de sedimento coletado com draga); moluscos (coleta manual
ou apods triagem de sedimento coletado com draga); macrocrustaceos (coleta com rede de arrasto ou
armadilha); peixes (coleta com redes de arrasto, emalhe ou outra arte de pesca). As espécies de
macrocrustaceos incluirdo o camarao-rosa (Farfantepenaeus paulensis ou F. brasiliensis) e o
camarao sete barbas (Xiphopenaeus kroyeri). Por sua vez, as espécies de peixes incluirdo o roncador
Conodon nobilis, a pescadinha Cynoscion sp., 0 peroa Balistes capriscus e o linguado sem mancha.
Caso ndo seja possivel a coleta destas espécies de peixes, as mesmas serdo substituidas por outras
espécies de peixes que ja foram coletadas e analisadas nas 5 expedi¢cbes de pesquisa e
monitoramento ecotoxicolégico promovidas pelo ICMBIo (janeiro/2016 - fevereiro/2018) na foz do Rio
Doce e regido costeira adjacente. Quanto as amostras de corais e hidrocorais (coleta manual por
mergulho autbnomo), estas serdo coletadas nos 3 pontos amostrais em Abrolhos, conforme realizado
nas 5 expedicdes de pesquisa e monitoramento ecotoxicolégico promovidas pelo ICMBio
(janeiro/2016 - fevereiro/2018), na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente.

Para as andlises de concentracdes de metais nas amostras dos organismos da Foz do Rio
Doce e regido costeira adjacente serdo coletadas, em cada ponto de monitoramento, amostras em
guantidades suficientes para a realizacdo das analises. Considerando-se a decisdo da Camara
Técnica de Biodiversidade (Nota Técnica n° 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIio) em adotar um numero
reduzido de exemplares de crustidceos e peixes dulcicolas e estuarinos que cederdo amostras para
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as analises das concentracdes de metais e dos biomarcadores; a necessidade, para fins de analise e
modelagem estatistica, de balanceamento entre o nimero de amostras a serem analisadas nos
diferentes ambientes (dulcicolas, estuarinos, marinhos, praias e manguezais); a viabilidade de
aplicacdo de modelos estatisticos empregados em ecotoxicologia, bem como os resultados positivos
obtidos com o0 numero amostral ja utilizado anteriormente nas 5 expedicbes de pesquisa e
monitoramento ecotoxicolégico promovidas pelo ICMBIo (janeiro/2016 - fevereiro/2018) na foz do Rio
Doce e regido costeira adjacente, adotar-se-a 0s seguintes nimeros de amostras: fitoplancton (5
amostras por ponto de coleta, sendo cada amostra constituida de pools de no minimo 3 arrastos
diferentes com duracdo entre 10 e 15 min); zooplancton (5 amostras por ponto de coleta, sendo cada
amostra constituida de pools de no minimo 3 arrastos diferentes com duragdo entre 10 e 15 min);
hidrocorais (6 fragmentos de Millepora alcicornis por ponto de coleta); corais (6 fragmentos de
Mussismilia harttii por ponto de coleta); poliquetos (6 individuos por ponto de coleta); moluscos (6
individuos por ponto de coleta); macrocrustaceos (6 individuos por ponto de coleta e por espécie);
peixes (6 individuos por ponto de coleta e por espécie). Apos a biometria, 0s crustaceos serado
adequadamente anestesiados. A hemolinfa de cada individuo sera coletada e o organismo sera entao
dissecado para coleta de musculo, branquias e hepatopéncreas. Por sua vez, 0s peixes também
serdo adequadamente anestesiados. O sangue de cada individuo sera coletado e o organismo sera
entdo dissecado para coleta de mdusculo, branquias e figado. As amostras de hemolinfa dos
crustaceos e de sangue dos peixes serdo imediatamente preparadas para as andlises de
biomarcadores de dano no material genético, utilizando-se pelo menos duas técnicas de avaliacéo,
conforme sera descrito a seguir (item 7.12). As amostras de tecidos dos crustaceos e peixes serao
coletadas utilizando-se material cirdrgico inoxidavel ou plastico, e acondicionadas em frascos
plasticos previamente limpos com &cido nitrico Suprapur® e enxaguados em agua MilliQ. Estas
amostras serdo imediatamente congeladas e transportadas congeladas para o laboratério, onde
serdo mantidas congeladas em freezer comum (-20°C) até o momento das andlises de metais.
Nestas amostras serdo analisados 0s seguintes metais: arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb),
cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn), conforme sera descrito
a sequir.

Para cada amostra obtida para as analises das concentracfes de metais nos organismos da
foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, conforme descrito acima, sera também coletada uma
duplicata da mesma amostra para as analises de biomarcadores nestes organismos. Estas amostras
serdo também coletadas em quantidades suficientes para a realizacdo das analises de
biomarcadores em tecidos especificos, conforme sera detalhado a seguir (item 7.12), para cada
grupo de organismos: fitoplancton (5 amostras por ponto de coleta, sendo cada amostra constituida
de pools de no minimo 3 arrastos diferentes com duragdo entre 10 e 15 min); zooplancton (5
amostras por ponto de coleta, sendo cada amostra constituida de pools de no minimo 3 arrastos
diferentes com duracdo entre 10 e 15 min); hidrocorais (6 fragmentos de Millepora alcicornis por
ponto de coleta); corais (6 fragmentos de Mussismilia harttii por ponto de coleta); poliquetos (6
individuos por ponto de coleta); moluscos (6 individuos por ponto de coleta); macrocrustaceos (6
individuos por ponto de coleta e por espécie); peixes (6 individuos por ponto de coleta e por espécie).
No caso dos crustaceos e peixes, as amostras de musculo, branquias e hepatopancreas (crustaceos)
ou figado (peixes) de cada organismo serdo coletadas e devidamente acondicionadas, para posterior
analise. As amostras de tecidos dos crustaceos e peixes serdo coletadas utilizando-se material
cirdrgico inoxidavel. As amostras coletadas para as anéalises de biomarcadores serdo acondicionadas
em tubos criogénicos e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido ou ultrafreezer (-80°C), para
posterior andlise de biomarcadores de exposicdo e de efeito de metais em organismos marinhos. As
andlises dos biomarcadores serdo realizadas em tecidos especificos dos organismos da foz do Rio
Doce e regido costeira adjacente, considerando-se a natureza do biomarcador, conforme detalhado a
seguir (item 7.12).

No ambiente praial, serdo coletados, nos 10 pontos de amostragem (Tabela 3), os seguintes
organismos: 1 espécie de poliqueto (triagem manual do sedimento), 1 espécie de anfipodo (triagem
manual do sedimento), o isépodo Excirolana sp. (triagem manual do sedimento) e o caranguejo
Ocypode quadrata (coleta manual). Para as andlises de concentracbes de metais nas amostras dos
organismos da regido praial ser@o coletadas, em cada ponto de monitoramento, amostras em
gquantidades suficientes para a realizacdo das andlises. Considerando-se 0s mesmos argumentos
apresentados para as coletas de organismos na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente, o
nimero de amostras a serem coletadas e analisadas no ambiente praial sera o seguinte: 1 espécie
de poliqueto (6 individuos por ponto de coleta); 1 espécie de anfipodo (5 pools por ponto de coleta; no
minimo 5 individuos por pool); isépodo Excirolana sp. (5 pools por ponto de coleta; no minimo 5
individuos por pool); caranguejo Ocypode quadrata (6 individuos por ponto de coleta). Apds a
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biometria, os crustdceos serdo adequadamente anestesiados. A hemolinfa de cada individuo sera
coletada e o organismo sera entdo dissecado para coleta de muasculo, branquias e hepatopancreas.
As amostras de hemolinfa serdo imediatamente preparadas para as analises de biomarcadores de
dano no material genético, utilizando-se pelo menos duas técnicas de avaliagdo, conforme sera
descrito a seguir (item 7.12). As amostras de tecidos dos crustaceos serdo coletadas utilizando-se
material cirdrgico inoxidavel ou plastico, e acondicionadas em frascos plasticos previamente limpos
com &cido nitrico Suprapur® e enxaguados em agua MilliQ. Estas amostras serdo utilizadas para as
analises de metais. Portanto, elas serdo imediatamente congeladas e transportadas congeladas para
o laboratério, onde serdo mantidas congeladas em freezer comum (-20°C), até o momento das
andlises. Nestas amostras serdo analisados os seguintes metais: arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo
(Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn), conforme
descrito abaixo.

Para cada amostra obtida para as analises das concentragbes de metais nos organismos da
regido praial, conforme descrito acima, sera também coletada uma duplicata da mesma amostra para
as andlises de biomarcadores nestes organismos. Estas amostras serdo também coletadas em
quantidades suficientes para a realizacdo das andlises de biomarcadores em tecidos especificos,
conforme sera detalhado a seguir (item 7.12), para cada grupo de organismos: 1 espécie de poliqueto
(6 individuos por ponto de coleta); 1 espécie de anfipodo (5 pools por ponto de coleta; no minimo 5
individuos por pool); isépodo Excirolana sp. (5 pools por ponto de coleta; no minimo 5 individuos por
pool); caranguejo Ocypode quadrata (6 individuos por ponto de coleta). As amostras de tecidos dos
crustaceos serdo coletadas utilizando-se material cirtrgico inoxidavel. As amostras coletadas para as
analises de biomarcadores serdao acondicionadas em tubos criogénicos e imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido ou ultrafreezer (-80°C), para andlise de biomarcadores de exposicéo e de efeito
de metais em organismos marinhos. As andlises dos biomarcadores serdo realizadas em tecidos
especificos dos organismos do ambiente praial, considerando-se a natureza do biomarcador,
conforme sera detalhado a seguir (item 7.12).

Nos manguezais, serdo coletados 0s caranguejos guaiamu (Cardisoma guanhumi) e
caranguejos-uca (Ucides cordatus) nos 6 pontos de amostragem, conforme os procedimentos
descritos no Apéndice V (Estudo e monitoramento de manguezais - Alteracbes Ecolégicas na
Dindmica dos Manguezais sob influéncia dos sedimentos provenientes do Rio Doce: Barra Nova a
Aracruz). Para os manguezais de franja sobre lateritos do RVS de Santa Cruz, serdo coletadas
espécies de crustaceos decipodes predominantes naqueles ambientes. Considerando-se 0s mesmos
argumentos apresentados para as coletas de organismos na foz do Rio Doce e regido costeira
adjacente, o numero minimo amostral (n = 5) estabelecido no Anexo 5 do TR4 para as amostragens
de caranguejos nos manguezais sera aumentado para 6 individuos. Assim, serdo coletadas, em cada
um dos 6 pontos de monitoramento, amostras em quantidades suficientes para a realizacdo das
andlises de concentracdes de metais nas amostras dos organismos de manguezais: caranguejo
guaiamu (6 individuos por ponto de coleta) e caranguejo-uca (6 individuos por ponto de coleta). Apés
a biometria, os caranguejos serdo adequadamente anestesiados. A hemolinfa de cada individuo sera
coletada e o organismo sera entdo dissecado para coleta de muasculo, branquias e hepatopancreas.
As amostras de hemolinfa serdo imediatamente preparadas para as analises de biomarcadores de
dano no material genético, utilizando-se pelo menos duas técnicas de avaliagdo, conforme sera
descrito a seguir (item 7.12). As amostras de tecidos dos caranguejos serdo coletadas utilizando-se
material cirdrgico inoxidavel ou plastico, e acondicionadas em frascos plasticos previamente limpos
com &acido nitrico Suprapur® e enxaguados em agua MilliQ. As amostras coletadas para as analises
de metais serdo imediatamente congeladas e transportadas para o laborat6rio, onde serdo mantidas
congeladas em freezer comum (-20°C), até o momento das andlises. Nestas amostras serdo
analisados os metais: arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe),
manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn), conforme sera descrito a seguir.

Para cada amostra obtida para as analises das concentracfes de metais nos organismos de
manguezais, conforme descrito acima, sera também coletada uma duplicata da mesma amostra para
as analises de biomarcadores nestes organismos. Estas amostras serdo também coletadas em
quantidades suficientes para a realizacdo das andlises de biomarcadores em tecidos especificos,
conforme sera detalhado a seguir (item 7.12), para cada grupo de organismos: caranguejo guaiamu
(6 individuos por ponto de coleta) e caranguejo-uc¢a (6 individuos por ponto de coleta). As amostras
de tecidos dos caranguejos serdo coletadas utilizando-se material cirargico inoxidavel. As amostras
coletadas para as andlises de biomarcadores serdo acondicionadas em tubos criogénicos e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido ou em ultrafreezer (-80°C), para posterior andlise de
biomarcadores de exposicdo e de efeito de metais nos organismos de manguezal. As analises dos
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biomarcadores serdo realizadas em tecidos especificos dos caranguejos dos manguezais,
considerando-se a natureza do biomarcador, conforme sera detalhado a seguir (item 7.12).

6.8. Avaliacdo da microbiota na agua, sedimentos e corais

O monitoramento da comunidade microbiana total em amostras de &agua, sedimentos e
associada aos corais, sera realizado utilizando-se triplicatas das amostras em cada ponto de coleta
(total de até 12 amostras por ponto de coleta). As coletas de agua e sedimento serdo realizadas nos
10 pontos de amostragem do Rio Doce no estado do Espirito Santo (Tabela 1) e nos 21 pontos de
amostragem na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente (Tabela 2). Por sua vez, as amostras de
corais serdo coletadas nos 3 pontos de monitoramento no Parque Nacional Marinho de Abrolhos e
em recifes-controle fora de possiveis rotas de dispersdo dos sedimentos. As andlises da microbiota
total em amostras de agua, sedimentos e associada aos corais serdo realizadas através da extracao
do DNA total, utilizando o PowerSoil DNA isolation kit (MoBio, USA), e posterior sequenciamento de
DNA, utilizando-se sequenciadores de nova geragcdo. As leituras geradas serdo processadas
utilizando o programa Mothur v.1.33. A andlise das sequencias obtidas permitira a avaliagdo do core
microbiano e 0s microrganismos presentes nas diferentes amostras, nos diferentes pontos e nos
diferentes tempos de coleta, correlacionando estatisticamente os resultados de diversidade
microbiana obtidos com as demais analises realizadas no programa de monitoramento, com
concomitante andlise de possiveis impactos que estejam presentes em pontos de coleta ao longo do
tempo. Essa avaliacdo permitird ndo apenas indicar possiveis alteracdes ambientais temporais e/ou
pontuais, como ainda apontar bioindicadores microbianos especificos da presenca de sedimentos
elou de impactos nas diferentes areas amostradas, que podem ser rastreados em areas adjacentes.

6.9. Coleta de amostras de aves

No que se refere as aves marinhas, as coletas e analises das amostras serdo realizadas
conforme descrito no Apéndice VI. Por sua vez, o monitoramento da bioacumulagcdo de
contaminantes nas aves estuarinas, de manguezais e da regido costeira considerara as espeécies
conforme seus diferentes habitos alimentares/guildas tréficas, a fim de compreender o quadro de
contaminagdo dos organismos e a biomagnificacdo dos contaminantes ao longo da cadeia tréfica. No
gue se referem as variacbes temporais, assim como para os demais organismos em avaliacéo, a
frequéncia de amostragem das aves estuarinas, de manguezais e da regido costeira sera sazonal
(inverno e verado). Devido a grande heterogeneidade ambiental ao longo do curso do rio afetado pelo
evento ndo é possivel antever quais espécies estardo presentes nas 3 areas amostrais (estuério,
manguezal e regido costeira) e assim, definir a amostragem em nivel especifico. Por isso, seréo
realizadas coletas de espécies de aves estuarinas, de manguezais e da regido costeira que
representem os habitos alimentares relacionados aos ambientes dulcicola e estuarino, conforme as
familias relacionadas na Tabela 4. Assim, em cada uma das 3 areas amostrais dos ambientes
dulcicolas e estuarinos sera coletada uma espécie de cada grupo alimentar, de acordo com a Tabela
4, conforme a sua abundancia local e buscando atender a lista de priorizacdo associada. As espécies
gue serdo capturadas em cada local de amostragem serdo selecionadas com base em dados de
abundéancia, priorizando sempre aquelas mais abundantes, a fim de que a coleta ndo resulte em
impactos populacionais e que viabilize a obten¢cdo de amostras das mesmas espécies ao longo de
todo o periodo de monitoramento. Serdo obtidas amostras de, no minimo, dois individuos da mesma
espécie por area de amostragem, por estacdo do ano (inverno e verdo). Sera priorizada a
amostragem nao letal, por captura manual ou com rede-de-neblina, ou amostragem de individuos
encontrados mortos. Serdo realizadas amostragens com redes-de-neblina nos diferentes ambientes
das é&reas pré-definidas, fazendo uso de uma linha de 10 redes de 12 m ao longo de dois dias/noites
consecutivos ou alternados, visando a obtencdo ndo letal de amostras em 10 individuos/area
amostral/estacdo do ano (inverno e verdao). Em caso de auséncia da guilda tréfica/habito alimentar, a
mesma sera devidamente justificada com base em bibliografia especializada e em dados de
abundéancia.

Tabela 4. Lista das familias de aves estuarinas, de manguezais e da regido costeira a serem
amostradas no monitoramento de contaminantes, com seu respectivo habito alimentar e exemplo de
espécies a serem priorizadas quando presentes na area amostral.

Habito Alimentar/Guilda e Exemplos de espécies
e Familias o

Trofica a serem priorizadas

Invertebrados aquaticos, ovos e Anseridae, Rallidae, Charadrius collaris, Actitis
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Héabito Alimentar/Guilda - Exemplos de espécies
- Familias .
Trofica a serem priorizadas
larvas de anfibios, pequenos Charadriidae, Scolopacidae macularius, Aramides
vertebrados e de origem vegetal. saracura, Gallinula
galeata

Dendrocygna autumnalis,
Anatidae Dendrocygna viduata,
Amazonetta brasiliensis

Filtradores, plantas aquaticas e
invertebrados

Egretta caerulea, Egretta
thula, Chloroceryle
americana

Podicipedidae, Ardeidae,

Peixes e invertebr ati i
eixes e invertebrados aquaticos Cerylidae

Phalacrocoracidae, .
Phaetusa simplex,

Piscivoras Sternidae, Rhynchopidae, Rvnchops niger
Alcedinidae y ps g
Malacofagos Acciptridae*, Aramidae *Rostrhamus sociabilis

Fonte: Anexo 1, TR4.

Para os espécimes capturados com rede-de-neblina, serdo coletadas as seguintes amostras:
sangue (maximo de 1% da massa corporal da ave em microtubo ou frasco de 1,5 ml, sem
anticoagulante) e penas de contorno (minimo de 5 a 10 penas). Em caso de aves abatidas ou
encontradas mortas, 0 sangue sera obtido nos coagulos cardiacos. As amostras de sangue serao
resfriadas em campo e congeladas tao logo seja possivel. Por sua vez, as penas serdo armazenadas
a seco em sacos plasticos tipo zip-loc. Os tipos de amostras a serem obtidos de cada ave coletada
incluirdo sangue coagulado, musculo peitoral, figado, penas de contorno e osso (fémur). Além disso,
para interpretacdo dos resultados quantitativos de contaminagdo, serdo obtidas informacgbes de
aspectos troficos de cada ave coletada. Assim, o conteddo estomacal tera seus itens alimentares
analisados e quantificados (identificacdo taxondmica dos itens alimentares e quantificacdo da
frequéncia de ocorréncia absoluta e relativa; FO e FO%, respectivamente), contribuicdo numeérica
absoluta e relativa (N e N%, respectivamente) e contribuicdo em massa medida com balan¢a de
precisdo ou reconstituida, absoluta e relativa (M e M%, respectivamente). Os parametros para anélise
de conteudo estomacal sao aqueles definidos em Faria et al. (2016). Para a interpretacdo dos dados
de bioacumulacéo de contaminantes ao longo da cadeia trofica, sera realizada a analise simultanea
de is6topos estaveis de carbono (613C) e nitrogénio (815N) nos tecidos dos mesmos individuos
amostrados. Assim, uma aliquota do sangue (5-6 gotas) e de pena em crescimento (5-6 penas), ou
seja, ainda com bulbo contendo sangue, serd analisada quanto aos isOtopos estaveis. Para
comparacgao com os valores isotopicos das aves, serdo obtidas amostras de tecido de pelo menos 3
itens alimentares de cada espécie de ave, indicadas a partir da analise do contetido estomacal e/ou
observagcbes de forrageamento em campo e literatura pertinente. A preparacdo e analise das
amostras de aves e seus potenciais presas seguira os protocolos descritos em Faria et al. (2016). Os
dados isotépicos serdo analisados através de modelos bayesianos de misturas isotdpicas, conforme
descritos em Faria et al. (2016).

Para as aves que serdo abatidas, serdo coletadas amostras de sangue, musculo, figado,
penas e osso de 2 individuos, de 2 espécies de cada guilda tréfica, conforme indicado na Tabela 4,
em cada uma das 3 areas indicadas para 0 monitoramento de aves estuarinas, de manguezais e da
regido costeira. No caso das coletas ndo letais, serdo entdo amostrados somente sangue e penas,
porém de 10 individuos. Assim, serdo abatidas no méximo 20 aves em cada uma das 3 areas de
amostragem, sendo coletados 5 tecidos de cada individuo. Porém, seré priorizada a amostragem nao
letal. Neste caso, serdo coletadas amostras de penas e sangue, sendo que um numero maior de
individuos (10) ser4 amostrado, mantendo-se assim o nimero total de amostras de penas e sangue,
independentemente do método de coleta. Os dados de concentragbes de metais nas penas e no
sangue de aves marinhas (Apéndice VI) serdo comparados com amostras de 10 individuos por
espécie que foram coletados previamente ao evento de rompimento da barragem.
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6.10. Coleta e analise das concentracGes de contaminantes em amostras de quel6nios e
cetaceos

As coletas das amostras para analises das concentracdes de contaminantes em amostras de
gueldnios e cetaceos serdo realizadas no ambito do Apéndice VI. Nas amostras de tecidos de
quelbnios e cetadceos deverdo ser realizadas as andalises de microcontaminantes e metais. As
amostras de quelbnios serdo analisadas no ambito do presente Apéndice (Apéndice I). Por sua vez,
as amostras de cetaceos seréo analisadas no &mbito do Apéndice VI.

Para a determinacdo da concentracdo de mercurio total (HgT), as amostras de quelbnios
serdo tratadas a frio com 1 mL de H,O,. Apds essa etapa, serdo adicionados 5 mL de solucédo
sulfonitrica concentrada (H,SO4-HNO3; v/v) e as amostras serdo entdo aquecidas em banho-maria a
60°C por 2 h, até a solubilizagdo completa da amostra. Os extratos serdo resfriados por 15 min, e 10
mL de KMnO, (5%) serdo adicionados aos extratos. As amostras serdo retornadas ao banho-maria
(60°C) por 15 min, e serdo entdo resfriadas em repouso, por uma noite. No dia seguinte, o extrato
serd reduzido com a adi¢cdo de 1 mL de soluc¢éo de cloridrato de hidroxilamina (HONH3) a 12%. O
extrato final sera avolumado com agua MilliQ até 14 mL. As leituras serdo ser realizadas em
espectrofotdmetro de absorcdo atdmica com gerador de vapor frio. A certificacdo do método de
determinacdo do HgT serd feita por meio de materiais certificados DOLT-5 (figado de peixe) e
DORM-4 (musculo de peixe) do Conselho Nacional de Pesquisa do Canada (NRCC). Serdo usados
brancos analiticos em todas as baterias analiticas.

A determinacgdo das concentracdes de elementos-traco (As, Cr, Cd, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn) nas
amostras de queldnios sera realizada através de espectrometria de absor¢cdo atbmica com
atomizacao eletrotérmica (ETAAS), utilizando-se de um espectrometro equipado com corretor de
fundo por efeito Zeeman. Para tal, uma solugdo de nitrato de paladio (Pd(NO3),) sera utilizada como
modificador quimico e, consequentemente, adicionada a cada solugéo a ser analisada. Esta solucéo
serd preparada a partir de uma solugéo padréo de nitrato de paladio, modificador para forno de grafite
AAS (Merck N0.B9366989 710). O controle de qualidade sera efetuado através do uso de materiais
certificados de referéncia (DOLT-5 e DORM-4) do Conselho Nacional de Pesquisa do Canada
(NRCC).

Para a determinacédo de compostos organoclorados nas amostras de quelbnios, as extracdes
serdo realizadas com aparelhos de Soxhlet com capacidade de 60 mL e balBes volumétricos de 125
mL, os quais serdo aquecidos individualmente por mantas aquecedoras. Sera utilizada uma mistura
de solventes (hexano e diclorometano; 1:1; v/v). Serdo utilizados cerca de 8 g de amostra (peso
seco). Os padr@es internos de PCB 103 e PCB 198 serdo adicionados as amostras. O volume final
sera reduzido, para dar entdo prosseguimento a etapa de purificacdo, com a adicdo de H,SO,
(Santos-Neto et al.,, 2014). O conteido lipidico das amostras sera quantificado por gravimetria.
Portanto, as concentra¢des finais dos compostos organoclorados serdo normalizadas a partir do
conteado de lipidios na amostra analisada. As concentracbes dos pesticidas e das bifenilas
policloradas serdo mensuradas em um cromatografo de fase gasosa, com detector de captura de
elétrons (GC/ECD). O hidrogénio sera utilizado como gas de arraste enquanto o nitrogénio sera
empregado como gas auxiliar (make up). O controle de qualidade seré realizado através de andlises
regulares dos brancos de procedimentos, bem como através de injecdo randdmica de padrbes
certificados de referéncia e brancos de solventes.

Para a determinacdo de compostos organobromados nas amostras de quelbnios, as
extracbes serdo realizadas com aparelhos de Soxhlet com capacidade de 60 mL e balbes
volumétricos de 125 mL, os quais serdo aquecidos individualmente por mantas aquecedoras. Uma
mistura de hexano e diclorometano (1:1; v/v) sera utilizada. Serdo utilizadas cerca de 8 g de amostra
(peso seco). Os padrdes internos PBDE-181 e PBDE-209 serdo adicionados as amostras. O volume
final sera reduzido, para dar entdo prosseguimento a etapa de purificacdo. O método utilizado para
purificacdo de amostras é aquele descrito e validado por Covaci e Koppen (2002) e Voorspoels et al.
(2003). O conteudo lipidico sera quantificado por gravimetria, sendo que as concentracdes finais dos
compostos organobromados serdo entdo normalizadas considerando-se o conteudo de lipidios na
amostra analisada. As concentragbes dos PBDEs e MeO-PBDEs serdo mensuradas utilizando-se
cromatdgrafo de fase gasosa (GC) acoplado a espectrdmetro de massa (MS). O GC sera operado no
modo de ionizacdo quimica negativa (ECNI). O metano sera utilizado como gas de apoio do detector
e as temperaturas de fonte de ions, quadrupélo e interface serdo ajustadas para 230, 150 e 300°C,
respectivamente. O MS serd utilizado no modo de monitoramento seletivo de ions (SIM) com ions m/z
= 79 e 81 (de tri- a hepta-BDES) e 484,7/486,7 e 494,7/496,7 (para BDE 209 e 13C-BDE 209,
respectivamente), sendo monitorados durante toda a corrida. O controle de qualidade sera realizado
através de andlises regulares dos brancos de procedimentos, bem como através de injecao
randdmica de padrdes certificados de referéncia e brancos de solventes.
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A metodologia de andalise de HPAs nas amostras de quelbnios serd adaptada e otimizada a
partir de procedimento descrito pela Agéncia de Protecdo Ambiental Norte-Americana (USEPA,
2014). Resumidamente, as aliquotas das amostras liofilizadas serdo pesadas e extraidas em Soxhlet
com metanol, seguidas pela reacdo de saponificacdo através da adicdo de hidroxido de potassio.
Posteriormente, serda conduzida uma extracdo liquido-liquido com hexano, onde a amostra sera
transferida para um funil de separacao, onde sera adicionado hexano, sendo que através de agitacao
manual, o extrato de hexano serd separado e recolhido em novo baldo. Tal procedimento sera
repetido por 3 vezes, sendo que todo o extrato de hexano seré recolhido e entdo reduzido a cerca de
1 mL em evaporador rotativo a vacuo. Os extratos serdo purificados através de clean up, a ser
realizado em colunas de vidro. Ao extrato reduzido em Turbo vap, sera adicionado o padréo interno,
visando a quantificagdo dos compostos. A identificacdo e quantificagdo dos HPAs serdo realizadas
por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG/MS).

6.11. Analises das concentragdes de metais nas amostras de &agua, sedimentos,
invertebrados, peixes e aves

As andlises das concentracdes dos metais As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn e Zn nas amostras de
agua, sedimento, invertebrados (individuos inteiros ou tecidos), peixes (tecidos) e aves (tecidos)
serdo realizadas utilizando-se forno de grafite acoplado a espectrédmetro de absor¢éo atdmica de alta
resolucdo com fonte continua. Por sua vez, a analise da concentracdo de Hg nestas amostras sera
realizada pelo método de vapor frio, utilizando-se gerador de hidretos acoplado a espectrofotbmetro
de absorcao atémica.

Para as andlises de As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn e Zn, as amostras de agua filtradas e nao
filtradas oriundas dos pontos amostrais da Foz do Rio Doce e regido costeira adjacente serdo
dessalinizadas, a fim de minimizar um possivel "efeito matriz" associado as altas concentragfes de
fons presentes na 4gua salgada (Nadella et al., 2009). Para tal, os metais representativos presentes
em 1 mL de amostra de agua serdo precipitados adicionando-se 1 pL de o6xido de lantanio (10 mg
La/mL) e 7,5 uL de carbonato de sédio (1 M), o que elevara o pH da amostra para aproximadamente
9,8. A solucdo sera entdo gentilmente agitada em banho-maria (80°C) por 30 min para promover a
floculacdo do precipitado, na sua maioria constituido de hidroxido de lantanio. A solucdo resultante
sera entdo centrifugada a 3.000 xg por 15 min, sendo que o sobrenadante obtido sera descartado. O
precipitado remanescente sera dissolvido em 1 mL de acido nitrico (HNOj3, 1 N) ultrapuro (Suprapur,
Merck) e utilizado na determinacdo da concentracdo dos metais. As andlises das concentracdes de
As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn e Zn em todas as amostras de agua (doce, estuarina e marinha) seréo
realizadas utilizando-se forno de grafite acoplado a espectrébmetro de absorcdo atbmica de alta
resolucdo com fonte continua. Por sua vez, a analise da concentracdo de Hg nestas amostras sera
realizada pelo método de vapor frio, utilizando-se gerador de hidretos acoplado a espectrofotdmetro
de absor¢éo atbmica. As concentracdes totais e dissolvidas dos metais nas amostras de 4gua serdo
expressas em ug/L e comparadas com a Resolugdo CONAMA 357/2005 (CONAMA, 2005),
respeitando-se o tipo (Agua doce, salobra ou marinha) e as classes de qualidade de cada amostra de
agua em analise. Para verificar a acuracia e exatiddo das andlises, serdo realizados controles de
qualidade analiticos. Para tal, serdo analisados "brancos", onde todos os procedimentos para a
preparacdo e andlise das amostras serdo igualmente realizados, porém na auséncia da amostra.
Além disso, serdo utilizadas solucfes padres certificadas do Conselho Nacional de Pesquisa do
Canadé (NRCC) para os metais a serem analisados nos diferentes tipos de dguas analisadas (NASS-
6: agua marinha; SLEW-3: agua salobra; SLRS-6: agua doce). Os percentuais de recuperagao dos
metais nas solugBes padrBes certificadas, bem como os limites de deteccdo e quantificacdo do
método para 0s metais analisados (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb, e Zn), serdo apresentados.

As amostras de material biolégico serdo previamente secas em estufa (45-60°C) até peso
seco constante e digeridas em acido nitrico (HNO3) ultrapuro (Suprapur, Merck) na propor¢édo de 1 g
de peso seco de material biolégico para 2 mL de acido nitrico. O teor de 4gua para cada amostra sera
obtido. As amostras serdo entdo submetidas a digestdo acida lenta em tubos plasticos tipo
Eppendorf, os quais serdo devidamente lacrados e mantidos em estufa incubadora (45-60°C) até a
completa digestdo das amostras. As amostras contendo o material bioldgico digerido serdo entédo
avolumadas a 1 mL com agua tipo MilliQ. No momento das andlises, caso necessario, as amostras
serdo diluidas utilizando-se agua tipo MilliQ, visando se adequar as concentracdes dos metais nas
amostras aquelas presentes nas solucdes padres certificadas utilizadas para calibrar o
equipamento. As concentracdes de As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn e Zn nas amostras de material
bioldgico, preparadas conforme descrito acima, serdo analisadas utilizando-se forno de grafite
acoplado a espectrofotdmetro de absorcdo atbmica de alta resolugdo. Por sua vez, a andlise da
concentracdo de Hg nestas amostras sera realizada pelo método de vapor frio, utilizando-se gerador
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de hidretos acoplado a espectrofotdmetro de absorcéo atémica. As concentracbes dos metais no
material biolégico serdo expressas em pug/g de peso umido (mg/kg de peso umido) e ug/g de peso
seco (mg/kg de peso seco). Os resultados das amostras de musculo de crustdceos e peixes serdo
comparados com os limites estabelecidos pela Resolucdo da Diretoria Colegiada da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria RDC n® 42, de 29/08/2013 (ANVISA, 2013), que dispde sobre o
Regulamento Técnico MERCOSUL sobre Limites Maximos de Contaminantes Inorganicos em
Alimentos. Para verificar a acuracia e exatiddo das analises, serdo realizados controles de qualidade
analiticos. Para tal, serdo analisados "brancos", onde todos os procedimentos para a preparagdo e
analise das amostras serdo igualmente realizados, porém na auséncia da amostra. Além disso, serdo
analisados materiais de referéncia certificados para andlise de metais tracos do Conselho Nacional
de Pesquisa do Canada (NRCC), de acordo com o material biolégico analisado (DOLT-5: figado de
peixe; DORM-4: musculo de peixe; TORT-3: hepatopancreas de lagosta). Amostras destes materiais
serdo tratadas e analisadas da mesma forma que as amostras do material biolégico coletado no
monitoramento, conforme descrito anteriormente. Os percentuais de recuperacdo dos metais
presentes nos materiais de referéncia certificados, bem como os limites de detec¢éo e quantificacdo
do método para os metais analisados (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb, e Zn), serdo apresentados.

As amostras de sedimentos, coletadas conforme descrito acima, serdo tratadas com digestéo
acida, conforme os procedimentos descritos pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA, 1996). As concentracdes de As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mn e Zn nas amostras de sedimento
serdo analisadas utilizando-se forno de grafite acoplado a espectrofotémetro de absor¢cdo atbmica de
alta resolucéo. Por sua vez, a andlise da concentracdo de Hg nestas amostras sera realizada pelo
método de vapor frio, utilizando-se gerador de hidretos acoplado a espectrofotdmetro de absorcao
atdmica. As concentra¢des dos metais no sedimento serdo expressas em pg/g de peso umido (mg/kg
de peso Uumido) e pg/g de peso seco (mg/kg de peso seco). Para verificar a acuracia e exatiddo das
andlises, serdo realizados controles de qualidade analiticos. Para tal, serdo analisados "brancos",
onde todos os procedimentos para a preparacao e analise das amostras serdo igualmente realizados,
porém na auséncia da amostra. Além disso, sera utilizado material de referéncia certificado do
Conselho Nacional de Pesquisa do Canada (NRCC) para os metais a serem analisados (MESS-4).
Amostras deste material serdo tratadas e analisadas da mesma forma que as amostras de sedimento
coletadas no monitoramento, conforme descrito anteriormente. Os percentuais de recuperacdo dos
metais presentes no material de referéncia certificado, bem como os limites de deteccdo e
quantificacdo do método para os metais analisados (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb, e Zn), serdo
apresentados.

6.12. Andlises de biomarcadores em amostras de invertebrados e peixes

Biomarcadores sdo alteragdes bioldgicas que expressam a exposic¢ao e os efeitos toxicos dos
poluentes presentes no ambiente e podem ser mensuradas em nivel molecular, celular e fisiolégico
(Walker et al., 1996). Portanto, os biomarcadores selecionados para um programa de monitoramento
ambiental devem detectar a exposi¢do do organismo aos contaminantes através de qualquer
alteracdo biologica mensuravel (biomarcadores de exposi¢cdo) e/ou a magnitude de resposta do
organismo aos contaminantes (biomarcadores de efeito). Assim, os biomarcadores serdo analisados
de forma seletiva nas amostras de invertebrados e peixes coletados no presente programa de
monitoramento, considerando-se os potenciais efeitos bioldégicos dos metais (desequilibrio ibnico e
osm@tico, inibicdo enzimatica, oxidacdo de biomoléculas, danos morfoldégicos e desequilibrio
enddcrino) nos respectivos tecidos e organismos a serem analisados, bem como a quantidade de
amostra disponivel para a realizacdo das analises em questdo e os resultados j4 obtidos nas 5
expedicbes de pesquisa e monitoramento ecotoxicolégico promovidas pelo ICMBIio (janeiro/2016 -
fevereiro/2018) na foz do Rio Doce e regido costeira adjacente. Os biomarcadores a serem
analisados nas respectivas amostras de tecidos e organismos coletados no presente programa de
monitoramento ambiental encontram-se listados abaixo (Tabela 5).

Tabela 5. Lista dos biomarcadores a serem analisados nas amostras de organismos coletados nas
diferentes areas de monitoramento.

Amostra Biomarcador

Concentragdo de metalotioneinas (exposicao)

Fitoplancton Peroxidacdo lipidica (efeito)

Concentragdo de metalotioneinas (exposi¢ao)
Zooplancton Peroxidacao lipidica (efeito)
Composicéo ibnica corporal (efeito)
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Concentragdo de metalotioneinas (exposi¢ao)
Larvas de quironomideos Composicéo ibnica corporal (efeito)
Atividade da Na,K-ATPase (efeito)

Concentragdo de metalotioneinas (exposi¢ao)

Girinos de anfibios Composigéo ibnica corporal (efeito)
Atividade da Na,K-ATPase (efeito)
Poliquetos, anfipodos, isépodos e Concentracdo de metalotioneinas (exposi¢ao)
moluscos Peroxidacao lipidica (efeito)
Hemolinfa de camardes dulcicolas e Composicédo ibnica hemolinfatica (efeito)
estuarinos Danos de DNA (efeito)

Hemolinfa de camardes marinhos e de

: ; . Danos de DNA (efeito)
caranguejos de manguezais e de praias.

Branquias de camardes dulcicolas e Atividade da Na,K-ATPase (efeito)
estuarinos Peroxidacao lipidica (efeito)

Branquias de camardes marinhos e de

) ; ; Peroxidagao lipidica (efeito)
caranguejos de manguezais e de praias

Hepatopancreas de camardes (dulcicolas,
estuarinos e marinhos) e caranguejos
(manguezais e praias)

Concentragdo de metalotioneinas (exposi¢ao)
Peroxidacao lipidica (efeito)

Composigédo ibnica plasmatica (efeito)
Danos de DNA (efeito)
Desreguladores endécrinos (efeito)

Sangue de peixes (dulcicolas, estuarinos e
marinhos)

A . . . Atividade de enzimas antioxidantes (efeito)
Branquias de peixes (dulcicolas, estuarinos

e marinhos) Danos morfolégicos (efeito)

Atividade de enzimas do metabolismo energético (efeito)

Concentragdo de metalotioneinas (exposi¢éo)
Peroxidacao lipidica (efeito)

Figado de peixes (dulcicolas, estuarinos Atividade de enzimas antioxidantes (efeito)

marinhos)
Danos morfolégicos

Atividade de enzimas do metabolismo energético (efeito)

Musculo de camardes (dulcicolas,
estuarinos e marinhos), caranguejos
(manguezais e praias) e peixes (dulcicolas,
estuarinos e marinhos)

Oxidacéo de proteinas (efeito)

Corais e hidrocorais Peroxidacéo lipidica (efeito)

Atividade de enzimas envolvidas na calcificacdo (efeito)

As metodologias a serem empregadas para as analises dos biomarcadores listados na
Tabela 6 encontram-se descritas abaixo. Porém, para fins de praticidade e rapidez na realizagcdo das
andlises, bem como de precisao e reprodutibilidade dos dados, sempre que possivel serdo utilizados
kits comerciais de reagentes especificos que utilizem metodologia semelhante aquelas descritas
abaixo para a determinacédo dos respectivos biomarcadores.

Concentracdo de metalotioneinas

A determinacdo da concentracdo de metalotioneinas sera realizada conforme descrito por
Viarengo et al. (1997). A amostra sera homogeneizada e centrifugada (6.000 xg) durante 10 min. O
sobrenadante serd descartado e o precipitado sera homogeneizado com 1 mL de etanol 87% e
cloroférmio 1% diluidos em tampéo Tris-HCI (20 mM). A solugéo resultante sera centrifugada a 6.000
xg durante 10 min. O sobrenadante serd novamente descartado e o novo precipitado obtido sera
homogeneizado em 150 yL de NaCl (250 mM) e serdo adicionados posteriormente 150 L de solugao
de EDTA (4 mM) e HCI (1 N). A seguir, 100 yL de cada amostra (em duplicata) serdo adicionadas a
1,4 mL de solucédo de DTNB preparada em um tampéo (pH 8,0) contendo Na,HPO,4.7H,0 (200 mM),
NaCl (2 M) e DTNB (0,43 mM). Apdés nova centrifugagdo a 3.000 xg por 5 min, 350 uL do
sobrenadante obtido a partir de cada amostra serédo entdo transferidos, em duplicata, para as pocas
de uma microplaca. A leitura de absorbancia (405 nm) sera feita em espectrofotdbmetro de
microplacas. Os resultados serdo expressos em pmol GSH/g de peso Umido de tecido. Para fins de
praticidade e rapidez na realizacdo das analises, bem como de precisdo e reprodutibilidade dos
dados, podera ser utilizado um kit comercial de reagentes (Fish Metallothionein ELISA Kit, fornecido
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pela MyBiosource; ou outro kit similar), cujo principio de andlise também utiliza um método
espectrofotométrico em microplaca.

Composicéo ibnica corporal, hemolinfatica ou plasmatica

Para a determinacdo da composicdo ibnica corporal, os microinvertebrados serdo coletados,
rapidamente (30 s) lavados em agua tipo MilliQ, pesados, anestesiados e eutanasiados. Apés 96 h de
secagem em estufa (70°C), sera determinado o peso seco do material digerido e este digerido em
acido nitrico 65% (SupraPur, Merck). Apds completa digestdo, as amostras serdo apropriadamente
diluidas para a analise da composicdo iénica (Ca, K, Mg e Na), as quais serdo determinadas por
espectrofotometria de absorcdo atdbmica no modo chama. Por sua vez, a concentracdo de cloretos
sera analisada pelo método de formacdo de cianeto férrico de enxofre. Os resultados serdo ser
expressos em mg/g de peso umido. No que se refere a composicao idnica hemolinfatica e plasmatica,
esta sera analisada nas amostras de hemolinfa (crustaceos) e sangue (peixes) que foram coletadas
durante o monitoramento, conforme descrito acima. As andlises dos ions (Ca, K, Mg, Na e Cl) serdo
realizadas conforme descrito para a analise da composic¢ao corporal.

Atividade da Na",K*-ATPase

As amostras de material bioldgico para a determinacéo da atividade da Na',K'-ATPase seréo
preparadas com base nos procedimentos descritos por Péqueux e Chapelle (1982). As amostras,
coletadas conforme descrito acima, serdo homogeneizadas num meio contendo 1 mL de tamp&o Sl
(sacarose - Imidazol em pH 7,6) e mantidas em banho de gelo. Apos seréo centrifugadas a 5.000 rpm
e a 5°C, por 5 min. O sobrenadante obtido sera coletado para determinacgio da atividade da Na',K'-
ATPase, a qual sera determinada utilizando-se um método colorimétrico. Para tal, serdo usados 100
mL do sobrenadante do homogeneizado, onde serdo adicionados 2,5 mL de uma solucdo salina A
contendo 77 mM de NaCl; 20 mM de KCI; 6 mM de MgCI2 e 3 mM de ATP. O pH da solucédo sera
ajustado a 7,6 com tampé&o Tris-HCI 0,1 mM. As amostras serdo incubadas durante 60 min a 25°C, no
escuro e a leitura sera feita a 620 nm. A mesma reagéo sera realizada com 100 uL de sobrenadante e
2,5 mL de uma solucao salina B contendo 83 mM de NaCl; 6 mM de MgCI2, 3 mM de ATP e 1 mM de
ouabaina. Ambas as reacbes serdo mantidas por 1 h, quando entdo serdo inibidas pela adicdo de
acido tricloroacético 50%. A quantidade de fésforo produzido em cada reacdo sera determinada
utilizando-se um kit de reagentes especificos para a determinacdo do fosforo. A diferenca na
producdo de fésforo entre as duas reacdes realizadas acima serd entdo considerada como sendo
aquela atribuida a atividade da Na*,K’-ATPase. A concentragio da proteina no homogeneizado sera
determinada colorimetricamente, com base no método de Bradford, usando-se albumina de soro
bovino como padrdo. A atividade da enzima sera entdo expressa em mmoles Pi/mg proteina/h. Para
fins de praticidade e rapidez na realizacdo das analises, bem como de precisao e reprodutibilidade
dos dados, podera ser utilizado um kit comercial de reagentes (Na+/K+ ATPase Assay Kit, fornecido
pela MyBiosource; ou outro kit similar), cujo principio de analise também utiliza um método
espectrofotométrico em microplaca.

Atividade de enzimas envolvidas na calcificagdo

A preparagdo das amostras para analise dos parametros de calcificacdo sera realizada
macerando-se as amostras em nitrogénio liquido e separando-as em aliquotas de 150-200 mg. Para
cada andlise, as amostras serdo homogeneizadas em tampédo especifico (1:1; peso/volume) para
cada ensaio, com o auxilio de um sonicador. As amostras homogeneizadas serdo entdo
centrifugadas (10.000 xg, 20 min, 4°C) e o sobrenadante coletado para as analises, sendo
imediatamente utilizado para as medidas de atividade enzimatica (Ca2+—ATPase Mg“-ATPase e
anidrase carbdnica). A quantificacdo de proteinas totais nas amostras homogeneizadas sera
realizada baseando-se no método de Bradford.

A determinacado da atividade da anidrase carb6nica sera realizada medindo-se a reducao de
pH associada a catélise da hidratacdo do CO,, com a correspondente liberacdo de H" (Henry, 1991).
O tampaéo utilizado para homogeneizacdo das amostras sera constituido de Tris-Base (10 mM, pH
8,5), sacarose (75 mM), inibidor de proteases (fluoreto de fenilmetanosulfonil - PMSF 1 mM) e
ditritiotreitol (DTT 1 mM). Para isso, 15 yL do homogeneizado serdo adicionados a 3 mL de uma
solucdo de reacdo composta por Tris-Base (10 mM, pH 8,5), sacarose (75 mM), manitol (225 mM) e
fosfato (10 mM). Em seguida, serdo adicionados 280 uL de substrato (dgua destilada saturada com
CO,) e o pH registrado a cada 5 s, durante 30 s, com o auxilio de um pHmetro de bancada.
Paralelamente, serdo realizadas determinagbes do "branco de reacao", onde 15 pyL do tampao de
homogeneizacéo serédo adicionados a solucéo de reac¢do e ao substrato. Sera utilizado o modelo de
regresséo linear (variavel dependente: pH, variavel independente: tempo) para determinar a
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declividade das retas de reacdo. A média dos dados obtidos nos homogeneizados sera a taxa de
reacdo catalisada, enquanto a média dos dados obtidos nos brancos indicara a taxa da reacéo nao
catalisada. Os resultados serdo normalizados considerando a quantidade de proteinas nas amostras
e expressos em unidades de anidrase carbbénica/mg proteina. Para fins de praticidade e rapidez na
realizacdo das analises, bem como de precisdo e reprodutibilidade dos dados, podera ser utilizado
um kit comercial de reagentes (Fish Carbonic Anhydrase ELISA Kit, fornecido pela MyBiosource; ou
outro kit similar), cujo principio de analise utiliza um método espectrofotométrico em microplaca.

A determinagao das atividades da Ca**-ATPase e da Mg”*-ATPase sera realizada utilizando-
se o0 método descrito por Vajreswari et al. (1983), com madificacées. O homogeneizado da amostra
serd preparado utilizando-se tampédo composto por Tris-HCI (100 mM, pH 7,6), sacarose (500 mM),
DTT (1 mM) e PMSF (1 mM). O homogeneizado sera centrifugado (20 min, 10.000 xg, 4°C) e 20 pL
do sobrenadante serdo utilizados para a andlise. O meio de reagdo utilizado na andlise da atividade
da Ca**-ATPase sera composto por NaCl (189 mM), MgCIz (5 mM), CacCl, (5 mM) e Tris-HCI (20 mM,
pH 7,6). A incubacdo da reacgdo sera reallzada a 30°C, por 30 min. Por sua vez, o meio de reacéo
utilizado na andlise da atividade da Mg®*-ATPase sera composto por NaCl (189 mM), MgCl, (5 mM),
EGTA (0.2 mM) e Tris-HCI (20 mM, pH 7,6). A incubacdo da reacgéo sera realizada a 30°C, por 30
min. No inicio da incubacao, ATP (3 mM) e ouabaina (1mM) serdo adicionados aos meios de rea¢ao.
A concentracéo de fosfato inorganico (Pi) liberada pela atividade das enzimas no meio de reagéo sera
determinada utilizando-se o método colorimétrico (630 nm). Os resultados serdo normalizados com
base na quantidade de proteinas totais presentes nos homogeneizados e serdo expressos em mM
Pi/mg proteina/min. Para fins de praticidade e rapidez na realizagdo das analises, bem como de
precisdo e reprodutibilidade dos dados, podera ser utilizado um kit comercial de reagentes (Ca-
ATPase ELISA Kit fornecido pela MyBiosource; ou outro kit similar), cujo principio de andlise também
utiliza um método espectrofotométrico em microplaca.

Atividades de enzimas do metabolismo energético

As atividades da lactato desidrogenase (LDH) e malato desidrogenase (MDH) seréo
analisadas em homogeneizados das amostras das branquias e figado dos peixes coletados durante o
monitoramento, conforme descrito acima. Os homogeneizados das amostras de branquias e figado
serdo realizados por maceracdo mecéanica em mistura contendo 0,9% de NaCl e 0,05% de Triton x
100. Apés centrifugacdo, o sobrenadante obtido sera utilizado para as analises das atividades da
LDH e MDH. A avaliagcdo da atividade da LDH sera realizada pela mistura de solucdo de piruvato de
sédio (1 mM), KCI (100 mM), tampao Tris-HCI (50 mM, pH 7,4) e NADH (250 uM) a uma aliquota do
sobrenadante de cada homogeneizado de branquia ou figado. Para a determinacédo da atividade da
MDH, serdo adicionados a aliquota do sobrenadante dos homogeneizados uma solucdo de acido
oxaloacético (0,4 mM), MgCl, (20 mM), NADH (150 uM) em tampéao Tris-HCI (50 mM, pH 7,4). Os
procedimentos para as analises enzimaticas serdo aqueles descritos por Thuesen et al. (2005) e
Childress e Somero (1979) para LDH e MDH, respectivamente, e adaptada por Ribeiro et al. (2015).
A taxa de oxidacdo de NADH na reacéo catalisada pelas enzimas em analise sera determinada por
espectrofotometria UV em 340 nm. A dosagem de proteinas totais dos homogeneizados sera
realizada pelo método de Bradford. As atividades enzimaticas serdo expressas em U/mg de proteina.
Para fins de praticidade e rapidez na realizacdo das analises, bem como de precisdo e
reprodutibilidade dos dados, poderdo ser utilizados kits comerciais de reagentes (Lactate
Dehydrogenase Activity Assay Kit e Malate Dehydrogenase Activity Assay Kit, fornecidos pela Sigma-
Aldrich; ou outros kits similares), cujos principios de analise também estdo baseados em métodos
espectrofotométricos.

Atividades de enzimas antioxidantes

As atividades da catalase (CAT) e da superdxido dismutase (SOD) serdo analisadas nos
homogeneizados de tecidos preparados conforme descrito no item "Atividades de enzimas do
metabolismo energético”. A atividade da CAT sera determinada através da analise do decréscimo da
concentracdo de perdxido de hidrogénio (H,0,), conforme descrito por Beutler (1975). Por sua vez, a
atividade da SOD sera analisada medindo-se o grau de reducéo do citocromo C, conforme descrito
por McCord e Fridovich (1969). A dosagem de proteinas dos homogeneizados sera realizada pelo
método de Bradford. As atividades da CAT e da SOD serdo expressas em U/mg de proteina. Para
fins de praticidade e rapidez na realizacdo das analises, bem como de preciséo e reprodutibilidade
dos dados, poderdo ser utilizados kits comerciais de reagentes, cujos principios de analise também
estdo baseados em métodos espectrofotométricos em microplaca (Catalase Assay Kit e Superoxide
Dismutase Assay Kit, fornecidos pela MyBiosource; ou outros kits similares).
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Peroxidacéo lipidica

A peroxidacao lipidica (LPO) sera determinada nas amostras do material biolégico utilizando-
se o método fluorescente baseado nas substéncias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) descrito
por Oakes e van Der Kraak (2003). Este método quantifica os danos em lipidios por meio da reacao
do malondialdeido (MDA), produto da peroxidacéo lipidica, com o acido tiobarbitdrico. Esta reacéo
ocorre em condicbes de acidez e alta temperatura (95°C), gerando um cromogeno fluorescente. Para
serem analisadas, as amostras serdo homogeneizadas (1:9; peso:volume) utilizando-se uma solugéo
tampao. A fluorescéncia gerada (emissdo: 520 nm; emissao: 580 nm) sera medida utilizando-se um
espectrofluorimetro. Os dados serdo calculados com base em uma curva construida com solucdes
padrées de tetrametoxipropano (TMP), que ap6s hidrélise gera MDA. Os resultados serédo
normalizados em relagéo ao contetdo de proteinas nas amostras, o qual sera determinado utilizando-
se 0 método de Bradford. Os dados serao expressos em nmol MDA/mg proteina. Para fins de
praticidade e rapidez na realizagdo das andlises, bem como de precisédo e reprodutibilidade dos
dados, podera ser utilizado um kit comercial de reagentes, cujo principio de andlise também utiliza um
método espectrofotométrico em microplaca [Lipid Peroxidation (MDA) Assay Kit, fornecido pela
MyBiosource; ou outro kit similar].

Oxidacgao de proteinas

Os danos oxidativos em proteinas serdo analisados utilizando-se o método descrito por Dalle-
Done et al. (2003). Portanto, para quantificar a concentracdo de proteinas carboniladas nas amostras
biologicas serdo utilizadas as técnicas de eletroforese unidimensional e de ensaio imunoldgico por
"Western blotting". Neste caso, a deteccdo das proteinas carboniladas envolve a derivatizacdo do
grupamento carbonil com 2,4-dinitrofenilhidrazine (DNPH), a qual leva a formagdo de um produto
estavel, a 2,4-dinitrofenil hidrazona (DNP). Antes da derivatizagdo, o conteddo de proteinas da
amostra sera padronizada em 0,2 mg/ml de homogenizado, visando normalizar as amostras para a
realizacé@o do ensaio de eletroforese (SDS-PAGE) e "Western blotting”. No processo de derivatizagéo,
as proteinas reagirdo com DNPH em uma solu¢do contendo 12% SDS e uma solucdo de DNPH/TFA
[20 MM DNPH em 20% (v/v) de TFA (&cido trifluoroacético). Adicionalmente, trés amostras servirdo
como controle positivo, as quais conterdo 1, 2 e 4 mM de H,O, para induzir o dano oxidativo na
amostra. Apds incubagédo por 15 min na temperatura ambiente, a mistura de reagdo sera neutralizada
com uma solugéo 2M de Tris-Base contendo 30% de gliceraldeido. Para cada amostra, as proteinas
derivatizadas com DNPH serdo separadas para eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida
12% (1D SDS-PAGE), eletroprecipitadas em membranas de PVDF e submetidas ao ensaio
imunoldgico para determinagdo do contetdo de proteinas carboniladas com um anticorpo anti-DNP
(Invitrogen, EUA). As bandas obtidas seréo visualizadas utilizando-se um kit de reagentes para
imunodeteccao colorimétrica (Invitrogen, EUA). As densidades das bandas obtidas serdo analisadas
para cada amostra apds escaneamento da membrana de PVDF. Os resultados serdo expressos em
pixels de densidade o¢tica. Para fins de praticidade e rapidez na realizacéo das andlises, bem como
de preciséo e reprodutibilidade dos dados, podera ser utilizado um kit comercial de reagentes, cujo
principio de andlise de proteinas oxidadas é semelhante aquele descrito acima, porém que utiliza um
método espectrofotométrico em microplaca (Protein Carbonyl ELISA Kit, fornecido pela Cell Biolabs;
ou outro kit similar).

Dano de DNA

O Anexo 1 do TR4 prevé cinco metodologias diferentes para avaliagdo de danos a molécula
de DNA (deteccdo de sitios AP através de kit comercial, ensaio do vermelho neutro, teste de
micronlcleo, ensaio cometa, e detec¢do de caspases por imunohistoquimica), conforme descrito a
seguir. Considerando que todas estas metodologias estdo associadas ao mesmo biomarcador de
efeito (danos ao DNA) e, portanto, fornecem dados semelhantes, as amostras de hemolinfa de
crustaceos e sangue de peixes coletados nos pontos mencionados anteriormente serdo testadas
através de, pelo menos, duas destas técnicas, principalmente em funcdo da disponibilidade de
material coletado em campo. Esta abordagem permite a avaliagdo de danos ao material genético,
conforme originalmente proposto no Anexo 1 do TR4, mesmo em condic¢des limitantes de quantidade
de material biol6gico disponivel e de processamento deste material campo. Cabe salientar que esta
abordagem também viabiliza a possibilidade de comparacao dos resultados obtidos com diferentes
técnicas de andlise de dano ao DNA nas amostras coletadas durante o monitoramento.

Para a andlise de danos oxidativos no material genético, 0 DNA gendmico podera ser isolado
utilizando-se um kit de reagentes para isolamento de DNA (DNA isolation kit, fornecido pela
PromoKine, Promocell; ou otro kit similar). Por sua vez, a andlise de danos oxidativos no DNA sera
realizada com base na identificagdo de sitios apurinicos/apirimidicos (AP). Os sitios AP serdo
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medidos utilizando-se uma sonda capaz de reagir com o grupo aldeido destes sitios, a qual sera
detectada por colorimetria (450 nm) em uma leitora de microplacas. Para tal, serd utilizado um kit de
reagentes de deteccdo de dano de DNA, seguindo-se as instru¢des do fabricante (DNA Damage
Detection Kit, fornecido pela Promokine, Promocell; ou outro kit similar). Os resultados serédo
expressos em sitios AP/mg de proteina, considerando a concentracao de proteinas nas amostras, a
qual sera determinada utilizando-se o método de Bradford.

O ensaio do vermelho neutro podera ser realizado com os hemacitos presentes nas amostras
de hemolinfa dos crustaceos (camardes e caranguejos) coletados nas diferentes areas do
monitoramento. A amostragem da hemolinfa sera realizada com seringa contendo anticoagulante
diluido em solugao fisiolégica especifica para a espécie alvo. A metodologia do vermelho neutro
proposta no Anexo 1 do TR4 baseia-se na capacidade de retencdo do vermelho neutro pelos
lisossomos, analisado durante um intervalo de tempo. De acordo com o indicado no Anexo 1 do TR4,
a analise consistird de “exame cuidadoso das células, com anotagdo das anormalidades estruturais,
bem como o tempo de retencdo do vermelho neutro. Para esta Ultima observacdo, devera ser
estimada a proporcdo de células com “vazamento” lisossomal para o citosol, bem como as
anormalidades no tamanho/cor dos lisossomos. Na avaliacdo temporal das laminas, sera utilizado o
sinal “+" quando <50% das células apresentarem o citosol claro e auséncia de anormalidades
estruturais ou estresse; o sinal “t” quando entre 50 a 75%; e o sinal “-" quando >75%". Esta
metodologia, classicamente empregada na Ecotoxicologia desde a década de 90, embora
circunstanciada numa avaliacdo qualitativa, fornece informacfes claras sobre dano. No entanto,
permite trabalhar com um ndmero pequeno de amostras. Isto porque, para andlise, a amostra tem um
tempo de preparo (entre incubagéo e descanso) que perfaz no minimo 45 min, e a anélise em si, sob
microscopia de luz, de cada amostra é realizada durante 2 h de observagdo. O ensaio deve ser
realizado com amostras frescas, logo para apenas uma amostra seria necessario no minimo cerca de
3 h de dedicacdo. Este tempo representa um esforco de pessoal de campo, depois da fase de
amostragem, que nao favorece o processamento do nimero de amostras proposto no Anexo 1 do
TR4. Assim, propde-se aqui readequar a analise do vermelho neutro para andlise de retengdo em
microplaca (Ensaio com Vermelho Neutro adaptado de Babich & Boreunfreund, 1991), que permite o
processamento de um nimero grande de amostras simultaneo, gerando um resultado quantitativo.
Para esta metodologia a amostra da hemolinfa destinada ao ensaio com vermelho neutro sera
subdividida em duas aliquotas, uma sera reservada para andlise de proteinas para normalizacdo do
resultado final, e a outra sera processada como descrito a seguir. As amostras serdo centrifugadas
para remocdo da hemolinfa diluida em solucéo fisioldgica da espécie e serao adicionados 200 pL de
solucao de Vermelho Neutro 40 pg/mL. As amostras serdo incubadas por 3 h e depois centrifugadas.
O sobrenadante sera descartado e ser&o adicionados 200 pL de solucdo de formaldeido (0,5% v/v)
em CaCl, (1%). Ap6s 10 min de incubagdo, as amostras serdo centrifugadas e o sobrenadante
descartado. Nesta etapa, as amostras (células fixadas em formaldeido) seréo congeladas (-20°C). As
proximas etapas do protocolo serdo realizadas em laboratdrio, onde apds o retorno das amostras
para temperatura ambiente, serdo adicionados 100 pL de solucdo de alcool-acido (1% de acido
acético em 50% de alcool etilico) para a extragdo do corante. As amostras serdo sonicadas e a
solucao de alcool-acido ter4 a absorbancia analisada em leitura de microplaca (540 nm).

Para a avaliacdo do dano no material genético através do ensaio de micronucleo serdo
utilizadas as amostras de hemolinfa dos crustaceos e de sangue dos peixes coletadas durante o
monitoramento, conforme descrito acima. As amostras serdo coletadas com seringas (1 mL), munidas
de agulhas 21 gauge, para evitar danos aos hemdcitos. As amostras serdo transferidas para tubos
siliconizados, que serdo dispostos em microcentrifuga (1.000 rpm, por 5 min), com retirada de 50 L
com micropipeta, colocada junto ao fundo do tubo. Este volume de material ser4 gotejado na lateral
da lamina, sendo entédo espalhado por esfregago com outra lamina. O procedimento sera realizado
individualmente, com a obtencéo de trés laminas/individuo, as quais serdo secas ao ar e fixadas com
solugdo de Carnoy (3 metanol : 1 &cido acético), por cerca de 20 min, com nova secagem a
temperatura ambiente. Em seguida, as laminas serdo coradas com solucdo de Giemsa 2%,
preparada em tampédo fosfato pH 8,0 (Na,HPO, + KH,PO,), também por 20 min. Apds este
procedimento, as laminas serdo lavadas com agua deionizada, secas ao ar e com adesdo de
laminulas com Entellan® (Merck). Posteriormente, as laminas serdo examinadas sob microscépio
Optico comum, integrado a um sistema de andlise de imagens por computador, com contagem das
células micronucleadas pelo programa KS300® (Carl Zeiss, Alemanha) ou alternativamente o
software livre ImageJ. As trés laminas de cada individuo serdo avaliadas em aumento de 1.000X,
com avaliagdo de 1.000 hemdcitos em cada lamina, sendo entdo quantificado o namero de células
micronucleadas por 1.000 células analisadas (MN%o).
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Para avaliagdo do dano no material genético através do ensaio cometa poderao ser utilizadas
as amostras de hemolinfa dos crustaceos e de sangue dos peixes coletadas durante o
monitoramento, conforme descrito acima. Aliquotas das amostras serdo misturadas a 100 pL (0,5%)
de agarose com baixo ponto de fuséo, diluidas em tampéo fosfato (342 mM NaCl, 20 mM Na,HPO,,
1,7 mM K,HPO,) e 16 mM KCI (pH 7,6; 780 mOsmol/kg), que serdo colocadas sobre laminas
previamente preenchidas com agarose de ponto de fusdo normal (1,5%), cobertas por laminulas e
mantidas sob refrigeracdo até atingirem estado sélido (5-7 min). Apds este periodo, as laminulas
serdo retiradas e colocadas em solucdo de lise gelada pH 10 (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM
TRIS, 10% DMSO, 1% TRITON X-100), por no minimo 1 h. Ap6s este periodo, as laminas serdo
lavadas e mergulhadas em uma cuba com tampéo alcalino de eletroforese pH>13 (10 M NaOH, 200
mM EDTA), para desnaturagdo do DNA (15 min). A eletroforese sera realizada sob 1V/cm e 300mA
(15 min), em gelo, com posterior lavagem das laminas em tamp&o de neutralizacdo pH 7 (0,4 M Tris),
por igual tempo, com posterior fixagcdo em etanol (10 min). Serdo examinadas 100 células/lamina,
com duas laminas/individuo, onde os “cometas” serdo categorizados quanto a extensdo da migracao
do DNA (variavel qualitativa): (0) sem dano; (1) ligeiramente danificado; (2) moderadamente
danificado; (3) muito danificado; e (4) dano méximo. Ser4 também realizada a medicdo da “cauda”
desses “cometas” (variavel quantitativa), utilizando-se o programa computacional KS-300® (Carl
Zeiss, Alemanha) ou alternativamente o software livre ImageJ, em um sistema de analise de imagens
por computador acoplado a um microscépio Axiolab® (Carl Zeiss, Alemanha). A eletroforese permitira
avaliar os danos ao DNA, causados por processos bioldgicos como quebras de cadeia simples de
DNA, lesGes a sitios &lcali-labeis ou, ainda, reparo incompleto dos sitios de excisdo. A variavel
gualitativa representara a proporcao de extensdo dos danos ao DNA nas quatro classes em analise,
podendo ser confrontadas por uma andlise de propor¢des multinomiais.

A avaliacdo de danos no material genético também podera ser realizada por analise da
inducdo de apoptose, através de técnica imunohistoquimica (branquias ou figado) ou de
imunocitoquimica (sangue) dos peixes coletados durante o monitoramento, dependendo das
condi¢Bes de trabalho em campo. No caso de ser utilizada a técnica imunohistoquimica, cortes
histoldgicos das amostras deverdo ser reidratados e tratados com tripsina (Img/mL em PBS 0,01
mol/L, pH 7,4) por 3 min (a 37°C). No caso de ser utilizada a técnica de imunocitoquimica, esta etapa
de processamento da amostra ndo sera necessaria. Em ambos os casos, sera realizada uma
incubacdo com soro goat a 5% por 30 min, para que sejam evitadas ligacdes ndo especificas. As
amostras serdo entdo incubadas durante 16 h em camara Umida com o anticorpo primario (anti-
caspase), diluido em PBS-A 0,005% (tampéo fosfato salino, 0,01mol/L, pH 7,4) a 4°C. As amostras
serdo novamente incubadas, porém agora com o anticorpo secundario biotinilado (Vector
Laboratories) por 1 h, para posterior amplificagdo com kit Vectastain ABC Elite (Vector Laboratories)
em temperatura ambiente, por 30 min. A DAB (3,3~ diaminobenzidina, 1:300) sera utilizada como
substrato para a peroxidase. As amostras serdo lavadas 5 vezes em PBS 0,01 mol/L, entre todos os
passos descritos acima, exceto antes do anticorpo primério. Todo o procedimento sera realizado a
temperatura ambiente. Padroniza¢des quanto a recuperacdo antigénica, concentracdo de anticorpos,
e outros seréo feitos caso a caso.

Danos morfoldgicos

Efeitos histopatolégicos serdo avaliados nas amostras de branquias e figado dos peixes
coletados durante o monitoramento, conforme descrito acima. Fragmentos de figado e brénquias
serdo imersos em paraformaldeido 4% ou solugdo de Bouin por até 24 h, a 4°C, desidratados em
concentragdes crescentes de alcool, diafanizados em xilol e incluidos em paraplast. O material sera
seccionado em micrétomo rotativo. As sec¢bes obtidas serdo coradas com hematoxilina/eosina e
tricémio de Mallory. Algumas laminas serdo submetidas a técnica de coloracdo PAS, sendo para isso
banhadas em acido periédico 1% por 10 min, lavadas em agua destilada e mergulhadas em Reativo
de Schiff por 20 min. Em seguida, sera realizada uma nova lavagem em agua corrente por 10 min,
seguida de coloracdo com hematoxilina de Harris por 3 min, lavagens em &gua destilada,
desidratacdo e montagem. Este material serd utilizado para analises histopatoldgicas, onde serao
avaliados: areas de necrose, esteatose, goticulas lipidicas, colestase, neoplasias, melanomacrofagos,
alteracBes nucleares, congestdo hemorragica, infiltrados inflamatorios, fibrose e aneurisma lamelar.
Considerando o reduzido numero de amostras estabelecido originalmente no Anexo 1 do TR4 e
posteriormente pela Nota Técnica n® 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIo, recomenda-se que as andlises de
ecotoxicologia reprodutiva e de histopatologias gonadais em peixes sejam realizadas posteriormente,
através de um planejamento amostral especifico e adequado, caso os resultados das avaliacdes dos
estudos populacionais em peixes detectem impactos negativos na reproducdo das populacdes de
peixes estudadas ao longo do programa de monitoramento em curso.
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Biomarcadores de desregulacdo endocrina

Também serdo realizadas analises de biomarcadores de desregulacdo enddcrina:
vitelogenina (Vtg) e proteinas da zona radiata (Zrp) em amostras de plasma sanguineo dos peixes
coletados durante o monitoramento. Para fins de praticidade e rapidez na realizacdo das analises,
bem como de precisdo e reprodutibilidade dos dados, serd utilizado um kit comercial de reagentes
(Semi-Quantitative Biomarker ELISA Component Kit For Fish Samples, Cayman Chemical, Ann
Harbour, MI, EUA), cujo principio de andlise utiliza um método espectrofotométrico em microplaca.
Considerando o reduzido numero de amostras estabelecido originalmente no Anexo 1 do TR4 e
posteriormente pela Nota Técnica n°® 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIo, recomenda-se que a determinacao
da razéo sexual e da proporcdo de peixes intersexo nas amostras sejam realizadas posteriormente,
através de um planejamento amostral especifico e adequado, caso os resultados das avaliacdes dos
estudos populacionais em peixes detectem impactos negativos na reproducdo das populacdes de
peixes estudadas ao longo do programa de monitoramento em curso.
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ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES,
ESTUARINA E MARINHA (ANEXO 3 - MARINHO)

1. EQUIPE TECNICA — COORDENADORES DOS SUB-PROJETOS

Nome Funcéo Instituicdo

Gilberto Barroso Coordenacao Geral Anexo UFES
Alessandra Delazari Barroso Coordenador de Sub-Projeto FAESA
Anderson Geyson Alves de Araujo Coordenador de Sub-Projeto UFES
Bjorn Gicker Coordenador de Sub-Projeto UFSJ

Eneida Maria Eskinazi Sant'Anna Coordenador de Sub-Projeto UFOP
lola Gongalves Boechat Coordenador de Sub-Projeto UFSJ

Valéria de Oliveira Fernandes Coordenador de Sub-Projeto UFES
Marco Aurélio Caiado Coordenador de Sub-Projeto IFES

Edmilson Costa Teixeira Coordenador de Sub-Projeto UFES
Daniel Rigo Coordenador de Sub-Projeto UFES

2. ESCOPO

Avaliacéo e Monitoramento bioldgico e da qualidade de 4gua e sedimentos da area dulcicola referente
ao Estado do Espirito Santo definida nos Anexos 2 e 3 do TR 4. O estudo de avaliagcdo envolve a analise de
integracdo da bacia hidrogréafica com a regiéo costeira e marinha englobando a analise de fluxos, bem como
estudos hidrobioldgicos (macrdfitas aquaticas, fitoplancton, zooplancton e perifiton), hidroquimicos (material
particulado em suspenséo, nutrientes, metais, etc) e qualidade do sedimento.

Em funcado da sobreposicéo destes temas nos Anexos 2 e 3, foi enviado um documento a CTBio solicitando
uma adequac¢éo da metodologia de coleta, frequéncia amostras e reposicionamento e otimizacdo de estacdes
ao longo do rio e lagos. Em reunido realizada em 18 de julho de 2018, a CTBio aprovou as seguintes
modificacdes:

1. Nova estacdo amostral na calha do Rio Doce a jusante da UHE de Mascarenhas;
2. Reposicionamento das estacdes amostrais nos lagos Limé&o, Nova e Juparang;

3. Inclusdo de mais uma estacdo amostral na lagoa Monsaras (lagoa da planicie costeira com influéncia
marinha);

4. Amostragem hidroquimica em rios nas profundidades de subsuperficie e fundo em vez de subsuperficie,
meio e fundo;

5. Amostragem hidroguimica e plancton em meia profundidade nas lagos com menos de 3,0 m de
profundidade;

6. Inclusdo de uma amostragem anual de testemunho de sedimento em cada lago para andlise de
granulometria, matéria organica, carbono, nitrogénio, fésforo, elementos traco e marcadores moleculares para
determinacgéo da origem da matéria orgéanica e, possivelmente, datagcdo com isétopo;

7. Frequéncia amostral do fitoplancton, zooplancton, perifiton e macréfitas aquaticas mensal em vez de
quinzenal;

8. Articulagdo com empresa de consultoria para amostragem de zoobentos, ictioplancton e nécton que ira
desenvolver o Anexo 2.

Desta maneira, as amostragens ao longo do rio e nos lagos totalizam 12 estacbes. As metas e descricdo
metodolégica dos estudos a serem realizados seguem este documento, porém o nimero de estacdes a serem
monitoradas e a frequéncia serdo ainda adequadas seguindo o documento aprovado pela CTBio. Ao final
deste Apéndice, esta incluido o documento apresentado a CTBio.
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ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES,
ESTUARINA E MARINHA (ANEXO 3 - DULCICOLA)

PROJETO: COMPOSICAO E ESTRUTURA DA COMUNIDADE FITOPLANCTONICA

DULCICOLA
1. EQUIPE TECNICA
Nome Funcéo Instituicdo
Alessandra Delazari Barroso Coordenador do projeto FAESA
(Doutor 11)
Mestre | Auxilio nas gnallses_qualjtatlvas e UEES
guantitativas do fitoplancton
Profissional janior AuX|_I|0 no processamento da}s arlahses UEES
gualitativa e quantitativa do fitoplancton
Bolsista de IC Auxilio nas _anallses das amostra}s e FAESA
demais atividades no laboratério
Bolsista de IC Auxilio nas _anallses das amostfa}s e FAESA
demais atividades no laboratério
Bolsista de IC Auxilio nas _ar_wallses das amost’ra_\s e FAESA
demais atividades no laboratoério

2. ESCOPO

O monitoramento da qualidade da 4gua do rio Doce e ambientes lacustres adjacentes, com base na
ecofisiologia do fitoplancton lacustre em 10 estacdes amostrais do Anexo 3 ‘Estudo e monitoramento
ambiental no Rio Doce, area estuarina e marinha (Area Ambiental 1)’ nos ecossistemas aquaticos continentais
do Baixo Rio Doce, constante no Termo de Referéncia 4 - Programa de Monitoramento da Biodiversidade
Aquatica, em um periodo de 12 meses. Os dados brutos e produtos esperados contemplam o inventario de
espécies e sua variacao espaco-temporal, bem como a avaliacao da relacdo da qualidade da agua com a
saude publica, relacionada a ocorréncia de cianobactérias potencialmente téxicas, como descritos nos itens
a seguir.

3. OBJETIVO

Caracterizar a composi¢cdo especifica e a estrutura da comunidade fitoplanctbnica através dos
parametros riqueza, diversidade, equitabilidade, dominéncia, biomassa e ocorréncia de cianobactérias
potencialmente toxicas.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 4: Monitoramento ambiental da area dulcicola em 10 esta¢des ao longo da bacia do Rio Doce:
Fitoplancton dulcicola

As microalgas séo consideradas excelentes bioindicadores da qualidade da 4gua e seu estado tréfico,
pelo fato de serem espécies de ampla distribuicdo, por respondem de forma rapida as variagbes ambientais
(Casé at. al., 2008), além de poder acumular inseticidas, herbicidas e metais pesados (Anagnostidis &
Economou-Amilli, 1980). Assim, espécies fitoplanctonicas podem indicar o grau de poluicdo de determinado
ecossistema, pois algumas espécies com tolerancia se adaptam ou séo beneficiadas pela poluicdo e outras
sdo sensiveis as mudancas na qualidade das aguas e podem ser eliminadas, causando mudancas na
diversidade de espécies. Esse parametro pode indicar o grau de estresse a que um ambiente é submetido,
principalmente por a¢gfes antropicas.

O plancton fotossintetizante, principalmente cianobactérias, € positivamente influenciado pela
disponibilidade de ferro no ambiente. A baixa disponibilidade de ferro tem sido reportada como um fator
limitante para as cianobactérias (Hyenstrand et al., 2000), e possivelmente para outras espécies do
fitoplancton. Logo, o aumento na disponibilidade de ferro, decorrente de atividades antrépicas como a
mineracéo, pode influenciar positivamente o crescimento das espécies, resultando em floragdes. Porém,
nutrientes necessarios em concentracfes traco, como o ferro, quando em grandes concentracdes, pode
provocar efeitos toxicos ao longo da cadeia tréfica, diminuindo a diversidade e abundéancia de espécies
fitoplanctdnicas, pequenos invertebrados e peixes (Vuori, 1995).


http://plankt.oxfordjournals.org/search?author1=Per+Hyenstrand&sortspec=date&submit=Submit
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Logo, estudos que visem caracterizar a comunidade fitoplancténica qualitativa e quantitativamente
sdo necessarios em diagndsticos ambientais ou monitoramentos para subsidiar a tomada de decisdes acerca
do manejo e recuperacgéo da qualidade ambiental dos ecossistemas aquaticos e suas bacias hidrogréficas.

5. PRODUTOS
5.1. DADOS BRUTOS
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto RESPONSAVEL
os coletados in situ como os processados no laboratorio) (Pessoal Vinculado)
Densidade e biomassa do fitoplancton dulcicola
Riqueza de espécies
Diversidade de Shanon & Wiener, Prof. Dr. Alessandra
Equitabilidade de Pielou Delazari-Barroso
Dominéancia de Simpson
Cianobactérias potencialmente toxicas
5.2. ANALISE DE DADOS
(Relacionar as analises que serdo feitas e entregues até o 15° més de RESPONSAVEL
vigéncia do Projeto) (Pessoal Vinculado)
Analise espaco-temporal da variagdo da comunidade fitoplancténica e sua
relagdo com as variaveis fisico-quimicas da agua, principalmente
temperatura, pH, condutividade elétrica, luminosidade, concentragdes de Prof. Dr. Alessandra
nitrogénio, fosforo, ferro e clorofila a. Delazari-Barroso
Andlise do potencial de producao de toxinas por cianobactérias e relacao
com a salde publica.

6. METODOLOGIA

As amostras da comunidade fitoplancténica serdo coletadas mensalmente, em um periodo de 12
meses, em 10 estacdes de amostragem ao longo do Rio Doce (regido do estado do Espirito Santo).

Para analise qualitativa do fitoplancton na calha do rio e nos ambientes lacustres, sera utilizado o
método do arrasto superficial com rede de plancton de abertura de malha de 20 um, na subsuperficie
(aproximadamente 30 cm de profundidade), sendo uma amostra por ponto amostral. A amostra coletada em
cada ponto sera dividida em duas partes, acondicionadas em frascos de polietileno (100 ml): uma sera fixada
com formol 4% - adicionar 10 mL; o outro frasco devera ser mantido sem preservante, em caixa térmica com
gelo permanente, para analise do material vivo em laboratério (ndo congelar). As espécies serdo analisadas
em microscopio éptico Olympus CX41, equipado com ocular micrometrada e camara clara. A identificagdo
sera realizada ao menor nivel taxonémico possivel usando bibliografias especificas.

Densidade, biomassa e diversidade do fitoplancton

Para o estudo quantitativo do fitoplancton na calha do rio Doce, devera ser coletada uma amostra de
100 mL de agua em cada ponto amostral, submergindo o frasco a 30 cm de profundidade. Nos ambientas
lacustres, amostras de 100 ml de agua deveréo ser coletadas na subsuperficie e na profundidade de 1% da
radiacéo solar incidente na superficie, com garrafa de Van Dorn. Assim, pode-se obter a variacao vertical do
fitoplancton nos ambientes Iénticos, que, aliada aos dados de perfilagem fisicos, quimicos e fisico-quimicos,
determinados no subprojeto da Meta 1 dessa proposta, podem definir o padrédo de funcionamento lacustre e
fornecer respostas acerca da produtividade e sucesséo de espécies relacionadas as mudangas ambientais
espaco-temporais no sistema lacustre do Baixo Rio Doce.

Todas as amostras quantitativas (calha do rio e ambientes lacustres) deverdo ser acondicionadas em
frascos de vidro ambar (100 ml) e fixadas com solucao de lugol acético. A densidade do fitoplancton devera
ser estimada pelo método de Utermohl, em microscopio invertido Nikon Ts-100F em aumento de 400x,
usando-se tempo de sedimentagéo de, pelo menos, 3 horas para cada centimetro de altura da camara
(MARGALEF, 1983). O volume sedimentado por amostra sera de 10 ml.

A densidade fitoplanctdnica (ind.ml) sera calculada através da seguinte formula, descrita por LUND
et. al. (1958):

(ind.ml-1) = n{1/[(sch)/1000 x 100000}

Onde:
n = nimero de individuos contados
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s = area do campo de contagem (um?)
€ = nUmero campos contados
h = altura da cAmara (mm)

A diversidade da comunidade fitoplancténica serd determinada através do indice de diversidade de
Shannon e Weaver (1949). A equitabilidade sera estimada segundo PIELOU (1975) e a dominancia sera
estimada através do indice de SIMPSON (1949). A biomassa do fitoplancton sera estimada através das
concentracdes de clorofila a, determinadas no subprojeto da Meta 1 dessa proposta. A ocorréncia de
cianobactérias potencialmente téxicas sera analisada segundo a lista de espécies téxicas com ocorréncia no
Brasil, publicada por SANT’ANNA et al. (2008).
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ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES,
ESTUARINA E MARINHA (ANEXO 3 - DULCICOLA)

PROJETO: COMPOSICAO E ESTRUTURA DA COMUNIDADE ZOOPLANCTONICA

DULCICOLA
1. EQUIPE TECNICA
Nome Funcéo Instituicdo
Eneida Maria Eskinazi Sant'’Anna Coordenadora UFOP
Davi Silva Apoio técnico - Doutorado UFOP
Edissa Silva Apoio técnico — Médio UFOP
Pés- Doutor Andlise de Dados UFOP
Bolsista IC (3) Andlise de Amostras UFOP

2. ESCOPO

Em novembro de 2015 o rompimento da barragem de Fund&o despejou na bacia do Rio Doce
aproximadamente 32 milhdes de m? de rejeito de mineracado de ferro. A lama de rejeitos percorreu cerca de
680 km ao longo dos rios Gualaxo, Carmo e Doce, até desaguar no Oceano Atlantico na porcao do Estado
do Espirito Santo (ES) (MMA & ICMBIO, 2017). As aguas dos rios, dos seus afluentes e das lagoas
adjacentes - bem como a area maritima atingida - tiveram a qualidade afetada, resultante da entrada do
rejeito na matriz aquatica (Lopes, 2016).

A comunidade zooplanctdnica é utilizada como bioindicadora de impactos na matriz aquatica
(Amsinck Et Al, 2007; Jeppesen Et Al, 2011; Sodré et al., 2015). Nos ecossistemas aquaticos, as
alteracbes na composicdo das espécies de organismos de reprodugdo rapida como 0s organismos
zooplancténicos é a reacdo mais sensivel as drasticas alteracées da matriz aquatica (Schindler, 1987). Isso
ocorre porque 0 zooplancton, além de possuir um tamanho corporal pequeno (dimenséo linear maxima
inferior a 1 mm), apresenta ciclo de vida curto, respondendo de maneira rapida as a¢bes antropicas,
incluindo alteragBes na estrutura da populagéo e da comunidade (Attayde & Bozelli, 2011).

Alguns aspectos universais das comunidades aquaticas tém sido considerados como preditores de
impactos ambientais: composicao, distribuicdo quantitativa das espécies, diversidade, tamanho e biomassa.
Mais recentemente, a incorporagdo da andlise funcional tem sido considerada uma ferramenta preditiva
robusta para a avaliacdo de impactos ambientais. Dentre os varios componentes da diversidade biol6gica,
a diversidade funcional pode ser considerada como uma abordagem que transcende 0s conceitos
tradicionais associados as comunidades, pois congrega de forma clara os varios modos como 0s
organismos respondem & variabilidade ambiental (Gerisch et al., 2012).

3. OBJETIVO

O presente projeto tem como principal objetivo verificar a composicdo de espécies, riqueza,
diversidade e biomassa da comunidade zooplancténica em 10 estacdes amostrais do Anexo 3 ‘Estudo e
monitoramento ambiental no Rio Doce, area estuarina e marinha (Area Ambiental 1)’ nos ecossistemas
aquaticos continentais do Baixo Rio Doce, constante no Termo de Referéncia 4 - Programa de
Monitoramento da Biodiversidade Aquatica. Para avaliar se a comunidade zooplancténica mantém ativo seu
padrao de recrutamento (ingresso de novos individuos), o nimero de fémeas ovadas e de embries
também serdo mensurados como um indicativo do fithess populacional.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 1 - Monitoramento da Comunidade Zooplanctdnica nos ecossistemas aquaticos do Baixo Rio
Doce (ES)

Coleta de amostras da comunidade zooplanctonica das lagoas dulcicolas do Baixo do Rio Doce, em
pontos amostrais representativos da area afetada dos ecossistemas fluvial, lacustres e estuarino.

Meta 2 - Avaliacdo da estrutura da comunidade zooplanctdnica nos ecossistemas aquaticos do
Baixo Rio Doce

A partir das andlises das amostras serdo relacionadas as espécies zooplanctdnicas, o aspecto
guantitativo da comunidade (abundancia relativa e densidade de organismos) e a diversidade de espécies
da comunidade.
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Meta 3 - Biomassa da comunidade zooplanctdnica nos ecossistemas aquaticos do Baixo Rio Doce

Determinacdo da biomassa (ug.peso seco. m?) das principais espécies zooplanctdnicas como
elemento de analise da contribuigcdo da comunidade para o fluxo de energia e categorizagao das categorias
de tamanho do zooplancton.

Meta 4 - Avaliacao do fitness da comunidade zooplancténica nos ecossistemas aquaticos do Baixo
Rio Doce

Avaliacdo da presenca de fémeas ovadas, larvas e formas imaturas como descritores do ingresso
de novos individuos para a comunidade zooplancténica.

5. PRODUTOS

5.1. DADOS BRUTOS )

(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto RESPONSAVEL
os coletados in situ como os processados no laboratorio) (Pessoal Vinculado)

Comunidade zooplancténica dulcicola
- Composigdo de espécies

- Densidade (organismos/m?3) e Abundéncia relativa das espécies (%) - Profa. Dra. Eneida M.
- Riqueza, Uniformidade e Diversidade de espécies com o uso de Indice Eskinazi Sant'Anna

de Shannon - Bolsista P6s-Doutorado
- Biomassa (ug.Peso Seco.m?) e categorias de tamanho do zooplancton - Bolsista Apoio Técnico
- Indicadores do ingresso de novos individuos para a comunidade - Bolsista IC

zooplanctbnica (fitness)

5.2. ANALISE DE DADOS )
(Relacionar as analises que serdo feitas e entregues até o 15° més de RESPONSAVEL
vigéncia do Projeto) (Pessoal Vinculado)

Analise espaco-temporal da composicdo de espécies zooplanctdnicas e da
distribuicao quantitativa das comunidades (espécies dominantes, espécies
raras, categorias funcionais dominantes - micro, meso ou
macrozooplancton);

Avaliacao da diversidade de espécies considerando o grau de uniformidade
da comunidade, riqueza e diversidade de espécies através de indices
guantitativos

- Profa. Dra. Eneida M.
Eskinazi Sant’Anna
- Bolsista P6s-Doutorado
- Bolsista Apoio Técnico
com Doutorado e Médio
- Bolsista IC

Andlise da biomassa zooplancténica em fungéo das espécies dominantes e
categorias de tamanho predominantes, considerando a integracdo de dados
com outros ecossistemas aquéticos continentais similares

Investigagdo dos indicadores que sugerem o recrutamento de individuos na
comunidade zooplanctdnica através da presenca de fémeas ovadas e
formas jovens, como parametro indicador da qualidade do habitat dulcicola.

6. METODOLOGIA
Amostras de zooplancton serdo coletadas em 10 estagBes amostrais nos ecossistemas aquaticos

do Baixo Rio Doce. Para obtencdo das amostras serd inicialmente determinada a profundidade méxima
local e a extensédo da zona fotica. As amostras verticais serdo coletadas em profundidades distintas desde o

2
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epilimnio até o hipolimnio, com garrafa tipo Van Dorn. Para cada amostra serdo obtidos 100 litros de agua,
posteriormente filtradas em rede de plancton de 45 ym de abertura de malha. Antes da fixacdo com formol
acucarado e neutralizado na concentracdo de 4%, os organismos serdo anestesiados com adigdo de agua
tdnica nas amostras (5ml), para evitar a contragdo de espécimes. (Bicudo & Bicudo, 2007).

Para a andlise quantitativa do =zooplancton, toda a amostra serd examinada. Para o
microzooplancton (rotiferos), subamostras de 1ml serdo analisadas em camara de Sedgwick-Rafter em
microscopio 6ptico equipado com ocular milimetrada. Para anélise do mesozooplancton (copépodos e
cladéceros) toda a amostra sera examinada em estereomicroscépio, com subamostras de 5ml tomadas da
amostra total. Serao obtidas imagens dos espécimes para a tomada de medidas morfométricas posteriores
e analise taxondmica. Os espécimes triados serdo catalogados e mantidos na colecédo do Laboratério de
Ecologia Aquatica da Universidade Federal de Ouro Preto.

As espécies zooplanctbnicas serdo reunidas em categorias de constancia de ocorréncia, onde a
espécie constante sera aquela que possuir evidéncia em mais de 50% das amostras; a espécie acessoria
sera a que estara presente em 25 a 50% das amostras; e a espécie acidental, em menos de 25% das
amostras (MALABARBA et al., 2004). Serdo obtidos dados da densidade (org/m?3), riqueza e diversidade
(H"), o tamanho corporal, bem como a proporgédo de fémeas ovadas e nimero de embrides presentes na
amostra para a estimativa de recrutamento.

A equitabilidade sera expressa pelo indice de Pielou:

J' = [H'(observado) / H'maximo]

Em que “H'méaximo” representa a diversidade maxima possivel que pode ser observada se todas as
espécies apresentarem igual abundancia :: H' maximo = log S (nimero total de espécies).
A diversidade sera expressa através da funcao entre o nimero de espécies e a equitabilidade dos valores
de importancia da mesma. Para tanto, sera utilizado o indice de Shannon — Wiener (1949).

H' = - Zpi(log pi)

A biomassa zooplanctdnica serd obtida com base no método alométrico, que consiste no uso de
equacdes exponenciais, as quais relacionam dimensdes lineares dos organismos e seu peso seco, por meio
de regressdes entre o comprimento do animal (um) vs. o seu peso individual. As formulas a serem utilizadas
séo:

B=a.lb
e
InB =c + b.InL

Onde ¢ = Ina e “a” e “b” séo coeficientes especificos para cada espécie zooplanctdnica (Bicudo & Bicudo,
2007).

Modelos de variancia (ANOVA, MANOVA) serdo utilizados de acordo com o teste de normalidade
dos dados. Modelos gerais lineares (GLM ou GLLM) e de minimos quadrados serdo utilizados para avaliar a
relacdo da caracteristica limnolégica dos sistemas estudados (parametros limnoldgicos obtidos no sub-
Projeto de caracterizacdo limnoldgica dos ecossistemas aquatico do Baixo Rio Doce) e indicadores
continuos e categoricos da comunidade zooplanctbnica. A analise Candnica é uma técnica multivariada
usualmente utilizada para constatar a associa¢éo entre o conjunto de variaveis (concentracdo de particulas
organicas e inorganicas) com outras variaveis (diversidade, abundancia, riqueza e biomassa dos
organismos zooplancténicos
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ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES,
ESTUARINA E MARINHA (ANEXO 3 - DULCICOLA)

PROJETO: COMPOSICAO E ESTRUTURA DA COMUNIDADE DE MACROFITAS

AQUATICAS
1. EQUIPE TECNICA
Nome Funcéo Instituicdo

Anderson Alves Aradjo Coordenador UFES/CEUNES

Taina de Souza Pesquisador (Mestre Il) UFES/CEUNES

Renara Nichio Amaral Técnico Nivel Superior UFES/CEUNES

Victor Miranda Santos Técnico Nivel Médio UFES/CEUNES

Fabricia Souza dos Santos Técnico Nivel Médio UFES/CEUNES

2. ESCOPO

Macréfitas aquaticas sdo organismos visiveis a olho nu e que apresentam partes
fotossinteticamente ativas, permanente a temporariamente submersas ou flutuantes (Cook et al. 1974). Elas
apresentam uma ampla diversidade de caracteristicas, tais quais ciclo de vida relativamente curto e
estruturas anatbmicas constituidas basicamente, por aerénquima bem desenvolvido (Junior 2003). E,
segundo Irgang et al. (1984), as formas biolégicas séo classificadas de acordo com a distribuicdo no corpo
d’agua como submersas (fixas ou livres), flutuantes (fixas ou livres), emergentes, anfibias ou epifitas.

Devido as suas adaptacdes, as macréfitas sdo consideradas excelentes bioindicadores da
gualidade de 4gua e em conjunto com estudos floristico-taxondmicos, atuam como elementos importante
para caracterizacdo dos sistemas aquéticos continentais (Junior 2003; Lima et al. 2013).
Independentemente da diversidade filogenética e taxonbmica, as macréfitas apresentam classificagdo
ecoldgica ou forma bioldgica que refletem sua adaptacéo ao meio aquético (Alves et al. 2011) e s&o, em sua
grande maioria, angiospermas, porém outros grupos de organismos podem ser enquadrados como
macrdfitas, dentre eles: macroalgas, plantas avasculares e vasculares sem sementes (Junior 2003).

Dentro de um ecossistema aquatico natural e equilibrado, as macréfitas e outras plantas aquaticas
oferecem um importante habitat para diversos tipos de animais, dentre eles: aves aquaticas, invertebrados e
peixes. Essa vegetacdo apresenta formas submersas, emergentes ou flutuantes e é encontrada nas
margens de lagos e em toda zona eufética (Muhammetog'lu & Soyupak 2000). Além disso, elas
desempenham um importante papel na dindmica dos ecossistemas aquaticos, especialmente na indicacédo
da vulnerabilidade ambiental tendo em vista que essas plantas respondem, positiva- ou negativamente, a
diferentes gradientes ambientais (Esteves, 1998)

Atuantes como bioindicadores, a variacdo da composi¢do das assembleias de macrofitas aquaticas
pode determinar, por sua vez, os padrdes de diversidade de outras assembleias bioldgicas. A presenca,
guantidade e distribuicdo de determinadas espécies podem indicar a magnitude de alguns impactos
ambientais em um ecossistema aquatico (Kovacs 1992; Callisto & Gongalves 2002; Callisto et al. 2005).
Para tanto, dentre os principais métodos utilizados para verificacdo do efeito bioindicador estdo o
levantamento de espécies, a avaliacdo das modificagdes na riqgueza e os indices de diversidade;
abundancia de organismos resistentes; perda de espécies sensiveis; medidas de produtividade primaria e
secundaria; sensibilidade a concentragdes de substancias toxicas (ensaios ecotoxicoldgicos) (Barbour et al.
1999).

Dada a relevancia ecoldgica e fisiondmica, e em decorréncia do rompimento da barragem de
Fundao, pertencente a Samarco, localizada no complexo minerario de Germano, em Mariana-MG (ocorrido
em 05/11/2015, conforme item | da Clausula 01), a presente proposta tem por objetivo determinar e
monitorar a biodiversidade de macréfitas aquaticas da regido da Bacia do Rio Doce que foi diretamente
afetada.

3. OBJETIVO
1. Identificar taxonomicamente a riqueza e composigdo das espécies de macrofitas aquaticas (Plantas
Vasculares sem Sementes e Angiospermas);
2. Identificar a distribuicdo geografica e elaborar mapas georreferenciados das espécies ocorrentes na
Bacia do Rio Doce;
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3. Elaborar guia(s) fotogréfico(s) para identificacdo das espécies em seu habitat.
4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 4: Monitoramento ambiental da area dulcicola em 10 esta¢6es ao longo da bacia do Rio Doce:
Caracterizagdo de da comunidade de macrdfitas aquaticas

Submeta 1 - Coleta de Dados

Realizar expedicbes de coleta mensais por um periodo de doze meses, a partir do inicio da
execucao da proposta, nas areas pré-estabelecidas ao longo do curso do Rio Doce no estado do Espirito
Santo.

Justificativa - Coleta de material botanico para elaboracdo de uma lista de espécies, a partir da
determinacéo da rigueza e composicao estimadas das espécies nas areas amostradas.

Submeta 2 - Andlise de Dados

Comparar os componentes da diversidade (riqueza, abundancia e composi¢do), entre as areas
afetadas e ndo afetadas e ao longo do tempo de recuperacao.

Justificativa - Monitoramento das mudancas das comunidades em resposta as possiveis
modificacdes abidticas decorrentes da recuperacgdo das caracteristicas originais do rio.

Submeta 3 - Distribuicdo espacial

Diagnosticar habitats preferenciais das espécies e indicar possiveis endemismos até o final do
projeto.

Justificativa - Analises dessa natureza séo utilizadas para determinagdo de possiveis areas de
protecdo baseadas nas informac8es de distribuicdo geografica ou especificidade ambiental.

Submeta 4 - Guias Fotogréficos

Montar um banco de imagens das espécies em seu ambiente natural.

Justificativa - Imagens das caracteristicas diagnésticas que melhor se apliquem a identificacédo
especifica sdo de extrema relevancia para elaboracéo de diagndsticos ambientais rapidos.

5. PRODUTOS
5.1. DADOS BRUTOS RESPONSAVEL
Riqueza e composicdo de espécies de macrdfitas
Similaridade floristica Anderson Alves Araujo

Espécies indicadoras (Exéticas/Endémicas/Ameacadas)

5.2. ANALISE DE DADOS RESPONSAVEL

Identificacdo dos grupos de plantas macroéfitas vasculares sem sementes e
angiospermas coletados na foz do Rio Doce e regifes adjacentes (mensal).
" . o . Anderson Alves Aradjo
Comparacdo da composic¢éo floristica com outras areas de semelhantes
condic¢bes abidticas para verificagdo da similaridade entre areas.

Discusséo sobre espécies indicadoras e qualidade de ambiente.

6. METODOLOGIA
Coleta de material botanico - Riqueza, Composicéao, Distribuicao

As expedicbes de coleta para macréfitas aquaticas (Plantas Vasculares sem sementes e
Angiospermas) serdo feitas mensalmente (ao longo de 12 meses). Para amostragem, as plantas deveréo

ser coletadas conforme estabelecido no Anexo 3, utilizando um quadrado de 0,5 m? que deverdo ser
lancados trés vezes aleatoriamente em cada um dos pontos dentro da malha amostral. Para cada ponto
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amostral serdo medidas a distancia das margens, a transparéncia e a profundidade da agua com fita
meétrica, disco de Secchi e corda graduada, respectivamente.

Os espécimes férteis (frondes para plantas vasculares sem sementes, flores e/ou frutos para as
Angiospermas) devem ser coletados com no minimo de trés amostras e serem processados de acordo com
0s métodos usuais em taxonomia vegetal (Bridson & Forman 1998). As amostras deverdo ser
encaminhadas para o Laboratério de Sistematica e Genética Vegetal/PPGBT/CEUNES/UFES para posterior
envio para a colecdo biologica que as recebera - Herbario VIES (Universidade Federal do Espirito Santo).
Sempre que possivel, amostras adicionais deverdo ser coletadas (flores e frutos) e acondicionadas em
recipientes adequados e preservadas em alcool etilico 70%, para estudos morfologicos e identificacao. Para
as plantas vasculares sem sementes, uma amostra deve necessariamente ser coletada em alcool 70%
(além das trés amostras para exsicatas).

Os representantes da flora serdo acompanhados de seus respectivos registros fotograficos e os
dados referentes as coordenadas geogréficas serdo obtidos por meio do aparelho de GPS (Global
Positioning System).

As espécies serdo identificadas por meio do método comparativo de vouchers e tipos nomenclaturais,
depositados nos principais herbéarios estaduais (BHCB, CVRD, MBML, VIC, VIES), nacionais (RB, SPF) e
internacionais (K, MO, NY), acrdnimos de acordo com Thiers (2016), além da utilizacdo das bibliografias
especificas.

Para a classificacdo das formas biologicas das macrdéfitas aquaticas serd seguido o proposto por
Irgang et al. (1984), sendo as espécies categorizadas como: Submersa fixa - enraizadas e crescem
totalmente submersas na agua; Submersa livre - permanecem flutuando submersas na agua; Flutuante fixa
- sdo enraizadas e com folhas flutuando na superficie da agua; Flutuante livre - permanecem flutuando com
as raizes abaixo da superficie da agua; e Anfibia - plantas geralmente de margens; emergentes -
enraizadas com folhas emergindo parcialmente.
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ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES,
ESTUARINA E MARINHA (ANEXO 3 - DULCICOLA)

PROJETO: CARACTERIZACAO DA COMUNIDADE PERIFITICA FLUVIAL E
LACUSTRE DO BAIXO RIO DOCE, ESPIRITO SANTO

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcéo Instituicdo
Valéria de Oliveira Fernandes Coordenadora de sub-projeto UFES
Stéfano Zorzal de Almeida Pés-doutorando/co-coordenador de sub-projeto UFES
Mestre Il/Profissional Pleno Membro de Equipe UFES
Técnico Nivel Médio Membro de Equipe UFES

2. ESCOPO

O presente projeto propde a analise de material perifitico em termos de composic¢éo, estrutura e
biomassa da comunidade algal, visando a avaliagdo de sua variacdo espago temporal nas 10 estacdes
amostrais do Anexo 3 ‘Estudo e monitoramento ambiental no Rio Doce, area estuarina e marinha (Area
Ambiental 1)’ nos ecossistemas aquaticos continentais do Baixo Rio Doce, constante no Termo de
Referéncia 4 - Programa de Monitoramento da Biodiversidade Aquatica. Espera-se, assim, descrever um
ciclo sazonal anual da variagcdo da comunidade como base para a aplicacdo de métodos interdisciplinares
de avaliacao da qualidade ecoldgica, sendo complementar a outras areas do conhecimento.

3. OBJETIVO

O presente projeto tem como objetivo geral descrever e monitorar a comunidade de algas perifiticas
do Baixo Rio Doce, na regido do Espirito Santo, ap6s o rompimento da barragem de minério de Mariana.
Para tal, os objetivos especificos sdo: i) descrever a flora de algas perifiticas; ii) avaliar a variagdo espacial e
temporal da abundéancia das espécies e da biomassa perifitica; iii) avaliar a qualidade ecol6gica do Baixo
Rio Doce e de lagoas adjacentes a partir de espécies indicadoras da comunidade perifitica.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 1 - Avaliagdo da qualidade ecoldgica do Baixo Rio Doce utilizando a comunidade perifitica

O perifiton é definido como uma complexa comunidade de microrganismos (algas, bactérias,
fungos, protozoarios, microcrustaceos), detritos organicos e inorganicos aderidos ou associados a
substratos naturais ou artificiais, vivos ou mortos (Wetzel, 1983). Uma vez que as comunidades perifiticas
sdo compostas principalmente por algas (95 a 99% desta comunidade - Wetzel, 1990; Fernandes, 1997),
elas podem ser importantes produtores primarios em diversos ecossistemas aquaticos (representando até
85% da producdo priméaria total), possuindo um reconhecido papel nos ciclos energéticos e de nutrientes,
além de servirem de habitat e refligio contra predadores para diversos organismos (Stevenson, 1996; Biggs
& Kilroy, 2000).

A importancia do perifiton vai além do funcionamento dos ecossistemas aquaticos, podendo ser
utiizado como uma importante ferramenta de monitoramento da qualidade das aguas. Dentre as
carateristicas que fazem com que a comunidade seja boa bioindicadora de qualidade destacam-se (i) a
capacidade de converter muitos compostos inorganicos em organicos; (ii) o modo de vida séssil, juntamente
com o curto ciclo de vida, que fazem com que o perifiton responda rapidamente as alteragdes ocorridas na
agua; (iii) a riqueza de espécies, se comparado as outras comunidades aquaticas, constituindo um rico
sistema de informacdes para o monitoramento ambiental; (iv) a capacidade de acumular grandes
guantidades de nutrientes e substancias poluentes dissolvidos, integrando a qualidade da coluna d'agua, e
(v) por ser considerado um “ecossistema modelo”, j& que é adequado para avaliar colonizacéo, sucessao,
diversidade e estabilidade de comunidades (Lowe & Pan, 1996). Um dos principais usos dentro do
biomonitoramento é a avaliacdo do estado trofico dos corpos d’agua (Almeida & Fernandes 2012, 2013).
Contudo, o perifiton vem sendo utilizado com sucesso para a avaliagdo e monitoramento de alteragcBes
antrépicas causadas por mineracdo, desde alteracdes de pH, até a presenca de metais, como o cadmio,
chumbo, zinco e ferro (Hill et al., 2000; Besser et al., 2007; DeNicola & Lellock, 2015; McCauley & Bouldin,
2016). Com base no exposto, a comunidade perifitica é entdo uma importante ferramenta que deve ser
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incluida na avaliacéo dos impactos dos rejeitos de minério de ferro, decorrentes do colapso da barragem de
rejeitos de Fundao (Mariana, MG), no sistema lacustre e fluvial do baixo Rio Doce.

5. PRODUTOS

5.1. DADOS BRUTOS )

(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto RESPONSAVEL
os coletados in situ como os processados no laboratorio) (Pessoal Vinculado)

Lista de taxons de algas perifiticas; Abundancia de espécies perifiticas;
Concentracéao de clorofila-a do perifiton; Peso seco e peso seco livres de
cinzas do perifiton

Valéria de Oliveira
Fernandes
Stéfano Zorzal de Almeida

5.2. ANALISE DE DADOS )
(Relacionar as andlises que serao feitas e entregues até o 15° més de RESPONSAVEL
vigéncia do Projeto) (Pessoal Vinculado)

Analise da variacdo espacial e temporal da estrutura, composicao e
biomassa da comunidade perifitica ao longo do trecho capixaba do Baixo
Rio Doce e de lagoas adjacentes; Andlise das possiveis espécies
indicadoras de degradacdo ambiental.

Valéria de Oliveira
Fernandes
Stéfano Zorzal de Almeida

6. METODOLOGIA

Desenho amostral

As amostras da comunidade perifitica serdo coletadas mensalmente, durante 12 meses, em 10 estac¢fes de
amostragem ao longo do Baixo Rio Doce, na regido do estado do Espirito Santo. Em cada uma das
estacBes amostrais localizadas em ambientes I6ticos, serdo coletadas trés regides, sendo uma em cada
margem e outra na regido da calha do rio. A comunidade perifitica somente sera coletada na regiao da
calha do rio se nela houver substrato consolidado (i.e., seixos ou macrofitas). Nas estacfes amostrais de
ambientes |énticos, a comunidade perifitica ser4 coletada na margem mais proxima a estacdo amostral,
uma vez que esta comunidade ndo se desenvolve na regido pelagica de ambientes mais profundos (onde
foram estabelecidas as esta¢cdes amostrais do presente estudo).

Coleta e andlise (estrutura e biomassa) da comunidade perifitica

Em cada uma das estacdes amostrais (e regides das estacfes, no caso dos rios) serdo coletadas,
no minimo, trés unidades de um tipo substrato (a quantidade de substratos coletados devera conter uma
guantidade de material suficiente para os procedimentos analiticos). O tipo de substrato escolhido devera
ser comum as estagfes amostrais. Contudo, existe uma grande heterogeneidade espacial na Bacia do Rio
Doce, e os substratos podem néo estar presentes em todas as estagcfes amostrais. De modo a manter o
mesmo substrato sempre que possivel, a escolha do substrato devera seguir esta ordem: seixos (ou
rochas), macrdfitas fixas (enraizados), e macrofitas flutuantes. No caso do uso de macrofitas, deverdo ser
selecionadas aquelas mais abundantes ao longo das estagbes amostrais. Os substratos deverdo ser
coletados de forma que a area colonizada pelo perifiton possa ser determinada apds a remoc¢do do mesmo.
No caso de substratos vivos (e.g., macrdfitas), devera ser observada a idade do substrato, sendo que estes
devem ter aproximadamente a mesma idade (para evitar efeitos da sucesséo nas andlises) e ndo estarem
em senescéncia (que também pode influenciar na estrutura da comunidade). Os substratos coletados
deverdo ser armazenados em frascos com pequena quantidade de agua destilada (formando uma camara

2
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Umida), em baixa temperatura, até serem levados ao laboratério, onde serdo raspados com escova de
cerda macia e jatos de agua destilada. Em cada estacdo amostral (ou regido da estacao amostral), devera
ser coletada uma quantidade de material perifitico suficiente para a analise qualitativa, quantitativa, de peso
seco, e biomassa fotossintetizante.

Apés a raspagem, as amostras para a analise qualitativa da comunidade seréo fixadas com solucéo
formalina a aproximadamente 4% (4 ml de solugdo formalina para cada 100 ml de amostra). A andlise
taxondmica serd realizada em microscépio éptico equipado com camera fotografica e camara clara. Para a
analise taxondmica das diatomaceas, parte do material perifitico sera oxidado, segundo Battarbee et al.
(2001), utilizando peréxido de hidrogénio (H202 35%) e &cido cloridrico (HCI 10%). As laminas permanentes
serdo montadas utilizando Naphrax® (IR = 1,73) como meio de inclusdo. Para a andlise quantitativa, as
amostras serdo fixadas com solucao de lugol acético 1%. A analise da densidade perifitica sera realizada
em microscopio invertido (segundo Utermohl 1958), com tempo de sedimentacdo segundo Lund et al.
(1958). Esta contagem sera realizada em campos aleatérios (Uelinger 1964), e o limite de contagem sera
determinado pela curva de rarefacao de espécies (quando nenhuma espécie nova for observada em pelo
menos sete campos analisados) e pelo menos 400 individuos devem ser contados por amostras (Ferragut
et al. 2013).

O peso seco e 0 peso seco livre de cinzas da comunidade perifitica serdo determinados pelo
método de pesagem e seguirdo os procedimentos descritos em APHA (2005). A biomassa algal
(representado pela clorofila-a, corrigida da feofitina) serd determinada pelo método de extracdo em etanol
90% aquecido, sem maceracéo (Sartory & Grobellar 1984) e os célculos baseados em Golterman et al.
(1978).

Justificativa de Alteracao dos itens do TR

Substratos: devido a distribuicdo espacial dos substratos ao longo das estagdes amostrais ndo
serem constantes ao longo de um rio (Vannote et al., 1980), foi sugerido uma ordem de escolha de
substrato de acordo com a presenga deles. Dessa forma, sempre que possivel sera coletado seixos
(rochas) que serdo o substrato padrdo. Mas na auséncia destes, serdo coletados outros substratos de
acordo com a ordem apresentada.

Fixacdo das amostras: a fixacdo das amostras com a solucdo de Transeau ndo tem sido a mais

utilizada nos estudos da comunidade perifitica, e, portanto, foi sugerida a alteracédo para a solucéo formalina
4% (Bicudo & Menezes, 2005; Almeida & Fernandes, 2012; 2013).
Extracdo da clorofila-a: a alteracdo do método de extracédo da clorofila-a utilizando acetona para o método
do etanol a quente é justificada pela toxicidade da acetona. Durante o processo, ha a necessidade de
maceracdo do material bioldgico com a acetona, aumentando o risco de contaminacdo. O método de
extracdo por etanol, por outro lado, além de néo ser téxico (por inalagdo), ndo ha tanta manipulagdo do
material, diminuindo os riscos. Este método de extracdo vem sendo utilizado com sucesso em diversos
trabalhos sobre a comunidade algal, inclusive com a comunidade perifitica (Santos et al., 2013; Casartelli &
Ferragut, 2015).

Peso seco e peso seco livre de cinzas: quanto a inclusdo da anélise do peso seco e do peso seco
livre de cinzas se justifica pela andlise da representatividade de material orgéanico (proveniente no perifiton
principalmente de algas) e do material inorganico, que pode ter proveniéncia do rejeito da barragem.
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ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES,
ESTUARINA E MARINHA (ANEXO 3 - DULCICOLA)

PROJETO: CARACTERIZAGCAO LIMNOLOGICA DE LIPIDEOS TOTAIS, ACIDOS
GRAXOS E DAS CONCENTRACOES TOTAIS DE C, N E SUAS RAZOES ISOTOPICAS
NO SESTON E SEDIMENTOS

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcéo Instituicdo
Profa. lola Gongalves Boéchat Coordenador de subprojeto UFSJ
Prof. Bjorn Gucker Coordenador de subprojeto UFSJ
Dr. Ricky Cassio dos Santos Silva Pesquisador nivel doutorado UFSJ
Elisa Mercés Soares Pesquisadora nivel mestrado UFSJ
Técnico a definir Técnico nivel médio UFSJ

2. ESCOPO

A caracterizacao limnoldgica dos ecossistemas fluvial, lacustres e estuarino do Baixo Rio Doce visa
descrever as condicdes fisicas, hidroquimicas e hidrobiolégicas nas 10 estacBes amostrais do Anexo 3
‘Estudo e monitoramento ambiental no Rio Doce, area estuarina e marinha (Area Ambiental 1)’. O
monitoramento sera realizado através de amostragens mensais em 10 estacdes durante um periodo de 12
meses para 0 monitoramento de lipideos totais, acidos graxos e das concentracdes totais de C, N e suas
razbes isotopicas no seston e sedimentos. Os dados brutos e produtos esperados contemplam a variagcédo
espaco-temporal, bem como a avaliacdo da relacdo da qualidade da 4gua, como descritos nos itens a seguir.

3. OBJETIVO

Avaliacdo e monitoramento bioldgico e da qualidade de agua e sedimentos da area
dulcicola/estuarina definida no Anexo 3 do TR 4. O estudo de avaliacdo envolve a andlise dos ecossistemas
aguaticos dulcicolas da calha do Rio Doce e nos lagos do Lim&o, Nova, Juparand, Areal, Aredo e Monsaras,
além da porcao estuarina da calha do Rio Doce. O monitoramento se refere ao acompanhamento de lipideos
totais, acidos graxos e das concentracdes totais de C, N e suas razdes isotopicas no seston e sedimentos por
meio de amostragem em campo com coleta de amostras, analises laboratoriais e analise e discusséo de
dados de ambientes aquatico continental e estuarino em periodicidades amostrais mensal.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 4: Monitoramento ambiental da area dulcicola em 10 esta¢cdes na regido do Baixo Rio Doce: Andlise de
lipideos totais, acidos graxos e das concentracdes totais de C, N e suas razdes isotépicas no seston e
sedimentos

A acdo antropica sobre ecossistemas de agua doce se faz perceber em todos os aspectos da saude
destes ecossistemas, seja através de modificacdes na qualidade da agua, na diversidade estrutural de micro-
e macrohabitats ou diretamente sobre a diversidade de organismos e a ciclagem biogeoquimica (Vitousek et
al., 1997; Karatayev et al., 2005; Guildford et al., 2008), além de afetar importantes processos ecossistémicos
como o metabolismo e o fluxo de energia (Hill et al., 2001). Reconhecer os efeitos do tipo e da intensidade de
atividades antrépicas é de grande importancia para a determinacéo do estado de estabilidade ou instabilidade
estrutural e funcional de ecossistemas (Allan, 2004).

A pluma oriunda do rejeito de minério ao alcancar a coluna d’agua, produz um efeito imediato na
disponibilidade e na qualidade da luz, provocando reacfes imediatas na producado primaria e na estrutura das
comunidades fitoplanctdnicas e bentdnicas. Alteracdes nas comunidades aquaticas, sobretudo na base da
cadeia tréfica, como consequéncia de alteragdes na estrutura da coluna d’agua (reducéo de transparéncia,
alteracbes na qualidade e quantidade de luz disponivel), afetam diretamente a quantidade e a qualidade
nutricional dos produtores primarios e levam, por sua vez, a mudangas na estrutura das comunidades do



II""FEST PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE
Fundagdo Espirito-santense de Tecanlogio

AQUATICA DA AREA AMBIENTAL |

zooplancton herbivoro (Miller-Navarra et al., 2004). Seguem-se mudancas nas relacdes de competicdo
dentro das comunidades zooplanctfnicas, o que pode vir a desempenhar um papel chave na reestruturagédo
das relagGes troficas nestas condi¢des. Portanto, ao alterar a estrutura tréfica a um impacto qualquer que
altere as relagdes de luz na coluna d’dgua acaba por afetar os fluxos de matéria e energia e o metabolismo
de todo o ecossistema. Paralelamente, em sistemas aquaticos afetados por sedimentos finos provenientes
de rejeitos da atividade mineradora, esperam-se mudangcas como a diminuicdo da producdo de algas
plancténicas (devido da maior turbidez da dgua) e bentbnicas (devido a turbidez e instabilidade hidraulica do
sedimento fino) e, assim, uma menor disponibilidade alimento autdctone para a cadeia tréfica. Nesses casos,
a base da cadeia pode se deslocar para uma maior contribuicdo de material vegetal aléctone, cuja composicao
mineral, e bioquimica pode variar em relacdo aquela produzida internamente. O acompanhamento de
indicadores de tais mudancas (fontes autoctones — fontes aldctones) auxilia na compreensdo de como o
ecossistema adjacente pode auxiliar na recomposicdo da cadeia aquéatica, mesmo que a composi¢do da
comunidade mude consideravelmente, como reflexo dos impactos na coluna d'agua.

Em ecossistemas aquaticos, a composicao e concentracdo dos acidos graxos (FA, do inglés fatty
acids) vem sendo tradicionalmente utilizadas como marcadores na caracterizagdo da composicdo das
comunidades (Ahlgreen et al., 2009; Sushchik et al., 2003; Brett et al., 2009; Desvilletes e Bec, 2009) e das
interacBes troficas em experimentos de nutricdo de consumidores aquéticos (DeMott e Miiller-Navarra, 1997;
Becker e Boersma, 2003; Boéchat e Adrian, 2006). Além disso, a presenca e a concentracao de acidos graxos
essenciais, como certos polinsaturados (PUFAs) e altamente insaturados (HUFAS), vém sendo associadas
ao fitness de diferentes consumidores no campo (Goedkoop et al., 1998; Muller-Navarra et al., 2004) e em
estudos de laboratério (Boéchat et al., 2005; Boéchat et al., 2006). Uma outra importante utilizag@o dos acidos
graxos, que vem ganhando bastante espaco em estudos de monitoramento ambiental, € na avaliagdo da agdo
antropica sobre ecossistemas aquaticos. Em um estudo recente, a composicao de acidos graxos foi a Unica
a se correlacionar com a presenca de urbanizacdo na bacia de um rio de 5a ordem (Rio das Mortes, MG),
tendo sido um indicador mais eficiente dos impactos desta atividade do que as variaveis comumente utilizadas
como descritoras da qualidade da agua (Boéchat et al., 2014). Isso ocorre porque 0s &acidos graxos
apresentam-se como marcadores bastante sensiveis para impactos especificos, como por exemplo, da
entrada e composicao do esgoto de origem doméstica e industrial, de material fecal animal e humano e de
6leos (Queeméneur e Marty, 1994; Jardé et al., 2005). Ja as razdes de is6topos 613C e 815N representam
uma ferramenta importante para identificar as fontes (al6ctones versus autoctones) da MO em sistemas
terrestres e aquaticos, uma vez que diferentes compartimentos dos ecossistemas (plantas C3, C4, fixadores
de nitrogénio, fertilizantes quimicos, esgoto urbano etc.) possuem assinaturas isotOpicas carateristicas
(Thornton & McManus, 1994).

Este subprojeto visa acessar (i) o potencial de ferramentas marcadoras bioquimicas — lipideos totais
e acidos graxos — na avaliacao direta das consequéncias do impacto do rejeito de mineragéo sobre a estrutura
trofica e o fluxo de energia em ecossistemas lacustres e fluviais impactados, assim como (ii) as razbes de
isétopos estaveis de carbono e nitrogénio 813C e 615N da MOP dos sedimentos e do seston, para monitorar
a variacao espacial e temporal e as origens da MO na bacia e na pluma do Rio Doce. Esse monitoramento
permite avaliar os impactos do rompimento da barragem do Funddo no continuo aquatico, e futuramente,
propor acdes de mitigacdo e recuperacao.

Ao utilizar as ferramentas aqui propostas (lipideos totais, perfil de acidos graxos e razdes isotdpicas
de C e N no seston e sedimentos) poderemos acessar, concomitantemente as analises limnoldgicas
rotineiramente empregadas, informac¢Bes importantes sobre a mudanca na contribuicdo de novas fontes
basais de consumo nos sistemas afetados (entradas de fontes aléctones versus fontes autéctones) e as
consequéncias do impacto, como alteracdes fisiol6gicas nos organismos, assim como inferir a repercusséo
de tais alteracfes para a cadeia tréfica. Trata-se de uma abordagem inovadora, que abraga uma postura mais
ecossistémica e, portanto, mais funcional da analise de impactos antrépicos sobre sistemas aquaticos.
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5. PRODUTOS
5.1. DADOS BRUTOS )
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto RESPONSAVEL
os coletados in situ como os processados no laboratorio) (Pessoal Vinculado)

Concentracao de lipideos totais em amostras de seston e sedimento;
Concentragdo de acidos graxos saturados e insaturados em amostras de
seston e sedimento;

Razao isotdpica de C e N em amostras de seston e sedimento;
Concentracdo de C e N em amostras de seston e sedimento

lola Boéchat
Bjorn Giicker,

5.2. ANALISE DE DADOS ]
(Relacionar as analises que serao feitas e entregues até o 15° més de RESPONSAVEL
vigéncia do Projeto) (Pessoal Vinculado)

Analise espago-temporal da concentragdo de lipideos totais e acidos
graxos saturados e insaturados no seston e sedimento (frequéncia
mensal)

Discusséo da variabilidade na composicao de acidos graxos no seston e
sedimento a luz das modificacdes fisicas (alteracédo na intensidade
luminosa causada por aumento na turbidez, aporte de material externo,
etc) e bioldgicas (alteracfes na composicao da comunidade) sofridas nos lola Boéchat

sistemas analisados Bjorn Gicker

Discussao da variabilidade nas raz8es isotdpicas no seston e a luz das
modificacdes fisicas sofridas no sistema (alteracdo na intensidade
luminosa causada por aumento na turbidez, aporte de material externo,
etc).

6. METODOLOGIA

Amostragem de indicadores lipidicos e &cidos graxos

Serdo analisados os perfis de acidos graxos e a concentracdo de lipideos totais em amostras
subsuperficiais de matéria organica particulada em suspensao (seston) de lagos rasos e do canal riverino, e
no sedimento de ecossistemas riverinos e lacustres afetados, coletadas mensalmente. As amostras de seston
de lagos profundos, coletadas em diversas profundidades, serdo integradas em uma Unica amostra. As
amostras coletas serdo imediatamente filtradas em filtros de fibra de vidro GF-F de 45 mm, pré-incinerados a
450 °C por 2h. O material filtrado em replicata (até a completa saturagdo do filtro, anotando-se o volume
filtrado) ficara acondicionado a -20°C até analise. As amostras de sedimento deverdo ser secas em estufa a
30°C e acondicionadas em tubos eppendorf a -20°C até andlise. Todas as amostras serdo liofilizadas antes
da analise.

Andlises de lipideos e &cidos graxos

Para as analises de lipideos totais e acidos graxos, os filtros contendo as amostras de seston filtradas,
assim como as amostras de sedimento, serdo submetidos a homogeneizacao por sonicacdo por 5 a 10 min.
a 5000 ciclos min! e posterior extracdo em solucdo de cloroférmio—metanol 2:1 v:v. A analise de lipideos
totais sera realizada pelo método espectrofotométrico da Fosfovanilina (Zoliner e Kirsch, 1962; Ahigreen e
Merino 1991). Sera utilizada uma curva padrdo de &cido linoleico e a leitura sera feita a 528nm. Para a
quantificac@o dos acidos graxos, apds a extracdo serd adicionado o padrdo interno (4cido tricosandico, 0.2
mg mL1) e as amostras serdo secas sob fluxo de nitrogénio e imediatamente analisadas. A analise se da pela
formacédo dos metil ésteres de acidos graxos (FAMEs) com a adi¢éo de acido sulfarico 5% v:v e 0 aquecimento
das amostras a 80°C por 4 hs. Uma aliquota de 0.2 yL é injetada em uma coluna capilar (Omegawax 320,

3
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Supelco 60m x 0.32 mm, ou similar) em um sistema de cromatografia gasosa acoplado a um espectrémetro
de massa (Agilent, USA). A identificacdo dos acidos graxos se da por comparacao dos tempos de retencao
do espectro obtido para as amostras analisadas com o espectro de uma solugéo padréo de acidos graxos de
concentra¢do conhecida (FAME Mix Nrs. 1 e 3, Supelco) e confirmada por comparagéo do espectro de massa
obtido em modo full scan com aqueles presentes em uma biblioteca de espectros. A quantificagédo se da por
comparacao da area dos picos com aquela do padrédo interno adicionado apés a extragéao.

Amostragem is6topos e analise elementar: sedimentos

Amostragem mensal, corresponde ao TR, protocolo para orgénicos. A sub amostragem do sedimento
coletado com corer sera feita com espatula de metal raspando os centimetros superficiais contendo a lama
alaranjada que representa o rejeito. A amostra devera ter em torno de 5g e devera ser armazenada em pote
de vidro (carcinado) e congelada.

Amostragem isétopos e analise elementar: seston

Amostragem trimestral, corresponde ao TR, protocolo para metais dissolvidos, mas com substituicdo
da lavagem dos recipientes com acido nitrico por acido cloridrico (10%). Justificativa: A lavagem com &acido
nitrico impossibilita medigGes confiaveis de isotopia de nitrogénio.

Analise de isétopos e analise elementar:

As andlises das razfes isotdpicas e a analise elementar nas amostras de sedimento, seston e fontes

da MO serao realizadas por meio da técnica de Oxidacao Catalitica em Alta Temperatura (em inglés, High
Temperature Catalytic Oxidation — HTCO), com o aparelho CHNO Analyser (FLASH HT Plus, Thermo,
Alemanha), acoplado a um espectrdmetro de massa de razéo isotopica (Isotope Ratio Mass Spectrometer -
IRMS, Delta V, Thermo, Alemanha), que mede a composicao isotdpica concomitantemente as medidas de C
e N, presente no laboratério do proponente. Os resultados s&o entdo expressos pela unidade padrao & como:
0X = [(R substrato - R produto) — 1] x 1000, onde X é 13C ou 15N e R é a raz&o correspondente 13C/12C ou
15N/14N. As dosagens de fésforo total serdo realizadas por meio da técnica de espectrofotometria
automatizada por injecdo em fluxo (FIA; flow injection analysis) com o aparelho FIALab 2500 (FIALab, EUA)
presente no laboratério do proponente.
Antes e depois das analises, 0 equipamento serd calibrado com materiais de referéncia padrdo. Esses
padrbes serdo selecionados por terem uma composicao similar as amostras analisadas. Os materiais de
referéncia (ou padrédo externo) utilizado serdo p.ex. IAEA-CH3 (Celulose), IAEA-600 (cafeina), IAEA N2
(sulfato de aménio) e IAEA-NOS (nitrato de potassio). Os valores delta finais sdo expressos em relagao aos
padrdes internacionais baseados no calcario de Viena Pee Dee Belemnite (V — PDB) para o C e nitrogénio
atmosférico, N2, para o N. Serdo utilizados ainda um padréo interno, a caseina, medido a cada dez amostras
analisadas. Esse padrdo interno é utilizado para corrigir pequenos erros que podem ocorrer durante as
andlises isotdpicas. Demais informagfes sobre o método se encontram em Gucker et al. (2011).
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ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES,
ESTUARINA E MARINHA (ANEXO 3 - DULCICOLA)

PROJETO: CARACTERIZAGCAO LIMNOLOGICA DOS ECOSSISTEMAS FLUVIAIS,
LACUSTRES E ESTUARINOS DO BAIXO RIO DOCE

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcao Instituicdo
Gilberto Fonseca Barroso Coordenador de projeto e subprojetos UFES
Organizacédo e coordenacéo das amostragens em campo,
Bolsista de P6s-doutorado* levantamento, sistematizacdo e andlise de dados e UFES

producdo de relatorios técnicos
Amostragem em campo, processamento de amostras,
andlises hidroquimicas, sistematizacao e analise de UFES
dados e producéo de relatorios técnicos
Amostragem em campo, processamento de amostras,

Mestre Il / Profissional Pleno
In=*

Mestre | / Profissional Pleno I* andlises hidroquimicas, sistematizacao e analise de UFES
dados e producéo de relatorios técnicos
Bolsista de Iniciacéo Auxilio no processamento de amostras e analises
R, . P . UFES
Cientifica hidroquimicas em laboratério
Bolsista de Iniciacéo Auxilio no processamento de amostras e analises
S : o iy UFES
Cientifica hidroquimicas em laboratério

* pesquisadores também alocados no Projeto Integracéo flavio-estuarina: fluxos hidrolégicos

2. ESCOPO

A caracterizacao limnoldgica dos ecossistemas fluvial, lacustres e estuarino do Baixo Rio Doce visa
descrever as condi¢cdes fisicas, hidroquimicas e hidrobiolégicas nas 10 estacbes amostrais do Anexo 3
‘Estudo e monitoramento ambiental no Rio Doce, area estuarina e marinha (Area Ambiental 1)’ nos
ecossistemas aquaticos continentais do Baixo Rio Doce, constante no Termo de Referéncia 4 - Programa de
Monitoramento da Biodiversidade Aquética. O monitoramento sera realizado através de amostragens mensais
em 10 estacBes durante um periodo de 12 meses. Os dados brutos e produtos esperados contemplam a
variacao espaco-temporal, bem como a avaliagdo da relacéo da qualidade da agua, como descritos nos itens
a seguir.

3. OBJETIVO

Avaliacdo e monitoramento biolégico e da qualidade de &gua e sedimentos da &rea
dulcicola/estuarina definida no Anexo 3 do TR 4. O estudo de avaliacdo envolve a andlise dos ecossistemas
aguaticos dulcicolas da calha do Rio Doce e nos lagos do Lim&o, Nova, Juparand, Areal, Aredo e Monsaras,
além da porgéo estuarina da calha do Rio Doce. O monitoramento se refere ao acompanhamento de variaveis
ambientais por meio de amostragem em campo com coleta de amostras, analises laboratoriais e analise e
discusséo de dados de ambientes aquético continental e estuarino em periodicidade amostral mensal.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 4: Monitoramento ambiental da area dulcicola em 10 esta¢des ao longo da bacia do Rio Doce:
Caracterizagdo limnoldgica dos ecossistemas fluviais, lacustres e estuarino do Baixo Rio Doce

Submeta 1: Coleta de agua para analises hidroquimicas e registro de parametros fisico-quimicos na coluna
d’agua em 10 estacdes amostrais conforme o Anexo 3.
Descrigdo: Coleta mensal em 1, 2 ou 3 profundidades distintas (superficie, meio e fundo)

Submeta 2: Coleta de sedimento para analises hidroquimicas em 10 esta¢cbes amostrais conforme o0 Anexo
3.
Descricdo: Coleta mensal de amostras de sedimento com busca fundo van Veen/Ekman
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Submeta 3: Registro de parametros fisico-quimicos na coluna d’agua na coluna d’agua em 10 estacfes

amostrais conforme o Anexo 3.

Descrigéo: Registro in situ de dados com perfilagem com sonda multipardmetros e CTD

5. PRODUTOS

5.1. DADOS BRUTOS
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto
os coletados in situ como os processados no laborat6rio)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

Coluna d’agua
Perfil térmico

Turbidez

Oxigénio dissolvido

Potencial Redox

pH

Condutividade elétrica

Salinidade

Concentragdo de Material Particulado em Suspenséo - MPS
Concentracdo de nutrientes (nitrogénio, fosforo e silicio)
Concentracgéo de clorofila a

Concentragdo de matéria organica dissolvida croméfora - MODC
Concentragéo de elementos traco nas fragdes total e dissolvida (Cd, Pb, Ni,
Zn, Fe, Al)*

Sedimento de fundo

Granulometria

Teor de matéria organica

Concentragao de elementos traco nas fragdes total e dissolvida (Cd, Pb, Ni,
Zn, Fe, Al)*

Gilberto F Barroso

*amostras a serem
analisados pela Profa.
Vanya Marcia Duarte Pasa
(UFMG)

5.2. ANALISE DE DADOS
(Relacionar as analises que serao feitas e entregues até o 15° més de
vigéncia do Projeto)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

Andlise da variacdo espacgo-temporal do ambiente fisico-quimico com
énfase nas concentracdes do material dissolvido e particulado na coluna
d’agua dos ecossistemas aquaticos dulcicolas e estuarino do Baixo Rio

Doce (amostragem mensal).

Analise espago-temporal da variagdo do sedimento depositado na calha
fluvial e no fundo dos lagos (quanto a granulometria e composicao) dos
ecossistemas aquéaticos dulcicolas e estuarino do Baixo Rio Doce
(amostragem mensal).

Andlise da variabilidade espaco-temporal considerando a integracéo dos
dados da coluna d’agua e sedimentos de fundo com os dados de vazao
fluvial.

Gilberto F Barroso

6. METODOLOGIA

A amostragem sera realizada mensalmente, durante 12 meses, nas estagfes amostrais dulcicolas e
estuarinas do Anexo 3 ‘Estudo e monitoramento ambiental no Rio Doce, area estuarina e marinha (Area

Ambiental 1)’
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Coluna d'4gua
A perfilagem de temperatura e salinidade sera feita da superficie ao fundo por meio de CTD. Dados

de condutividade elétrica (uS/cm), pH, Potencial Redox (mV), oxigénio dissolvido (mg/L) serao registrados e
por meio de sonda multiparametros, previamente calibrada, nas profundidades de subsuperficie, meio e
proximo ao fundo em coluna d’agua com mais de 3,0 m de profundidade. Em estagdo com profundidade
inferior a 3,0 m seréo feitos registros de dados fisico-quimicos na subsuperficie e fundo. Devido a potencial
mistura da coluna d’agua em estac6es amostrais com profundidades inferiores a 3,0 m as amostras para
hidroquimica serdo coletadas com garrafa de Niskin (material PVC, volume de 3L e montagem horizontal e
vertical) no meio da coluna. As amostras de agua serdo acondicionadas em frascos de polipropileno (1 L),
previamente descontaminados. Os frascos com as amostras de agua para determinacao das concentracdes
de material particulado em suspensédo - MPS, clorofila a, turbidez, nutrientes, matéria orgéanica dissolvida
cromofora - MODC serdo armazenados refrigerados e ao abrigo da luz.

A turbidez serd determinada com turbidimetro LaMotte 2020, previamente calibrado e os resultados
expressos em UNT. As andlises hidroquimicas seréo realizadas em laboratério conforme Standard Methods
for Analysis of Water and Wastewater (APHA, 2005). O MPS ser& determinado por gravimetria em membranas
de acetato/éster de celulose (47 mm e 0,45 pm) utilizando balanca analitica (0,1 mg) e os resultados
expressos em mg/L. A andlise da clorofila a (ug/L) serd determinada por fluorimetria com extracdo em acetona
90% e acidificagdo para conversdo de feopigmentos. A MODC sera determinada por fluorimetria apos as
amostras refrigeradas serem filtradas em membranas de 0,45 pm e as concentragcfes aferidas contra solugédo
padrado de sulfato de quinina. Aliquotas de agua serao digeridas simultaneamente com persulfato de potassio
para determinagdo de nitrogénio e fosforo total. O nitrato sera reduzido a nitrito coluna de Cd e a leitura em
espectrofotdmetro. O fosfato sera determinado pelo método do acido ascérbico e o silicato pelo método
silicomolibidico e ambos serao lidos em espectrofotdmetro. Os ions nitrito, nitrato, amdnio e fosfato serdo
analisados, em amostras néo digeridas e filtradas em membrana 0,45 pm, por cromatografia de ions, sistema
Dionex 1C1100.

As amostras para determinacdo dos elementos traco serdo separadas em total e dissolvida. A
amostra para determinacdo dos totais sera preservada em campo com adicdo de HNO3s e HCI para posterior
digestdo em microondas, seguido de quantificacdo em espectrometria de massa com fonte de plasma ICP-
MS, conforme EPA 3015A. As amostras para determinacéo dos elementos traco serdo previamente filtradas
em membrana de 0,45 pum, sendo em seguida acidificada com HNO3 para posterior analise ICP-MS (método
EPA 6020A). As andlises de elementos traco, totais e dissolvidos na coluna d’agua serdo realizadas no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG.

Sedimento

As amostras de sedimento serdo coletadas com draga de Petersen no ambiente fluvial ou Ekman no
ambiente lacustre. Em ambos os casos serdo coletadas aliquotas de sedimento da parte central e superficial
da amostra com colheres de plastico para evitar contaminacdo dos elementos trago. Para as amostras de
contaminantes orgéanicos serdo utilizadas colheres de metal. Amostras de sedimento Umido serdo
acondicionadas em sacos plasticos do tipo zip bag previamente descontaminadas, sendo que as amostras
para contaminantes organicos serdo acondicionadas em recipientes de aluminio précalcinados. Tal como as
andlises de elementos traco totais e dissolvidos da agua a fracdo total e a parcial também seréo analisadas
no Departamento de Quimica da UFMG.

A granulometria sera determinada via imida por difracédo a laser no sistema Malvern. O conteldo de
matéria organica sera determinado por meio de ignicdo em forno mufla a 400 °C por 4 horas e os resultados
expressos em %. A concentracao total de metais nos sedimentos, previamente liofilizado e macerado, seguira
pela abertura total conforme EPA 3052 com a adi¢cdo de HF e HNO3 destilados. A fragéo parcial de elementos
traco no sedimento sera processada com adi¢cdo de HNOs, conforme o método EPA 3051A.

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

APHA (2005). Standard Method for the Examination of Water and Wastewater. Washington, D.C., American
Public Health Association. 978-0875530475
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PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE

ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES,

ESTUARINA E MARINHA (ANEXO 3 - DULCICOLA)

PROJETO: INTEGRACAO FLUVIO-ESTUARINA: FLUXOS HIDROLOGICOS

1. EQUIPE TECNICA

Nome

Funcéo

Instituicdo

Gilberto Fonseca Barroso e
Daniel

Pesquisador Lideres do Subprojeto
determinacéo dos fluxos de agua, sedimentos
em suspensao, nutrientes e metais do sistema

fluvial para o sistema estuarino-marinho

UFES

Pesquisador pos-doutorado*

Organizacédo e coordenacao das amostragens
em campo, levantamento, sistematizacdo e
andlise de dados e producéo de relatérios
técnicos

UFES

Profissional Pleno II*

Amostragem em campo, processamento de
amostras, analises hidroquimicas,
sistematizacéo e analise de dados e producao
de relatérios técnicos

UFES

Profissional Pleno I*

Amostragem em campo, processamento de
amostras, analises hidroquimicas,
sistematizacéo e analise de dados e producao
de relatérios técnicos

UFES

Bolsista de Iniciacéo
Cientifica*

Processamento de amostras e analises
hidroquimicas

UFES

Bolsista de Iniciacéo
Cientifica*

Processamento de amostras e analises
hidroquimicas

UFES

Daniel Rigo

Pesquisador Lider do Subprojeto
Monitoramento de vazdes e descargas sélidas
no estuario do Rio Doce

UFES

Profissional - Engenheiro

Tratamento de dados de monitoramento;
producdo de relatérios técnicos

UFES

Bolsista Pessoal Vinculado

Analises laboratoriais, planejamento de
campanhas; calibracdo de equipamentos

UFES

Bolsista de Apoio Técnico ou
Iniciacao Cientifica

Auxilio no tratamento de dados, relatérios e
analises laboratoriais

UFES

Marco Aurélio Caiado

Pesquisador Lider do Subprojeto
Caracterizacgédo hidroldgica global para
compreensdao do aporte de agua doce no
ambiente estuarino-marinho do Rio Doce

IFES

Pesquisador Janior

Levantamento, sistematizacdo, espacializacao
e analise de dados hidroldgicos; producéo de
relatérios técnicos

IFES

Técnico de Nivel Superior

Levantamento, sistematizacdo, espacializacao
e analise de dados hidroldgicos; producéo de
relatérios técnicos

IFES

Edmilson Costa Teixeira

Pesquisador Lider do Subprojeto Subsidios a
compreenséo global das relacdes de causa e
efeito do conjunto de acdes realizadas na
bacia hidrografica do Rio Doce sobre o aporte
de fluxo de &gua, sedimentos e nutrientes no
sistema estuarino-marinho

UFES

Profissional Pleno Il

Levantamento, sistematizacéo e analise de
dados e informacdes; producédo de relatérios
técnicos

UFES
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Levantamento, sistematizacdo e analise de
Técnico de Nivel Superior dados e informacdes; producédo de relatérios UFES
técnicos
Auxilio no levantamento e sistematizacédo de
dados e informacdes
* pesquisadores também alocados no Projeto Caracterizacéo limnologica dos ecossistemas fluviais, lacustres

e estuarinos do Baixo Rio Doce

UFES

Bolsista de Iniciagao Cientifica

2. ESCOPO

O Projeto ‘Integracdo Flavio-Estuarina: Fluxos Hidrolégicos’ é constituido de quatro atividades
(subprojetos) relacionados ao entendimento da conectividade hidrolégica dos sistemas fluvial-estuarino e
marinho. Para isso foram previstas a modelagem hidroldgica da bacia do Rio Doce, 0 monitoramento da vazao
e descargas de agua, sedimentos, nutrientes e elementos traco e a andlise das relacdes de causa e efeito
das acdes de gestdo sobre os fluxos hidrolégicos do rio Doce para o sistema marinho adjacente. Cada
Subprojeto tem seus objetivos e metas especificos; porém, no conjunto, buscam oferecer subsidios para o
desenvolvimento de andlises integradas sobre o nivel de exposi¢cdo da biodiversidade aquatica, dulcicola e
marinha, aos efeitos deletérios dos rejeitos de minério considerando a magnitude dos fluxos hidroldgicos.
A seguir sdo apresentados o escopo de cada um dos subprojetos:

e Subprojeto Caracterizacdo hidrologica global para compreensdo do aporte de agua doce no ambiente
estuarino-marinho do Rio Doce

Este subprojeto tem como escopo a analise do comportamento hidrol6gico da bacia do Rio Doce, que
resulta nas vazdes que chegam a secdo de referéncia rio-estuario, em Linhares. Entre os aspectos
metodolégicos do seu desenvolvimento, tém-se: 0 mapeamento das estacdes fluviométricas e pluviométricas
em funcionamento em toda a bacia do Rio Doce; a andlise dos seus dados; o estabelecimento de relacfes
chuva-vazdo nas diferentes sub-bacias/regides hidrograficas que a compdem; a espacializacdo das
informacdes hidrolégicas; e a andlise do caminhamento das dguas de escoamento superficial, desde a regido
onde foi precipitada até a sec¢éo de controle, de forma a possibilitar o entendimento das variacdes de vazao
e sua correspondéncia com a qualidade da 4gua. O desenvolvimento do estudo também envolve visitas
técnicas as diferentes sub-bacias que compdem a bacia do Rio Doce para um melhor entendimento de seus
comportamentos hidrologicos.

e Subprojeto Monitoramento de vazdes e descargas sélidas no estuario do Rio Doce

O aporte de agua doce modifica o padrdo de escoamento, a disponibilidade de nutrientes e
sedimentos na area costeira adjacente. Devido a sazonalidade dos eventos de vazao, ocorre maior fluxo de
agua doce nos periodos Umidos, entre outubro e margo na regiao de estudo, e menor fluxo de dgua no periodo
seco, entre abril e setembro.

No caso do Rio Doce, cuja vazdo média anual é de 983 m2.s', ocorre interferéncia na hidrodinamica
na regiao localizada préxima a sua foz, além desse rio contribuir significativamente com o aporte de
sedimentos (OLIVEIRA et al, 2018). Cabe observar que em periodos Umidos os valores de vazdes médias
mensais podem ser muito superiores a vazao médias anual e, consequentemente, mais elevados os valores
de cargas de sedimentos aportados ao estuario e langados no mar.

Estudos desenvolvidos anteriormente descrevem a bacia do Rio Doce com alta producdo de
sedimentos. Lima et al. (2006) analisaram dados de descargas soélidas de sedimentos suspensos em grandes
rios brasileiros e concluiram que a estacao localizada em Colatina, no Rio Doce, apresentou o segundo maior
fluxo de sedimentos (148 t.km2.ano!), ficando atrds somente do rio Amazonas (168 t.km=2.ano).

O maior fluxo de sedimentos pode estar relacionado a maior disponibilidade de nutrientes,
necessarios para o desenvolvimento das comunidades aquaticas de produtores primarios. Por outro lado, o
incremento do material particulado e suspensédo tende a reduzir transparéncia da agua, devido ao aumento
de turbidez, interferindo em processos fotossintéticos. Estimativas de descargas sélidas auxiliam na andlise
de dados relativos a vida de espécies aquaticas existentes na regiao de estudo.

Desse modo, torna-se necessaria a quantificacdo de vazdes e de fluxo de sedimentos no Rio Doce,
em trecho localizado mais proximo a foz, e livre da intrusdo halina durante a maré enchente no periodo de
baixa vazédo fluvial, com finalidade de subsidiar a analise de dados de pesquisadores da area bioldgica,
auxiliando na caracterizacdo do ambiente estudado.
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e Subprojeto Determinacédo dos fluxos de agua, nutrientes e metais do sistema fluvial para o sistema
estuarino-marinho

Visando complementar o Subprojeto ‘Monitoramento de vazdes e descargas soélidas no estuario do
Rio Doce’ este Subprojeto ird determinar os fluxos hidroldgicos de agua, sedimento, nutrientes e
contaminantes (i.e., elementos traco) do Rio Doce para o0 estuario e sistema marinho adjacente. A
conectividade hidrolégica por fluxos tem sido reconhecida como importante abordagem biogeoquimica para
analise integrada de aguas costeiras (Crossland et al., 2005; Barroso et al., 2012; Milliman & Farnsworth,
2011; Tong et al., 2015). Para costa leste do Brasil os Rios S&o Francisco e Doce sdo os maiores tributarios
de agua doce, sendo que o segundo rio contribui com o maior aporte de sedimentos (Souza & Knoppers,
2003; Milliman & Farnsworth, 2011).

Os fluxos serdo considerados em base anual (m3/ano para agua ou kg/ano para materiais) baseado
em amostragens mensais ao longo de 12 meses na estacdo amostral a montante da influéncia do efeito
represamento da vazao fluvial pela intrusédo halina durante a maré enchente na secao estuarina da calha do
Rio Doce. Os dados brutos e produtos esperados contemplam a variacdo espago-temporal, bem como a
avaliacéo da relacao flavio-marinha, como descritos nos itens a seguir. Os resultados do Subprojeto permitiréo
avaliar o nivel de exposicdo da biota aquatica, estuarina e marinha, em relacdo aos efeitos deletérios dos
rejeitos de minério. Também sera possivel avaliar a significancia dos fluxos de nutrientes e elementos traco
comparado a outras bacias hidrogréficas.

e Subprojeto Subsidios a compreensado global das relacdes de causa e efeito do conjunto de acfes
realizadas na bacia hidrografica do Rio Doce sobre o aporte de fluxo de agua, sedimentos e nutrientes no
sistema estuarino-marinho

Este subprojeto tem como escopo a identificacdo e o mapeamento de agbes/intervencdes realizadas
sobre o territério delimitado pela bacia hidrografica do Rio Doce, particularmente a montante da secédo de
referéncia rio-estuario (em Linhares), visando subsidiar a compreenséo global de suas rela¢des de causa e
efeito sobre os fluxos de agua, sedimentos, nutrientes e contaminantes (i.e., elementos trago) a jusante da
referida secdo de referéncia. Dentre as atividades a serem desenvolvidas estdo a realizacdo de visitas
técnicas a area de estudo, o acompanhamento de reunides ordinarias e/ou extraordinarias de Camaras
Técnicas do Comité Interfederativo (CIF) e do Comité da Bacia Hidrogréafica do Rio Doce (CBH Doce), bem
como de visitas técnicas ao IBio AGB Doce e a Renova. Sera realizado o respectivo levantamento de a¢des
e gestao com potencial relacdo com os fluxos hidroldgicos junto as diferentes instituicbes. O escopo envolve
também o emprego de metodologias de andlise integrada, buscando-se obter uma viséo sistémica de como
as ac¢Oes/intervencdes identificadas e mapeadas podem estar influenciando nos referidos fluxos.

3. OBJETIVO

Os objetivos do Projeto seréo apresentados por subprojetos que o compdem:

e Subprojeto Caracterizacao hidroldgica global para compreensdo do aporte de agua doce no ambiente
estuarino-marinho do Rio Doce

Subsidiar a compreenséo das relagdes chuva-vazéo nas diferentes sub-bacias/regides hidrograficas
gue compdem a bacia do Rio Doce e o consequente aporte de agua na segdo de controle rio-estuario em
Linhares.

e Subprojeto Monitoramento de vazdes e descargas soélidas no estuario do Rio Doce

Monitorar e analisar o comportamento de descargas liquidas e sélidas no Rio Doce, bem como fluxos
e variacbes de niveis d'agua, a fim de subsidiar os pesquisadores das areas de biologia e modelagem
ambiental que integram o Programa de Monitoramento da Biodiversidade Aquatica, na caracterizacdo do
ambiente estudado.

e Subprojeto Determinacéo dos fluxos de agua, sedimentos em suspensao, nutrientes e metais do sistema
fluvial para o sistema estuarino-marinho
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Avaliacdo da conectividade hidrolégica do sistema fluvio-estuarino do Rio Doce por meio da analise
da variabilidade espacial e temporal dos fluxos de agua, sedimentos, nutrientes e contaminantes (i.e.,
elementos traco) para secdo estuarina da bacia e sistema marinho adjacente. A avaliagdo integrada do
sistema flavio-estuarino possibilitard uma melhor compreensdo do nivel e exposicdo da biota aquatica,
dulcicola, estuarina e marinha, em relagdo aos contaminantes e os potenciais efeitos fisiologicos nas
comunidades bioldgicas e ecoldgicos nos ecossistemas aquaticos.

e Subprojeto Subsidios a compreensédo global das relacdes de causa e efeito do conjunto de acfes
realizadas na bacia hidrografica do Rio Doce sobre o aporte de fluxo de agua, sedimentos e nutrientes no
sistema estuarino-marinho

Subsidiar a compreenséo global das relacdes de causa e efeito do conjunto de acdes realizadas na
bacia hidrografica do Rio Doce sobre o aporte de fluxos de &gua, sedimentos e nutrientes no ambiente
estuarino-marinho.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Nesta se¢do séo apresentadas as submetas relacionadas aos subprojetos da Meta 4 do Programa
de Monitoramento®:

e Subprojeto Caracterizacao hidroldgica global para compreensdo do aporte de agua doce no ambiente
estuarino-marinho do Rio Doce

Submeta 1: Levantamento, espacializacdo e compilacdo de dados das estacBes pluviométricas e
fluviométricas em operacao na bacia do Rio Doce. O desenvolvimento do trabalho envolve a identificacao,
espacializacdo e sistematizacdo dos dados hidrolégicos e de funcionamento das estacdes fluviométricas e
pluviométricas instaladas na bacia do Rio Doce, abrangendo os responsaveis pela operacdo das mesmas, a
forma de obtencéao e transmisséo de dados e os procedimentos que devem ser executados para obter seus
dados hidroldgicos. A finalizacdo dessa atividade se da com a categorizacdo das estacdes e a escolha
daquelas que serdo utilizadas nas analises subsequentes. Nesta etapa dos trabalhos, sera criada a base de
dados para subsidiar o cumprimento das demais submetas.

Submeta 2: Andlise dos dados hidrolégicos das diferentes regifes e sub-bacias que comp&em o Rio Doce.
O desenvolvimento dessa atividade envolve a andlise dos dados pluviométricos e fluviométricos das estagdes
identificadas e o estabelecimento das relagfes de chuva-vazdo nas diferentes regides hidrograficas/sub-
bacias que comp&em a bacia do Rio Doce. Para o cumprimento seu comprimento, sera necessaria a analise
de dados pluviométricos e fluviométricos pretéritos e atuais, o conhecimento dos tipos de solo e do uso do
solo a partir de mapas existentes e da realizagdo de visitas de campo para melhor conhecimento das
caracteristicas fisicas e de uso do solo, facilitando o estabelecimento das rela¢des causa e efeito na hidrologia
da bacia do Rio Doce. O estabelecimento das relagfes de chuva-vazao é importante para se determinar como
cada regido se comporta quanto ao fornecimento de 4gua para a calha do Rio Doce durante periodos secos
e chuvosos.

Submeta 3: Andlise do caminhamento do fluxo de agua de montante até a sec¢do de controle. Para o
desenvolvimento dessa atividade, serdo analisados os dados de altimetria ao longo da calha do Rio Doce e
dados fluviométricos das diversas esta¢c@es pluviométricas instaladas na bacia, de modo a se estabelecer a
velocidade média do fluxo em cada trecho e as mudancgas no hidrograma ao longo da calha do Rio Doce.
Serdo também analisadas as precipitagdes ocorrentes nas sub-bacias/regides hidrologicas e as vazées na
calha do Rio Doce e na secéo de controle rio-estuario (em Linhares), de forma a se estabelecer as relagbes
entre elas. Esta atividade se justifica pela necessidade de se compreender como cada regido contribui para
o fluxo de agua que aporta no estuario e como se da o caminhamento da agua na calha do rio, subsidiando
o entendimento das relacdes entre vazédo e qualidade da agua que aporta no estuario.

1 Meta 4: Monitoramento ambiental da drea dulcicola em 10 esta¢des ao longo da bacia do Rio Doce: Determinacdo dos
fluxos de agua, sedimentos em suspensdo, nutrientes e metais do sistema fluvial para o sistema estuarino-marinho.
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e Subprojeto Monitoramento de vazdes e descargas solidas no estuéario do Rio Doce

Submeta 4: Quantificacdo de descargas liquidas e determinacdo de fluxos e niveis d’agua. Mensalmente,
sera realizado monitoramento, incluindo a analise multidimensional do comportamento espago-temporal, de
descargas liquidas e fluxos de agua em 4 se¢des do estuario do Rio Doce (uma no limite fluvio-estuarino, em
Linhares) por meio da utilizacdo de ADCP (medicdes na secdo transversal da calha fluvial). Nestas mesmas
secdes, serdo instalados sensores de pressao para acompanhamento de niveis d’agua. Os resultados obtidos
serdo utilizados para caracterizacdo do ambiente e no estudo de modelagem numérica.

Submeta 5: Estimativas de descargas soélidas. Mensalmente, serdo realizadas estimativas de descargas
sélidas em 4 se¢des do estuario do Rio Doce, utilizando-se o método Modificado de Einstein. Para tal seréo
coletadas amostras de sedimentos suspensos integradas na vertical e de sedimentos de fundo. O
comportamento espaco-temporal das descargas sélidas estimadas serd analisado multidimensional e
multicriterialmente em subsidio a caracterizagdo do ambiente e avaliacdo conjunta de dados biol6gicos.

e Subprojeto Determinacgdo dos fluxos de agua, sedimentos em suspenséo, nutrientes e metais do sistema
fluvial para o sistema estuarino-marinho

Submeta 6: Sera determinada a produgcdo mensal e anual de agua (m?), sedimentos em suspenséo (t),
nutrientes (kg) e elementos trago (kg) do sistema fluvial para os sistemas estuarino e marinho. Ao final de 12
meses sera determinada a producdo anual a qual serd ponderada para determinacéo da poriducao relativa
por area drenada (i.e., t/km?) (Miliman & Farnsworth, 2011; Tong et al., 2015). Serd considerada a
variabilidade espaco-temporal dos fluxos a partir da determinacdo mensal da vazdo e das concentractes de
sedimentos em suspenséo, nutrientes e elementos traco em 4 estagdes amostrais no curso final do Rio Doce.

e Subprojeto Subsidios a compreensao global das relacdes de causa e efeito do conjunto de acfes
realizadas na bacia hidrografica do Rio Doce sobre o aporte de fluxo de agua, sedimentos e nutrientes no
sistema estuarino-marinho

Submeta 7: Levantamento e sistematizacdo das acfes/intervenc¢des. Esta atividade envolve a identificacao,
0 mapeamento e a sistematizacdo de acdes/intervencfes de gestdo que estdo ocorrendo na bacia
hidrogréfica do Rio Doce, especialmente na porgéo localizada & montante da secao de referéncia rio-estuério
(em Linhares). Para isso, serdo consultados documentos produzidos no &mbito da Renova, do CIF e de suas
Camaras Técnicas, dos Comités de Bacia Hidrografica (CBHs) na regido hidrografica do Doce, do IBio AGB
Doce, entre outros. Também estdo previstas visitas técnicas a algumas dessas Camaras Técnicas e a area
de estudo. As acdes que estdo sendo realizadas, bem como sua espacializagdo sobre o territério, seréo
categorizadas por temaética.

Submeta 8: Acompanhamento das a¢des realizadas e levantamento sistematico de dados e informagdes. A
atividade envolve o acompanhamento das acdes realizadas e o levantamento de dados e informacgdes
associados a elas, que, para seu cumprimento, ser4 necessario esforco de articulagdo institucional e
mobilizacdo de atores-chave. Para isso, esté prevista a participacdo em reunides de Camaras Técnicas do
CIF, do CBH Doce, assim como visitas técnicas ao IBio AGB Doce e a Renova, entre outras instancias que
forem identificadas como relevantes no presente contexto. Também estéo previstas visitas a area de estudo
para observar in loco algumas das ac¢des que estdo sendo realizadas que poderdo subsidiar o
desenvolvimento dessa atividade. Todas as informaces e dados coletados serdo armazenados em um banco
de dados para subsidiar a andlise de causa e efeito sobre os fluxos de agua, sedimentos e nutrientes na
sec¢éao de referéncia rio-estuario.

Submeta 9: Analise integrada dos reflexos de acoes/intervencdes identificadas na bacia. Para o
desenvolvimento dessa atividade, serdo utilizadas metodologias de andlise integrada multidimensional &
multicritério, visando compreender, por meio de visdo sistémica, as relacdes de causa e efeito das acdes/
intervencdes realizadas na bacia hidrografica do Rio Doce — a montante da secdo de referéncia flavio-
estuarino (em Linhares) — sobre o aporte de fluxos de agua, sedimentos, nutrientes no ambiente estuarino-
marinho. De inicio, todas as informacdes e dados levantados, no que tange as ac¢des/intervencfes mapeadas,
serdo trabalhados de forma individualizada para identificacdo de potenciais impactos (sinergias e trade-offs)
sobre os fluxos supracitados. Identificados os possiveis impactos, essas informacdes serdo correlacionadas

5
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com dados de chuva, vazéo e carga de nutrientes, buscando elucidar relaces de sinergia e trade-off e de

causa e efeito do conjunto de acdes identificadas.

5. PRODUTOS

Nesta secéo sdo apresentados os produtos relacionados aos subprojetos da Meta 4 do Programa de

Monitoramento.

5.1. DADOS BRUTOS
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto
os coletados in situ como os processados no laborat6rio)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

e Determinacao dos fluxos de agua, sedimentos em suspenséo,
nutrientes e metais do sistema fluvial para o sistema estuarino-
marinho

- Producéo anual de agua (m?), sedimentos em suspensao (t), nutrientes

(kg) e metais (kg) do sistema fluvial

Gilberto F Barroso e
Daniel Rigo

¢ Monitoramento de vazdes e descargas soélidas no estuario do Rio
Doce

- Vazéo Fluvial

- Fluxo d’agua, correntes;

- Série temporal de niveis d’agua;

- Concentragdo e granulometria de sedimentos suspensos;

- Grafico com curva granulométrica e tabela com classificacéo

granulométrica e concentragdo de sedimentos suspensos;

- Concentracéo e granulometria de sedimentos suspensos e de fundo,

associado a descargas liquidas.

- Estimativa de descargas soélidas pelo método Modificado de Einstein.

Daniel Rigo

e Caracterizagdo hidrolégica global para compreenséo do aporte de
agua doce no ambiente estuarino-marinho do Rio Doce

- Dados hidroldgicos das esta¢des fluviométricas e pluviométricas em

funcionamento na bacia do Rio Doce;

- Posicionamento geografico das estagoes;

- Dados de funcionamento das estagdes pluviométricas e fluviométricas —

responsaveis pela operagdo das mesmas, forma de obtencao e

transmissdo de dados e os procedimentos que devem ser executados para

obter seus dados hidroldgicos;

- Mapas pedologicos e de uso do solo da bacia do Rio Doce;

- Altimetria ao longo da calha do Rio Doce.

Marco Aurélio Caiado

e Subsidio a compreenséo global das relagbes de causa e efeito do
conjunto de acdes realizadas na bacia hidrografica do Rio Doce sobre
o aporte de fluxo de agua, sedimentos e nutrientes no sistema
estuarino-marinho

- Documentos produzidos no &mbito da Renova, do CIF e de suas

Camaras Técnicas, dos Comités de Bacia Hidrografica (CBHs), do IBio

AGB Doce, entre outros;

- Dados e informacdes das ac¢fes/intervencdes.

Edmilson Costa Teixeira
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5.2. ANALISE DE DADOS
(Relacionar as analises que serao feitas e entregues até o 15° més de
vigéncia do Projeto)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

e Determinacgéo dos fluxos de agua, sedimentos em suspenséo,
nutrientes e metais do sistema fluvial para o sistema estuarino-
marinho

- Andlise da variacdo espaco-temporal dos fluxos hidrolégicos na porcéo

final do Rio Doce baseado em amostragem mensais.

Gilberto F Barroso e
Daniel Rigo

e Caracterizacado hidrol6gica global para compreenséo do aporte de
agua doce no ambiente estuarino-marinho do Rio Doce

- Avaliacao da variabilidade sazonal das vazdes afluentes a foz do Rio

Doce;

- Avaliacdo da variabilidade sazonal, semi-diurna e semanal de fluxos

d'adgua e correntes, para identificagdo do comportamento hidrodinamico da

regido estuarina do Rio Doce;

- Avaliacdo da variacdo sazonal de niveis d'agua do Rio Doce, na porgao

estuarina;

- Avaliacao de interrelacao entre os dados obtidos;

- Avaliacdo da variabilidade sazonal de descargas sélidas em suspensao

afluentes a foz do Rio Doce;

- Avaliacdo da variabilidade sazonal de descargas solidas de fundo

afluentes a foz do Rio Doce;

- Estimativa de descargas solidas totais pelo método Modificado de

Einstein.

Daniel Rigo

e Caracterizagdo hidrolégica global para compreenséo do aporte de
agua doce no ambiente estuarino-marinho do Rio Doce

- Espacializacéo das estacdes pluviométricas e fluviométricas;

- Compilacéo dos dados hidrolégicos e de funcionamento de cada estacao;

- Escolha das estacdes que servirdo de base para os trabalhos das etapas

subsequentes;

- Andlise da qualidade dos dados e facilidade de se obter os dados

hidrolégicos em tempo real;

- Compilacéo de mapas pré-existentes;

- Refinamento de mapas a partir de dados colhidos no campo;

- Estabelecimento de relacdes chuva-vaz&o nas sub-bacias/regifes

hidrolégicas que comp&em a bacia do Rio Doce;

- Avaliacdo das mudancgas do hidrograma entre as estacdes fluviométricas

em funcionamento na calha do Rio Doce;

- Estabelecimento da velocidade média da agua nos trechos ao longo da

calha do Rio Doce;

- Avaliacéo das relagbes entre as chuvas nas sub-bacias/regides

hidrolégicas e o fluxo d'agua que aporta no estuario;

Marco Aurélio Caiado

e Subsidio a compreenséo global das relacBes de causa e efeito do
conjunto de ac¢des realizadas na bacia hidrografica do Rio Doce sobre
o aporte de fluxo de agua, sedimentos e nutrientes no sistema
estuarino-marinho

- Categorizacdo e mapeamento das ac¢6es/intervencgdes;

- Avaliacdo dos potenciais impactos de cada uma das acdes/intervencdes

identificadas;

- Avaliacdo dos potenciais impactos do conjunto de acdes/intervencdes.

Edmilson Costa Teixeira
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6. METODOLOGIA

Nesta secdo sao apresentados aspectos metodolégicos relacionados a cada uma das quatro
atividades (subprojetos) do Projeto Integracéo Fluvio-Estuarina. As amostragens em campo serdo realizadas
em 4 estacdes amostrais, sendo a estagdo defrontante a Linhares (i.e., estacdo 21 do Anexo 3 do TR4) a
estacdo de referéncia, por estar localizada a montante do estuario superior, ou seja, livre dos efeitos do
represamento pelas marés enchentes durante os meses de baixa vazao fluvial. Duas estagfes a jusante (i.e.,
estacOes 22 e 26 do Anexo 3 do TR4) funcionam para avaliacdo dos efeitos da influéncia estuarina, além da
estacdo 04 da porcéo dulcicola do Anexos 7 (Ictiofauna).

e Caracterizacao hidrolégica global para compreensédo do aporte de agua doce no ambiente estuarino-
marinho do Rio Doce

Serdo levantadas junto a ANA, INCAPER, INMET, IGAM, RENOVA e outros 6rgdos as estacdes
fluviométricas e pluviométricas em funcionamento na bacia do Rio Doce. Suas posi¢cdes geogréaficas serdo
compiladas em sistema de informacao geogréfica e elaborado um mapa com a espacializacdo das mesmas.

Os dados hidroldgicos das estacfes fluviométricas e pluviométricas identificadas e que estiverem
disponiveis na rede mundial de computadores serdo obtidos e sistematizados em banco de dados apropriado.
Serdo feitos contatos com os 0rgdos responsaveis pela operagéo das estacdes, de forma a se conhecer a
forma de obtencéo e transmisséo de dados e os procedimentos que devem ser executados para obter seus
dados hidrolégicos que nédo estiverem prontamente disponiveis.

As estagfes serdo categorizadas em termos de qualidade dos dados e posicdo geografica e
escolhidas as que serao utilizadas para o cumprimento das proximas metas.

Seréo realizadas analises de consisténcia de dados das estacfes escolhidas, com foco na qualidade
dos dados e na facilidade de se obter os dados hidroldégicos em tempo real.

Seré realizado levantamento dos mapas e imagens existentes que encobrem a bacia do Rio Doce.
Estes serdo levados a sistema de informacédo geogréfica e recortados os mapas, de forma a caracterizar as
sub-bacias/regides hidrolégicas que compdem a bacia no que tange a pedologia e uso do solo

Serdo realizadas visitas de campo na bacia do Rio Doce, de forma a se visualizar a calha do rio, o
relevo, uso do solo e pedologia, visando o refinamento dos mapas existentes.

Com base nos dados de chuva e de vazéo das estag6es escolhidas e nas caracteristicas fisicas e de
uso do solo das sub-bacias/regides hidrologicas, serdo estabelecidas as relagfes entre as chuvas
precipitadas e as vazdes advindas das mesmas e que chegam na calha do Rio Doce.

A partir dos dados de altimetria ao longo da calha do Rio Doce e dados fluviométricos das esta¢des
fluviométricas existentes na calha do mesmo, sera estabelecida a velocidade da agua e as mudancas no
hidrograma ao longo da mesma. Para tanto, seréo utilizadas planilhas eletrénicas e sistema de informacao
geografica como ferramentas de analise.

A partir das relacBes chuva-vazdo estabelecidas para as sub-bacias/regibes hidrolégicas, da
velocidade da agua e do entendimento das mudancas no hidrograma ao longo da calha, sera estabelecida a
relagdo das precipitacdes ocorrentes nas sub-bacias/regides hidrologicas e o fluxo de agua que aporta no
estuério do Rio Doce.

e Subprojeto Monitoramento de vazdes e descargas solidas no estuério do Rio Doce

As medicdes de vazdo e fluxos d'agua seréo feitas em 4 se¢bes, com ADCP, e os dados processados
em software especifico para tal finalidade.

Os dados de vazao serdo avaliados segundo sua sazonalidade. Os dados de fluxos d’agua serdo
avaliados segundo sua sazonalidade e variagdo semi-diurna (maré). Niveis d’agua serdo medidos com sensor
de pressdo e armazenados em datalogger. Esses dados seréo tabelados e comparados com variacdo de
vazdes afluentes a regido estuarina.

Para estimativas de descargas sélidas serdo coletadas amostras de dgua nas mesmas secfes em
gue serdo feitas as medicbes de vazao, para anélise de sedimentos suspensos, e amostras de sedimentos
de fundo.

As medic¢8es de descargas sélidas de sedimentos em suspenséo serdo realizadas pelo método Igual
Incremento de Largura, com uso de amostrador de integracdo na vertical. As amostras coletadas seréo
enviadas ao LABHIDRO/UFES para analises de concentragdo e granulometria de sélidos suspensos.

Os dados para elaboracao das curvas granulométricas dos sedimentos em suspensao serao obtidos
através do Método do Tubo de Retirada pela Base (CARVALHO, 2008). A classificagao granulométrica dos
sedimentos suspensos sera feita segundo a American Geophysical Union. As concentracdes de solidos
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suspensos e dissolvidos serdo determinadas pelo mesmo método de analise, sendo obtidas concentracdes
de sdlidos dissolvidos e sélidos suspensos em planilhas de calculo.

Ser@o coletadas amostras de sedimento de fundo, com uso de draga, para determinacdo das
distribuigbes granulométricas dos materiais dos leitos. As amostras serdo acondicionadas em sacos plasticos,
identificadas e encaminhadas para o LABHIDRO.

As curvas granulométricas serdo obtidas a partir dos resultados das andlises dos sedimentos
realizadas pelo Método de Peneiramento. A classificagcdo granulométrica dos sedimentos de fundo sera feita
segundo metodologia indicada pela American Geophysical Union (CARVALHO, 2008).

A equacdo Qss = 0,0864.Q.Css sera utilizada nas estimativas de descargas soélidas em suspenséo,
na qual Qss é a descarga sélida em suspenséo (t/d); Q é a vazdo (m3/s) e Css é a concentracado de sedimentos
suspensos (mg/L):

As descargas solidas totais serdo estimadas pelo Método de Einstein modificado por Colby e
Hembree (1955). Por este método as descargas totais de sedimentos sdo obtidas a partir de medi¢des de
descargas de sedimentos em suspensdo na parte superior da secdo de escoamento, entre a superficie e
pontos localizados a uma pequena distancia do fundo, e de extrapolacdo das cargas em suspensédo medidas
para a faixa situada proxima ao fundo (CARVALHO, 2008). Com uso da metodologia descrita, obtém-se as
descargas sélidas em suspenséo, por arraste, e total.

Os célculos seréo feitos a partir de parametros hidraulicos correspondentes as se¢8es monitoradas,
considerando as caracteristicas do material amostrado em suspenséao e no leito. Os dados utilizados serédo
0S seguintes:

0 vazdao (md/s);
velocidade média de escoamento (m/s);
area da secéo transversal (m?2);
largura da secéo transversal (m);
profundidade média das verticais de coletas de sedimentos (m);
concentracdo de sedimentos em suspenséao (ppm ou mg/l);
distribuicdo granulométrica de materiais do leito e em suspenséo coletados na se¢ao (m);
temperatura da agua (°C).

OO0OO0OO0OO0OO0O0

e Subprojeto Determinacado dos fluxos de agua, sedimentos em suspensao, nutrientes e metais do sistema
fluvial para o sistema estuarino-marinho

Os dados de vazéo fluvial e sedimentos em suspenséo serdo obtidos do subprojeto “Monitoramento
de vazdes e descargas soélidas no estuario do Rio Doce” enquanto os dados de nutrientes (i.e., nitrogénio,
fésforo e silicio) e metais serdo fornecidos pelo Projeto “Caracterizacao limnol6gica dos ecossistemas fluviais,
lacustres e estuarinos do Baixo Rio Doce”, também do Anexo 3. A frequéncia amostral para coleta de agua
sera mensal sendo e equivalente e concomitante com a amostragem no sistema marinho adjacente. A partir
destes dados serdo estimados os fluxos mensais e anuais de agua (m?3), sedimentos, nutrientes e metais (kg).
Os fluxos serdo determinados por meio da equacéo Qss, conforme detalhado no subprojeto anterior.

e Subsidio a compreenséo global das relacdes de causa e efeito do conjunto de acdes realizadas na bacia
hidrografica do Rio Doce sobre o aporte de fluxo de 4gua, sedimentos e nutrientes no sistema estuarino-
marinho

Serao levantadas as acodes/intervencoes ja realizadas e em execucao na bacia hidrografica do Rio
Doce na porcdo localizada acima da secdo de referéncia rio-estuario (em Linhares). Para tanto, serdo
realizadas consulta a documentos produzidos por entidades responséveis por interven¢gdes na bacia -
Renova, CIF e suas Camaras Técnicas, Comités de Bacia Hidrografica (CBHs), IBio AGB Doce, entre outras
- e definidas aquelas em que serdo realizadas visitas para acompanhamento das acdes/intervencdes
potencialmente impactantes nas analises subsequentes previstas neste subprojeto.

No que se refere a sistematizacdo das acdes/intervencgdes, sera realizada a categorizacdo de
acoes/intervencdes que estdo sendo realizadas na bacia, bem como sua espacializagdo sobre o territério,
delimitado pelas sub-bacias. Neste sentido, as a¢6es levantadas seréo diferenciadas e classificadas conforme
a tematica. Adicionalmente, sera utilizado um software de Sistema de Informacfes Geograficas para o
mapeamento georreferenciado das agBes/intervencdes e atribuicdo das informacdes de suas classes.

Visando o acompanhamento das ac¢fes/intervencdes realizadas, serd& empenhado esforco de
articulagdo com os entes envolvidos para aquisicdo de dados e informac8es correspondentes. Para isso,
serdo realizadas visitas a Renova, IBio AGB Doce, IEMA, SEAMA e ICMBIo/ES; participacdo em reunides de
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Camaras Técnicas do CIF e de Comités de Bacia Hidrografica na regido hidrogréafica do Doce, entre outras;
além de pesquisas em bases publicas e sites. Também estao previstas visitas a area de estudo para observar
in loco algumas das ac¢des que estdo sendo realizadas.

Serdo selecionados dados e informagfes relacionados a chuva, vaz&o, carga de sedimentos e
nutrientes da Base de Dados Geral do Projeto, a fim de subsidiar a execu¢éo das atividades subsequentes.
Em seguida, estes dados serdo tratados para atender as especificacdes de cada uma das atividades
previstas.

Todas as informaces e dados coletados nas atividades anteriores serdo armazenados em um banco
de dados para subsidiar a analise de sinergias e trade-offs do conjunto de acdes identificadas sobre os fluxos
de agua, sedimentos e nutrientes na secao de referéncia rio-estuario. Posteriormente, todas as informacdes
produzidas serdo inseridas no Banco de Dados Geral do Projeto.

Os dados e informacdes levantados nas etapas anteriores serdo processados de forma a fornecer
informacdes sobre os potencias impactos de acdes especificas, identificadas na bacia, sobre o aporte de
fluxos de agua, sedimentos e nutrientes na conexao rio-estuario. Deste modo, seré buscada a identifica¢éo
de fatores-chave e seu respectivo potencial para propiciar variagbes nesses fluxos, baseando-se na
experiéncia da equipe técnica e em bibliografia especializada.

Inicialmente seré realizada uma avaliagéo dos potenciais impactos do conjunto de a¢8es/intervengdes
realizadas na bacia considerando dois periodos: anteriormente ao rompimento da barragem de
Fundao/Samarco e pés-rompimento até o més de agosto de 2018. Entre os documentos a serem consultados
inclui-se o relatdrio a ser elaborado no ambito do presente Acordo de Cooperacdo Renova - FEST sobre
avaliacdo de impacto agudo e cronico devido ao rompimento da supracitada barragem, utilizando-se dados
pretéritos.

Em seguida, sera possivel estabelecer, entre as diversas a¢des/interven¢des identificadas, relacdes
de sinergia e trade-off. O melhor entendimento dessas rela¢des subsidiara a avaliagdo do impacto do conjunto
de acbes, como um todo, ou de conjuntos de acdes. E para auxiliar nessa avaliacdo, as informacdes
produzidas serdo correlacionadas com informagdes disponiveis sobre chuvas na bacia e, principalmente, de
vazdo e descarga de sedimentos e nutrientes obtidas na se¢éo de referéncia fllvio-estuarina (em Linhares).
Essa correlacao contribuira para maior compreensao global das relacfes de causa e efeito do conjunto de
acOes realizadas na bacia hidrografica do Rio Doce sobre o aporte de fluxo de agua, de sedimentos e de
nutriente no ambiente estuarino-marinho.
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PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE AQUATICA DA AREA
AMBIENTAL 1

APRESENTACAO

O presente documento apresenta as justificativas para as adequacBes em algumas
especificagbes do Termo de Referéncia (TR4), apresentadas na Proposta Técnica para a
execucdo do Programa de Monitoramento da Biodiversidade Aquatica da Area Ambiental
1, pela Rede Rio Doce Mar. Todas as adequagdes foram recomendadas por especialistas
nas respectivas areas e visam a viabilidade, a qualidade e a eficiéncia do programa de
monitoramento. As adequacdes sdo referentes aos Anexos 2 e 3 do TR 4. A grade
amostral do sistema dulcicola (10 estacdes) do Anexo 3 é apesentada na figura 1.
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Figura 1: Estaces amostrais dulcicolas do Anexo 3.

2. ANEXOS 2E 3

Os Anexos 2, flora aquatica (08 estacdes) e 3 apresentam sobreposi¢ées das estacdes
amostrais na calha do Rio Doce nas localidades de Linhares e Regéncia (Figura 2).
Sao recomendados ajustes na grade amostral das estacbes dos anexos 2 e 3,
conforme a Figura 3.
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Figura 2: Estacbes amostrais dulcicolas dos Anexos 2 e 3.
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Figura 3: Estagfes amostrais dulcicolas dos Anexos 2 e 3 e adequacgdes das estacbes do
Anexo 3.




2.1 Amostragem no sistema fluvial do Baixo Rio Doce

Considerando que a distancia entre UHE de Mascarenhas e a foz do Rio Doce é de 151
km e que a estacdo mais a montante é a estacao de Linhares (Anexo 3) que dista 42 km
da foz, vimos propor a incluséo da estacdo a jusante da UHE de Mascarenhas, distando
136 km da foz (Figura 4). Nesta estacdo a amostragem serd completa considerando a
hidroquimica e hidrobiologia. A nova estacdo funcionard como referéncia apés a ultima
barreira fluvial, represamento para aproveitamento hidrelétrico, com potencial de
sedimentac&o do material particulado em suspenséo.
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Figura 4: Localizacdo da estacdo amostral proposta para calha fluvial do Rio Doce:
estacdo a jusante da UHE de Mascarenhas.

2.1.1. Coleta de amostras de parametros hidroquimicos nas profundidades de
subsuperficie e fundo ao invés de superficie, meio e fundo da coluna d’agua

Considerando a turbuléncia da coluna d’agua pela correnteza fluvial espera-se que haja
significativa mistura da massa d’agua. Deste modo, as caracteristicas hidroquimicas (e.g.,
pH, condutividade elétrica, oxigénio dissolvido, nutrientes, etc) devem ser muito proximas
entre a superficie e a profundidade de meia agua. Assim, sugere-se que as amostragens
hidroquimicas sejam realizadas apenas nas profundidades de subsuperficie e fundo.
Ressalta-se que as diferencas podem ser significativas entre a superficie e o fundo,
sobretudo em relagdo ao material em suspensdo transportado como carga de fundo,
principalmente na sec¢éo estuarina, onde os processos fisico-quimicos de sedimentacdo
do material particulado sdo mais intensivos.




2.2. Amostragem nos lagos Nova, Lim&o e Juparané e Lagoa Monsaras.

2.2.1. Reposicionamento das estacfes amostrais nos lagos Nova, Limdo e Juparana e
Lagoa Monsaras.

A localizacao original das estacdes amostrais do Anexo 3 para os lagos Nova, Liméo e
Juparand estd em locais de baixa profundidade (< 5,0 m), sendo propensos a
resuspensao e remobilizacdo de sedimentos pela turbuléncia do vento na coluna d’agua.
Assim, sugerirmos reposicionar as estacdes destes lagos para maiores profundidades,
onde o processo de sedimentacdo é mais efetivo com sedimentos finos e acumulo de
poluentes e contaminantes, além da possibilidade de resuspensdo ser menor. No lago
Nova, onde houve intrusdo de rejeitos de minério com o evento de cheia do final de
janeiro de 2016 (Figuras 5 e 6). No caso do Lago Juparand, embora ndo tenha ocorrido
intruséo de rejeitos devido ao represamento prévio do Rio Pequeno, a entrada de agua do
rio Doce no lago durante eventos de cheia é conhecida e pode ser identificada a partir de
imagens de satélite (Figura 7). A Figura 8 apresenta a localizac&do sugerida para estacao
no logo do Limé&o.
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Figura 5: Reposicionamento da estacdo amostral no Lago Nova: estacdo original
localizada o ‘brago’ do lago e reposicionamento da estagcdo com profundidade de 30 m.
Dados batimétricos conforme Gongalves et al. (2016).
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Figura 6: Intrusao da pluma de rejeitos de minério no Lago Nova com a cheia do Rio Doce
em 25 de janeiro de 2016. a) intrusdo da pluma do Rio Doce com rejeitos de minério de
ferro pelo cérrego de drenagem do Lago Nova; b) perspectiva da intrusdo da pluma do
Rio Doce no Lagoa Nova com alcance a montante do embaiamento e até a primeira
inflexdo do eixo longitudinal da bacia lacustre. Fotografias de Bruno Sibilio Barra (Vertical
Fun Images).
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Figura 7: Reposicionamento da estacdo amostral no Lago Juparand: estagdo original em
com até 5m e estacdo amostral reposicionada em local com profundidade > 5,0 m em éarea
de influéncia direta da pluma do rio Doce.
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2.2.2. Profundidade de amostragem nas lagoas Aredo, Areal e Monsaras

Devido a baixa profundidade (< 3,0 m) dos ecossistemas lacustres da planicie costeira do
Baixo Rio Doce, como as lagos Aredo, Areal e Monsaras (Bozelli et al., 1992) e, portanto,
maior potencial de turbuléncia do vento na coluna d’dgua com a consequente
homogeneizacao da massa d’agua, sugere-se uma Unica amostragem para hidroquimica
em meia profundidade.

2.2.3. Profundidades de amostragem nos lagos Nova, Liméo e Juparana

A organizagdo vertical da coluna dagua com gradientes fisicos, quimicos e
hidrobiolégicos em lagos profundos (> 5 m) promove a formacdo de zonas ou massas
d’agua com propriedades distintas. Assim, para avaliagdo mais precisa dos efeitos dos
rejeitos de minério de ferro na coluna d’agua é necessario realizar amostragens em
diferentes profundidades como: subsuperficie, 10% da radiacao fotossintética ativa (RFA),
1% da RFA e fundo da coluna d’agua. Considere, por exemplo, o lago Nova com
profundidade maxima e média de 33,9 e 14,7 m, respectivamente (Gongalves et al.,
2016).

Em cada estacdo amostral deverdo ser realizados perfis de temperatura (°C), oxigénio
dissolvido com sensor 6ptico (mg.L?), pH, ORP (mV) condutividade elétrica (uS.cm™),
ficocianina (células.mL?), clorofila (ug.L?) e turbidez (UNT) com uma sonda
multiparametros do tipo Exo2 e registro de dados a cada metro de profundidade. Devera
ser medida a profundidade do disco de Secchi. As amostragens de MPS e nutrientes
totais e dissolvidos deverdo ser coletadas com garrafa de Niskin em posicdo vertical
(volume 3L) nas profundidades de subsuperficie, 10% da radiacdo fotossintética ativa
(RFA), 1% da RFA e fundo da coluna d’agua.

2.3. Amostragem de sedimentos nos ecossistemas lacustres
2.3.1. Amostragem de sedimentos com testemunhos

As bacias lacustres apresentam trés areas distintas quanto ao processo de sedimentacao:
areas de eroséo, transporte e sedimentagcdo (Hakanson & Jansson, 2002). As &reas de
erosdo sdo encontradas nas margens com maior declividade, enquanto as areas de
transporte em declividade moderada e baixa profundidade com susceptibilidade a
turbuléncia da coluna d’agua pelo vento. Ja as areas de sedimentagcdo ocorrem em
regides profundas e com declividade suave. Estas Ultimas sdo as mais representativas
para amostragem de sedimento, sobretudo para coleta de testemunhos. Para fins de
comparacdo recomenda-se a coleta de 1 testemunho em cada lago/lagoa conforme o
novo posicionamento das estacbes amostrais. Para amostragem dos testemunhos
recomenda-se o0 coletor do tipo “gravity core with hammer’ da Uwitec
(www.uwitec.at/html/frame.html ) com tubos de 1,20 m e fatiador. Os testemunhos serdo
analisados quanto as concentragcbes de matéria organica, elementos traco e
granulometria.



http://www.uwitec.at/html/frame.html

2.4. Amostragem do fitoplancton

2.4.1. Amostragem do fitoplancton fluvial: frequéncia amostral e niumero de amostras por
estacao

As amostragens de fitoplancton devem ser realizadas mensalmente e somente na calha
central do rio, como vem sendo feito em outros sistemas fluviais brasileiros (Train et al.,
2000, Goulart & Callisto, 2003; Mouta et al., 2009, Rangel et al., 2016). A dindmica do
fitoplancton em rios varia mais em funcdo da hidrodinamica longitudinal, influenciada pela
entrada de material al6ctone, que causa variacdes na entrada de luz e nutrientes, do que
guanto a hidrodindmica transversal (Wetzel, 2001). A variagdo temporal do fitoplancton é
influenciada pelo ciclo de pluviosidade com picos de biomassa que ocorrem durante os
periodos seco ou chuvoso, ou no inicio ou final de cada periodo (Huszar et al., 2000).
Assim, amostragens mensais sdo suficientes para obter respostas sobre a variacdo da
diversidade e biomassa fitoplancténica.

Para a analise qualitativa do fitoplancton devera ser coletada somente uma amostra em
cada ponto amostral através de arrasto superficial com rede de malha de 20 ym. Deve-se
separar a amostra em duas partes e acondicionar em frascos de polietilieno (100 mL):
uma serd fixada com formol 4% - adicionar 10 mL; o outro frasco devera ser mantido sem
preservante, em caixa térmica para analise do material vivo (ndo congelar).

Nos Anexos 2 e 3 do TR 4 hé inconsisténcia quanto a frequéncia amostral e nimero de
amostras a serem coletadas. O Anexo 2, primeira linha da pagina 11 (Item 3.3. Flora
aquatica: fitoplancton, perifiton, zooplancton e macréfitas aquaticas), ‘informa que "As
coletas deverédo ser feitas em periodo quinzenal e deverao ser coletadas pelo menos trés
amostras de material vegetativo por ponto de coleta", enquanto no Anexo 3, pagina 11 a
frequéncia amostral (item 3.1. Periodicidade das amostragens) é mensal. Assim,
recomendamos a amostragem mensal com uma Unica amostra por estacdo amostral,
coletada no centro da calha fluvial.

2.4.2. Amostragem do fitoplancton lacustre: profundidades nas esta¢cdes amostrais em
lagos profundos

Nos lagos profundos localizados na Formagdo Barreiras € comum a ocorréncia de
méaximos metalimnéticos de clorofila a e, consequentemente, do fitoplancton lacustre
(Reynolds, 1997; Gongalves, 2015; Oliveira et al., 2016). Em lagos profundos, sobretudo
nos lagos do Médio e Baixo Rio Doce é comum que o maximo de clorofila a ocorra na
interface entre a camada d’agua superficial (i.e., epilimnio) e a camada de fundo (i.e.,
hipolimnio). A camada do epilimnio é mais quente, com menor densidade, bem iluminada
e mais pobre em nutrientes. A camada do fundo é mais fria, com maior densidade, escura
e rica em nutrientes. Na camada intermediaria (i.e., metalimnio) ocorre a termoclina,
geralmente acompanhada de um gradiente da concentracdo de nutrientes, a nutriclina.
Nessa profundidade, geralmente encontra-se a interface entre as camadas iluminada e
escura da coluna d’agua, sendo a medida de 1% da radiagéo superficial como limite entre
as duas camadas. As figuras 9a e 9b ilustram estes gradientes no Lago Terra Alta em
Linhares.

Assim, recomenda-se que a amostragem do fitoplancton lacustre dos lagos profundos
(Juparana, Nova e Limao) seja feita na subsuperficie e na profundidade de 1% da
radiacdo fotossintética ativa - R.F.A.
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a e ficocianna (b) na coluna d’agua do Lago Terra Alta (Linhares, ES) em 16/04/16
(Oliveira et al., 2016).

2.5. Amostragem do zooplancton
2.5.1. Amostragem do zooplancton fluvial

Tendo como base a solicitagbes de modificagbes de amostragens da comunidade
fitoplanctbénica quanto a frequéncia amostral e nimero de amostras por estacao
recomendamos que sejam consideradas 0s mesmos critérios para comunidade
zooplancténica.

2.6. Amostragem do perifiton
2.6.1. Periodicidade de coleta

A alteragdo da periodicidade das coletas de mensal para mensal foi baseada em uma
gama de trabalhos que conseguiram registrar a variagcdo na estrutura e composicdo da
comunidade perifitica considerando as estagfes climéticas (inverno, primavera, verao e
outono - e.g. Murakami, et al. 2009; Santos et al., 2013; Camargo & Ferragut, 2014;
Casartelli & Ferragut, 2015). Ainda, outros estudos conseguiram avaliar a variagdo da
comunidade em uma periodicidade maior (semestral - Gaiser et al., 2006; Carapunarla et
al., 2014), mesmo em estudos resultantes de projetos de longa duragdo (Dunck et al.
2015) ou com coletas anuais (Algarte et al., 2016). Dessa forma, a periodicidade mensal é
eficiente para atingir os objetivos do presente estudo.

2.6.2. Substratos

Devido a distribuicdo espacial dos substratos ao longo das estacdes amostrais ndo serem
constantes ao longo de um rio (Vannote et al., 1980), foi sugerido uma ordem de escolha
de substrato de acordo com a presenca deles. Dessa forma, sempre que possivel sera
coletado seixos (rochas) que serdo o substrato padrdo. Mas na auséncia destes, serdo
coletados outros substratos de acordo com a ordem apresentada.

Fixacdo das amostras: a fixacdo das amostras com a solucdo de Transeau nao tem sido a
9



mais utilizada nos estudos da comunidade perifitica, e, portanto, foi sugerida a alteracao
para a solucdo formalina 4% (Bicudo & Menezes, 2005; Almeida & Fernandes, 2012;
2013).

2.6.3. Peso seco e peso seco livre de cinzas

Quanto a incluséo da analise do peso seco e do peso seco livre de cinzas se justifica pela
analise da representatividade de material organico (proveniente no perifiton
principalmente de algas) e do material inorganico, que pode ter proveniéncia do rejeito da
barragem.

2.7. Amostragem de macraéfitas aquaticas

A abordagem da coleta de dados aqui empregada serd a destrutiva, ou seja, havera a
coleta do material botanico para que sejam diagnosticados os aspectos de riqueza e
composicdo das macrdéfitas aquaticas (angiospermas e plantas vasculares sem
sementes). Sendo assim, a sugestdo da alteracdo da periodicidade das coletas,
originalmente quinzenais no TR, para mensais (12 meses de execugdo) baseia-se no
entendimento de espago de tempo minimo para regeneracdo populacional sem que haja
interferéncias tendenciosas. Neste primeiro momento, a amostragem dos 08 pontos
sugeridos no TR para coleta de dados demandara periodicidade menor devido a
necessidade de producéo de informagfes a respeito da rigueza e da composicéo da flora
de macrdfitas aquaticas.

Coletas de material botanico: Angiospermas e plantas vasculares sem sementes s6
podem ser identificadas em nivel especifico quando as mesmas apresentam estruturas
reprodutivas. Além disso, por se tratarem de plantas que possuem adaptacdes ao
ambiente aquatico, as mesmas apresentam estruturas bastante delicadas e, quando da
herborizacdo, muitas dessas caracteristicas podem ser perdidas ou ndo-observaveis a
posteriori. Sendo assim, o cuidado com o0 armazenamento dessas estruturas a parte em
recipientes isolados facilita o processo de determinacdo taxonémica.

Métodos de coleta: A amostragem com o0 método do quadrado é recomendada para a
finalidade a que se propde o TR, no entanto, foi adicionado mais um langcamento do
guadro amostral (originalmente trés e aqui sendo proposto quatro langamentos).
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PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE

ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES,

ESTUARINA E MARINHA (ANEXO 3 - MARINHO)

1. EQUIPE TECNICA — COORDENADORES DOS SUB-PROJETOS

Nome Funcéo Instituic&o
Fabian Sa Coordenador UFES
Alex Cardoso Bastos Pesquisador UFES
Renato Rodrigues Neto Pesquisador UFES
Valeria da Silva Quaresma Pesquisador UFES
Luiz Fernando Loureiro Pesquisador UFES
Camilo Dias Jr Pesquisador UFES
Renato David Ghisolfi Pesquisador UFES
Ana Bonecker Pesquisador UFRJ
Leila Longo Pesquisador UFRB
Rodrigo Ledo de Moura Pesquisador UFRJ
Gilberto Amado Filho Pesquisador JBRJ

2. ESCOPO
Avaliacdo e Monitoramento biolégico e da qualidade de agua e sedimentos da area

marinha/estuarina definida no Anexo 3 do TR 4. O estudo de avaliagdo envolve a analise dos
habitats marinhos e o potencial impacto derivado do desastre. O monitoramento se refere ao
acompanhamento de medidas especificas nos ambientes estuarino e marinho em periodicidades
amostrais mensal, trimestral e semestral, sendo esta periodicidade adaptavel ao longo do tempo.

O estudo engloba:

1) Monitoramento mensal de 11 esta¢des na plataforma continental adjacente a foz do Rio Doce.
A malha amostral e os pardmetros a serem analisados aumentam com a diminuicdo da
periodicidade, conforme o Anexo 3. O monitoramento trimestral engloba 34 esta¢bes (Vitéria ao
limite norte do estado do ES) e o monitoramento semestral envolve 41 estacdes entre Guarapari
(ES) e Abrolhos (BA). As coordenadas destas estacdes estdo em planilha em anexo.

2) Coleta e andlise de agua e sedimento para parametros sedimentoldgicos, fisicos e geoquimicos
(Material Particulado em Suspensao, Granulometria, Mineralogia, Metais, Nutrientes e Compostos
Orgéanicos, Temperatura, Salinidade, Turbidez, entre outros) em associacdo com parametros
hidrobiol6gicos (e.g., composicdo, estrutura e dindmica das comunidades planctdnicas e
bentdnicas a partir de coletas periddicas). Estas coletas seguem a periodicidade e as andlises
definidas no Anexo 3 para os ambientes estuarino e marinho. Este Programa de Monitoramento
tem por objetivo monitorar os indices de contaminacdo/poluicdo de metais para os ambientes
afetados e para entender variacdes inter-anuais e o comportamento da pluma fluvial e seu
impacto na comunidade bioldgica.

3) Monitoramento das condi¢cGes oceanograficas através da instalacdo de um sistema de boias e
linhas de fundeio na plataforma continental, distribuidas quanto a profundidade e distancia da foz
para que sejam medidos parametros de forcantes oceanograficas (e.g., correntes, ondas e
estrutura da coluna de agua), material particulado em suspenséo, hidroquimica de material
dissolvido, tamanho do material particulado em suspensao, temperatura e salinidade da agua,
fluorescéncia, etc. A posi¢do dos pontos de fundeio segue o que esta definido no Anexo 3 e na
nota técnica da CTBio. Serd um total de 4 pontos de fundeio. O objetivo desta acdo é
investigar/medir o padrdo de dispersdo da pluma do Rio Doce, possibilitando assim, uma
amostragem continua e que represente diversos cenarios meteo-oceanograficos.
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4) Mapeamento dos Habitats Marinhos a partir de imageamento acustico do fundo marinho,
imageamento real por video transects e testemunhagem para definicdo da espessura do material
de rejeito depositado. Avaliar o impacto nos habitats marinhos com levantamentos trimestrais por
video.

5) Monitoramento e avaliagcdo do impacto em fundos recifais, rodolitos e macrocalgas a partir de
analises trimestrais e instalacdo de sensores e placas de incrustracdo. Os pontos de
monitoramento estdo definidos no Anexo 3 (planilha em anexo) e poderdo ser alterados de acordo
com o resultado do mapeamento de habitats, seguindo a devida autorizacao dos responsaveis. O
objetivo é avaliar ao longo do tempo o impacto nos fundos recifais, rodolitos e macroalgas na
plataforma adjacente a foz do Rio Doce.

6) Modelagem numérica com o modelo ROMS (Regional Ocean Modeling System) associado ao
mdédulo biogeoquimico PISCES para avaliar o impacto na porcao biolégica, geolégica e quimica
do ambiente marinho receptor final do rejeito.

7) Monitoramento por imagem de satélite a partir de sensores de Temperatura da Superficie do
Mar, cor verdadeira do oceano e concentragdo de clorofila-a, visando acompanhar, sinoticamente,
a evolucdo temporal das fei¢cdes térmicas, da pluma de sedimentos e dos efeitos na porgcédo
fitoplanctbnica da cadeia tréfica.

8) Acdo emergencial para registrar eventos extremos na foz do Rio Doce. Em casos e eventos
extremos como grandes picos de cheia devera haver coleta e de dados dentro da malha mensal
de pontos ou em outros pontos casa seja necessario. Esta definicdo devera estar de comum
acordo com os envolvidos, Fundacdo Renova e Orgdos Ambientais.

3. METAS

META 1 — Levantamento Mensal: Coleta em 11 estacfes na plataforma continental adjacente a
foz do Rio Doce para caracterizacdo da variabilidade interanual do sistema dulcicola-costeiro-
marinho. Nestas estagfes deverdo ser medidos os parametros fisicos, quimicos (metais,
nutrientes), biomassa de plancton (ictio, fito e zooplancton), e sedimento de fundo (quimica e
sedimentologia);

META 2 - Levantamento Trimestral: As coletas seréo realizadas em 34 esta¢fes com analises
de parametros fisicos, quimicos (metais, nutrientes), quali-quantitativo de plancton, macroalgas e
rodolitos e sedimento de fundo (bentos, quimica e sedimentologia);

META 3- Levantamento Semestral: As medi¢cdes semestrais deverdo ocorrer nos mesmos
pontos mensais e trimestrais, adicionando-se as estacdes em Abrolhos e em Guarapari. Nessas
estacoes deverdo ser medidos os mesmos parametros fisicos, quimicos (metais, nutrientes),
guali-quantitativo de plancton, e sedimento de fundo (bentos, quimica e sedimentologia)
acrescidos dos parametros de ecotoxicidade descritos no Anexo 1;

META 4 - Medi¢des continuas: Fundeios em 4 (quatro) pontos, com medi¢cdes de parametros
fisicos como ondas e correntes, turbidez, temperatura, salinidade e fluorescéncia ao longo da
coluna d’'agua;

META 5 — Mapeamento e Monitoramento de Habitats e de Acimulo do Rejeito: Mapeamento
geoldgico e biolégico de 3 principais habitats da plataforma adjacente a foz do Rio Doce (recifes,
lama e rodolitos) com um monitoramento por video em frequéncia trimestral. Levantamento
geofisico e coleta de testemunhos para determinagéo da espessura dos depoésitos de rejeito e sua
extensao;
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META 6 - Fundos de Rodolitos e Recifais: Monitorar os fundos recifais e as areas de rodolitos e
macroalgas. Instalacdo de sensores de temperatura e turbidez nos fundos de rodolitos da APA
Costa das Algas, instalacéo de placas do tipo CAU para monitoramento e evolugédo de organismos
incrustantes. Fundos recifais serdo monitorados trimestralmente com imageamento por foto
guadrado, medicao de temperatura e turbidez, instalacdo de armadilhas de sedimento;

META 7 - Levantamentos Emergenciais — Levantamento emergencial em funcdo de eventos
episodicos importantes, como cheia do rio Doce (pode ser definido pelo controle de cheias ou
nivel d’adgua na Bacia), outro desastre e eventos meteoroldgicos de significancia (a ser definido).
Serdo coletados os parametros previstos nos levantamentos mensais.

4. PRODUTOS
5.1. DADOS BRUTOS )
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto RESPONSAVEL
os coletados in situ como os processados no laboratério) (Pessoal Vinculado)

Planilhas com laudos de todos os parametros a serem coletados e
medidos. O detalhamento dos dados brutos é apresentado no plano de Toda Equipe
trabalho de cada sub-projeto

5.2. ANALISE DE DADOS RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

O projeto do Anexo 3-Marinho tera uma analise individual descritiva para
cada sub-projeto e uma analise integrada discutindo a influéncia dos
parametros abiodticos nos parametros bidticos e como esta relagéo pode
indicar os efeitos do impacto da lama de rejeito no ambiente e na Toda Equipe
biodiversidade marinha. O mapeamento de habitats permitira uma
caracterizagdo da paisagem submarina, o que permite uma analise
espacial do impacto.

5. METODOLOGIA

As metodologias de coleta e andlise dos dados esta descrita em cada plano de trabalho individual.
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ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES,
ESTUARINA E MARINHA (ANEXO 3 - MARINHO)

SUB-PROJETO: HIDROGEOQUIMICA MARINHA

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcéo Instituicdo
Renato Rodrigues Neto Coordenador UFES
Fabian Sa Pesquisador UFES
Rubens Figueira Pesquisador USP
Marco Grassi Pesquisador UFPR
Cesar de Castro Martins Pesquisador UFPR
Profissional Doutor Il Pesquisador UFES
Po6s-Doutorado Pesquisador UFES
Po6s-Doutorado Pesquisador UFES
Po6s-Doutorado Pesquisador UFPR
Profissional Mestre |l Pesquisador UFPR
Profissional Mestre |l Pesquisador UFES
Profissional Mestre | Pesquisador UFES
Profissional Mestre |l Pesquisador UFPR
Profissional Junior Pesquisador UFPR
Técnico Nivel Médio Pesquisador UFES
Técnico Nivel Médio Pesquisador UFES
Técnico Nivel Médio Pesquisador UFES

2. ESCOPO

Este subprojeto tem como escopo monitorar componentes quimicos que sao possiveis
poluidores ou indicadores ecoldgicos no estuario do Rio Doce e regido adjacente, na APA Costa das
Algas, Costa Norte e Sul do ES e Parque Nacional de Abrolhos.

Anteriormente, foi elaborado uma proposta de eliminagéo de algumas analises quimicas, uma
vez que ndo contribuiriam de forma significativa para o monitoramento marinho, tanto como
parametro indicador como acessorio do impacto. Esta justificativa elaborada estd no Anexo | deste
plano de trabalho.

3. OBJETIVO

Proposta € do monitoramento marinho da foz do rio Doce e zonas adjacentes (Plataforma
continental e talude) para os efeitos crénicos dos rejeitos de minério e materiais carreados pela bacia
hidrografica. Isto com base em analises quimicas em matrizes sedimentares e aquosas, para avaliar
a qualidade ambiental da regiao.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 1- Analises de Nutrientes

Determinar a concentracdo de nutrientes em amostras de agua e sedimentos a serem
coletados na foz do rio Doce e areas adjacentes coletadas neste projeto conforme malha amostra do
anexo 3, visando a sua variagcdo espaco-temporal no sistema.

Meta 2- Analise de Metais

Realizar as analises de metais em amostras de agua e sedimentos, em suas diferentes
fracdes, a serem coletados na foz do rio Doce e areas adjacentes coletadas neste projeto conforme
malha amostra do anexo 3. Esta meta busca verificar alteragdes no aporte dos elementos analisados
e sua dindmica no sistema, relacionando com processos bioticos e abidticos.

Meta 3- Analises de Organicos
Realizar as analises de organicos em amostras de agua e sedimentos a serem coletados na
foz do rio Doce e areas adjacentes coletadas neste projeto conforme malha amostra do anexo 3,
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relacionando os resultados obtidos com o aporte destes compostos através da descarga fluvial, seja
diretamente associado ao rejeito de minério ou impactos secundarios, ou por alteracdes em suas
fontes marinhas.

Meta 4- Integracao de dados

Esta meta tem como objetivo a integracdo dos resultados adquiridos nas analises de
organicos, metais e nutrientes das amostras de agua e sedimentos, buscando compreender a
distribuicdo, a variacdo espaco-temporal e avaliar o potencial impacto causado nas comunidades
biolégicas.

5. PRODUTOS

5.1. DADOS BRUTOS i

(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, RESPONSAVEL
tanto os coletados in situ como os processados no laboratério) (Pessoal Vinculado)

Nutrientes Renato Neto

Metais Fabian Sa

Organicos Renato Neto

Datacdo de testemunhos Rubens Figueira

Especiacdo de metais, mercurio e emergentes Marco Grassi

Pesticidas e PCB Cesar de Castro Matrtins

5.2. ANALISE DE DADOS )
(Relacionar as analises que serao feitas e entregues até o 15° més de RESPONSAVEL
vigéncia do Projeto) (Pessoal Vinculado)

Analise espaco-temporal da variacdo das concentragfes de
nutrientes, metais e organicos nas diferentes matrizes e fragées
ambientais analisadas na foz do Rio Doce e regifes adjacentes Renato Neto
Fabian Sa

- Analise dos resultados obtidos em comparagao com dados
pretéritos existentes.

6. METODOLOGIA
6.1 Procedimentos para coleta de agua e de sedimentos

Procedimento para agua marinha

A coleta de 4gua ao longo da coluna d'agua devera ser feita com garrafa horizontal e seguir a
denominacdo de superficie (0 a 15cm) e fundo (cerca de 50cm acima do fundo). As analises que
devem ser realizadas nestas amostras séo: hidroquimica de metais, organicos e nutrientes.

Recipientes para armazenamento das amostras:

Utilizar frascos de polietileno (preferencialmente) ou de vidro, todos de primeiro uso,
descontaminados, de boca estreita, com batoque de vedacg&o (apenas frascos de Vidro) e tampa de
rosca. Coletar, em frascos separados:

- 1000 ml de amostras para determinacao de metais associado ao material particulado em suspensao
e fracao dissolvida;

- 1000 ml de amostras para determinacdo de mercario associado ao material particulado em
suspensao e fracdo dissolvida;

- 500 mL de amostra para determinacéo de metais totais;

- 500mL para determinacdo de metais dissolvidos.

- 500 mL para determinagdo de mercurio total;

- 500mL para determinagéo de mercurio dissolvido;
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Obs 1: As amostras para andlise de mercurio (Hg) devem ser coletadas separadamente.

Limpeza e descontaminacéo dos recipientes:

- Rinsar 2 vezes os frascos novos com solugédo 1:1 de &cido nitrico P.A.;
- Lavar 3 vezes com agua desmineralizada;

- Rinsar com agua milli-Q;

- Deixar secar antes de usar.

Critérios para aceitacdo das amostras:

Considera-se aceitdvel uma amostra de 4gua de mar, aquela coletada nas seguintes condicoes:

- Pleno atendimento dos procedimentos de utilizagdo das garrafas oceanogréaficas constantes neste
manual;

- Certeza do correto funcionamento da garrafa amostradora;

- Descartar amostras onde a garrafa é recuperada parcialmente preenchida com agua (reparar ou
trocar a garrafa);

- Descartar amostras no caso de suspeita de contaminacdo da garrafa (descontaminar ou trocar a
garrafa).

Processamento, preservagao e conservacgao das amostras:

Amostras para metais totais:

Deveréo ser preservadas pela adicdo de gotas de solucdo de acido nitrico suprapur ou destilado até
pH<2 e, em seguida, deverdo ser refrigeradas. Em geral, acrescenta-se 1 ml de acido nitrico PA
(suprapur ou destilado) para cada litro de agua coletado.

Posteriormente, a refrigeracao devera ser a 4°C e mantida até o momento da andlise.

Obs1: A adicdo de acido a amostra podera ser suprimida caso os frascos enviados para coleta ja
contenham no seu interior 0 acido necessario para acidificar a amostra a pH < 2.

Amostras para metais dissolvido e particulado: B
Preservar a amostra apenas refrigerada a 4°C até o momento da andlise. NAO DEVE SER
ADICIONADO ACIDO NAS AMOSTRAS.

Obs1: Nao encher totalmente os frascos.

Obs2: Com este procedimento apenas de refrigeracdo das amostras, torna-se necessario que as
amostras sejam entregues ao laboratorio destinado a realizacéo das analises em um periodo maximo
de 24 horas, a partir do momento da coleta.

Procedimento para sedimento

Deve ser coletado a camada superficial do sedimento (~2cm) com auxilio de uma espatula plastica e
acondicionados em potes ou sacos plasticos, sendo posteriormente refrigerados a 4°C até o momento
de entrega no laboratério, desde que este periodo ndo ultrapasse 24 horas. Caso contrario, as
amostras de sedimento devem ser congeladas.

Obs1: Todo o material utilizado na coleta dever ser previamente descontaminado.

6.2 Procedimentos para andlise das amostras de agua e de sedimentos
METAIS
Metais em agua

e Metais totais
Para a extracdo dos metais totais nas amostras de agua sera utilizado o método EPA 3015A, o qual
consiste em adicionar 4 ml de HNOj; destilado (Sub-boiling) + 2ml de HCI em uma aliquota de 45ml
da amostra (agua), sendo em seguida aquecidas em forno micro-ondas. A quantificacdo dos
elementos analisados foi realizada pelo método EPA 6020A e EPA 6010C, os quais empregam
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técnicas de ICP-MS e ICP-OES, respectivamente. Mercurio sera analisado pela técnica de vapor frio
associado ao ICP- MS.

e Metais dissolvidos

A amostra é filtrada em membrana de porosidade 0,45um, sendo uma aliquota recolhida, acidificada
(pH<2) com adicéo de HNO; destilado (Sub-boiling) e armazenada até analise. A amostra acidificada
sera neutralizada e passada em colunas contendo resina catidnica (Chelex®) para pré-concentracao
e a eliminacao de sodio (Na), devido a quantificacao ser realizada em ICP-MS, minimizando possiveis
interferéncias durante a etapa de quantificacdo de metais. A quantificacdo dos elementos analisados
foi realizada pelo método EPA 6020A e EPA 6010C, os quais empregam técnicas de ICP-MS e ICP-
OES, respectivamente. Mercurio sera analisado pela técnica de vapor frio associado ao ICP- MS.

e [Especiacdo de metais
A técnica denominada DGT é relativamente recente, tendo sido desenvolvida por Davison e Zhang
(1994) para medir quantitativamente espécies metalicas labeis em sistemas aquéticos naturais, de
maneira in situ. Nos dias atuais estes dispositivos estdo sendo utilizados também em como
sedimentos, &gua intersticial e solos (Davison e Zhang, 1994; Zhang e Davison, 1995, 1999, 2000,
2001).
Os dispositivos DGT permitem a separagdo das espécies labeis no local de estudo, a partir do
emprego de um hidrogel que age como uma camada difusiva, e da posterior acumulagéo dos analitos
em uma fase ligante. A teoria na qual o DGT se baseia é decorrente das caracteristicas difusionais
das espécies metalicas e de semimetais em um hidrogel e nas propriedades sortivas de uma resina.
No sistema DGT uma camada contendo uma resina de troca i6nica (Chelex-100), ou ainda outro
material trocador, € separada da solucdo da amostra de &gua por um filme fino de uma matriz porosa
(hidrogel) de espessura rigorosamente conhecida. O hidrogel controla o fluxo, ou seja, o transporte de
massa das espécies no dispositivo. As espécies que se difundem livremente no hidrogel sdo aquelas
gque apresentam tamanhos moleculares suficientemente menores que o tamanho de poro do hidrogel.
Nesta fase, o transporte das espécies ocorre por difusdo molecular, pois o gel polimérico apresenta
cerca de 90% de agua e permite 0 movimento livre em escala molecular. As espécies livres e aquelas
capazes de se dissociar de complexos metdlicos na fase difusiva sdo acumuladas, por meio da
complexacao ou troca ibnica, em uma resina ou material adsorvente.
Na aplicacdo deste dispositivo em uma amostra de agua, ha uma camada de difusdo entre sua
superficie e a solucao. Nestas condi¢cdes ocorre o transporte dos analitos s6 por difusdao molecular.
Em poucos minutos de imersao, € estabelecido um gradiente de concentracao linear entre a solugéo
e o hidrogel devido a diferenga de concentracdo dos metais presentes no meio e no sensor, de
acordo com a Primeira Lei de Difusdo de Fick. O meio de ligagdo adsorve as espécies que se
difundiram no sensor. As espécies labeis medidas sé@o o ion livre presente na solugéo ou o ion livre
oriundo da dissociacdo de complexos metdlicos, dependendo da estabilidade e da cinética de
dissociacdo destes complexos. Complexos grandes e estaveis tais como os formados entre ions
metalicos e substancias humicas, assim como 0s metais associados ao material particulado e
coldides, ndo sdo capazes de permear a camada difusiva e ndo contribuem na medida.
Portanto, o dispositivo DGT apresenta a capacidade de discriminar as espécies que sofrem difusao
no hidrogel de acordo com a labilidade, com os coeficientes de difusdo das espécies e com a cinética
de dissociacdo dos complexos durante o tempo da medida (Gimpel et al., 2003). A Figura que segue
mostra a representagdo esquematica do dispositivo DGT evidenciando seus principais componentes.

Filtro 0,45 pm
<—Hidrogel

<—Gel — Resina Chelex
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Figura 1. Esquema representativo do dispositivo DGT comercial.

A concentracdo da espécie metdlica acumulada na resina em um tempo adequado pode ser
determinada por uma técnica instrumental depois de uma etapa de eluicdo acida (Zhang e Davison,
1995). Da maneira que ocorre a acumulacdo das espécies no DGT e o processo de extracdo dos
analitos, que envolve a utilizacdo de pequenos volumes de solucdo acida, pode-se estabelecer um
sistema de pré-concentracdo de espécies de interesse. De acordo com Zhang e Davison (1995), a
aplicacdo do DGT durante um dia no ambiente aquatico pode resultar em um fator de concentracéo
de aproximadamente 300 vezes. Tal situacdo permite realizar medidas em concentracBes bastante
baixas, na ordem de pmol L™. Esse processo de pré-concentracdo apresenta duas vantagens. A
primeira refere-se ao aumento de sensibilidade que proporciona a deteccdo de concentracdes
bastante reduzidas de espécies labeis. O segundo aspecto esta relacionado com o fato que ocorre a
extracdo da espécie de interesse da matriz, minimizando interferéncias nas medidas.

Para realizacdo das medidas, os dispositivos sdo montados em laboratério, transportados para o
campo, onde sao aplicados por um periodo de tempo adequado. Em seguida sdo recolhidos,
desmontados e a camada adsortiva € submetida a uma eluicdo com solucdo acida, sendo em
seguida realizada a determinacdo das espécies por uma técnica analitica instrumental adequada,
como por exemplo a espectrometria de emissdo 6tica em plasma acoplado indutivamente (Chostak et
al, 2015).

Metais no material particulado em suspenséo

O material particulado em suspensédo (MPS) sera obtido através da filtracdo de um a aliquota de
amostra da agua marinha através de membrana filtrante de acetato de celulose com porosidade de
0,45um. O material retido pela membrana sera caracterizado quanto a sua composi¢gdo geoquimica
através das andlises descritas abaixo. Mercurio sera analisado pela técnica de vapor frio associado
ao ICP- MS.

e Metais parciais
Na membrana saturada pelo MPS sera adicionado 10ml de HNO; destilado (sub-boiling) e aquecidas
em forno micro-ondas (EPA 3051A). Ap6s o término do periodo de digestao acida, as amostras serao
filtradas em filtro qualitativo e a quantificacdo dos elementos presentes no extrato sera realizada em
ICP MS (Método EPA 6020A).

e Terras Raras
A decomposicdo das amostras de MPS para analise de elementos terras raras sera realizada pela
abertura total proposta no método EPA 3052, utilizando HF destilado (sub-boiling), HNO; destilado
(sub-boiling) e H,O, (Merck). Na membrana saturada pelo MPS sera adicionado 10ml desta mistura
de reagentes e aquecidas em forno micro-ondas. Apés o término do periodo de digestdao acida, as
amostras serdo filtradas em filtro qualitativo e a quantificacdo dos elementos presentes no extrato
ser& realizada em ICP MS (Método EPA 6020A).

Metais em sedimentos

e Metais totais

A decomposicdo das amostras de sedimentos para analise metais totais sera realizada pela abertura
total proposta no método EPA 3052, utilizando HF destilado (sub-boiling), HNO; destilado (sub-
boiling) e H,O, (Merck). Em 0,25g de sedimento, previamente liofilizado e macerado, sera adicionado
10ml desta mistura de reagentes e aquecidas em forno micro-ondas. Apos o término do periodo de
digestao acida, as amostras serdo filtradas em filtro qualitativo e a quantificagcdo dos elementos
presentes no extrato sera realizada em ICP MS (Método EPA 6020A). Mercurio serd analisado pela
técnica de vapor frio associado ao ICP- MS.

e Metais parciais
Para analise de metais parciais sera utilizado o método EPA 3051A (Extracdo parcial). 0,25g de
sedimento sera liofilizado e macerado (gral e pistilo de agata), sendo adicionado 10ml de HNO;
destilado (sub-boiling) e aquecidas em forno micro-ondas. Apds o término do periodo de digestdo
acida, as amostras seréo filtradas em filtro qualitativo e a quantificacdo dos elementos presentes no
extrato sera realizada em ICP MS (Método EPA 6020A).
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e Extracdo sequencial de metais

Andlise de metias nas diferentes fracGes presentes nos sedimentos sera realizada através da
extracdo sequencial proposta por Tessier et al., (1979) ou o proposto no método BCR (Tabela 1).
Este método propde a quantificacdo de metais presentes em 4 a 5 fracdes distintas obtidas pela
eluicdo sequencial de uma mesma amostra sedimentar (Tabela 4). Os metais nos diferentes extratos
obtidos serdo quantificados em ICP-MS (EPA 6020A). Mercurio serd analisado pela técnica de vapor
frio associado ao ICP- MS. Ressalta-se que as fragBes F1 e F2 sdo obtidas (suprimidas) em um Unico
extrato no método BCR, sendo, portanto, 4 frag8es ao final.
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Tabela 4 - Comparagéo entre as diferentes fragdes obtidas pelo método de extracéo sequencial proposto por Tessier et. al. (1979) e método BCR.

F1 - Trocavel 1M MgCl,,pH7,1h fons trocaveis )
. L. lons trocéveis e
F2 — 1M NaOAc, pH 5 (HOAc), fons adsorvidos, F1 - Soldvel em acido 0,11 M HOAc, 16 h carbonatos
Adsorvida/Carbonatica 5h carbonatos
. 0,04 M NH20OHHCI in 25% Oxidos de ferro e . 0,1 M NH,OHHCI, pH Oxidos de ferro e
F3 - Redutivel (v/v) HOACc, 6 h, 96°C manganés F2 - Redutivel 2 (HNO3), 16 h manganés
0,
30% H,0,, pH 2 (HNO3), 30% Hzoﬁ, pH 2
. : 5 h at 85°C, extracted with : . (HNO3), 2 h a 85°C, .
F4 - Sulfidica/Organica ’ Sulfetos/Organicos F3 - Oxidavel extraido com 1 M Sulfetos/Organicos
3,2 M NH,OAc em 20% NH4OAc pH 2 (HNO5)
HNO3; (v/v), 0,5 h 4 p 3)s
16 h
F5 - Residual HF — HNO; — H,0, Metais ligados em F4 - Residual Aquecimento HF/HNO3;  Metais ligados em

minerais litogénicos concentrado. minerais litogénicos
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e Terras Raras
A decomposicdo das amostras de sedimentos para andlise metais totais sera realizada pela abertura total
proposta no método EPA 3052, utilizando HF destilado (sub-boiling), HNO; destilado (sub-boiling) e H,O,
(Merck). Na membrana saturada pelo MPS sera adicionado 10ml desta mistura de reagentes e aquecidas
em forno micro-ondas. Apos o término do periodo de digestdo acida, as amostras serdo filtradas em filtro
qualitativo e a quantificacdo dos elementos presentes no extrato sera realizada em ICP MS (Método EPA
6020A).

ORGANICOS

Serdo estudados todos os compostos organicos listados pelas normativas ambientais regidas pelo
CONAMA para agua e sedimento. Sendo assim, sera avaliada a presenca de Hidrocarbonetos, tanto os de
origem biogénica quanto antropica (HC) e Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) a fim de avaliar a
entrada de material relacionado a atividade antropica. Com o objetivo de melhor avaliar a geoquimica
sedimentar e se os processos diagenéticos foram modificados em funcéo do aporte do material de rejeito,
serdo determinados biomarcadores lipidicos tais como: triterpendides, hopanodides, acidos graxos, entre
outros. A fim de avaliar o aporte de material oriundo de efluentes domésticos e industriais serdo
determinados esteréis, pesticidas, bifenilas policloradas (PCB), fendis e contaminantes emergentes, tais
como farmacos e outros. Também sera verificada a presenca de aminas tanto éter aminas graxas, quanto
aminas aromaticas a fim de serem utilizadas como marcadores moleculares do material oriundo da
barragem de rejeito.

e Hidrocarbonetos (Alifaticos, Hidrocarbonetos Totais de Petroleo, Hidrocarbonetos
Policiclicos Aromaticos e biomarcadores lipidicos)

As amostras recebidas ap6s as campanhas de coleta serdo armazenadas refrigeradas (amostras de agua)
e em freezer (amostras de sedimento) até os procedimentos laboratoriais para a determinacdo de
hidrocarbonetos. Amostras de sedimento recebida serdo liofilizadas e posteriormente homogeneizadas por
maceracdo com auxilio de grau e pistilo. As metodologias a serem utilizadas para a extracdo e
determinacdo de hidrocarbonetos de petrdleo, HPA e biomarcadores serdo baseadas nos protocolos EPA
3510C - Separatory Funnel Liquid-Liquid Extraction, EPA 3540c - Soxhlet Extraction (USEPA, 1996), EPA
8270d - Semivolatile Organic Compounds by Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS) (USEPA,
2007). Amostras de agua (1 L) serdo extraidas em funil de separacéo com hexano (50 mL x 3) e o extrato
bruto submetido a fracionamento em coluna cromatografica por adsor¢do com silica gel e alumina conforme
a ser descrito também para as amostras de sedimento. Aproximadamente 10 g de sedimento liofilizado e 2
g de cobre ativado para a remocdo de enxofre molecular serdo adicionados em cartuchos de celulose e
extraidos em Soxhlet (12 h / 250 mL de diclorometano). A fim de verificar a eficiéncia de extracdo serdo
adicionados as amostras no inicio da extracédo, padrdes surrogates deuterados (5 pg n-Czoq, 5 g N-Coyg € 5
pg n-Csoq € 100 ng de p-terfenil-d14). ApOs a obtencdo do extrato bruto, este sera reduzido para o volume
de aproximadamente 1 mL em evaporador rotatério e reservados para posterior fracionamento. Os
processos de clean up e fracionamento dos extratos sao realizados em coluna cromatografica empacotada
com 8 g de silica (ativada a 160 °C / 16 h e desativada com 2 % m/v de 4gua ultrapura tipo miIIi-Q®) elgde
alumina (calcinada a 450 °C / 4 h e desativada com 2 % m/v de ultra pura tipo milli-Q®). A fracdo dos
hidrocarbonetos alifaticos (F1) serd eluida com 50 mL de hexano, a fragdo rica em hidrocarbonetos
aromaticos (F2) eluida com 70 mL da mistura dicrolorometano:hexano (1:1 v/v), a F3 contendo esterdis e
alcoois sera eluida com 50 mL de acetato de etila e por ultimo a fracdo contendo &cidos carboxilicos (F4)
sera eluida com 50 mL de metanol. As fracbes eluidas sdo concentradas em evaporador rotativo e o
solvente trocado por hexano ajustado a aproximadamente 1 mL. Em seguida s&o adicionados
respectivamente na F1 e F2 os padrdes internos n-Cie4 (5 pg / mL) e um mix de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos deuterados (100 ng / mL) para a determinagdo dos hidrocarbonetos de petrdleo e HPA,
respectivamente. Aliquotas das fracbes F1 e F2 foram reunidas e injetadas para a determinacdo da
concentracao de hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP). Para a quantificagdo de biomarcadores como
terpanos, esterdis e acidos presentes nas fragcbes F3 e F4 serd utilizado o alfa-colestano como padrédo
interno. A quantificacdo e identificacdo dos compostos sera realizada através de um cromatografo a gas
Agilent Technologies 7890 com detector por ionizagcdo em chama e por cromatografo a gas Agilent
Technologies 7890 acoplado a espectrometro de massas 5975c¢, ambos equipados com auto amostradores
CTC Combi Pal, injetor Split/splitless e coluna capilar DB-5MS (30 m x 0.250 mm x 0.25 um). A curva
analitica para a determinacgdo de alcanos e HTP ser4 preparada a partir de um mix padréo de alcanos (n-Cg
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— C4) na faixa de concentragéo de 0,5 a 50,0 ug / mL com padronizacéo interna (N-Cigq — 10 pg / mL). A
determinacé@o quantitativa de HTP serd feita pela integrac@o da area total dos cromatogramas, englobando
toda a fracado resolvida e nao-resolvida através da determinagéo da linha de base, descontando-se as areas
dos picos dos padrdes. A programacao de temperatura é configurada com a temperatura inicial de 60 °C por
1 min, entdo 6 °C / min até 300 °C por 30 min. Para as determinac¢@es utilizando-se GC-MS, as condi¢c8es
sdo as mesmas citadas, com o acréscimo dos parametros de temperaturas do injetor, interface, fonte de
fons e quadrupolo: 300 °C; 300 °C, 200 °C e 150 °C, respectivamente. A quantificacdo dos HPA também é
realizada por curva analitica via padronizacéo interna. As curvas analiticas sdo construidas na faixa de
concentracdo de 5 a 1000 ng / mL utilizando como padréo interno uma solucdo contendo 5 HPA deuterados
(naftaleno-d8, acenafteno-d10, fenantreno-d10, criseno-d12 e perileno-d12) na concentracdo de 100 ng /
mL. Os ions utilizados para a quantificacdo 16 HPA prioritarios, assim como dos seus respectivos padroes
internos, estdo descritos na Tabela 02. Os HPA serdo determinados através do monitoramento full scan
(m/z 50-550) e do monitoramento de ions selecionados (SIM), seguindo as seguintes caracteristicas:
temperatura inicial de 40 °C por 2 min, com taxas de aquecimento de 25 °C / min até 100 °C, 5° C / min até
230 °C, 2 °C / min até 270 °C mantidos por 5 min e 5 °C / min até a temperatura final de 300 °C. Para a
determinacdo dos biomarcadores lipidicos seréo utilizadas curvas analiticas com padrdes auténticos para
esterdis e acidos graxos. Os demais compostos identificados serdo determinados em funcdo do padrao
interno adicionado, devido a inexisténcia de padrdes comerciais referentes as classes a serem avaliadas.

A identificacdo dos compostos é feita pela comparacdo com injecdo de solugcdes contendo padrbes
auténticos e consulta a biblioteca de espectros de massas NIST do equipamento.

Tabela 5 - lons de quantificacdo dos 16 HPA e padrdes internos.

ions de quantificacdo fons de quantificagcdo

Padréao (m/z) Padréo Interno (m/2)
Naftaleno 128 Naftaleno-d8 136
Acenatftileno 152 Acenafteno-d10 162, 164
Acenafteno 152, 154 Acenafteno-d10 162, 164
Fluoreno 165, 166 Acenafteno-d10 162, 164
Fenantreno 178 Fenantreno-d10 188
Antraceno 178 Fenantreno-d10 188
Fluoranteno 202 Fenantreno-d10 188
Pireno 202 Criseno-d12 236, 240
Benzo(a)antraceno 228 Criseno-d12 236, 240
Criseno 228 Criseno-d12 236, 240
Benzo(b)fluoranteno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Benzo(k)fluoranteno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Benzo(a)pireno 252, 253 Perileno-d12 260, 264
Indeno(1,2,3-cd)pireno 276, 278 Perileno-d12 260, 264
Dibenzo(a,h)antraceno 278, 279 Perileno-d12 260, 264
Benzo(g,h,i)perileno 276, 277 Perileno-d12 260, 264
p-Terfenil-d14 240, 244 Criseno-d12 236, 240

VerificacBes periddicas referentes a resposta analitica do sistema cromatogréfico seréo feitas com injecées
dos padrdes durante as andlises das amostras de sedimento. Nestes ensaios sera utilizado como critério de
aceitacdo para controle de qualidade uma variagdo maxima de 10 % no sinal cromatografico dos padrGes
injetados dentro da curva analitica previamente construida. Controles de branco de extracdo, vidraria,
ensaios de fortificacdo e recuperacdo também sao realizados como controle de garantia das andlises.
Valores de recuperacao obtidos na faixa entre 70 e 120 % sé&o considerados aceitos como indices de bom
desempenho analitico para o método. Cada batelada de extracdo deve conter uma prova em branco para
avaliacdo da confiabilidade analitica, representando testes de controle e garantia de qualidade (QA/QC).
Ainda como QA/QC, para verificar a preciséo e exatidao do método analitico, serdo realizadas andlises de
amostras de sedimento certificado de referéncia (Standard Reference Material NIST 1941b).

e Pesticidas clorados e bifenilas policloradas (PCB)
Os sedimentos seré@o processados conforme método analitico descrito em UNEP (1992). Aproximadamente
100g de sedimento sdo secos em um liofilizador, desagregados utilizando almofariz e pistilo de porcelana,
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homogeneizados e armazenados em frascos de vidro. Durante as analises, aproximadamente 20g de
sedimento seco sdo adicionados 100uL de uma mistura de padrdées subrogados para a determinacao de
compostos organoclorados (PCB 103 (C-103N) e PCB 198 (C-198N), AccuStandard, USA). Posteriormente,
extraidos em aparato Soxhlet durante 8 h com 80 mL de n-hexano e diclorometano (1:1) (J. Baker, México).
Os extratos sdo concentrados a 2 mL e submetida a purificacdo por cromatografia de adsor¢cdo em coluna
de alumina, com eluicdo de 15mL de uma mistura 30% diclorometano em n-hexano para a obtencdo da
fracdo contendo os compostos organoclorados. Os extratos resultantes sdo entdo concentrados a
aproximadamente 500 pL.

Os PCB e pesticidas organoclorados serdo identificados e quantificados em um cromatografo a gas da
Agilent Technologies 7890A acoplado a espectrometro de massas e injetor automatico, conforme USEPA
8081b e USEPA 8082. A coluna capilar utilizada sera com as seguintes caracteristicas: fase estacionaria de
5% fenil-metil-siloxano, 30m de comprimento, 0,25mm de diametro interno e 0,25um de espessura do filme.
A injegdo de 1uL do extrato da amostra sera em modo sem divisdo de fluxo (splitless). A programacéo de
temperatura do forno tem inicio em 100°C (1min) com aumento a taxa de 5°C min™ até 140°C (1min),
aumentando a 1,5°C min™ até 250°C (1min) e 10°C min™ até 300°C permanecendo isotérmico por 5 min. A
temperatura do injetor mantida a 300°C.

As amostras de sedimento superficial serdo analisadas para Alfa-HCH (BHC), Beta-HCH (BHC), Gama-
HCH (BHC), Delta-HCH (BHC), DDT (somato6rio dos isdbmeros p,p’- e 0,p-), DDE (somatério dos isbmeros
p,p’- € o,p-), DDD (somatdrio dos isbmerosp,p’- e 0,p-), dieldrin, endrin, Alfa-clordano, Gama-clordano e o
somatorio de 7 congéneres de PCBs (PCB 28, 52, 101, 118, 138, 153 e 180) em sua fragdo total, conforme
na Tabela Ill do Anexo da Resolucdo CONAMA 454/12. A identificacdo dos pesticidas clorados e PCBs sera
baseada nos tempos de retencdo de padrdes auténticos.

A quantificacdo é realizada contra padrdes externos através das curvas analiticas de cada analito e os
padrdes subrogados PCB103 e PCB198. A recuperacdo da metodologia avaliada utilizando-se 2,4,5,6-
tetracloro-m-xileno (TCMX, M-8082-SS-10X, AccuStandard, USA) como padrdo interno e o desempenho
analitico através da andlise de matrizes fortificadas com padrdes, replicatas e brancos analiticos.

e Eter-aminas e aminas aromaticas

Amostras de sedimento liofilizado (10 g) fortificados com trifenilamina sdo extraidas com diclorometano por
sonicagdo (3 x 15 mL) ou por Soxhlet (250 mL) por 12 horas (metodologia baseada em Alzaga et al. 1999).
A fracdo dissolvida de amostras de agua (1000 ml) sdo passadas por cartuchos Lichrolut EN (200 mgz,
previamente ativados com 7 mL de MeOH a 1 ml min™ e, em seguida, 3 ml de 4gua Milli Q a 1 ml min™.
Apods, sdo submetidas a etapa de secagem sob vacuo durante 15 min, e a eluicdo realizada com 3 ml de
acetona, seguido de 3 ml de acetato de etila utilizando sistema de extracao em fase sélida.

A determinacao quantitativa das aminas serd realizada por cromatografia em fase gasosa equipado com um
espectrometro de massas e amostrador automatico. Injecdo realizada no modo splitless, (ativacdo em 40 s
em 280°C). Hélio utilizado como gas de arraste (1 mL min™). A temperatura do forno programada de 90°C (1
min) a 120°C a 10°C min™ e, em seguida, a 320°C a 6°C min™ mantendo a temperatura final durante 15 min.
Colunas analiticas utilizadas: DB-5 de 30m, ID 0,25 mm e espessura de filme 0,25 mm (J & W Scientific).
GC-MSD no modo eV El operando no modo full scan (40-550 uma), temperaturas de fonte de ions e de
linha de transferéncia de ions de 220 e 280°C, respectivamente.

e Contaminantes Emergentes

A determinacdo de contaminantes emergentes € comumente realizada utilizando-se técnicas
cromatograficas, empregadas apds uma etapa de extracdo, seguida de uma outra de purificacdo do extrato.
Uma das formas mais eficientes de se realizar a extra¢@o consiste na utilizacdo da técnica de extracdo em
fase solida (SPE, do inglés solid phase extraction). O cartucho precisa ser condicionado, em seguida é feita
a extrac@o dos compostos de interesse presentes em um dado volume da amostra. Por fim, os analitos
retidos no cartucho de SPE s&o eluidos utilizando-se um solvente apropriado. O excesso de solvente é
evaporado e em seguida um dado volume desta solucéo é injetado no cromatografo.

e Fenodis
Amostras de agua serdo analisadas conforme metodologia EPA EPA SW 846 8270D EPA SW 846 3500C.
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ELEMENTAR

e Carbono, nitrogénio, hidrogénio, oxigénio e enxofre.

A caracterizacdo da matéria organica sera realizada através de andlises sobre a composi¢cdo de seus
elementos majoritarios, a predominancia isotopica entre eles e as moléculas que formam. As anélises da
composicdo elementar (C, N, P, S) nos sedimentos deste estudo serdo realizadas apés a descarbonatacao,
através da adicdo de HCI 1,0 mol L™ diretamente nas amostras dentro dos frascos de andlises. Este
procedimento sera entéo repetido por duas vezes sendo as amostras secas em estufa a 60 °C por 12 h.

A determinacdo dos teores de carbono orgénico (CO) e nitrogénio total (NT) sera realizada com
aproximadamente 10 mg de amostra dos sedimentos utilizando um analisador elementar (Euro Vector
EA3000). Os testes de exatiddo para carbono total e carbono organico foram realizados com padrao
certificado.

ISOTOPOS

e Is6topos estaveis (carbono e nitrogénio), **°Pb/**'Cs, compostos organicos especificos.
Isétopos estaveis: Na avaliacdo do aporte organico para os sedimentos da regido costeira, a amostra sera
descarbonatada com o uso de HCI 10%, lavada com &gua ultrapura e centrifugada para a remocao do
sobrenadante. O residual seréa seco por liofilizagdo e a andlise de is6topos estaveis de carbono e nitrogénio
(sem a remocao do carbono inorganico) sera realizada por meio de um analisador Elementar com interface
de fluxo continuo, acoplado a espectrobmetro de massa com razao isotopica. A razao isotopica de cada
amostra sera referenciada contra o material padrdo seguindo a férmula a seguir:

8" Corg, 01 8" Npora (%) = [(Ramostrayy ) 1] x 107

Padrio

Sendo, R é a razdo “C/*C ou *N/*N

e Isétopos 210Pb/137Cs e taxa de sedimentag&o
A determinacao de #°Pb sera realizada a partir da medida da emisso de seus raios gama, da ordem 47
keV. O efeito da auto-absorcéo, devido a emissdes menores de 100 keV deve ser levado em consideracéo,
para isso, em cada amostra analisada sera realizado um célculo do fator de auto-absor¢éo, parametro este
utilizado no calculo da atividade final do °Pb. Assim a atividade do **°Pb é calculada pela equacéo 1:

(CxF)-BG
txmxpyxe

Appoo =

em que,

Apb.210 € a atividade do **°Pb na amostra (Bq.kg™);

C é o nimero de contagens do “*°Pb na amostra;

F é o fator de auto-absor¢éao;

BG é o numero de contagens da radiacédo de fundo na regido do 1%pp (47 keV);

t € o tempo de contagem da amostra, em segundos;

m € a massa da amostra, em quilogramas;

p, é a probabilidade de emisséo da radiagéo gama proveniente do **°Pb igual a 0,0418;
¢ é a eficiéncia do detector.

A atividade de **'Cs por espectrometria gama é obtida por meio da Equacéo 3:
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C-BG
txmxp, xg

A Cs-137

em que,

Acs.137 € a atividade do ~°'Cs na amostra (Bq.kg'l);

C é o nimero de contagens do **'Cs na amostra;

BG é o niimero de contagens da radiacdo de fundo na regido do **'Cs (661 keV);

t € o tempo de contagem da amostra, em segundos;

m é a massa da amostra, em quilogramas;

p, é a probabilidade de emisséo da radiagéo gama proveniente do 1¥’Cs igual a 0,850;

¢ € a eficiéncia do detector.

A andlise do branco para os radionuclideos em estudo é realizada contando-se um pote plastico vazio no
mesmo tempo estabelecido para as amostras. Para cada energia tem-se um valor que € considerado como
a radiacdo de fundo ou background; este valor &, entdo, subtraido da contagem da amostra procedendo-se
entdo a determinagéo da sua atividade.

137

NUTRIENTES DISSOLVIDOS (SOMENTE EM AGUA)

e Ortofosfato, nitrito, nitrato, nitrogénio amoniacal e silicio reativo dissolvido
Analises de nutrientes dissolvidos serdo realizadas pelo meio de analise de fluxo continuo (“Continuous
Flow Analysis” - CFA), com o uso de um Seal Autoanalyzer (AA3), o qual possui métodos certificados pela
USEPA.

- Silicato: A andlise sera realizada pela técnica de Armstrong (1967). Consiste na adicdo de uma solugéo
acidificada de molibdato de amdnio na amostra para produzir o acido molibdico que é reduzido para acido
molibdoso (composto azul) com a adicdo de cloreto de estanho Il. Acido tartarico é adicionado para evitar a
interferéncia do fosfato. A amostra sera passada por uma célula de 10 mm e a absorbancia medida a 660
nm.

- Nitrato + Nitrito: Sera realizado o procedimento modificado de Armstrong (1967), o qual a amostra
atravessa uma coluna redutora de cadmio, sendo o nitrato presente quantitativamente reduzido a nitrito. O
reagente sulfanilamida é introduzido na amostra seguido pelo reagente N-(1-naftil) etilenodiamina
dicloridrato, que associam-se e formam o azo corante vermelho. O fluxo passa por uma célula de 10mm e a

absorbancia medida a 520nm.

- Nitrito: A andlise sera realizada conforme descrito para nitrato + nitrito, com a exce¢do da coluna de
cadmio.

- Fosfato: A modificagdo do procedimento descrito Bernhardt e Wilhems sera empregada com o uso de uma
solu¢éo acida de molibdato de aménio adicionada a amostra para a producdo do acido fosfomolibdico,
assim reduzida para acido fosfomolibdoso (composto azul) com a adicdo de sulfato de dihidrazina. O
produto da reacdo é aquecido a aproximadamente 55 °C para melhorar o desenvolvimento da coloragéo e o
fluxo passado por uma célula de 10 mm e absorbéncia medida a 820 nm.

- Nitrogénio Amoniacal: O método utilizado sera uma modificacdo do procedimento de Koroleff (1969, 1970).
O nitrogénio amoniacal sera analisado via reacdo de Berthelot, no qual o &cido hipocloroso e fenol reagem
com a amdnio em uma solucéo alcalina para formar o azul de indofenol. A amostra é passada por uma
célula de 10 mm e a absorbancia medida a 660 nm.

12
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e Nitrogénio e fosforos totais.
Analises de nutrientes totais serdo realizadas por prévia digestdo com persulfato de potassio de acordo com

Valderrama (1981) e analisadas por fluxo continuo (“Continuous Flow Analysis” - CFA), conforme métodos
para nitrato e ortofosfato descritos anteriormente.

e Especiacédo de fésforo (P)
Com a premissa de verificar o carreamento de compostos fosfatados por toda a bacia hidrogréafica do rio
Doce pela lama de rejeitos de minério e aportados na plataforma continental, serdo realizadas andlises de
fosfato em diferentes matrizes sedimentares.
O método utilizado é descrito por Anschutz e Deborde (2016) e consiste em uma extragdo sequencial para a
mensuracdo de fosforo em agua intersticial P-trocavel, P-ligado a ferro, P associado a apatita biogénica, P
associado apatita autigénica e carbonato, P associado apatita detrital e formas inorganicas e P organico.
As etapas de extrac@o sd@o descritas na tabela abaixo e cada extrato analisado por colorimetria segundo
Murphy e Riley (1962) (Tabela 6):

Tabela 6 - Etapas de extracdo e cada extrato a ser analisado por colorimetria segundo Murphy e Riley (1962)

Fracao extraida Extrator (tempo) Reacdo quimica
NaHCO; + H,O + tolueno Desor¢cdo sem atividade bacteriana em
P-trocavel -
3x24h agua artificial
P-ligada a ferro(lll) Reducéo de 6xidos de ferro(lll) amorfo e
Ascorbato (20 g/L) 24h ] o
amorfo dissociacao do P.
P-ligado a ferro(lll) ditionito citrato bicarbonato Dissociacgdo de 6xido de Fe(lll) redutivel
cristalino 4h e P associado.
P-ligado a . o ) ) ]
) ) ) NH4CI (2M) Dissociacdo da hidroxiapatita e P
hidroxiapatita .
o 16h associado.
autigénica
P-ligado a apatita Acetato de Sadio Dissociagdo da apatica carbonatica e P
carbonatica autigénica 16h associado.
P-ligado a apatita HCI (1M) Dissociacdo acida de carbonatos e
detrital e carbonato 16h apatita.
. H2S0, (18M) o L
P-orgénico 16h Dissociagdo 4cida da matéria organica.

e Parametros Fisico-quimicos e biolégicos

pH, ORP, Salinidade, sulfetos totais, alcalinidade, DBO5 (somente em agua), DQOs (somente em agua),
coliformes totais e fecais (somente em agua) e Escherichia coli (somente em agua).
As medi¢cBes dos parametros fisico-quimicos (pH, ORP, oxigénio dissolvido e sdlidos totais dissolvidos)
serao realizadas in-situ com o auxilio de uma sonda multiparametro.
Parametros de temperatura, salinidade, pressédo, turbidez e fluorescéncia serdo medidos in-situ com a
utilizacéo de um CTD com fluorimetro e turbidimetro acoplados.
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ANEXO A

JUSTIFICATIVAS REFERENTE AS ANALISES QUIMICAS

Concordamos que as analises de Colimetria (Coliformes Totais, Coliformes fecais e Escherichia
coli), demanda quimica de oxigénio (DQO), demanda bioldgica de oxigénio (DBO) e Tributilestanho (TBT)
podem ser excluidas, uma vez que ndo contribuiriam de forma significativa para o monitoramento marinho,
tanto como parametro indicador como acessorio do impacto.

As andlises mantidas tém suas justificativas apresentadas por topicos referentes a metais e terras
raras, nutrientes e organicos. As demais analises presentes no TR que néo sao solicitadas suas retiradas
ou mantidas e justificadas, como por exemplo, a datagéo através da técnica de #°Pb, serao realizadas.

Ressalta-se que no tépico “3.2 — Parametros fisico-quimicos da agua” presente no TR, informa em
“Recipientes para armazenamento das amostras” que deverdo ser utilizados frascos para coleta de
amostras para determinac@o de metais associados ao material coloidal, entretanto a metodologia apresenta
0s procedimentos para metais e arsénio no material particulado em suspensdo (MPS), que ao nosso
entendimento é mais condizente com o estudo proposto, uma vez que a obtencdo da fracao coloidal € muito
incerta através da filtracdo convencional. Desta forma, as amostras coletadas seguirdo o procedimento de
andlise de metais no MPS, como definido ha metodologia proposta no plano de trabalho.

ABORDAGEM

A periodicidade e nimero amostral referente a cada analise foram discutidas e sdo apresentadas a
seguir (Tabela 1). Desta forma, foi considerado, dentro do nimero total de esta¢gfes, uma subdivisdo em
dois grupos menores de estacdes denominados “prioritarias 1" e “prioritarias 2”. As estacdes “prioritarias 1"
terdo tratamento analitico diferenciado, com andlises especificas a serem desenvolvidas (além das analises
comuns), como por exemplo, extracdo sequencial e especiagdo de metais e arsénio, em amostras de
sedimento e 4gua, respectivamente. Estas estacdes “prioritarias 1” estdo localizadas, na malha amostral
proposta, mais proximas a costa e em dois transectos longitudinais a esta, sendo um na regido da foz do
Rio Doce e outro em Abrolhos, abrangendo locais de maior deposi¢do da lama de rejeito e de interesse
ecoldgico.
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Tabela 1 - Periodicidade de amostragem, nimero de amostras e parametros a serem analisados.

Matriz Periodo ExtracGes Prioritarias 1 Parametros/Analises Prioritarias 2 Parametros
_ amostrais
Agua Mensal 11 6 Metais dissolvidos 5 Metais dissolvidos
Metais totais Metais totais
Metais MPS Metais MPS
Metais especiacéo (DGT) Nutrientes
Organicos Elementar (MPS)
Nutrientes
Elementar (MPS)
Sedimento 11 6 Metais especiagéo 5 Metais parciais
Terras raras Metais totais
Orgéanicos Terras raras
Fosforo especiacédo Organicos
Elementar Elementar
Agua Trimestral 34 13 Metais dissolvidos 21 Metais dissolvidos
Metais totais Metais totais
Metais MPS Metais MPS
Metais especiacéo (DGT) Nutrientes
Organicos Elementar (MPS)
Nutrientes
Elementar (MPS)
Sedimento 34 13 Metais especiagdo 21 Metais parciais
Terras raras Metais totais
Organicos Terras raras
Fosforo especiagao Orgénicos
Elementar Elementar
Agua Semestral 41 23 Metais dissolvidos 18 Metais dissolvidos
Metais totais Metais totais
Metais MPS Metais MPS
Metais especiacéo (DGT) Nutrientes
Organicos Elementar (MPS)
Nutrientes
Elementar (MPS)
Sedimento 41 23 Metais especiagéo 18 Metais parciais

Terras raras

Orgéanicos

Fosforo especiacéo

Elementar

Metais totais

Terras raras

Organicos

Elementar

METAIS E ELEMENTOS TERRAS RARAS

Metais E Arsénio

O conhecimento das concentracfes de metais e arsénio é imprescindivel ao monitoramento da
qualidade da 4gua e dos sedimentos em funcéo do rompimento da barragem de rejeito de mineracao do
Fundao, no municipio de Mariana, estado de Minas Gerais. Alguns elementos apresentam nitida variacédo
na concentracdo conforme a proximidade e o aumento da presenca dos rejeitos da mineragdo na regido
estuarina do Rio Doce, como € o caso dos elementos Fe, Al, Mn, Cr e Zn. Por outro lado, outros elementos
apresentam variagdo na concentragdo, mas sem uma possivel relacdo direta com a lama de rejeitos, como

por exemplo, Ni e As (UFES, 2017).

Pereira, et al. (2008) estudando os efeitos dos rejeitos de minério de ferro em uma lagoa costeira
indicam que a mineracdo e processamento do minério de ferro sdo fontes potenciais e influenciam
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claramente nas concentra¢bes de Fe, Mn, Cu, Cr e Ni. Variagbes nas concentracdes de Fe, Mn e Cu
também podem estar associadas a ocorréncias naturais na area de mineracéo, devido ao enriquecimento
no deposito de minério de Fe. Por outro lado, através do processo de moagem do minério de ferro pode
ocorrer enriquecimento de Cr e Ni nos locais da barragem, devido ao desgaste das bolas de moagem, as
guais contém ligas de Fe-Cr e Fe-Ni.

A realizacdo das andlises de metais e arsénio totais e parciais em amostras de agua permanecerao
em todas as amostras pois ja vem sendo desenvolvidas ao longo do monitoramento realizado pela UFES e
as concentracdes servem como comparativo aos valores orientadores presentes na Resolugcdo CONAMA
357/05. Outra andlise mantida é a de metais e arsénio associados ao material particulado em suspensao
(MPS), uma vez que a fase particulada é de extrema importancia para a compreensdo dos processos
geoquimicos de adsorcao e dessor¢éo destes elementos, além dos processos sedimentares.

A determinacéo das fragBes parciais e totais nos sedimentos superficiais € necesséria para efeito
comparativo com valores estabelecidos em outras pesquisas que antecederam a chegada da lama de
rejeitos. As andlises de metais e arsénio parciais nos sedimentos superficiais também foram desenvolvidas
durante o monitoramento realizado pela UFES, auxiliando, portanto, a compreensao dos possiveis impactos
em escalas temporal e espacial.

Nas amostras de sedimento superficial provenientes das estacdes “prioritarias 1“ sera realizada a
extracdo sequencial de metais e arsénio. Este procedimento envolve a separacdo quimica dos elementos
nas fracdes trocavel, redutivel, oxidavel e residual. A introducdo de grande quantidade de 6xido de ferro,
principal componente da lama de rejeitos, pode alterar a mobilidade, biodisponibilidade e toxicidade
potencial de metais e arsénio no ambiente (CORINGA et al., 2016; ROSA, et al., 2011), sendo a extracéo
sequencial uma importante ferramenta para a compreenséao deste tipo de impacto.

Terras raras

A andlise de elementos terras raras (ETRs) torna-se importante na relacdo da composi¢do dos
sedimentos com sua possivel fonte. ETRs presentes em um determinado sedimento refletem a quimica de
sua fonte, pois sdo insolUveis e presentes em baixas concentragfes na agua do mar, sendo transportados
principalmente como material particulado. Assim, o Unico fator mais importante contribuinte para o contetdo
dos ETRs em sedimentos clasticos € a sua procedéncia.

As variacles e razdes das concentracdes de ETRs, bem como a sua interpreta¢@o conjunta com
outros metais, foram utilizadas na determina¢éo de assinaturas quimicas em minérios de ferro presentes no
Quadrilatero Ferrifero (OLIVEIRA et al., 2015). Oxidos de ferro, aluminio e manganés possuem correlagdes
positivas com ETRs, sendo importantes meios transportadores, estando entre os principais atributos em
solos e depésitos sedimentares em relagdo ao teor de ETRs (PAYE, 2014).

Desta forma, a quantificacdo de ETRs, associada a outros metais, pode elucidar sobre a origem,
transporte e sedimentacdo do material que compde atualmente os depdsitos sedimentares costeiros. Além
disso, evidenciar sobre processos de mistura da lama de rejeitos com outros materiais provindos dos solos
erodidos ou de sedimentos costeiros depositados anteriormente ao rompimento da barragem de rejeitos da
mineracao.

NUTRIENTES

Nutrientes dissolvidos nitrogenados (nitrito, nitrato, nitrogénio amoniacal), fosfatados (ortofosfato) e
silicosos (silicio reativo dissolvido), bem como nutrientes totais (nitrogénio e fésforo) sdo essenciais para
microrganismos planctonicos (fitoplancton) para a formacéo celular e amplamente utilizados para avaliar a
estrutura dessas comunidades (HECKY; KILHAM 1988; ALONSO-RODRIGUEZ et al., 1999; SCHMIT et al.,
1999; ECA, et al., 2014). Concomitantemente, elementos traco, especialmente o ferro (Fe), estédo
associados a limitacbes de crescimento dos organismos fitoplanctdnicos, mesmo em ambientes com
elevados niveis de nutrientes dissolvidos relativos (MARTIN et al., 1989; HUTCHINS; BRULAND, 1998;
GREGG et al., 2003; MOORE et al., 2013). Assim, faz-se necessario o estudo e avaliacdo dos nutrientes
dissolvidos e sua relacdo com 0s organismos plancténicos em um evento de elevado aporte de ferro e
outros metais, como o caso do desastre de Mariana, pois o disturbio na concentracdo dos nutrientes pode
causar sérios danos ecoldgicos.

Além dos efeitos com a comunidade planctbnica pela relacéo de nutrientes e metais (principalmente
o Fe), efeitos de produtos utilizados na flotagéo reversa em barragem de minério, como éter aminas, éter
diaminas, aminas aromaticas, amido de milho, etc. (ARAUJO, et al.,, 2005) podem contribuir para o
incremento de nutrientes nitrogenados na bacia do rio Doce e nas regiées marinhas, podendo alterar
comunidades de organismos e causar efeitos adversos em humanos caso haja consumo de agua com
elevadas concentracbes desses compostos (JOOSSENS et al.,, 1996; GREER E SHANON, 2005;
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TSUGANE E SASAZUKI, 2007). Impactos diretos aos rejeitos ndo sao os Unicos que podem estar
relacionados ao incremento de nutrientes no ambiente afetado pelos rejeitos. Impactos indiretos causados
pelo carreamento de materiais acumulados na bacia hidrografica e em barragens ao longo do rio também
precisam ser avaliados e contabilizados. Além disso, a silica, nutriente utilizado principalmente por
diatomaceas, é diretamente ligada a rochas, na forma de silicatos, sendo um indicador de 4gua continental.
Neste caso especifico, pode ser utilizado como um indicador direto da lama que chegou ao estuario e regido
marinha. E importante mencionar que os primeiros estudos no estuario, mostraram um aumento significativo
na concentragdo dos nutrientes com possiveis alterages ecoldgicas (UFES, 2017).

Devido ao fato do aporte da lama de rejeitos, rica em 6xidos de ferro, poder alterar a disponibilidade
e distribuicdo do fosforo presente no sedimento, sendo este um nutriente importante para a producao
primaria, a andlise de sua especiacao faz-se necessaria e importante perante a avaliacdo dos possiveis
impactos.

ORGANICOS

Aminas, hidrocarbonetos, HPA, acidos graxos

Muitas séo as etapas que envolvem todo o processo de exploracdo e beneficiamento de minério de ferro.
Nestas etapas séo utilizados diversos aditivos quimicos e inorganicos. Em particular, podemos citar a etapa
de flotacdo que dispende um intensivo uso de regentes quimicos. Os reagentes de flotacdo podem ser
classificados como coletores, espumantes e modificadores (WILLS e MUNN (2006); PERES et al. (2007)].
Dentre os coletores, estes podem ainda ser divididos em duas classes como aniénicos ou catidnicos. Sendo
assim, a quantidade de compostos quimicos que sado utilizados para este fim é imensa, destacando-se o
uso de: &cidos carboxilicos/alquil carboxilatos, alquil sulfatos/sulfonatos, alquil hidroxamatos e aminas.
Destes citados anteriormente, a classe de compostos mais utilizados para a flotacdo de minério de ferro é o
grupo das aminas, mais especificamente das éter monoaminas e éter diaminas (BULATOVIC, 2007,
MONTE e PERES, 2004).

Segundo dados de Batisteli (2007), somente a SAMARCO, consumia cerca de 1500 toneladas de amina por
ano em seu Concentrador. Em 2005, a mesma representou aproximadamente 48% dos gastos totais com
reagentes. Ainda segundo o autor:

“A expectativa para anos seguintes era de elevacao no consumo de amina devido, principalmente, as metas
crescentes de producédo e a reducéo dos teores de ferro nos minérios. Sabe-se, ainda, que grande parte
dessa amina adicionada ao processo é descartada na polpa do rejeito para as barragens, estando presente
na agua e adsorvida nas particulas minerais compostas, predominantemente, de quartzo”.

Estudos correlacionando a presenca de aminas em area afetadas por acidentes com envolvendo de rejeitos
de mineragdo sao descritos na literatura cientifica. Uma variedade de trifenilaminas bromadas, mono e di-
cloradas foram identificadas em amostras agua superficiais, de lama e solo provenientes de areas afetadas
pelo acidente ocorrido em Aznalcéllar, (ALZAGA et al., 1999). Durante o periodo de retirada do rejeito tdxico
de Aznalcdllar para recuperacdo do ambiente, também foram identificadas aminas arométicas em material
particulado atmosférico (QUEROL et al., 1999).

Ainda com relacéo as aminas, sabe-se que s@o descartadas para as barragens de rejeitos ap0s o0 processo
de flotacdo. Os mecanismos de degradacdo destes compostos ndo sao muito conhecidos, nem quais 0s
subprodutos sao formados, podendo serem até mais toxicos do que os compostos de origem.

Além do uso de aminas, a combinacdo de diaminas com coletores extensores de cadeia (reagentes
apolares — Oleos combustiveis), tem sido também aplicada para a concentracdo de minério de ferro por
flotagdo. Os principais extensores de cadeia utilizados s@o acidos e alcoois graxos que ligados aos
agrupamentos amina aumentam a capacidade de flotacdo (NEDER e FILHO, 2005).

Em 2004, Pereira ja citava o uso da combinacdo de eterdiaminas com querosene na flotagdo de minérios
itabiriticos (PEREIRA, 2004). Pereira (2004) ainda cita que o uso de 6leos combustiveis no processo de
flotagdo em éareas de mineracdo é uma pratica usual. Descreve 0 uso destes aditivos em areas de

mineracdo, a época controladas pela antiga Samitri, e que hoje sdo operadas pela SAMARCO, é uma
pratica usual:
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“Como j& é sabido da utilizacéo de 6leos combustiveis na flotagao catidnica reversa do
minério de ferro (Samitri em Alegria, hoje CVRD, e CSN em Casa de Pedra), esse
trabalho pretende apenas lancar as bases tecnoldgicas fundamentais para sustentar
essa utilizacdo, bem como melhorar as mesmas pela introdugdo de inovagfes nos
reagentes empregados, utilizando emulsificantes, e métodos de preparacdo das
emulsdes.” pp.189

Durante a flotagdo, maior parte das aminas fica contida na polpa do rejeito, juntamente com a silica, e
posteriormente € descartada para as barragens de rejeito, podendo, portanto, serem potenciais fontes de
contaminagdo para 0 meio ambiente.

Além do uso de aminas durante o processo de flotacdo, devemos salientar a grande quantidade de
compostos e misturas utilizados como espumantes. Dentre os mais comuns utilizados na indistria de
mineracdo de ferro estdo cresois (metil fendis), 6leos de pinho (mistura de hidrocarbonetos e élcoois
terpénicos, sendo o principal componente o a-terpineol), alcoois sulfatados, entre outros (SILVA, 2008).
Todos os reagentes organicos utilizados na concentracdo de Oxidos de ferro sdo nocivos ao ambiente
aquatico, uma vez que reduzem a absorgéo de oxigénio, diminuindo a autodepuracdo dos rios (ARAUJO,
2007). Diante da preocupacdo com as condi¢cdes ambientais atuais do Rio Doce ap6s o acidente com a
lama, uma avaliacdo/monitoramento minucioso quanto a presenca destes compostos, em especial as
aminas, deve ser realizado devido as alteracdes que estes podem causar a biota local.

Dessa forma, observamos a necessidade de monitoramento de varias classes de compostos orgéanicos. Isto
tudo devido a grande quantidade de compostos aqui relacionados que sdo amplamente utilizados pela
industria de mineracéo de ferro em suas atividades. Tal avaliagdo/monitoramento também se justifica devido
a inexisténcia de informacdes a respeito dos processos utilizados pela SAMARCO, assim como da
composicdo dos rejeitos de sua producao.

A fim de verificar a presenga e a correla¢do direta ou ndo com o rejeito, dentro deste contexto, ressaltamos
a necessidade de analises para a determinacéo de hidrocarbonetos, HPA, aminas e acidos graxos.
Salientamos ainda, que a determinacdo destes compostos nas amostras de agua e sedimento auxiliardo no
acompanhamento dos processos mitigatérios de recuperacdo do Rio Doce e consequentemente na
avaliacéo da eficiéncia dos processos utilizados, uma vez que poderemos inferir por meio destas andlises a
qualidade do material orgéanico fluvial transportado para o ambiente costeiro.

Em relatorios ja apresentados, destacamos as altas concentra¢des de hidrocarbonetos e HPA encontrados
logo apds a passagem da lama perto da desembocadura do Rio Doce. Nestes estudos verificamos que
estes compostos apresentaram tendéncia de aumento tanto sazonal quanto espacial similar aos demais
parédmetros estudados correlacionados com a lama de rejeitos. Estes compostos podem ser analisados
como possiveis tragadores da lama, caso detectados nas amostras.

Fenois

A determinacéo de fendis nas amostras de agua € justificada como citada anteriormente devido ao uso de
cresois como agentes espumantes. Fenodis apresentam alta toxicidade em &agua e portanto, devem ser
contemplados nas analises de agua, conforme se orienta a regulamentacao do CONAMA.

Pesticidas, PCBs e contaminantes emergentes

Acreditamos que a orientacdo para determinar a concentracdo de pesticidas, PCBs e contaminantes
emergentes se fez presente no TR, para que se pudesse avaliar todo e qualquer efeito do desastre, ndo
causado apenas pela toxicidade da lama, mas sim devido ao seu efeito de carrear compostos e produtos da
calha do rio para a regido estuarina e marinha. A lama extravasou o leito do rio causando a destruicédo de
edificacBes e estruturas de uso publico e privado, como esta¢cBes de esgoto pluvial e sanitario carreando
diversos contaminantes que podem ser tanto de origem de efluentes domésticos quanto industriais.
Também grandes areas de agricultura e pecuéria foram varridas com a lama, carreando provavelmente,
uma grande quantidade de pesticidas para os corpos hidricos e estes alcangando o oceano. Insta
mencionar que os PCBs e Pesticidas constam na Resolugdo CONAMA 357/05.
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IFEST

ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES,
ESTUARINA E MARINHA (ANEXO 3 - MARINHO)

SUB-PROJETO: SEDIMENTOLOGIA

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcéo Instituicdo
Valéria da Silva Quaresma Coordenacao UFES
Marcos Tadeu Orlando Pesquisador UFES
Caio Turbay Pesquisador UFES
P&s Doutor Pesquisador UFES
P&s Doutor Pesquisador UFES
P&s Doutor Pesquisador UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador UFES
Profissional Mestre |l Pesquisador UFES
Profissional Mestre |l Pesquisador UFES
Profissional Mestre |l Pesquisador UFES
Técnico Nivel Superior Pesquisador UFES
Técnico Nivel Superior Pesquisador UFES
Técnico Nivel Superior Pesquisador UFES
Técnico Nivel Superior Pesquisador UFES
Técnico Nivel Superior Pesquisador UFES
Técnico Nivel Médio Pesquisador UFES

2. ESCOPO

O escopo deste projeto € monitorar o padrdo de dispersdo do material particulado em suspenséao
(MPS) bem como acompanhar a evolu¢do do depdsito sedimentar oriundo do Rio Doce na plataforma
adjacente. A caracterizacdo do material de rejeito, seja do ponto de vista sedimentol6gico ou mineralégico,
bem como as variacdes na concentracdo do MPS irdo integrar a base de conhecimento para o melhor
entendimento do padrédo de dispersdo da pluma do Rio Doce, seu alcance e extensdo ao longo da zona
costeira e plataforma continental adjacente.

3. OBJETIVO

Investigar e monitorar os processos de aporte, dispersdo e sedimentacdo na foz do Rio Doce e
plataforma continental adjacente, tanto do Material Particulado em Suspensédo (MPS) quanto do depdsito
sedimentar de fundo.

Objetivos especificos:
1. Amostrar, caracterizar e quantificar o MPS em estac@es pré-definidas;
2. Investigar e determinar o padrédo de aporte, dispersdo e sedimentacdo do MPS sob influéncia de
diferentes forcantes meteoceanogréficas e fluvial;
3. Caracterizagdo do sedimento de fundo do ponto de vista granulométrico, composicional e
mineraldgico (cristalografia e mineralogia das argilas);
4. Identificar areas preferenciais de acimulo do rejeito;

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 1- Analise mensal de MPS e sedimento de fundo

Processamento e andlise de dados mensais coletados em 11 esta¢des (pré-definidas no TR); determinacgao
de concentracdo de MPS; determinacéo de granulometria, densidade, teor de CaCO3; e MO dos sedimentos
de fundo; e elaboracdo da planilha de dados e alimenta¢&o de banco dos dados.

Meta 2- Andlise trimestral de MPS e sedimento de fundo
Processamento e analise de dados trimestrais coletados em 34 estacdes (pré-definidas no TR);
determinagéo de concentracdo de MPS; determinagdo de granulometria, mineralogia de argila (em
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amostras pré-selecionadas), densidade, teor de CaCO3; e MO dos sedimentos de fundo; e elaboracao da
planilha de dados e alimentacéo de banco dos dados.

Meta 3- Andlise semestral de MPS e sedimento de fundo

Processamento e analise de dados semestrais coletados em 41 estacdes (pré-definidas no TR);
determinacdo de concentracdo de MPS; determinacdo de granulometria, densidade, teor de CaCO; e MO
dos sedimentos de fundo; e elaboragéo da planilha de dados e alimentacdo de banco dos dados.

5. PRODUTOS
5.1. DADOS BRUTOS
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto RESPONSAVEL
os coletados in situ como os processados no laboratério) (Pessoal Vinculado)

Granulometria

Teor de Carbonato

Teor de Matéria Organica

Concentracdo de Material Particulado em Suspenséo
Mineralogia de amostras de fundo

Profa. Valéria Quaresma
Prof. Marcos Tadeu Orlando

5.2. ANALISE DE DADOS )
(Relacionar as andlises que serao feitas e entregues até o 15° més de RESPONSAVEL
vigéncia do Projeto) (Pessoal Vinculado)

Analise espago-temporal da variagdo do sedimento depositado (quanto a Profa. Valéria Quaresma
granulometria e composicao) e do material em suspenséo (quanto a
concentracdo) na foz do Rio Doce e regides adjacentes (mensal/trimestral | Prof. Caio Turbay
e semestralmente).
Prof. Marcos Tadeu Orlando
Discussao da variabilidade do processo sedimentar considerando a
integracao dos dados sedimentares com os dados de fundeio.

- Andlise dos resultados obtidos considerando dados pretéritos existentes.

6. METODOLOGIA
PROCEDIMENTOS DE COLETA

Coleta de agua para determinacdo de concentracdo de mps:

A coleta de agua ao longo da coluna d'dgua devera ser feita com garrafa horizontal e seguir a
denominacdo de superficie (0 a 15cm), meio (metade da profundidade — variavel nas estacbes) e fundo
(cerca de 50cm acima do fundo).

Devera ser coletado 2L de agua e armazenadas em frascos. Esses frascos devem ser refrigerados
logo apods a coleta. Caso haja possibilidades e logistica as amostras poderao ser filtradas a bordo, durante a
execucao do trabalho de campo. Na embarcacao, uma sub-amostra devera ser imediatamente submetida a
medicdo de turbidez.

Coleta de sedimento

A coleta de sedimento de fundo devera ser realizada com box corer ou busca fundo Van Veen
desde que se possa sub-amostrar estratigraficamente os estratos.
Uma vez aberta, a amostra devera ser fotografada e identificada pelo nimero da estacdo e datada com
marcacao da hora de coleta. A andlise de ocorréncia da lama alaranjada na superficie da amostra devera
ser anotada e, se possivel, determinar com uma régua a espessura desta lama de menor densidade.
Deverao ser coletadas subamostras seguindo a seguinte metodologia:
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Densidade - amostrar os centimetros superficiais (primeiros 2cm) usando um ependorf ou tubo de
5ml, de peso conhecido, e seguindo o reconhecimento da lama alaranjada. O volume total coletado deve
ser conhecido.

Granulometria total e mineral de argila - amostrar sedimento superficial (primeiros 5cm) obtendo
cerca de 200 gramas de amostra.

PROCEDIMENTOS DE ANALISES

Anélise de concentracdo MPS

Para determinacdo da concentracdo do Material Particulado em Suspensao serd utilizado o método
gravimétrico com filtragem da &gua em filtro de fibra de vidro com poro de 0,45 um e 47 mm de diametro.
Os filtros devem ser pesados previamente e secos em estufa a 40°C. Depois do processo de filtragdo, o
mesmo deve ser novamente seco em estufa em 40°C. Apds esse procedimento os filtros deverdo ser
colocados em um dessecador para evitar absor¢do de humidade, e serem, pesados e identificados
individualmente.

Devera ser filtrada uma quantidade conhecida de agua, que nesse caso dependerd da
concentracdo. Em areas com excesso de MPS nao ha necessidade de filtrar 1 L, mas para areas de menor
concentracéo a filtragem deve ser no minimo de 1 L. O filtro devera ser lavado com agua deionizada apods a
filtragem para retirada de sal.

Anélise Granulométrica

Cerca de 60g de sedimento devera ser lavado em agua doce para retirada de sal e colocado para
secar em estufa a 40°C pelo tempo que for necessario para completa retirada de agua. Apos o sedimento
seco, 0 mesmo devera ser pesado e peneirado via Umida em peneira de 63 micrometros para separacao da
fracdo areia. Novamente o procedimento de secagem da fracdo areia devera ser repetido, e uma nova
pesagem (desta fracdo) sera realizada para determinagéo dos teores de lama e areia.

A granulometria da frac@o areia deverd ser determinada por peneiramento de 0,5 em 0,5 Fi e a
fracdo lama devera ser levada ao granuldmetro a laser apds queima de MO por peroxido. No caso da fragao
lama nao h& necessidade de novo procedimento de secagem, uma vez que, o granulémetro utiliza amostras
Umidas. Os valores dos teores deverdo ser determinados a partir da diferenca entre o peso total e o peso da
fracdo areia, assim se chegando ao peso da fracdo lama, Sabendo-se o peso da fracdo lama o resultado da
analise no granulémetro devera ser normalizada para o peso correspondente.

Analise Composicional de CaCO; e Matéria Orgéanica(MO)

As amostras de sedimento de fundo serdo submetidas a queima de carbonato com acido cloridrico
diluido a 30%. O teor de CaCO3 seré definido pela diferenga do peso antes e apds a queima do carbonato.
A MO contida no sedimento sera determinada pela queima em mufla a 550° C por 4 horas. O teor de MO
sera determinado pela diferenca entre o peso pré queima e pds queima.

Analise da Densidade do depdsito

A amostra devera ser coletada em recipiente de volume conhecido e previamente pesado e
identificado. Em laboratério esse recipiente devera ser imediatamente pesado com o sedimento Umido e
levado a estufa a 40°C para secagem. Apds seco o recipiente deverd ser nhovamente pesado. O valor da
densidade molhada sera a razéo entre a massa da mistura (peso Umido) e o volume da mistura. O valor da
massa seca € necessario para arquivamento em caso de necessidade do conhecimento de teores de agua
para determinacdo da densidade seca.

Mineralogia da fracdo lamosa

A determinacdo mineralégica na fragdo lamosa serd realizada pelo método da difratometria de raios-
X, utilizando-se a metodologia convencional, com radiagdo Cu-K alfa (comprimeto médio <A> = 0.15419 nm)
e geometria Theta/2Theta Bragg-Bretano. A amplitude angular utilizada varia de 3.00° a 90.00°, com
intervalos de 0.04°, utilizando Cu-K alfa duplo, com comprimento de onda 0,154056 (65%) e 0,154439
(35%). Um monocromador LiF sera incorporado no detector de radiacdo. Para a determinacdo das
caracteristicas do equipamento e leitura do branco, uma amostra padrdo NIST Si sera mensurada antes das
medi¢Bes das amostras.

Os resultados nas andlises de difratometria de raios-x sdo transmitidos através de valores angulares
(2 Theta) e intensidade de sinal. Com base nestes valores sdo montados em planilhas eletrénicas os
graficos que representam os difratogramas. Os difratogramas registram nos eixos das abscissas o angulo
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2Theta. O angulo entre um feixe de raios-x que difratam na superficie de um plano cristalino e a normal ao
plano é Theta. Com base na geometria e conhecendo-se a equacdo de Bragg, € possivel medir as
distancias (d) entre planos dentro de um cristal e com isso, determinar a possivel espécie mineral cristalina.
No eixo das ordenadas sé&o dispostos os valores relativos a intensidade do sinal analitico (energia absorvida
por um determinado plano cristalino). Com base nesse parametro, é possivel medir indiretamente os
tamanhos dos cristais e seus graus de perfeicao cristalina (cristalinidade).

O procedimento analitico interpretativo terd como base principalmente fichas e bases minerais
existentes na literatura e WEB, onde sé&o listados parametros relativos aos distanciamentos dentro dos
reticulos cristalinos (d), além das relagBes angulares e axiais em diferentes espécies minerais.

A fluorescéncia de raios-x complementara as informacgdes da difracdo, fornecendo os principais
constituintes quimicos presentes em porcentagem em peso e partes por milhdo (ppm), nas amostras
analisadas.

Para as analises quimicas na fluorescéncia, cerca do 8 a 10 gramas de cada amostras de lama
serdo misturadas a 16 gramas de material organico ligante. O conjunto é entdo homogenizado em almoriz e
levado dentro de capsula de aco com didmetro interno de 35 mm para uma prensa hidraulica, sendo
produzida entdo a pastilha prensada, que sera analisada pela fluorescéncia de raios-x.

As andlises seréo realizado em equipamento com cristal analisador padrao de fluoreto de litio LIF 200.
Antes da realizacéo das leituras, as medidas do equipamento e o erro analitico serdo mensurados através
de amostra de padréo analitico internacional.

As fases minerais encontradas serdo por fim imageadas em microscopio eletrénico de varredura e
analisados quimicamente de forma qualitativa por EDS acoplado.
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IFEST

ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES,

ESTUARINA E MARINHA (ANEXO 3 - MARINHO)

SUB-PROJETO: BENTOS — Sedimento Inconsolidado

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcéo Instituicdo
Dra. Leila de Lourdes Longo Coordenacao UFRB
Dra. Mercia Barcellos da Costa Pesquisador UFES
Dra. Adriane Arauljo Braga Pesquisador UFES
Técnico nivel superior Pesquisador UFES
Técnico nivel superior Pesquisador UFRB
P&6s Doutorado Pesquisador UFES
P&6s Doutorado Pesquisador UFES
Iniciacao Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacao Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacao Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacao Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacao Cientifica Pesquisador UFRB
Iniciacao Cientifica Pesquisador UFES
Profissional Mestre | Pesquisador UFRB
Profissional Mestre | Pesquisador UFES
Profissional Janior Pesquisador UFRB
Profissional Janior Pesquisador UFES

2. ESCOPO

As comunidades bentdnicas desempenham um papel importante no fluxo de energia nas teias
troficas em ambientes marinhos e estuarinos. Além de sua importancia dentro das cadeias alimentares,
muitas espécies pertencentes & macrofauna béntica podem ser utilizadas como indicadores de condi¢des
ambientais devido a suas respostas as alteragcBes ambientais, principalmente por se tratarem de
organismos sedentarios ou com baixa mobilidade. Devido a sua sensibilidade, algumas comunidades
benténicas podem ser afetadas drasticamente, podendo sofrer redug¢do na composicdo e abundancia de
espécies, muitas vezes havendo desaparecimento de populacgdes.

3. OBJETIVO

Caracterizar a estrutura das comunidades bentdnicas em &areas sob influéncia dos impactos
oriundos do rompimento da barragem do Funddo (Mariana-MG), por meio de padrdes de riqueza,
diversidade e abundéncia de espécies nesses locais e correlacionar as variaveis biol6gicas,
sedimentolégicas e quimicas a ocorréncia dos taxons que compdem a fauna do substrato inconsolidado.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 1- Mapeamento dos ambientes benténicos por meio do conhecimento da diversidade bioldgica
associada aos substratos inconsolidados. Avaliacdo trimestral.

A - Coleta de sedimento superficial;

B- Lavagem em peneiras de 1 e 0,5 mm;

C — Separacédo da Macrofauna;

D -Triagem dos organismos;

E- Identificacdo dos organismos;

F — Confeccéo de planilhas com resultados;

G — Célculos dos indices Ecoldgicos;

H- Confeccao de relatérios trimestrais.

Meta 2- Mapeamento dos ambientes benténicos por meio do conhecimento da diversidade biolégica
associada aos substratos inconsolidados. Avaliagcado semestral.

A - Coleta de sedimento superficial;

B- Lavagem em peneiras de 1 e 0,5 mm;
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C — Separacédo da Macrofauna;

D -Triagem dos organismos;

E- Identificacdo dos organismos;

F — Confeccéo de planilhas com resultados;
G — Célculos dos indices Ecoldgicos;

H- Confeccao de relatérios semestrais.

Meta 3- Mapeamento dos ambientes benténicos por meio do conhecimento da diversidade bioldgica
associada aos substratos inconsolidados. Integracdo dos dados.

Andlises multivariadas evidenciando possiveis interferéncias dos dados abiéticos na distribuicéo
geografica das espécies e producao de mapas de habitats com componentes bidticos e abioticos.

5. PRODUTOS

5.1. DADOS BRUTOS
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto
os coletados in situ como os processados no laboratério)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

- Lista taxondmica e quantificacdo dos organismos por unidade amostral, Dra.Leila de Lourdes

- Planilhas com valores dos indices que descrevem a estrutura de Longo,

comunidades nas unidades amostrais; Dra. Mércia Barcellos da
- Planilhas com dados de granulometria e ocorréncia dos taxons para Costa,

avaliacdo da interferéncia dos dados abiéticos na distribuicdo dos Dra. Adriane
organismos. Araujo Braga

5.2. ANALISE DE DADOS
(Relacionar as andlises que serao feitas e entregues até o 15° més de
vigéncia do Projeto)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

- Estudos taxonémicos dos organismos com producéo de lista de espécies;

- Andlises de Indices Ecoldgicos e Descritores de Comunidades, Dra. Leila de Lourdes

. ; ; .- Longo,
caracterizando a estrutura das comunidades nas unidades amostrais; -
o o . ) > N Dra. Mércia Barcellos da
- Andlises multivariadas evidenciando possiveis interferéncias dos dados Costa
abiéticos (granulometria) na distribuicdo geografica das espécies, gerando Dra A:driane

um mapa de habitats com componentes bidticos e abioticos.

- Andlise dos resultados obtidos considerando dados pretéritos existentes. Aradjo Braga

6. METODOLOGIA

A coleta das amostras devera ser realizada em substrato inconsolidado por meio do langamento de
amostrador tradicional (van Veen), com volume minimo de 3 litros, apropriado para este ambiente. Cada
amostra receberd uma etiqueta com o cédigo do local de coleta, data, profundidade, nimero sequencial
correspondente. Essa etiqueta devera ser confeccionada em papel vegetal e acondicionada em saco
plastico vedado para evitar danos e consequente perda de informacdes.

Para registro do campo, o coletor/pesquisador levara uma tabela das amostras para registros, onde
serdo anotadas todas as informacdes que constam nas etiquetas, bem como outras observacfes sobre
local/condicdo climéticas durante a coleta e cddigo da expedicdo para que se tenha absoluto controle do
material coletado.

No momento da chegada do amostrador a bordo, as amostras deverdo ser fotografadas,
transferidas para sacolas duplas etiquetadas, fixadas em alcool 70% e fechadas de forma a impedir a perda
do liquido conservante. Em laboratério, cada amostra devera ser subdividida em trés partes iguais. Estas
amostras deverdo ser lavadas em peneiras de 1mm e 0,5mm, separadas amostras de 1mm e de 0,5mm de
malha devidamente etiquetadas. De cada amostra destinadas a analise da fauna sera retirada uma aliquota
de 100ml (3 amostras/malha/ponto) para posterior triagem e identificacdo dos organismos. O material
restante sera conservado para estudos posteriores.

No momento da triagem, sob microscépio estereoscépico, 0s organismos serdo separados em
grandes grupos, a saber, Moluscos, Crustaceos, Poliquetas e Outros. Os moluscos serao identificados pelo
Laboratério de Malacologia (Responséavel: Dra. Mercia B. Costa). Os Crustaceos serdo identificados pelo

2
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Laboratorio de Zoologia (Responsavel: Dra Adriane A. Braga). Os Poliquetas seréo identificados pela Dra.
Mariana Beatriz Paz Otegui (Pesquisadora-associada no Laboratério de Malacologia). Os organismos
pertencentes aos outros grupos serdo enviados para o Laboratério de Organismos Marinhos Bentdnicos
(Responsével: Dra. Leila de L. Longo). As andlises do material triado deverdo considerar o menor nivel
taxonémico possivel. Os organismos para os quais nado for possivel a identificacdo, serdo encaminhados a
outros de especialistas.

A partir dos dados obtidos serdo determinados: - a riqueza S da comunidade, diversidade de
Shannon-Wiener, e a Dominancia de Simpson; - o grau de similaridade entre os pontos amostrais, por meio
de andlises de classificacdo e ordenacao, utilizando-se descritores complexos de comunidade, de forma
gue os componentes bidticos estudados em diferentes ambientes geomorfolégicos e profundidades da
plataforma continental, ao longo do periodo de amostragem, serdo comparados para identificagdo de suas
possiveis peculiaridades.
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ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES,
ESTUARINA E MARINHA (ANEXO 3 - MARINHO)

SUB-PROJETO: FITOPLANCTON MARINHO

1. EQUIPE TECNICA
Nome Funcéo Instituicdo
Prof. Dr. Camilo Dias Junior Coordenador Geral do sub-projeto DOC/UFES
Profissional Mestre | Pesquisador DOC/UFES
Profissional Mestre | Pesquisador DOC/UFES
Profissional Mestre | Pesquisador DOC/UFES
Profissional Mestre | Pesquisador DOC/UFES
Profissional Junior Pesquisador DOC/UFES
Profissional Junior Pesquisador DOC/UFES
Profissional Junior Pesquisador DOC/UFES
Profissional Junior Pesquisador DOC/UFES
Po6s-Doutorado Pesquisador DOC/UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador DOC/UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador DOC/UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador DOC/UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador DOC/UFES

2. ESCOPO

O presente projeto visa acompanhar os efeitos do rejeito de minério sobre a comunidade
fitoplanctdnica, ja que esta € a principal responsavel pela produtividade marinha. Estes estudos permitirdo:
verificar se ocorreram mudancas quantitativas e na composicao quali-quantitativas do fitoplancton na area
atingida; verificar quais os efeitos do impacto sobre a biomassa fitoplanctdnica produtora de oxigénio e base
das cadeias alimentares pelégicas; acompanhar o processo de recuperacdo da comunidade fitoplancténica
a curto e médio prazo; avaliar a existéncia de variacdes espaciais do efeito do impacto sobre a comunidade
fitoplanctonica; avaliar o grau de senescéncia do fitoplancton através da quantificacdo da clorofila a e
feopigmento; determinar as relagbes das variagbes da comunidade fitoplancténica com as variagdes
guimicas, fisicas e fisico-quimicas causadas pelo impacto, através das rela¢des causa-efeito e registrar a
ocorréncia de modificagdes morfo-fisiologicas das algas fitoplanctdnicas causadas pela exposi¢do ao rejeito.

3. OBJETIVO

Avaliar e descrever o quadro geral de efeitos espaciais e temporais do rejeito de minério sobre as
comunidades fitoplanctdnica marinhas da bacia do Espirito Santo e regido estuarina do Rio Doce a curto e
médio prazo.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 1-Andlise quantitativa do fitoplancton
Analise quantitativa do fitoplancton nas areas marinhas e estuarinas impactadas pelo rejeito e a
extensdo espacial e temporal deste impacto

Meta 2- Analise qualitativa do fitoplancton
Analise qualitativa do fitoplancton nas areas marinhas e estuarinas afetadas para aferimento dos
efeitos do impacto sobre a diversidade bildgica do fitoplancton.

Meta 3- Determinacao das altera¢cdes na biomassa fitoplancténica

Determinacdo das altera¢Bes na biomassa fitoplanctonica através da quantificacdo da clorofila a na
area atingida. Contemplado no item Clorofila a e Feopigmentosno, no tépico 3.2 Parametros fisico-
guimicos da agua do Termo de Referéncia.

Meta 4- Andlise do estado fisioldgico do fitoplancton

Analise do estado fisiologico do fitoplancton através da quantificagdo comparativa da clorofila a e
dos feopigmentos. Contemplado no item Clorofila a e Feopigmentosno, no tépico 3.2 Parametros fisico-
guimicos da 4gua do Termo de Referéncia.
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Meta 5- Analise dos efeitos especificos

Analise dos efeitos especificos dos componentes quimicos do rejeito sobre o fitoplancton e das
variaveis fisicas e quimico-fisicas causadas pela exposicdo do fitoplancton ao rejeito, através da
guantificacdo contemplada no item Fitoplancton, no tépico 3.5.6 Analise do Plancton do Termo de
Referéncia e comparacdo com as analises contempladas no tépico 3.2 Parametros fisico-quimicos da
agua do Termo de Referéncia.

Meta 6- Identificacdo de modificacbes morfo-fisioldgicas

Identificacdo de modificacbes morfo-fisiolégicas sobre as espécies fitoplanconicas causadas pela
exposicdo ao rejeito. Contemplado no item Fitoplancton, no topico 3.5.6 Analise do Plancton do Termo de
Referéncia.

Meta 7- Elaboracéo de listas de espécies
Elaboracao de listas de espécies dos varios setores da area atingida e comparar as modificacdes na
composicao qualitativa do fitoplancton segundo o grau de impacto sofrido nestes setores.

JUSTIFICATIVAS
Em ambientes marinhos, o fitoplancton é o principal produtor priméario. Aguas da plataforma continental
sustentam cerca de 30% da produtividade oceénica total, embora esse valor seja extremamente variavel.

Com o rompimento, em 5 de Novembro de 2015, da barragem de rejeitos de minério de ferro na
localidade de Mariana (MG), foram despejados cerca de 16x10 m® no sistema fluvial e deslocado este
volume de contaminantes ao longo de quase 700 km até a foz do Rio Doce na localidade de Regéncia (ES)
e plataforma continental adjacente. Em 7 de Dezembro, a mancha de material em suspenséo se espalhou
ao longo da costa em quase 80 km, sendo que 57 km para o norte e 17,5 km para o sul, além de 18 km mar
afora, conforme dados do IBAMA publicado no G1 na edi¢cdo de Dezembro de 2015.

A comunidade fitoplanctdnica, além de ser a base das cadeias alimentares pelagicas e grande produtor
de oxigénio para a 4gua e a atmosfera, é extremamente sensivel a variacdes e impactos ambientais, sendo
gue necessariamente devem ser verificados os efeitos destes impactos sobre ela nos ambientes aquaticos.
Além dos efeitos diretos de substancias quimicas sobre as algas fitoplanctbnicas, esta comunidade é
formada principalmente por organismos fotoautotréficos que dependem completamente da penetracdo de
luz solar na coluna d'agua e, portanto, foram muito atingidos pela mancha de material em suspensao
formada na regido atingida pelo impacto, podendo inclusive ser comprometida a produgéo de oxigénio nesta
area.

CUMPRIMENTO DAS METAS
As metas apresentadas serdo cumpridas divididas em 3 (trés)grupos:

Meta 1- Levantamentos mensais:

Serdo realizadas amostragens mensais na superficie e fundo de 11 pontos situados no estuario e préximo
ao estuario do Rio Doce para determinagdo da biomassa fitoplancténica utilizando-se a medi¢édo quantitativa
da clorofila a e feopigmentos

Meta 2- Levantamentos trimestrais:

Serdo realizadas amostragens trimestrais na superficie e fundo de 34 pontos amostrais (Incluindo os 12
mensais) cobrindo também uma area mais ao norte e mais ao sul da regido estuarina do Rio Doce, para
determinagéo da biomassa fitoplancténica utilizando-se a medi¢cdo quantitativa da clorofila a e feopigmentos
e andlises quantitativa e qualitativa do fitoplancton utilizando-se os métodos de microscopia

Meta 3- Levantamentos semestrais:

Serdo realizadas amostragens semestrais na superficie e fundo de 41 pontos amostrais (Incluindo os 47
trimestrais) cobrindo uma &rea que vai desde o Parque Nacional Marinho de Abrolhos até o litoral de
Guarapari, para determinacéo da biomassa fitoplanctonica utilizando-se a medicdo quantitativa da clorofila a
e feopigmentos e andlises quantitativa e qualitativa do fitoplancton utilizando-se os métodos de microscopia.
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5. PRODUTOS

5.1. DADOS BRUTOS
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto
0s coletados in situcomo os processados no laboratério)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

Andlise qualitativa do fitoplancton
Andlise quantitativa do fitoplancton
Determinacédo dos valores de clorofila a e feopigmentos Prof. Dr. Camilo Dias Junior
Determinacao da biomassa do fitoplancton

Derminagéo das variag6es do perfil de luz na coluna d’agua

5.2. ANALISE DE DADOS
(Relacionar as analises que serao feitas e entregues até o 15° més de
vigéncia do Projeto)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

Analise espago-temporal da composi¢édo qualitativa e quantitativa do
fitoplancton na foz do Rio Doce e regides adjacentes (mensal/trimestral).

Andlise espaco-temporal da clorofila a e feopigmentos na foz do Rio Doce
e regides adjacentes (mensal/trimestral).

Discussaodas variabilidadesquali-quantitativas do fitoplancton, levando-se
em consideracdo as modificacBes das varidveis ambientais, integradas Prof. Dr. Camilo Dias Junior
com a variaveis quimicas (composicdo quimica da agua) e fisicas
(penetracéo de luz)

Discussao das modificagBes ecofisioldgicas (salde fisioldgica) do
fitoplancton causadas por modificagcdes nas variaveis ambientais

- Andlise dos resultados obtidos considerando dados pretéritos existentes.

6. METODOLOGIA

As amostras do fitoplancton na area de estudo serdo coletadas em na superficie e proximo do fundo

conjuntamente com as amostragens paras determinacdo das variaveis quimicas, bem como os perfis de
penetracdo de luz. Tais amostras serdo submetidas a analises qualitativas, quantitativas e quantificacdo da
concentracao de clorofila-a e feopigmentos em laboratério.
As amostras para andlise qualitativa serdo coletadas através de arrastos verticais com o uso de rede de
plancton com malha de 60 um de abertura, & baixa velocidade, na superficie dos pontos, sendo
imediatamente fixadas com solugdo formalina a 2%. Por outro lado, as amostragens quantitativas seréo
feitas com o uso de garrafa oceanografica e também fixadas com solucao formalina a 2%.

Na andlise qualitativa do material coletado sera empregado o uso de microscopio biolégico 6ptico,
equipado com céamera USB para registros de imagens; e ocular de medicdo. Os organismos serdo
esquematizados e identificados, analisando-se as suas caracteristicas morfolégicas e morfométricas e
utilizando-se bibliografia especializada. Os nomes cientificos das espécies encontradas nas amostras serao
consultados junto ao banco de dados internacional ALGAEBASE (http://www.algaebase.org/).

A contagem do fitoplancton sera realizada utilizando-se camara de sedimentacdo de Uthermohl
(UTHERMOHL, 1958) em microscépio invertido, apds um tempo minimo de 24 horas de sedimentacao.

O procedimento de contagem escolhido sera o dos campos aleatérios, descrito por Uehlinger
(1964). As coordenadas dos campos serdo geradas por programa de computador e 0os campos foram
localizados na platina do microscopio. Para cada contagem sera gerado um sistema de campos aleatdrios
diferente. O critério utilizado para determinacdo do nimero de campos a serem contados é 0 que procura
alcancar 100 individuos da espécie mais abundante. De acordo com Lund, Kipling e Le Cren (1958), isto
permite trabalhar com intervalos de confianca de + 20% da média, a um nivel de significancia de 95%, o que
€ considerado como suficiente para estudos dessa natureza.



||”l|iFEST PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE
ndagde Espirito-santense de Tecaolagia

fu AQUATICA DA AREA AMBIENTAL |

Para cada amostra serdo contadas duas réplicas, tendo como resultado final uma média entre as duas
contagens. Os resultados serdo expressos em individuos por mL (densidade de organismos), conforme
Equacéo 1 demonstrada adiante:

N=nx — X (Equacéo 1)

Q|
<| =

Onde: N = Numero de organismos por mL
n = ndmero de organismos contados
a = Area contada
A = Area total da camara
V = Volume total sedimentado

Além disso, os organismos serdo classificados em duas fracdes de tamanho durante as contagens:
nanofitoplancton (2-19 pum) e microfitoplancton (20-200 pum).

Os indices de diversidade especifica (bitseorganismo™) serdo calculados a partir dos valores de densidade
numérica do fitoplancton, conforme o método proposto por Shannon e Weaver (1949). O indice Diversidade
de Shannon-Weaver sera calculado a partir de todos os organismos amostrados de forma aleatéria de uma
populacdo grande (infinita). Tal indice dard uma medida do grau médio de incerteza em predizer que
espécies e individuos serdo escolhidos aleatoriamente de um total de S espécies e N individuos (DAJOZ,
1973).

Margalef (1976) ressalta que em comunidades naturais, os valores numéricos do indice de diversidade de
Shannon-Weaver raramente excedem 5 bits (unidade de medida de H, sem dimens@es vinculadas) por
individuo. Ademais, a diversidade em comunidades fitoplancténicas, em bits por célula, estd nhormalmente
entre 1 e 2,5 em aguas costeiras e entre 3,5 e 4,5 em 4guas oceanicas.

Ademais, sera calculada a equitabilidade das espécies através da expressao de Pielou (1977; 1966), cujos
valores se enquadram entre 0 e 1, sendo considerado alto ou equitativo os indices superiores a 0,50, o qual
representa uma distribuicdo uniforme dos taxons na amostra analisada. Logo, quanto mais igualmente
distribuido estiver o total de individuos nas n espécies, maiores serdo a equitabilidade e a diversidade.

As andlises de clorofila-ae feopigmentosserdo feitas seguindo-se os métodos descritos no Standard
Methods for theExaminationofWaterandWastewaterda APHA/AWWA/WEF (2005), enquanto que a
determinacé@o espectrofotométrica da concentracdo de pigmentos fotossintéticos serd obtida através das
duas equacdes monocromatica de Lorenzen (1967). Além disso, a clorofila-a ativa (%) sera estimada a
partir da razéo dos valores de clorofila-a pela concentracéo total de pigmentos (clorofila-a e feopigmentos).
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ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES,
ESTUARINA E MARINHA (ANEXO 3 - MARINHO)

SUB-PROJETO: ZOOPLANCTON

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcéo Instituicdo
Luiz Fernando Loureiro Fernandes Coordenador UFES
Sergio Luiz Costa Bonecker Pesquisador UFRJ
Doutor Il Pesquisador FURG
P&s Doutor Pesquisador UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador UFES
Profissional Mestre |l Membro de Equipe UFES
Profissional Mestre |l Membro de Equipe UFES
Profissional Pleno I Membro de Equipe UFES
Profissional Pleno I Membro de Equipe UFES
Profissional Janior Membro de Equipe UFES
Profissional Janior Membro de Equipe UFES
Técnico Nivel Médio Membro de Equipe UFES
Técnico Nivel Médio Membro de Equipe UFES

2. ESCOPO
Coletar e analisar a comunidade zooplanctdnica da regido sob influéncia da pluma do Rio Doce

3. OBJETIVO
Analisar quali-quantitativamente o zooplancton na regido de amostragem verificando as possiveis
alteracdes na composicao, biomassa, abundancia e diversidade.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 1- (Triagem)
Andlise da Biomassa
Triagem do material coletado em grandes grupos para posterior identificagdo

Meta 2- (Identificac&o)
Identificacdo dos organismos zooplanctdnicos e andlise das comunidades

5. PRODUTOS

5.1. DADOS BRUTOS

(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto
0s coletados in situ como os processados no laboratorio)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

Biomassa . .
. Luiz Fernando Loureiro
Abundancia
L Fernandes
Composigéo
5.2. ANALISE DE DADOS <
RESPONSAVEL

(Relacionar as andlises que serao feitas e entregues até 0 15° més de

vigéncia do Projeto) (Pessoal Vinculado)

Andlise espaco-temporal da variacdo da comunidade zooplancténica na
foz do Rio Doce e regides adjacentes (mensal/trimestral/semestral).
Discussao da variacdo da estrutura da comunidade zooplancténica e
correlacdo com os parametros ambientais.

Analise dos resultados obtidos considerando dados pretéritos existentes.

Luiz Fernando Loureiro
Fernandes
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6. METODOLOGIA

Serdao realizados arrastos verticais de zooplancton com rede tipo WP-2 de fechamento com malha
de 200 micrémetros, contendo um fluxdmetro mecanico na abertura da boca da rede. Em profundidades
superiores a 5 metros e inferiores a 30 metros, deverdo ser feitas coletas verticais até metade da
profundidade, e da metade da profundidade até a superficie para evitar perdas devido a migracdo dos
organismos. Acima de 30 metros as coletas deverdo ser feitas do fundo até 30 metros, e depois seguindo o
padrdo anterior. O ideal é que as coletas de zooplancton sejam feitas no periodo noturno se possivel.

O material coletado devera ser preservado em formalina 4% tamponada com tetraborato de sodio.
Cada amostra devera ser colocada em frasco de polietileno de 500mL devidamente rotulado. O fixador deve
ser colocado antes da amostra. Apds colocar a amostra no frasco com fixador, completar o volume até
cerca de 400 mL com a agua do mar que for utilizada para retirar a amostra do copo da rede.

As amostras serdo fracionadas de acordo com a densidade de organismos nas amostras. Para a
obtencdo de subamostras sera utilizado o partidor Folsom Plankton Sample Splitter (Hidrobios®), sendo o
namero de divisbes (1/2, 1/4, 1/8... até 1/1024) feito de modo a garantir a presenca de pelo menos 1.000
espécimes na aliquota. Em contraposi¢do, as amostras de pequeno volume serdo contadas em sua
totalidade.

As subamostras obtidas serdo analisadas sob microscopio estereoscopico (Nikon SMZ800)

utilizando cAmaras de Bogorov para separa¢do em grandes grupos taxonémicos.
Sequencialmente sera feita a identificacdo dos componentes do zooplancton ao menor nivel taxonémico
possivel, utilizando bibliografia especializada e, quando necessario, microscopio optico Nikon Eclipse 50i
sera utilizado para identificacdo de partes especificas dos organismos para auxiliar nesta identificacdo. A
nomenclatura dos taxons serd checada junto ao banco de dados internacional ITIS - Integrated Taxonomic
Information System (http://www.itis.gov) para verificagdo da validade do nome. Apds a identificagdo todos os
organismos serdo tombados na colecdo do Laboratério de Zooplancton da Universidade Federal do Espirito
Santo.
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ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES,
ESTUARINA E MARINHA (ANEXO 3 - MARINHO)

SUB-PROJETO: ICTIOPLANCTON

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcéo Instituicdo
Doutor Il - Ana Cristina Teixeira Coordenadora UERJ
Bonecker
Pos-Dogtorado - Marcia Taxonomia e analise estatistica, confeccao de relatério UFRJ
Salustiano de Castro
Profissional Junlor.- Mariana Auxilio na identificac@o UFRJ
Muguet Julio
Profissional Junior - Luciana Processamento dos dados e alimentacdo do banco de
S o UFRJ
Helena Teixeira Cavaggioni dados
If’rc_)flssmnal Junior - Ma'rta Triagem de amostras e calculos de densidade UFRJ
Cristiane de Carvalho Quintas
Profissional Janior Pesquisador UFRJ
P6s-Doutorado Pesquisador UFRJ

2. ESCOPO

O estudo do ictioplancton no ambiente costeiro e estuarino é de grande importéncia na identificacdo
e avaliacdo de recursos pesqueiros, pois fornecem informac6es sobre épocas de desova, estimativas dos
fatores que influenciam o recrutamento, avaliagbes das modificacbes espaco-temporais de composicao e
abundancia das populacdes de interesse econémico e identificagdo de novos recursos pesqueiros (Ré et
al., 2005).

O sucesso dos individuos nos primeiros estagios de vida é crucial para manter o equilibrio natural
do estoque de peixes adultos. A sobrevivéncia e a distribuicdo dos ovos e larvas de peixes sdo muito
dependentes dos processos fisicos e biologicos, como condi¢cdes hidroldgicas locais associadas a
processos de transporte, variacdo sazonal, densidades de predador e presa e os padrbes de reproducéo
dos peixes adultos (Moser & Smith, 1993; Ramos et al., 2006). Em geral fatores ambientais podem regular a
abundancia de ovos e larvas de duas maneiras: afetando o estoque ou a época de reproducdo de peixes
adultos diretamente ou influenciando a sobrevivéncia, o crescimento ou o desenvolvimento dos estagios
juvenis (Baldo et al., 2006).

3. OBJETIVO
Objetivo geral do projeto
e Monitorar quali-quantitativamente a comunidade ictioplanctdnica sob a influéncia da pluma de
sedimentos a partir da foz do rio Doce e regido costeira adjacente.

Objetivos especificos
e Analisar a densidade ictioplancténica,
Identificar os ovos e larvas de peixe na regido,
Verificar a variagdo anual da comunidade ictioplancténica,
Descrever a distribuicdo espacial das assembleias de larvas de peixes,
Verificar locais de desova durante o periodo de estudo.
Avaliar se os sedimentos advindos do rompimento da barragem e aportados no Rio Doce estéo
influenciando a comunidade ictioplancténica.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS
Meta 1- Triagem do material

ApOs o recebimento das amostras no laboratério serd iniciado o processo de triagem das mesmas.
Inicialmente serdo triadas as amostras da rede neustbnica (superior e inferior) e em seguida da rede bongé
(malhas de 330 e 500 um).
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Meta 2- Identificacdo e Andlise dos dados

Em seguida os ovos e larvas de peixes serdo identificados com base nos caracteres meristicos e
morfométricos até o menor nivel taxondmico possivel e anotado os estadios de desenvolvimento. Serdo
realizados célculos de volume de &gua filtrada, densidade, riqueza, além de testes estatisticos para
responder os objetivos propostos.

5. PRODUTOS
5.1. DADOS BRUTOS
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto os RESPONSAVEL
coletados in situ como os processados no laboratério) (Pessoal Vinculado)

NUmero bruto e densidade de ovos e larvas de peixes

Téaxons identificados durante o estudo Marta

Ana, Marcia e Mariana

. o . Marcia e Mariana
Estadios de desenvolvimento larvar

~ e Luciana
Confeccéo de tabelas e gréaficos :
- ~ - Mariana
Fotos das larvas de peixes para comparacdo com exemplares em colecfes
6.2. ANALISE DE DADOS )
(Relacionar as analises que serao feitas e entregues até o 15° més de RESPONSAVEL
vigéncia do Projeto) (Pessoal Vinculado)

Analise espacgo-temporal da variagdo dos ovos e larvas de peixes na foz do . .
. - . . . Ana, Marcia e Mariana
Rio Doce e regido costeira adjacente (trimestral e semestral).
Comparar os resultados encontrados com os dados pretéritos na area da foz - .
; o ) : : Ana, Marcia e Luciana
do Rio Doce e regido costeira adjacente (trimestral e semestral).
Avaliacdo de possiveis areas de desova através da densidade de ovos e

L o : Ana, Marcia e Marta
larvas nos primeiros estadios de desenvolvimento.

6. METODOLOGIA
6.1 - Metodologia de coleta para os levantamentos trimestral e semestral
A - Rede de néuston

A camada subsuperficial sera amostrada trimestralmente e semestralmente utilizando a rede
neustdnica. Esta rede é constituida por duas redes de 400 cm de comprimento presas a duas bocas
retangulares de 15 cm de altura por 30 cm de largura cada, sustentadas por uma armacao tipo catamara
sendo arrastadas horizontalmente. A rede superior fica na interface emersa e submersa capturando os
organismos das camadas superficiais (0~15 cm de profundidade), enquanto que a rede inferior fica
totalmente submersa durante todo o tempo, coletando os organismos das camadas subsuperficiais (15~30
cm de profundidade). As malhas das duas redes s&o de 500 um de abertura. Os arrastos seréo feitos em
circulos de modo que a rede ndo fique na esteira do navio. A velocidade sera de cerca de trés nés e o
tempo de arrasto serd de 5 minutos. Logo apés a coleta, as amostras serdo fixadas em solucdo de
formaldeido diluido a 4% e tamponado com tetraborato de sédio a razéo de 20 g.L™.

O volume de agua filtrada sera estimado através do fluxémetro, previamente aferido, preso na rede
inferior. O volume da rede superior sera estimado através da superficie da area arrastada pela rede.
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O ictioplancton serd coletado trimestralmente e semestralmente por arrastos obliquos com rede
bongd, desde proximo ao fundo até a superficie, segundo as recomenda¢cbes de Smith & Richardson
(2977). A rede bongd é formada por duas redes conico-cilindricas, com 60 cm de didmetro e aberturas de
malha de 330 e 500 um). As redes seréo equipadas com fluxémetros previamente aferidos. A velocidade de
arrasto sera de aproximadamente 2 nés, com duracdo média de 5 minutos. Imediatamente ap6s a coleta, as
amostras ser?o fixadas em solucdo de formaldeido diluido a 4%, previamente tamponado com tetraborato de
sodio (20 g.L™).

C - Analise em laboratorio

Todas as andlises serdo realizadas no Laboratério de Ictioplancton do Departamento de Zoologia do
Instituto de Biologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Os ovos de peixes serdo contados e triados, sob microscépio estereoscopico. As amostras com
uma grande quantidade de ovos serdo subamostradas com fracionador de Folsom (McEwen et al., 1954). A
contagem e triagem das larvas de peixes serdo realizadas na totalidade da amostra.

Para a andlise quantitativa sera calculada a densidade dos ovos e larvas extrapolados para um
volume padréo (100 m?).

A identificacdo dos ovos e larvas de peixes sera realizada com auxilio de microscépio
estereoscopico, utilizando alguns parametros meristicos e morfométricos. As larvas serdo medidas, para
auxiliar na identificagdo, com ocular e lamina milimetrada de 0,1 mm de precisdo. Para medida do tamanho
do corpo sera utilizado o comprimento padrdo (CP). A identificacdo sera realizada com auxilio de
referéncias bibliograficas especializadas, tais como: Richards (2006); Bonecker e Castro (2006); Fahay
(2007), Bonecker et al. (2014), entre outros.

O inventario de larvas de peixes serd baseado na classificacdo de Nelson et al. (2016). Todos os
nomes de familias e espécies de peixes identificadas no presente estudo foram checados e atualizados
seguindo Eschmeyer et al. (2017). Apés a identificacdo todos os ovos e larvas serdo tombados na colegéo
de ictioplancton do Laboratério Integrado de Zooplancton e Ictioplancton da Universidade Federal do Rio de
Janeiro — DZUFRJ.

D - Gréficos e tabelas

Para auxiliar na interpretacdo dos resultados serdo confeccionados tabelas e gréaficos, além da
entrada dos dados no banco de dados Laboratério Integrado de Zooplancton e Ictioplancton da
Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Serdo realizados testes estatisticos e analises multivariadas para auxiliar na interpretagdo dos
resultados da assembleia das larvas de peixes.

E - Relatérios de resultados

Serdo entregues laudos mensais com os valores brutos e as densidades de ovos e larvas de peixes
registrados nas amostras coletadas com a rede neustdnica e com a rede bong6 (malhas de 330 e 500 um).
Apbs seis meses de amostragem sera realizado um relatério consolidando os resultados obtidos até o
momento.

Ao final dos 16 meses de estudo sera entregue um relatério contendo os resultados referentes as
guatro campanhas realizadas.
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ESTUARINA E MARINHA (ANEXO 3 - MARINHO)

SUB-PROJETO: FUNDOS RECIFAIS, RODOLITOS E MACROALGAS

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcéo Instituicdo
Doutor Il - Rodrigo Le&o de Moura Coordenador Tematico UFRJ/COPPE
Fundos Recifais
Doutor Il - Gilberto Amado Filho Pesquisador JBRJ
Doutor Il - Paulo Salomon Pesquisador UFRJ
Pés-Doutorado - Fernando Moraes Pesquisador JBRJ
P&s-Doutorado Pesquisador JBRJ
P&s-Doutorado Pesquisador JBRJ
Pés-Doutorado Pesquisador UFRJ
P&s-Doutorado Pesquisador UFRJ
P&s-Doutorado Pesquisador UFRJ
P&s-Doutorado Pesquisador UFRJ
P&s-Doutorado Pesquisador UFRJ
Técnico Nivel Médio Pesquisador UFRJ
Técnico Nivel Médio Pesquisador UFRJ
Técnico Nivel Médio Pesquisador UFRJ
Técnico Nivel Médio Pesquisador UFRJ
Técnico Nivel Médio Pesquisador UFRJ
Técnico Nivel Médio Pesquisador JBRJ
Técnico Nivel Médio Pesquisador JBRJ
Técnico Nivel Médio Pesquisador JBRJ
Técnico Nivel Médio Pesquisador JBRJ
Técnico Nivel Médio Pesquisador JBRJ
Profissional Mestre/Profissional Pleno Pesquisador JBRJ
Profissional Mestre/Profissional Pleno Pesquisador JBRJ
Profissional Mestre/Profissional Pleno Pesquisador JBRJ
Profissional Mestre/Profissional Pleno Pesquisador JBRJ
Profissional Mestre/Profissional Pleno Pesquisador UFRJ
Profissional Mestre/Profissional Pleno Pesquisador UFRJ
Profissional Mestre/Profissional Pleno Pesquisador UFRJ
Profissional Mestre/Profissional Pleno Pesquisador UFRJ
Profissional Mestre/Profissional Pleno Pesquisador UFRJ
Profissional Mestre/Profissional Pleno Pesquisador UFRJ
Profissional Mestre/Profissional Pleno Pesquisador UFRJ
Profissional Mestre/Profissional Pleno Pesquisador UFRJ
Profissional Mestre Pesquisador JBRJ
Profissional Mestre Pesquisador JBRJ
Profissional Mestre Pesquisador JBRJ
Profissional Mestre Pesquisador UFRJ
Profissional Mestre Pesquisador UFRJ
Profissional Mestre Pesquisador UFRJ
Profissional Mestre Pesquisador UFRJ
Profissional Mestre Pesquisador UFRJ
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2. ESCOPO

O rompimento da barragem de rejeitos de mineragdo de Funddo, conhecido como “Desastre
de Mariana”, ocorreu em 5 de novembro de 2015 e configurou-se como o maior acidente ambiental ja
ocorrido no Brasil. Em 22 de novembro, a lama de rejeitos chegou ao mar, no Norte do Espirito
Santo, afetando prontamente as praias de Regéncia e Povoacdo, tendo se alastrado
subsequentemente por dezenas de quildbmetros ao norte e ao sul da foz do Rio Doce, atingindo
pesqueiros e recifes, bem como diversas unidades de conservacao existentes e planejadas. As
extensdo e consequéncias do desastre sobre as comunidades marinhas ainda ndo sao
compreendidas, sendo imperativo que ecossistemas criticamente importantes e sensiveis, tais como
os recifes, sejam mais bem caracterizados e monitorados, no sentido de se quantificar o dano e
subsidiar medidas de mitigagéo e compensacao.

O trabalho proposto consiste na caracterizacdo e monitoramento dos recifes potencialmente
impactados pelo desastre e areas controle, em um gradiente de atenuacdo, abrangendo
comunidades bentbdnicas e planctdnicas de &reas recifais e bancos de rodolitos. Inserem-se também
no contexto desta proposta avaliagbes especificas sobre as macroalgas. Os fundos recifais
potencialmente impactados incluem os Recifes Esquecidos e a regido de Italnas, e efeitos atenuados
podem ser detectados nas estruturas recifais e bancos de rodolitos localizados na APA Costa das
Algas e no RVS de Santa Cruz, bem como nas estruturas recifais e bancos de rodolitos no entorno do
Arquipélago dos Abrolhos. As amostragens propostas, além de atenderem ao Termo de Referéncia,
contemplam recifes e bancos de rodolitos submetidos a diferentes regimes oceanograficos (proximos
e afastados da costa), em diferentes profundidades e, possivelmente, sob diferentes condicbes de
salide, tanto em decorréncia da degradacao crbnica da regido quanto em decorréncia do desastre,
permitindo elucidar os aspectos mais centrais acerca da estrutura e do funcionamento dindmico dos
ecossistemas recifais da costa capixaba e do Extremo Sul da Bahia.

A abordagem proposta visa atender ao Item 3.6 - Avaliagdo dos Habitats (anexo 3 do TR- 4
Programa de Biodiversidade Aquética), através da producdo um quadro holistico sobre os sistemas
recifais, bancos de rodolitos e fundos de algas da regido abrangida pelo projeto, integrando dados do
bentos e da coluna d’agua [veja abordagens semelhantes em trabalhos ja realizados pela equipe
executora, publicados em periédicos cientificos de alto nivel (e.g. Bruce et al., 2012; Meirelles et al.,
2015)]. Dessa forma integrada, serd possivel qualificar e quantificar os possiveis impactos do
desastre, considerando a conectividade e a intensa dinAmica de metapopulacdes tipica de
ecossistemas marinhos costeiros.

Dentre os ecossistemas costeiros, 0s sistemas recifais compreendem um dos melhores
indicadores (“canarios de mina”) da salde ambiental, visto que abrigam grande diversidade e
espécies sensiveis a alteracbes ambientais, tais como o0s corais e as algas coralinaceas.
Lamentavelmente, os ecossistemas marinhos na area afetada pela lama do “Desastre de Mariana”,
especialmente os recifes, ndo possuiam sequer uma caracterizagao prévia de sua diversidade, da
estrutura das comunidades, e dos processos ecologicos chave, adicionando enorme complexidade a
execucao da proposta aqui apresentada.

3. OBJETIVO

O objetivo geral do projeto é caracterizar e monitorar os ambientes recifais e bancos de
rodolitos potencialmente impactados pelo Desastre de Mariana, qualificando e quantificando seus
efeitos no ecossistema recifal.

Especificamente, pretende-se:

e 3.1- Caracterizar as comunidades bentbnicas recifais, incluindo bancos de rodolitos, quanto a
sua diversidade, estrutura de comunidades, dinamica e processos ecologicos chave;

e 3.2- Caracterizar as comunidades planctdnicas auto e heterotréficas associadas aos recifes
guanto a sua abundancia, diversidade, estrutura de comunidades e dinamica temporal;

e 3.3- Monitorar as comunidades recifais benténicas e planctdnicas das areas recifais e bancos
de rodolitos, contemplando areas potencialmente mais ou menos afetadas pelo desastre, por
um periodo inicial de 12 meses;

e 3.4- Avaliar o estado de saude de corais em &reas sob distintas forcantes oceanogréficas;
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e 3.5- Monitorar o estabelecimento de flora e flora e sua producdo de CaCO; em substratos
livres (placas artificias do tipo CAU - Calcification Acreation Units) instaladas anualmente nas
formacdes recifais e bancos de rodolitos.

e 3.6- Caracterizar as macroalgas associadas a fundos recifais e bancos de rodolitos.

e 3.7- Determinar taxas de sedimentacdo e composicdo do material sedimentar em areas
recifais e bancos de rodolitos sob distintas forgantes oceanogréficas e diferentes niveis de
impacto potencial relacionado ao desastre.

Secundariamente, o projeto também contemplard coletas de agua e sedimentos para analises
geoquimicas (metais, organicos e elementares), bem como coletas de material biolégico (organismos
recifais) para analises genéticas e ecotoxicoldgicas, disponibilizando esse material para estudos
complementares.

4. METAS

4.1- Comunidades Recifais Bentbnicas e Planctdnicas. Amostragens quali e quantitativas em
comunidades recifais bentbnicas e comunidades planctdnicas associadas as formacdes recifais.
Caracterizacdo da diversidade, estrutura e espécies/grupos chave das comunidades recifais
bentbnicas e planctbénicas, ao término do primeiro ano de execug¢édo do projeto.

4.2- Monitoramento Abiético em Fundos Recifais. Aquisicdo de variaveis ambientais (clorofila,
O.D., pH, nutrientes, temperatura e salinidade, turbidez, complexidade do fundo) nas areas recifais.

4.3- Dindmica das Comunidades Recifais e Planctdnicas associadas aos recifes. Estudo da
variacdo sazonal das comunidades bentbnicas e planctbnicas em 12 meses.

4.4- Estudo da Saude de Corais. Estado de salde de corais avaliado com diferentes abordagens
(e.g. fluorometria de pulso amplificado, densidade de zooxantelas, genotipagem de simbiontes) e em
areas sob distintas forcantes naturais e antropogénicas.

45- Taxas de Sedimentacdo em Fundos Recifais. Instalacdo de sistemas de amostragem
(armadilhas de sedimento) para estudos sedimentoldgicos em areas recifais, com a determinacéo de
taxas de sedimentacdo e composicdo do material sedimentar. Analise em 12 meses.

4.6- Amostragem de Rodolitos e Macroalgas. Coleta e/ou imagem de fundos de rodolitos ao longo
das estacfes definidas no Anexo 3 do TR4. Determinacdo da concentracdo, vitalidade, forma e
taxonomia de rodolitos e macroalgas.

4.7- Unidas de Calcificacdo. Instalacdo de CAUs (unidades de calcificacdo) em fundos recifais e de
rodolitos. Andlise anual dos organismos (fauna e flora) incrustantes nas placas e produgdo de
CaCO:s.

5. PRODUTOS
5.1. DADOS BRUTOS )
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, RESPONSAVEL
tanto os coletados in situ como os processados no laboratério) (Pessoal Vinculado)

- Organizacéo e tabulacdo dos dados das quantificacbes das
proporgdes corais saudaveis/branqueados, identificagdo molecular e
densidade de zooxantelas, fotossintese dos coraiszooxantelas Rodrigo Moura
estimada através de fluorometria de pulso amplificado (PAM).
- Tabulacdo dos dados das quantificac8es relativas a abundéncia dos
organismos bentdnicos nos fotoquadrados e comunidades
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plancténicas associadas. Retirada dos sensores de temperatura apos
12 meses instalados nos locais de amostragem. Retirada das unidades
de calcificacdo apds 12 meses instaladas. Retirada e processamento
das amostras de sedimento obtidas com as armadilhas.

- Identificacdo das espécies encontradas e quantificacéo dos
grupos/espécies chave dos fundos recifais (planilha)

- Organizacao e tabulacéo dos dados das amostragens da
comunidade bentbnica de fundos recifais, realizadas trimestralmente

- Organizacéo e tabulacdo dos dados sobre as quantificacdes
realizadas com as amostras e imagens obtidas

- Retirada dos CAUS apo6s 12 meses de instalagé@o. Tabulagao dos
dados, quantificacao dos grupos/espécies e producéo de CaCO3

- Tabulagéo dos dados de composicao de espécies de rodolitos e
macroalgas

Gilberto Amado Filho

- Tabela com taxas de acumulacédo e composi¢cédo do sedimento
acumulado (teor de carbonato) e a composicao mineralégica para
terrigenos. Andlises geoquimicas na agua.

Alex Cardoso Bastos

- Citogramas e imagens referentes a comunidade planctonica

- Organizacao e tabulacéo dos dados das amostragens da
comunidade planctdnica realizadas trimestralmente

Paulo Salomon

5.2. ANALISE DE DADOS
(Relacionar as analises que serao feitas e entregues até o 15° més de
vigéncia do Projeto)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

- Interpretacéo preliminar sobre as quantificagfes dos organismos
bentbnicos e comunidades plancténicas. Analise e interpretagéo
preliminar sobre os dados de temperatura obtidos com o0s sensores.
Interpretagdo preliminar sobre as comunidades estabelecidas nas
placas de colonizacéo. Andlise preliminar sobre a composi¢éo béasica
dos sedimentos.

- Interpretacéo preliminar sobre as comunidades recifais encontradas
nos sitios amostrados e suas for¢antes ambientais. Os locais serdo
contrastados e 0s grupos/espécies chave para as areas avaliadas

serdo apontados.

- Interpretacgéo preliminar da dindmica sazonal das comunidades
recifais bentdnicas no periodo de 12 meses

- Interpretacéo preliminar da dindmica sazonal da saude das col6nias
dos corais no periodo de 12 meses de amostragem.

- Interpretacdo preliminar sobre os parametros medidos nos rodolitos

Gilberto Amado Filho
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e sobre as quantificagbes nas imagens.
- Interpretacgéo preliminar sobre a abundancia de organismos
construtores/ndo construtores, composicao de grupos/espécies e
producédo de CaCO3 nos CAUS

- Interpretacéo preliminar das composicdes de espécies

- Interpretacdo da composicdo do material sedimentar buscando

. o ) A o . Alex Cardoso Bastos
identificar sua fonte e relacionar com os parametros fisicos do periodo

- Interpretagéo dos citogramas, contrastando locais e a sazonalidade

. - C A : Paulo Salomon
- Interpretacgéo preliminar da dindmica sazonal das comunidades

planctdnicas associadas a formag®es recifais no periodo de 12 meses

- Andlise dos resultados obtidos considerando dados pretéritos Rodrigo Moura e Gilberto
existentes. Amado Filho

6. METODOLOGIA

Abordagem geral: O monitoramento contempla analises trimestrais nos fundos recifais, rodolitos e
macroalgas, nos pontos pré-estabelecidos no TR. Eventualmente, poder4 haver ajustes de
localiza¢do dos pontos, considerando as incertezas das coordenadas em relagdo a fundos recifais e
rodolitos. O trabalho ira abranger: i) caracterizacdo de comunidades bentdnicas a partir de
estimativas do percentual de cobertura de diferentes grupos de organismos bentdnicos (énfase em
corais, recrutas de corais e algas), ii) avaliacdo do estado de salde de corais (prevaléncia de
branqueamento e doencas, densidade de zooxantelas e eficiéncia fotossintética, etc.), iii)
determinacé@o das taxas de sedimentacdo e composicdo do material sedimentar. As amostragens
serdo realizadas nos fundos recifais potencialmente impactados por rejeitos de mineragdo, conforme
estacdes determinadas no TR4 Anexo 3 e terdo frequéncia trimestral no primeiro ano.

As amostragens quali e quantitativas em comunidades recifais bentdnicas seréo feitas com
base em estimativas da cobertura relativa do substrato, utilizando fotoquadrados em parcelas fixas.
Cada amostra sera composta por um mosaico de 15 fotos contiguas, tomadas em alta resolucéo,
totalizando 70 cm2. Em cada estacao serdo amostrados 10 quadrados fixos em cada habitat (e.g.
topo e parede de pinaculos recifais), os quais serdo delimitados permanentemente por pinos
metalicos fixados ao substrato. Uma avaliagdo piloto para determinar os detalhes do regime amostral
serd feita no primeiro ciclo de trabalhos de campo. As amostragens de comunidades plancténicas
associadas as formacgdes recifais serdo feitas com garrafas de niskin e redes de diversas panagens,
abrangendo fragcdes de organismos desde o micro até o macro plancton. Uma avaliacéo piloto para
determinar os volumes e 0 regime amostral sera feita no primeiro ciclo de trabalhos de campo. As
amostras serdo analisadas em citbmetro de fluxo e cémera de fluxo (flowcam), apdés o
estabelecimento de bibliotecas e de rotinas especificas para as comunidades planctdnicas da area de
estudo.

A aquisicdo de variaveis ambientais (clorofila, O.D., pH, nutrientes, temperatura e salinidade,
turbidez, complexidade do fundo) nas areas recifais sera feita apds a definicdo do regime amostral,
ao longo de todo o projeto. Dados de temperatura superficial do mar serdo obtidos através de
imagens de satélite (e.g. NOAA AVHRR Pathfinder 5.0) e “dataloggers” de registro continuo na sub-
superficie (5-15 m de profundidade) instalados em pontos estratégicos da malha amostral. Para os
dados remotos serdo utilizadas médias mensais obtidas de imagens noturnas, evitando a
interferéncia de variagdes diurnas no nivel de radiacéo solar. Serdo também usadas imagens MODIS
para avaliar a cor do oceano, com subsequente validacdo através de medidas in situ de turbidez e
clorofila-a, salinidade e correntes permitindo explorar a sazonalidade desses parametros e possiveis
relagbes com outras varidveis, tais como precipitacdo e clima de ventos e ondas. Amostras de agua

5
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do mar (10 I/amostra) serdo obtidas em cada estagdo/periodo amostral para a aquisicéo de variaveis
fisico-quimicas.

O estado de salde de corais sera avaliado com diferentes abordagens, incluindo medidas in
situ com uso de fluorémetro de pulso amplificado (Diving-PAM), avaliacdo da coloracéo dos corais, e
amostragens (coletas) para determinacdo da densidade de zooxantelas e genotipagem de
simbiontes. Sera registrada a prevaléncia de branqueamento e doencas, a partir das imagens dos
fotoquadrados e complementarmente, serd acessado o Rendimento de Fluorescéncia (F) e 0 Maximo
Rendimento (Fm) das zooxantelas associadas aos corais, parametros que representam proxies de
sua saude. Além disso, a comunidade microbiana associada aos corais serd acessada ao longo do
gradiente de influéncia da descarga do Rio Doce, contribuido para a detec¢éo de possiveis impactos.
O delineamento espacial e a frequéncia amostral desse componente serdo compativel com as
amostragens quali-quantitativas das comunidades bentdnica e planctbnica, e sera definido ap6s o
primeiro ciclo piloto de amostragens, ao longo do primeiro ano.

Taxas de sedimentacdo e composicdo do sedimento serdo determinadas com uso de
armadilhas de sedimento instaladas em pontos fixos, distribuidos ao longo da malha amostral nos
sistemas recifais. As taxas de sedimentacéo e a composi¢cdo do material sedimentar em &reas recifais
sob distintas forcantes serdo determinadas em diferentes escalas espaciais e temporais, a partir de
visitas peridédicas as armadilhas trimestrais. Serdo utilizadas pelo menos cinco armadilhas de
sedimento, instaladas na superficie dos recifes. A disposicdo dessas estacbes serd efetuada ao longo
do gradiente de influéncia da descarga do Rio Doce e com base na caracterizacdo das comunidades
bentbnicas. Em cada recife monitorado com armadilhas de sedimento. O material coletado nas
armadilhas serd analisado para determinacao da composi¢cao mineralégica e granulometria.

Macroalgas e rodolitos serdo coletadas nos pontos amostrais dispostos ao longo da APA
Costa das Algas e do RVS de Santa Cruz, conforme o Anexo 3 do TR4. A coleta sera com busca
fundo van veen ou draga. Em algumas estagbes, imagem de alta resolugdo poderdo ser utilizadas
para quantificacéo de indices de vitalidade e densidade, substituindo assim a coleta de amostras. Em
cada estacao, um total de até 30 rodolitos serdo coletados. A frequéncia de amostragem é trimestral.
A analise dos rodolitos inclui forma, vitalidade, taxonomia das algas formadoras e densidade. Analise
taxondmica sera realizada nas macroalgas.

Unidades de calcificacdo (CAU) serdo instaladas, no nimero maximo de 10, nos fundos de
rodolito e nas areas recifais. Cada CAU devera ser instalado e retirado dentro do periodo de 12
meses. A composicao e a abundancia dos organismos colonizados nas estruturas serdo descritas e
guantificadas. Nos locais de instalacdo dos CAUs deverdo ser também instalados dataloggers, os
quais fornecerdo um registro acurado da temperatura durante todo o periodo de incubacdo das
placas em cada sitio.
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ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES,
ESTUARINA E MARINHA (ANEXO 3 - MARINHO)

SUB-PROJETO: MAPEAMENTO E MONITORAMENTO DE HABITATS MARINHOS

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcéo Instituicdo
Doutor Il - Alex Cardoso Bastos Coordenador UFES
Doutor Il - José Antbnio Baptista Neto Pesquisador associado UFF
P6s-Doutorado - Danielle Peron Pesquisador UFES
P6s-Doutorado - Valquiria Aguiar Pesquisador UFF
Profissional Mestre Il - Geandré Boni Pesquisador UFES
Profissional Mestre | - Fernanda Vedoato Pesquisador UFES
Profissional Mestre | - Ana Carolina Pesquisador UFES

Lavanigno

Iniciacdo Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador UFES
Pés-Doutorado Pesquisador UFES

2. ESCOPO

O escopo do projeto envolve a o mapeamento do depdsito sedimentar produzido pelo aporte de
lama de rejeito, englobando o mapeamento dos habitats adjacentes a foz do Rio Doce e a determinagéo e
caracterizagdo sedimentoldgica e geoquimica da espessura dos depositos considerados antropogénicos
(impactos com aumento de teores de metais e organicos, mudanga do aspecto
sedimentolégico/mineraldgico, etc). Dentro deste escopo, a metodologia basica serd a aplicacdo de
métodos geofisicos para mapeamento do depdsito e coleta de testemunhos rasos para sua caracterizacao.
Basicamente o foco do projeto é entender o que € o depdésito produzido pelo aporte de lama de rejeito, qual
a sua espessura, quais as taxas de acumulacdo, suas caracteristicas sedimentolégicas/mineraldgicas e
geoquimicas e qual a extensdo desta deposi¢cdo e o potencial impacto nos habitats mais sensiveis, como
fundos de rodolitos, fundos recifais e fundos explorados comercialmente.

3. OBJETIVO

O objetivo desse projeto € investigar e caracterizar os principais habitats marinhos adjacentes a foz
do Rio Doce bem como entender a distribuicdo e espessura dos depdsitos sedimentares formados a partir
do evento de rompimento da barragem de rejeito de minério em Minas Gerais e sua interagdo com 0s
principais habitats.

Objetivos especificos:

1. Mapear os habitats marinhos adjacentes a foz do Rio Doce;
Definir a espessura do depdsito formado na plataforma continental;
Caracterizacdo sedimentol6gica, mineralégica e de geoquimica de metais do deposito;
Identificar areas preferenciais de aciimulo do rejeito;
Identificar os habitats potencialmente impactados pelo aporte de rejeito
Video-Monitoramento dos principais habitats

oOahwN

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

META 1- Definicdo da Espessura do Dep0sito, Taxas de Sedimentacdo, e Acumulo do Rejeito

Determinar a espessura do depdsito sedimentar associado a foz do Rio Doce e caracterizar o
acumulo do depdsito de rejeito e sua comparacdo sedimentolégica, mineraldégica e geoquimica com o
registro sedimentar.

META 2- Mapeamento de Habitats

Mapear o fundo marinho ao longo das trés areas definidas no TR4 definindo a relacdo entre
morfologia, tipos de fundo e distribuicdo benténica. A meta objetiva mostrar espacialmente os fundos mais
sensiveis ao desastre, dando assim uma ideia das relagfes entre os processos e a comunidade bentonica.
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META 3- Video-Monitoramento dos Habitats

Monitorar a variabilidade do fundo marinho através de imagens a serem coletadas ao longo de
transectos. A meta busca verificar variacdes no aporte sedimentar, ou mudancas nos processos de
sedimentacao que possam influenciar diretamente na comunidade bentbnica.

META 4- Integracdo dos Dados

Esta meta tem como objetivo integrar todos os dados deste projeto de mapeamento, mas também
incorporar os dados que serdo coletados no monitoramento ambiental e na caracterizagdo dos fundos
recifais e de rodolitos. Esta integracdo comeca com a consolidacéo de dados ja existentes para uma Unica
base de informacdo geogréafica. O objetivo desta meta € entender a distribuicdo dos habitats e avaliar o
potencial impacto causado a cada um deles.

5. PRODUTOS
5.1. DADOS BRUTOS )
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto RESPONSAVEL
os coletados in situ como os processados no laboratério) (Pessoal Vinculado)

Mapa de Batimétrico de 3 areas

Mapa de Habitats de 3 areas

Descrigdo dos parametros granulométricos, mineraldgicos, composicao
geoquimica de 10 testemunhos

Mapa de is6épacas do deposito

Video-transecto do fundo marinho

Lista de pardmetros de metais nas amostras sedimentares dos
testemunhos

Alex Cardoso Bastos

José Antdnio Baptista Neto

5.2. ANALISE DE DADOS RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

- Mapa de habitats descrevendo a ocorréncia de fundos sedimentares e
recifais/rodolitos, determinando a area de cobertura de cada um, bem
como a descri¢éo de suas morfologias e estrutura.

- Variabilidade temporal do fundo marinho de cada habitat buscando
mostrar mudancgas na sedimentagéo, soterramento de fundos de rodolitos,
mudanca na vitalidade destes fundos e qualquer interferéncia observada.
- Determinacéo, em alta resolucéo, da espessura do depdsito sedimentar
na foz do Rio Doce

Alex Cardoso Bastos

- Determinacéo da variacdo da concentracéo de metais no perfil

estratigrafico obtido a partir dos testemunhos sedimentares Jose Antonio Baptista Neto

6. METODOLOGIA

META 1- Definicdo da Espessura do Depdésito, Taxas de Sedimentacéo, e Acamulo do Rejeito

Esta meta envolve a perfilagem acustica do sub-fundo marinho. S&o linhas a cada 10km entre a
Aracruz e S8o Mateus. Na regiéo da foz do Rio Doce, as linhas deverdo ser feitas a cada 5km. A area de
levantamento sera definida considerando a regido de maior espessura e potencial acimulo de rejeito na foz
do rio. A aquisicdo dos dados sismicos sera realizada com uma fonte de frequéncia entre 0,5 e 10kHz,
capaz de penetrar no fundo marinho e ter resolucédo suficiente de pelo menos 1m. O processamento do
dado sismico sera feito nos softwares Seismic Unix, Sonarwiz 7 e Meridata MDPS. A interpretagdo ira
produzir a digitalizacédo de refletores que serdo posteriormente exportados para producao de um ou varios
mapas de isOpacas.

Com base na interpretacdo sismo-estratigrafica, os pontos de testemunhagem serdo definidos,
sempre buscando os locais de maior acimulo sedimentar na foz do Rio Doce. A coleta sera realizada por
testemunhador a gravidade, com um méximo de recuperagdo de até 1,5m. Um total de 10 pontos serdo
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definidos considerando os resultados da sismica e a base de dados pretérita que poderd indicar a presenga
ou ndo de sedimento oriundo do rejeito. A partir desta definicdo, a area de distribuicdo dos testemunhos
serd definida. Uma vez coletados, os testemunhos serdo processados para obtencdo das andlises
granulométricas, mineralégicas, composicionais e de geoquimica de metais, além da determinacdo das
taxas de sedimentacdo por Pb210. A metodologia de andlise esta descrita no TR4 e sera totalmente
executada conforme & definido.

META 2- Mapeamento de Habitats

O escopo desta meta € o mapeamento de habitats de 3 areas ja definidas no TR4. Estas 3 areas
serdo mapeadas com batimetria de varredura e coleta de verdade de campo através de imagens de alta
resolucdo a serem obtidas por ROV ou equipamentos similares. Em havendo necessidade, sedimentos de
fundo serdo coletados com busca-fundo van veen.

O Termo de Referéncia 4, no seu Anexo 3, ja aponta para as 3 areas prioritarias, porém a analise
inicial dos dados pretéritos ir4 redefinir o tamanho destas areas, buscando uma melhor caracterizagcao dos
habitats. A proposta é que estas areas nédo tenham tamanho superior a 20x20km. A regido a ser mapeada
também ird levar em consideragéo a distribuicdo dos pontos que fazem parte do monitoramento integrado.
O levantamento sera realizado com um sistema de multibeam que sera comprado no ambito do projeto. O
sistema terd alta resolucdo para &reas com profundidades entre 10 e 200m, aquisicdo de backscatter e
correcao inercial. As linhas devem ter cerca de 30% de recobrimento e a area a ser definida ter4d 100% de
cobertura.

A verdade de campo sera realizada por meio de video transectos de 2km de comprimento em todos
os habitats mapeados. Ao transectos serdo realizados com veiculos do tipo ROV ou estruturas compativeis
como dropcameras ou pranchas. Os videos devem ter resolucédo de 4k para melhor identificacéo dos tipos
de fundos e biota associada.

Em havendo necessidade, amostras de fundo poderdo ser coletadas com busca-fundo van veen e
serdo analisadas para granulometria.

O processamento dos dados de batimetria de varredura sera realizado nos softwares Caris e
Quimera. Os dados de backscatter serdo processados visando o mapeamento dos tipos de fundo. A
parametrizacao a partir da verdade de campo serd feita através da relagcao dos indices de backscatter com
os resultados das andlises de imagem. Analises multivariadas e de agrupamento serdo usadas para
definicdo das classes de habitats. O processamento das imagens de videos seguira o que esta definido no
TRA4.

META 3- Video-Monitoramento dos Habitats

Uma vez definidos os habitats, transectos a cada 5km serdo realizados dentro de cada é&rea
mapeada na Meta 2. Os transectos serdo feitos trimestralmente com o objetivo de imagear possiveis
variagBes no padrdo de sedimentacdo ou alteracdo na biota. A analise e interpretacdo devera ser sempre
comparativa com aos dados anteriores.

META 4- Integracdo dos Dados

A metodologia para esta meta estara inserida no processo de integracdo dos dados, principalmente
em relacdo aos resultados do monitoramento marinho integrado (por isso € importante que as areas a
serem mapeadas contenham pontos de monitoramento). A caracterizagdo do habita deve ter ainda
parametros fisico-quimicos da agua e de hidrodimamica.
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ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES, ESTUARINA E
MARINHA (ANEXO 3 - MARINHO)

SUB-PROJETO: MODELAGEM NUMERICA

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcéo Instituicdo

Renato David Ghisolfi Coordenador UFES
P6s-Doutorado Pesquisador UFES
P6s-Doutorado Pesquisador UFES
Profissional Mestre Pesquisador UFES
Profissional Mestre Pesquisador UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador UFES
Profissional Mestre | Pesquisador UFES
Profissional Mestre | Pesquisador UFES
Profissional Mestre | Pesquisador UFES
Profissional Mestre | Pesquisador UFES

2. ESCOPO

A partir das amostragens ja realizadas na regido, foi identificado o papel primordial que a vazao do
rio desempenha neste sistema. A amostragem realizada logo apés a chegada do material no mar (26/11 a
30/12/2015) ocorreu quando a vazédo do rio estava baixa em funcdo do periodo de estiagem e, em funcao
da alta concentracdo do material em suspenséo, houve um impacto agudo. O padrdo do espalhamento da
pluma respondeu ao padréo da circulacdo de larga escala modificado pela maré e pelo campo de ondas e
se alternou entre norte e sul ao longo da costa em fungdo das entradas frequentes de frentes frias na
ocasiado, indicando que a dindmica se altera rapidamente, principalmente na plataforma continental interna.
Nas amostragens subsequentes, durante um periodo de alta precipitacdo e de ocorréncia de ventos
nordeste atuando por longo periodo (28/11/2015 a 02/02/2016), foi identificada a ocorréncia de uma
ressurgéncia costeira completa como resultado das caracteristicas de duracao e intensidade da tenséo de
cisalhamento superficial. O forte gradiente térmico que se estabeleceu na regido condicionou o padrédo
hidrodinamico de disperséo da pluma de sedimentos oriundos do rio.

Um aumento na descarga continental aliada as tensdes de cisalhamento de vento nordeste menos
intensas ndo produz uma ressurgéncia completa, mas resultam em um oceano estratificado em duas
camadas com uma forte picnoclina separando aguas superficiais mais quentes das aguas frias abaixo da
pichoclina. Um padrao distinto deve ocorrer no inverno (estacéo seca), embora ndo tenham sido realizadas
coletas in situ nesta estacao.

Medidas de correntes realizadas com ADCP de casco durante a segunda pernada das coletas
realizadas com o NOc Vital de Oliveira mostraram correntes nordeste em um aparente desacoplamento com
o padrao superficial de vento que também era nordeste, sugerindo que a dinamica de mesoescala deva ser
considerada nesta regido da plataforma continental capixaba.

A coleta de dados in situ € essencial para avaliar a dindmica oceanogréfica na regido. Também séo
importantes na validagdo do desempenho dos modelos numéricos e dos dados obtidos por sensoriamento
remoto. Uma vez que a coleta de dados oceanograficos in situ possuem alto custo de aquisicdo e demanda
de tempo, a modelagem numérica e 0 sensoriamento remoto tornam-se ferramentas essenciais para a
identificacdo e entendimento da dindmica em distintas escalas espaciais e temporais possibilitando o
acompanhamento dos impactos e seus efeitos. O modelo proposto neste monitoramento é o ROMS
(Regional Ocean Modeling System) associado ao modulo biogeoquimico FENNEL, para avaliar o impacto
na por¢ao bioldgica, geoldgica e quimica do ambiente marinho receptor final do rejeito vazado.

Finalmente, deve-se utilizar o sensoriamento remoto, uma fonte de dados sinépticos com o qual é
possivel avaliar o campo térmico e a biomassa fitoplancténica espacial e assim inferir o desenvolvimento do
campo vertical, bem como a disperséo da pluma de sedimentos.
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3. OBJETIVO

Avaliar e caracterizar a dindmica oceanografica desta regido da plataforma continental adjacente a
foz do Rio Doce, relacionando-a as condi¢des atmosféricas locais e regionais, a partir da coleta e andlise de
dados in situ, ex situ (satélite), além da modelagem numérica a fim de entender o controle que essas
forcantes exercem sobre a dinAmica da dispersao de sedimentos oriundos dos rejeitos vazados.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 1- Levantamentos de dados in situ (mensal, trimestralmente e semestralmente):

A coleta de dados in situ é necessaria para avaliarmos o impacto que o ambiente marinho esta
sendo submetido com a chegada da lama de rejeitos ao mar. Ao mesmo tempo, estaremos coletando dados
para avaliar o padrdo meteorologico e oceanografico e entendermos como a dinamica oceanografica
condiciona o destino desse rejeito no mar.

Meta 2- Fundeio

Dois aspectos principais justificam a necessidade dos fundeios oceanograficos: 1- a necessidade de
obtencdo de séries temporais de alta resolucdo temporal para se avaliar (mesmo que pontualmente) a
dindmica do sistema oceanogréfico e 2- a necessidade de obtermos dados de correntometria. A jun¢édo dos
dados oriundos dos varios fundeios permitira que se construa um cenério dindmico, além de possibilitar a
validacdo dos resultados da modelagem numérica.

Meta 3- Modelagem numérica

Os resultados do modelo numérico (hidrodinamico + biogeoquimico) permitirdo uma visualizagéo
sindtica do sistema tridimensional da area em alta resolucéo temporal e espacial. Assim, uma vez validados
os resultados serdo possiveis se acompanharem a evolug¢éo temporal da dinAmica oceanogréfica.

Meta 4- Sensoriamento Remoto

Com os dados oriundos do sensoriamento remoto (ex., Temperatura da Superficie do Mar, cor
verdadeira do oceano, concentracdo de clorofila-a etc.) serd possivel acompanhar, sinoticamente, a
evolucdo temporal das fei¢cdes térmicas, da pluma de sedimentos e dos efeitos na porcao fitoplancténica da
cadeia tréfica. Esses dados também auxiliardo na validacdo dos resultados dos modelos hidrodindmico e
biogeoquimico.

5. PRODUTOS

5.1. DADOS BRUTOS
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto
os coletados in situ como os processados no laboratorio)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

In situ (Campanhas e Fundeios)
Temperatura

Salinidade

Turbidez

Fluorescéncia

Correntometria

Elevacao do nivel do mar
Renato David Ghisolfi
Simulacdo Numeérica (resultados diarios)

Campos termohalinos

Campos de velocidade de corrente

Campos de nutrientes (nitrato e amdnia)

Campos de fitoplancton e zooplancton

Campos de clorofila-a e oxigénio dissolvido

Mapa da distribuicdo de sedimento superficial e de fundo
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Sensoriamento Remoto

Compilagéo de imagens validas de Temperatura da Superficie do Mar
Compilagéo de imagens validas de Clorofila-a

Compilacéo de imagens vélidas de Cor verdadeira

5.2. ANALISE DE DADOS
(Relacionar as andlises que serao feitas e entregues até o 15° més de

RESPONSAVEL

vigéncia do Projeto) (Pessoal Vinculado)

Caracterizacdo do padrao hidrodindmico e termohalino na plataforma
continental adjacente a foz do Rio Doce

Andlise do espalhamento do sedimento superficial e de fundo associados a
vazéo do Rio Doce

Analise da distribuicdo dos parametros biogeoquimicos sobre a plataforma
continental

Identificacéo e caracterizacdo de processos de meso-escala (ex.,
ressurgéncia costeira)

Distribuicdo espaco-temporal da pluma de sedimentos do Rio Doce,
Clorofila-a e Temperatura superficial do mar

Renato David Ghisolfi

6. METODOLOGIA

Levantamento in situ mensal, trimestral e semestral

Coleta

Na amostragem in situ em cada estacdo amostral deverdo ser obtidos perfis verticais de dados

termohalinos (temperatura e condutividade), de presséo, fluorescéncia ou concentracdo de clorofila-a,
turbidez e, se disponivel, também oxigénio. O turbidimetro deve estar calibrado para leituras entre 0 e 100
NTU (Unidades Nefelométricas de Turbidez).

Processamento dos dados em laboratério

Os dados hidrogréficos obtidos por um CTD seréo tratados com o auxilio do software Matlab®. Esse
procedimento assegurard que os dados ndo apresentardo valores discrepantes e/ou descontinuidades nas
andlises posteriores. As etapas deste procedimento incluem:

Filtragem: Utilizacdo de um filtro passa-baixa para eliminar as altas frequéncias (ruidos) dos dados
de temperatura, condutividade e pressdo. Assim, serdo detectados e retirados valores discrepantes
(spikes) utilizando o critério de separar verticalmente os perfis em 5 m e, em cada bloco, eliminando
os valores que forem superiores (inferiores) a ele mesmo somado (subtraido) de trés vezes o desvio
padréo do bloco.

¢ Alinhamento: Inclui a correcdo da diferenca entre os tempos de resposta dos sensores de
condutividade e oxigénio em relagédo a pressao para garantir que todos os parametros se tratam da
mesma parcela de 4gua;

« Binagem: Médias verticais dos dados a cada 1 dbar de coluna de agua de forma que os perfis
termohalinos figuem equi-espagados verticalmente.

Em seguida, os dados termohalinos passardo por um alisamento por janela mével que consiste na

substituicdo dos valores de temperatura e salinidade por uma média ponderada entre eles mesmos e 0s
valores adjacentes. O tamanho da janela sera ajustado as baixas profundidades da area de estudo. A janela
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aplicada sera do tipo Hanning cuja distribuicdo de peso é de carater gaussiano, ou seja, 0 maior peso &
atribuido ao valor central.

Por fim, serdo estimadas outras propriedades oceanogréficas a partir da temperatura, condutividade
e pressao com o auxilio do pacote de rotinas GSW Oceanographic Toolbox desenvolvido por McDougall e
Barker (2011).

Apbds o pré-processamento descrito acima os dados serdo analisados por meio de secfes
horizontais e verticais e de estacdes individuais de modo que se estabelecam cenarios que auxiliem na
compreenséo de como a dindmica oceanogréfica local condiciona o padréo de distribuicdo e destino final do
rejeito no ambiente marinho.

Modelo
Implementacéo

0] modelo oceénico tridimensional ROMS (Regional Ocean Modeling
System, http://www.myroms.org, Haidvogel et al., 2000; Marchesiello et al., 2001) sera utilizado para
evidenciar processos de pequena e mesoescala ao longo da plataforma continental do Espirito Santo e
oceano adjacente. Duas simulacBes numéricas de distintas resolucBes espaciais serdo utilizadas. Na
primeira, a resolucao espacial sera de 1/24° (~4,6 km) e 40 niveis sigma, cobrindo a regido de 44° e 33°0 e
13° e 26°S. Nela serdo implementadas forcantes datadas a partir de outubro de 2008. Aninhada a esta
grade sera implementado o nesting online two-way, a uma segunda grade numérica agora com resolugéo
espacial de 1/120° (~0,9 km) com foco sobre a plataforma do ES entre o Banco de Abrolhos e o sul do
Estado. Esta segunda simulagéo iniciard em janeiro de 2013. A batimetria a ser utilizada derivara dos dados
do GEBCO (General Bathymetric Chart of the Oceans) com resolucéo espacial de 30 arco segundo. Esses
dados deverdo ser suavizados e complementados/ajustados com dados medidos in situ sobre a plataforma
continental da regio.

As condicdes de contorno Radiation/Nudging serdo impostas para o0s tracadores
(temperatura/salinidade), bem como para as componentes baroclinicas, e as condi¢bes de Flather para as
condig¢Bes barotrépicas, com o modo explicito de Chapman para a superficie livre. O Nudging sera aplicado
em 30 pontos de contorno de cada grade, durante 5 dias nos contornos. Uma camada de esponja de 25
pontos de grade sera implementada nos contornos abertos (norte, sul e leste), onde o coeficiente de
viscosidade horizontal devera ser mantido constante em 50 m*.s™. O modelo de fechamento turbulento a ser
utilizado devera ser o Generic Length Scale (GLS vertical mixing) (Umlauf e Burchard, 2003), o qual foi
introduzido ao ROMS por Warner et al. (2005). O cisalhamento de fundo sera parametrizado usando-se a lei
de arrasto de fundo quadratico, com um valor de Cp = 3 x 10°°.

As forcantes atmosféricas aplicadas a ambos 0s experimentos serdo provenientes da reanalise do
CFSR/NCEP (Climate Forecast System Reanalysis, Saha et al., (2010)), o qual possui resolucéo espacial
de 0,3° a cada 6h, aplicado através de todo o dominio. As condi¢Bes de contorno laterais alimentadas ao
dominio de menor resolugcdo espacial serdo provenientes do modelo oceanico global HYCOM-NCODA
(Hybrid Coordinate Data Assimilation-Navy Coupled Ocean Data Assimilation, Wallcraft et al. (2009)), com
uma resolucéo horizontal de 1/12° (~9,2 km). As principais constituintes diurnas e semidiurnas (M,, S,, N,
Ky, O, Q1, K1, Py, M € My,,) da maré serdo também aplicadas as condi¢cdes de contorno laterais, com
dados provenientes do modelo global TPXO do Atlantic Ocean-ATLAS, com resolucdo horizontal de 1/12°.

Na segunda simula¢@o numérica sera avaliada a disperséo da pluma do Rio Doce tendo como base
a distribuicdo halina na plataforma continental. A principio, serdo utilizados dados médios diarias de vazédo
da estacéo de Colatina/ES distribuidas exponencialmente ao longo da coluna d'agua em um canal estuarino
de distante ~90 km da foz do rio.

Os resultados do modelo hidrodindmico aliados ao da climatologia do WOA (World Ocean Atlas)
2013 também alimentardo o modelo biogeoquimico Fennel (Fennel et al., 2006a, 2008a), o qual descreve
de forma simplificada o ciclo do nitrogénio com sete variaveis de estado: nitrato, amonia, fitoplancton,
zooplancton, detritos pequenos e grandes, e clorofila-a (Fennel et al., 2006). O oxigénio dissolvido foi
adicionado ao modelo original como uma variavel de estado como descrito em Fennel et al. (2013). Os
detalhes do modelo podem ser obtidos em Fennel et al. (2006, 2013). As constantes dos parametros do
modelo serdo mantidas como em Fennel et al. (2011, 2013). O modelo biogeoquimico Fennel foi utilizado
com sucesso em estudos envolvendo o papel da plataforma continental no ciclo do nitrogénio (Fennel,
2010), nas de condi¢Bes de hipoxia (Fennel et al., 2013; Fennel et al., 2016) e nos impactos do ferro na
producéo fitoplanctdnica (Fennel et al., 2003).

As variaveis biolégicas como amoénia, fitoplancton, clorofila-a, zooplancton e detritos e as
concentracdes de NO; e oxigénio dissolvido serdo inicializadas com valores climatoldgicos de acordo com
os dados globais do WOA 2013 e os dados obtidos in situ. Para simular os efeitos que a pluma do Rio Doce
causa sobre o ciclo do nitrogénio na plataforma continental, seréo utilizadas concentracdes base de NO; na
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forcante fluvial de acordo com dados primarios obtidos in situ antes da chegada da lama de rejeitos no mar.
Os resultados do modelo servirdo para analisar, juntamente com as imagens de satélite, os processos de
ressurgéncia costeira com enriquecimento de nutrientes (também oriundas da descarga continental) e a
floracao fitoplanctonica.

Resultados e processamento

No processamento dos resultados sera realizada uma andlise de campos e sec8es verticais das
diferentes variaveis dos resultados numéricos (temperatura, salinidade, velocidade, etc). Essas andlises
compreenderdo estatisticas basicas dos diferentes campos (médias, desvio-padrdo, variancia, etc), bem
como a analise de campos instantaneos de condicées oceanogréficas, analise de eventuais padres
sazonais e variabilidade interanual. As andlises serdo focadas (mas ndo limitadas a) as condigbes
oceanograficas de superficie e fundo da regido, visando melhor compreender a disperséo e o transporte de
sedimentos, nutrientes e plancton na foz do Rio Doce.

Durante as simulagbes numéricas serdo implementados fundeios virtuais quando serdo
armazenados dados horérios de temperatura, salinidade, componente zonal e meridional da velocidade em
diferentes profundidades e elevag¢édo da superficie do mar. Inicialmente, deverdo ser contempladas as 38
estacdes onde ja foram realizadas coletas de dados em campanhas anteriores na regido, além dos pontos
de fundeios descritos neste documento. Serdo feitas comparacdes entre 0s resultados numeéricos obtidos a
partir dos fundeios virtuais com os dados in situ obtidos a partir dos cruzeiros e fundeios. As séries
temporais serdo decompostas em diferentes escalas temporais de maneira a poder avaliar a capacidade do
modelo de reproduzir os diferentes processos que ocorrem na regido, como as correntes de maré, correntes
induzidas pelo vento, ressurgéncia, entre outros.

A metodologia de processamento das séries temporais dos fundeios virtuais sera a mesma
contemplada no item Fundeios descrito a seguir.

Fundeios

Implementacéo
Um total de quatro linhas de fundeio serdo instaladas prioritariamente na regido do entorno da foz

do Rio Doce. Nelas dever&o ser obtidas medidas de ondas, correntes, dados termohalinos e, no minimo
fluorescéncia e turbidez. A linha de fundeio devera contemplar, pelo menos, uma medicdo junto ao fundo e
outra proxima a superficie.

Uma vez que houve a reducdo de 5 para 4 linhas de fundeio no total, podera haver alteracdo na
localizacdo dos pontos originalmente propostos sem, contudo, se alterar a esséncia do planejamento
original.

Processamento

As séries temporais medidas serdo analisadas tanto no dominio da frequéncia quanto no dominio
do tempo.

Os dados de corrente serdo rotacionados conforme a inclinagdo da linha de costa (ou linhas
batimétricas locais) de forma a se trabalhar com as componentes alongshore e cross-shore da circulagédo
local. Para cada ponto serdo produzidos perfis médios (e respectivos desvios-padrao) de velocidade,
avaliando-se no dominio da frequéncia os principais periodos de processos oceanogréaficos que ocorrem na
regido (circulacdo da maré, vazdo do rio, circulacdo induzida pelo vento, ressurgéncia costeira). Essas
andlises serdo feitas relacionando os diferentes parametros (temperatura, salinidade, correntes,
fluorimetria), tanto no dominio do tempo quanto em analises espectrais cruzadas. Essas andlises serdo
focadas (mas néo limitadas) ao entendimento das diferencas entre a circulagdo da superficie e do fundo na
regido e na inter-comparacao entre os dados obtidos para cada um dos pontos de fundeios.

Associadas as medi¢cdes de correntes, serdo realizadas medi¢cbes de ondas de gravidade
superficiais quando deverdo ser obtidos os principais parametros de onda (altura significativa, periodo e
direcé@o de pico) a partir do céalculo do espectro cruzado das componentes cartesianas de velocidade e da
pressao.

A partir da caracterizagdo dos principais processos fisicos que atuam na plataforma interna da
regido, as séries serao filtradas conforme os periodos obtidos utilizando um filtro digital recursivo, para
separar as diferentes bandas do espectro local de processos que atuam no sedimento e demais parametros
biogeoquimicos. A divisdo da dinamica local em diferentes escalas temporais de processos oceanograficos
permitird melhor caracterizar os processos fisicos que atuam na foz do Rio Doce e adjacéncias e avaliar a
capacidade dos resultados numéricos de reproduzir os principais processos locais e regionais.
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Sensoriamento remoto

O sensoriamento remoto sera desenvolvido em trés niveis, isto é, a partir do uso de, pelo menos,
dois conjuntos de imagens de satélite: temperatura da superficie do mar e cor verdadeira/clorofila-a. Em
laboratério seréd realizado um processamento dessas imagens e a unido dessas informacgdes resultara em
uma avaliacdo da disperséo espaco-temporal da pluma de sedimentos e/ou da sua influéncia, por exemplo,
na cadeia tréfica marinha.

A avaliacdo dos ciclos de variacBes espaco-temporais de biomassa fitoplanctdnica superficial sera
realizada com o emprego da técnica Empirical Ortogonal Function (EOF) sobre as imagens de concentragdo
superficial de clorofila-a. Ap6s isso, esses ciclos poderdo ser associados aos ciclos de variacbes de
forcantes fisicas, tais como a vazao do Rio Doce e/ou a circulacdo oceénica de pequena e meso-escala.

Com os referidos ciclos definidos, se empregara o uso do estudo fenoldgico sobre esses dados com
o objetivo de se quantificar o inicio e fim dos periodos de alta biomassa fitoplanctdnica, ou floracéo, e os
momentos de concentracdo maxima de microalgas.

Paralelamente as analises de EOF e de fenologia, as imagens de TSM serdo correlacionadas as
imagens de concentracdo de clorofila-a, visando observar a existéncia de associacdes entre padrdes
espaco-temporais de variacdo conjunta por meio da técnica Singular Value Decomposition (SVD). Essa
andlise permitird quantificar a influéncia da temperatura da superficie do mar sobre a concentragcdo das
microalgas.

Imagens de cor verdadeira também serdo utilizadas na identificacdo visual (qualitativa) da pluma de
sedimentos oriunda do rio. Por meio dessas imagens serdo avaliadas as areas de acdo superficial da
pluma, bem como seus deslocamentos.

Por fim, os dados obtidos via sensoriamento fardo parte do banco de dados utilizados na calibracdo
do modelo proposto no referido tdpico.

7. INTEGRAQAO COM OS DEMAIS PROJETOS

O entendimento da dinamica oceanica nas suas distintas escalas espacgo-temporais € vital e seréo
usados para a compreensdo dos padrfes e na dinamica tanto biologica (porgdo planctbnica: fito, zoo e
ictioplancton, ictiologia e bentos), quanto quimica (hidrogeoquimica), e geoldgica (sedimentologia, fundos
recifais, monitoramento de praia) para citar alguns. Igualmente, as informac6es geradas por esses projetos
sdo fundamentais para corroborar os achados fisicos. Igualmente, para um melhor entendimento dos
processos fisico sdo necessarios dados da porgdo dulcicola, principalmente vaz&o, turbidez e material
particulado.

A unido destas informacgbes permitira o entendimento da dindmica associada a pluma de rejeitos
nas suas distintas areas.

8. REFRENCIAS BIOBLIOGRAFICAS

FENNEL, K.; ABBOTT, M. R.; SPITZ, Y. H.; RICHMAN, J. G.; NELSON, D . M. Impacts of iron control on
phytoplankton production in the modern and glacial Southern Ocean. Deep-Sea Res. Il. v. 50, p. 833-851,
2003.

FENNEL, K. The role of continental of continental shelves in nitrogen and carbon cycling: Northewestern
North Atlantic case study. Ocean Sci. v. 6, p. 539-548, 2010.

FENNEL, K.; WILKIN, J.; LEVIN, J.; MOISAN, J.; O'REILLY, J.; HAIDVOGEL, D. Nitrogen cycling in the Mid
Atlantic Bight and implications for the North Atlantic nitrogen budget: results from a three-dimensional model.
Glob. Biogeochem. Cycles. v. 20, GB3007, 2006.

FENNEL, K.; HETLAND, R.; FENG, Y.; DIMARCO, S. A coupled physical-biological model of the Northern
Gulf of Mexico shelf: Model description, validation and analysis of phytoplankton variability,
Biogeosciences. v. 8, p. 1881-1899, 2011.

FENNEL, K.; HU, J.; LAURENT, A.; MARTA-ALMEIDA, M.; HETLAND, R. Sensitivity of hypoxia predictions
for the Northern Gulf of Mexico to sediment oxygen consumption and model nesting, J. Geophys. Res.
Oceans. v. 118, p. 990-1002, 2013.

FENNEL, K.; LAURENT, A.; HETLAND, R.; JUSTIC, D.; KO, D. S.; LEHRTER, J.; MURRELL, M.; WANG,
L.; YU, L.; ZHANG, W. Effects of model physics on hypoxia simulations for the northern Gulf of Mexico: A
model intercomparison. J. Geophys. Res. v. 121, doi:10.1002/2015JC011577, 2016.



| FEST PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE
Fun AQUATICA DA AREA AMBIENTAL |

HAIDVOGEL, D. B.; ARANGO, H.; BUDGELL, W. P.; CORNUELLE, B. D.; CURCHITSER, E.; DILORENZO,
E.; FENNEL, K.; GEYER, W. R.; HERMMAN, A. J.; LANEROLLE, L.; LEVIN, J.; McWILLIAMS, J. C;
MILLER, A. J.; MOORE, A. M.; POWELL, T. M.; SHCHEPETKIN, A. F.; SHERWOOD, C. R.; SIGNELL, R.
P.; WARNER, J. C.; WILKIN, J. Ocean forecasting in terrain-following coordinates: formulations and skill
assesment of the Regional Ocean Modeling System. J. Comput. Phys. v. 227, p. 3595-3624, 2008.

MARCHESIELLO, P.; McWILLIAMS, J. C.; SHCHEPETKIN, A. F. Open boundary conditions for long-term
integration of regional ocean models. Ocean Model. v. 3, p. 1-20, 2001.

UFES, UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO. Monitoramento da Influéncia da Pluma do Rio
Doce apds o rompimento da Barragem de Rejeitos em Mariana/MG - Novembro de 2015: Processamento,
Interpretacéo e Consolidacéo de Dados, 2017.

UMLAUF, L.; BURCHARD, H. A generic length-scale equation for geophysical turbulence models. J. Marine
Res. v. 61, p. 235-265, 2003.

WARNER, J. C; SHERWOOD, C. R.; ARANGO, H. G.; SIGNELL, R. P. Performance of four Turbulence
Closure Methods Implemented using a Generic Length Scale Method. Ocean Modelling. v. 8, p. 81-113,
2005.



| HFEST PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE
Fun @

AQUATICA DA AREA AMBIENTAL |

MONITORAMENTO DE POTENCIAIS IMPACTOS DO REJEITO DE MINERIO DE
FERRO NA PRAIA E ANTEPRAIA ADJACENTES DA DESEMBOCADURA DO

1. EQUIPE TECNICA

RIO DOCE (ANEXO 4)

Nome Funcéo Instituicéo
Dra. Jacqueline Albino Coordenadora do anexo DOC / UFES
Coordenadora do subprojeto
Morfodindmica Praial
Dra. Maria Tereza Weitzel Dias Coordenadora de Subprojeto (Quimica) | DQUI/UFES
Carneiro Lima
Dra. Karla Gongalves da Costa Coordenadora de Subprojeto (Bentos) CEUNES/UFES
Dra. Vanessa Siméo do Amaral Pesquisador Pés-Doutorado CEUNES/UFES
Bentos
Dr. Dieter Muehe Pesquisador DOC/UFES
Morfodindmica e sedimentacao de praia
e antepraia
Dr. Luiz Henrique Sielski de Pesquisador P6s-Doutorado DOC/UFES
Oliveira Morfodindmica de Praia
Modelagem e Tratamento de ondas
Dra. Geisamanda Pedrini Branddo | Pesquisador Doutor Il Analise Quimica DQUI/UFES
Athayde de Sedimento por AAS
Doutor Il Especialista em Decapoda USP
Doutor Il Especialista em Anfipoda UFPE
Doutor Il Especialista em Moluscos UFES
Doutor Il Especialista em Poliqueta UFAL
Doutor Il Especialista em Poliquetas Intersticiais UFPR
Doutor Il Especialista em Equinodermatas UNICAMP
Profissional Mestre | Pesquisador CEUNES/UFES
Profissional Mestre | Pesquisador CEUNES/UFES
Profissional Mestre | Pesquisador CEUNES/UFES
Profissional Junior Pesquisador CEUNES/UFES
Profissional Junior Pesquisador CEUNES/UFES
Profissional Junior Pesquisador CEUNES/UFES
Técnico de Nivel Superior — Geoquimica DQUI/UFES
MSc Maiara Krause
Técnico de Nivel Superior Pesquisador DOC/UFES
Dr. Jefferson Rodrigues de Souza | Pesquisador PGs-Doutorado DOC/UFES
Geoquimica
Iniciacdo Cientifica Pesquisador DOC/UFES
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Iniciacdo Cientifica Pesquisador DOC/UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador DOC/UFES
Bruna Marine Damm Pesquisador DQUI/ UFES
Iniciacdo Cientifica
Maria Eduarda Mendes Juvenato Pesquisador DQUI/ UFES
Iniciacdo Cientifica
Iniciagdo Cientifica Pesquisador CEUNES/UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador CEUNES/UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador CEUNES/UFES
Iniciagdo Cientifica Pesquisador CEUNES/UFES
Iniciagéo Cientifica Pesquisador CEUNES/UFES
Iniciagdo Cientifica Pesquisador CEUNES/UFES
Profissional Mestre Pesquisador DOC/UFES

2. ESCOPO

Em 5 de novembro de 2015 o rompimento da barragem de rejeitos de minério de ferro na localidade
de Mariana (MG) despejou cerca de 50x10°m?® de areia e lama na zona costeira do Espirito Santo, sendo
aproximadamente 16x10°m® no sistema fluvial/estuarino. O evento deslocou o volume de contaminantes ao
longo de quase 700 km até a foz do Rio Doce na localidade de Regéncia (ES) e na plataforma continental
adjacente. Em 7 de dezembro, a pluma de material em suspensao se espalhou ao longo da costa em quase
80 km, sendo 57 km para o norte e 17,5 km para o sul, além de 18 km costa-a-fora, conforme dados do
IBAMA publicados no G1 na edigéo de dezembro de 2015.

A possibilidade de contaminacédo das areias das praias adjacentes levou a retirada e relocacao de
ninhos de tartaruga para outras praias e, ainda, a proibicdo de banho de mar, prejudicando as atividades
econOmicas e recreacionais da regido costeira. Neste sentido, a seguranca ao banho/balneabilidade do
litoral atingido e a fauna associada ao sistema praial necessitam ser avaliadas para que respostas sejam o
mais prontamente dadas a sociedade. Através de estudos e monitoramento praial de curto e longo prazo,
busca-se obter respostas para as seguintes questdes:

e Qual o alcance maximo dos contaminantes ao longo da costa?

¢ Qual seu deslocamento ao longo do tempo?

e Quais os processos morfodindmicos envolvidos na distribuigdo dos contaminantes?

e Existe a possibilidade de os contaminantes atingirem a berma alta da praia e a costa e, em caso
afirmativo, em que condic¢des de energia de onda?

e Qual aresiliéncia do sistema praia-antepraia para neutralizar a acdo dos contaminantes ao longo do
tempo nos sedimentos e na fauna bentbnica?

3. OBJETIVO

O objetivo geral do projeto é avaliar a balneabilidade das areias da praia ao uso recreativo e avaliar
as condicdes ambientais dos ecossistemas, a distribuicdo espacial e a magnitude dos impactos e as
consequéncias sobre as atividades ecoldgicas e econdmicas do litoral.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 1 - Avaliagdo da morfologia e sedimentologia praial

A caracterizacdo morfodindmica da praia, juntamente com a caracterizacdo do clima de ondas,
permitird avaliar a amplitude de mobilidade da praia e o alcance maximo vertical das ondas (run up) ao
longo da praia e areas de desova das tartarugas, objetivando determinar a vulnerabilidade das praias
guanto a mobilidade e/ou possibilidade de contaminacdo nas areas de protecdo. Ainda, sera possivel

2



| H"FEST PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE
Fia i

AQUATICA DA AREA AMBIENTAL |

identificar qualquer mudanca ou tendéncia de variacdo na topografia das praias em decorréncia do
acréscimo de finos no sistema praia/plataforma.

Meta 2 - Caracterizacdo multidecadal do clima de ondas regional

Tera a finalidade de embasar a interpretacdo morfodinamica de curto e longo prazo, assim como
verificar tendéncias de longo prazo. As Informacdes sobre o clima de ondas permitirdo o desenvolvimento
de modelos aplicados na interpretacdo adequada dos processos envolvidos na distribuicdo do material, na
identificacdo das areas preferenciais de deposicdo e, ainda, na discussdo da resiliéncia e adaptacéo
morfodindmica da praia em funcdo da incorporacdo da fracdo lamosa.

Meta 3 - Monitoramento da Fauna Bentdnica

A principal caracteristica bioldgica da regido entremarés de uma praia arenosa € a presenca de uma
diversa e adaptada biota. A macrofauna de praias arenosas inclui a grande a maioria dos taxons de
invertebrados, sendo os principais grupos os anelideos poliquetas, crustaceos e moluscos (MCLACHLAN &
BROWN, 2006). Os organismos encontrados nesses ambientes contribuem de forma significativa para o
fluxo de energia das cadeias tréficas e na reciclagem de nutrientes de fundos marinhos. A distribuicéo,
abundancia e diversidade da macrofauna de praias vém sendo relacionada, principalmente, aos fatores
fisicos, destacando-se dentre estes a ac¢do das ondas, o tamanho das particulas de sedimento e a
declividade da praia (MCLACHLAN, 1983). Porém, fatores bioldgicos como predacdo, competicao,
disponibilidade e busca de alimento, dispersdo e assentamento larval, entre outros, também atuam na
estruturacdo da fauna bentbnica (KNOX, 2000).

Para avaliar os impactos provenientes do residuo de mineragdo no comportamento da fauna
bentbnica marinha nas praias arenosas sob possivel influéncia da pluma de sedimento, serdo analisadas a
distribuicdo espago-temporal da meiofauna e macrofauna bentbnica. Através do monitoramento dessa
comunidade, associada aos parametros fisico-quimicos do sedimento, serd possivel identificar como e até
onde os residuos da mineragdo afetaram a estrutura da fauna bentbnica e qual a resiliéncia dessa
comunidade.

Meta 4 - Monitoramento da qualidade quimica das areias

Caracterizagdo quimica das praias através do monitoramento de elementos traco nos sedimentos
e/ou agua. As informacdes obtidas serdo integradas com os dados de morfodindmica, clima das ondas e
fauna bentbnica para avaliar o impacto causado a este ambiente apds o acidente. As informagdes obtidas
nos estudos de morfologia e sedimentologia serdo utilizadas para avaliacdo da mobilidade dos
contaminantes quimicos.

5. PRODUTOS

5.1. DADOS BRUTOS
(Dados que serdo entregues como produtos, segundo o TR4,

PESQUISADOR
RESPONSAVEL

contemplando tanto os coletados in situ como o0s processados no
laboratério)

(Pessoal Vinculado)

Colecéo de invertebrados marinhos
Base de dados da fauna bentbnica
Densidade de organismos

Riqueza taxonémica

Diversidade de organismos

Cotas dos perfis topobatimétricos das praias (10 perfis)

Para os sedimentos da praia e antepraia ao longo dos 10 perfis:

Classifica¢do granulométrica
Teores de Carbonato
Teores e classificacdo visual de minerais pesados

Teores de elementos traco por ICP OES e ICP-MS

Teores de elementos traco por AAS

Karla Costa
Karla Costa
Vanessa do Amaral
Vanessa do Amaral
Vanessa do Amaral

Dieter Muehe

Jacqueline Albino
Jacqueline Albino

Jacqueline Albino

Maria Tereza Carneiro
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Caracterizacdo quimica e mineraldgica

Geisamanda Brandao

Maria Tereza Carneiro
Vanessa do Amaral

5.2. ANALISE DE DADOS
(Relacionar as analises que serdo feitas e entregues até o 15° més de
vigéncia do Projeto)

PESQUISA,DOR
RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

Analise da distribuigdo espacial da fauna bentdnica (macro e
meiofauna) na praia e antepraia das areas adjacentes a foz do
Rio Doce

Analise das alteracbes meteorolégicas e das condi¢cdes
hidrodinamicas (forcantes)
Analise espago-temporal da variagdo dos sedimentos detriticos

depositados (quanto a granulometria e composigao) (trimestral).

Variacdo morfoldgica das praias/antepraias

Discussao da variabilidade morfodinamica das praias e do
processo costeiro, considerando a integragédo dos dados
sedimentoldgicos, morfolégicos e hidrodindmicos

Modelo de transporte de sedimentos e distribuicdo da energia das
ondas
Analise da distribuicdo de elementos trago, caracterizagao

guimica e mineraldgica ao longo das praias

Andlise e integracéo de dados morfodindmicos, benténicos e
guimicos e diagndstico de contaminacao das praias

Andlise dos resultados obtidos considerando dados pretéritos
existentes

Karla Costa
Vanessa do Amaral

Luiz Henrique Sielski de
Oliveira

Jacqueline Albino

Dieter Muehe

Jacqueline Albino

Luiz Henrique Sielski de
Oliveira
Maria Tereza,
Geisamanda e Jefferson
Rodrigues
Jacqueline Albino
Karla Costa
Maria Tereza

Jacqueline Albino
Karla Costa
Maria Tereza

6. METODOLOGIA

6.1. Estacdes, distribuicdo e sazonalidade das coletas

O monitoramento das praias adjacentes a desembocadura do rio Doce devera ser realizado através
de levantamentos de perfis topobatimétricos praiais transversais a costa, com coleta de sedimentos para

andlises fisicas, quimicas e bioldgicas.

O levantamento dos perfis devera ser estendido até a is6bata de 10m, onde serdo obtidos, com
auxilio de uma embarcacdo e mergulhador, dados batimétricos e de sedimentos, por meio de coleta

superficial e/ou testemunhagem.

Seréo estabelecidas 10 estacfes amostrais ao longo do litoral, conforme Tabela 1 e Figura 1. As
estacdes ao longo da planicie do rio Doce estéo localizadas na &rea da Reserva Bioldgica de Comboios e,

ao sul, no litoral de Aracruz, na Area de Protecdo Ambiental Costa das Algas.
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Tabela 1: Localizacdo aproximada das estagcbes amostrais do monitoramento do sistema praial.
Coordenadas em UTM (fuso 24K).

ESTACOES LESTE SUL
ARACRUZ 1 REFUGIO 379867 7789122
ARACRUZ 2 PADRES 385064 7798663
DOCE SUL 1 BARRA DO RIACHO 389666 7808931
DOCE SUL 2 COMBOIOS 398484 7818546
DOCE SUL 3 REGENCIA 407417 7824461
DOCE NORTE 1: POVOACAO 417864 7834350
DOCE NORTE 2: VILA DE CACIMBAS 426647 7857980
DOCE NORTE 3: PONTAL DO IPIRANGA 425785 7877396
DOCE NORTE 4: URUSSUQUARA 423027 7897769
DOCE NORTE 5: GURIRI 421309 7929528
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Figura 1. Representacdo esquematica da area de estudo, indicando as estagcdes amostrais de coleta. Batimetria:
SRTM15-Plus.

O monitoramento sera realizado ao longo de 12 meses da seguinte forma:
e 4 campanhas (trimestrais) para as andlises fisicas e geoquimicas;
e 2 campanhas (semestrais) para a andlise da comunidade bentdnica, que deverao ser realizadas em
maré baixa de sizigia.
Cada campanha deve representar todos o0s levantamentos de campo, i.e., o levantamento
topobatimétrico dos perfis e as coletas de sedimentos.

6.2. Andlise da Morfologia e sedimentologia

6.2.1 Caracterizacéo multidecadal do clima de ondas

Sera realizada uma avaliagdo multidecadal do clima de ondas (60 anos) a partir das principais
variaveis estatisticas, como altura significativa (hs, (m), periodo de pico (Tp,(s) e direcao de pico (8°). Os
dados de longo prazo serdo obtidos a partir de modelos globais de ondas superficiais, como o Global Ocean
Waves (REGUERO et al., 2012) e NOAA-WW3 (TOLMAN, 2009). Caso necessario, 0 comportamento do
espectro de ondas sera propagado para aguas rasas utilizando-se modelos numéricos especificos para tal
finalidade, como SMC-Brasil, Sisbahia ou Delft 3D-WAVE, com resolucdo de malha adequada a batimetria
disponivel. Os modelos serdo validados a partir de comparacdes com dados obtidos in situ através de
equipamentos ADCP, no ambito do projeto.

6.2.2 Monitoramento de perfis topobatimétricos

Perfis topobatimétricos serdo monitorados ao logo da costa entre as estacdes (UTM - WGS 1984)
379908.84/7787892.11 e 421309.00/7929528.00 e consistirdo em cinco perfis ao norte e cinco ao sul da
desembocadura do rio Doce.
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Os perfis serdo levantados a partir do limite da pos praia e se estenderdo para a zona submarina
até o limite da antepraia média, ou seja, até a profundidade de fechamento, em torno da is6bata de 10 m.

O levantamento dos perfis de praia sera feito por meio de posicionamento espacial e altimétrico por
meio de posicionamento em tempo real (GPS RTK) ou outros métodos, como nivelamento topografico por
meio de estacdo total, nivel ou teodolito. A utilizacdo do RTK subentende a colocacdo de marcos
geodésicos ao longo do litoral em estudo, os quais servirdo de base de correcdo de coordenadas X, Y, Z.
Estes dados deverao ficar disponiveis para a Universidade.

O levantamento da zona submarina (antepraia) devera feito por meio de embarcacdo apropriada a
dindmica de onda (jet ski, traineira ou lancha) com posicionamento por GPS RKT empregando
ecobatimetria monofeixe de dupla frequéncia, para definir a profundidade e a espessura da camada de
lama.

A acoplagem do perfil da praia com o da antepraia sera feita empregando metodologia proposta por
Muehe (2004) e consiste em transportar a cota altimétrica definida para o perfil de praia, por meio de ajuste
a previsdo maregrafica (MUEHE et al., 2003), por nivelamento desta cota a profundidade da posi¢do da
embarcacdo com a colocagdo de uma mira topografica ao lado da embarcacao. Isto ira permitir ajustar o
registro batimétrico a altimetria do perfil de praia.

A determinagéo do estagio morfodindmico praial (SHORT & WRIGHT 1984), sera utilizada como
indicagdo de sua variabilidade topogréfica, a partir de observacdes de altura (Hb) e periodo da onda (T) na
arrebentacdo e sua comparacao com a distancia (Dup) e duragdo (Tup) do espraiamento da onda na face
da praia, através da equacao proposta por Muehe (1998):

[ = [(sen[JDup)/HB]/(Tup/T)
Dados morfolégicos serdo utilizados na determinacao do run up e potencial de inundacgéo da praia.

6.2.3 Andlise Sedimentoldgica

Ao longo dos perfis topobatimétricos serdo abertas trincheiras de aproximadamente 1m e coletados
testemunhos na feicdo da berma, onde as arais permanecem mais tempo e a mobilidade € menor. Na
feicdo da face praial, as coletas serdo subsuperficiais, com trincheiras de até 20cm em cada campanha. Na
antepraia, um testemunhador sera utilizado para coleta subsuperficial. Coletas superficiais serdo realizadas
utilizando-se draga tipo Van Veen. Possivelmente as coletas serdo apoiadas por um mergulhador.

Os sedimentos das diferentes camadas sedimentares identificadas serdo analisados quanto a
granulometria e composicdo. Deverd ser realizada outra coleta, nos mesmos pontos, para as andlises
geoquimicas e outra para analises da macro e meio fauna.

As analises granulométricas deverdo ser realizadas com auxilio de um granuldmetro (andlise a
laser). As amostras dos sedimentos deverdo passar por uma preparacao prévia que consiste em lavagem,
secagem, quarteamento e extracdo, e posterior quantificacdo, da matéria organica. Os parametros
estatisticos granulométricos serdo determinados a partir do proposto por Folk & Ward (1957) utilizando o
programa livie GRADISTAT (BLOTT & PYE, 2001).

As andlises composicionais constituirdo na determinagéo dos teores e composicao dos carbonatos,
caso abundantes, e na determinag&o dos teores e composi¢cdo dos minerais pesados. Os minerais pesados
serdo separados da fracdo leve por separacdo dessimétrica, de acordo com Dias (2004) e a identificagédo
serd realizada em lupas, conforme proposto por Addad (2001).

6.2.4 Integracéo morfodinamica

A partir das informag6es morfologicas e sedimentoldgicas sera identificado o gradiente topogréfico
submarino e realizada a comparacdo com o perfil de equilibrio tedrico. Ser4 avaliado a distribuicdo e
espessura da deposicdo de lama, caso presente, sob 0 substrato arenoso e sua atuacdo na mordindmica
praial.

A caracterizacdo da morfodindmica da praia e do clima de ondas permitira avaliar a amplitude de
mobilidade da praia e o alcance maximo vertical das ondas (run up) a partir de modelos como 0s propostos
por Stockdon et al. (2006) e Sallenger et al. (2002) ao longo da praia. Esta informacédo auxiliara na
determinacéo da vulnerabilidade das praias quanto a mobilidade, potencial de inundacéo e possibilidade de
contaminagdo nas areas de prote¢ao, como a regido de restinga.

O monitoramento permitira compreender as alteracdes morfodinamicas, adaptacéo e resiliéncia do
sistema praial em funcao da incorporacéo, mobilizacao e redistribuicdo da fracdo lamosa incorporada as
praias.

6.3 Monitoramento da Fauna Bentbnica

Para o monitoramento da estrutura da comunidade de invertebrados benténicos marinhos ocorrerdo
duas coletas (semestrais) para amostragens de meiofauna e macrofauna nas praias do litoral norte do
Espirito Santo. O objetivo do monitoramento é avaliar os impactos provenientes do residuo de mineragéo no
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comportamento da fauna bentbnica marinha em praias arenosas sob possivel influéncia da pluma de
sedimento. Nessa regido, algumas areas ja possuem dados anteriores que serdo usados para fins de
comparacao.

6.3.1 Procedimentos de campo

Coletas semestrais serdo realizadas em dez estacdes amostrais distribuidas ao longo do litoral
norte do Espirito Santo, em diferentes faixas de praia: antepraia (infralitoral), face praial (mesolitoral) e na
berma (supralitoral), sempre em maré baixa de sizigia, ndo ultrapassando cinco dias subsequentes de
coletas. Em cada estacgéo, serao realizados trés transectos, onde serdo coletadas amostras em trés niveis:
supralitoral, mesolitoral e infralitoral. O mesolitoral sera o local que compreende a distancia entre a linha da
mare mais alta e o limite inferior de recuo maximo das ondas no horario previsto para a maré mais baixa de
sizigia. O supralitoral encontra-se acima do mesolitoral, em direcdo a duna e o infralitoral é a regido
submersa, onde as amostras serdo coletadas a uma profundidade aproximada de 1m. Sera coletada uma
amostra de macrofauna e uma amostra de meiofauna em cada um dos niveis de cada transecto, totalizando
9 amostras de cada componente bentbnico por estagdo amostral (as amostras serdo coletadas em triplicata
em cada faixa de cada ponto).

As amostras serdo tomadas com coletores cilindricos (para a macrofauna - 15 cm de diametro e 20
cm de profundidade; para a meiofauna - 2 cm de didmetro e 10 cm de profundidade). As amostras da
macrofauna serdo lavadas em campo em malha de 0,5 mm, acondicionadas em sacos plasticos
devidamente etiquetados e fixadas em solu¢do de formalina a 10%. J& as amostras de meiofauna seréo
diretamente acondicionadas em frascos plasticos em solucdo de formalina a 10%. Dados de salinidade e
temperatura da agua do mar seréo registrados em campo com multiparametro (equipamento mais indicado
para tais medigcbes).

6.3.2 Analise das amostras e tratamento dos dados

Em laboratério, a macrofauna sera triada manualmente e os organismos encontrados serao
identificados até a menor categoria taxondmica possivel sob microscépio estereoscépico e Optico, com
auxilio de bibliografia especializada. Grupos como Mollusca, Polychaeta, Decapoda, Amphipoda, Isopoda,
Tanaidacea e Echinodermatas serdo enviados a especialistas para identificacdo. As amostras de meiofauna
serdo lavadas em peneira de 0,063mm. A meiofauna sera extraida através de uma solugcédo acucarada com
gravidade especifica de 1,14 e serdo montadas laminas semipermanentes, onde 0s organismos seréo
guantificados e identificados em grandes grupos e a nematofauna sera identificada até a categoria de
género, sob microscopio optico.

Como descritores univariados da fauna seréo utilizados os valores de riqueza (nimero de espécies),
diversidade de Shannon-Wiener (H’log,) e densidade dos organismos mais abundantes. Para testar a
significancia dos descritores univariados da fauna seréo aplicadas analises de variancia (ANOVA). Para as
estatisticas multivariadas serdo utilizadas analises de ordenacdo (MDS), de variancia permutacional
(PERMANOVA) e de classificacdo (SIMPER) como proposto por Clarke & Ainsworth (1993), Clarke &
Warwick (2001) e Anderson et al. (2008). Para a realizacdo das analises estatisticas serdo utilizados os
aplicativos STATISTICA®, PRIMER®.

6.4 Monitoramento da qualidade quimica das areias

A praia é constituida basicamente por areia, que € um sedimento de origem mineral, cuja
composicdo quimica é majoritariamente quartzo (SiO,), podendo conter também minerais dispersos, como
feldspato, entre outros. Na berma ocorre a maior parte da utilizacdo das praias para fins de lazer por parte
da populacao, e €&, geralmente, escolhida como area de desova das tartarugas marinhas. Sendo assim,
monitorar a presen¢a de contaminantes quimicos na areia das praias torna-se bastante relevante. Desta
forma, o objetivo deste procedimento serd avaliar a presenca de elementos traco por espectrometria
atdbmica na areia das praias e avaliar o impacto causado a este local apés o acidente. A coleta sera
realizada conjuntamente ao estudo de morfologia e sedimentologia. Associado ao estudo de elementos
traco, visando compreender se a presenca dos mesmos € causada por fontes naturais ou antropicas, sera
realizada a caracterizacdo quimica e mineral6gica.

6.4.1 Pré-Tratamento das amostras

No laboratério as amostras serdo secadas a 60 °C, moidas, homogeneizadas adequadamente e
peneiradas para obtencdo de uma fracdo representativa para posterior analise quimica.

Fracdo Biodisponivel: Para extracdo da fracdo biodisponivel sera utilizada a norma ASTM
D3974-15 (ASTM, 2015), para a qual uma massa de amostra seca é pesada e transferida para um
recipiente de polipropileno, onde s&o adicionados 100 mL de HCI 2,5% m/v. O sistema sera submetido ao
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agitador mecénico por 16 h a temperatura controlada de 25°C. O extrato obtido ap0s filtracdo sera analisado
por ICP OES.

Fracdo Total: O procedimento de decomposi¢do das amostras serd adaptado a partir da norma
EPA SW-846-3051 (U.S. EPA, 2007). Esta metodologia preconiza a digestdo pseudototal de amostras de
solos e sedimentos utilizando radiacdo micro-ondas para aquecimento e diferentes combinacdes de
reagentes. Sera utilizada uma massa de aproximadamente 0,25 g de amostra. Apés a decomposicdo das
amostras, as solucdes amostrais serdo filtradas e avolumadas a 25,00 mL. Essas solugdes serao
armazenadas em local adequado para posterior determinacdo dos elementos traco por espectrometria
atébmica.

6.4.2 Andlise das amostras e tratamento dos dados

A determinacdo dos metais sera realizada em ICP OES, modelo Optima 7000DV (PerkinElmer,
USA), ICP-MS Nexlon 300D (PerkinElmer, USA) e AAS (Analytik Jena, Alemanha), utilizando as condi¢cfes
operacionais estabelecidas por Sousa (2015).

A caracterizacdo quimica e mineralégica dos sedimentos sera realizada por Difracdo de Raios-X,
Fluorescéncia de Raios-X e/ou Microscopia de eletrénica de varredura acoplada a espectroscopia de
energia dispersiva.

Os resultados das analises realizadas serdo avaliados estatisticamente em termos de estudos de
correlacdo e andlise exploratéria de dados, seguindo os principios da Quimiometria. Aos dados sera
aplicado a técnica de Analise por Componentes Principais (PCA) e Andlise Hierarquica de Clusters (HCA).
Os dados serdo tratados nos softwares Microsoft Excel e Matlab MINITAB, versdo 16 (JURADO, 2005;
WOLD, 1987).

As andlises e interpretacdo serdo realizadas a partir da integracdo dos dados de morfodinamica da
praia, sedimentologia das areias, geoquimica dos sedimentos e composic¢ao bentbnica.
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ALTERACOES ECOLOGLCAS NA DINAMICA DOS MANGUEZAIS E VEGETACAO DE
RESTINGA SOB INFLUENCIA DOS SEDIMENTOS PROVENIENTES DO RIO DOCE
(ANEXO 5)

SUB-PROJETO: MANGUEZAL

1. EQUIPETECNICA

Nome Funcéo Instituicdo
Monica Maria Pereira Coordenacéo Geral UFES
Tognella
Sub coordenacao
Antelmo Ralf Falqueto Fisiologia Vegetal UFES
Adriano Alves Cultivo ex situ e nutri¢céo
Fernandes vegetal in situ e ex situ UFES
) Dindmica da Fauna
Anders Schmidt Monitoramento Caravelas UFSB
Andreia Barcellos Cultivo ex situ e analise de metais
Passos Lima Gontijo vegetacao UFES
- Estrutura de Florestas
Filipe Chaves Monitoramento Caravelas UERJ
i Cartografia e Mapeamento de
Epinora Farias nabitats UNIVAL
Mapeamento sedimentos
. Intertidal Foz do Rio Doce
Ivoney Gontijo Andlise dos sedimentos UFES
Avaliagdo dos efeitos tdxicos sobre o
Marcelo Barcellos da metabolismo priméario das florestas
UFSM
Rosa de manguezal
Mario Luis Gomes Dinadmica das Florestas
Soares Monitoramento Caravelas UERJ
Simone Rabelo Cunha Andlises Estatisticas UFPE
Vander Calmon Tosta Andlises Estatisticas e Fauna UFES
Profissional Mestre |l Pesquisador UFES
Profissional Mestre |l Pesquisador UFES
Profissional Mestre | Pesquisador UFES
Profissional Mestre | Pesquisador UFES
Pés-Doutorado Pesquisador UFES
Profissional Mestre | Pesquisador UFES
Profissional Junior Pesquisador UFES
Profissional Junior Pesquisador UFES
Profissional Junior Pesquisador UFES
Profissional Junior Pesquisador UERJ
Profissional Junior Pesquisador UERJ
Profissional Junior Pesquisador UFES
Pés-Doutorado Pesquisador UFES
Técnico de Nivel Médio Pesquisador UFES
Técnico de Nivel Médio Pesquisador UFSB
Técnico de Nivel Médio Pesquisador UNIVALI
Iniciacao Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacao Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacao Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacao Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacao Cientifica Pesquisador UFES
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Iniciacéo Cientifica Pesquisador UERJ

Iniciacéo Cientifica Pesquisador UERJ

Iniciacéo Cientifica Pesquisador UFPE

Iniciacéo Cientifica Pesquisador UFSB
2. ESCOPO

Este anexo envolve o monitoramento e avaliagdo dos manguezais distribuidos ao longo da costa
norte do litoral capixaba até o litoral sul da Bahia. Como pontos focais foram selecionadas as seguintes
areas de estudo: Estuario do Rio Piraqué, bosques de franja nos arrecifes e Estuario do Rio Riacho
(Aracruz); Foz do Rio Doce e Estuério do Rio Uruguquara (Linhares); Estuario do Rio Mariricu (Barra Nova)
e Estuéario do Sdo Mateus (Sdo Mateus e Conceicdo da Barra); e Estuario do Rio Caravelas (Caravelas -
BA). Além dos aspectos de monitoramento ambiental envolvendo as florestas de manguezal nas areas,
serdo realizados estudos de andlise da dinamica estuarina para avaliacdo do processo de dispersao dos
contaminantes (se houver) e dos propagulos de areas fontes por ventura contaminadas. Esta caracterizacao
que ird envolver andlise da entrada de ondas nos estuarios e vazao dos rios permitird modelar a
estratigrafia do estuario em relacdo a salinidade que por sua vez contribui para o entendimento da
dispersédo dos contaminantes nas areas de estudo.

Esforcos serdo concentrados na analise da producdo primaria das florestas e na avaliagdo da
presenca/concentracdo de metais nos compartimentos vegetais e no sedimento. Subsequente, cultivos ex
situ serdo realizados inicialmente com o contaminante Fe para diagndstico da concentracdo tdxica e
avaliacdo de alteracdes morfolédgicas e fisioldgicas que possam ocorrer.

Em relacdo a fauna, haverd concentracdo sobre as espécies chave no ecossistema manguezal e
gue sdo de importancia econdmica ou que se encontrem em risco de extingdo. Os caranguejos U. cordatus e
C. guahumii terdo suas populacbes avaliadas e monitoradas nos pontos focais. U. cordatus. por sua
importancia econdmica para as comunidades tradicionais, tera sua fertilidademonitorada.

3. OBJETIVO

Avaliar as areas de manguezal no litoral norte capixaba e extremo sul da Bahia para monitoramento
da dispersdo dos contaminantes provenientes do rompimento da barragem de contencdo de material da
mineradora SAMARCO e suas consequéncias sobre a biota e qualidade ambiental destas florestas.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

As coordenadas especificadas na TR sao pontos com as coordenadas geogréficas de latitude e
longitude aproximadas da regido da foz dos seguintes rios: Rios Piraqué-Acu e Mirim (377123.22 m E,
7793841.94 m S), Rio Urussuquara (424260.44 m E, 7888200.89 m S), Rio Mariricu (422327.64 m E,
7904144.61 m S) e Rio S8o Mateus (422676.94 m E, 7943585.45 m S), Caravelas (422676.94 m E,
7943585.45 m S).

Meta 1- Impactos na flora do Rio Doce

1.1. Estrutura da vegetacdo haldéfita na planicie lamosa do estuario do Rio Doce.

1.2. Determinacdo da producdo primaria por meio de técnica de assimilacdo de carbono. Estimativa dos
dados de fotossintese, da concentracdo dos pigmentos fotossintéticos, da respiracdo e de uso efetivo da
agua.

Justificativa da Meta 1: Etapa proposta de monitoramento por meio de obtencdo de dados de fisiologia
vegetal que identifiqguem estresse ambiental ou perda de qualidade da floresta e correlacionar com os dados
abiéticos de dispersdo e concentracdo dos contaminantes no corpo hidrico e sedimento, se pertinente. Em
longo prazo sera possivel identificar se ha sinergismo das concentracfes dos contaminantes com 0s
tensores naturais do ambiente e suas consequéncias para a resiliéncia do ecossistema e sua conservacao
com qualidade.

Meta 2- Estrutura e Funcionamento dos Manguezais de Sdo Mateus, Mariricu (Barra Nova e Nativo),
Barra Seca (Urussuquara), Aracruz (Barra do Riacho, Santa Cruz e Piraqué-Acu, Mirim) e Caravelas.
2.1. Estrutura da Floresta nas por¢des baixo, médio e alto estuario com estabelecimento de parcelas fixas
nos bosques de franja e bacia.

2.2 Aquisicao de dados de producéao primaria (fotossintese, fluorescéncia, pigmentos).

2.3. Amostragem de material para coleta de contaminantes.
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Justificativa da Meta 2: Etapa proposta de monitoramento por meio de obtencdo de dados de fisiologia
vegetal que identifiquem estresse ambiental ou perda de qualidade da floresta e correlacionar com os dados
abiédticos de dispersdo e concentracdo dos contaminantes no corpo hidrico e sedimento, se pertinente. Em
longo prazo sera possivel identificar se ha sinergismo das concentracfes dos contaminantes com 0s
tensores naturais do ambiente e suas consequéncias para a resiliéncia do ecossistema e sua conservagao
com qualidade. Os pontos focais selecionados sdo estuarios que estiveram sob influéncia da pluma de
sedimentos que se dispersou e se depositou ao longo destes litorais. O monitoramento em longo prazo se
faz necessario, uma vez que este material podera ser fonte constante de contaminacao.

Meta 3- Diagnéstico sobre a fauna do manguezal, compartimento caranguejos.

3.1. Avaliagdo da estrutura populacional dos decapodes da espécie Ucides cordatus e Cardisoma guahumii
nos estuarios dos Rios Piraqué (Agu e Mirin), Rio Riacho, Barra Seca, Mariricu, Sdo Mateus e Caravelas e
espécies de decapodes do manguezal de franja do RVS de SantaCruz.

3.2. Mapeamento dos habitats das espécies de Ucides cordatus e Cardisoma guahumii nos estuarios dos
Rios Piraqué (Acu e Mirin), Rio Riacho, Barra Seca, Mariricu, Sdo Mateus e Caravelas e espécies de
decéapodes do manguezal de franja do RVS de Santa Cruz.

Justificativa da Meta 3: Etapa necessdaria uma vez que as areas costeiras, que estdo sob influéncia da
pluma de sedimentos originada pelo rompimento da barragem de contencdo de minérios da SAMARCO,
sdo habitats para as espécies U. cordatus e C. guahumii. Sendo ambas importantes ecologicamente como
engenheiras do ecossistema e economicamente como recursos nhaturais que sustentam uma gama de
comunidades tradicionais com base no extrativismo. A segunda espécie é considerada em extingdo no
litoral capixaba o que torna mais significante seu monitoramento, uma vez que sua captura foi proibida
visando a conservacgéo destas populagfes. Existem véarios estudos que comprovam os danos letais que os
metais provocam nestas espécies tanto por sua acdo téxica aguda quanto pela bioacumulacdo. Reforca-se
a necessidade de monitoramento em longo prazo e por isto est4 sendo realizado o acompanhamento da
fertiidade. Ressalta-se que o recurso econémico U. cordatus ja esteve sob pressdo nestes estuarios
durante o evento da Doenca do Caranguejo Letargico (DCL) e que se encontrava em recuperacao.
Portanto, os metais poderdo agravar este processo.

Meta 4- Diagnéstico de contaminagdo da vegetacdo do manguezal por metais nas areas de estudo.
4.1. Experimentos insitu.

4.2. Experimentos in situ de Variabilidade Espacial.

4.3. Experimentos ex situ.

4.4 Variabilidade espacial e correlacdo de metais pesados em sedimentos e vegetacdo de mangue na
regido atingida pelos rejeitos de minerac¢éo na foz do Rio Doce.

Justificativa da Meta 4: Esta etapa juntamente com a etapa 2 e a etapa 5 vao contribuir para o diagnostico
da contaminacao das florestas de manguezais nos pontos focais. Com os dados da etapa 2 e os objetivos
desta meta sera possivel avaliar o impacto que o aumento dos metais téxicos e ndo toxicos podem ter sobre
o desenvolvimento e a manutengéo da qualidade ambiental destas florestas. A meta 5 permitira, juntamente
com o monitoramento da contaminacdo da area costeira, dispersdo e depédsito dos contaminantes
estabelecer o nexo causal do dano, uma vez que ndo existem dados pretéritos, salvo rarissimas situacdes,
nos pontos focais que comprovem a contaminac¢&o. Por outro lado, salvo melhor juizo, ndo houve obtencéo
destes dados uma vez que se comprovou a dispersédo da pluma de sedimentos para estas regides.

Meta 5- Caracterizacdo da dindmica estuarina nos Rios S&o Mateus, Mariricu e Piraqué.
5.1. Caracteriza¢é@o da cunha salina nas areas de estudo com monitoramento em ciclo de maré no alto e
baixo estuario.

Justificativa da Meta 5: Etapa extremamente importante uma vez que contribuird para entender os padrdes
de inundacdo dos estudrios e consequentemente realizar um macrodiagnéstico da probabilidade de
dispersdo dos contaminantes em cada sistema. Este estudo associado aos demais realizados na zona
costeira vai contribuir para determinar potencialidade de contaminacdo ou ndo dos estuérios. Seu
monitoramento em longo prazo trard maiores contribuicdes para o entendimento dos processos de
contaminagédo e tempo de resiliéncia dos sedimentos e contaminantes na regido costeira estuarina.
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5. PRODUTOS
5.1. DADOS BRUTOS RESPONSAVEL
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, (Pessoal
tanto os coletados in situ como os processados no laboratorio) Vinculado)

Meta 1

- 3 parcelas fixas realizadas

- Coletas de dados trimestrais de fluorescéncia e fotossintese
- Coleta, processamento e analises semi dados

- Analise dos dados de producéo primaria

Ménica Tognella
Antelmo Falqueto

Meta 2

- 3 a 12 parcelas fixas por ponto focal realizadas no litoral capixaba

- Coleta e andlise de dados bimensais de fluorescéncia e fotossintese
no litoral capixaba

- Coleta e analises semestrais de pigmentos

- Coleta e processamento de amostras semestrais de folhas para
analise de metais

- Coleta e processamento de sedimentos semestrais para andlisede
metais egranulometria

- Planejamento estatistico para coleta de dados e interpretacdodos
resultados

- 12 parcelas fixas em Caravelas.

- Coleta semestrais de folhas e sedimentos em Caravelas para anélise
de metais.

- Andlise dos dados de estrutura Caravelas e litoralcapixaba.

- Processamento das amostras de metais em material vegetal.

- Processamento das amostras de metais no sedimento

- Coleta de dados bimensais de fluorescéncia, pigmentos e
fotossintese em Caravelas.

Ménica Tognella
Antelmo Falqueto
Adriano Alves
Ivoney Gontijo
Filipe Chaves
Mario Soares
Maria Teresa*
Renato Neto*

5.2. ANALISE DE DADOS
(Relacionar as analises que serao feitas e entregues até o 15°
més de vigéncia do Projeto)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

Meta 1

- Andlise espaco-temporal da producéo primaria na vegetacao halofita
do Rio Doce.

- Discusséao dos dados de producéo primaria considerando sua
integracéo a variabilidade espacial dos sedimentos e metais na foz do
Rio Doce.

- Discussao dos dados de producgéo primaria considerando a dindmica
do estuario na foz do Rio Doce.

Antelmo Ralf Falqueto,
Andreia Gontijo
Ménica Tognella.
Ivoney Gontijo,
Adriano Alves
Valéria Quaresma*
Renato Neto.

Meta 2

- Analise espacial da estrutura das florestas de manguezalnos
estuarios.

- Analise espaco-temporal dos dados de producao primarianos pontos
focais.

- Andlise espaco-temporal dos dados de metais no sedimento e na
vegetacao.

- Correlacéo entre a distribuicdo espacial da estrutura espaco- temporal
da producéo primaria e dos metais com os dados de dindmica nos
estuarios.

Ménica Tognella
Mario Soares
Filipe Chaves.

Antelmo Falqueto

Simone Cunha.
Adriano Alves

Ivoney Gontijoe

Andreia Gontijo.

Valéria Quaresma*
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Meta 3

- Analise espaco-temporal da estrutura dos caranguejos U. cordatus e
C. guahumii.

- Andlise da fertilidade de U. cordatus.

- Mapeamento dos habitats para U. cordatus nas areas de estudo do
litoral capixaba de acordo com imagensdisponiveis.

- Mapeamento dos habitats para C. guahumii nas areas de estudo do
litoral capixaba de acordo com imagens disponiveis.

Anders Schmidt
Vander Tosta
Ménica Tognella.
Helia Farias

Meta 4

- Andlise da toxicidade do Fe para a espécie R. mangle em cultivos ex
situ.

- Determinagdo da taxa de mortalidade nos experimentos e taxa
decrescimento.

- Correlacéo entre mortalidade e toxicidade, bem como

potencialidade com relacdo aos dados de metais obtidos em

Andreia Gontijo
Adriano Alves
Antelmo Falqueto
Méonica Tognella.
Mario Soares

campo. o N Marcelo da Rosa
- Andlise do estresse causado pelo efeito toxico do Fe na producéo Simone Rabelo
primaria.

o - o : ~ Ivoney Gontijo
- Andlise da atividade antioxidante e radicular e sua correlagdo com y I

0S contaminantes.
- Correlagéo entre os efeitos tdxicos obtidos nos experimentos e 0s
dados coletados em campo.

Daniel Rigo*
Renato Neto
Valéria Quaresma

Meta 5 .
T A . DA . Ménica Tognella.
- Avaliacdo do comportamento hidrodindmico dos estuérios . I,
Andreia Gontijo
estudados.

Adriano Alves
Antelmo Falqueto
Mario Soares
Marcelo da Rosa
Simone Rabelo
Ivoney Gontijo

- Correlacgéo entre ciclo de maré e contaminantes na coluna d’agua.
- Correlacéo entre ciclo de maré e contaminantes nas florestas de
manguezal.

*Professores integrantes do projeto geral, mas listados em equipes técnicas de outros sub-projetos.
Os dados produzidos serdo ainda comparados e analisados com dados pretéritos existentes

6. METODOLOGIA

6.1 - Impactos na flora do Rio Doce.
A - Monitorar da fitossociologia da vegetacdo paludal na foz do Rio Doce.

6.1.1. Definicdo da atual estrutura e descricdo das espécies haldfitas facultativas. Acompanhamento do
desenvolvimento em biomassa das espécies arbustivas e arboreas.

Nesta meta serdo realizadas saidas de campo para estimar a fitossociologia da vegetacéo paludal e
haléfita facultativa que v8o compor a comunidade vegetal nas margens situadas na foz do Rio Doce.

Para isto seréo realizadas cinco parcelas fixas, com dimenses variaveis de acordo com a estrutura
da vegetagcdo. Estas parcelas terdo sua delimitacdo definida geograficamente com emprego de RTK
(Trimble R4Base) que permite a obtencdo de dados de latitude e longitude em tempo real e preciséo de
milimetros.

Dados da estrutura da comunidade serdo obtidos como: didmetro e altura das &rvores e arbusto. Para
isto serdo empregados trenas calibradas em e telémetro (Tognella De Rosa, 2000). Dados de biomassa
guando possivel, isto €, vegetacdo herbacea sera coletada em &reas pré-definidas e levadas ao laboratorio
para tomada de peso seco, por espécie (Cunha et al. 2006). Cada espécie de porte arbéreo sera marcada
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com lacre numerado para que as parcelas fixas sejam monitoradas anualmente ao longo de um periodo de
cincoanos.

Os dados obtidos em campo serdo analisados de acordo com 0s pardmetros da populagédo para
avaliacdo da densidade, composi¢do, biomassa, abundancia e indice de importancia da espécie em cada
parcela. Estes parametros serdo acompanhados nas avaliagbes anuais e tratados estatisticamente, de
acordo com analises ndo paramétricas, para avaliar comparar se estdo acontecendo modificacGes
significativas na estrutura da comunidade (Zar, 1998).

Para efeitos de diagnostico dos impactos que possam ser oriundos dos sedimentos depositados e
de origem do dano provocado pelo rompimento da represa de contencdo de dejetos da mineracdo, ha
necessidade de coletas de sedimentos em cada parcela, anualmente, para que sejam avaliados o grau de
contaminagdo de metais, andlise granulométrica, teor de matéria organica entre outros pardmetros. A
metodologia de coleta e de andlise dos parametros definidos anteriormente serdo descritas nos projetos
relativos as linhas de pesquisa de sedimentologia e de geoquimica (buscando a padronizacdo das coletas
com os demais anexos para que os dados tenham os mesmos procedimentos metodoldgicos)

6.1.2. Determinacdo da produg&o primaria por meio de técnica de assimilacdo de carbono. Estimativa dos
dados de fotossintese, da concentracdo dos pigmentos fotossintéticos, da respiracéo e de uso efetivo da
agua.

Na comunidade vegetal de Talipariti pernambucensi (Arruda (Bovini 2010)) serdo obtidos parametros
de fluorescéncia e trocas gasosas em folhas de 2° par das espécies de porte arbéreo dentro das parcelas
fixas, sendo selecionados 3 individuos por espécie. Estas folhas serdo selecionadas dentro daquelas
avaliadas como intactas e completamente expandidas (n = 6). A fluorescéncia serd obtida utilizando o
fluorbmetro portatil Hand-PEA (Plant Efficiency Analyser, Hansatech, King's Lynn, Norfolk, UK) e trocas
gasosas empregando o sistema portatil ADC, modelo LCi (ADC, Bio Scientific Ltd. Hoddesdon, England),
mais detalhes a respeito dos parametros e técnicas utilizadas encontram-se descritos em Pascoalini (2014).

Em visitas prévias a esta area de estudo, tendo em vista os fragmentos da vegetacao e algumas
distribuicdes pontuais, assumimos que o quantitativo de cinco parcelas definidas na TR seriam excessiva e,
por isso, remanejamos o0 numero de parcelas para 3 parcelas permanentes. Na vistoria definitiva se a
equipe entender que se faz necessério a inclusdo de mais areas isto sera realizado sem 6énus para o
planejamento amostral.

As folhas serdo coletadas para andlise posterior de pigmentos fotossintéticos, compondo uma
amostra para as trés parcelas. Além dos pigmentos serdo avaliados em campo os aspectos morfolégicos
das folhas com obtencdo in situ de dados de area foliar (comprimento e largura) bem como o indice de
cobertura vegetal. Para isto sera necessario a obtencdo de um avaliador digital de area foliar e um
equipamento digital para dimensionar o indice de cobertura foliar. Estes parametros monitorados em longo
prazo vao contribuir para entendimento das alteracdes fisiolégicas induzidas pelos contaminantes.

Os dados de campo serédo coletados pelos técnicos em estrutura, fotossintese e fluorescéncia, bem
como, respectivos bolsistas.

O monitoramento dos parametros que vao identificar a producdo primaria da vegetacdo e que
podem indicar tensores sobre o desenvolvimento da comunidade serdo obtidos nas estacdes de seca e de
chuva ao longo de cinco anos. Estes dados serdo analisados empregando-se técnicas de estatistica
basica(média, desvio padrdo), andlises paramétricas (ANOVA e tese de Student) para comparagdo da
variabilidade dos resultados e das médias obtidas por amostra e anélises ndo paramétricas (Kruskal Wallis,
ACP) quando necessaria e de acordo com o tipo de pardmetro coletado (Zar, 1998). Sempre que
necessario, os dados obtidos em campo serdo normalizados (Gotelli e Ellisson,2012).

A concentracé@o de pigmentos fotossintéticos (clorofilas a e b e pigmentos carotenoides) seré obtida
conforme descrito em Pascoalini (2014). Folhas maduras e intactas do segundo par serdo coletadas ao
acaso e representando os diferentes niveis do bosque até se obter 30 amostras que serdo tratadas de
forma composta, e em laboratério serd obtido peso fresco e seco, comprimento, largura e area foliar
especifica. A concentracdo de pigmentos fotossintéticos (clorofila e carotenoides) sera obtida conforme
descrito em Pascoalini (2014) e Santana (2014).

Parte destes dados ja estdo sendo obtidos para o rio Sd8o Mateus com o desenvolvimento da tese de
doutorado de Dielle Santana, sendo a metodologia j& descrita no projeto de tese.

Nesta etapa serdo realizadas analises em HPLC (Waters) e comparadas com aquelas obtidas em campo de
avaliagdo do indice de clorofila por método néo invasivo. Em campo ser@o obtidos indices de &rea foliar
(IAF) para determinar a cobertura do dossel ao longo do periodo de monitoramento deste programa. Estes
parametros de IAF serdo obtidos trimestralmente. O tratamento estatistico sera similar ao descrito para as
variaveis de fotossintese.

O acompanhamento desta etapa consiste na avaliacdo da pressao que possa ocorrer sobre esta
comunidade vegetal em decorréncia dos sedimentos contaminados, do grau de contaminacdo (tipo e
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concentracdo), da frequéncia e intensidade dos distlrbios. A avaliacdo em longo prazo da producao
primaria da comunidade vegetal permitira eliminar o efeito ambiental sobre a variabilidade de producédo e
aferir o comprometimento causado pelos contaminantes. Para melhor qualificar esta etapa, procedimentos
similar de andlise de produtividade primaria serdo desenvolvidos na comunidade de Talipariti
pernambucensis que ocorre no Rio Italnas para efeitos de controle e eliminacédo da variabilidade resultante
das influénciasclimaticas.

6.2. Estrutura e Funcionamento dos Manguezais de S&o Mateus, Mariricu (Barra Nova e Nativo),
Barra Seca (Urussuquara), Aracruz (Barra do Riacho, Santa Cruz e Piraqué-Acu, Mirim) e Caravelas.
Acompanhamento de dados pretéritos.

A estrutura da vegetacdo serd realizada seguindo metodologia proposta por Schaeffer-Novelli e
Cintrén (1986), sendo adotado o método de parcelas (com 3 réplicas por area) cujo tamanho varia conforme
0 nimero de individuos, isto é, sera considerado um minimo de 30. Os parametros coletados serdo a altura
e o didmetro na altura do peito (DAP) ou igual 1,30 m. Em laboratério, serdo calculados os parametros de
area basal, didmetro e altura média e densidade e dominancia relativa das espécies no bosque. Estes
dados de estrutura quando acompanhados em longo prazo permite identificar alteragdes na dindmica
populacional. Desta forma, serdo avaliadas florestas de franja e de bacia e dentro de cada parcela cinco
arvores, caracterizando a distribuicdo de frequéncia dos didmetros de todas as arvores que ocorrem na
amostra, terdo seu incremento em didmetro monitorados pela utilizagdo de dendrémetros.

Da mesma forma que no item de levantamento da vegetacdo da foz do Rio Doce, esta etapa

consiste na avaliagdo e acompanhamento da estrutura dos manguezais que se encontram sob influéncia
indireta dos sedimentos provenientes da represa de contencéo da Samarco.
As parcelas fixas serdo realizadas em locais onde ja existem dados pretéritos de andlise da estrutura das
florestas de mangue nos Rios Sdo Mateus, Mariricu, Corrego de Barra Nova, Urussuquara, Barra do Riacho,
Santa Cruz, Piraqué-Acli e Piraqué-Mirin e em Caravelas (BA). Esta U(ltima localidade serd de
responsabilidade da equipe de especialistas da UERJ que ja possuem dados pretéritos na regido. A
delimitacdo das parcelas vai contribuir para o entendimento dos processos de inundagéo, permitindo avaliar
o potencial impacto dos sedimentos sobre as florestas de manguezal caracterizadas como de franja e de
bacia (Schaeffer-Novelli et al. 2000).

Em cada rio serdo instaladas parcelas na foz, na parte intermediaria do estuario e na porgdo
superior do mesmo. Desta forma, serdo 3 regides amostrais com parcelas definidas para as florestas de
franja e bacia, totalizando 12 parcelas por rio. O nimero de parcelas sera distinto para as areas de Mariricu
(9), Urussuquara (3), Barra do Riacho (6) e Santa Cruz (6) Ja existem dados coletados sobre a estrutura
dos manguezais no rio Sao Mateus, diferentes bosques e regides, bem como parcelas pontuais
estabelecidas no Rio Mariricu e Corrego Barra Seca. Além de parcelas estabelecidas nos Rios Piraqué-Acu
e Mirin. O nimero de parcelas por area decorre da extensdo dos manguezais nos diferentes estuarios,
considerando sempre que cada regiéio escolhida tera triplicatas.

Cada parcela sera georeferenciada com emprego de RTK, Marca Trimble modelo R4Base, que tem
precisdo de 3,5 mm de erro horizontal. Permitindo com isto controle inclusive sobre o ingresso de novos
individuos em longo prazo. Quando ndo adequado o emprego do RTK, sera utilizado GPS de mé&o sem
maior preciséo de coleta de dados.

Estas parcelas serdo monitoradas anualmente para avaliar a qualidade do bosque e nestas
oportunidades serdo quantificados no nimero de plantulas que ingressou na parcela. Esta avaliacdo é
importante para determinacdo da taxa de crescimento do bosque, para estimativa de manutencdo da
composicao de individuos adultos. Nestas ocasides serdo monitorados os dendrometros instalados nas
arvores.

A etapa de estrutura em Caravelas sera realizada pelos técnicos contratos para este fim, sob a
responsabilidade dos Drs. Mario Soares e Filipe Chaves, ambos da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, uma vez que 0s mesmos ja possuem dados pretéritos da regido.

6.2.2 Aquisicao de dados de producéo primaria (fotossintese, fluorescéncia, pigmentos).

Seréo obtidos parametros de fluorescéncia e trocas gasosas em folhas de 2° par das espécies de
porte arb6reo dentro das parcelas fixas, sendo selecionados 10 individuos por espécie. Estas folhas serédo
selecionadas dentro daquelas avaliadas como intactas e completamente expandidas (n=6). A fluorescéncia
sera obtida utilizando o fluorémetro portéatil Hand-PEA (Plant Efficiency Analyser, Hansatech, King's Lynn,
Norfolk, UK) e trocas gasosas empregando o sistema portatil ADC, modelo LCi (ADC, Bio Scientific Ltd.
Hoddesdon, England), mais detalhes a respeito dos parametros e técnicas utilizadas encontram-se
descritos em Pascoalini (2014). As folhas serdo coletadas para analise posterior de pigmentos
fotossintéticos.
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O monitoramento dos parametros que vao identificar a producdo primaria da vegetacdo e que
podem indicar tensores sobre o desenvolvimento da comunidade serdo obtidos nas estacdes de seca e de
chuva ao longo de cinco anos. Estes dados serdo analisados empregando-se técnicas de estatistica basica
(média, desvio padrdo), andlises paramétricas (ANOVA e tese de Student) para comparagdo da
variabilidade dos resultados e das médias obtidas por amostra, e analises ndo paramétricas (Kruskal Wallis,
ACP) quando necessaria e de acordo com o tipo de parametro coletado (Zar, 1998). Sempre que
necessario, os dados obtidos em campo seréo normalizados (Gotelli e Ellisson,2012).

A concentracdo de pigmentos fotossintéticos (clorofilas a e b e pigmentos carotenoides) sera obtida
conforme descrito em Pascoalini (2014). Folhas maduras e intactas do segundo par serdo coletadas ao
acaso e representando os diferentes niveis do bosque até se obter 30 amostras, e em laboratério sera
obtido peso fresco e seco, comprimento, largura e area foliar especifica. A concentracdo de pigmentos
fotossintéticos (clorofila e carotenoides) sera obtida conforme descrito em Pascoalini (2014) e Santana
(2014).

Em campo serdo obtidos dados de area foliar (varias amostras e locais por area) e do indice de
area foliar para acompanhamento das variagfes que podem vir a ocorrer em situacdo de contaminagao
cronica. Quando possivel sera utilizado o RTK para posicionamento geografico da amostra, ndo havendo
condi¢des de transmissdo de sinal por adensamento de copa sera utilizado GPS que apesar de ter menor
precisdo, ndo perde o sinal quando ocorrem obstaculos como o RTK mais sensivel aos acidentes
geograficos para equiparacao de dados em temporeal.

Esta etapa sera desenvolvida pelos técnicos de fotossintese, fluorescéncia e pigmentos, bem como os
demais bolsistas envolvidos. As parcelas serdo monitoradas anualmente.

6.2.3. Amostragem de material para coleta de contaminantes.
As amostras serdo coletadas aleatoriamente para compor uma amostra composta por estuario. Este
item sera descrito na meta 4.

6.3.Diagndstico sobre a fauna do manguezal, compartimento caranguejos.

6.3.1. Avaliar da estrutura populacional dos decapodes da espécie Ucides cordatus e Cardisoma guahumii
nos estuarios dos Rios Piraqué (A¢u e Mirin), Rio Riacho, Barra Seca, Mariricu, Sdo Mateus e Caravelas e
espécies de decapodes do manguezal de franja do RVS de SantaCruz.

Delimitac@o de 12 parcelas fixas contendo 25 mz2, delimitadas com trena de 50 m e marcadas nos
seus extremos com lacres, georeferenciadas e fotografadas. As parcelas serdo situadas no estuario inferior,
meédio e superior para bosques de franja e bacia localizadas contiguas as parcelas fixas para que nédo haja
interferéncia entre os dois estudos por excesso de manipulacdo da area amostral.

Nas parcelas serdo realizadas as seguintes atividades em frequéncia bimensal: contagem das tocas
diferenciando-as em abertas, fechadas (mortos e em muda),comprimento e largura das tocas e densidade
de machos e fémeas. A metodologia de amostragem baseia-se em Branco (1993). Os dados serao
trabalhados em laboratério para produzir os seguintes resultados: densidade por metro quadrado da
espécie, tamanho médio da populacao, proporcao entre machos e fémeas, densidade de individuos mortos.

Na area da RVS de Santa Cruz serdo realizadas coletas aleatérias para levantamento dos
crustaceos decapodas associados as franjas de manguezal. As espécies serdo identificadas e terdo sua
abundancia avaliada sempre que possivel. Alguns exemplares serdo encaminhados para a equipe
responsavel pela ecotoxicologia. Os procedimentos para as espécies de interesse econdmico U. cordatus e
C. guahumii serdo similares as demais areas com demarcacao de parcelas. As amostragens vao ocorrer
nas comunidades de manguezal para ndo haver sobreposicdo com as coletas de organismos no inframaré
realizado por outros anexos.

Duas vezes ao ano (inverno e verdo)serdo coletados aleatoriamente ao longo dos estuarios 100
exemplares de caranguejos para afericdo da estrutura da populagcdo e para que estes dados sejam
comparados com os dados de estrutura obtidos por técnica indireta de avaliagdo,reportada acima. A técnica
empregada nesta etapa serd de captura e solta.Estes exemplares serdo coletados por catadores
profissionais e terdo seu comprimento e largura aferidos por meio de paquimetro digital. Cada exemplar tera
seu sexo e condi¢cdo de vida anotado para determinacao da razdo sexual e para avaliacdo do periodo de
reproducdo. A metodologia aplicada nesta etapa est4 sendo desenvolvida na dissertagcdo de mestrado de
Vanessa Spinasse, sob orientacdo desta coordenacéo e realizada nos Rios Piraqué-Agu e Mirin.

Nos rios Piraqué-Acl e Piraqué-Mirin ter8o suas parcelas definidas em &reas onde j& ocorrem
levantamentos sobre a estrutura da populacdo de Ucides cordatus. Consequentemente, serdo utilizados
estes dados pretéritos para diagnéstico do impacto atual sobre a estrutura da populacdo da espécie nesta
bacia hidrogréfica. Em relagdo ao rio Sdo Mateus ja existem dados coletados continuamente desde 2012
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por ocasido do trabalho de conclusdo de curso de Jormara Affonso Mesquita e que foram continuados e
ampliados com a orientacdo de iniciacdo cientifica de Lais Altoé Porto, ambas sob nossa orientacao.
Anualmente, 10 fémeas ovadas de Ucides cordatus e de Cardisoma guahumii serdo capturadas
aleatoriamente nas parcelas para que seja realizado a contagem do nimero de ovos. Estas fémeas seréo
transportadas para o laboratério onde os ovos serdo retirados dos pleiopodos para determinagédo da
densidade empregando-se lupa estereoscépica e camara clara. Esta metodologia esta sendo desenvolvida
no trabalho de conclusé&o de curso de Lais Altoé Porto no rio Sdo Mateus.

ApOs estas andlises preliminares sera realizado tratamento estatistico empregando-se o programa
Statistica (StaSoft) para avaliar os dados médios obtidos, diferenciados quanto aos parametros obtidos para
fémeas e machos por parcela, por bosque e por area de distribuicdo no estuario. Estas médias seréo
comparadas aplicando-se Teste de Tukey e realizaremos andlise de cluster para avaliar o grau de
similaridade entre os bosques e em relagao a sua distribuicdo no estuario (Zar, 1998).

Durante as campanhas serd necessério a contratacao de pessoal capacitado para realizar a captura
dos caranguejos para avaliagdo do tamanho e para a coleta de fémeas ovadas.

Em relacdo as amostragens para avaliacdo da espécie Cardisoma guahumii sera utilizadas 10
armadilhas, tipo ratoeira, posicionada na toca e o animal apreendido tera seu tamanho de carapaca e sexo
aferido. Esta etapa sera executada por catador de caranguejo e acompanhada por técnico de fauna. Serao
realizadas duas campanhas anuais por area de estudo.

Sera necessério a contratacdo de analises de toxicologia para determinacao da contaminacdo das
populacdes de U. cordatus.

A etapa deste item desenvolvida em Caravelas contara com a coordenacéo do pesquisador Anders
lotado na Universidade Federal do Sul da Bahia com auxilio de um técnico e de um bolsista. O pesquisador
ir colaborar na andlise dos dados das demais areas.

6.3.2. Mapeamento dos habitats das espécies de Ucides cordatus e Cardisoma guahumii nos estuarios dos
Rios Piraqué (Acu e Mirin), Rio Riacho, Barra Seca, Mariricu, Sdo Mateus e Caravelas e espécies de
decapodes do manguezal de franja do RVS de SantaCruz.

Esta etapa metodoldgica esta sendo proposta para atender o componente da TR que trata
especificamente da distribuicdo e extensdo dos habitats das duas espécies alvo. As comunidades locais
que vivem préximas aos manguezais e dependem dos recursos oriundos deste ecossistema desenvolveram
um amplo conhecimento dos componentes bidticos e abiéticos que o integram (Alves e Nishida , 2002).

Por outra parte os impactos causados na zona costeira sempre despertaram o interesse dos
pesquisadores, principalmente quando sdo desenvolvidas em areas ecologicamente frageis. Nesse
contexto, a analise que pretende ser apresentada neste trabalho integra informacgfes obtidas através de
imagens de resolucdo média e de alta resolugcdo de sensoriamento remoto numa perspectiva multitemporal,
diagnosticando os padrdes de uso e ocupacao, avaliando os principais impactos da area, juntamente com a
fisiografia da regido. A utilizacdo de imagens de alta resolucao permitira a geracdo de uma cartografia mais
precisa com ajuda da comunidade local, faciltando a quantificacdo da evolucdo da paisagem e
consequentemente a tomada de decisoes.

O sensoriamento remoto e as diferentes técnicas de Geoprocessamento tém sido extensivamente
empregados como ferramentas auxiliares na caracterizacdo e monitoramento da variabilidade de ambientes
terrestres, como consequéncia de sua ampla capacidade de cobertura geografica, analise sindptica e alto
poder de resolucdo espacial (Pinheiro et al, 2007).

Cada parcela tera quatro (4) coordenadas geograficas no minimo obtidas através de um GPS

Trimble de pds-processamento. Com essas coordenadas, estimamos a distancia entre parcelas e a
distancia das parcelas ao ponto mais préximo geodésico (levantamento preciso por RTK).
Imagens de Satélite das &areas de estudo em formato digital (CD-ROM), imagens Landsat TM, para
identificacdo das &reas a serem mapeadas em contexto geral (imagens Landsat TM, gratuitas vao permitir
gerar uma base em escala média para visualizacdo de todas as areas simultaneamente). Imagens de alta
resolucdo (uma imagem ao ano para cada area de estudo), correspondentes as bandas multiespectrais (1 a
3), e infravermelho proximo (4) geo-referenciados e corrigidas geometricamente pelo algoritmo de
interpolacao de filtragem convolucdo cubica (ortoretificada e georreferenciada), pela propria empresa que
fornece (ao total 40 imagens em 5 anos). Para verificar a precisdo desse georreferenciamento, uma base de
contornos vetoriais de area de estudo no formato shapefile (*.shp) vai ser sobreposta a uma das bandas
adquiridas. Vao ser gerados arquivos shapefile a partir da utilizacdo de GPS pds-processado da Trimble,
por caminhamento (linhas, pontos eéareas).

Vai ser utilizado a seguir o Sistema de Informacdes Geograficas SPRING® (INPE) para manipulagao
e tratamento das imagens, empregando diferentes algoritmos de composi¢édo, suavizacdo, tratamento de
contraste, filtragem, mosaicagem e demais processamentos complementares de imagem e segmentacao.
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Inicialmente vai ser realizada a segmentacdo da imagem, empregando-se 0s algoritmos de
classificacdo por regides. Depois de avaliar os resultados, se iniciara o processo de classificacdo
supervisionada por pixel, para efeito comparativo.

Os arquivos resultantes das etapas de processamento vdo ser incorporados ao SIG ArcGIS®
(ESRI), para a representacdo final do processo de classificagcdo supervisionada dos ambientes
vegetacionais e geracdo das grades que poderiam representar de modo filigranado a variabilidade de
ambientes frequentados pela faunaestudada.

O mapeamento das unidades da paisagem vai ser realizado no SIG ArcGIS® (ESRI).

O Banco de Dados Georreferenciado vai ser também implementado no SIG ArcGIS® (ESRI). A
leitura das regifes sera realizada por meio da grade de pontos de coleta amostrados durante o projeto
(tabela de dados em formato MS Excel® convertida para um arquivo em formatoshapefile).

A producdo de mapas tematicos vai incorporar os dados tabulares de pontos amostrais e
respectivos valores de parametros ambientais e densidade, juntamente com as imagens em formato
GeoTIFF.

No primeiro ano serdo realizadas 7 campanhas (trés dias de duracdo) com repeticdo sementral em
cada uma das areas para determinacdo da posicdo geografica em tempo real para a determinagdo do
habitat das espécies avaliadas neste item. Para perfeito ajuste das coordenadas serdo realizadas
expedicdes em busca do nivel geodésico de referéncia mais préximo, quando possivel.

Quando néo possivel serdo realizadas campanhas de 04 horas com a implantacdo da base e do

roover do RTK para obtencdo de dados precisos que serdo ajustados por triangulacdo com as estacdes de
referéncia mais proximas (Vitoria, Vicosa e Teixeira de Freitas). ApOs estes cuidados seréo realizadas as
campanhas para determinacéo da distribuicdo do habitat das espécies.
Estes dados serdo transferidos para o banco de dados e monitorados ao longo dos cincos anos para
elaboracdo dos mapas teméticos anuais para cada uma das areas. Para isto serd necessario a aquisicao de
imagens de alta precisdo ja georeferenciadas para que sejam utilizadas de base e complementares as
imagens de Landsat de distribuicdo gratuita.

Os resultados esperados séo:
1. Quantificacdo da evolucdo da paisagem, unidades de paisagens serdo identificadas
e delineadas.
2. Definigdo de areas de uso, areas de conservagcdo e areas de preservagao;
parametros, estes, inseridos no conceito de Potencialidades.
3. Mudancgas no estoque e distribuicdo da espécie.
4. Mapeamento tematico preciso da localizacdo e ocorréncia das espécies das areas
de estudo ao longo dos anos.
5. Diagnéstico geoambiental, matrizes e mapas que auxiliardo de maneira racional,
simples, rapida e barata o gerenciamento da fauna estudada.
6. As informacdes obtidas no decorrer da pesquisa vao ser armazenadas em um
Banco de Dados Ambientais Georreferenciados, construido sob a ética dos
Sistemas de Informacdes Geogréficas (SIG’s), que facilitam sobremaneira a gestéo
ambiental, no sentido de as informacdes poderem ser acessadas de forma rapida e
racional.
Esta etapa esta sendo desenvolvida em parceria com a Universidade do Vale de ltajai. Para as atividades
em campo ha necessidade de um técnico em cartografia e para as atividades em laboratério, realizadas em
Itajai, serd necessario outro técnico e um bolsista ITI.
A equipe responsavel pelo mapeamento fara a delimitagdo do habitat em campanhas semestrais com
duracéo de 2 a 3 dias nas areas de estudos localizadas no Espirito Santo. A primeira ocorrera no inicio do
processo de monitoramento produzindo dados prévios de localizacdo das parcelas e de alguns pontos
amostrais, dados estes que irdo compor os mapas tematicos. Apds esta campanha prévia, os integrantes da
fauna e flora ficardo responsaveis, apds treinamento, para a obtencéo dos dados de posicionamento das
parcelas nas saidas bimensais, alimentando o banco de dados. Nova campanha para realizar verdade de
campo apos 6 meses de execucdo do levantamento e servirdo para o término dos mapas de distribuicdo
dos habitats de U. cordatus e C. guahumii.

6.4. Diagnostico de contaminacédo da vegetacdo do manguezal por metais nas areas deestudo.

Material Vegetal e condigbes de Amostragem - serd avaliada inicialmente a espécie Rhizophora
mangle que ja se detem o protocolo de cultivo hidropbnico e mais abundante nos manguezais do estado do
Espirito Santo. Para esta etapa sera necessario a contratacdo de técnico para as analises de estresse
oxidativos que serdo executadas na Universidade Federal de Santa Maria. Os técnicos de sedimento,
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cultivo, producéo priméria do cultivo e anatomia véao realizar as etapas descritas abaixo. Os responsaveis
técnicos deste item também serdo contemplados com bolsistas ITI.

Descricdo dos Experimentos

1- Experimentos in situ: A coleta de amostras vegetais sera feita em oito areas de mangue potenciais de
contaminagédo e os resultados obtidos serdo confrontados com aqueles obtidos em area de manguezal néo
contaminada (ltaunas). As areas serdo divididas em 12 parcelas de 10 x 10m (100m?), sendo 6 parcelas em
cada margem do rio. Serdo coletadas 10 amostras em cada parcela. Estas amostras serdo
homogeneizadas para a retirada da amostra composta representativa de cada parcela. Como serdao
realizadas amostras de folhas e raizes de duas espécies e determinou-se 12 parcelas por area, teremos 48
amostras/parcela.Incluindoaareatestemunhaserao9areasx48amostras,totalizando432amostras/ano.

2- Experimentos in situ de Variabilidade Espacial: O experimento sera conduzido em area de mangue no
norte do Espirito Santo e sul da Bahia. Apds monitoramento realizado no primeiro ano, no qual se verificara
quais das 8 (oito) areas de manguezal ha teores de metais pesados acima do limite estabelecido como
adequado.Serainstaladaemumadasareas,umamalhaquadrangularde140x144m(20.160m?)com

100 pontos, com distancia minima de 5 m, em cada ponto amostral serdo coletadas amostras de
sedimentos e folhas de plantas da espécie Rhizophoramangle.

Em cada um dos 100 pontos de amostragem, serdo coletadas uma amostra de sedimento e uma
amostra foliar da planta indicadora. As amostras deverdo ser coletadas em caixas plasticas, buscando-se
gerar um minimo de perturbagdo na superficie do sedimento. As amostras deverdo ser fotografadas
imediatamente apds a coleta, a fim de registrar as caracteristicas visuais do sedimento. Para a andlise de
metais, as amostras deverdo ser coletadas com o auxilio de espatula de plastico, raspando-se apenas 0s
primeiros centimetros (0-5 cm) da amostra de sedimento, obtendo-se assim apenas o sedimento superficial.
Para cada amostra, deverdo ser coletados aproximadamente 50 g de sedimentos, os quais serdo
armazenados em pote plastico e mantidos congelados até 0 momento das analises. Serdo coletadas quatro
folhas recém maduras e completamente desenvolvidas, as mesmas serdo levadas ao laboratério, onde
serdo lavadas em solugéo de hipoclorito de sédio a 1% e, logo apds, em agua corrente e dgua destilada.
Em seguida as folhas serao secas em estufa de circulacédo forcada a 65°C até massa constante, moidas em
moinho tipo Wiley, passadas em peneira de malha de 0,841mm e, entdo enviadas para analise. Em todas
as amostras de sedimento e folhas serdo analisados os seguintes metais: Arsénio (As), cadmio (Cd),
chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco (Zn).

Para caracterizagdo dos ambientes sedimentares e de possiveis fatores de influéncia sobre a
distribuicdo espacial dos metais, a quantificacdo do contelddo de matéria organica (MO) sera realizada de
acordo com o método da perda por ignicdo (450 °C por 5h), enquanto o conteldo de sedimentos finos
(argila e silte) sera determinado apés peneiramento em malha de 63 micrébmetros, com posterior secagem
das amostras (50 °C por72h).

3- Experimentos ex situ: serdo realizados em estufas agricolas para o cultivo em hidroponia do Centro
Universitario Norte do Espirito Santo da Universidade Federal do Espirito Santo — CEUNES — UFES, em
Sao Mateus, Espirito Santo, latitude de 18°40'32"S, longitude de 80 39°51'39"W e altitude de 37,7m acima
do mar. O clima da regido, segundo a classificacdo de Koppen, é seco sub-Umido, com temperaturas
variando de (25° a 30° no verdo) e (19° a 21° no inverno) e precipitagdo média anual de 1400 e 1500mm.

Sera cultivada a espécie Rhizophora mangle outra em funcéo da ocorréncia predominante na area e
adaptacdo ao cultivo em hidroponia. Os experimentos serdo em delineamento inteiramente casualizados
com 05 tratamentos (doses crescentes dos metais) e minimo de 4 repeticdes, sendo de 2 a 10 propagulos
por parcela. Os tratamentos serdo compostos pelos metais encontrados no diagnostico e serdo avaliados de
forma isolada ou em interacdes. Serd preparada solucao nutritiva apropriada ao cultivo da espécie. Os
propagulos serdo cultivados nestas condi¢cdes durante 3 meses. No primeiro més, visando a aclimatacao
das plantas, sera fornecida apenas a solugdo nutritiva sem 0s contaminantes e, em sequéncia, serao
aplicados os tratamentos. Apés dois meses, serdo realizadas as coletas dos dados.

Analises

1-Biometria dos propagulos e analise de metaiscontaminantes
Serdo avaliadas as seguintes variaveis: comprimento total inicial e final, comprimento do epicétilo inicial e
final, volume de raiz, massa da matéria fresca e seca totais, massa da matéria seca por compartimento: raiz
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(MSR), hipocétilo (MSH) e parte aérea (MSA), epicotilo e folhas (quando presentes). Ao final do experimento
todos os componentes serdo secos em estufa a 60°C até peso constante.

Apé6s avaliacdo e obtencdo da massa da matéria seca serdo realizados calculos da taxa de crescimento
relativo (RGR) calculada pela formula RGR = [In(biomassa total) — In (biomassa inicial do propagulo)/ (tempo
do tratamento (semanas)] retirada de Pattinson et al. (1998) e utilizada em propagulos de R. mangle por
Krauss e Allen (2003).

Para o calculo da biomassa inicial dos propagulos, sera realizada correlacdo entre comprimento total do
propagulo e sua biomassa seca total. Sera calculado o incremento de biomassa até o inicio dos tratamentos
(peso inicial de coleta — peso inicio do tratamento) e incremento de biomassa final (peso final dos
tratamentos — peso inicio dos tratamentos).

Para a andlise da concentracdo dos metais contaminantes, as amostras secas serdo enviadas para andlise
em laboratério credenciado.

Os dados serdo submetidos a analise de varidncia e ao teste Tukey ou regressdo conforme avaliagédo
qualitativa ou quantitativa, respectivamente.

2-Analisesfisiolégicas

2.1. Pigmentosfotossintéticos

Os teores de clorofila a, b, total e de pigmentos carotendides serdo determinados pelo método de HPLC e
expressos em umol g matéria fresca (ARNON, 1949; LICHTENTHALER, 1987).

2.2. Fluorescéncia transiente da clorofila a(O-J-1-P)

A fluorescéncia da clorofila a sera medida utilizando-se um fluordmetro portatil (Handy-PEA, Hanstech,
King's Lynn, Norkfolk, UK). Todas as medidas serdo realizadas no periodo da manha em folhas jovens
totalmente expandidas (32 ou 42 folha a partir do &pice), previamente adaptadas ao escuro por um periodo
suficiente para a oxidacdo completa do sistema fotossintético de transporte de elétrons. Afluorescéncia
transiente OJIP sera analisada conforme o teste JIP com base na Teoria de Fluxo de Energia em
Biomembranas (STRASSER & STRASSER, 1995). Todas as medi¢c8es ocorrerdo sempre entre 7 e 10 h.

2.3. Assimilacéo de carbono e fluorescéncia modulada da clorofilaa

A taxa de assimilacdo liquida do CO:2 (A), os parametros de trocas gasosas (g, Ci, Ci/Ca), a taxa de
transpiracdo (Tr) e pardmetros da fluorescéncia modulada da clorofila a serdo determinadas em folhas
jovens completamente desenvolvidas, utilizando-se um analisador de gas no infravermelho IRGA (Ciras 2,
PP Systems). Todas as medi¢Bes ocorrerdo sempre entre 8 e 10 h, com radiagdo saturante, na temperatura
e umidade ambiente.

3- Atividade antioxidante/antirradicalar

A atividade antirradicalar sera avaliada nos compostos majoritarios (fenélicos e derivados, terpenos
e alcaloides) isolados dos extratos e nos padrdes analiticos em diferentes concentracdes. Para fins de
comparacao, sera determinada a atividade antioxidante dos extratos para analisar o efeito da matriz.

3.1. Método do radical anion superéxido(O>)

A avaliacdo da capacidade de seqiiestrar radicais livres em relagdo ao radical superoxido, sera
baseada na geracédo do radical O2" através do sistema enzimatico pela reagcdo da hipoxantina catalisada
pela enzima xantina oxidase proposto por Zhao et al. (2006). Serdo adicionados 100 yuL de amostra a
solucao de reacdo, que consistird em 100uL de uma solucéo de EDTA 30 mM; 100uL de uma solugcédo 3 mM
de hipoxantina e 200 pL de uma solugcédo 1,42 mM de Nitro Blue Tetrazolium (NBT). Apds a mistura sera
pré-incubada a temperatura ambiente por trés minutos, sera adicionado 100 pL de uma solucéo de xantina
oxidase com concentracdo 0,75 U/mL e o volume serd completado até 3mL com tampao fosfato 0,05 M (pH
7,4). A solucédo final sera entdo incubada em temperatura ambiente por 40 minutos e a absorbéancia sera
medida em 560 nm. A atividade de sequestro do radical superéxido sera calculada utilizando a equagéo:

G —5g)

— | x 100
(C —Cg)

0; atividade antioxidante (%) = [1 -

Onde S, Sh, C e Cb sédo as absorvancias da amostra, do branco da amostra, do controle e do
branco do controlerespectivamente.

3.2. Método do radical hidroxila(HO)

A atividade antirradicalar das amostras em estudos, e dos padrées analiticos em diferentes concentracées
frente ao radical hidroxila sera avaliada utilizando o método da 2-desoxi-D-ribose proposta por Zhao et al.
(2006), com algumas modificacdes. FeClz*6H20 e acido ascorbico serdo preparados em agua mili-Q antes
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do uso. Em um tubo, onde sera efetuada a reacdo, sera adicionado 100 pL do extrato, 100 pL de EDTA 1
mM, 100 pL de FeCls* 6H20 1 mM, 100 pL de 2-desoxi-d-ribose 36 mM, 100 pL de H20210 mM, e 100uL de
de &cido L-ascérbico 1 mM em tampao fosfato 25 mM (pH 7,4), apés o volume sera completado até 1,0 ml
com tampaéo fosfato. Em seguida, sera incubado a 37 ° C durante 1 h, a reagdo sera interrompida pela
adicdo de 1,0 mL de TCA a 10% (m /v) e 1,0 mL de 1,0% de TBA (m/v) em tampdo fosfato (pH 7,4). A
mistura sera aquecida em num banho a 37°C durante 15 min. Apds amostras serdo resfriadas, e o volume
final ajustado para 5,0 ml com agua deionizada e a absorvancia sera lida a 532 nm. A atividade antioxidante
das amostras sera calculada de acordo com a equacéo abaixo:

(S-S,)
4., 2[1_73 x100

(C - C};)

Onde S, Sh, C e Cb sédo as absorvancias da amostra, do branco da amostra, do controle e do
branco do controlerespectivamente.

3.3. Método do radical peroxila(ROO)

A avaliacdo da atividade antirradicalar das amostras frente ao ROOe, seréa realizada pelo método
fluorimétrico, no qual emprega-se o diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH2-DA) como substrato
(AMADO et al., 2009). Para a montagem da placa de andlise contendo 96 pocgas, a mesma sera dividida em
duas regifes, sendo que a regido 1 (branco das medidas) corresponde as linhas A, B, C e D, e a regido 2
corresponde as linhas E, F, G e H. As 3 primeiras pogas, tanto na regido 1 quanto na 2, sdo reservadas
para o solvente, em que sera adicionado 10 pl do solvente utilizado nas amostras. No restante da placa,
sera adicionado 10 pL de amostra em triplicata (3 pocas) na regido 1 e na regido 2. Apos sera adicionado o
tampdao de reacdo (127,5 uL), em todas as pocas da placa. Por fim, adiciona-se 7,5 pL de agua ultrapurana
regidole7,5uLdasolucdodeABAP (4mmol - L-1) naregido2. Imediatamente antes da analise da placa, no
fluorimetro, sera adicionado 10 yL de DCFH2-DA (16 pymol - L-1), previamente desacetilado. O fluorimetro
sera programado para manter a temperatura a 37°C e medir a fluorescéncia nos comprimentos de onda de
485 nm (excitacdo) e 520 nm (emissdo) a cada 5 minutos, num intervalo total de 30 minutos. O tampéao de
reacdo utilizado nesta determinacdo sera composto de HEPES (30mmol - L-1), KCI (200mmol - L-1)
eMgCI2 (Immol - L-1). A desacetilacdo quimica do DCFH2-DA, gerando o composto DCFH2, serd realizada
com a adicdo de 2,0mL de NaOH (0,01mol - L-1) em uma solucao etandlica de (5mmol - L-1) de DCFH2-
DA, em temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Apés 30 minutos, sera adicionado 10 mLde tampao
fosfato 25 mmol L-1 (pH 7,4), composto de fosfato mono e dibasico, armazenando-se a solucdo em gelo até
0 momento do uso. A atividade antirradicalar contra o radical peroxil (AAROOQOs¢) das amostras sera
determinada com base na medida referente ao tempo de 30 minutos de reagéo, e calculada conforme
equacao abaixo:

(F,-F,;)
AA,,. =(1—A x100

(FS - Fw )

Onde FA é a fluorescéncia da amostra, com ABAP, FAB é a fluorescéncia do branco da amostra,
sem ABAP, FS é a fluorescéncia do solvente utilizado nas amostras, com ABAP, e FSB é a fluorescéncia do
branco do solvente, sem ABAP.

3.4. Método do radicalDPPH

A atividade antioxidante das amostras sera avaliada da seguinte forma: 1500 pyL da amostra sera
adicionada a 1480 pL da solucdo de DPPH e 20 uL da solucdo de trabalho. Paralelamente sera conduzido
um branco para cada amostra contendo 1500 puL da amostra e 1500 uL de solucdo de trabalho. Sera
necessario conduzir um branco para o DPPH para o célculo da atividade antioxidante, dessa forma 1480 pL
de DPPH serédo adicionados a 1520 pL de solugéo de trabalho. Apds 30 minutos de reagdo sob abrigo da
luz as absorvancias serdo medidas em 522 nm. A porcentagem da atividade antioxidante frente ao radical
DPPH sera calculada conformeequagéo.

A!)PPH— (A . AH )J %100

A DPPH

Adpppy = {
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Onde AprpH € a absorbancia da solucdo de DPPH, A e As sdo as absorbancias da amostra e branco,
respectivamente.

4- AndlisesAnatdmicas

Para as caracterizacdes anatdbmicas, os tecidos coletados de todos os tratamentos serdo fixados em
solucao de F.A.A. (formaldeido, acido acético e etanol 50% na propor¢do de 0,5:0,5:9) por 48 horas,
seguido de conservacdo em etanol 70% (JOHANSEN, 1940). Serdo realizadas seccdes transversais e
paradérmicas das amostras, sendo estas posteriormente clarificadas com hipoclorito de sédio 3% e coradas
com safranina (1%), sendo utilizada dgua destilada para montagem das laminas (BUKATSCH, 1972). As
seccOes serdo observadas em microscopio 6ptico e fotodocumentadas para posterior medicdo das
caracteristicas anatdmicas: espessuras da epiderme, parénquima clorofiliano, parénquima agqifero e
determinacédo do numero deestématos.

O material vegetal sera obtido dos experimentos ex situ onde cada tratamento ira compor amostras
compostas para analise da anatomia interna das folhas e de raizes. Material fresco de areas néo
contaminadas em territério capixaba serdo coletadas para servirem de material de referéncia aos
experimentos de contaminacdo por metais.

4.4 Variabilidade espacial e correlacdo de metais pesados em sedimentos e vegetacdo de mangue na
regido atingida pelos rejeitos de mineracdo na foz do RioDoce.

O experimento sera conduzido em areas de manguezal no norte do Espirito Santo e sul da Bahia. O
monitoramento do teor de metais pesados sera realizado em 8 (oito) areas de manguezal durante 5 (cinco)
anos. Serao coletadas anualmente 27 amostras de sedimentos em cada uma das areas, durante os 5 anos
de trabalho. Assim, serdo amostradas 216 amostras por ano, totalizando 1.080 amostras de sedimentos
durante todo o trabalho. No segundo ano de trabalho, apés verificacdo de qual das 8 areas apresenta teores
de metais pesados considerados prejudiciais ao desenvolvimento da fauna e da flora, nesta area escolhida,
serd instalada uma malha quadrangular de 140 x 144 m (20.160 m?2) com 100 pontos, com distancia minima
de 5 m, em cada ponto amostral serdo coletadas amostras de sedimentos e folhas de plantas da espécie
Rhizophora mangle em cada ponto amostral.

m cada um dos 100 pontos de amostragem, serdo coletadas uma amostra de sedimento e uma
amostra foliar da planta indicadora. As amostras deverdo ser coletadas em caixas plasticas, buscando-se
gerar um minimo de perturbacdo na superficie do sedimento. As amostras deverdo ser fotografadas
imediatamente apos a coleta, a fim de registrar as caracteristicas visuais do sedimento. Para a andlise de
metais, as amostras deverdo ser coletadas com o auxilio de espatula de plastico, raspando-se apenas 0s
primeiros centimetros (0-5 cm) da amostra de sedimento, obtendo-se assim apenas o sedimento superficial.
Para cada amostra, deverdo ser coletados aproximadamente 50 g de sedimentos, os quais serdo
armazenados em pote plastico e mantidos congelados até o momento das analises. Seréo coletadas quatro
folhas recém maduras e completamente desenvolvidas, as mesmas serdo levadas ao laboratério, onde
serdo lavadas em solugéo de hipoclorito de sédio a 1% e, logo apds, em agua corrente e agua destilada.
Em seguida as folhas serao secas em estufa de circulacédo forcada a 65°C até massa constante, moidas em
moinho tipo Wiley, passadas em peneira de malha de 0,841 mm e, entdo enviadas para analise. Em todas
as amostras de sedimento e folhas serdo analisados os seguintes metais: Arsénio (As), cadmio (Cd),
chumbo (Pb), cobre (Cu), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés (Mn), mercurio (Hg) e zinco(Zn).

Para caracterizagdo dos ambientes sedimentares e de possiveis fatores de influéncia sobre a
distribuicdo espacial dos metais, a quantificacdo do conteldo de matéria organica (MO) sera realizada de
acordo com o método da perda por igni¢cdo (450 °C por 5h), enquanto o conteldo de sedimentos finos
(argila e silte) sera determinado apds peneiramento em malha de 63 micrébmetros, com posterior secagem
das amostras (50 °C por 72h). Serdo ainda analisados os teores de Ca e de carbonato em cada ponto
amostral. O calcio sera extraido utilizando solugdo de KCI 1 molar e a sua determinacdo sera realizada por
espectrofotometria de absorcdo atbmica. A analise de carbonato total sera realizada em 1g da amostra
seca, colocada em tubos de polietileno com tampa em rosca de 50mL. Apés esta etapa sera adicionado
20mL de HCI 1M, sendo a amostra homogeneizada e permanecendo em descanso por 12 horas, seguindo
a metodologia adaptada de Morozova & Smith (2003). Posteriormente, a amostra sera centrifugada para
separacao e retirada do sobrenadante e uma nova adicdo do mesmo volume de HCI 1M sera realizada
repetindo-se o mesmo procedimento. Apos esta etapa serd adionado de 20mL de H20 ultrapura. A amostra
sera novamente homogeneizada e centrifugada, retirando-se o sobrenadante e levando-se a estufa a uma
temperatura de 80°C por ~72h. Por fim, serd pesado o tubo e a parte sedimentada, onde a partir da
diferenga entre o peso inicial e final sera obtido a massa decarbonato.
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Teoria da Geoestatistica

A amostragem classica nédo leva em consideracao a estrutura de dependéncia espacial, quando ela
esta presente na caracteristica avaliada.

A estatistica classica vem a ser limitada, por isso torna-se necessario o uso de uma ferramenta que
consiga detectar o grau de dependéncia entre as amostras, levando em consideracdo as coordenadas
geograficas de cada ponto. A teoria da geoestatistica pode ser empregada nesse caso, para descrever o
padrdo da variabilidade espacial e temporal do atributo medido.

Vieira et al. (1996) utilizaram conceitos de estabilidade temporal e escalonamento de
semivariograma e analisaram simultaneamente, através de semivariogramas tridimensionais, a variabilidade
espacial e temporal de alguns atributos de plantas.

Semivariograma

O semivariograma €é uma das ferramentas da geoestatistica, utilizada para determinar a
variabilidade espacial de atributos das plantas de uma lavoura, expressando o grau de dependéncia
espacial entre amostras, por meio de seus parametros. Os semivariogramas exigem que apenas a hipotese
intrinseca seja satisfeita sendo, portanto menos restritiva, diferente do autocorrelograma que exige
estacionaridade de segunda ordem (Berndtsson et al., 1993). Por esse motivo 0 semivariograma pode ser
usado em um maior nimero de situagdes.
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Figura 1. Representacdo esquematica da malha amostral na area em estudo.

O semivariograma é um gréafico que representa a semivariancia dos dados y (h) em relacdo a
distancia correspondente que os separa (h), podendo ser definido como (Vieira et al., 1983):

y(h) =1/ 2)E{Z(xi) - Z(xi + M)}

O qual pode se estimado por:
n(h)

A Z[z(xi +h) = Z(xi)]?
y(h) ==

2n(h)

Sendo n(h) nimero de pares amostrais [z(xi); z(xi + h)] separados pelo vetor h, sendo z(xi) e z(xi +
h), valores numéricos observados do atributo analisado, para dois pontos xi e xi + h separados pelo vetor h.
Normalmente, o conjunto de pontos amostrais se comporta como, intuitivamente, se deve esperar
de dados de campo, ou seja, que as diferencas [z(xi) - z(xi + h)] aumentem a medida que h, a distancia que
0s separa, aumente.
Os componentes, efeito pepita (Co) e patamar (Co+C) sdo utilizados para determinar o grau de
dependéncia espacial (GD) conforme equacdo (Cambardella et al., 1994):
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Semivariogramas que apresentam grau de dependéncia espacial menor ou igual a 25% tém forte
dependéncia espacial. A dependéncia é moderada quando esta relagdo variar de 25 a 75% e fraca quando esse
valor for superior a 75%.

O semivariograma é uma funcao do vetor h e, portanto, depende de sua direcdo e magnitude.
Dependendo do comportamento do grafico do semivariograma em diferentes direcdes ele pode ser
chamado de isotropico ou anisotropico (Vieira, 2000).

Para obtencdo dos mapas tridimencionais de relevo e dos atributos estudados sera utilizado o
programa SURFER (Golden Software, 1997), e os dados serdo interpolados por meio da técnica da
krigagem, a qual utiliza os parametros do semivariograma.

Para o ajuste dos modelos matematicos aos semivariogramas sera utilizado o método de validacéo
“Jack-knifing”, no qual serédo analisados os valores de média e variancia dos erros reduzidos (Souza, et al.,
1997), os quais serdo considerados os modelos: esférico, exponencial, linear e gausiano.

Os pontos demarcados servirdo de base para a coleta de dados de folhas e produtividade. Para
georreferenciamento da A&rea, serd utilizado um par de receptores GPS TechGeo®, modelo GTR
G2 geodésico. Os dados ap6s serem processados pela Rede Brasileira de Monitoramento Continuo (RBMC)
do IBGE apresentardo precisdo de 10 mm+ 1ppm.

Este projeto contribuira para o conhecimento do comportamento espacial dos metais pesados em
sedimentos em na planta indicadora, possibilitando conhecer melhor o comportamento em termos de
distribuicdo espacial de metais pesados no ambiente de manguezal. O projeto proporcionara um
treinamento em pesquisa de alunos vinculados, bem como dos alunos que se destacam pelo desempenho
académico do curso de Biologia, qualificando-os para futuros programas de pés-graduacao.

GD

6.5. Caracterizacdo da dindmica estuarina nos Rios Sao Mateus, Mariricu e Piraqué.
Comportamento hidrodindmico
Monitoramentos de fluxos d’agua nos estudarios dos rios Sao Mateus, Mariricu e Piraqué: Seréo realizadas 12
campanhas de monitoramento com ADCP, com periodicidade mensal, em duas se¢des nos locais
especificados. As medicdes serdo realizadas durante 12 horas, para acompanhar o ciclo de maré. Préximos
aos locais de medigdo serdo instalados marégrafos, para acompanhamento da variagdo do nivel d’agua. Os
resultados obtidos serdo utilizados para caracterizagdo do ambiente e no estudo de modelagem numérica. Os
parametros Temperatura e Salinidade serédo monitorados nas sec¢des onde serdo feitas as medi¢des de fluxo
d’agua, seguindo a mesma logistica de deslocamento.

Os dados de fluxos d’agua seréo avaliados segundo sua sazonalidade e variagdo semi-diurna
(maré).

Niveis d’dgua serdo medidos com sensor de pressdo e armazenados em datalogger. Esses dados
serdo tabelados e comparados com variagBes de maré.

Coleta de amostras de sedimento para analise de metais pesados

Serdo feitas coletas de sedimentos de fundo nas mesmas datas das campanhas de dindmica, nos mesmos
locais das medicdes de fluxo d’agua, sendo uma amostra em cada estuario. As amostras serdo analisadas
pelas equipes do Anexo 3.
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ALTERACOES ECOLOG[CAS NA DINAMICA DOS MANGUEZAIS E VEGETACAO DE
RESTINGA SOB INFLUENCIA DOS SEDIMENTOS PROVENIENTES DO RIO DOCE

(ANEXO 5)

SUB-PROJETO: RESTINGA

EQUIPE TECNICA

Nome Funcéo

Instituicdo

Coordenacao da equipe de Restinga
Diolina Moura Silva (coord) Avaliacdes da atividade fotossintética e
producdo de biomassa

UFES

Distribuicéo floristica e fitossocioldgica;
Dinamica da vegetacao;

Interrelacdo com os padrdes morfo-
sedimentolégicos

Luis Fernando Tavares de Menezes

UFES

Escolha e confirmacéo das areas
amostrais;

Inventario taxonémico;

Deposito em acervo de herbarios

Valquiria Ferreira Dutra

UFES

Avaliacao da distribuicdo anatomo-floristica
Elisa Mitsuko Aoyama e fitossocioldgica;
Dindmica da vegetacao.

UFES

Metabolismo dos carboidratos

Geraldo Rogério Fautini Cuzzuol Producio de biomassa

UFES

Impacto cito-genético, floristico e
fitossocioldgico;

Efeitos ecotoxicolégicos na dindmica da
vegetacao.

Silvia Tamie Matsumoto

UFES

Monitoramento da capacidade de
Viviana Borges Corte recuperacao;
Sistema anti-oxidantes

UFES

Inventario da estrutura vegetal das areas
amostrais

Oberdan José Pereira Avaliacao da distribuicao floristica e
fitossociologica;

Din&mica da vegetacao

UFES

Microbiota do solo (biocontrole e

Andréa Moura Bittencourt ;
promotores de crescimento)

UFPel

Trocas gasosas;
Marcos Antonio Bacarin Fluorescéncia transiente da clorofila;
Teores de pigmentos fotossintéticos

UFPel

Identificacdo do material vegetal,

Flavia Cristina Pinto Garcia : -
Taxonomia de fanerégamas.

UFV

Componentes estruturais; compostos
secundérios;

Producéo de biomassa;

Perfil metabdlico da comunidade vegetal

Adriano Nunes-Nesi

UFV

Compostos secundarios e producédo de
biomassa;

Sistemas anti-oxidantes;

Perfil metabdlico da comunidade vegetal.

Wagner Luiz Aradjo

UFV

Distribuicéo floristica e
Marcelo da Costa Souza fitossociologica;
Dindmica da vegetacao.

UFRRJ

Pés Doutor Membro de Equipe

UFES

Iniciacdo Cientifica Membro de Equipe

UFES
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Iniciacdo Cientifica Membro de Equipe UFES
Iniciacdo Cientifica Membro de Equipe UFES
Iniciacdo Cientifica Membro de Equipe UFES
Profissional Mestre | Membro de Equipe UFES
Profissional Mestre | Membro de Equipe UFES
Profissional Mestre | Membro de Equipe UFES
Técnico Nivel Médio Membro de Equipe UFES
Técnico Nivel Médio Membro de Equipe UFES
Técnico Nivel Médio Membro de Equipe UFES
Técnico Nivel Médio Membro de Equipe UFES

2. ESCOPO

Serdo amostradas areas atingidas pelos “sprays” das ondas do mar, a vegetacdo rasteira com
sedimentos e o solo florestal visando obter um inventario da estrutura e parametros fitossociolégicos de oito
areas da formagdo Restinga. A investigacdo se estendera as diferentes formas de respostas ao impacto
ocorrido. Estas respostas deverdo ser investigadas temporal e espacialmente ao longo dos 12 meses de
estudo. Medidas de assimetria flutuante de espécies da comunidade vegetal serdo utilizadas como um
indicativo de estresse ambiental. Para isso a variacdo da assimetria flutuante sera avaliada nas oito areas.
Ainda, de maneira observacional, sera investigado como diferentes gradientes de poluicdo alteraram a
gualidade foliar e as taxas de herbivoria. Aspectos pontuais como taxa de mortalidade de jovens e adultos
(citado no item 6 do Anexo 5) deverdo ser comparados com 0s registros anteriores que a equipe possui
(artigos, teses, material depositado nos herbarios) esclarecendo a evolugédo dos estagios sucessionais da
comunidade vegetal da Restinga. Em conjunto com o inventdrio da estrutura e das analises fitossociologicas
serdo realizadas as avaliacbes de campo da atividade fotossintética (trocas gasosas, fluorescéncia da
clorofila, teores de pigmentos fotossintéticos e nivel de tolerdncia aos residuos no solo e na agua) dos
individuos.

3. OBJETIVO
Avaliar o estado de conservacao das espécies da biota impactada (Restinga).

3.1 Objetivos especificos

a) Inventariar a flora da formacao arbustiva-herbacea e arboérea de oito areas da formacgao Restinga (Meta
1);

b) Sugerir o ingresso de novas espécies da Restinga no rol de ameacadas (Meta 1);

¢) Analisar os efeitos dos rejeitos, ainda contidos no solo, na sobrevivéncia da vegetacdo jovem e adulta
da vegetacao da Restinga (Meta 2);

d) Avaliar a estrutura da vegetacéao e a dindmica temporal da comunidade vegetal das oito areas amostrais
(Meta 2);

e) Avaliar a atividade fotossintética (trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila, teores de pigmentos
fotossintéticos) da vegetagédo (haléfila-psamofila, arbustiva-herbacea e arbérea) identificada e coletada
no inventario taxondmico e fitossociologico nas oito esta¢des da formacgao Restinga (Meta 3);

4. METAS E JUSTIFICATIVAS
Meta 1- Inventario de 50% da estrutura (haléfila-psamofila, arbustiva-herbacea e arbérea) de oito areas da
formacado Restinga

Justificativa - Inventario da estrutura haléfila-psamofila, arbustiva-herbacea e arbérea das oito estacbes
[descritas na Tabela 2, pagina 17, item 6 da TR4 Anexo 5, corrigida no Plano de Trabalho de
26/10/2017 para Coordenadas UTM (datum SIRGAS2000), Quadro 12]! ao longo do ambiente
impactado. O material vegetal sera identificado e registrado mensalmente durante os 12 meses de
monitoramento do projeto, acompanhado do depdsito no acervo de Herbarios com registros fotogréficos.

1 No Cronograma Operacional foi programada, no més 2, expedi¢do de reconhecimento para confirmacdo ou altera¢io
da(s) drea(s) pré-determinada(s) no item 6, Anexo 5 da TR n? 4.
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Meta 2- Inventario e analises dos parametros fitossocioldgicos nas oito areas de diferentes fitofisionomias da
formacao Restinga

Justificativa - Andlises dos parametros fitossociolégicos nas oito areas de diferentes fitofisionomias da
formacg&o Restinga visando monitorar a dindmica da vegetacdo, medindo-se caracteristicas funcionais e sua
variagdo espacial e temporal trimestralmente durante os 12 meses do projeto. O estudo de fitossociologia ndo
sera mensal, mas foi prevista uma possivel ida mensal a campo considerando o tamanho da equipe e as
varias atividades que serdo desenvolvidas em cada restinga a ser estuda. Existe uma frequéncia trimestral
de andlise e coleta de material para monitorar o possivel impacto (conforme consta do Anexo 5, TR4).

Meta 3- Atividade fotossintética da vegetacdo identificada e coletada no inventario taxondmico e
fitossocioldgico nas oito estagdes da formagdo Restinga

Justificativa - Pretende-se avaliar as trocas gasosas e a fluorescéncia da clorofila a (transiente e modulada)
nas espécies das oito estacdes amostrais da Restinga visando obter informacfes detalhadas sobre os
eventos do metabolismo primério da comunidade vegetal. A utilizacdo prética da fluorescéncia transiente
da clorofila a tem demonstrado, claramente, que pode explicar e prever o desempenho de amostras
fotossintéticas sob véarias condi¢Bes, especialmente quando € utilizado em paralelo com as técnicas de
fluorescéncia modulada por imagens, trocas gasosas e, como em condi¢cdes de alta luminosidade e
temperatura as plantas precisam enfrentar excesso de energia de excitagdo da luz e os danos do calor
gue provocam O estresse oxidativo e fotoinibicdo, analises da atividade do sistema antioxidante e o
conteddo e natureza dos carotenoides também serdo avaliados.

5. PRODUTOS
5.1. DADOS BRUTOS )
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto RESPONSAVEL
os coletados in situ como os processados no laboratorio) (Pessoal Vinculado)

Reconhecimento e marcacéo das areas amostrais
Listagem das espécies coletadas

Identificagdo das espécies Valquiria F. Dutra
Inventario taxondmico Flavia C. P. Garcia
Registro fotografico

Depdsito em acervos dos herbarios

Coleta e envio dos sedimentos para analise quimica
Coleta e envio de espécimes (folhas, ramos e/ou raizes) para analise

guimica Viviana Borges Corte
Coleta de sementes Silvia T. Matsumoto
Testes de viabilidade Andrea M Bittencourt

Testes citotoxicoldgicos
Identificac8o dos promotores na microbiota do solo

Dados estruturais da vegetacdo

Quantificacdo de area basal

Dados de frequéncia absoluta e relativa

Banco de dados especifico das formacgdes vegetais sob analise
Amostras de material dissecado depositados em herbario para
identificacao botanica e avaliacdo do status de conservacdo

Luis Fernando T. Menezes
Oberdan José Pereira
Marcelo C. Souza

Das espécies identificadas seréo disponibilizados dados da Fotossintese
liquida

Transpiracéo

Respiracéo no escuro

Eficiéncia de carboxilacéo Diolina Moura Silva
Eficiéncia do uso da agua Marcos Antonio Bacarin
Eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il

Eficiéncia fotoquimica do fotossistema |

Fotoinibicao

Teores de clorofila e antocianinas nas folhas e frutos avaliados in situ




II""FEST PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE
FundagBo Espirito-santense de Tecaolegio

AQUATICA DA AREA AMBIENTAL |

Teores de pigmentos: clorofila a, Clorofila b, Carotendides (carotenos e
xantofilas), antocianinas;

Laminas histolégicas para andlise da anatomia foliar das espécies

identificadas; Elisa Mitsuko Aoyam

Atividade enzimatica e concentragdo de componentes dos sistemas

antioxidantes; Viviana Borges Corte

Concentracgao de celulose, hemicelulose e ligninas

~ ; L - Lo Geraldo Rogério F. Cuzzuol
Concentracéo de carboidratos soliveis e insollveis;

Concentragdo dos principais compostos primarios e secundarios do Adriano Nunes-Nesi
metabolismo vegetal. Wagner Luiz Aratjo

5.2. ANALISE DE DADOS

(Relacionar as analises que serdo feitas e entregues até o 15° més de RESPONSAVEL
vigéncia do Projeto) (Pessoal Vinculado)
Andlise e processamento dos dados que constituirdo o inventario da Valquiria F. Dutra
estrutura da comunidade da formacao Restinga
Andlise e processamento dos dados que constituirdo a fenologia de Valquiria F. Dutra Flavia C.
espécies da formacdo Restinga P. Garcia
Andlise, identificacdo, processamento do registro fotogréafico \P/ag:'rré%':' Dutra Flavia C.
Identificacdo das espécies Valquiria F. Dutra Flavia
Envio a especialistas C. P. Garcia
Andrea M Bittencourt
Analise e processamento dos dados sedimentolégicos Viviana Borges Corte
Silvia T. Matsumoto

Envio das exsicatas para os acervos dos Herbarios Valquiria Ferreira Dutra
Identificagdo de espécies com maior valor de importancia a partir dos Luis F. T. Menezes
dados estruturais Oberdan José Pereira
Identificagdo de espécies - Avaliagfes comparativas. Indicacdo de Luis F. T. Menezes
espécies chave para recuperacdo ambiental de formacgdes vegetais Oberdan José Pereira
especificas Marcelo C. Souza
Avaliacao do grau de ameaca das espécies ocorrentes nas areas Luis F. T. Menezes
inventariadas. Oberdan José Pereira

Diolina Moura Silva
Marcos. Bacarin
Wagner Luis Araujo

Processamento, analise e interpretacdes dos dados das trocas gasosas,
fluorescéncia de clorofila e pigmentos foliares

Célculos e confeccéo de planilhas contendo teores dos pigmentos,
carboidratos, componentes estruturais, teores de metais e semi-metais nas
raizes, caule e folhas, calculos da atividade do sistema anti-oxidante;
analises das laminas histolégicas.

Elisa Mitsuko Aoyama
Viviana Borges Corte

Adriano Nunes-Nesi
Geraldo R. F. Cuzzuol
Wagner Luiz Araujo

Célculos e confeccéo de planilhas contendo os teores de carboidratos
estruturais

Adriano Nunes-Nesi

Construcéo do perfil metabdlico e producdo de biomassa Wagner Luiz Aradjo

As andlises finais irdo comparar os resultados obtidos durante o monitoramento com dados pretéritos
existentes.

6. METODOLOGIA

Meta 1- Inventario de 50% da estrutura (hal6fila-psamofila, arbustiva-herbacea e arb6rea) de oito areas
da formacao Restinga

As coletas serdo realizadas por meio de caminhamento aleatério na regido das oito estacdes

[descritas na Tabela 2, pagina 17, item 6 da TR4 Anexo 5, corrigida no Plano de Trabalho de 26/10/2017 para

Coordenadas UTM (datum SIRGAS2000), Quadro 12] da Restinga, cobrindo toda a &rea, onde serdo
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coletados apenas os individuos férteis encontrados, utilizando os métodos usuais de trabalhos de campo e
de herborizacdo (Fidalgo e Bononi, 1989). Seréo feitos registros fotograficos e coletados dados referentes as
cotas altitudinais e coordenadas geogréaficas com uso GPS. Amostras em silica gel serdo coletadas para
futuros trabalhos moleculares. Apés identificagdo, os espécimes coletados serdo depositados no acervo dos
Herbarios VIES, SAMES e VIC.

O sedimento de cada uma das oito estagbes sera amostrado para analises granulométricas, quimica
de rotina e matéria organica. Serdo também amostrados material vegetal (folha e raizes) para medicao das
concentracdes de metais.

Meta 2- Inventario e andlises dos parametros fitossociolégicos nas oito areas de diferentes
fitofisionomias da formacéo Restinga

Nesse periodo de 12 meses sera realizado o levantamento floristico das formagfes vegetais da
restinga, nos diferentes pontos de amostragem.

Especialmente, para a area da formagdo haldfita, serd realizado o levantamento estrutural da
vegetacdo, com finalidade de se entender se hé variacdo nos padrées de densidade e riqueza das espécies
de acordo com o distanciamento da foz do rio do Doce. Nossa hipétese é de que, a estruturacdo da
comunidade tenha se alterado de acordo com o acumulo de rejeitos provenientes do salsugem e acumulado
nas plantas. Em cada ponto seréo instaladas 25 parcelas permanentes (o nimero de parcelas sera definido
de acordo com o perfil da praia)?2 e acompanhado mensalmente a dindmica da vegetacéo. Cada parcela tera
1m quadrado. Os trechos onde ha vegetacao arbustiva / arbérea terd seu inventario floristico e estrutural
iniciado ou reavaliado, jA& que a equipe de trabalho possui areas de estudo prOximas aos pontos de
amostragem.

Na vegetacdo arbustiva/arbérea sera realizado o levantamento em 0,1 ha da vegetacdo em cada
area. Serdo alocadas trés parcelas contiguas de 10 x 10m (Mueller-Dombois & Ellenberg, 1974), distribuidas
em 1 faixas paralelas ao mar. Serdo incluidos no censo todos os individuos arbustivos ou arbéreos com 2,5cm
ou mais de didametro do tronco a altura do peito (DAP)2 que corresponde a aproximadamente a 1,5cm de
diametro do tronco a altura do solo (DAS), inclusive lianas. Considerando-se que arvores mortas e em pé
constituem indicativo da dindmica sucessional da floresta, esses individuos serdo também amostrados. Cada
individuo amostrado recebera uma plaqueta numerada e seu DAP medido. Individuos perfilhados s6 foram
marcados e medidos quando um dos ramos possuia DAP igual ou superior a 2,5cm. Arvores com sapopemas,
cujo alargamento das raizes se iniciava a 1,30m ou mais acima do solo tirdo seus diametros medidos a 20cm
acima do alargamento, conforme empregado em levantamentos deste tipo. Simultaneamente, serdo
coletadas amostras para herborizacao, de acordo com técnicas usuais.

Meta 3- Atividade fotossintética (Trocas Gasosas, Fluorescéncia da Clorofila a e Pigmentos

Fotossintéticos)

Cinco individuos de cada espécie identificadas no inventario da formagéo Restinga (formagé&o haldfila-
psamofila e seus interiores) serdo selecionados para avaliacdo da Cinética de Emissdo da Fluorescéncia
Répida e da Fluorescéncia modulada da clorofila a (Li et al., 2014; Strasser et al., 2010, Bacarin et al., 2016,
Chen et al., 2016).

As trocas gasosas serdo avaliadas utilizando-se um analisador de gas no infravermelho, portatil,
(IRGA, modelo LCi SD, ADC BioScientific Ltd., England) obtendo-se a taxa liquida de assimilagdo do CO2
(A), a condutancia estoméatica ao vapor de agua (gs) a transpiracéo (E), e a concentragéo intercelular de CO2
(Ci). A condutancia estomatica sera usada para quantificar a eficiéncia do uso da 4gua durante as estacdes
seca e chuvosa (Lavinsky et al., 2016).

O teor relativo de clorofila sera estimado com o uso de um clorofilémetro portatil (SPAD-502, Konica
Minolta Optics, Inc.) e expresso como indice SPAD. Serao realizadas medidas em campo, nas mesmas folhas
utilizadas na andlise da fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas (Faria-Silva., 2017). Amostra das folhas
utilizadas para a analise dos teores de clorofilas totais serdo utilizadas em laboratério para andlises
espectrofotométricas com extragdo em DMSO (Lichtenthaler e Buschmann, 2001). As concentracdes foliares

2 Se estabelece o nimero maximo de parcelas, mas o quantitativo de parcelas pode ser menor, devido a acdo do mar
neste tipo de formacgdo, acarretando o seu estreitamento.

3 0 valor, para este pardmetro, ndo é correto! N3o se mede troncos a altura do solo em 1,5 para vegetacdo arbustiva
arborea. Inadequado para avaliagées em restinga!
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de xantofilas (neoxantina, violaxantina, anteraxantina, luteina e zeaxantina) e carotenos (a-caroteno e [3-
caroteno) serdo ensaiadas em cromatégrafo liquido de alto desempenho (Matos et al., 2009).
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MONITORAMENTO DE MAMIFEROS, TARTARUGAS E AVES MARINHAS
ASSOCIADOS A FOZ DO RIO DOCE, PLATAFORMA CONTINENTAL E AREAS
PROTEGIDAS ADJACENTES (ANEXO 6)
SUB-PROJETO: Monitoramento cetaceos a partir de técnicas de sobrevoos,
imageamento subaquatico e hidroacustica

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcéo Instituicdo
Coordenador tematico Anexo 6 - coordenador do
Agnaldo Silva Martins subprojeto de sobrevoos e ac_l]stica - coordenador e UEES
executor do projeto de monitoramento do uso de
habitats com drones e ROVs

Artur Andriolo Coordenador do projeto de njonitoramento hidroacustico UEJE

de ceticeos
Profissional Mestre |l . UFES

/Profissional sénior Il Pesquisador
Profissional Mestre I . UFES

/Profissional sénior Il Pesquisador
Técnico de Nivel Superior Pesquisador UFJF
Técnico de Nivel Superior Pesquisador UFJF
Técnico de Nivel Superior Pesquisador UFJF
Profissional Janior Pesquisador UFES
Profissional Janior Pesquisador UFES
P6s-Doutorado Pesquisador UFJF
P6s-Doutorado Pesquisador UFJF
P6s-Doutorado Pesquisador UFES
Técnico nivel médio Pesquisador UFJF
Iniciacdo Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador UFES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador UFES

2. ESCOPO

Diversos estudos tém mostrado que a regido ao redor da foz do Rio Doce e plataforma continental
adjacente é uma area importante para desova, reproducéo e alimentacédo de diversas espécies ameacadas
de extincdo, sobretudo o Boto-cinza (Sotalia guianensis), a Toninha (Pontoporia blainvillei), a baleia-jubarte
(Megaptera novaeangliae) (MMA, 2014). O entendimento dos padrBes de uso e deslocamento dessas
espécies em areas possivelmente impactadas ao redor da foz do Rio Doce é de fundamental importancia para
a aplicacdo de acdes mitigadoras, caso sejam detectadas ameacas a essas espécies em areas com maior
grau de impacto.

O enfoque da realizacdo de observagBes diretas a partir de plataformas médveis semi-autbnomas
como VANTs (Veiculos aéreos nao tripulados, também conhecido como Drones) e veiculos tripulados tem
ganhado atencdo da comunidade cientifica por permitir a obtencao de informacdes pouco disponiveis pelos
outros enfoques e por terem se tornado progressivamente mais acessiveis devido ao avanco tecnoldgico.

Os vertebrados marinhos podem ainda ser utilizados como amostradores do ambiente, ao usarem-se
equipamentos de sensoriamento remoto. Através destes equipamentos também é possivel identificar areas
importantes para a alimentac@o das espécies, areas usadas mais intensamente e ainda inferir mudancas no
comportamento alimentar ocorridas devido a mudancas nas condi¢cfes bidticas e abidticas, bem como
impactos antrépicos em suas areas de uso.

Para o acompanhamento de tartarugas marinhas, o censo aéreo ndo é a metodologia mais adequada,
mas o registro dos queldnios eventualmente detectados por estes sobrevoos serdo registrados (Nota Técnica
n® 3/2017/CTBio/DIBIO/ICMBIo). Para o monitoramento de aves, por sua vez, o Anexo 6 ndo prevé em
nenhum momento o uso de veiculos aéreos tripulados para estudar aspectos de distribuicao, area de vida ou
abundancia de aves, as quais, por suas caracteristicas bioldgicas sdo incompativeis com essas metodologias.
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Para a biologia, compreender a acustica de animais e do ambiente pode revelar aspectos importantes
para a conservacdo de uma espécie, como sua biologia, ecologia e possiveis impactos que esteja ocorrendo
em um determinado local. Devido a dificuldade de observacdo de cetaceos em seu ambiente natural,
principalmente em areas com aguas turvas, esse tipo de estudo trouxe vantagens para pesquisas com esse
grupo.

Por se tratarem de seres que enxergam o mundo por meio de ondas sonoras, o desenvolvimento da
bioacustica e de estudos de ecologia acUstica em cetaceos é fundamental para a conservagdo destas
espécies (Laiolo, 2010). Técnicas acusticas vém sendo aplicadas para a obtencao de parametros ecoldgicos
populacionais tais como densidade e abundancia (Hatch et al., 2012; Van Parijs et al., 2009; Marques et al.,
2013).

3. OBJETIVO

1) Avaliar e monitorar, por um periodo de 12 meses a distribuicdo, abundancia e area de vida de
mamiferos marinhos em areas potencialmente impactadas ao redor da foz do Rio Doce, abrangendo
areas marinhas costeiras e oceénicas adjacentes, incluindo o Parque Nacional Marinho dos Abrolhos,
REBIO Comboios, APA Costa das Algas e REVIS de Santa Cruz.

2) Determinar e monitorar por um periodo de 12 meses, associagdo de mamiferos marinhos com micro-
habitats costeiros, bem como tendéncias de agregacdo e deslocamento em areas potencialmente
impactadas ao redor da foz do Rio Doce, incluindo a plataforma continental adjacente, o Parque
Nacional Marinho dos Abrolhos, REBIO Comboios, APA Costa das Algas e REVIS de Santa Cruz.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 1 (objetivo 1) - Estudos de distribui¢do e abundancia de toninhas por censos aéreos tripulados
Avaliar e monitorar, por um periodo de 12 meses a distribuicdo, abundancia e area de vida de toninhas

em areas potencialmente impactadas ao redor da foz do Rio Doce, abrangendo areas marinhas costeiras e

oceanicas adjacentes, incluindo o Parque Nacional Marinho dos Abrolhos, REBIO Comboios, APA Costa das

Algas e REVIS de Santa Cruz. Realizacdo dos sobrevoos, estimativas de abundancia, elaboracdo de

relatorios. Censo aéreo de toda a area realizado em 45 dias no verao/inicio de outono.

Meta 2 (objetivo 1) - Estudos de distribuicdo e abundéancia de baleia jubarte por censos aéreos
tripulados

Avaliacdo e monitoramento, por um periodo de 12 meses da distribui¢cdo, abundancia e area de vida
de baleia jubarte em areas potencialmente impactadas ao redor da foz do Rio Doce, abrangendo areas
marinhas costeiras e oceénicas adjacentes, incluindo o Parque Nacional Marinho dos Abrolhos, REBIO
Comboios, APA Costa das Algas e REVIS de Santa Cruz. Realizacdo dos sobrevoos, estimativas de
abundancia, elaboracao de relatérios. Censo aéreo de toda a area realizado em 60 dias no inverno/inicio de
primavera .

Meta 3 (objetivo 2) - Monitoramento de associacao de cetaceos com micro-habitats costeiros

Determinar e monitorar por um periodo 12 meses, associacdo mamiferos marinhos com micro-
habitats costeiros, bem como tendéncias de agregac¢éo e deslocamento em areas potencialmente impactadas
ao redor da foz do Rio Doce, incluindo a plataforma continental adjacente, o Parque Nacional Marinho dos
Abrolhos, REBIO Comboios, APA Costa das Algas e REVIS de Santa Cruz. Realizacdo de sobrevoos
regulares, realizacdo de sobrevoos de oportunidade, processamento dos videos, andlises numéricas,
elaboracéo de relatérios. Campanhas mensais.

Meta 4 (objetivo 2) - Identificac&o e descricdo de micro-habitats

Identificar micro-habitats costeiros associados a concentracdes de cetdceos em dareas potencialmente
impactadas ao redor da foz do Rio Doce, incluindo a plataforma continental adjacente, o Parque Nacional
Marinho dos Abrolhos, REBIO Comboios, APA Costa das Algas e REVIS de Santa Cruz. Realizacdo de
campanhas de mar com filmagens subaquaticas com o uso de ROV, processamento dos videos, analises
numeéricas, elaboracéo de relatérios. Campanhas semestrais.

Meta 5 (objetivo 2) - Avaliac8es aclsticas de cetaceos

Determinacao do uso da area pelos animais, através da interpretacdo de seus sinais sonoros (taxa e
periodos de emissdo das vocalizacdes e dos sons de ecolocalizacdo). Avaliacdo das caracteristicas fisico-
guimicas do ambiente que possuem maior influéncia sobre os parédmetros de frequéncia e intensidade de
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sons modulados e pulsados dos cetaceos sob diferentes escalas de variacdo espacial na regido através de
um delineamento amostral hierarquico. Realizacdo das campanhas de mar, analise dos resultados,

elaboracao de relatérios. Realizagdo de campanhas anuais.

5. PRODUTOS

5.1. DADOS BRUTOS
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto
os coletados in situ como os processados no laborat6ério)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

Registros de ocorréncia de toninha (posi¢cao geografica por individuo
identificado).

Registros de ocorréncia de baleia jubarte (posicao geografica por individuo
identificado).

Registro de ocorréncia de grupos de cetaceos (espécie, nimero de
individuos e posigcdo geogréfica)

Identificacdo e descri¢cdo dos habitats de maior associa¢cdo com grupos de
cetaceos

Agnaldo Silva Martins
(Daniel Danilewicz —
GEMARS)

Agnaldo Silva Martins

vigéncia do Projeto)

Descri¢do da composi¢éo de cada grupo de ceticeos registrado, tipo e 0 Artur Andriolo

comportamento. Lista de categorias comportamentais de acordo com 0s

etogramas empregados para cada espécie

5.2. ANALISE DE DADOS )
(Relacionar as analises que serdo feitas e entregues até o 15° més de RESPONSAVEL

(Pessoal Vinculado)

Andlise da densidade de individuos utilizando o estimador Horvitz-
Thompson

Analise da distribuicdo espacial das espécies através de modelos de
estimativa superficial da densidade

Andlise da distribuicdo espacial de grupos de cetaceos usando técnicas de
SIG ao redor da foz do Rio Doce

Andlise espacial da associacdo de habitats identificados com grupos
predominantes.

As andlises das emissdes sonoras e a gravacdo da imagem em tempo
sincronizado com o oscilograma da trilha sonora gravada, procurando
relacionar a vocalizagdo emitida com o comportamento

Agnaldo Silva Martins
(Daniel Danilewicz —
GEMARS)

Agnaldo Silva Martins

Artur Andriolo

A andlise final incluird a comparacéao dos resultados obtidos a partir dos dados do monitoramento com

dados pretéritos existentes.

6. METODOLOGIA

Distribuicdo e abundéancia

Para avaliagcdo da distribuicdo, abundéncia e area de vida (objetivo 1), deverdo ser utilizados

monitoramentos aéreos com aeronaves tripuladas. Deverdo ser realizados dois monitoramentos por ano,
sendo um destinado a avaliacdo de pequenos mamiferos e tartarugas (toninha, boto-cinza, tartarugas
marinhas em geral) e outro destinado a avaliacdo da baleia-jubarte.
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Os sobrevoos serao realizados em areas potencialmente impactadas ao redor da foz do Rio Doce,
abrangendo areas marinhas costeiras e oceanicas adjacentes, incluindo o Parque Nacional Marinho dos
Abrolhos, REBIO Comboios, APA Costa das Algas e REVIS de Santa Cruz. Os sobrevoos destinados aos
pequenos mamiferos e tartarugas terdo como limite oceanico a isébata de 25m, e os destinados a baleia-
jubarte a isébata de 500m.

Os sobrevoos deverédo ser realizados usando o método de amostragem por distancias ao logo de
transectos lineares (Buckland et al., 2001). O método de transecc¢@es lineares assume que a densidade de
animais na area amostrada, retangulo de comprimento igual a extensdo da transeccao e largura igual a duas
vezes a faixa de busca do observador (Buckland et al., 2001), €, em média, proporcional a densidade de
individuos em toda a area de estudo, desde que as transeccdes sejam alocadas de forma a proporcionar uma
probabilidade de cobertura uniforme (ou seja 0 nimero de km voados por unidade de area seja constante).

A aeronave utilizada como plataforma de observagéo devera ser um Aerocommander 500B, bimotor,
com asa alta, janelas-bolha (observadores da frente) ou equivalente. Durante os transectos de observagéo, a
aeronave devera voar a uma altitude constante de 500 pés (150m) e velocidade entre 170-190 km/h. Os
dados deverdo ser coletados utilizando um protocolo semelhante aos previamente aplicados para a obtengéo
de estimativas de abundancia de toninhas na FMA I, FMA Il e FMA 1l (Zerbini et al., 2010; Danilewicz et al.,
2010; Danilewicz et al., 2012).

Para a busca, contagem e identificacdo de grupos deverd ser utilizada uma equipe de quatro
pesquisadores em cada sobrevoo. Dois observadores posicionados na frente (janelas-bolha) e dois atras
(janelas-plana) deveréo trabalhar simultaneamente e de forma independente, ndo havendo comunicagéo
(acustica ou visual) entre eles durante o esforgo de observacao. Para os sobrevoos dedicados a avaliagao de
pequenos mamiferos e tartarugas, a equipe devera ser formada por observadores com experiéncia prévia de
monitoramentos aéreos. Apesar da experiéncia prévia da equipe, um sobrevoo de treinamento antes do inicio
dos trabalhos devera ser realizado para calibragéo e padronizagéo entre os pesquisadores.

. . o] 0 L ~ .
O observador devera varrer uma area entre os 90 e os 30 de declinacdo em relagédo ao horizonte,

. N o o] ~ x
empregando um maior esfor¢co de observacdo proximo aos 90 . Em relagéo ao rumo do avido, o observador

néo devera buscar grupos apos os 90O (considerando o rumo do avido =0 0). Cada observador devera ser
responséavel pela coleta das condices ambientais, possiveis co-variaveis que afetem a probabilidade de
detec¢éo, sendo tomadas no inicio de cada transecto e a cada vez que uma mudanga significativa ocorrer.
Deverao ser registrados (1) estado do mar em escala Beaufort, (2) reflexo no campo de visao - porcentagem
e intensidade, (3) transparéncia da agua - registrada visualmente como “turva” ou “clara”, e (4) visibilidade. A
visibilidade devera ser elencada subjetivamente como “excelente”, “boa”, “moderada” e “ruim” de acordo com
a escala fornecida por Rugh et al. (1993). Essas variaveis influenciam a detectabilidade de mamiferos
marinhos e deverdo ser adicionadas nos modelos de densidade (Marques & Buckland, 2003).

Para cada deteccgédo devera ser registrado a hora, a espécie, o tamanho do grupo, presenca de filhotes
e o0 angulo de declinagédo entre o horizonte e o grupo detectado. Caso nao seja possivel determinar a espécie
de mamifero marinho no momento da detecgéo e/ou tamanho do grupo, o esforco de observagéo podera ser
encerrado para realizar o registro fotografico do grupo para posterior analise em laboratério. Este
procedimento deverd ser avaliado caso a caso pelo coordenador do voo, levando em consideragao tempo de
V0O, caracteristicas da deteccéo e relevancia para o escopo do estudo aqui proposto. O angulo de declinacéo
entre o horizonte e o grupo avistado devera ser coletado pelo observador com o auxilio de um inclinémetro
assim que o grupo estiver perpendicular ao observador. A partir deste angulo e da altitude da aeronave devera
ser calculada a distancia perpendicular entre o grupo detectado e o transecto percorrido pelo avido. Os
relégios dos observadores (fixados em posicdo junto a janela, para facilitar a visualizacdo da hora) deverao
estar perfeitamente sincronizados com o horéario do GPS, o qual deve gravar uma posicao lat/long a cada 3
segundos. Todas as informacdes deverdo ser registradas em gravadores digitais individuais e
georreferenciadas com base na hora do registro.

Ao longo do projeto, serdo realizados um monitoramento anual para pequenos cetaceos e tartarugas
e um monitoramento anual para grandes baleias. O monitoramento aéreo para pequenos cetaceos e
tartarugas sera realizado durante 45 dias no ver&o/inicio de outono. Sera empregado um total de 60 horas de
vbo, incluindo esforco de observagéo e deslocamento da aeronave. O monitoramento destinado as baleias
sera realizado no inverno/inicio de primavera a fim de contemplar a sazonalidade de ocorréncia deste grupo
na regido. O trabalho de campo sera realizado em 60 dias e sera empregado um total de 120 horas de véo,
incluindo esforgo de observacéo e deslocamento da aeronave. E importante notar que o registro e contagem
de cetaceos e tartarugas a partir de aeronave é sensivel ao estado do mar, devendo ser realizado apenas em
condicdes meteoroldgicas (vento e chuva) apropriadas a fim de minimizar a perda de animais pelos
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observadores. Neste sentido, parte dos dias alocados para o trabalho de campo deveréo ser de espera por
condi¢cdes meteoroldgicas favoraveis pela equipe de observadores.

Para avaliar a densidade de mamiferos, a probabilidade de deteccdo sera estimada utilizando os
métodos de amostragem por distancia convencional (CDS) e com multicovariaveis (MCDS) (Buckland et al.,
2001; Marques & Buckland, 2003). Serdo propostos os modelos "half normal" e "hazard rate" sem e com
covariaveis para modelar as distancias perpendiculares. O modelo com maior suporte sera selecionado com
base no Critério de Informacédo de Akaike (AIC). A densidade de individuos sera estimada utilizando o
estimador Horvitz-Thompson (Marques & Buckland, 2003).

Para avaliar a distribuicdo espacial das espécies, deverdo ser utilizados os modelos de estimativa
superficial da densidade (DSM) (Miller et al. 2013). Dados referentes as avistagens, transecc¢oes realizadas,
informacdes geofisicas e de sensoriamento remoto serdo importados para o programa ESRI ArcMap/ArcGIS®
e sera produzida uma série de camadas georreferenciadas. Grids serdo sobrepostos as camadas
georreferencias e serdo extraidos os valores centrais de cada variavel de interesse. A relacdo entre a
densidade de animais (variavel resposta) e as varidveis ambientais (variaveis explanatérias) devera ser
investigada através de modelos de habitat espécie-especificos construidos a partir de modelos aditivos
generalizados GAMs. GAMs oferecem uma abordagem flexivel e robusta para a exploracéo e caracterizagdo
de dados complexos, relagdes néo lineares entre variaveis, e sdo largamente utilizados na modelagem de
habitat de mamiferos e tartarugas marinhas.

A andlise de dados sera realizada através do uso do programa R utilizando os pacotes "mrds", "dsm",
e "mgcev". A producdo de mapas de distribuicdo espacial, assim como de outras figuras georreferenciadas,
sera feita com o uso do programa ESRI ArcMap/ArcGIS®.

No monitoramento aéreo devera ser realizada a avaliagdo dos dados populacionais anteriores das
toninhas (Pontoporia blainvillei) e baleias jubarte (Megaptera novaeangliae) com o objetivo de comparar
guantitativamente as populacdes antes e apds 0 evento e identificar possiveis locais de afastamento dos
animais.

Os monitoramentos deverao ser associados aos estudos comportamentais dos cetaceos no local ou
na area em que se deslocaram. No caso do deslocamento dos cetaceos para outras areas, além dos estudos
propostos, verificar a disponibilidade de alimentacao no local.

Metodologia para gravagdo acustica passiva de cetaceos

A aplicacdo dessa nova ferramenta de acUstica passiva possibilitara descrever e avaliar os padrdes
de vocalizacéo e ecolocalizagdo do grupo na foz do Rio Doce, plataforma continental e areas protegidas
adjacentes, ajudando na compreensé&o do uso ou ndo dessas areas pelos animais. Deverao ser determinados
as atividades e o uso da area pelos animais, através da interpretacdo de seus sinais sonoros (taxa e periodos
de emisséao das vocalizac6es e dos sons de ecolocalizacdo). Deverado ser avaliadas as caracteristicas fisico-
guimicas do ambiente que possuem maior influéncia sobre os paradmetros de frequéncia e intensidade de
sons modulados e pulsados dos cetaceos sob diferentes escalas de variacdo espacial na regido através de
um delineamento amostral hierarquico.

O monitoramento acustico passivo (Passive Acoustic Monitoring - PAM) vem sendo cada vez mais
utilizado pela comunidade cientifica para o estudo e levantamento de mamiferos marinhos, especialmente
cetaceos, alguns dos quais estdo mais disponiveis acustica que visualmente. Conduzido isoladamente ou em
conjunto com o monitoramento visual (e.g. amostragem por transecc¢des lineares), devido aos avangos
recentes no processamento de sinais e na capacidade global de deteccdo, o método acustico fornece novas
ferramentas para levantamento populacional. Portanto, é possivel a obtencéo de resultados de estimacgéo de
abundancia confiaveis ja que tendem a aumentar a probabilidade de detectar os individuos).

No Brasil esse método vem sendo empregado para levantamento de diversas espécies de cetaceos
desde 2012 e o conhecimento estabelecido em nosso laboratério sobre acustica de toninha garante que o
uso de sistema de monitoramento acustico é adequado a espécie atendera plenamente os objetivos
propostos.

Cruzeiros

Serdo realizados uma campanha de campo com duracdo de 90 dias. O estudo sera conduzido ao
redor da foz do Rio Doce, abrangendo areas marinhas costeiras e oceénicas adjacentes, incluindo o Parque
Nacional Marinho dos Abrolhos, REBIO Comboios, APA Costa das Algas e REVIS de Santa Cruz. Cada etapa
sera composta por cruzeiros de 5-10 dias de navegacdo com intervalo para descanso da equipe. Sera
utilizada uma embarcacdo de baixo ruido, permitindo a aproximacdo dos cetaceos com minimo efeito de
alteracdo comportamental.

Coleta de dados
Para a coleta dos dados acusticos durante os cruzeiros serd usada um cabo de 80 metros de
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comprimento composto por uma matriz de 3 elementos de hidrofones omnidirecionais distantes dois e um
metro entre si e dispostos a um metro a partir da extremidade do cabo (para manter a estabilidade do sistema).
Os sinais acusticos sdo coletados de forma continua durante o periodo de amostragem. Os sinais registrados
pelos hidrofones (trés canais) sdo transmitidos a uma placa digitalizadora (modelo lotech-Personal Dag/3000
Series) com frequéncia de amostragem de 400kHz/24 bits e resposta de frequéncia até 200kHz e
posteriormente gravados em um computador portatil e automaticamente salvo como arquivos de seguranca
em HD externo.

Processamento e analise dos dados acusticos:

Para deteccao dos cliques de ecolocalizacdo de cetaceos (ANDRIOLO et al. 2014) serao utilizados
trés detectores ja disponiveis na literatura: (1) Trial 2 (Software PAMGuard); (2) Xbat (YACK et al., 2009); e
(3) Triton (os dois ultimos através do Software MATLAB). Para cada deteccao registrada nos arquivos de som
analisados serdo determinados o tempo inicial e final e duragéo das detec¢bes. Amostragens de falso-positivo
e falso-negativo serdo conduzidas para avaliar a ocorréncia de possiveis erros associados a detec¢do. Para
isso, um minuto a cada 10 minutos dos arquivos de som analisados serdo visualmente inspecionados atraves
de espectrogramas, gerado pelo software Raven Pro 1.5 ou Triton, dependendo da qualidade do grafico
gerado. Os resultados relacionados aos numeros de detecges, falso-positivos e falso-negativos gerados por
detector serdo comparados estatisticamente avaliando, assim, qual detector melhor se ajusta ao banco de
dados de sinais acusticos de toninha analisado.

Andlises especificas

Sera considerado um bloco de detecgdo a ocorréncia consecutiva de sinais acusticos especificos da
espécie com intervalo menor igual a 5 minutos. A partir de 5 minutos com auséncia de sinais sera considerado
um outro bloco de deteccéo.

Dados acusticos e comportamentais serdo coletados a partir de uma embarcacdo adequada para a
atividade. Serdo realizadas gravacfes sincrénicas de video e &audio e também gravacBes de &udio
independentes. Imagens seréo gravadas a partir de uma camera de video portatil conectada a um hidrofone
e a um microfone. Gravacgfes de sons independentes deverdo ser realizadas com hidrofone e um gravador
de estado solido portétil. Apds a avistagem, a aproximacao ao grupo de cetaceos devera ser realizada.

Serdo tomadas todas as providéncias para que o0s animais ndo se sintam demasiadamente
perturbados ou encurralados pela proximidade do barco. As gravagfes serdo iniciadas apés o desligamento
completo do motor da embarcacéo, caso esta esteja em uso. A distdncia minima do grupo para o inicio dos
procedimentos devera ser de 500m. Juntamente com as gravac¢des de imagem e som serdo coletados dados
de carater ambiental tal qual temperatura da agua, direcdo do vento, existéncia de correntes no local da
gravacao e profundidade.

A composicéo do grupo, tipo e o comportamento serdo descritos. Categorias comportamentais serao
estabelecidas de acordo com os etogramas empregados para a espécie.

Para assegurar que 0s sons gravados estdo de fato sendo produzidos pelo grupo focal devera ser
utilizado para a determinacdo do angulo de origem do som, um arranjo de hidrofones de 3 unidades que
devera ser rebocado pela embarcacédo. A distancia dos animais e sua angulacdo em relacdo ao azimute da
embarcacao serdo determinadas por um laser finder e uma bussola. Se determinado que os animais estédo
muito préximos da embarcacao, se estiverem apresentando sinais de stress devido a aproximacéo do barco
ou se o grupo iniciar natagdo constante para longe da embarcacédo, as observacdes serdo interrompidas e
um novo grupo focal devera ser eleito. Para tal, as rotas serdo aleatorias, até que os animais sejam
encontrados.

A partir da aproximacéo dos golfinhos, o motor do barco seréa desligado para que sejam iniciadas as
gravagOes. As gravacgdes deverdo ser feitas seguindo o método de Dudzinski et al. (1995). As emissbes
sonoras serdo gravadas por meio de um hidrofone C54 (Technology Research Cetaceos, Inc., Seattle, WA,
EUA; 008-100 kHz; - 165 dB re 1 V / MPA) ou similar, implantado em cerca de 2 metros de profundidade. Este
hidrofone sera acoplado a entrada de microfone de um gravador M-Audio MicroTrack 24/96 (96 kHz; 24 bit
arquivos .wav) ou similar, e de sua saida sera acoplada a entrada de microfone de uma filmadora digital SONY
DCR-SX40 ou similar, protegida por uma caixa estanque, para que se possa fazer filmagens subaquaticas.

O individuo que emitir o sinal vocal terd, além da sua vocalizacéo, seu comportamento registrado pela
camera (adaptado de Dudzinski et al., 1995). Paralelamente, outro membro da equipe devera registrar em
planilha de campo dados ambientais, tomados a cada hora. Seguindo a técnica de amostragem de grupo-
focal (ALTMANN, 1974) informag¢8es sobre a composicdo do grupo, comportamento aéreo dos golfinhos,
localizacé@o geografica do grupo e tempo de permanéncia na érea, deveréo ser registrados a intervalos de 5
minutos.

As andlises das emissfes sonoras deverdo ser feitas utilizando o programa Raven Pro 1.3 ou similar,
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o qual fornece o oscilograma e o sonograma e do software Adobe Premier 7 ou similar, que mostrara a
gravacdo da imagem em tempo sincronizado com o oscilograma da trilha sonora gravada, procurando
relacionar a vocalizacdo emitida com o comportamento. As emissGes sonoras deverdo ser classificadas
inicialmente em cliques, sons pulsantes ou assovios. Os assovios deverdo ser classificados em tipos,
conforme a similaridade de seus contornos.

Associacdes com habitats e tendéncias de agregaco (Objetivo 2)

Para a realizacdo dos estudos de associacdo com micro-habitats, tendéncias de agregacao e
deslocamento serdo utilizadas observaces diretas a partir de ponto fixo, embarcado e com o uso de veiculo
nao tripulados (VANT ou Drone).

Para as observaces feitas com VANTSs ou drones, serdo utilizados equipamentos como o Phanton
IV - Professional, da fabricante chinesa Dji ou equivalente. O Drone é dotado de GPS, sistemas de
estabilizacdo de imagem, sensores para evitar colisdes e tem sinal de radio que permite que o aparelho voe
a uma distancia de até 5km do controle remoto. Caso ocorra perda de link de comunicagcdo com o controle
remoto, o Drone retorna automaticamente para o local de partida sem necessidade de intervencdo do
operador até que o link seja reestabelecido.

O Drone pode realizar voos de até 28 minutos com cada carga de bateria. Porém serdo adquiridas
quatro baterias extras, resultando na possibilidade de sess@es ininterruptas de observacdes. Pode operar em
condi¢des de vento de até 36km/h, o que permite sua utilizagdo durante todo o ano na maior parte do litoral
do Brasil.

Para cada operacéo do Drone sera obtido uma autorizagdo do Departamento de Controle do Espaco
Aéreo de acordo com instru¢des contidas na Circular de Informag6es Aeronauticas (AIC- N21/10) de 23 de
setembro de 2010.

ApoGs testes operacionais e treinamento de equipe para o manuseio do equipamento, serdo feitas
afericdes de equivaléncia entre o tamanho dos pixels registrados nas filmagens e fotos e distancia real em
diversas altitudes. Dessa forma, os organismos identificados dentro do campo de visdo, bem como suas
estruturas (escudos pré-frontais por exemplo) poderdo ser medidas e identificadas. Com isso, acredita-se ser
possivel realizar foto-identificagcbes de tartarugas marinhas a partir da distingdo dos escudos cefélicos, tal
como é realizado rotineiramente com as nadadeiras de mamiferos marinhos (Dunbar et al., 2014).

As campanhas de coletas de imagens e filmes serdo realizadas em diversos pontos do litoral do
Espirito Santo seguindo padrées metodoldgicos conhecidos de busca e varredura (Bevan et al., 2016) ou
localizados durante as estimativas de abundancia com censos aéreos. Ao encontrar um alvo de observagéo,
0 organismo ou grupo sera registrado de forma a se determinar a espécie, tamanho, direcéo e velocidade de
deslocamento, ritmo de mergulho, tamanho do grupo, nimero de juvenis e adultos, comportamentos de
alimentagéo, deslocamento, interag8es intra e inter-especificas, dentre outros, sendo que ao redor da foz
serdo realizadas campanhas mensais de dois dias de duracdo. Observacdes extras serdo realizadas quando
forem detectadas agregacdes nos censos aéreos tripulados, sendo estimadas seis novas campanhas anuais
associadas a estes censos aéreos.

Uma vez detectadas agregacdes ou identificadas uma relacédo de determinada espécie com uma area,
serdo feitas campanhas de mapeamento e identificacdo dos micro-habitats com o auxilio de um ROV, Veiculo
remotamente operado (Smolowitz et al. 2015). O equipamento a ser utilizado podera ser um micro-rov da
marca Video-Ray ou equivalente. Devido a seu pequeno peso e baixas exigéncias em relacdo a energia este
equipamento tem uma com figuragéo ideal para permitir a realizacdo de campanhas de curta duragéo para
identificar e mapear micro-habitats. S8o previstas duas campanhas anuais para a realizacdo desse
mapeamento e identificacdo, sendo que as campanhas terdo a duracdo de 10 dias cada.

As informacdes georeferenciadas das ocorréncias de espécies e micro-habitats, direcdes e
velocidade de deslocamento dos organismos detectados serdo compiladas em um SIG (Sistema de
Informacdes Geograficas). Essas informacdes serdo submetidas a diversos tipos de algoritmos ecolégicos de
analise de distribuicdo espacial, bem como andlises visuais e de interpolacdo e analises estatisticas
tradicionais de forma a definir niveis de abundancia das espécies observadas e suas variagfes no tempo,
padrbes de associa¢cao com habitats e sua variagdo no tempo e tendéncias de deslocamento e suas variacdes
temporais.
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MONITORAMENTO DE MAMIFEROS, TARTARUGAS E AVES MARINHAS
ASSOCIADOS A FOZ DO RIO DOCE, PLATAFORMA CONTINENTAL E AREAS
PROTEGIDAS ADJACENTES (ANEXO 6)

SUB-PROJETO: AVES

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcao Instituicdo
Dr. Leandro Bugoni Coordenador geral do Sub-projeto Aves FURG
Dr. Méarcio Amorim Efe Amostragens em abrolhos para coleta de UEAL

dados de rastreamento e amostras hiolégicas.

Responséavel pela administracéo da equipe,

Dr. Guilherme Tavares Nunes analise de dados genéticos e de ecologia UFRGS
tréfica
Profissional Mestre |l Pesquisador FURG-Abrolhos
Profissional Mestre |l Pesquisador FURG-Abrolhos
Profissional Mestre |l Pesquisador FURG-Abrolhos
Profissional Junior Pesquisador FURG-Abrolhos

Profissional Junior

Pesquisador

FURG-Abrolhos

Profissional Junior

Pesquisador

FURG-Abrolhos

P6s-Doutorado Pesquisador FURG
P6s-Doutorado Pesquisador FURG
P6s-Doutorado Pesquisador FURG
P6s-Doutorado Pesquisador FURG
P6s-Doutorado Pesquisador FURG
P6s-Doutorado Pesquisador FURG
P6s-Doutorado Pesquisador FURG
Iniciacdo Cientifica Pesquisador FURG - aves marinhas
Iniciacdo Cientifica Pesquisador FURG - aves marinhas
Iniciacdo Cientifica Pesquisador FURG - aves marinhas

2. ESCOPO

Monitoramento ambiental dos impactos causados pelo desastre ocorrido em Mariana (MG). O
monitoramento em campo sera semestral englobando diferentes espécies de aves em Abrolhos, regido
costeira, marinha, estuario e manguezal na Foz do Rio Doce. Amostras de sangue, penas e alimento das
aves serdo coletadas para analises de metais e ade isOtopos estaveis; espécies selecionadas serao
rastreadas com equipamentos e sera feita analise genéticas de populagtes de aves, com énfase em espécies
ameacadas de extingdo. As aves serdo amostradas em 5 areas: estuarina, manguezais, costeira e marinhas
(a bordo e em Abrolhos). nas areas descritas acima ap0s capturas com redes de neblina, pucé e tarrafa,
dependendo do local e espécie. Amostragens de potenciais presas seréo realizadas a partir de regurgitados
espontaneos durante o manuseio. As metodologias para as amostragens e as analises mencionadas acima
estdo descritas no Anexo 6 do TR 4.

3. OBJETIVO

Monitorar dos parametros bioldgicos e ambientais das aves ou associados a estas, em cumprimento ao Anexo

6 do Termo de Referéncia n® 04/2016 — Monitoramento de Mamiferos, Tartarugas e Aves Marinhas, bem

como Deliberagdes, Notas Técnicas e Pareceres relacionados. Neste contexto o presente projeto engloba os

seguintes objetivos, conforme TR mencionado:

1) Avaliar e monitorar, por uns 12 meses a distribuicdo, abundéncia e area de vida das aves marinhas em
areas potencialmente impactadas adjacentes a foz do Rio Doce, abrangendo areas marinhas costeiras e
ocednicas proximas, incluindo unidades de conservacao da regido.
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2) Determinar e monitorar por 12 meses, associacdo das aves com microhabitats costeiros, bem como
tendéncias de agregacdo e deslocamento em areas potencialmente impactadas ao redor da foz do Rio
Doce, incluindo a plataforma continental adjacente, o Parque Nacional Marinho dos Abrolhos, REBIO
Comboios, APA Costa das Algas e REVIS de Santa Cruz.

3) Monitorar, por 12 meses, os encalhes de aves marinhas nas praias do litoral do ES e realizar necrépsias,
qguando for possivel recolher os animais, para determinar uma possivel causa mortis e obter amostras
biologicas.

4) Descrever, a partir de analises moleculares, a prevaléncia de patégenos das aves Sula leucogaster,
Pterodroma arminjoniana, Thalassarche chlororhynchos e Phaethon aethereus na area de estudo para
determinar se as alteracdes ambientais estdo afetando o estado de salde destas populacGes ameacadas
ou biomonitoras.

5) Monitorar a diversidade genética, estrutura populacional e histéria demogréfica das populacbes espécies
de aves marinhas selecionadas, com foco nas que se reproduzem em Abrolhos, ameacadas de extingao
e/ou com forrageamento costeiro.

6) Monitorar a evolucdo das dosagens de metais em tecidos de aves marinhas em encalhes e de aves
marinhas vivas na érea de estudo.

7) Descrever a ecologia tréfica a partir da analise de is6topos estaveis das aves marinhas de espécies-chave.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 1- Determinar as areas de vida, associacdes com caracteristicas ambientais e forrageamento de
aves durante o periodo reprodutivo.

Definigdo dos modelos de aparelhos para rastreamento e da época de reproducao de cada espécie;
Colocacéo dos rastreadores e obtencdo dos dados; Obtencéo de dados oceanogréficos e fisiograficos em
plataformas online e boias; Analise dos dados de rastreamento prévias ao evento; Andlise descritiva dos
dados de rastreamento. Serdo rastreados 20 individuos de cada uma das espécies Sula leucogaster,
Phaethon aethereus e Pterodroma arminjoniana.

Meta 2- Determinar as areas de vida, associacdes com caracteristicas ambientais e forrageamento de
aves durante o periodo nédo-reprodutivo

Colocagédo dos rastreadores nas aves; Recuperac¢do dos rastreadores ou dados; Obtencéo de dados
oceanograficos e fisiograficos em plataformas online e boias; Andlise descritiva dos dados de rastreamento.

Meta 3- Determinar parametros reprodutivos e demograficos das aves

Realizacdo de censos de individuos ou ninhos nos locais de reproducdo. A execucdo deste
acompanhamento é funcao da necessidade de inferir o momento adequado para a realizacdo do rastreamento
ou a remocdo de equipamentos colocados previamente nas aves;

Meta 4- Determinar a distribuicdo e abundancia de aves marinhas no mar
Realizacdo de cruzeiros para contagem das aves; Analise dos dados de abundancia e distribuicdo
espacial,

Meta 5- Monitorar os encalhes de aves nas praias do litoral do Espirito Santo

Obtencéo de dados de encalhes de aves nas praias adjacentes a Foz do Rio Doce fornecidos por
Programa de Monitoramento de Praias; Andlise da abundéncia relativa das espécies, sazonalmente, e
distribuicdo espacial.

Meta 6- Determinar os padrfes sanitarios das aves de Abrolhos, Trindade* e praias adjacentes a Foz
do Rio Doce

Coleta de amostras de aves nas colbnias; Coleta de amostras de aves capturadas a partir de embarcagoes;
Coleta de amostras de tecidos de aves mortas ou debilitadas nas praias; Analise laboratorial de patdgenos
das amostras; Analise molecular de amostras de aves prévias ao evento; Analise dos dados.

Meta 7- Determinar os parametros genéticos das populacfes de aves
Coleta de amostras de sangue para analise molecular; Sequenciamento das amostras; Anélise dos
dados para obtencao de parametros genético-populacionais.
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Meta 8- Determinar os niveis de contaminagcdo por metais nas aves
Coleta de amostras de penas e sangue de aves nas ilhas*, mar e praia; Analise das amostras prévias
ao evento; Analise das amostras coletadas; Analise dos dados.

Meta 9- Determinar a ecologia tréfica de aves a partir de is6topos estaveis
Coleta de amostras para andlise de is6topos estaveis em tecidos de aves nas ilhas*, mar e praia;
Andlise das amostras prévias ao evento; Andlise das amostras coletadas; Analise dos dados.

*Considerando que Pterodroma aminjorniana, uma das espécies-alvo do Anexo 6, se reproduz no
Brasil apenas na llha da Trindade, existe a possibilidade de termos que fazer coleta na ilha, uma vez
gue durante parte do periodo reprodutivo a espécie ocorre na regido entre Trindade e a costa
brasileira. Entretanto, existe a necessidade de esclarecimento sobre a coleta de dados sobre esta
espécie na referida ilha, porque o TR4 aponta para a atuacdo das equipes de monitoramento na
chamada "Area Ambiental I", que ndo compreenderia, por todas as areas de estudo apresentadas nos
diferentes anexos, pontos na llha da Trindade. Desta maneira, esta questdo sera discutida na reunido
de alinhamento a ser realizado no | Workshop Renova-CTBio-FEST em Agosto de 2018.

5. PRODUTOS

5.1. DADOS BRUTOS

(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto
os coletados in situ como os processados no laborat6rio)

Lista de modelos de rastreadores e seus respectivos fabricantes, com

detalhe acerca dos custos. Matriz com dados de contagens de ninhos de

frequéncia mensal.

Lista dos individuos rastreados com informacg@es sobre conteldo e

localizacdo do ninho. Matrizes de dados espaciais dos individuos

rastreados.

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

Profs. Leandro, Guilherme e
Marcio, Bolsista pds-doc

Profs. Guilherme e Marcio

Prof. Guilherme; Doutor
(analise de dados
espaciais)
Prof. Marcio; Doutor
(analise de dados
espaciais); Doutor
(matematico)
Prof. Marcio; Doutor
(analise de dados
espaciais); Doutor
(matematico)
Prof. Marcio; Doutor
(analise de dados
espaciais); Doutor
(matematico)

Matrizes de dados fisicos com médias para os ultimos 15 anos e dados
atuais referentes ao periodo do rastreamento.

Matrizes de dados de distribuicdo espacial de aves marinhas obtidos com
rastreadores remotos.

Matrizes de dados de distribuicdo espacial de aves marinhas obtidos com
rastreadores remotos.

Matrizes de dados de distribuicdo espacial de aves marinhas obtidos com
rastreadores remotos.

Matrizes de contagens de ninhos com determinagéo do conteldo de cada

. Profs. Marcio e Guilherme
ninho

Matrizes de contagens de ninhos atuais e pretéritas

Profs. Marcio e Guilherme

Matrizes de censos embarcados com localizagdo geogréfica das

Projeto Albatroz, Prof.

avistagens Leandro
Matrizes de censos embarcados com localizacéo geografica das Projeto Albatroz, Prof.
avistagens Leandro
Dados de encalhes de aves recebidos de equipes de monitoramento Projeto Albatroz, Prof.
organizados e repassados as instituicdes Leandro

Lista de numeros de tombamento das aves em colec¢des de referéncia ou
bancos de amostras.

Projeto Albatroz; Prof.
Leandro, bolsista

responsavel pela curadoria

Lista de amostras obtidas em campo para cada espécie

Projeto Albatroz, Profs.

Leandro, Marcio, Guilherme
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Matriz com patégenos analisados para cada individuo amostrados nas

Projeto Albatroz, Prof.

colénias, no mar, e na praia. Guilherme
. A : : : Prof. Guilherme e bolsista
Matriz com sequéncias moleculares dos microorganismos analisados. -
geneticista
Matrizes de dados quantitativos e qualitativos dos microrganismos Prof. Projeto Albatroz, Prof.
observados Guilherme
. L . . Prof. Guilherme e bolsista
Matrizes de sequéncias obtidas antes e apds o evento. -
geneticista

Tabela com concentracdes dos metais analisados para cada espécie de
ave marinha e tecido

Prof. Leandro; Mestre
(experiéncia em analise de
metais)

Tabela com razdes isotopicas de carbono e nitrogénio para cada individuo
amostrado

Profs. Leandro e Guilherme;
Doutor (especialista em
ecologia tréfica)

5.2. ANALISE DE DADOS
(Relacionar as analises que serdo feitas e entregues até o 15° més de
vigéncia do Projeto)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

Andlise da fenologia reprodutiva das espécies que se reproduzem em
Abrolhos.

Profs. Leandro, Guilherme
e Marcio

Mapas com distribuicdo espacial dos individuos rastreados. Andlise prévia
para verificacdo do sucesso do rastreamento; cortes das viagens de
interesse (forrageamento).

Profs. Guilherme e Marcio

Sobreposicdo dos dados com os trajetos realizados pelas aves marinhas
para identificar potenciais influéncias do ambiente fisico sobre a
distribuicdo espacial das aves.

Prof. Marcio; Doutor
(analise de dados
espaciais)

Recorte dos diferentes comportamentos ao longo do trajeto e interpolacéo
dos pontos identificados com comportamento de forrageio. Comparacéo da
localizacéo das areas de alimentacao identificadas antes e depois do
evento. Comparacao dos pardmetros da viagem entre os dados obtidos
antes e depois do evento. Sobreposi¢éo das viagens com os dados fisicos
obtidos.

Prof. Guilherme; Doutor
(analise de dados
espaciais); Doutor

(matemético)

Mapas com distribuicdo espacial dos ninhos dos individuos rastreados.

Doutor (analise de dados
espaciais); Doutor
(matematico); Prof.

Guilherme

Andlise prévia para verificacdo do sucesso do rastreamento; cortes das
viagens de interesse (forrageamento).

Doutor (analise de dados
espaciais); Prof. Marcio

Identificacdo de areas de invernagem e sobreposi¢cao com dados fisicos
obtidos.

Prof. Leandro; Doutor
(analise de dados
espaciais); Doutor

(matematico)

Estimativa do tamanho populacional.

Profs. Marcio e Guilherme

Comparacao com dados de contagem de ninhos pretéritos; analise da
fenologia reprodutiva de cada espécie que se reproduz em Abrolhos.

Prof. Marcio e Guilherme

Constru¢do de mapas de distribuicdo da comunidade de aves marinhas
gue utiliza a Foz do Rio Doce e adjacéncias, sobrepostos aos dados
fisicos obtidos para a regido.

Projeto Albatroz; Prof.
Leandro

Mapas dos locais de ocorréncia (e densidade das espécies mais

Projeto Albatroz; Prof.

abundantes) ao longo das praias amostradas. Leandro
Numero total de individuos por espécie em cada més de amostragem PrOJetoLélali)r?érr%z; Prof.

- Projeto Albatroz; Prof.
Porcentagem das populacfes de aves contempladas pela amostragem. Leandro
Quantificacdo da prevaléncia de patégenos observados para cada espécie Projeto Albatroz; Prof.
de ave marinha amostrada Em Abrolhos, no mar, ou na praia. Guilherme
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Andlise da representatividade das populacdes em relacao ao tamanho Prof. Guilherme; Mestre
populacional estimado. (especialista em genética)
Prof. Guilherme; Mestre
(especialista em genética)
Prof. Leandro; Mestre
(experiéncia em analise de
metais)

Prof. Leandro; Mestre
Mapa com distribuicdo espacial dos pontos de amostragem (experiéncia em analise de
metais)

Prof. Leandro; Mestre
(experiéncia em analise de
metais)

Prof. Leandro; Mestre
(experiéncia em analise de
metais)

Prof. Leandro; Guilherme;
Doutor (especialista em
ecologia trofica)
Profs. Leandro e

Refinamento e alinhamento das sequéncias

Analise de gargalo de garrafa populacional utilizando amostras obtidas
antes e depois do evento; calculo dos indices de variabilidade genética.

Concentracgédo de Hg, Fe, Cu, Zn, Mn, Cd e As nas espécies de aves
marinhas que utilizam a area atingida

Combinacao dos resultados de contaminacdo com as areas de vida das
aves marinhas identificadas por rastreamento remoto

Analise de de 813C e 815N nas espécies de aves marinhas que utilizam a
area atingida

Analise comparativa das razdes isotopicas médias e da amplitude dos Guilherme; Doutor
nichos isotopicos entre amostras obtidas antes e depois do evento (especialista em ecologia
tréfica)

A analise final incluird a comparacao dos resultados obtidos a partir dos dados do monitoramento com
dados pretéritos existentes.

6. METODOLOGIA

Meta 1- Para a definicdo das zonas de forrageamento e comportamento de alimentacéo das aves de Abrolhos
(Sula leucogaster e Phaethon aethereus) durante o periodo reprodutivo, serdo utilizados equipamentos
registradores de posicao satelital com frequéncia de amostragem de 1 posicdo a cada 10 segundos (modelos
igot-U, <http://www.i-gotu.com/>) e acelerdbmetros tri-axiais de aceleracéo estéatica e dindmica com frequéncia
de amostragem de até 100 Hz (Axy-trek <http://www.technosmart.eu>). Inicialmente, os ninhos das espécies
serdo numerados com fitas coloridas como forma de facilitar a localizag&o noturna dos ninhos e organizacéo
do desenho amostral. As aves seréo capturadas a noite quando estdo descansando no ninho, manualmente
ou com auxilio de varas equipadas com rede ou laco, dependendo da necessidade de cada caso. Os
equipamentos de GPS (ap6s impermeabilizados com tubos termocontrateis) e acelerdbmetros (os quais ja vém
impermeabilizados de fabrica, com resina tipo epéxi) serdo acoplados nas quatro penas centrais da cauda
dos adultos utilizando fita especial da marca TESA, modelo 4651 (http://www.tesatape.com.br/). Os adultos
selecionados terdo ninhegos de aproximadamente um més de idade, 0s quais sdo caracterizados pela
auséncia de rémiges e retrizes e corpo coberto apenas por plumas (Nelson 2005). Os equipamentos (mais
fita adesiva e anilha) terédo cerca de 25 g, 0 que corresponde a uma medida abaixo dos 3% da massa corporal
média das respectivas espécies, o que é considerado seguro e sem efeitos adversos para aves marinhas.
Apbs o processo de fixacdo do aparelho, que dura aproximadamente 5 minutos, a ave sera solta no ninho
onde foi capturada. A recaptura para recuperacao dos aparelhos seré feita na noite seguinte, através do
mesmo procedimento referido acima, quando a ave retornar da viagem de alimentacdo diurna e estiver
novamente descansando no ninho. Os instrumentos colocados nas aves podem ser facilmente recuperados
e reutilizados, logo apés a transferéncia dos dados para um computador portétil e recarga da bateria.

Serdo coletados dados de rastreamento para cada uma das espécies em duas expedi¢des ao longo
de um ano, considerando como satisfatério um minimo de duas viagens de alimentacao para cada individuo.
A partir das matrizes de dados com posi¢do geogréfica obtidas, serdo extraidas informagdes que descrevem
cada viagem, como distancia maxima percorrida, distancia maxima da col6nia, duragdo da viagem, e
sinuosidade dos movimentos. Serdo utilizados modelos lineares mistos para identificar pontos com
comportamento de alimentacdo no mar, como descrito em Michelot et al. (2016), os quais serdo interpolados
para identificacdo de areas potenciais de alimentacdo. Dados oceanograficos serdo obtidos por imagens de
satélite a partir do sistema Aqua MODIS, NASA/GSFC, utilizando o algoritmo Ocean Color Index (OCI), e pelo
Programa Nacional de Boias, através da Boia Oceanografica de Porto Seguro (15.99°S e 37.95°0). Andlise
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de ondas (wavelet analysis) sera utilizada para definir comportamentos das aves marinhas durante viagens
de forrageio e calcular orcamentos de tempo e atividade, a partir dos dados de acelerometria.

A equipe coordenada pelo Prof. Dr. Leandro Bugoni possui dados de rastreamento de Phaethon
aethereus em Abrolhos para os anos de 2011 e 2012, de Sula leucogaster em Abrolhos para 2013, e de
Pterodroma arminjoniana em Trindade para 2014 e 2015, viabilizando comparacfes de padrdes de viagens
de alimentacdo em periodo reprodutivo antes e depois do desastre ambiental. Diversos equipamentos foram
empregados ao longo dos anos e serdo utilizados para comparagéo na presente proposta. Sera dada énfase
ao periodo pré-reprodutivo, quando a espécie desloca-se em direcdo ao continente, utilizando areas costeiras
sobre a plataforma continental brasileira e Cadeia Vit6ria-Trindade (Leal et al. 2017).

Meta 2- As aves marinhas serdo rastreadas em periodo nao-reprodutivo através de geolocalizadores e PTT's-
GPS (do inglés Platform Transmitter Terminal). Geolocalizadores séo equipamentos de pequeno porte que
registram a intensidade de luz em intervalos curtos de tempo (minutos) e possibilitam o céalculo de duas
posi¢cBes diarias (latitude e longitude) aproximadas, por longos periodos. Para determinacdo das areas de
invernagem de Sula leucogaster, Phaethon aethereus, e P. arminjoniana serdo colocados geolocalizadores
modelo MK4093 ou equivalentes, com sensores de temperatura e Umido/seco (www.biotrack.co.uk), os quais
tém capacidade para registro de dados a cada 5 minutos, durante 2 anos, e possuem massa de 1,5 g, ou
seja, abaixo dos 3% da massa corporal das aves, conforme recomendado. As aves serdo capturadas no
ninho, manualmente, e o equipamento sera aderido a anilha colorida com lacre plastico. Apés a fixagao do
aparelho, processo que dura cerca de cinco minutos, a ave serd solta onde foi capturada. Quando do retorno
das aves no ano seguinte ao de sua marcacdo, a ave serd recapturada no ninho, o equipamento sera
removido, e os dados descarregados em computador. O equipamento registra ainda imersdo na agua (sensor
umido/seco), permitindo inferir periodos de voo e de mergulho ou pouso na agua, bem como temperatura
superficial da agua. Estas informagfes serdo um complemento fundamental aos dados oceanograficos e de
censos obtidos de aves e cetaceos no ambito deste projeto. Para determinacdo das areas de invernagem de
Thalassarche chlororhynchos seréo utilizados PTT's, cujos transmissores por satélite deverao emitir sinais de
radio captados pelos satélites em 6rbita terrestre que estdo sobre a area no momento em que o sinal € emitido.
Os equipamentos deverdo ser de tamanho reduzido, fixados no dorso das aves marinhas e, dependendo do
modelo, recarregados através de um painel solar. Os dados deverdo ser obtidos sem a necessidade de
recaptura dos organismos, através de um canal de transmissdo de dados alugado junto a empresas como a
ARGOS. As andlises de distribuicdo no mar e sobreposigcdo com variaveis oceanograficas seguira a
metodologia descrita na Meta 1.

A equipe coordenada pelo Prof. Dr. Leandro Bugoni possui dados de rastreamento em periodo ndo-
reprodutivo de Pterodroma arminjoniana em Trindade para 2014 e 2015 e de Thalassarche chlororhynchos
na plataforma continental do sul do Brasil em 2015, viabilizando comparacdes de interagdo com variaveis
oceanograficas em periodo ndo-reprodutivo entre antes e depois do desastre ambiental. Devido a ampla area
de uso do oceano por esta espécie o rastreamento em areas relativamente distantes nao devera ser um
impeditivo para comparacdes pré/pos desastre.

Meta 3- Serao realizadas buscas ativas de ninhos e contagens diretas de individuos de Sula leucogaster e
Phaethon aethereus em Abrolhos, e Pterodroma arminjoniana em Trindade* durante o periodo reprodutivo,
incluindo contagens de aves em voo em areas de referéncia para P. arminjoniana, conforme protocolo de
monitoramento definido pelo PLANACAP. Os ninhos encontrados serdo identificados e georeferenciados. A
definicdo do tempo de incubacéo serd obtida através do acompanhamento dos ninhos ao longo de uma
temporada reprodutiva, desde a postura até o nascimento dos filhotes. Individualizagdo de adultos e filhotes
sera feita com anilhas metélicas do CEMAVE/ICMBIo. Além da individualizacdo das informacdes sobre cada
espécime, o anilhamento permitird verificar, a partir da captura e recaptura da ave marcada, outras
informacdes como sobrevivéncia, fidelidade ao ninho e ao parceiro reprodutivo. Além disso, sera realizado
acompanhamento do periodo reprodutivo de Sula leucogaster e Phaethon aethereus em Abrolhos
quantificando os ovos postos, ovos eclodidos, filhotes nascidos e filhotes recrutados.

Meta 4- A metodologia para contagem das aves marinhas devera ser a de censo continuo e instantaneo
utilizando embarcacéo (Tasker et al. 1984), pois oferece as melhores estimativas de densidade relativa e
absoluta das aves encontradas no mar (voando ou pousadas). Esse método pode fornecer uma estimativa
valiosa da abundancia de aves marinhas que forrageiam em uma determinada &rea ou estdo associadas a
colbnias proximas. Ao longo de um ano de estudo, esse método deve fornecer uma medida de circunstancias
dos locais de alimentagédo, bem como de variagdes no uso destes locais. A distribuicdo e abundéancia das
aves marinhas dever&o ser obtidas através de censos embarcados mensais. As aves marinhas deverdo ser
identificadas através de guias especificos (Harrison, 1985; Onley e Scofield, 2007) e contadas através de



||||||FEST PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE

Furdacho sphr AQUATICA DA AREA AMBIENTAL |

censos continuos e instantaneos segundo Tasker et al. (1984) e Gould e Forsell (1989), incluindo as aves
seguidoras. Pelo menos 7 transecc¢fes com 200 km de extensdo devem ser elaborados, (2 ao sul, 4 ao norte
e 1 na foz) e deverdo ser percorridos durante o deslocamento da embarcacéo, preferencialmente, em linha
reta na &rea monitorada, ao longo das horas de luz do dia. Cada estacéo de contagem devera incluir as
seguintes atividades em ordem de execugéo: (1) contagem de aves seguidoras na popa da embarcacao; (2)
tomada de informacdes sobre variaveis espaciais, temporais e ambientais (data, hora, latitude e longitude,
rumo e velocidade da embarcacéo, profundidade, tipo de atividade desenvolvida pelo barco, estado do mar
conforme escala Beaufort, temperatura e salinidade da agua, temperatura do ar, direcdo e intensidade do
vento); (3) censo continuo; e (4) censo instantdneo. Os censos deverao ser realizados por pelo menos um
ornitélogo com experiéncia reconhecida, sempre do mesmo local, ou do melhor lado da embarcacdo de
acordo com condic¢des de luz e vento no momento. Ao final de uma sequéncia de censo, outra devera ser
iniciada apds intervalo de 10 minutos. Aves seguidoras sédo aquelas que acompanham a embarcac¢éo durante
a navegacao, geralmente voando atras do barco, e deverdo ser contadas da popa. O censo continuo devera
abranger as aves que durante um periodo fixo de tempo aparecem dentro de uma faixa de 300 m de largura,
medida a partir do bordo da embarcacao em 6 angulo reto com a rota do navio, excluindo as aves seguidoras.
No censo instantdneo o tempo de contagem devera ser dividido em intervalos consecutivos de duracao fixa.
Ao inicio de cada intervalo dever&o ser contadas as aves presentes dentro do raio de 300 m entre o rumo do
barco e a linha perpendicular a este, varrendo-se assim a quarta parte de um circulo. Os censos continuos
deverdo ter duracdo de 10 minutos, e 0s censos instantaneos terdo 10 intervalos consecutivos de 1 minuto.
A posicao do limite externo da faixa de censo devera ser determinada segundo Heinemann (1981), através
de uma triangulacdo envolvendo a largura da faixa de censo de 300 m, a altura do observador acima da
superficie do mar e a distancia entre os olhos do observador e a ponta superior de um paquimetro colocada
na linha do horizonte. Para tal a embarcacéo devera navegar a velocidade constante, com rumo conhecido,
e que a linha do horizonte seja visivel. Os censos deverdo ser realizados por dois ornitdlogos com experiéncia,
simultaneamente para evitar problemas de deteccao de aves durante o deslocamento da embarcacgéo (Spear
et al. 2004) e devera ser auxiliado pelo observador de mamiferos. A densidade de aves (nUmero de aves/km?)
devera ser calculada com base nos resultados obtidos nos censos instantaneos, com referéncia a area total
coberta em cada censo, sendo esta igual a 10 vezes a area varrida em cada contagem instantanea.

Meta 5- A metodologia a ser executada devera ser o “Itinerario Fixo” (Branco et al. 2010), a ser percorrido por
veiculo motorizado e estabelecido pelo menos quatro trilhas a serem percorridas na praia, pelo menos uma
vez a cada campanha mensal. Cada trilha deve ter no minimo 30 km. Duas devem seguir ao norte da foz (até
o Degredo e Barra Seca), outra ao sul da foz (até Barra do Riacho) e uma Ultima mais ao sul (15 km ao norte
do Piraque-acu e 15 km ao sul). Também deve ser usado o método de “Contagem em Descanso” (Branco et
al. 2010), haja vista existéncia de bancos de areia as margens da foz e no estuario, que séo utilizados como
dormitério e &rea de descanso pelas aves. A metodologia de censo serd complementada pelas metodologias
internacionalmente aceitas, descritas em Bibby et al. (1997). A metodologia deve incluir também o
atendimento aos chamados de encalhes de aves nas praias realizados pela comunidade e/ou pelo Projeto de
Monitoramento de Praias. Dados qualiquantitativos, como lista com identificacdo de espécies, status de
ameaca de extingcdo e endemismo, guilda trofica, espécies indicadoras, area de vida, padrdes de distribuicao,
abundéancia, riqgueza e biodiversidade, serdo analisados. As carcacas recolhidas serdo tombadas e
depositadas na Colegéo de Aves da FURG (CAFURG), ap0s identificagéo, coleta de dados morfométricos e
kit histoldgico, e preparacéo de pele por taxidermia.

Meta 6- Considerando que estudos prévios ja abordaram prevaléncia de alguns microrganismos considerados
de risco, infectando aves da regido de estudo, notadamente na regido de Abrolhos (Gennari et al., 2013;
Niemeyer et al., 2013) e também ha a disponibilidade de amostras de sangue armazenadas destes locais
(Abrolhos e Trindade), que podem nos trazer um diagnostico pré-acidente, ressalta-se a iminente necessidade
de avaliar aves de interesse como biomonitoras quanto ao incremento da presenca de doencas e prevaléncia
de patdégenos devido a fatores imunes e de degradacdo ambiental que afetem a ecologia parasitas-
hospedeiros.

A presente proposta objetiva avaliar a sanidade das aves, com exames hematoldgicos (pesquisa de
hemoparasitas, relacdo H:L), exames bioquimicos e pesquisa molecular de agentes infecciosos como
Chlamydophila psittaci, Paramyxovirus-1 e Paramyxovirus-2, Adenovirus, Avipoxvirus e Flavivirus,
Mycoplasma spp., Salmonella spp., Pasteurella sp., Borrelia sp., entre os principais. Para tanto dever&o ser
obtidas amostras de sangue e suabes de todas as aves que forem manipuladas nas capturas a bordo, em
Abrolhos, em Trindade* e no monitoramento de encalhes nas praias. As coletas de sangue deverdo ser
realizadas por venopuncgédo da veia ulnar ou da jugular. No maximo 1% do peso corporal de sangue de cada
ave devera ser coletado, utilizando agulhas descartaveis acopladas em seringas heparinizadas.



||||||FE PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE
st sl AQUATICA DA AREA AMBIENTAL |

Imediatamente apés a coleta do sangue devera ser realizada uma extensdo sanguinea e em seguida o
sangue devera ser transferido para microtubos (tipo Eppendorf), previamente identificados. Apds a coleta, os
microtubos deverdo ser mantidos em caixas refrigeradas para serem encaminhados, sob refrigeracédo, a
laboratérios comerciais e/ou parceiros da Rede Albatroz, criada no &mbito do Plano de Acao Nacional para a
Conservacao de Albatrozes e Petréis — PANACAP, pelo Projeto Albatroz. As amostras de sangue total
deverdo ser processadas para realizagdo dos parametros hematolégicos e extracdo de DNA. Padrdes
hematoldgicos serdo obtidos pelos profissionais de medicina veterinaria em campo ou até 24-48 h apos a
colheita das amostras. As amostras de DNA extraidos por kits comerciais, tanto das amostras de sangue
guanto das amostras de suabes cloacais e de orofaringe, deverdo ser mantidas congeladas a —80°C para
posterior utilizacdo nos exames de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento genético para
a identificacao do patégeno. As amostras de cloaca e orofaringe para analise microbiolégica e PCR deverao
ser coletadas das aves utilizando-se suabes estéreis especificos e mantidas refrigeradas em meio de
transporte Stuart por até 48 h até processamento no laboratério (cultura e isolamento das bactérias para
posterior extracdo de DNA e sequenciamento genético). Um segundo suabe de cloaca e orofaringe devera
ser processado diretamente para detec¢do molecular de patégenos, sendo mantido congelado em tubos tipo
plasticos, tipo eppendorf, contendo meio PBS, antibibtico e antifingico desde imediatamente apos a colheita
até analise laboratorial. Estas amostras também poderdo ser utilizadas no sequenciamento em massa
(metagendmica) para identificacdo da presenca dos patégenos de escolha.

A correlacé@o entre a presenca e prevaléncia dos patdgenos em aves e varidveis ambientais podera
ser investigada através de métodos estatisticos tradicionais (e.g. andlises de variancia, covariancia e
candnica) ou, alternativamente, utilizando modelos lineares generalizados (GLM) ou modelos aditivos
generalizados (GAM). A variagdo na composicao da microbiota e na prevaléncia de doengas/patégenos de
aves por regido (perto vs. longe de costal/ilhas*), por estagbes do ano, devera ser verificada através de
andlises de variancia (ANOVA).

Meta 7- As capturas das aves serdo realizadas conforme metodologia descrita na Meta 1. Cerca de 300
amostras de sangue das aves de Abrolhos e de Trindade ja foram coletadas em periodo anterior ao desastre
ocorrido no Rio Doce. Os tecidos para as andlises genéticas deverdo ser armazenados em microtubos e
conservados em alcool 70%. Para extracéo de DNA, serdo utilizados kits especificos de extracdo. Ao final do
processo, 0 DNA devera ser ressuspendido com a adicdo de 20 uL de dgua mili-q e armazenado na geladeira
a 4°C. As amostras de DNA serdo quantificadas em espectrofotdbmetro disponivel no Instituto de Ciéncias
Biologicas da FURG.

Para a amplificacdo por PCR e sequenciamento do DNA mitocondrial (mtDNA), cada amostra devera
ser submetida a PCR (Polymerase Chain Reaction) com primers especificos. Para purificacdo e
sequenciamento dos fragmentos, sera utilizada a enzima ExoSap-IT (USB Corporation). Os fragmentos serdo
submetidos a reacdes de sequenciamento nos dois sentidos. Para a analise das sequéncias mitocondriais as
mesmas deverdo ser alinhadas com o algoritmo MUSCLE (Edgar 2004) por meio do programa MEGA v.6.
Por meio do programa Arlequin v.3.5 (Excoffier e Lischer 2010) deverao ser calculados os componentes de
variancia, incluindo as diversidades haplotipica (H) e nucleotidica (1), além da Analise de Variancia Molecular
(AMOVA), baseada no FST com 1000 permutacdes.

A andlise de microssatélites seguira os primers e condicdes de PCR descritos por Humeau et al.
(2011) para Phaethon aethereus, por Taylor et al. (2010) para Sula leucogaster, e por Brown e Jordan (2009)
para Pterodroma arminjoniana. Os produtos de PCR serdo purificados e genotipados. Uma alternativa para a
anélise de DNA nuclear é o sequenciamento em massa (metagenémica), o qual utiliza uma por¢édo maior do
DNA e produz resultados mais acurados. Embora n&o indicada no Termo de Referéncia em questéo, o rapido
desenvolvimento das técnicas de analise molecular, a redu¢édo dos custos e os resultados mais precisos,
pode representar inlmeras vantagens sobre a técnica indicada inicialmente e, portanto, deve ser considerada
como uma alternativa mais adequada para o monitoramento das popula¢cbes de aves. Para isso, uma
biblioteca genémica é construida utilizando a técnica de ddRADseq (double digest restriction-site-associated
DNA) (Peterson et al., 2012), que faz uso de duas enzimas de restricdo, sendo uma de corte raro e outra de
corte frequente, com o objetivo de padronizar e otimizar o tamanho dos fragmentos gerados. Sao utilizados
4,0 pL de DNA (totalizando 200 ng), que séo digeridos com 0,1 pL (1 U) das enzimas de restricdo (Thermo
Scientific) Sdal (corte frequente) e Csp6l (corte raro), respectivamente. Essas enzimas criam pontas coesivas
em ambas as extremidades das moléculas de DNA digerida, que permitem a ligacdo aos adaptadores. O
adaptador P1 (comum a todas as amostras) se liga a ponta gerada pela enzima Sdal e o adaptador AY 2,0 pl
(barcode Unico de cada amostra) se liga a ponta gerada pela enzima Csp6l. Estes adaptadores se ligam
inicialmente por pontes de hidrogénio a molécula de DNA digerida. A enzima T4 ligase 0,5 ul (5 U), permite a
ligacéo fosfodiester com o auxilio de 0,5 pul ATP (5 mmol) e 5 ul Tampado Tango 10X. As condi¢des do tempo
de digestdo serdo conforme especificagcbes do fabricante. Na etapa de enriquecimento as condi¢bes de PCR
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ocorreram em volume final de 25 pL, sendo 12,4 pL de H20, 2,0 pL MgCl2 (25 mM), 2,0 uL de dNTPs (10
mM), 2,5 pL de tampdo NH4SO4 10X (Fermentas), 2,5 pL de primer P1 (2 mM), 2,5 pL de primer A-amp (2
mM), 0,1 uL de Taq (0,5 U Klentag DNA Polymerase Technology) e 1 pL de DNA digerido. As reacdes de
PCR ocorrem em um ciclo inicial de 68 °C por 1 minuto seguido por 18 ciclos iniciando a 93°C por 10
segundos, 52°C por 35 segundos, 68°C por 1 min e 30 segundos e um ciclo final e Unico de 68°C por 7
minutos.

ApOs o término, as amostras serdo purificadas em coluna do kit lllustra GFX PCR DNA e Gel Band
Purification kit (Ge Healthcare Life Science, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Posteriormente,
todas as amostras contribuirdo de forma equimolar para a formacédo de um pool gendmico em um Unico tubo,
as quais serdo designadas para corte e selecdo dos fragmentos alvos a serem sequenciados. Estes serdo
definidos por modelos computacionais no programa R, que levam em consideracdo um genoma completo
como referéncia (aqui, serdo utilizadas genomas de Phaethon aethereus, Sula leucogaster, Pterodroma
arminjoniana, ou espécies filogeneticamente proximas), depositadas no GenBank. Esta etapa serd realizada
no seletor de fragmentos em gel de agarose 2% Pippin Prep (Sage Science), em parceria j4 estabelecida com
o Prof. Dr. Tomas Hrbek, coordenador do Laboratério de Evolucdo e Genética Animal, da Universidade
Federal do Amazonas. Ap0Os a construgdo da biblioteca, serdo seguidas as recomendac6es dos fabricantes
para o sequenciamento no sequenciador lon Torrent (PGM, Life Technologies) com a utilizagdo do kit de
sequenciamento 318 lon PGM chip de 400 pb.

Para verificar eventos de gargalo populacional passado ou recente um teste de ocorréncia de
Bottleneck (efeito gargalo) devera ser realizado utilizando o software Bottleneck v. 1.2.02 (Cornuet e Luikart,
1996). Para determinar provavel estrutura populacional devera ser realizada uma analise de cluster bayesiana
a fim de se estimar o nimero de populagdes mais provaveis (K) a partir dos dados dos genétipos dos
microssatélites e dos locais de coleta utilizando o software Structure v.2.3.2 (Pritchard et al., 2000). Apés a
alocacao dos individuos em cada cluster, devera ser realizada a andlise de variancia molecular (AMOVA)
utilizando-se o programa Arlequin v.3.11. Também deverdo ser calculados os indices de diferenciagdo
genética global entre as unidades de populacdo, e indices de estruturacdo da populacdo, por meio dos
programas Genepop on the Web (http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop) e Fstat v.2.9.3.2 (Goudet, 2001).
Valores de P deverao ser considerados significativos no nivel de 0,01 (P<0,01) e 0,05 (P<0,05). Estimativas
de tamanho efetivo da populacdo serdo realizadas no software OneSamp v.2, considerando sistema
monogamico de acasalamento e frequéncia alélica de 0,02 como ponto de corte. Seréo ainda ajustados GLMs
bayesianos no programa GESTE, e analise de ordenamento a partir de andlises de redundéancia no programa
R (pacote vegan), para determinar quais variaveis ambientais influenciam na variabilidade genéticas das
populacdes.

De posse desses dados, serd comparada a variabilidade genética entre as amostras obtidas ao longo
da execucgdo da presente proposta, e amostras obtidas previamente ao desastre ambiental no Rio Doce pela
equipe do Prof. Dr. Leandro Bugoni. Através dessas comparacfes, sera possivel avaliar se a
descaracterizacdo do ambiente na Foz do Rio Doce estd influenciando no potencial evolutivo e na
variabilidade genética das aves marinhas selecionadas, ocorrentes na regido. A FURG possui a infraestrutura
requerida para o imediato inicio das analises genéticas (freezer, geladeira, estufa, centrifuga, banho-maria,
agitador, termociclador, cuba de eletroforese, jogo de pipetas, autoclave), necessitando apenas de
complementacao de infraestrutura, devido a elevada e repentina demanda das analises propostas.

Meta 8- Serdo analisados os metais/elementos-traco Hg, Fe, Cu, Zn, Mn, Cd e As, de amostras de sangue e
penas das aves vivas (debilitadas encontradas nas praias, capturadas a bordo das embarcacdes ou nas ilhas*
onde reproduzem). Das aves encontradas mortas durante os monitoramentos de praia, serdo realizadas
andlises de penas e musculo, prioritariamente. Este material devera ser congelado para posterior anélise, ou
as carcacgas inteiras encaminhadas para necropsia na FURG e preparacédo das peles e tombamento em
colecdo cientifica. As analises das concentragfes destes elementos deverdo ser realizadas no mesmo
laboratério onde serédo realizadas as analises de metais em agua, zooplancton, invertebrados e peixes na
regido. Estes ultimos grupos da fauna incluem potenciais presas das aves e, ao usar 0 mesmo procedimento,
comparacdes entre 0s grupos serdo possiveis, para um melhor entendimento da dindmica dos elementos
contaminantes na regido. As amostras de material biolégico das aves deverdo ser previamente secas em
estufa (45-60°C) até peso seco constante e digeridas em &cido nitrico (HNO3s) ultrapuro (Suprapur, Merck,
Darmstadt, Alemanha) na proporcéo de 1 g de peso seco de material biolégico para 2 mL de &acido nitrico. As
amostras deverdo ser entdo submetidas a digestdo acida em tubos plasticos tipo Eppendorf devidamente
lacrados e mantidos em estufa incubadora (45-60°C) até sua completa digestdo. As amostras de material
biolégico digerido deverdo ser avolumadas a 1 mL com agua tipo milli-g. Imediatamente antes da analise da
concentracao dos metais, as amostras deverao ser diluidas, conforme a necessidade, utilizando-se agua tipo
milli-q. As amostras de material bioldgico, preparadas conforme descrito acima, deveréo ser analisadas, em
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triplicata, por espectrometria de absorcéo atdmica de alta resolucdo com forno de grafite acoplado (HR-CS-
AAS; ContrAA 700 Analytik Jena, Alemanha). As concentracdes dos metais no material bioldgico deverao ser
expressas em pg/g de peso umido (mg/kg de peso Umido). Para verificar a acuracia e exatidao das andlises,
deverdo ser realizados controles de qualidade analiticos. Para tal, deverdo ser analisados "brancos", onde
todos os procedimentos para a preparacao e andlise das amostras deverao ser realizados, porém na auséncia
da amostra. Além disso, deverao ser utilizadas solu¢des padrdes dos metais analisados (SpecSol®, QuimLab
Quimica & Metrologia, Jacarei, SP, Brasil), rastreadas ao National Institute of Standards and Technology
(NIST, Gaithershurg, MD, EUA), para verificar a acuracia das medidas. Por sua vez, a exatiddo dos resultados
obtidos devera ser avaliada utilizando-se os seguintes materiais de referéncia certificados para analise de
metais tracos: proteina de peixe DORM-4 (National Research Council, Canada) e tecido de mexilhdo ERM-
CE278 (European Reference Material). Amostras destes materiais de referéncia certificados deverdo ser
tratadas e analisadas da mesma forma que as amostras do material biol6gico coletado, conforme descrito
anteriormente.

A partir disso, sera possivel comparar as concentracdes de elementos-traco e metais entre as
amostras obtidas ao longo da execucao da presente proposta, e amostras obtidas previamente ao desastre
ambiental no Rio Doce, pela equipe do Prof. Dr. Leandro Bugoni. Através dessas comparacgfes, sera possivel
dimensionar o real impacto do langamento de rejeitos de minério na area de ocorréncia das aves marinhas.
A FURG possui a infraestrutura requerida para o imediato inicio das analises de contaminantes, necessitando
apenas de reposicao de materiais de consumo e reagentes. As analises dos contaminantes citados seréo
realizadas em conjunto com o Prof. Dr. Adalto Bianchini (FURG).

Meta 9- Para a andlise dos is6topos estaveis de 13C e 15N, serdo coletadas amostras de muisculo das aves
mortas nas praias e sangue e penas das aves vivas, e mlsculo das potenciais presas das aves marinhas. As
amostras de musculo das presas serao lavadas em solucéo de éter de petréleo no condensador tipo Sohxlet
para extracdo de lipidios, durante 3 sessdes de 6 h cada. ApGs a secagem a 60°C por 72 h, as amostras
serdo maceradas até a obtencao de um p6 homogéneo. Cerca de 0,9 mg de amostra sera pesada e
envelopada em cépsula de estanho. A determinagdo da composicao isotépica dos elementos sera feita em
um espectrometro de massa de razédo isotdpica acoplado a um analisador elementar para C e N. As razdes
isotopicas serdo expressas pela notagdo delta em partes por mil, de acordo com: 60X = [(Ramostra/R padrao) — 1]
x 1000, onde X é 13C ou *N e R é arazao correspondente 3C/2C ou °N/**N. As raz6es isotdpicas do carbono
e nitrogénio sdo expressas em relacdo ao padrdo V-PDB (Vienna Peedee Belemnite) e ao nitrogénio
atmosférico, respectivamente. Deverdo ser utilizados materiais certificados de referéncia em todas as
analises. Devido a presenca de lipidio ser variavel nos tecidos de animais e por apresentar valores
depreciados em 13C em relacdo a todo o corpo (Peterson e Fry, 1987), devera ser calculado a relacdo C:N
para verificar o contetdo lipidico de cada amostra (Post et al., 2007). Caso parte das amostras apresente
relacdo C:N maior do que 3,5, devera ser feita a normalizagdo matematica dos resultados de 6'3C, segundo
a equacao: 6'3Cnormalizado = 0*3Csem tratamento — 3,32 + 0,99*C:N (Post et al., 2007). As andlises estatisticas terao
enfoque bayesiano (Ellison 2004), utilizando o pacote MixSIAR (Stable Isotope Analysis in R) (Stock e
Semmens, 2013), no qual os modelos de mistura permitem inferir a composicéo de dieta a partir de varias
fontes potenciais de alimento, o pacote SIBER para estimativa de amplitude do nicho tréfico.

E importante destacar que a equipe do Prof. Dr. Leandro Bugoni possui analises de relagées troficas
de todas as aves marinhas de Abrolhos e Trindade ja realizadas em periodo prévio ao desastre ambiental
ocorrida no Rio Doce. Além disso, a FURG possui a infraestrutura necessaria para imediato processamento
de amostras (freezer, estufa, liofilizador, condensador Sohxlet, balanca de precisédo) e espectrdmetro de
massa de razado isotépica (IRMS) em fase final de instalacdo, possibilitando que todo o processo de
preparacéo e analise de amostras seja feito na FURG. Desse modo, serdo necessarias apenas reposicao de
materiais de consumo e reagentes especificos, considerando alguns equipamentos para reposi¢éo e para
evitar sobrecarga de trabalho nos aparelhos ja existentes.

*Considerando que Pterodroma aminjorniana, uma das espécies-alvo do Anexo 6, reproduz no Brasil
apenas na llha da Trindade, existe a possibilidade de termos que fazer coleta na ilha, uma vez que
durante parte do periodo reprodutivo a espécie ocorre na regido entre Trindade e a costa brasileira.
Entretanto, existe a necessidade de esclarecimento sobre a coleta de dados sobre esta espécie na
referida ilha, porque o TR4 aponta para a atuagdo das equipes de monitoramento na chamada "Area
Ambiental 1", que ndo compreenderia, por todas as areas de estudo apresentadas nos diferentes
anexos, pontos na llha da Trindade. Desta maneira, esta questdo sera discutida na reunido de
alinhamento a ser realizado no | Workshop Renova-CTBio-FEST em Agosto de 2018.
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MONITORAMENTO DE MAMIFEROS, TARTARUGAS E AVES MARINHAS
ASSOCIADOS A FOZ DO RIO DOCE, PLATAFORMA CONTINENTAL E AREAS
PROTEGIDAS ADJACENTES (ANEXO 6)

SUB-PROJETO: “Cetaceos: Genética, Saude, Dieta, Reproducao,
Uso do habitat e Interagdo com a pesca”

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcéo Instituicdo

Ana Paula Cazerta Farro | Coordenadora parte do Anexo 6 CEUNES/UFES
José Lailson Brito Jr. Ané}lise de contaminantes (ecotoxicologia) dos UERJ

cetaceos
Tatiana Lemos Bisi E;:g\cl)gii: trofica de cetaceos a partir de is6topos UERJ
Alexandre Azevedo Estima_tiva da idade dos cetaceos, maturacao e taxa de UERJ
fecundidade

Profissional Sénior Pesquisador UENF
Profissional Mestre |l Pesquisador CEUNES-UFES
Profissional Mestre | Pesquisador CEUNES-UFES
Profissional Junior Pesquisador UENF
Profissional Mestre | Pesquisador CEUNES-UFES
Profissional Mestre | Pesquisador CEUNES-UFES
Pés-Doutorado Pesquisador UERJ
Pés-Doutorado Pesquisador CEUNES-UFES
Iniciacao Cientifica Pesquisador CEUNES-UFES
Iniciacao Cientifica Pesquisador CEUNES-UFES
Profissional Junior Pesquisador CEUNES-UFES
Po6s-Doutorado Pesquisador UENF
Pés-Doutorado Pesquisador UERJ

2. ESCOPO

Os grandes vertebrados marinhos como mamiferos, tartarugas e aves tém sido reconhecidos como
bons organismos bioindicadores das condi¢cdes e dos impactos no meio ambiente. Por serem animais
frequentemente no topo da cadeia alimentar, representam bem diversos contaminantes do ecossistema, 0s
quais bioacumulam ou biomagnificam ao longo da cadeia tréfica. Adicionalmente, sdo animais de facil
visualizacéo e identificagcdo, além de possuirem grande mobilidade, servindo assim como amostradores de
areas maiores do ambiente, além de responderem rapidamente a impactos através da mudancga de
comportamento ou de areas utilizadas para alimentacdo e reproducéo.

Diversos estudos tém mostrado que a regido ao redor da foz do Rio Doce e plataforma continental
adjacente é uma area importante para desova, reproducao e alimentacéo de diversas espécies ameacgadas
de extingdo sobretudo o Boto-cinza (Sotalia guianensis), a Toninha (Pontoporia blainvillei), a baleia-jubarte
(Megaptera novaeangliae), a Tartaruga-cabecuda (Caretta caretta), a Tartaruga-de-couro (Dermochelys
coriacea), a tartaruga-verde (Chelonia mydas), e aves marinhas, como o Rabo-de-palha-de-bico-vermelho
(Phaethon aethereus), o Rabo-de-palha-de-bico-laranja (Phaethon lepturus), o Trinta-réis-de-bico-vermelho
(Sterna hirundinacea), o Tesourdo-pequeno (Fregata ariel), o Tesourdo-grande (Fregata minor), o Petrel-de-
trindade (Pterodroma arminjoniana) e o Albatroz-de-bico-amarelo (Thalassarche chlororhynchos) (MMA,
2014).
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O entendimento dos padrdes de uso e deslocamento em areas possivelmente impactadas ao redor
da foz do Rio Doce é de fundamental importancia para a aplicacdo de acfes mitigadoras, caso sejam
detectadas ameacas a essas espécies em areas com maior grau de impacto.

Os vertebrados marinhos podem ainda ser utilizados como amostradores do ambiente, sendo
possivel identificar areas importantes para a alimentacdo das espécies, areas usadas mais intensamente e
ainda inferir mudangas no comportamento alimentar ocorridas devido a mudangas nas condigfes bitticas e
abioticas, bem como impactos antropicos em suas areas de uso.

O monitoramento dos encalhes de cetaceos, bem como a coleta e estudo sistematico de tecidos
para analises genéticas, de contaminantes e de habitos alimentares é de fundamental importancia para
avaliar a saude das populacdes que ocupam os diversos habitats atingidos pelos impactos do acidente na
regiao costeira.

O numero de populacdes, o tamanho destas, bem como, a diversidade genética de cada uma delas
no litoral do Espirito Santo podem influenciar no efeito causado por um impacto ambiental intenso, que pode
ser extingBes locais, ou até mesmo extingdo da espécie em casos extremos. Niveis moderados a elevados
de variabilidade geralmente conferem maior probabilidade de sobrevivéncia de uma populagdo a médio e
longo prazos (Frankham et al. 2002). Em espécies ameacadas, as populacdes apresentam-se reduzidas e
muitas vezes isoladas, o que pode levar a uma consequente perda de variabilidade pela reducéo do fluxo
génico (Frankham et al. 2002). Desta forma, torna-se importante buscar a manutencdo dos niveis de
variabilidade das populag6es. Adicionalmente, a partir da variabilidade genética intrapopulacional é possivel
estimar o tamanho populacional efetivo, tanto ao longo da histéria evolutiva daquela populagdo quanto no
passado mais recente (Ultimas geragdes, também chamado “contemporéneo”); analisar flutuacdes
demograficas ao longo do tempo; testar cenarios de expanséo ou de contragdo populacional.

Outra informagédo importante para compreensdo dos impactos a que uma populacdo estd exposta é
a concentragcdo de poluentes, como elementos-tragco (Hg, Fe, Cu, Zn, Mn, Cd e As), organoclorados (PCBs
e pesticidas clorados) e organobromados (PBDES), pois ha evidéncias de que altas concentracdes desses
compostos podem causar efeitos deletérios neuroldgicos, endécrinos, imunolégicos e promotores de cancer
(Who 1993, Gregory & Cyr 2000, Reijnders 2000, ATSDR 2002). Concentragbes de alguns desses
poluentes ja foram determinadas nas toninhas ao longo da sua distribuicdo, revelando um quadro
preocupante de contaminac¢édo (Lailson-Brito et al. 2011, Alonso et al. 2012, Dorneles et al. 2013).

Alguns micropoluentes (e.g. elementos-traco, bifenilas policloradas, difenil éteres polibromados)
estdo sujeitos ao aumento das suas concentragdes ao longo dos niveis tréficos, alcancando concentragfes
elevadas em organismos topos de cadeia (Renzoni et al. 1998, Gray 2002). O processo de transferéncia
trofica com consequente aumento das concentragées de poluentes nos organismos de um nivel tréfico para
o nivel consecutivo pode ser denominado de biomagnificagdo (Walker et al. 1996). Desta maneira, o estudo
das relagbes troficas associados as analises ecotoxicolégicas de organismos marinhos podem revelar
informacdes importantes sobre a qualidade dos ecossistemas marinhos, assim como contribuir para a
compreensao dos processos de bioacumulacéo e biomagnificacdo de micropoluentes.

Além da possibilidade de algum tipo de doenca ou efeito de contaminacdo promover os encalhes
e/ou morte dos cetaceos, no litoral brasileiro a toninha e boto-cinza apresentam um alto indice de captura
incidental nas atividades pesqueiras, 0 que provoca uma alta mortalidade e encalhe desses animais durante
todo o0 ano. Com o desastre no rio Doce este indice de mortalidade e encalhe pode aumentar, ja que as
interacbes com as atividades pesqueiras poderiam ser intensificadas com a diminui¢éo de recursos e busca
por esses animais de novas areas de alimentac&o.

3. OBJETIVOS

1) Monitorar os encalhes de cetaceos nas praias do litoral do ES e realizar necrépsias, quando for
possivel recolher os animais, para determinar uma possivel causa mortis.

2) Avaliar e monitorar o uso de mamiferos marinhos em areas potencialmente impactadas adjacentes
a foz do Rio Doce (comportamento e uso do habitat), a partir de monitoramento embarcado e por
ponto fixo.

3) Monitorar a diversidade genética de cetaceos do litoral do ES.

4) Avaliar a prevaléncia de patdgenos em cetaceos da area de estudo, para determinar se as
alteracdes ambientais estdo afetando o estado de salde destas populagcdes ameacadas ou
biomonitoras.

5) Monitorar a evolucdo das dosagens de contaminantes e histopatologias em tecidos de cetaceos em
encalhes na area de estudo.

6) Descrever a ecologia tréfica a partir da andlise de is6topos estaveis de S. guianensis e P. blainvillei.
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7) Estimar a idade dos cetaceos, de sua primeira maturacdo e analisar a taxa de fecundidade dos
cetdceos encontrados mortos nas praias;
8) Auvaliar a interagdo dos pequenos cetaceos com a pesca no litoral do ES.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 1 — Atendimento de encalhes de cetaceos nas praias do litoral do Espirito Santo
Atendimento aos chamados de encalhes de cetaceos nas praias realizados pela comunidade e / ou pelo
Projeto de Monitoramento de Praias (PMP);

Meta 2 - Monitoramento do uso de cetaceos em areas adjacentes e foz do Rio Doce
Monitoramento da foz do Rio Doce e areas adjacentes ou de interesse a partir de pontos fixos e embarques;

Meta 3 - Diversidade genética de cetaceos
Monitoramento da diversidade genética de cetaceos (que tiverem nimero amostral suficiente), a partir de
marcadores moleculares tradicionais.

Meta 4 - Monitoramento das histopatologias e analises bacteriol6gicas em cetaceos
Monitorar a variagcao nas prevaléncias de patdégenos e histopatologias associados a area de encalhe mais
proximas a foz do Rio Doce ao longo do periodo de monitoramento e em relagéo a distancia da foz.

Meta 5 - Ecologia trofica de cetdceos a partir de is6topos estaveis
Descrever a ecologia tréfica através de is6topos estaveis.

Meta 6 - Andlise de contaminantes (ecotoxicologia) dos cetaceos
Determinacdo de taxas de contaminantes nos tecidos de animais encontrados mortos ou de animais vivos
biopsados;

Meta 7 - Estimativa da idade dos cetaceos, maturacdo e taxa de fecundidade
Estimar a idade do individuo, idade da maturagéo, estagio reprodutivo e taxa de fecundidade dos animais
mortos encontrados.

Meta 8 — Interagdo dos pequenos cetaceos com a pesca

Obter respostas sobre o tipo de pesca desenvolvido na regido, aparato utilizado, captura acidental,
frequéncia, espécie afetada, etc.

5. PRODUTOS

5.1. DADOS BRUTOS
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto
0s coletados in situ como os processados no laboratorio)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

NuUmero de visitas as praias. Instituto ORCA (sul do Rio
Numero de cetaceos atendidos (até 50), com localidade, data, biometria Doce) e Instituto Baleia
dos animais. Jubarte (norte do Rio Doce)

Numero de necropsias realizadas.

Numero de cetaceos removidos (até 50) e destinacao.

Tipos de tecidos coletados e para que tipo de andlise.

Laudo com possivel causa mortis dos cetaceos necropsiados (até 50).

Localizacdo dos pontos fixos. Ana Paula Cazerta Farro
Tempo de observacdo em cada ponto; espécies observadas; nimero e
composicdo de grupos; comportamento realizado.

Localizacdo do percurso realizado no monitoramento embarcado e pontos | Ana Paula Cazerta Farro
onde foram realizadas as visualizagdes dos cetaceos.

Pontos de avistagens; tempo de observacdo em cada ponto de avistagem;
espécies observadas; local onde foi observado; nimero e composigéo de
grupos; comportamento realizado.

Numero de tecidos (amostras) que tiveram o DNA extraido e qual a Ana Paula Cazerta Farro
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concentracao quantificada para cada amostra; nimero de amostras
amplificadas com sucesso para cada marcador testado; tamanho do
fragmento amplificado e apés edicao.

indices de diversidade genética para cada marcador.

indice de estruturacdo genética, quando for possivel, pois dependera do
ndmero amostral de cada espécie. Com a continuidade do projeto essa
andlise se torna mais completa.

Lista com patdégenos encontrados em tecidos de até 50 cetaceos,
alterac6es osteoldgicas e/ou indicios de afec¢des que podem estar
afetando a salde de cada individuo.

Leonardo Serafim

Relacdo Carbono:Nitrogénio para cada amostra de até 50 cetaceos;
Espécies componentes da dieta de até 50 cetaceos.

Tatiana Lemos Bisi

Taxas de micropoluentes, elementos tracos, compostos organoclorados e
organocromados, e HPAs encontradas nos tecidos de até 50 cetaceos.

José Lailson Brito Jr.

NuUmero de cassetes e laminas preparadas; idade dos individuos, peso das
gbnadas, caracterizacdo dos ovarios.

Alexandre Azevedo

Pontos de desembarque visitados.

Numero de entrevistas e saidas com pescadores;

Faixa etéria, principal atividade, tipo de embarcacao, etc, dos
entrevistados;

Principais dados coletados nas entrevistas a respeito da interacao
pescaXcetaceos;

Dados de vestigios de aparatos encontrados em cetdceos mortos.

Instituto Baleia Jubarte

5.2. ANALISE DE DADOS
(Relacionar as analises que serdo feitas e entregues até o 15° més de
vigéncia do Projeto)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

Avaliacdo de quais as espécies que mais encalharam, estado de
desenvolvimento do animal (filhote, jovem ou adulto), qual a localidade que
deteve o maior nimero de ocorréncias e qual o provavel motivo para a
maioria das mortes.

Instituto ORCA e Instituto
Baleia Jubarte

Identificacdo dos locais onde estéo ocorrendo cetaceos; caracterizacao
dos grupos e comportamento observados.

Ana Paula Cazerta Farro

Identificacdo dos locais onde estdo ocorrendo cetaceos; caracterizacao
dos grupos e comportamento observados.

Ana Paula Cazerta Farro

Avaliacdo se a diversidade genética dos cetaceos da regido € baixa, pois
desta forma, o efeito sobre ela pode ser considerado mais grave.

*Com a continuidade sera possivel verificar se essa diversidade esta
diminuindo e se existe mais de uma populag&o na regido, o que poderia
afetar de forma diferente cada uma delas.

Ana Paula Cazerta Farro

Identificacdo da principal causa mortis dos animais e deteccéo de
patdgenos responsaveis pela saude de cada individuo. Verificagdo de
espécie mais afetada, sexo ou estado de desenvolvimento. Discusséo
sobre quais fatores poderiam estar favorecendo a prevaléncia de cada
patégeno.

Leonardo Serafim

Descricdo da ecologia tréfica para cada espécie de cetaceo encontrado.

Tatiana Lemos Bisi

Deteccao e Identificacdo de contaminantes que podem afetar a salude de
cada individuo. Verificacdo de espécie mais afetada, sexo ou estado de
desenvolvimento. Discussao sobre quais fatores poderiam estar
aumentando cada taxa.

José Lailson de Brito Jr.

Determinacdo da idade, estagio reprodutivo e taxa de fecundidade de até
50 cetaceos encontrados mortos.

Alexandre Azevedo

Avaliacao de como € a interacdo das atividades pesqueiras e 0s cetaceos
na regido e se essa foi modificada com a chegada da lama.

Instituto Baleia Jubarte

A andlise final incluird a comparacao dos resultados obtidos a partir dos dados do monitoramento

com dados pretéritos existentes.
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Fundagdo Espir

6. METODOLOGIA

Atendimento de encalhes de cetaceos nas praias do litoral do Espirito Santo

Apés o recebimento de informacé@o sobre encalhe de algum cetdceo ou tartaruga marinha nas
praias do litoral norte capixaba, prontamente serdo realizadas visitas ao local para a obteng¢éo das seguintes
informacdes: condicdo climatica e de maré, localizacdo exata com GPS, identificagdo da espécie, existéncia
de marcas de aparatos de pesca, registro fotografico, medigbes dos animais e coleta de material biologico
para analises futuras.

O monitoramento das praias é atualmente realizado no Espirito Santo por uma empresa contratada
(CTA), mas que ja apresenta parcerias com o Instituto Baleia Jubarte e Organizacado Consciéncia Ambiental
(ORCA), que ap6s serem chamados realizam o atendimento aos animais nas praias, ou recebem os
animais e dados gerais dos encalhes coletados pela empresa.

Quando a equipe de resgate vai até o local, ela avalia a situacdo. Em se tratando de animal vivo, o
médico veterinario realiza 0s primeiros-socorros e procura orientar o procedimento de devolugdo do animal
para o mar. No caso de se tratar de um animal morto de até 3 metros de comprimento, a carcaca € colocada
no carro de resgate e removida para a base de Caravelas (I1BJ) ou Guarapari (ORCA). Caso o animal tenha
mais de 3 metros, o exame da carcaca e a coleta de material sdo realizados no local do encalhe.

Os procedimentos de resgate e necropsia de baleias e golfinhos seguem o Protocolo de Conduta
para Encalhes de Mamiferos Aquaticos da Rede de Encalhes de Mamiferos Aquaticos do Nordeste
(REMANE).

Todos os animais recebem um nimero de registro. Este mesmo namero é utilizado para identificar
as amostras biolégicas coletadas.

Conforme o estado da carcaca, séo coletados dados biométricos e realiza-se a necropsia, a fim de
se estabelecer a causa mortis. Durante as necrépsias, registraram-se os dados biolégicos dos exemplares.
Sao levantados dados referentes a classificagdo taxonémica, comprimento total, peso, medidas alométricas,
sexo, estagio de maturagédo, estado da carcaga e marcas de interagdo com artefatos de pesca. A carcaga é
fotografada, posteriormente descarnada e os 0ssos coletados e acondicionados para maceracdo. Amostras
de tecidos para analise de DNA também foram coletadas.

Todos os dados coletados sdo registrados em fichas padronizadas, armazenados em um banco de
dados e interpretados. O material osteoldgico coletado é examinado buscando-se evidéncias de alteragées
patoldgicas. A limpeza do material osteoldgico é realizada através da técnica de maceracao, para posterior
tombamento nos acervos do IBJ e do ORCA.

Um fator limitante nesse procedimento é o avancado estado de decomposicdo no qual muitos
animais chegam as praias. O estado de decomposicdo das carcacas limita o tipo de amostras que podem
ser coletadas e o tipo de analises que podem ser realizadas. As carcacas sao classificadas seguindo o
padrao proposto por Geraci & Lounsbury (2005), em codigos de 1 a 5, onde 1 corresponde ao animal vivo e
5 a restos de esqueleto ou carcaca mumificada.

Monitoramento do uso de cetaceos em areas adjacentes e foz do Rio Doce

Para as observagGes em pontos fixos, serdo realizadas saidas prévias a campo para se determinar
pelo dois pontos fixos de observacdo nos estuarios do rio Doce em Linhares. Como comparativo sera
realizado um monitoramento também no rio Piraqueacu em Aracruz, ES ou em outras areas que os drones
identifiquem como areas principais de uso.

Com o auxilio de binéculos sera realizado o monitoramento dos estuarios. Serdo realizadas quatro
observacfes mensais, sendo uma por semana, onde o tempo de observacédo diaria serd de seis horas por
ponto. O periodo do dia de observacdo entre os pontos serd alternado para evitar repeticdes de marés.

Quando forem avistados individuos seréo registrados: espécie, nimero de individuos por grupo, tipo
de comportamento desenvolvido ho momento, localizagdo exata (GPS), e outras informacfes que sejam
julgadas pertinentes. Estes dados serdo inseridos em uma planilha pré-formulada.

Serdo considerados parte de um mesmo grupo, os individuos que nadarem proximos uns dos
outros, com atividades coordenadas, mas ndo necessariamente deslocando-se na mesma dire¢do (Mann,
2000).

Durante o periodo serdo realizadas observag¢des naturalisticas dos comportamentos utilizando o
método de amostragem “Ad Libitum” (Lehner, 1996). Para as observacdes serdo realizados os métodos
“animal focal”, quando o individuo é o foco das observagbes durante um determinado periodo, mas nao
necessariamente o Unico a ser focalizado pelo periodo de amostragem, e o de “amostragem sequencial”,
guando o foco corresponde a uma sequéncia de comportamentos de um ou mais individuos (Lehner, 1996).

Os dados serdo agrupados em uma tabela no Excel e para os pontos de coleta serdo testadas
relagfes entre a presenca e tamanho de grupo e as variaveis: nivel de maré (alta, média e baixa); tipo de
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maré (enchente e vazante); variacdo de maré; més; estacdo do ano; status comportamental e tempo
maximo. Além disso, as relacfes serdo avaliadas para as diferentes areas.

Para se avaliar o grau de significancia dos resultados, serdo empregados testes ndo paramétricos
(Kruskal-Wallis e Mann-Whitney) ao nivel de 0,05 de significancia (Zar, 1984) do pacote STATISTICA
Verséo 5 ®.

Diversidade genética de cetaceos

Serdo utilizadas amostras de musculo ou pele dos cetaceos encontrados encalhados nas praias do
Espirito Santo. Outras espécies poderdo ser incluidas nas andlises dependendo do niumero de amostras
encalhadas no periodo de estudo.

Os tecidos para as analises genéticas serdo armazenados em microtubos e conservados em alcool
70%. Os processos laboratoriais e analises serdo realizados no Laboratério de Genética e Conservagdo
Animal do CEUNES (Séo Mateus), Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

Extracdo de DNA e quantificacdo do DNA: Um pequeno pedaco de musculo serd picotado e
colocado em um microtubo no qual com o auxilio de reagentes e centrifugacdes serd realizada a extracao
do DNA pelo método de solugdo salina. Ao final do processo o DNA sera ressuspendido com a adi¢do de 20
ML de ddH20 e armazenado na geladeira a 4°C. As amostras de DNA serdo quantificadas em
espectrofotdbmetro.

Amplificacdo por PCR e sequenciamento: Cada amostra serd submetida a PCR (Polymerase Chain
Reaction) e reacBes de sequenciamento e genotipagem para avaliacdo de marcadores mitocondriais e
nucleares (microssatélites).

Purificacdo e sequenciamento: Apds a amplificagdo dos fragmentos, as reagfes serdo purificadas
utilizando-se a enzima ExoSap-IT (USB Corporation). Os fragmentos serdo submetidos a reagbes de
sequenciamento nos dois sentidos. Sera feita também a sexagem molecular dos individuos néo
necropsiados.

Anadlise das sequéncias mitocondriais: As sequéncias serdo alinhadas com o algoritmo MUSCLE
(Robert 2004) por meio do programa MEGA v.6 (Tamura et al. 2013).

Por meio do programa Arlequin v.3.5 (Excoffier et al. 2010) serdo calculados os componentes de
variancia, incluindo as diversidades haplotipica (H) e nucleotidica (1), além da Anadlise de Variancia
Molecular (AMOVA) entre diferentes localidades, baseada no FST com 1000 permutacdes.

As redes de hapldtipos serdo construidas com calculos de Median-Joining no programa Network
(Bandelt et al. 1999). Sera feita também a sexagem molecular dos individuos ndo necropsiados. Para as
andlises dos microssatélites, os locos serdo identificados com o software GeneMapper v.5.0 (Applied
Biosystems).

A probabilidade de ndo-exclusdo para identidade dos individuos sera estimada utilizando o software
Cervus v.3.0.3 (Kalinowski et al. 2007) e os genétipos dos individuos avaliados serdo comparados para 0s
locos de microssatélites a fim de se verificar a presenca de genotipos idénticos.

O desequilibrio de ligacdo entre os locos sera verificado com o programa GENEPOP on the Web
(http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop) (Raymond & Rousset 1995; Rousset 2008) e os desvios do
Equilibrio de Hardy-Weinberg seréo testados por meio do software Arlequin v.3.11 (Excoffier et al. 2010). Os
locos também serdo testados quanto a presenca de alelos nulos, abandono de alelos e erros devido a
presenca de picos stutter utilizando-se o programa Microchecker v.2.2.0.3 (Van Oosterhout et al. 2004), com
correcao de Bonferroni.

Para as andlises intrapopulacionais serdo calculados os indices de diversidade genética com os
programas Fstat v.2.9.3.2 (Goudet 2001) e Arlequin v.3.11 (Excoffier et al. 2010).

Para verificar eventos de gargalo populacional passado ou recente um teste de ocorréncia de
Bottleneck (efeito gargalo) sera realizado utilizando o software Bottleneck v. 1.2.02 (Cornuet & Luikart,
1996). Para determinar provavel estrutura populacional sera realizada uma andlise de cluster bayesiana a
fim de se estimar o ndmero de populagdes mais provaveis (K) a partir dos dados dos genétipos dos
microssatélites e dos locais de coleta utilizando o software Structure v.2.3.2 (Pritchard et al. 2000). Apés a
alocagdo dos individuos em cada cluster, sera realizada a andlise de variancia molecular (AMOVA)
utilizando-se o programa Arlequin v.3.11. Também serdo calculados os indices de diferenciagdo genética
global entre as unidades de populagéo (FST), e indices de RST (estruturacdo da populacdo), por meio dos
programas Genepop on the Web (http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop) e Fstat v.2.9.3.2 (Goudet 2001).
Valores de P serdo considerados significativos no nivel de 0,01 (P<0,01) e 0,05 (P<0,05).

Sexagem molecular de cetaceos: os animais que nao forem recolhidos, mas tiverem uma amostra
de tecido recolhida na praia, terdo o sexo definido via PCR. Os primers a serem utilizados serdo ZFX0582,
ZFX0923 (Bérube & Palsholl 1996), PMSRYF (Richard et al. 1994) e TtSRYR (Rosel et al. 2003). Para a
sexagem molecular das espécies de ave que ndo possuem dimorfismo sexual externo serd usado o gene
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CHD (Fridolfsson e Ellegren, 1999). As reacdes de PCR serdo confeccionadas com: Tampao 10x, 150 yM
de dNTP, 1,5 u de Taq DNA polimerase (INVITROGEN), 1,5 mM de MgCI2 e 0,3 uM de cada primer, com
excegao do reverse para o SRY que sera aplicado 0,06 uM. O volume final sera de 25uL. A amplificagao
sera realizada nas seguintes condic¢des: 92°C por 30 seg, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 seg, 51°C
por 45 seg e 72°C por 45 segundos. Os fragmentos serdo separados em gel de agarose 2,5%, corado com
gel red. A corrida eletroforética sera realizada a 120 V por 2 horas. A visualizacdo das bandas sera
realizada com o auxilio de luz UV e estas serdo fotografadas.

Anélise histopatoldgica e microbiolégica

Apés a eutandsia, sera realizada necropsia dos cetaceos para colheita de material e avaliacdo
histopatoldgica no Laboratério de Morfologia e Patologia Animal (LMPA) do Hospital Veterinario da UENF.

Durante a necropsia os 6rgdos serdo avaliados macroscopicamente quanto a forma, textura,
consisténcia e coloracéo das superficies. Fragmentos de tecidos com até 1 cm de espessura serdo colhidos
e imediatamente fixados em formalina neutra tamponada a 10%, excetuando-se o coragéo, que sera colhido
inteiro e imediatamente incidido transversalmente para fixacdo de &trios e ventriculos.

Todo o material seré fixado por um periodo minimo de 48 horas. Apds a fixacdo dos coracgdes,
estes, serdo pesados em balanca digital de precisdo. A seguir todas as amostras serdo clivadas em
fragmentos menores de até 2-3 mm de espessura e acondicionadas em histossetes plasticos para posterior
processamento em processador automético (Leica®1 TP1020), onde serdo desidratadas em cinco banhos
sequenciais de alcool etilico, sendo o primeiro banho em alcool a 70%, o segundo em alcool a 90% e os
seguintes em &lcool absoluto, com duracdo de uma hora cada. Seguido da clarificacdo das amostras por
imersdo em dois banhos de xilol, de uma hora cada e embebi¢do por imersdo das amostras em dois
banhos, de 30 minutos cada, em parafina histolégica a 60°C. Em seqiiéncia o material sera incluido no
proprio histossete em que foi acondicionado.

Ap6s a solidificacdo, os blocos serdo resfriados e cortados em se¢des de 5 um de espessura, em
micrétomo semi-automatico (Leica®1l RM2145). Os cortes serdo colocados em banheira histoldgica, de
onde serdo coletados por laminas de vidro e corados manualmente, pelo método hematoxilina e eosina
(HE) para analise microscopica. Ainda, outras histotécnicas especiais poderdo ser empregadas, para
posterior observacdo pela microscopia Optica e analise de imagens com auxilio de um programa de
morfometria digital (Software Image J, verséo 1.33).

As fotomicrografias obtidas serdo documentadas e arquivadas utilizando maquina fotografica digital
Nikon®?2 Coolpix 995, adaptada em microscopio 6ptico.

Para a microbiologia, no laboratério, as amostras serdo semeadas e processadas em meios de
cultura (caldos e/ou em agar), como agar sangue, agar macconkey, agar saboraud, agar mueller hinton,
entre outros, para o crescimento de micro-organismos patogénicos. Posteriormente, as amostras serao
incubadas em estufas bacteriolégicas a 37°C por 24/48 hs. As amostras que apresentarem crescimento
bacteriano serdo repicadas em meios de cultivo préprios e analisadas através de métodos de coloracao
especifica. ApOs esse processo, sera feita a identificacdo microbiana, com a realizagdo de andlises por
métodos bioquimicos ou por kits de identificagdo microbiolégica. A seguir, com 0s micro-organismos
identificados, serdo realizados os antibiogramas e/ou antifungigramas para posterior confec¢éo dos laudos.

Anélise de contaminantes (ecotoxicologia) dos cetaceos

Apo6s recolhidas as amostras de tecidos, o material de cetaceos e queldnios sera enviado para o
Laboratério de Mamiferos Aquaticos e Bioindicadores da UERJ, onde serdo realizadas as analises de
contaminantes.

Determinacao e analise de micropoluentes - Mercirio Total: Para a determinagédo da concentracdo
de mercdrio total (HgT), as amostras frescas, cerca de 0,4g de musculo, 0,2g de figado e 0,2g de rim, serdo
atacadas a frio com 1mL de H202. Apdés essa etapa serd adicionado 5mL de solucdo sulfonitrica
concentrada (H2S0O4-HNO3) v/v, passando entdo ao aquecimento em Banho Maria a 60°C por 2 horas até
a solubilizagdo completa da amostra. Os extratos serdo resfriados por quinze minutos, sendo adicionado
10mL de KMnO4 (5%). As amostras retornardo ao banho-maria (60°C) por quinze minutos, e seréo
resfriadas, repousando por uma noite. No dia seguinte o extrato sera reduzido com a adicdo de 1mL de
cloridrato de hidroxilamina (HONH3) 12%. O extrato final ser4 avolumado com &gua Milli-Q até 14mL. As
leituras seréo realizadas em Espectrofotometro de Absorcdo Atémica com gerador de vapor frio (FIMS-400
Perkin Elmer) (Malm et al. 1989; Bastos et al. 1998). A certificacdo do método de determinacéo do HgT sera
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feita por meio de materiais certificados DOLT-2 (figado de Dogfish) e DORM-3 (musculo de Dogfish) do
National Research Council do Canada. Todas as amostras serdo analisadas em duplicata e serdo usados
brancos analiticos em todas as baterias.

A determinagdo das concentragbes de elementos-trago (Fe, Cu, Zn, Mn, Cd, As) sera realizada
através de Espectrometria de Absorgcédo Atdmica com Atomizacdo Eletrotérmica (ETAAS), utilizando-se de
um espectrémetro equipado com corretor de fundo por efeito Zeeman, da Analytik Jena. Para tal, uma
solugcdo de nitrato de paladio (Pd(NO3)2) sera utilizada como modificador quimico e, conseqiientemente,
adicionada a cada solucdo a ser analisada. Esta serd preparada a partir de uma solucdo padrdo de nitrato
de paladio, modificador para forno de grafite AAS (Merck No.B9366989 710). O controle de qualidade sera
efetuado através do uso de materiais certificados de referéncia do USA National Institute of Standards and
Technology e do National Research Council do Canada).

Para a determinagdo de compostos organoclorados, as extracdes serdo realizadas com aparelhos
de soxhlet com capacidade de 60mL e baldes volumétricos de 125 mL aquecidos individualmente por
mantas aquecedoras. A mistura de solventes serd hexano e diclorometano (1:1) (v/v). Ser& utilizado cerca
de 8 g de musculo (peso seco). Serdo adicionados as amostras os padrdes internos PCB 103 e PCB 198. O
volume final sera reduzido para prosseguir a etapa de purificagdo com a adicdo de H2SO4 (Santos-Neto et
al., 2014). O conteudo lipidico sera quantificado por gravimetria (Azevedo-Silva, 2005; Lailson-Brito, 2007) e
as concentraces finais serdo corrigidas a partir do uso da massa de lipidios. Os pesticidas e as bifenilas
policloradas serdo mensuradas em um cromatdgrafo de fase gasosa com detector de captura de elétrons
(GC/ECD) Agilent 7890. O hidrogénio sera utilizado como gas de arraste e 0 nitrogénio como gas auxiliar
(make up). O controle de qualidade sera realizado através de analises regulares dos brancos de
procedimentos, bem como através de injecdo randémica de padrdes e brancos de solventes.

Para a determinacdo de compostos organobromados, as extra¢cdes serdo realizadas com aparelhos
de soxhlet com capacidade de 60 mL e baldes volumétricos de 125 mL aquecidos individualmente por
mantas aquecedoras. A mistura de solventes serd hexano e diclorometano (1:1) (v/v). Ser& utilizado cerca
de 8 g de musculo (peso seco). Serao adicionados as amostras os padrdes internos PBDE-181 e PBDE-
209. O volume final serd reduzido para prosseguir a etapa de purificacdo. O método utilizado para
purificacdo de amostras sera o descrito e validado por Covaci et al. (2002) e Voorspoels et al. (2003). O
contetdo lipidico serd quantificado por gravimetria (Azevedo-Silva, 2005; Lailson-Brito, 2007) e as
concentracdes finais serdo corrigidas a partir do uso da massa de lipidios. Os PBDEs e MeO-PBDEs serao
mensurados em um cromatografo de fase gasosa (GC) com espectrémetro de massa (MS) Agilent 7890. O
GC operara no modo de ionizagao quimica negativa (ECNI). O metano sera utilizado como gés de apoio do
detector e as temperaturas de fonte de ions, quadrupolo e interface serdo ajustadas para 230, 150 e 300°C,
respectivamente. O MS sera utilizado no modo de monitoramento seletivo de ions (SIM) com ions m/z = 79
e 81 (de tri- a hepta-BDES) e 484,7/486,7 e 494,7/496,7 (para BDE 209 e 13C-BDE 209, respectivamente)
monitorados durante toda a corrida. O controle de qualidade ser& realizado através de andlises regulares
dos brancos de procedimentos, bem como através de injecdo randdmica de padrBes e brancos de
solventes.

A metodologia de analise de HPAs sera adaptada e otimizada a partir de procedimento descrito pela
Agéncia de Protecdo Ambiental Norte-Americana (EPA, Environmental Protection Agency) e em Barros
(2014). Resumidamente, aliquotas das amostras liofilizadas serdo pesadas e extraidas em Soxhlet com
metanol, seguidas pela reacdo de saponificacdo através da adicdo de hidréxido de potassio. Posteriormente
sera conduzida uma extragéo liquido-liqguido com hexano, onde a amostra sera transferida para um funil de
separacdo, onde sera adicionado hexano e através de agitacdo manual o extrato de hexano separado e
recolhido em novo baldo. Tal procedimento se repetira 3 vezes e todo o extrato de hexano recolhido sera
entdo reduzido a cerca de 1 mL em evaporador rotativo a vacuo. Os extratos serdo purificados através do
clean up, realizado em colunas de vidro. Ao extrato reduzido em Turbo vap serd adicionado o padréo
interno, para a quantificacdo dos compostos. A identificacdo e quantificacdo dos HPAs serd realizada por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG/MS, Agilent). Recursos materiais:
sistema de produgdo de agua ultra pura da marca Milipore, espectrdbmetro de Absor¢do Atdmica com
Atomizacgdo Eletrotérmica (AAS ZEEnit 650P), da marca Analytic Jena, banho-maria, Espectrébmetro de
Absorcédo Atémica com geracéo de vapor frio (modelo FIMS 400, Perkin Elmer), sistemas de condensadores
acoplados a soxhlet, rotoevaporador da marca Marconni, modelo MA-120, Centrifuga modelo 5702, da
marca Eppendorf, um miniconcentrador/evaporador de nitrogénio um cromatégrafo de fase gasosa
acoplado a um espectrobmetro de massas(CG-MS), da marca Agilent Technologies, modelo 5975 C e
acoplado ao injetor automatico da Agilent Technologies, modelo G4513A; um cromatdgrafo de fase gasosa
com detector de captura de elétrons (CG-ECD), da marca Agilent Technologies, modelo 7890, com fonte
radioativa de 63Ni, acoplado ao injetor automatico da Agilent Technologies, modelo 7683B, além de
reagentes (e.g.. hexano, diclorometano, &cido sulfdrico, acido nitrico, cloridrato de hidroxilamina, entre
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outros) padrdes internos e padrdo cromatografico, materias certificados de referéncia, luvas, vidraria (e.qg:
bequeres, tubo de ensaio, proveta, pipetas volumétricas, baldo volumétrico, entre outros), tubos falcon,
micropipetas, funil de separacéo, colunas grossa e fina, entre outros.

Ecologia tréfica de cetaceos a partir de is6topos estaveis

Essas analises serdo realizadas no Laboratério de Mamiferos Aquaticos e Bioindicadores da UERJ
(queldnios e mamiferos).

Para a andlise dos is6topos estaveis 13C e 15N, serdo retiradas aliquotas de musculo dos cetaceos e
das suas presas preferenciais na costa do Espirito Santo. Das aves serdo coletados musculos das aves
mortas nas praias e sangue das aves vivas. Ja existem informacdes sobre os itens mais frequentes na dieta
das principais espécies ocorrentes na regiao (Di Beneditto et al. 2004, Di Beneditto et al. 2009, Cremer et al.
2012, Lopes et al. 2012, Girundi 2013, Pansard et al. 2010, Rodrigues, 2014). As amostras coletadas serao
congeladas e enviadas para a UERJ para analise. Apos a secagem a 60°C por 72 h, as amostras serao
maceradas até a obtengdo de um p6é homogéneo. Cerca de 1,5 mg de amostra sera pesada em capsula de
estanho. A determinagdo da composigéo isotopica dos elementos sera feita em um espectrémetro de massa
DELTA V Thermo Fisher Scientific 17 acoplado a um analisador elementar para C e N (Flash HT Plus). As
razdes isotopicas sdo expressas pela notagcdo delta em partes por mil, de acordo com: &X =
[(Ramostra/Rpadréo) — 1] x 1000, onde X é 13C ou >N e R é a razao correspondente 13C/12C ou 15N/1“N. As
razbes isotdpicas do carbono e nitrogénio sdo expressas em relacdo ao padrdao V-PDB (Vienna Peedee
Belemnite) e ao nitrogénio atmosférico, respectivamente. Serao usados materiais certificados de referéncia
em todas as analises. Devido a presenca de lipidio ser variavel nos tecidos de animais e por apresentar
valores depreciados em 13C em relacdo a todo o corpo (Peterson & Fry, 1987), sera calculado a relacéo
C:N para verificar o contetudo lipidico de cada amostra (Post et al., 2007). Caso parte das amostras
apresente relagdo C:N maior do que 3,5, sera feita a normalizagdo matematica dos resultados de 013C,
segundo a equagédo: 6'*Cnormalizado = 82C sem tratamento — 3,32 + 0,99*C:N (Post et al. 2007).

As andlises estatisticas terdo enfoque bayesiano (Ellison 2004), utilizando o pacote SIAR (Stable
Isotope Analysis in R) (Parnell et al., 2010), no qual os modelos de mistura permitem inferir a composicéo de
dieta a partir de varias fontes potenciais de alimento.

Estimativa da idade dos cetaceos, maturacao e taxa de fecundidade

A determinacdo de idade e analises reprodutivas serdo realizadas no Laboratério de Mamiferos
Aquaticos e Bioindicadores da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

A idade dos odontocetos é estimada a partir da contagem dos grupos de camadas de crescimento
(GLGs, Growth Layer Groups), depositados na dentina e/ou cemento do dente desses animais. Porém, no
caso das toninhas, os dentes sdo extremamente pequenos e por isso a oclusdo da cavidade pulpar ocorre
muito cedo na vida do individuo, fazendo com que 10 as camadas de dentina ali depositadas sejam cada
vez mais estreitas, dificultando a contagem destas (Botta 2005). Por isso, os exemplares que apresentarem
mais que trés GLGs na dentina, terdo sua idade estimada a partir das GLGs do cemento; cada GLG
corresponde a um ano de vida das toninhas. A determinagdo da idade sera realizada de acordo com o
protocolo estabelecido por PINEDO & HOHN (2000). Para isso, dois dentes de cada individuo serdo
colocados em cassetes histoldgicos, previamente identificados, e em seguida imersos em um agente
descalcificante comercial (RDO®) até a completa descalcificacdo. Apds essa etapa, serdo realizados cortes
longitudinais, seguindo o plano antero-posterior, com cerca de 25 micrometros em um micrétomo de
deslizamento acoplado a um sistema de congelamento. Em seguida, os cortes provenientes da porcao
central do dente serdo colocados novamente em um cassete histoldgico para a coloragdo com hematoxilina
de Mayer por 15 minutos. Finalmente, os cortes corados seré@o colocados em uma lamina contendo glicerina
100%, cobertos com uma laminula e selados com Entellan. As leituras serdo realizadas em microscopio
Optico por dois leitores independentes sem acesso aos dados biolégicos dos animais.

Para as analises reprodutivas, as gbnadas serdo coletadas, pesadas e medidas. Posteriormente,
serdo fixadas e mantidas em formalina 10% até o momento das andlises. Um fragmento da regidao central
do testiculo contendo 1 cm3 sera emblocado em parafina de acordo com o protocolo definido por Becak &
Paulete (1976). Em seguida, os blocos serdo seccionados em fatias de 6 micrometros em um micré6tomo
rotativo. Por fim, as sec¢des serdo coradas com hematoxilina-eosina para a confeccdo das laminas
permanentes. As leituras serdo realizadas em microscépio optico com aumento de 100x. A maturidade sera
avaliada com base na presenca de espermatogdnias, espermatocitos, espermatides e espermatozoides nos
tibulos seminiferos. Além disso, o diametro do tdbulo seminifero e do tecido intersticial também serdo
avaliados para a determinagédo da maturidade sexual (Hohn et al. 1985). Os ovarios serdo inspecionados
externamente a fim de averiguar a presenca de corpus liteo e/ou corpus albicans, estruturas essas que
indicam a maturidade sexual. Apos inspecao, serdo realizadas sec¢fes de 3 mm para visualizar o interior do
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ovario e certificar de que todos os corpora e foliculos resultantes da ovulacdo foram registrados. A
determinacdo da maturidade sexual serd baseada em Perrin & Donovan (1984) onde as fémeas que nao
apresentarem corpus lateo ou albicans serdo consideradas imaturas enquanto as fémeas com um ou mais
corpora lateo ou albicans em um ovério serdo consideradas maturas.

Interagdo dos pequenos cetaceos com a pesca

Serao realizadas entrevistas, saidas com pescadores e avaliados vestigios de aparato de pesca nos
animais encontrados mortos.

Serdo escolhidos seis pontos de desembarque em comunidades pesqueiras. Num primeiro
momento a equipe ird percorrer toda a area de estudo para conhecer o local e contatar as associacdes e
colbnias de pesca apresentando-se e fazendo um levantamento preliminar, com base nas informacdes das
colbnias e associagfes, do nimero atual de pescadores e embarcacdes existentes em cada comunidade.

ApOs a fase de levantamento preliminar iniciar-se-a a aplicacdo de um questionério pré-formulado
Felix (2011) para os mestres das embarcac¢des onde serdo coletadas informagbes acerca do perfil dos
pescadores e locais em que atuam, caracteristicas da embarcagdo (dimensdes, tripulacdo e autonomia),
artefatos e técnicas utilizadas, etc. Embora o questionério seja elaborado de forma a permitir a tabulacéo e
andlise dos dados, as entrevistas serdo conduzidas de forma informal, através de um dialogo entre os
agentes de campo e os mestres das embarcacdes, podendo este dialogo ser interrompido e retomado em
outro momento até que toda a informacdo necessaria seja coletada. Estes didlogos poderdo ser gravados
ou ndo, dependendo da anuéncia do entrevistado. Nesta etapa quando autorizado, serdo fotografados os
tipos de embarcacéo e apetrechos de pesca utilizados.

Nesta primeira fase as entrevistas terdo como foco as atividades de pesca em si, ndo sendo
trabalhada diretamente a questdo das capturas, embora este assunto possa surgir de forma espontanea
durante a entrevista. As comunidades serdo visitadas regularmente.

Ao final pretende-se ter informacdes a respeito de avistamentos, ocorréncia de capturas acidentais
de cetaceos e das caracteristicas dos artefatos pesqueiros (tipo de rede, malha, etc.).

Os questionarios aplicados serdo agrupados, de acordo com as respostas obtidas, evidenciando as
convergéncias de informagdes sobre os diversos temas abordados.
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MONITORAMENTO DE MAMIFEROS, TARTARUGAS E AVES MARINHAS
ASSOCIADOS A FOZ DO RIO DOCE, PLATAFORMA CONTINENTAL E AREAS
PROTEGIDAS ADJACENTES (ANEXO 6)

SUB-PROJETO: DIVERSIDADE GENETICA E SAUDE DAS TARTARUGAS
MARINHAS

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcéo Instituicdo

Sarah Maria Vargas Doutor Il - Coordenaggo Tematica UEES
Tartarugas marinhas
Profissional Mestre - Juliana Bi6loga, Mestre - Coordenacéo analises
; S UFES
Justino laboratoriais

P&s doutor Pesquisador UFES
Iniciacdo cientifica Pesquisador UFES
Técnico nivel superior Pesquisador UFES
Técnico nivel superior Pesquisador UFES

2. ESCOPO

Diversos estudos tém mostrado que a regido ao redor da foz do Rio Doce e plataforma continental
adjacente é uma area importante para desova, reproducao e alimentacéo de diversas espécies ameagadas
de extingéo.

Este plano de trabalho refere-se ao monitoramento da diversidade genética, estrutura populacional,
historia demogréfica, da sadde e estudo ecotoxicolégico de tartarugas marinhas em areas de desova e
encalhes na regido de estudo (Foz do Rio Doce, em Linhares, ES, impactadas pelos rejeitos de mineracéo
provenientes do rompimento da barragem de Funddo em Mariana, MG)

O monitoramento permitira avaliar os niveis de diversidade genética, estrutura populacional e histdria
demografica das espécies Caretta caretta e Dermochelys coriacea na fase adulta reprodutiva (fémeas), na
foz do Rio Doce. Os individuos encontrados durante o periodo do estudo serdo avaliados, bem como, de
periodos anteriores para comparacdes (Reis et al., 2010, Vargas et al., 2008, Vargas et al., 2013 e Shamblin
et al., 2014). Animais encontrados mortos e encalhados e individuos da espécie Chelonia mydas na fase
juvenil também seréo analisados. O monitoramento também avaliar4 o impacto da presenca de rejeitos de
mineracdo e contaminantes arrastados pelo seu fluxo sobre a sadde de C. mydas (na fase juvenil), C.
caretta (nas fases adulta reprodutiva, ovos e filhotes neonatos) e D. coriacea (nas fases de ovos e filhotes
neonatos) e na eficiéncia reprodutiva de C. caretta e D. coriacea na foz do Rio Doce.

Neste contexto o subprojeto de tartarugas marinhas inclui parte dos objetivos 5 e 11 do Anexo 6, TR4,
com as seguintes atividades:

3. OBJETIVOS

Monitorar e comparar com dados anteriores, a diversidade genética, estrutura populacional e histéria
demografica das populagfes de tartarugas marinhas em areas de desova e encalhes na regido de estudo.
Avaliar o efeito da presenca de contaminantes sobre a saldde das tartarugas marinhas e sua eficiéncia
reprodutiva.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS
Meta 1- Avaliacédo da diversidade genética das tartarugas marinhas

Monitorar a diversidade genética, estrutura populacional e historia demogréfica das populagfes de
tartarugas marinhas em areas de desova e encalhes na regido de estudo.

Meta 2- Avaliagao da saude de tartarugas marinhas

Avaliar a presenc¢a de contaminantes no organismo das tartarugas juvenis (C. mydas) e adultas (C.
caretta) a ponto de afetar os parametros clinico-laboratoriais de saude da populagéo a curto, médio e longo
prazo e se ha transmissao vertical de contaminantes (da fémea para ovos e filhotes) em C. caretta e observar
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o efeito dos niveis de contaminantes sobre o sucesso de eclosdo dos ninhos durante a temporada reprodutiva
de D. coriacea e C. caretta.

5. PRODUTOS
5.1. DADOS BRUTOS )
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto RESPONSAVEL
os coletados in situ como os processados no laborat6rio) (Pessoal Vinculado)

indices de diversidade nucleotidica,
indices de diversidade haplotipica, Sarah Maria Vargas
Determinacédo dos gendtipos de até 800 tartarugas;
indices de estruturacéo e

Testes de demografia, quando possivel
Parametros biométricos e de condicéo corporal
Prevaléncia de fibropapilomatose Marcelo Renan Santos
Parametros hematolégicos e bioquimicos

Niveis de contaminantes em ovos e filhotes, juvenis e adultos

Dados reprodutivos a serem disponibilizados pelo centro TAMAR/ICMBio

5.2. ANALISE DE DADOS )
(Relacionar as analises que serao feitas e entregues até o 15° més de RESPONSAVEL
vigéncia do Projeto) (Pessoal Vinculado)

Determinacdo dos indices de diversidade, da estrutura genética e da
conectividade das populacoes. :
bopulag Sarah Maria Vargas
Determinacao da condicao de salde das tartarugas marinhas baseado na
andlise clinico-laboratorial.
Avaliagdo dos niveis de contaminantes nas tartarugas marinhas e
correlagdo com dados clinico-laboratoriais, de prevaléncia de
fibropapilomatose e de eficiéncia reprodutiva.

Marcelo Renan Santos

A andlise final incluird a comparac¢éao dos resultados obtidos a partir dos dados do monitoramento com
dados pretéritos existentes.

6. METODOLOGIA

Meta 1- Avaliacdo da diversidade genética

Serdo utilizadas amostras de musculo dos cetaceos e tartarugas marinhas encontrados em areas de
desova ou encalhados nas praias do Espirito Santo. Serdo avaliados os individuos encontrados durante o
periodo do estudo, bem como, de periodos anteriores para comparacdes (Reis et al. 2010, Vargas et al. 2008,
Vargas et al. 2013 e Shamblin et al. 2014). Os tecidos para as andlises genéticas serdo armazenados em
microtubos e conservados em alcool 98%. Os processos laboratoriais e analises serdo realizados no Nucleo
de Genética Aplicada a Conservacéo da Biodiversidade e no Laboratério de Genética e Evolugdo Molecular,
do CCHN (Vitéria), Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

Analises laboratoriais:

Extracao de DNA e quantificacdo do DNA: Um pequeno pedaco de musculo sera picotado e colocado
em um microtubo no qual com o auxilio de reagentes e centrifugacdes sera realizada a extracdo do DNA pelo
método de solugdo salina. Ao final do processo 0 DNA sera ressuspendido com a adi¢ao de 20 uL de ddH20
e armazenado na geladeira a 4°C. As amostras de DNA serdo quantificadas em espectrofotdmetro.

Amplificacdo por PCR e sequenciamento: Cada amostra serd submetida a PCRs (Polymerase Chain
Reaction) e reacdes de sequenciamento e genotipagem para avaliagdo de marcadores mitocondriais (regido
controle) e nucleares (15 locos de microssatélites).
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Purificacdo e sequenciamento: Apés a amplificacdo dos fragmentos, as reacdes serdo purificadas
utilizando-se a enzima ExoSap-IT (USB Corporation). Os fragmentos serdo submetidos a reacbes de
sequenciamento nos dois sentidos.

Analises de bioinformatica e estatisticas:

As sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial serdo alinhadas com o algoritmo MUSCLE
(Edgar 2004) por meio do programa MEGA v.6.

Por meio do programa Arlequin v.3.5 (Excoffier et al. 2010) serdo calculados os componentes de
variancia, incluindo as diversidades haplotipica (H) e nucleotidica (1), além da Analise de Variancia Molecular
(AMOVA) entre diferentes localidades, baseada no FST com 1000 permutacdes.

As redes de haplétipos seréo construidas com calculos de Median Joining no programa Network.

Para as analises dos microssatélites, os locos serdo identificados com o software GeneMapper v.5.0
(Applied Biosystems).

A probabilidade de ndo-excluséo para identidade dos individuos ser& estimada utilizando o software
Cervus v.3.0.3 (Kalinowski et al. 2007). Os gendtipos dos individuos avaliados serdo comparados para 0s
locos de microssatélites com o programa Mstools v. 3.1 (Park, 2001) a fim de se verificar a presenca de
gendtipos idénticos.

O desequilibrio de ligacdo entre os locos sera verificado com o programa GENEPOP on the Web
(http://lwbiomed.curtin.edu.au/genepop) e os desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg serdo testados por
meio do software Arlequin v.3.11 (Excoffier et al. 2010). Os locos também serdo testados quanto a presenca
de alelos nulos, abandono de alelos e erros devido a presenca de picos stutter utilizando-se o programa
Microchecker v.2.2.0.3 (Van Oosterhout et al. 2004), com correcéo de Bonferroni.

Para as analises intrapopulacionais serdo calculados os indices de diversidade genética com os
programas Fstat v.2.9.3.2 (Goudet 2001) e Arlequin v.3.5 (Excoffier et al. 2010).

Para verificar eventos de gargalo populacional passado ou recente um teste de ocorréncia de
Bottleneck (efeito gargalo) sera realizado utilizando o software Bottleneck v. 1.2.02 (Cornuet & Luikart, 1996).

Para determinar provavel estrutura populacional sera realizada uma anélise de cluster bayesiana a
fim de se estimar o niumero de populacdes mais provaveis (K) a partir dos dados dos genoétipos dos
microssatélites e dos locais de coleta utilizando o software Structure v.2.3.2 (Pritchard et al. 2000).

Apé6s a alocacao dos individuos em cada cluster, sera realizada a analise de varidncia molecular
(AMOVA) utilizando-se o programa Arlequin v.3.5. Também serdo calculados os indices de diferenciagao
genética global entre as unidades de populagdo (FST), e indices de RST (estruturagdo da populagdo), por
meio dos programas Genepop on the Web (http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop) e Fstat v.2.9.3.2 (Goudet
2001). Valores de P serdo considerados significativos no nivel de 0,01 (P<0,01) e 0,05 (P<0,05).

Meta 2 - Avaliacdo da salde de tartarugas marinhas

Procedimentos de amostragem e conservacdo das amostras

O monitoramento de tartarugas-marinhas em reprodugéo sera realizado na Foz do Rio Doce durante
as temporadas reprodutivas em Linhares, ES. Area controle ser4 a Praia do Forte (Ba). A temporada
reprodutiva se estende de setembro a abril, porém as campanhas de coleta de sangue das fémeas serao
feitas de outubro a dezembro de 2018. As coletas de sangue e ovos serdo realizadas a noite durante a
temporada reprodutiva em dias alternados. A coleta de ovos e filhotes natimortos sera feita diariamente, pela
manha de novembro a janeiro.

As praias serdo monitoradas das 20 as 4h em busca de fémeas em desova.

A captura das Caretta caretta sera manualmente apds a postura. Apés capturados, todos 0s animais
serdo devidamente contidos por meio da contencdo fisica para tomada de dados biométricos e coleta de
material bioldgico necessario para o desenvolvimento do trabalho.

ApOs serem capturados, serdo tomadas medidas biométricas da carapaca com fita métrica flexivel,
obtendo o comprimento curvilineo da carapaca (CCC), medido do ponto cranial da linha média da carapaca
até o ponto caudal e largura curvilinea da carapaga (LCC) medida do ponto mais largo da carapaca pela maior
distancia entre as placas marginais, ambos os dados em centimetros de acordo com a metodologia utilizada
pelo Projeto TAMAR/ICMBIio. Também ser& obtida massa com dinamdmetro analdégico com capacidade de
200 Kg com escala minima de 0,2 Kg para.

Os animais capturados serdo identificados nas nadadeiras com marcas de liga de inconel (modelo
681C, National Band and Tag Co.), de acordo com a metodologia utilizada pelo Projeto TAMAR/ICMBIo, na
gual cada animal recebe uma numeracao Unica.

Os ovos serdo coletados no momento da desova (sendo 3 por ninho de C. caretta, totalizando 60, e
até 45 ovos de D. coriacea) sem contato com o solo, que serdo armazenados congelados a -80°C em sacolas
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plasticas. O ninho sera georreferenciado e monitorado para que filhotes natimortos (aproximadamente 3 por
ninho) sejam coletados apés a eclosdo, armazenados congelados em sacolas plasticas a -80°C (SAKAI et al.,
1995; ROE et al., 2011). O monitoramento dos ninhos e coleta de filhotes natimortos sera realizado em
conjunto com a equipe do Projeto TAMAR que também obtera os dados de eclodibilidade.

Serdo coletadas amostras de sangue de 60 Caretta caretta ao longo da temporada reprodutiva em

Linhares e na Praia do Forte. N&o serdo coletadas amostras sanguineas de D. coriacea devido a dificuldade
de obtencéo e o estresse excessivo dos animais. As amostras sanguineas seréo centrifugadas para obtengéo
de plasma e soro, que serdo congelados em nitrogénio liquido e armazenadas a — 80°C.
Amostras sanguineas serdo coletadas por venopuncado no Seio Venoso Cervical com agulhas hipodérmicas
40 x 1,2 mm e seringas descartaveis, obtendo-se um volume de 10 mL, respeitando o limite maximo de 0,1%
do peso vivo (SANTOS et al., 2015). Imediatamente apds a coleta, sera realizado um esfregaco sanguineo
com sangue sem anticoagulante. As amostras serdo fracionadas em tubos contendo heparina sddica e
acondicionadas em recipiente isotérmico de 4 a 8°C. Ao chegar ao laboratério de campo, 1 ml de sangue total
de cada espécime sera destinada a realizacdo do hemograma e o restante sera centrifugado a 5000 RPM
durante 10 minutos para obtencao do plasma e armazenadas em aliquotas de 2 mL em criotubos plasticos
em nitrogénio liquido enquanto estiver em campo. Apos envio ao laboratério as amostras serdo estocadas
em ultra congelador a -84°C até posterior andlise bioquimica e extragdo de contaminantes no plasma
sanguineo.

Para ovos e filhotes devera ser obtido um n minimo de 3 ovos e filhotes por ninho, que podem ser
avaliados individualmente ou em pool, totalizando 60 ninhos por temporada para Caretta caretta e 45 para
Dermochelys coridcea.

Quadro 1: Nimero e tipo de amostras que serdo coletadas na Foz do Rio Doce e nas areas controle.

Amostra NuUmero de amostras Total de amostras na temporada

Plasma (C. caretta) 120 fémeas 120 amostras

Plasma (C. mydas) 60 juvenis 60 amostras
Ovo (C. caretta) 180 (3 por ninho) 60 pools
Ovo (D. coriacea) 45 (3 por ninho) 15 pools
Natimorto (C. caretta) 180 (3 por ninho) 60 pools
Natimorto (D. coriacea) 45 (3 por ninho) 15 pools

Total 360

Serdo realizadas 4 campanhas de captura de Chelonia mydas juvenis na APA Costa das Algas em
Santa Cruz, préximo a foz do rio Piraqué-agu, Aracruz, ES e 4 campanhas no Recife de Coroa Vermelha - Ba
(Quadro 1). Por ano serdo capturados 45 individuos em cada area de alimentacdo, portanto serdo 90
amostras de plasma.

A captura de Chelonia mydas juvenis sera por busca ativa ou com uso de rede de espera de nylon
com malha de 8 cm, 6 metros de largura e 200m de comprimento (SANTOS, 2005). A rede seréa lancada a
partir de um barco motorizado e fixada ao fundo com ancora a uma distancia de 30 a 200 metros da praia.
Apés armada, a rede sera monitorada continuamente para evitar lesdes nos animais que forem capturados.
O tempo de esfor¢o sera de 4 a 6 horas diarias a depender das condicdes climaticas e oceanogréficas.

Apb6s serem capturadas, serdo tomadas medidas biométricas da carapaca com fita métrica flexivel,
obtendo o comprimento curvilineo da carapaca (CCC), medido do ponto cranial da linha média da carapaca
até o ponto caudal e largura curvilinea da carapaga (LCC) medida do ponto mais largo da carapaca pela maior
distancia entre as placas marginais, ambos os dados em centimetros de acordo com a metodologia utilizada
pelo Projeto TAMAR/ICMBIo. Também sera obtida a massa de juvenis de C. mydas com uso de dinamémetro
digital com capacidade para 50Kg com escala minima de 0,1g.

Os animais capturados serdo identificados nas nadadeiras com marcas de liga de inconel (modelo
681C, National Band and Tag Co.), de acordo com a metodologia utilizada pelo Projeto TAMAR/ICMBIo, na
gual cada animal recebe uma numeracao Unica.



II""FEST PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE
Fundagdo Espirito-santense de Tecanlogio

AQUATICA DA AREA AMBIENTAL |

E importante salientar que as analises genéticas e de salde precisam dos dados de captura e,
portanto, 0 monitoramento referente as tartarugas sera feito em parceria com a Fundacdo Pro-Tamar, mas
ndo havera sobreposicao nas coletas, uma vez que estas atividades ja sao realizadas por meio de contrato
com a Fundacéo Pro-Tamar.

Amostras sanguineas serdo coletadas por venopuncdo no Seio Venoso Cervical com agulhas
hipodérmicas 25 x 0,7 mm em juvenis e seringas descartaveis, obtendo-se um volume entre 3 e 30 mL de
acordo com o tamanho dos animais, respeitando o limite maximo de 0,1% do peso vivo (SANTOS et al., 2015).
Imediatamente apds a coleta, serd realizado um esfregaco sanguineo com sangue sem anticoagulante. As
amostras serado fracionadas em tubos contendo heparina sédica e acondicionadas em recipiente isotérmico
de 4 a 8°C. Ao chegar ao laboratério de campo, 1 ml de sangue total de cada espécime sera destinada a
realizacdo do hemograma e o restante sera centrifugado a 5000 RPM durante 10 minutos para obtencéo do
plasma e armazenadas em aliquotas de 2 mL em criotubos plasticos em nitrogénio liquido enquanto estiver
em campo. Apds envio ao laboratério as amostras serdo estocadas em ultra congelador a -84°C até posterior
andlise bioquimica e extragcdo de contaminantes no plasma sanguineo.

Métodos de determinacao e analise dos parametros de interesse para 0 monitoramento

Hemograma

Os hemogramas serao realizados sempre em um intervalo inferior a 6 horas apés a coleta da amostra
sanguinea. A determinacdo do hematdcrito (HTC) sera realizada por microcentrifugacdo a 11.000 rpm em
centrifuga para hematocrito e em seguida feita a leitura em escala prépria. A contagem total de eritrocitos
(He), leucdcitos (L) e trombdcitos sera realizada em camara de Neubauer com diluicdo de 1:100 em solugéo
de Natt e Herrick. A dosagem de hemoglobina (Hb) sera feita pelo método de cianometahemoglobina apés a
centrifugacao da reacao para remocéo dos lisados celulares, reagindo 10 pl de sangue total com 2,5 mL do
reagente em cubetas quadradas de 10 mm em espectrofotdbmetro, com filtro de 540nm (SANTOS et al., 2009).
A partir dos valores de hematécrito, hemoglobina e hemacias sera realizado o calculo para determinagdo do
volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (THRALL et
al., 2004).
A contagem diferencial dos leucécitos sera feita apds a fixacdo do esfregaco sanguineo em &lcool metilico e
coloracdo pelo método Pandtico Rapido ®. Serdo contadas 100 células para diferenciac@o leucocitaria
(SANTOS et al., 2009).

Anélises bioquimicas

Seréa analisado um perfil bioquimico plasmatico de 20 pardmetros dos animais capturados: glicose,
colesterol, triglicerideos, proteinas totais, albumina, globulinas, relacdo albumina-globulina, uréia, acido arico,
célcio, fosforo, relacao calcio-fosforo, ferro, magnésio, sédio, potassio, aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase, fosfatase alcalina, creatinofosfoquinase. As analises serdo realizadas no sistema
automatizado Beckman Coulter AU2700, utilizando os kits proprios e de acordo com as recomendagfes do
fabricante (SANTOS et al., 2015).

Analises de contaminantes orgéanicos e elementos trago
A extragdo dos contaminantes organicos do plasma sera feita por um protocolo liquido-liquido por
centrifugacao usando ciclohexano grau HPLC como solvente e cis heptaclorepéxido a 1 ppm como padréao
interno. O sobrenadante é filtrado a 0,2 um e evaporado em corrente de nitrogénio e resuspendido a 0,4 ml
em ciclohexano (CAMACHO et al., 2013a).
A separacao cromatografica a gas sera feita acoplada a um espectrdmetro de massas triplo quadrupolo ou
equivalente disponivel na RRDM, segundo Camacho et al. (2012). O limite de deteccao sera de 0,01 ng/mL
definido como trés vezes a média do sinal de fundo.
Serdo analisados 0s seguintes contaminantes:
a) 18 pesticidas organoclorados (OCPs): metoxiclor; quatro isbmeros de hexaclorociclohexano (a-, -,
y-, € 6- HCH); p,p'-dicloro-difenil-tricloroetano (p,p’-DDT) e metabdlitos (p,p'-DDE, e p,p’-DDD);
hexaclorobenzeno (HCB); aldrin; dieldrin; endrin; clordane (cis- e trans-isbmeros); mirex; endosulfan
(a-e B-isomeros) e endosulfan-sulfato;
b) 18 congéneros de bifenis policlorados (PCB): 6 marcadores (M-PCB = PCBs #52, 101, 118, 138, 153
e 180) e 12 dioxin-like PCBs (DL-PCB=PCBs #77, 81, 105, 114, 118, 123, 126, 156, 157, 167, 169 e
189), numerados de acordo com a IUPAC;
c) 16 hidrocarbonetos aromaticos policiclicos prioritarios para a US-EPA: naftaleno; acenaftileno;
acenafteno; fluoreno; antraceno; fenantreno; fluoranteno; pireno; benzo[a]antraceno; criseno;
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benzo[b]fluoranteno; benzolk]fluoranteno; benzo[a]pireno; indeno[1,2,3,-cd] pireno;
dibenzo[a,h]antraceno e benzo[ghi] perileno.

A dosagem de elementos traco sera realizada por Espectrometria de Emissdo com Plasma Indutivamente
Acoplado — ICP/EQOS ou equivalente disponivel na RRDM apds digestdo com acido nitrico e peroxido de
hidrogénio a quente (CAMACHO et al., 2013c).

Avaliacdo do Sucesso Reprodutivo

Para avaliar a relacao entre os contaminantes e 0 sucesso reprodutivo serd necessario aguardar a emersao
dos filhotes (aproximadamente 60 dias). O sucesso reprodutivo € medido pela taxa de sucesso de ecloséo e
emersao. Apos este periodo os ninhos serdo abertos e contabilizados o nimero de ovos ndo eclodidos,
cascas, filhotes natimortos e filhotes retidos. Ninhos com maior quantidade proporcional de cascas e filhotes
viaveis apresentarao maior sucesso reprodutivo dado em percentual de nascidos. Também sera calculado o
percentual de natimortos e ovos inviaveis. Esses dados deverao ser obtidos junto ao Projeto TAMAR/ICMBIo.

Analises estatisticas

Os valores bioquimicos e de contaminantes serdo analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro
Wilks. Grupos de dados com distribuicdo normal serdo comparados (por exemplo local, temporada
reprodutiva) por ANOVA (soma dos quadrados tipo 1V) com teste de Games-Howell post-hoc, ou por ANOVA
ndo paramétrica com teste de Mann- Whitney post-hoc se ndo forem normais. Correlacdes de Spearman
serdo utilizadas para verificar se ha correlacdo entre parametros bioquimicos e as concentracdes de
contaminantes. Os niveis de contaminantes serdo comparados entre tartarugas na primeira desova e as
posteriores por anova de medidas repetidas. A avaliacdo do sucesso de eclosdo com os contaminantes nos
ovos, filhotes e tartarugas sera avaliada por modelo linear generalizado. Todas as analises estatisticas serdo
feitas com significAncia de <0,05 usando o pacote IBM SPSS 17.0.

Apresentacdo dos resultados

Os resultados seréo apresentados em 1 relatério final ao término do programa ou de acordo com as regras
da RRDM.

Os resultados dos analitos serdo expressos em tabelas de estatistica descritiva apresentando média e desvio
padrédo de dados com distribuicdo normal e mediana e erro padrdo da média para dados com distribuicao
assimétrica. Também serdo expressos o0s valores maximo e minimo.

Serdo utilizados graficos de box-plot apresentando percentis 2,5 e 97,5, média, outliers e extremos para
representacao dos valores obtidos.

Correlagfes de Spearman serdo representados por gréaficos de correlacdo apresentando a equacéo da reta
e valor de r? obtidos.

Analises estatisticas comparativas serdo apresentadas com valores do teste estatistico utilizado e o valor de
p para um intervalo de confianca de 95%.
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ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES, ESTUARINA
E MARINHA (ANEXO 7 — ICTIOFAUNA)

SUB-PROJETO: ESTUDO E MONITORAMENTO DA ICTIOFAUNA
DULCICOLA - ECOLOGIA DE PEIXES

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcéo Instituicao
Jorge Dergam Coordenador do Projeto UFV
Luiz Fernando Duboc Coordenador sub-projeto CEUNES - UFES
Profissional Mestre Pesquisador UFES - CEUNES
ll/Profissional Pleno Il
Profissional Pesquisador UFES - CEUNES
Mestre/Profissional Pleno
Profissional Pesquisador UFES - CEUNES
Mestre/Profissional Pleno
Profissional Pesquisador UFES - CEUNES
Mestre/Profissional Pleno
Profissional Pesquisador UFES - CEUNES
Mestre/Profissional Pleno
Profissional Junior (Bi6logo) Pesquisador UFES - CEUNES
Profissional Junior (Bi6logo) Pesquisador UFES - CEUNES
Pd4s-doutorado Pesquisador UVF
Iniciacao Cientifica Pesquisador UFES - CEUNES
Iniciacdo Cientifica Pesquisador UFES - CEUNES
Pd&s-doutorado Pesquisador UFES - CEUNES

2. ESCOPO
Andlises ecoldgicas de amostras de peixes de ambientes dulcicolas.

3. OBJETIVO

Determinar parametros ecologicos das espécies coletadas em ambientes dulcicolas, conforme
realizado na analise diagndstica obtida com coletas mensais no primeiro ano, das espécies de peixes
coletadas nos 8 pontos indicados no TR Monitoramento Clausula 165, Anexo 7. Nestes primeiros 12 meses,
serdo obtidos os pardmetros ecoldgicos (comunidades, populagdes e relagdes com habitat). A partir dos
resultados obtidos, deverdo ser escolhidas as espécies a serem monitoradas quanto aos parametros
populacionais (dieta/ecologia tréfica, reproducéo e recrutamento).

A integridade ambiental sera aplicada conforme proposta por Nessimian et al. (2008), utilizando a
ficha de campo apresentada na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas do habitat utilizados na avaliacdo de sitios de amostragem para calculos de indice
de integridade de habitat. Fonte: Nessimian et al. (2008).

Padréo de uso da terra além da zonariparia:
Floresta priméria continua / fragmento de 1.000.000 m? fragmento 100.000m? 6
Floresta secundériat alta/Floresta secundéria mista 5

Floresta secundaria baixa

[CORN N

Pastagem

Culturas perenes 2
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Culturas de ciclo curto / solo exposto

Largura da mata ciliar:

Floresta continua

Floresta com largura entre 30 e 100 m

Floresta com largura entre 5 e 30 m

Floresta com largura entre 1 e 5 m

Floresta riparia ausente, mas com algumas espécies arbustivas e arvores pioneiras

Mata ciliar e vegetacédo arbustiva ausentes

Integralidade da mata ciliar:

Mata ciliar intacta, sem pausas na vegetacao
Interrupgdes ocorrendo em intervalos de 50 m

Pausas frequentes com erosdes e machas a cada 50 m

Profundamente marcado por erosdes ao longo de todo o seu comprimento

Vegetacdo da zona riparia a menos de 10 m de canal:

Mais de 90% da densidade de plantas constituida por arvores nao pioneiras ou arbustos
Misto de espécies pioneiras e arvores maduras

Misto de gramineas, arvores pioneiras esparsas e arbustos

Gramineas e alguns arbustos

Dispositivos de retencéo:

Canal com pedras e/ou troncos velhos firmemente fixados no local

Rochas e/ou trocos presentes, mas cobertos com sedimento

Dispositivos de retencéo soltos, que se movem com o fluxo

Canal com areia e poucas obstrugdes

Sedimentos do Canal:

Pouco ou nenhum alargamento do canal resultante do acumulo de sedimentos
Algumas pedras e pouco silte

Sedimento formado por pedras; areia e silte comuns

Canal com presenca de ilhas ou com fluxo alterado

Estrutura do banco:
Bancos pouco visiveis

Bancos estaveis, formados por rochas e solo firme, apresentando gramineas, arbustos
ou raizes de arvores

Bancos firmes, mas nem sempre mantidos por gramineas e arbustos
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Bancos de terra solta mantidos por uma camada esparsa de gramineas e arbustos 2
Bancos instaveis, facilmente alteraveis, com terra solta ou areia 1
Eroséao:

Pouca, ndo evidente ou restrita a areas com apoio da raiz 4
Somente em curvas e estreitamentos 3
Frequente, erosdo das margens e raizes 2
Erosdo severa ao longo do canal, queda de bancos 1
Leito do rio:

Fundo de pedra de varios tamanhos, intersticios evidentes 4
Fundo de pedras que se movem com facilidade, com pouco silte 3
Fundo de silte, cascalho e areia, estavel em alguns lugares 2
Fundo instavel e uniforme de areia e silte, substrato rochoso ausente 1

Corredeiras e piscinas, ou meandros:

Distintos, ocorrendo em intervalos de 5-79 de largura 4
Irregularmente espacados 3
Piscinas longas separam corredeiras curtas, meandros ausentes 2
Meandros e corredeiras/piscinas ausentes 1

vegetacao aquética:

Quando presente, consiste de musgos e manchas de algas 4
Algas dominantes em piscinas, plantas vasculares ao longo da borda 3
Tapetes de algas presentes, algumas plantas vasculares, poucos musgos 2
Tapetes de algas cobrem a parte inferior, plantas vasculares dominam o canal 1
Detrito:

Consistindo principalmente de folhas e madeira, sem sedimento 5
Consistindo principalmente de folhas e madeira, com sedimento 4
Poucas folhas e madeira, detritos organicos, com sedimento 3
Sem folhas, galhos e troncos, matéria organica fina e grossa, com sedimento 2
Sedimento anaerdbico fino, sem matéria otganica grossa 1

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 1- Estudo de Comunidade
Determinar a ocorréncia, abundéancia, biomassa e tamanho dos individuos. Obtencao de dados sobre
alimentacao e ecologia tréfica (origem do alimento, fontes de carbono, posi¢do no nivel tréfico), reproducéo e

3



i‘
F
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Meta 2- Estudo Populacional
Analise por espécie, dos parametros populacionais. As comunidades serdo monitoradas quanto a
rigueza, dominancia e diversidade. A relacédo das espécies com o habitat avaliado nas espécies selecionadas.

5. PRODUTOS
5.1. DADOS BRUTOS
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto RESPONSAVEL
os coletados in situ como os processados no laboratério) (Pessoal Vinculado)

Caracterizacéo da ecologia da ictiofauna, a partir de resultados obtidos em

coletas mensais, durante 12 meses, em 8 locais na porcéo dulcicola do rio Jorge Dergam, Luiz
Doce. Sera feita a selecdo de espécies de peixes, preferivelmente de Fernando Duboc
grande porte e de relevancia comercial, para estudos de alimentacéo e
reproducao.

5.2. ANALISE DE DADOS
(Relacionar as andlises que serao feitas e entregues até o 15° més de RESPONSAVEL
vigéncia do Projeto) (Pessoal Vinculado)

A composicao ictiofaunistica sera apresentada em tabelas (total e por local
de coleta), indicando para todas as espécies: nome cientifico, nome
popular, nimero de coleta e locais de amostragem.

Todas as espécies serdo categorizadas como raras, endémicas,

ameacadas de extingdo, migradoras e comerciais. Para avaliar a

representatividade da amostra, sera utilizada a abordagem da curva do Jorge Dergam,

coletor. Luiz Fernando Duboc

A caracterizagdo ambiental de cada ponto amostrado sera realizada

através do indice de Integridade de Habitat (IIH) de Nessimian et al.,

(2008).

A descricdo das comunidades sera baseada nos seguintesindices:

1) Abundancia relativa das espécies, em nimero e peso (MAGURRAN,
1988).

2) Indice de Diversidade de Shannon-Wiener, com intervalos de confianca
obtidos por meio da aplicacéo de procedimento bootstrap (MANLY,
1997);

3) Equitabilidade (SMITH, WILSON, 1996);

4) Constancia de ocorréncia (C) das espécies;

5) Coeficientes de similaridade/dissimilaridade;

6) Indice de Dominancia (MCNAUGHTON, 1968)

Deveréo ainda ser realizadas andlises multivariadas, visando verificar o
ordenamento dos pontos quanto a distribuicdo das espécies e quanto a
influéncia das caracteristicas ambientais/fisiograficas e geograficas dos Jorge Dergam,
pontos sobre a distribuicdo das espécies. Luiz Fernando Duboc
Deverdo ser selecionadas espécies de peixes, de preferéncia de grande
porte e de interesse comercial, a fim de serem monitoradas futuramente
através de telemetria.

Para as espécies com ocorréncia na Area Ambiental 1 e constantes nas
listas oficiais de espécies ameacadas de extingéo, se nao for possivel a
coleta dos dados sobre suas dindmicas populacionais, seré realizado um
levantamento bibliografico detalhando a biologia da espécie em questao.
Serédo determinados os estadios de desenvolvimento gonadal das espécies
mais abundantes e das espécies de importancia para a pesca, por meio da
classificac@o de maturagéo gonadal.

A classificacdo macroscopica das gbnadas sera validada
microscopicamente para cada estagio.
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Sera determinado o tamanho médio em que metade da populacdo possui
gbnadas desenvolvidas e aptas para a reproducéo (L50), e o comprimento
com o qual todos os individuos estao aptos a se reproduzir (L100), por
sexos separados. Sera determinada a variagao temporal da
frequéncia de estadios de maturacdo gonadal considerando o ciclo
hidroloégico completo.
Sera determinada a relagcao gonadossomatica (RGS) de cada individuo, o
indice Gonadal (IG) e a variacdo temporal da RGS, de acordo com a
metodologia proposta por Vazzoler (1996), e os
resultados obtidos serdo apresentados em graficos.
Se espécies ameacadas de extincdo forem coletadas, e que néo seja
possivel sua devolugdo ao ambiente, estas também serdo submetidasas
andlises descritas anteriormente.

A andlise final incluira a comparacéo dos resultados obtidos a partir dos dados do monitoramento com
dados pretéritos existentes.

6. METODOLOGIA

A composigao ictiofaunistica sera ser apresentada na forma de tabelas (no seu total e discriminada
por local de coleta), indicando para todas as espécies: nome cientifico, nome popular, nimero de coleta e
locais de amostragem. As espécies serdo também classificadas como: raras, endémicas, ameacadas de
extingdo, migradoras e comerciais.

Para estimar a representatividade da amostra, serd utilizada a abordagem da curva do coletor.
Modelos de ajuste da curva seréo utilizados para estimativas da riqueza total, como Jackknife 1 e 2, Chao 1
e 2, ACE e ICE, e Bootstrap (COLWELL, CODDINGTON, 1994). A comunidade sera caracterizada com os
seguintes indices:

0 Abundancia relativa das espécies, em nimero e peso (MAGURRAN, 1988).

o Indice de Diversidade de Shannon-Wiener, com intervalos de confianca obtidos por
reamostragem bootstrap (MANLY, 1997); Equitabilidade (SMITH, WILSON, 1996); Constancia
de ocorréncia (C) das espécies, determinada com base no percentual e periodos em que cada
espécie ocorre;

o0 Coeficientes de similaridade/dissimilaridade, como os de Bray-Curtis, Sorensen, Morisita-Horn
e Jaccard, para comparagdo entre localidades e ciclos de monitoramento (MAGURRAN,
1988); Indice de Dominancia (MCNAUGHTON, 1968).

Serdo realizadas andlises multivariadas, visando verificar o ordenamento dos pontos quanto a
distribuicdo das espécies (MANLY, 1997; GAUCH JR, 1986) e influencia das caracteristicas
ambientais/fisiograficas/geograficas dos pontos sobre a distribuicdo das espécies (MANLY, 1997; TER
BRAAK, SMILAUER, 2002).

Serdo selecionadas espécies de peixes, de preferéncia de grande porte e de interesse comercial, a
fim de serem futuramente monitoradas quanto & utilizagdo do habitat através de telemetria, com o uso de
estacdes acuUsticas para detectar transmissores acusticos implantados no corpo destas espécies previamente
selecionadas.

Sera realizado um levantamento na literatura, sobre as condi¢des prévias ao acidente. No caso das
espécies constantes nas listas oficiais de espécies ameagadas de extingao, na impossibilidade de obtencao
de dados sobre a dindmica de populacdes das mesmas, sera realizado um levantamento bibliogréafico
detalhando a biologia da espécie em questéo.

Serdo determinados os estadios de desenvolvimento gonadal das espécies mais abundantes e das
espécies de importancia para a pesca, por meio da classificacdo de maturacdo gonadal determinada por
Vazzoler (1996) e Brito e Bazzoli (2003). A classificacdo macroscopica das gbnadas sera estatisticamente
validada microscopicamente.
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Finalmente, sera determinado o tamanho médio em que metade da populacdo possui génadas
desenvolvidas, estando apta a reproducao (L50), e o comprimento com o qual todos os individuos estao aptos
a se reproduzir (L100), por sexos separados, e serd determinada a variagcdo temporal da frequéncia de
estadios de maturacdo gonadal considerando o ciclo hidroldgico completo. Serd determinada a relagao
gonadossomética (RGS) de cada individuo, o indice Gonadal (IG) e a variacdo temporal da RGS, de acordo
com a metodologia proposta por Vazzoler (1996). Os resultados obtidos serdo apresentados em graficos. Em
caso de coleta de espécies ameacadas de extincdo, se ndo for possivel sua devolucdo ao ambiente, estas
também ser@o submetidas as anélises descritas anteriormente.

A distribuicdo de pontos e a frequéncia amostral segue o que esta definido no Anexo 7 do TR4.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Encontram-se listadas juntamente com as demais referéncias do Sub-Projeto a seguir.
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ESTUDO E MONITORAMENTO AMBIENTAL DAS AREAS DULCICOLA-ES, ESTUARINA

E MARINHA (ANEXO 7 — ICTIOFAUNA)
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SUB-PROJETO: ESTUDO E MONITORAMENTO DA ICTIOFAUNA

DULCICOLA - GENETICA

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcéo Instituicao
Tomas Hrbek Coordenador sub-projeto UFAM
Izeni Pires Farias Membro de Equipe UFAM
Profissional Pesquisador
Mestre/Profissional Pleno UFES-UFAM
Profissional Pesquisador
Mestre/Profissional Pleno UFES-UFAM
Profissional Pesquisador
Mestre/Profissional Pleno UFES-UFES
Profissional Pesquisador
Mestre/Profissional Pleno UFES-UFES
Profissional Junior Pesquisador UFES-UFV
Pos Doutorado Pesquisador UFES-UFAM
Pos Doutorado Pesquisador UFES-UFAM
Pos Doutorado Pesquisador UFV-UFAM

2. ESCOPO
Analises genéticas de amostras de peixes de ambientes dulcicolas

3. OBJETIVO

Determinar as espécies e a genética de populacdes das espécies de peixes coletadas na porgéo

capixaba conforme Anexo 2.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 1- Genética de populacdes e DNA Barcoding.

Caracterizacdo das espécies utilizando marcadores nucleares e microssatélites, e marcadores

mitocondriais. Definicdo de 15 espécies-alvo de diferentes familias para estudos genéticos populacionais.

Meta 2- Genética de populacbes das espécies-alvo
Andlise por espécie, dos parametros de genética de populacdes.

5. PRODUTOS

5.1. DADOS BRUTOS
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto
os coletados in situ como os processados no laboratorio)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)
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Lista de 15 espécies de peixes a serem analisadas

Sequéncias dos iniciadores dos 10 loci de microssatélites das 15 espécies

DNA extraido de 6600 amostras Jorge Dergam, Tomas

Hrbek
Gendtipos de 6600 amostras para 10 loci de microssatélites
Sequencias de 6600 amostras para 2 genes mitocondriais e nucleares
DNA barcodes de 5 a 10 amostras por espécie
5.2. ANALISE DE DADOS
(Relacionar as andlises que serao feitas e entregues até o0 15° més de RESPONSAVEL
vigéncia do Projeto) (Pessoal Vinculado)

Tomas Hrbek, Izeni Pires

Obtencao de frequéncias alélicas e numero de alelos privados Earias

Obtencgéo de heterozigosidade observada (Ho) e heterozigosidade

esperada (He) Tomas Hrbek, Izeni Pires

Farias

Teste de desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,05)

Estimativa de diversidade haplotipica (h), diversidade nucleotidica () Tomas Hrbek, Izeni Pires

Farias
Estimativa da endogamia

Tomas Hrbek, Izeni Pires
. . . . Farias

Estimativa da estruturagdo populacional (AMOVA e ¢ST)
Tomas Hrbek, Izeni Pires

L A Farias
Estimativa da ocorréncia de eventos de gargalo

populacional Tomas Hrbek, Izeni Pires

Analises com DNA barcoding Farias

Jorge Dergam

6. METODOLOGIA

Amostras de DNA serdo de 30 individuos de cada populacéo serdo extraidas de cada tecido, utilizando
kits comerciais. Os 10 locos microssatélites, os 2 genes mitocondriais e 0s 2 genes nucleares serdo amplificados
via PCR padrdo. Posteriormente adaptadores e identificadores (barcodes) individuais serdo adicionados nos
produtos do PCR. Os produtos do PCR serdo sequenciados no lonTorrent PGM, as sequencias resultantes
separadas por individuo e por gene/microssatélite, e os bancos de dados serdo montados para as analises.
Paréametros populacionais, tais como equilibrio Hardy-Weinberg, heterozigozsidade observada e esperada serédo
obtidos utilizando o software Genepop v 3.3 (Raymond e Rousset, 1995). estatisticas de composicdo de
nucleotideos e padrdes de substitui¢bes inferidos com a utilizagdo do programa MEGA 7 (TAMURA et al., 2013).
A analise de divergéncia de sequéncia serd inferida com o modelo Kimura-2-parametros, K2P. Estatisticas de
diversidade e polimorfismo de DNA serao obtidas: diversidade haplotipica h, diversidade nucleotidica T, particao
da variancia dentro e entre populagdes com e ocorréncia de eventos de gargalo populacional utilizando
ARLEQUIN, 2010). A analise de AMOVA permite a particdo dos componentes de varidncia entre 0s niveis
definidos em cada andlises (por exemplo, dentro versus entre populacdes), considerando cada espécie por
separado. A analise de AMOVA segundo Excoffier et al. (1992) estima indices de estrutura genética (endogamia
e estruturac@o populacional) utilizando informagdo do conteddo alélico dos haplétipos, assim como da sua
frequéncia. A analise proposta por Excoffier et al. (1992) estende estudos anteriores de Cockerham (1973),
Long(1986) e Long, Smouse e Woods (1987) sobre correlacfes alélicas entre demes para uma analise
comparavel da diversidade haplotipica. Este método substitui os parametros tradicionais Fst e Gst, pelos
parametros @st, @st € Qsc utilizando as seguintes correlacdes:

8
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@st € a correlacdo de haplétipos tomados ao acaso dentro das populagdes, em relacdo a correlagédo de pares de
haplétipos tomados ao acaso da espécie;

@st € a correlagdo de hapldtipos tomados ao acaso dentro das populagdes, em relagdo a correlacéo de pares de
haplétipos tomados ao acaso, dentro de toda a espécie;

@Psc € a correlacao de haplétipos tomados ao acaso, dentro de um grupo de populacdes, em relacédo a correlagao
de pares de haplétipos de toda a espécie.

A informacédo sobre as diferencas do contetdo alélico entre os haplétipos é alimentado numa matriz
euclidiana de distancias elevadas ao quadrado. A significAncia dos componentes de covariancia associada aos
possiveis diferentes niveis de estrutura genética (intraindividual, intrapopulacional, dentro de grupos de
populacbes e entre grupos) é testado com procedimentos de permutacdo ndo-paramétricos (Excoffier et al.,
1992).

As analises de DNA barcoding seréo realizadas atendendo o disposto no Termos de Referéncia 4 e na
Nota Técnica CTBIO da seguinte forma: pelo menos 5 individuos de todas espécies coletadas em cada um dos
locais de coleta ao longo do periodo do monitoramento e 10 individuos da familia Characidae, em cada um dos
locais. Adicionalmente serd desenvolvida uma biblioteca de DNA barcodes para as espécies nativas da bacia
gue ainda ndo possuem a sequéncia registrada. Para a amplificacdo e sequenciamento dos segmentos serao
utilizados os primers descritos por Ward et al. (2005). As sequéncias obtidas serdo submetidas ao banco de
dados BOLD (RATNASINGHAM, HEBER, 2013) (http://www.boldsystems.org/), para verificar a correspondéncia e
similaridade com as sequéncias armazenadas no banco de dados. A identificacdo de Barcode gap e o “Barcode
Index Number” (RATNASINGHAM, HEBERT, 2013) serdo conduzidas por meio do site do Barcoding of Life
(http://www.barcodeoflife.org/). As sequéncias obtidas serdo depositadas no banco de dados de forma a serem
reconhecidas formalmente como sequéncias barcode das espécies em questdo. Os registros conterdo o home
da espécie, o voucher com os dados de catalogacao e a instituicdo de depdsito, dados de coleta como nome dos
coletores, data e localizagdo com coordenadas geograficas, nome do especialista que identificou a espécie, a
sequéncia da regido barcode com pelo menos 500 pb, informacdes sobre os primers utilizados na amplificagdo do
fragmento de DNA e o0s respectivos eletroferogramas gerados de ambas as fitas de DNA (RATNASINGHAM,
HEBERT, 2007).
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SUB-PROJETO: ESTUDO E MONITORAMENTO DA ICTIOFAUNA MARINHA

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcéo Instituicéo
Mauricio Hostim-Silva Coordenador UFES
Jean-Christophe Joyeux Coordenador de sub-projeto UFES
Ana Paula Cazerta Farro Pesquisador UFES
Athila Bertoncini Andrade Pesquisador UniRio
Carlos Werner Hackradt Pesquisador UFSB
Ciro Colodetti Vilar de Araujo Pesquisador UFES
Fabiana Cézar Félix-Hackradt Pesquisador UFSB
Felippe Alexandlgzrlzjlzboa de Miranda Pesquisador UNESP/Campus Registro
Gabriel C. Cardozo Ferreira Pesquisador UFES
Helen Audrey Pichler Pesquisador UFES
Igor Emiliano Gomes Pinheiro Pesquisador FURG
Joelson Musiello Fernandes Pesquisador UFES
Julien Chiquieri Pesquisador UFES
Ryan Carlos de Andrades Pesquisador UFES
2. ESCOPO

Este estudo contemplara os produtos previstos para o ano 1 do Termo de Referéncia (TR) 04 — Anexo 07
(Estudo e Monitoramento da Ictiofauna Marinha e Estuarina - SEI 0502135, complementado pela Nota
Técnica CTBio 03/2017), previsto para cinco anos. Desta forma, serdo coletados dados biolégicos para os
estudos da ictiofauna estuarina/costeira (incluindo recifal) e carcinofauna estuarina/costeira, atingidos direta
ou indiretamente em consequéncia da ruptura da barragem de Funddo (Mariana/MG). Os resultados
preliminares descreverdo as variacdes espaciais e temporais nos aspectos populacionais, da comunidade e
das relagdes destas com as variaveis ambientais, apds o desastre. Serdo estudados 0s peixes e crustaceos
atingidos diretamente pelo desastre, no estuario do rio Doce (macroescala, 10km de disténcia entre cada
ponto amostral). Visando determinar o espectro da biota atingida indiretamente pelo impacto, serdo
estudadas a ictiofauna e carcinofauna dos estuéarios dos rios Ipiranga, Sdo Mateus (norte do Espirito Santo)
e Caravelas (RESEX Cassuruba, sul da Bahia) (os trés em mesoescala, 2km entre 0s pontos amostrais) e
areas marinhas adjacentes. Ainda, sera monitorada a ictiofauna dos ambientes recifais adjacentes aos
estuarios estudados, e também aquela dos recifes situados na APA Costa das Algas (sul do Espirito Santo).
As populacdes de peixes e crusticeos serdo descritas quanto a ocorréncia, abundancia, biomassa e
tamanho médio, enquanto as respectivas comunidades serdo descritas através de riqueza de espécies,
dominéncia e diversidade. Ja o uso do habitat por espécies de peixes selecionadas sera estudado através
de telemetria, microquimica de otélitos, e fluxo de larvas/recrutas e adultos/juvenis entre os estuarios e
ambientes costeiros adjacentes. Ao final desta etapa, serédo selecionadas espécies (mais abundantes e/ou
de importancia comercial) para os estudos dirigidos de reproducéo e ecologia trofica.

3. OBJETIVO

Coletar dados para a descricdo preliminar (ano um) dos aspectos populacionais (abundancia, biomassa e
tamanho), da comunidade e uso de habitat, dos peixes e crustaceos estuarinos/costeiros (incluindo peixes
recifais) afetados direta (rio Doce e adjacéncias) ou indiretamente (rios Caravelas, Sdo Mateus e Ipiranga, e
adjacéncias) pelos rejeitos de minério resultantes do rompimento da barragem de Fund&o (Mariana/MG).

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 1- Ecologia tréfica da ictiofauna

A constancia de ocorréncia, a abundancia relativa (em nimero e peso) e o comprimento dos peixes
capturados nos estuarios do rio Doce (pequena escala) e Piraqué-agu serdo descritos, para fundamentar a
selecdo das espécies a serem monitoradas quanto a dieta e ecologia tréfica.



|FEST PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE

FundacBo Espirito-sastense de lecaslogis AQUATICA DA AREA AMBIENTAL |

Meta 1.1- Coletas de amostras da ictiofauna com rede de arrasto, em 12 pontos (6 pontos em cada estuario,
em pequena escala) nos estuarios do rio Doce (Regéncia) e Piraqué-agu;

Meta 1.2- Triagem, identificacdo e biometria (comprimento, peso) da ictiofauna coletada nos estuarios do rio
Doce (pequena escala) e Piraqué-agu coletados durante 13 meses;

Meta 1.3 - Organizacdo de banco de dados de ictiofauna: digitar e organizar os dados coletados e triados
durante 13 meses;

Meta 1.4- Analises da estrutura de populacdes de peixes estuarinos/marinhos: calcular a constancia de
ocorréncia, a abundancia relativa (em namero e peso) e descrever o comprimento das espécies capturadas
nos estuarios do rio Doce (pequena escala) e Piragué-acu; Selecionar as espécies para analises posteriores
da dieta e ecologia trofica;

Meta 1.5- Preparacéo de individuos coletados para deposicdo em uma Colecéao Ictiolégica.

Meta 2- Estudos de composicdo e estrutura de comunidades e populagcdes de peixes
estuarinos/marinhos

Serdo descritas ocorréncia, abundancia, biomassa e tamanho dos individuos, além de calcular os
descritores da ictiofauna (riqueza, diversidade e dominancia). Para cada estuario (rio Doce, em
macroescala, e estuarios ao norte), serédo elaboradas tabelas por més e ponto, da seguinte forma:

Meta 2.1- Coleta de peixes e crustaceos nos quatro estuarios por 12 meses, realizada através de 48
expedicoes;

Meta 2.2- processar os peixes coletados durante 13 meses;

Meta 2.3- digitar os dados coletados e processados durante 13 meses.

Meta 3 - Estudos de genética de peixes estuarinos/marinhos e recifais

Sera estimada a diversidade genética, frequéncia e numero de alelos efetivos e provados,
heterozigosidade observada e esperada para as espécies estudadas coletas na regido no rio Doce
(macroescala), estuarios ao norte deste e suas areas adjacentes. Além disso, serdo realizados estudos
genéticos envolvendo DNA mitocondrial (Barcoding) para as espécies de peixes coletadas, visando a
composicdo de um banco de DNA das espécies da regiao.

Meta 3.1- Genética de populacdes de peixes: ao longo de um ano serdo coletadas amostras em cada
localidade estudada seguindo um gradiente de impacto a partir do rio Doce (totalizando minimo 10
individuos de cada espécie) para um estudo de genética de populacdes para as 15 espécies de peixes
selecionadas segundo sua abundéancia e disponibilidade;

Meta 3.2- microssatélites: DNA das amostras sera extraido e enviado para que marcadores moleculares
microssatélites sejam desenvolvidos para as espécies selecionadas;

Meta 3.3- DNA mitocondrial (Barcoding): coleta de amostras de cinco individuos de cada espécie de peixe
para as analises durante o periodo de estudo.

Meta 4- Estudos de microquimica de otdlitos peixes estuarinos/marinhos, no estuario do rio Doce e
area marinha adjacente

Meta 4.1- coleta de 300 exemplares de peixes estuarinos/marinhos de espécies de importancia comercial,
abundantes e frequentes;
Meta 4.2- processamento preliminar de otélitos dos exemplares coletados durante o periodo;

Meta 5 - Estudos de composicédo e estrutura de comunidades e populac8es de peixes recifais

Serdo realizados censos visuais subaquaticos com o objetivo de descrever ocorréncia e abundancia, e
estimar tamanho dos peixes recifais, além de calcular os descritores da ictiofauna (riqueza, diversidade e
dominéancia), através de censo visual.

Meta 5.1- realizar 05 expedi¢bes de mergulho para censos visuais, sendo uma em cada uma das areas de
estudo presentes no TR: RESEX Cassuruba (recifes de Sebastido Gomes, Nova Vigcosa, Coroa Vermelha e
parcel das Paredes), Parque Nacional Marinho dos Abrolhos e APA Costa das Algas;
Meta 5.2- andlises de imagens (videos, fotografias) e processamento de dados de censos visuais;
Meta 5.3- realizar duas expedicfes para coleta de larvas de peixes com armadilhas de luz em cada uma das
05 areas de estudos de peixes recifais;
Meta 5.4- processamento e andlise das amostras provenientes das armadilhas de luz e calculo dos
descritores da comunidade (calculo de CPUE por armadilha, calculo do indice de diversidade de Shannon-
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Wienner, Analise de Variancia entre a CPUE e diversidade de espécies capturadas pelas armadilhas de luz
para o fator localidade amostrada);

Meta 5.5- correlacionar os dados obtidos com a armadilha de luz, acerca do aporte larvario com os dados de
juvenis obtidos pelos censos visuais para entender os padrfes de recrutamento na areaimpactada;
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Meta 6- Estudos de telemetria de peixes no estuario do rio Doce
Sera realizado o monitoramento continuo do uso de habitat e deslocamentos, de espécies de peixes de
importancia comercial no estuario do rio Doce e area marinha adjacente, utilizando telemetria acustica.

Meta 6.1- estabelecer o sistema de rastreamento e implantar transmissores acusticos em 60 exemplares de
peixes de duas espécies, de preferéncia aquelas de interesse comercial;

Meta 6.2- localizar a distribuicdo de areas de forrageio e deslocamentos da espécie alvo do monitoramento;
Meta 6.3- identificar e acompanhar a influéncia da variagdo mensal dos processos fisicos e quimicos sobre a
distribuicdo dos exemplares monitorados na regido impactada;

Meta 6.4- obter dados para a futura descricdo das sindromes de comportamento devido as influéncias de
variagfes nos processos fisico-quimicos que afetam a distribuicdo de os exemplares monitorados na regiéo
impactada.

Meta 6.5- determinar sindromes de comportamento devido as influéncias de variacbes nos processos fisico-
quimicos que afetam a distribuicdo de os exemplares monitorados na regido impactada.

Meta 7- Estudos de telemetria de peixes recifais
Serd realizado o monitoramento continuo do uso de habitat e deslocamentos, de espécies de peixes de
importancia comercial nos ambientes recifais adjacentes ao rio Doce, utilizando telemetria acustica.

Meta 7.1- estabelecer o sistema de rastreamento e implantar transmissores acusticos em 60 exemplares de
peixes de duas espécies, de preferéncia aquelas de interesse comercial;

Meta 7.2- localizar a distribuicdo de areas de forrageio e deslocamentos da espécie alvo do monitoramento;
Meta 7.3- identificar e acompanhar a influéncia da variacdo mensal dos processos fisicos e quimicos sobre a
distribuicdo dos exemplares monitorados na regido impactada;

Meta 7.4- obter dados para a futura descricdo das sindromes de comportamento devido as influéncias de
variagdes nos processos fisico-quimicos que afetam a distribuicdo de os exemplares monitorados na regiéo
impactada.

Meta 7.5- determinar sindromes de comportamento devido as influéncias de variagBes nos processos fisico-
quimicos que afetam a distribuicdo de os exemplares monitorados na regido impactada.

Meta 8- Relatérios técnicos
Meta 8.1- 01 relatério técnico semestral no més 09;
Meta 8.2- 01 relatério técnico anual no més 15.

5. PRODUTOS
5.1. DADOS BRUTOS ;
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto RESPON.SAVEL
N L (Pessoal Vinculado)
os coletados in situ como os processados no laboratério) (continua)
Meta 1:
- abundéncia, biomassa e amplitude de tamanho de cada espécie de peixe Prof. Jean Joyeux
por estudrio estudado (Doce em pequena escala e Piraqué-acy;
Meta 2:
- abundéncia, biomassa e amplitude de tamanho de cada espécie de peixe Prof. Mauricio Hostim
por estudrio estudado;
Meta 2:
- abundéncia, biomassa e amplitude de tamanho de cada espécie de Prof. Julien Chiquieri
crustaceo por estuério estudado;
Meta 3.1:
- numero de amostras coletadas das 15 espécies de peixes selecionadas; Prof@ Fabiana Cézar Félix-
- nimero de extracbes efetuadas; Hackradt
- nimero de loci de microssatélites desenvolvidos e otimizados paracada
espécie;
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Meta 3.2:
- nimero e nome das espécies identificadas molecularmente;
- nimero de sequéncias barcoding geradas para o periodo de 12 meses
para cada espécie;

Prof® Ana Paula Cazerta
Farro

5.1. DADOS BRUTOS
(Listar os dados que serdo entregues como produto, segundo o TR4, tanto
os coletados in situ como os processados no laboratério)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)
(conclusao)

Meta 4:
- nimero de otdlitos de peixes estuarinos/marinhos de importancia
comercial coletados, por espécie;
- nimero de otdlitos cortados, fixados e preparados em laminas para
andlise;
- dados das analises microquimicas dos otolitos;

Prof. Felippe A. L. M. Daros

Meta 5:
- abundéncia, biomassa e amplitude de tamanho de cada espécie de peixe
recifal;
- distribuicéo espacial das espécies de peixes recifais (larvas e
juvenis/adultos);

Prof. Carlos Werner

Hackradt e Prof&
Fabiana Cézar Félix-
Hackradt

Meta 6:
- pontos georreferenciados da localizacdo de duas espécies de peixes
estuarino/marinhos
- movimentac¢éao (distancia maxima linear e poligono convexo maximo) de
duas espécies de peixes estuarinos/marinhos

Prof. Mauricio Hostim
e Prof. Carlos Werner
Hackradt

Meta 7:
- pontos georreferenciados da localizacdo de duas espécies de peixes
recifais
- movimentacao (distancia maxima linear e poligono convexo maximo) de
duas espécies de peixes recifais

Profs. Mauricio Hostim e
Carlos Werner Hackradt

5.2. ANALISE DE DADOS
(Relacionar as analises que serao feitas e entregues até o 15° més de
vigéncia do Projeto)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)
(continua)

Meta 1:
- variacdes espaciais e temporais nos paradmetros populacionais e da
comunidade de peixes estuarinos/marinhos por estuario estudado (Doce
em pequena escala e Piraqué-acu;

Prof. Jean Joyeux

Meta 2:
- variacdes espaciais e temporais nos pardmetros populacionais eda
comunidade de peixes estuarinos/marinhos;
- variacdes espaciais e temporais nos pardmetros populacionais eda
comunidade de crustaceos estuarinos/marinhos;

Prof. Mauricio Hostim
e Prof. Julien Chiquieri

Meta 3.1
- otimizacéo dos protocolos de extracao;
- otimizacdo dos microssatélites para as 15 espécies selecionadas;

Prof& Fabiana Cézar Félix-
Hackradt

Meta 3.2
- resultados da identificacdo das espécies via DNA mitocondrial
(Barcoding) de 05 individuos por espécie de peixe capturada do més 01ao
més 10;

Prof Ana Paula Cazerta
Farro

Meta 4:
- andlise do perfil Sr:Ca entre o nlcleo e a borda dos otélitos;
- assinatura quimica do nucleo e da borda dos otdlitos;

Prof. Felippe A. L. M. Daros
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5.2. ANALISE DE DADOS
(Relacionar as andlises que serao feitas e entregues até o 15° més de
vigéncia do Projeto)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)
(concluséao)

Meta 5:
- variagdes espaco-temporais nos parametros populacionais e da
comunidade de peixes recifais acessada pela anéalise de variancia Prof. Carlos Werner
desbalanceada (Beyond-BACI); Hackradt e Profé
- variagdes espago-temporais nos padroes de assentamento de larvas e Fabiana Cézar Eélix-
recrutamento de juvenis acessada pela analise de variancia desbalanceada Hackradt
(Beyond-BACI);
Meta 6:
- estimativa da area de vida de duas espécie de peixes recifais, calculadas
a partir do método de Kernel “Kernel Utilization Density” para KUD50% e Prof. Mauricio Hostim e
KUD95%; Prof. Carlos Werner
- comparacao das areas de vida entre habitats e a area impactada e area Hackradt

controle por modelos lineares generalizados;
- mapas de distribuicdo de areas de vidas e modelos selecionados (sele¢édo
através de Akaike Information Criteria) entre os locais impactado e
controle;

Meta 7:
- estimativa da area de vida de duas espécie de peixes recifais, calculadas
a partir do método de Kernel “Kernel Utilization Density” para KUD50% e

KUD95%; Prof. Mauricio Hostim e
- comparagcéo das areas de vida entre habitats e a area impactada e area Prof. Carlos Werner
controle por modelos lineares generalizados; Hackradt

- mapas de distribuicdo de areas de vidas e modelos selecionados (sele¢céo
através de Akaike Information Criteria) entre os locais impactado e
controle;

As andlises finais seréo feitas comparando os resultados do primeiro ano com dados pretéritos existentes.

6. METODOLOGIA
6.1 Area de estudo

Coletas mensais serdo realizadas para estudo da ictiofauna e carcinofauna na foz do rio Doce
(Linhares/ES), area diretamente impactada pelo rompimento da barragem de Funddo (Mariana/MG), e sua
area marinha adjacente. Além deste, visando o monitoramento de um gradiente das areas indiretamente
atingidas pelo desastre, serdo estudados os estuarios dos rios Ipiranga, Sdo Mateus e Caravelas (BA), e
suas areas marinhas adjacentes (conforme pontos determinados no TR). Em cada area (rio e area
adjacente) serdo amostrados nove pontos distantes 2km entre si, exceto no rio Doce, que serd amostrado
em macroescala (9km de distancia entre os pontos amostrais).

Expedicdes semestrais (item 3.1.5 anexo 7-TR4) seréo realizadas para cinco areas recifais, a distancias
crescentes da foz do rio Doce, das quais estdo incluidas a 1 - APA da Costa das Algas, os recifes do
Espirito Santo (em frente a foz do rio Sdo Mateus), a 3 RESEX de Cassuruba (3.1 - recifes de Sebastiao
Gomes, 3.2 - Nova Vigosa e 3.3 - Coroa Vermelha, além de 4 - parcel das Paredes) e o 5 - Parque Nacional
Marinho de Abrolhos, além dos recifes e concrecfes rochosas da costa, como controles entre as demais
localidades. Em cada localidade serdo avaliados seis setores aleatérios nos quais seréo realizados seis
censos visuais subaquaticos para avaliacdo da comunidade de peixes recifais adultos e outros seis
especificos para avaliagdo de recrutas e juvenis de peixes recifais. Nas mesmas localidades serdo
realizadas saidas especificas para colocagdo de armadilhas de luz que serdo utilizadas para captura de
larvas de peixes marinhos. Além disso, duas destas areas, Parque Nacional Marinho de Abrolhos e recifes
do Espirito Santo (localizados em frente a foz do rio Sdo Mateus), serdo utilizados para os estudos de
movimentacgéao e telemetria.

6.2 Procedimentos de campo e laboratério
* Meta 1 - Estudos de composicéao e estrutura de comunidades e populagdes de peixes
estuarinos/marinhos (Doce em pequena escala e Piraqué)

Para as coletas padronizadas de peixes, em cada campanha, em cada ponto, serdo realizados trés
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arrastos de cinco minutos cada, utilizando-se redes de arrasto de fundo com portas (semelhantes aquelas
empregadas na pesca do camardo da regido estudada), operada por embarcacdo de médio porte,
adequada ao esforco, as condicdes ambientais e aos objetivos. Em cada arrasto, serdo anotadas
coordenadas geogréficas (com auxilio de GPS), e ainda, pH, temperatura, oxigénio dissolvido e
transparéncia (de fundo e superficie), com auxilio de uma sonda multiparametros. Peixes coletados serdo
acondicionados em sacos plasticos identificados quanto ao arrasto, ponto e data de coleta, e
acondicionados em gelo para transporte ao laboratério, onde permanecerdo armazenados em congelador
até o momento da triagem em laboratoério.

No laboratério (triagem), os peixes serdo identificados até o menor nivel taxondmico possivel, medidos
(comprimentos padrédo e total - CP e CT) em milimetros com ictibmetro, e pesados (0 mais proximo de
0,01g) com balanca.

Apéds os procedimentos de laboratério, alguns exemplares de cada espécie de peixes e crustaceos serao
selecionados para serem preservados para eventual tombamento em colecdo zoolégica, até que se tenha
representantes de todas as espécies amostradas.

* Meta 2 - Estudos de composicao e estrutura de comunidades e populacdes de peixes
estuarinos/marinhos

Para as coletas padronizadas de peixes e crustaceos, em cada campanha, em cada ponto, serdo
realizados trés arrastos de cinco minutos cada, utilizando-se redes de arrasto de fundo com portas
(semelhantes aquelas empregadas na pesca do camaréo da regido estudada), operada por embarcacéo de
médio porte, adequada ao esfor¢o, as condicBes ambientais e aos objetivos. Em cada arrasto, serdo
anotadas coordenadas geograficas (com auxilio de GPS), e ainda, pH, temperatura, oxigénio dissolvido e
transparéncia (de fundo e superficie), com auxilio de uma sonda multipardmetros. Peixes e crustaceos
coletados serdo acondicionados em sacos plasticos identificados quanto ao arrasto, ponto e data de coleta,
e acondicionados em gelo para transporte ao laboratério, onde permanecerdo armazenados em congelador
até o momento da triagem em laboratério.

No laboratério (triagem), os peixes serdo identificados até o menor nivel taxondmico possivel,
fotografados, medidos (comprimentos padrao e total - CP e CT) em milimetros com ictibmetro, e pesados (0
mais préximo de 0,01g) com balanca. J& os crustaceos acompanhantes serdo fotografados, identificados no
menor nivel taxonbmico possivel, medidos (com paquimetros digital) quanto ao CT e Comprimento da
Carapaca (CC) em mm, e pesados (g), com auxilio de balanca (preciséo 0,01g).

Apbs os procedimentos de laboratério, alguns exemplares de cada espécie de peixes e crustaceos serao
selecionados para tombamento em colecdo zooldgica, até que se tenha representantes de todas as
espécies amostradas.

* Meta 3 - Estudos de genética de peixes estuarinos/marinhos e recifais
Meta 3.1 - genética de populacbes de peixes:

Para a andlise da genética de populacbes de pelo menos 15 espécies de peixes, apds a triagem, serdo
retiradas porcdes das nadadeiras de, pelo menos 10 exemplares (adultos e/ou juvenis) de cada espécie, ao
longo de todo o periodo estudado. Estas serdo conservadas e armazenadas congeladas em frascos
plasticos contendo alcool PA, até que sejam processadas.

As extracBes de DNA a partir dos tecidos da nadadeira seréo feitas segundo o protocolo de Sambrook et
al. (1989) no qual o tecido é adicionado a uma solugdo tampao de lise e proteinase K para sua digestdo.
Posteriormente o DNA seré isolado através da precipitacdo proteica e as impurezas eliminadas com etanol.
O DNA sera quantificado e terd determinada sua qualidade através de espectrofotobmetro de &acidos
nucleicos e proteinas.

Trés tipos de marcadores moleculares serdo utilizados para as andlises genéticas. Inicialmente, os
marcadores deverdo ser desenvolvidos e otimizados para cada espécie. Assim, primeiramente
necessitaremos que: i) microssatélites sejam confeccionados especificamente para as espécies de
interesse; além do uso adicional de ii) marcadores mitocondriais; e iii) regibes nucleares que serdo
utilizadas para os estudos de genética populacional. Um minimo de 10 loci deverdo ser selecionados para
as amplificacdes do material genético usando marcadores microssatélites.

Meta 3.2 - DNA mitocondrial (Barcoding):

Para os estudos de DNA mitocondrial Barcoding, por¢cdes dos musculos e/ou nadadeiras de 5 exemplares
(quando possivel) de cada espécie serdo removidas, armazenadas em frascos plasticos com alcool 96%, e
mantidas congeladas até o processamento. Este procedimento sera realizado para todas as espécies
coletadas.

Para a andlise de DNA mitocondrial barcoding, serdo sequenciados segmentos parciais do gene
mitocondrial COI para cinco individuos de todas espécies coletadas em cada um dos locais de coleta ao
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longo do periodo do monitoramento. Para a amplificacao e sequenciamento dos seréo utilizados os primers
descritos por Ward et al. (2005). As sequéncias obtidas serdo submetidas ao banco de dados BOLD
(Ratnasingham & Hebert, 2013) (http://www.boldsystems.org/), para verificar a correspondéncia e
similaridade com as sequéncias armazenadas no banco de dados.

* Meta 4 - Estudos de microquimica de otdlitos peixes estuarinos/marinhos

Exemplares adultos das espécies selecionadas serdo coletados nos quatro estuarios, entre a regido de
agua doce e a regido marinha utilizando diferentes artes de pesca, sendo 75 individuos por estuario (total de
300 amostras). ApOs a captura os exemplares serdo acondicionados em caixa térmica e levados para
laboratério, onde serdo medidos (comprimento padrdo em centimetros), pesados (gramas), e dissecados
para a retirada dos otolitos, que serdo removidos cuidadosamente com pingas plasticas para evitar
contaminacao metalica, limpos de tecidos organicos e armazenados em tubos Eppendorf.

As andlises quimicas elementares serdo realizadas para diferentes fases do ciclo de vida dos peixes (do
nascimento até a data da coleta), visando compreender o uso das regides estuarinas contempladas no
monitoramento ao longo da vida da espécie. As analises quimicas serdo realizadas por espectrometria de
massas com plasma acoplado indutivo por ablacdo a laser (ICP-MS-LA). Os otdlitos serdo limpos dos
tecidos orgénicos aderentes, lavados com agua ultrapura, secos ao ar e montados em resina epoxi.
Posteriormente serdo cortados em secbes delgadas (200-300 pm). As secOes serdo posteriormente
desbastadas com lixas de carboneto de silicio até o plano do nucleo, com a ajuda de um microscépico
metalografico. Serdo finalmente polidas com pastas de diamantes e montadas em lamina de vidro
convencional com uma gota de resina epdxi. Apés secagem e polimerizacdo da resina, as laminas serdo
descontaminadas com 4gua ultrapura durante 3 minutos em ultrassom, lavadas abundantemente com agua
ultrapura e deixadas secar numa camara de fluxo laminar. Serdo obtidas as leituras de um conjunto de

is6topos usualmente informativos nos otdlitos (e.g. Li, 25Mg, 9°Mn, 65Cu, 66zn, 885y, 85Rp, 1383, S56Fe

e 208Pb) conjuntamente com o calcio (43Ca), gue funciona como um padrdo interno. A dimenséo do feixe
laser sera em funcédo da microestutura dos otolitos e sera ajustado com base em analises preliminares. A
razdo Sr:Ca, indicativa de uso do habitat, serd analisada através de um transecto entre o nicleo e a borda
do otolito, j& a assinatura quimica, que permitird diferenciar quimicamente os estuarios, ira analisar
preferencialmente o nucleo e a borda dos otdlitos, que nos da informacao sobre a fase natal (postura,
ecloséo larval ou berc¢ério) ou de captura do individuo, respectivamente.

* Meta 5 - Estudos de composicéao e estrutura de comunidades e popula¢gdes de peixesrecifais

Para o monitoramento da ictiofauna recifal as areas amostradas serdo classificadas segundo a sua
distancia da foz do rio Doce, utilizando um desenho de impacto ambiental Beyond-BACI. A avaliacdo sera
feita semestralmente, em mudltiplas areas controles e areas impactadas nas cinco areas recifais adjacentes
ao rio Doce, cuja distancia da foz € a menor. Em cada area, seis setores aleatdrios serdo selecionados, nos
quais seis censos visuais seréo realizados em cada setor, tendo como unidade amostral 0s censos visuais.
Nestas areas, o recrutamento de peixes sera monitorado por censos especificos para juvenis, em um total
de seis censos por area, enquanto o aporte larval serd descrito através do emprego de armadilhas de luz,
para estimar a chegada de pds-larvas aos ambientes recifais adjacentes as desembocaduras dos rios. Uma
vez coletadas e armazenadas em alcool 70%, as larvas serdo avaliadas com o0 uso de um estereoscopio
para sua identificacéo e fotodocumentacao para fins de registro visual das espécies amostradas.

Para os censos visuais, a abundéancia e a estrutura de tamanho dos peixes serdo estimadas e as espécies
identificadas por mergulhadores treinados e calibrados para as estimativas de tamanho. A abundancia sera
ser registrada em classes, com base em uma escala logaritmica (de base 2) e a estimativa de tamanho em
classes de 2 em 2cm.

Metas 6 e 7 - Estudos de telemetria de peixes no estuério do rio Doce e recifes adjacentes

A base do sistema de rastreamento € composta por emissores acusticos e receptores. Os primeiros sao
pequenos e autossuficientes, ndo perturbam os movimentos naturais do animal e emitem sinais acusticos
singulares e identificaveis, através de frequéncias de emisséo Unicas ou pela emissdo de pings acusticos
codificados. Os receptores, colocados em malhas amostrais ao longo da rota de movimentacao dos peixes,
registram o sinal acustico. Outras informac8es ambientais relevantes podem ser adquiridas através de
métodos acessoérios como coleta de dado in loco, imagens de satélites ou observagdo direta. Transmissores
codificados e continuos, de tecnologia VEMCO serdo utilizados em conjunto com receptores submersiveis
fixos, modelo VR2W e receptores méveis, modelo VR100. Os transmissores sdo embalados em cilindros
com 9 mm didmetros, que contém componentes eletrdnicos e bateria selada em epdxi para resistir a
submersédo e a alta pressédo. Os receptores VR2W tém canal Unico com tecnologia Bluetooth ® wireless,
capazes de identificar os sinais codificados dos transmissores VEMCO. O VR100, vém acoplado com dois
hidrofones, um direcional e um holodirecional, oito canais configuraveis de recepc¢ao acustica e sdo capazes
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de interpretar a emissao dos transmissores continuos ou codificados.

Para os peixes estuarinos/marinhos serdo instaladas duas malhas de receptores. O primeiro estara
localizado ao longo do estuario do rio Doce e o segundo na regido marinha adjacente. Cada conjunto de
receptores serd composto por 20 receptores fixos VR2W. Os transmissores acusticos serdo implantados na
cavidade celomatica dos peixes, seguindo protocolo ja desenvolvido (Hackradt C.W. observagéo pessoal). A
manutencdo dos receptores e leitura dos dados sera realizada trimestralmente durante o periodo de
monitoramento. Entretanto, varreduras mensais, em areas de sombra ou descobertas pela malha de
receptores serdo realizadas com auxilio do VR100 e da telemetria ativa para maior acuracia dos dados
obtidos.

Para os peixes recifais, serd empregada a mesma metodologia de malha de receptores em duas areas, no
Parque Nacional Marinho de Abrolhos (area controle) e nos recifes do Espirito Santo (aqueles localizados
em frente a foz do rio Sdo Mateus; &rea potencialmente impactada). Cada conjunto de receptores sera
composto por 30 receptores fixos VR2W. Os transmissores acusticos serdo implantados na cavidade
celomatica dos peixes, seguindo protocolo ja desenvolvido (Hackradt C.W. observacdo pessoal). A
manutencdo dos receptores e leitura dos dados sera realizada trimestralmente durante o periodo de
monitoramento. Na mesma oportunidade do monitoramento, dados complementares serdo tomados a partir
da telemetria ativa com uso do VR100 para melhor acuracia dos dados.

6.3 Andlises de dados
* Meta 2 - Estudos de composicdo e estrutura de comunidades e populacdes de peixes
estuarinos/marinhos

Sera construida a curva do coletor, utilizando-se modelos de ajuste da curva para estimativas da riqueza
total, como Jacknife 1 e 2, Chao 1 e 2, ACE e ICE, e Bootstrap (Colwell & Coddington, 1994), para peixes e
crusticeos separadamente.

Para peixes e crustaceos, em separado, serdo calculados a abundancia relativa (%) dos exemplares por
espécie (nUmero e peso), e os descritores das assembleias como o indice de Diversidade de Shannon-
Wiener, Equitatividade, Constancia de ocorréncia (C) das espécies, indices de Morisita-Horn e Jaccard, e o
de Dominéancia.

Abundéncia, biomassa e os descritores da assembleia serdo testados por PERMANOVA (Anderson et al.,
2008), considerando como fatores fixos més, estacdo do ano e pontos por estuario. A analise sera baseada
em uma matriz de similaridade de Bray-Curtis com 9999 permutacdes.

Para a descricdo das assembleias de peixes e crustaceos, separadamente, visando o ordenamento de
pontos segundo a distribuicdo das espécies, sera utilizada a analise de cluster hierarquico (modo normal)
utilizando-se para isto, as espécies que representardo no minimo 1% da abundancia numérica
(transformada em log(x+1)) de cada estuario. A matriz de similaridade serd gerada a partir do indice de
similaridade de Bray-Curtis (Ludwig & Reynolds, 1988).

Os dados relativos aos fatores ambientais (salinidade e temperatura) serdo submetidos a um modelo de
ANOVA fixa.

* Meta 3 - Estudos de genética de peixes estuarinos/marinhos e recifais
* Meta 3.1 - Genética de populacdes de peixes

Ao final do periodo de 16 meses serd otimizado o protocolo de extracdo de DNA para as amostras
originarias de 15 espécies de peixes, além de quantificar o DNA em cada amostra. Assim, as melhores
amostras servirdo de modelo para o desenvolvimento de locus de microssatélite que serdo otimizados para
as espécies em estudo.

Meta 3.2 - DNA mitocondrial (Barcoding):

A identificagdo de Barcode gap e o “Barcode Index Number” (Ratnasingham & Hebert, 2013) seréo
conduzidas por meio do site do Barcoding of Life (http://www.barcodeoflife.org/). Adicionalmente sera
desenvolvida uma biblioteca de DNA barcodes para as espécies nativas da regido que ainda ndo possuem
a sequéncia registrada. As sequéncias obtidas serdo depositadas no banco de dados, de forma a serem
reconhecidas formalmente como sequéncias barcode das espécies em questdo. Para tanto, conterdo o
nome da espécie, o voucher com os dados de catalogagéo e instituicdo de depdsito (dados de coleta: nome
dos coletores, data e localizacdo com coordenadas geogréaficas), nome do especialista que identificou a
espécie, a sequéncia da regido barcode com pelo menos 500 pb, informac¢des sobre os primers utilizados
na amplificac@o do fragmento de DNA e os respectivos eletroferogramas gerados de ambas as fitas de DNA
(Ratnasingham & Hebert, 2007).
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* Meta 4 - Estudos de microquimica de otélitos peixes estuarinos/marinhos

Para avaliacdo do uso do habitat através da microquimica do otélito, os dados do perfil da razdo Sr:Ca
entre o ndcleo e a borda do otdlito serdo comparadas utilizando o pacote changepoint (Killick et al., 2016).
Diferencas entre comprimento padrao, idade e razdes Sr:Ca no centro e nas bordas do otélito serdo
avaliadas utilizando testes t, se necesséario serdo transformados para atender os pressupostos de
normalidade e homogeneidade das variancias (Daros et al., 2016a). A detec¢do e transformacao (i.e.
substituic@o pelo valor extremo mais proximo) de “outliers” serd realizada com recurso ao teste de Grubbs.
Serdo efetuadas analises uni e multivariadas para testar as assinaturas quimicas singulares e mdltiplas,
respetivamente. Sera realizada uma analise de variancia unifatorial (ANOVA) (fatores: localizacdo ou data
captura) seguido, se necessario, por testes a posteriori (teste de Tukey). Analises multivariadas de variancia
(MANOVA) sera também usada para testar diferencas espaciais (e eventualmente temporais) nas
assinaturas quimicas elementares. Na MANOVA sera reportado o parametro estatistico Pillai's trace.
Comparacdes post-hoc serdo feitas mediante testes de Hotelling T-square. Analises discriminantes lineares
(LDFA) ou quadraticas (QDFA) serdo usadas para visualizar e discriminar as diferencas espaciais entre
grupos. Matrizes de jackknife serdo utilizadas para aferir o sucesso de re-classificagédo (%) dos individuos
ao local de captura (Daros et al., 2016b) Todas as analises estatisticas serdo realizadas em ambiente R (R
Core Team, 2016). Sera utilizado o nivel de significancia de p<0,05 e os dados serdo plotados como média
+ desvios padréo.

* Meta 5 - Estudos de composicao e estrutura de comunidades e populacdes de peixes recifais

A avaliagdo do impacto sobre a abundéncia e estrutura das assembleias de peixes serd realizada
através de censos visuais subaquaticos conduzidos através de transecc¢des seguindo um desenho Beyond-
BACI (Underwood 1991, 1994).

O desenho amostral Beyond-BACI é do tipo assimétrico, pois ndo ha o mesmo ndmero de niveis para
todos os fatores estudados. O fator fixo Impacto (I) apresenta 2 niveis, o primeiro Impacto (I), é o local
impactado, préximo a foz do rio Doce e o segundo nivel Controle (C) perfaz os locais amostrados longe da
foz, mais distantes da area impactada; portanto se faz necessario a criagdo de um contraste entre o0s niveis
do impacto para a correta avaliagdo deste fator (I vs. C). Dentro de cada nivel do fator | serdo estabelecidos
seis Setores (S), fator aleatério com 6 niveis, utilizados com o fim de estabelecer réplicas espaciais para o
fator estudado, no intuito de aumentar a variabilidade espacial e a poténcia do desenho aplicado. Em cada
setor serdo conduzidos seis censos visuais, que serdo utilizadas para avaliar a abundéncia e estrutura da
assembleia de peixes. Acoplados aos seis censos, serdo realizados outros seis, com menor area amostral,
para determinacao das abundancias de juvenis e recrutas das espécies de peixes recifais.

Conjuntamente a identificacdo da espécie, o observador estimara a abundancia da mesma em classes
de escala geométrica (cf. Harmelin, 1987; Garcia-Charton & Pérez-Ruzafa, 2001; Hackradt et al., 2011), o
comprimento total dos individuos sera estimado em classes de tamanho de 2 cm (i.e.: Hackradt et al., 2011).
Ap0s terminado o percurso de ida, o observador estimara alguns dados abiéticos: a) Heterogeneidade -
Tipo de substrato (estimando visualmente a % de rocha, % de areia; % de cascalho); b) Cobertura
(estimando visualmente % de coral, % de algas, % de Palythoa, % sem cobertura); c) Complexidade
(contagem do: niumero de blocos pequenos, medianos e grandes; e estimativa visual da rugosidade (1 a 4,

. . , . . ~ . (o]
sendo 1 o terreno liso e 4 0 mais arrugado e alto possivel) e a inclinacdo do terreno (em escala visual: 0-30,

30-60°, 60-90 0) (cf.: Félix-Hackradt et al., 2014), além de profundidade e temperatura da agua. Estes
parédmetros serdo aplicados para controlar a variancia entre os censos aplicados.

Os dados de abundancia determinados pela CPUE de adultos, juvenis, recrutas e larvas, além de
rigueza e diversidade, serdo analisados através da analise de varidncia desbalanceada (ANOVA)
(Underwood, 1997; Benedetti-Cecchi, 2001; Glasby, 1997). Diferencas na abundancia das espécies de
peixes, assim como riqueza especifica e diversidade serdo testadas frente os fatores de tratamento
propostos. O fator fixo Impacto (I) sera testado através da comparacéo de todos os locais controle frente ao
local impactado, e também na avaliacao dos contrastes de seus niveis - Impacto versus Controle (I vs. C) e
dos locais Controle (C) entre si. Adicionalmente, o fator aleatdrio espacial Setor (S) sera testado de forma
aninhada ao fator Impacto [S(l)], assim como aos seus contrates, buscando verificar a consisténcia do efeito
do impacto em diferentes setores. Ele também sera testado com seus respectivos contrastes, a fim de
controlar a variabilidade ambiental existente a pequena escala.

Segundo Underwood (1997), o efeito do impacto sobre as variaveis resposta da comunidade recifal, sera
avaliado através da significancia do fator impacto, e no contraste entre o impacto e os controles (I vs. C).
Adicionalmente, 0 mesmo também podera ser detectado, porém diferencialmente para cada setor estudado,
através da significancia da interacdo dos fatores S(I) ou S(I vs. C) (Underwood, 1994; Glasby, 1997;
Benedetti-Cecchi, 2001).
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Metas 6 e 7 - Estudos de telemetria de peixes no estuario do rio Doce e em ambientes recifais

A localizagdo tedrica do peixe marcado pode ser estabelecida através de dois métodos: aritmético e
harmbénico. Como segundo Simpfendorfer et al., (2002) as diferencas entre as abordagens séo
despreziveis, utilizaremos o algoritmo de Simpefendorfer a partir da abordagem aritmética. Este método nao
leva em consideragédo o raio de deteccéo dos receptores, porém a zona de amostragem deve estar coberta
pela recepcao, isto € dizer que os individuos detectados estardo constantemente circulando pela area do
poligono formado. O célculo considera que quanto mais um individuo se aproximar do receptor, mais sera
detectado e vice-versa.

Os registros referentes as posicdes de marcacao e as posicdes tedricas e o tempo de permanéncia na
area de cada animal marcado sera confrontado e analisado sob diferentes escalas de tempo (ciclos diarios,

mensais, etc.) através de estatistica basica, utilizando Qui-quadrado (x2) e teste t quando possivel, para
avaliar se ha diferencas significativas entre os individuos. Estes registros dardo base as estimativas de
periodo de atividade, area de vida e area de dispersao individual.

Os dados de posicionamento, as detecgbes, serdo utilizados para calcular a area de vida através de
trés métodos: poligono convexo minimo (MCP) que estima a area com base em 100% das deteccdes; area
de vida baseada na densidade de uso de Kernel a 95% (KUD95) e 50% (KUD50) das detec¢bes. Para esta
analise se utilizard a estimativa por “Least square cross-validation” qgue aumenta a resolucao da &rea usada
pelo peixe (Seaman & Powell, 1996). As andlises serdo conduzidas utilizando-se o pacote estatistico R
(adehabitat) e as andlises espaciais utilizando quantum gis London (QGis v. 1.8).

Modelos lineares generalizados (GLM) serdo aplicados com intuito de comparar a distancia linear
maxima percorrida e o tamanho da area de vida das espécies (todos os métodos) entre as areas dentro e
fora do rio (para espécies estuarino/marinhas) e impacto (recifes do Espirito Santo) e controle (ParNaMar
Abrolhos) (para espécies recifais), considerando distintos habitats. Os GLMs sdo uma extensdo dos
modelos lineares normais, podendo incluir fatores aleatérios e covariaveis, assegurando flexibilidade
estatistica (Cordeiro & Demétrio, 2013). Os modelos que melhor explicam as relagbes de interesse, serao
selecionados com base no Akaike Information Criteria (AIC), onde o menor peso (wi) indica 0 modelo com
melhor balancgo entre ajuste e precisédo (Burnham & Anderson, 2004).

Os dados de comportamento adquiridos a partir da telemetria acustica (padrdo de movimentacdo em
ciclos) sera analisada para determinacdo de sindromes comportamentais nas espécies objeto de estudo.
Estes dados serdo analisados a luz dos modelos aditivos generalizados (GAM), levando em consideracéo o
habitat e os fatores impacto e controle. O GAM é um modelo linear generalizado no qual o preditor linear
depende de funcdes suaves desconhecidas de alguma(s) variavel(is) preditora(s) (Hastie & Tibshirani,
1990). Por essa razédo adequados para predizer o como se d4 o comrtamento entre distintas situacdes de
impacto e controle. Visto que parte dos pardmetros de suavizacdo da curva sao estimados como ajuste do
modelo, 0 processo de suavizacdo ndo remove um fator pouco explicativo. Para tal, aplicaremos o AIC
como método de selecdo dos parametros do melhor modelo explicativo, visto que € a técnica com melhor
balanco entre ajuste e precisdo (Burnham & Anderson, 2004).
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MONITORAMENTO DA SEDIMENTA(}AO NO PARQUE NACIONAL MARINHO DOS
ABROLHOS E REGIOES RELACIONADAS (ANEXO 8)

1. EQUIPE TECNICA

Nome Funcao Instituicdo
Doutor Il - Coordenador do Anexo 8
Heitor Evangelista da Coordenacao geral de todas as atividades da parte
i - . L : " UERJ
Silva analitica/mineralégica, sensoriamento remoto e atividades de
campo
. . Doutor Il - Vice- Coordenador do Anexo 8
Claudio de Morisson . o . - o
Valeriano Coordenacéo das at|V|(_1ades_ reIacmn_adas a z_;\nahses dos is6topos UERJ
radiogénicos e mineralogia
Gilberto da Silva Vaz Tecmcg Qe vaeI,Sgpenor UERJ
Processamento fisico e quimico das amostras
Leonardo Monteiro ,T.ecnlco Nivel Medio : UERJ
Processamento basico de dados (sensoriamento remoto)
Marcela Lobato POS, I_Doutorado . UERJ
Acompanhamento das analises em espectrdmetro de massa
Newton de Magalhaes P6s-Doutorado
Neto 9 Processamento e detalhamento das andlises por sensoriamento UERJ
remoto
Anna Beatriz Jones Mestre UERJ
Oaquim Andlise da saude de corais
Carla Cristine de Mestre UERJ
Aguiar Neto Analise da salde de corais
Iniciacéo Cientifica Pesquisador UERJ
Iniciacao Cientifica Pesquisador UERJ
Iniciacéo Cientifica Pesquisador UERJ
Iniciacao Cientifica Pesquisador UERJ/CAP
Iniciacao Cientifica Pesquisador UERJ/CAP

2. ESCOPO

O Anexo 8 trata do monitoramento oceanico para a regido do Parque Nacional Marinho (PARNAM)
dos Abrolhos em vista de sua importancia ecoldgica e do risco potencial de os rejeitos provenientes do
rompimento da Barragem de Fundao cheguem ao arquipélago dos Abrolhos. Este monitoramento é proposto
para acontecer em duas partes: (1) buscar uma calibracdo para imagens de satélite (Landsat, Sentinel e
MODIS Terra 220 m) para o parametro MPS (Material Particulado em Suspenséo) e gerar mapas que mostrem
a evolugéo temporal deste parametro entre a foz do Rio Doce e Abrolhos); (2) monitorar, em carater sazonal,
0 material particulado em suspensdo no mar e a sedimentag¢@o na regido, visando determinar a assinatura
geoquimica do material aportado ou ressuspendido. No que tange a esse material, o objetivo é determinar se
0s principais contribuintes do material sedimentar encontrado na regido provém da foz do rio Doce, do rejeito
proveniente da barragem de Funddo e/ou do estuario de Caravelas (BA). O estudo de sedimentacédo é
considerado fundamental para se caracterizar a existéncia de impacto na regiao de Abrolhos pela presenca
de elementos associados ao rejeito. Por isso, entende-se que este estudo deve preceder os demais
monitoramentos e balizar a¢bes futuras. Como o ICMBio mantém programa de monitoramento para avaliagao
da saude dos recifes de coral em algumas Unidades de Conservacdo marinhas, incluindo o PARNAM
Abrolhos, seguindo o protocolo Reef Check, este Anexo definiu que este monitoramento deve ser executado
em pontos de amostragem ja utilizados por aquele monitoramento para permitir a compatibilizagdo de
resultados e andlises. O estudo prevé a adicdo de pontos-controle cujo material sedimentar também (ou
potencialmente) pode chegar a Abrolhos tal como o material sedimentar do estuario de Caravelas, eroséo do
préprio recife de corais e seu embasamento vulcanico e materiais aportados pela corrente do Brasil
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localizados a norte de Abrolhos. Além disse seré feita uma melhor caracterizacdo do Rio Doce e de seu curso
impactado.

3. OBJETIVO

Em 5 de novembro de 2015 ocorreu o rompimento da barragem do Fund&o, da mineradora Samarco,
em Mariana (MG), com o lancamento de 34 milhdes de m? ctbicos de rejeitos no meio ambiente, composta
principalmente por 6xido de ferro e silica em uma regido de cabeceira da bacia hidrografica do rio Doce
(SIGHR, 2015). A pluma de aguas turvas chegou a foz 16 dias apés o rompimento da barragem, em 21
novembro e estudos realizados na época demonstraram que a mancha de materiais em suspensao atingiu
uma area de aproximadamente sete mil km2. A Figura abaixo apresenta imagens de satélite da regido da foz
do Doce obtidas em diferentes datas, antes e apés o evento em Mariana.

Figura 1 - Série temporal de imagens do satélite Landsat da regido da foz do Doce. Fonte: SIGHR, 2015.

Assim, devido a proximidade do rio Doce com o PNM de Abrolhos, e a importancia ecoldgica da
referida UC, que é considerada como um reflagio do Pleistoceno, devido as caracteristicas arcaicas de suas
espécies, indicando que a "fauna coralina terciaria foi preservada em um reflgio, na costa do Brasil, durante

2
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0s niveis baixos do mar no periodo glacial" (LEAO,1983), apresenta-se a referida proposta de levantamento
e monitoramento. Objetiva-se neste Anexo: (1) definir uma assinatura geoquimica, baseada em is6topos
radiogénicos, de origem para a pluma de rejeitos proveniente da barragem de Fund&o. Tal objetivo
contemplard andlise de material sedimentar coletado em Abrolhos, na Foz do Rio Doce em areas
potencialmente contribuintes para o sedimento que chega a Abrolhos; (2) buscar uma calibracdo de imagem
de satélite para o parametro MPS entre a Foz do Rio Doce e Abrolhos.

4. METAS E JUSTIFICATIVAS

Meta 1- Definicdo de assinatura geoquimica/(por is6topos radiogénicos) do material de rejeito
proveniente da barragem de Fund&do na area oceanica

A estratégia metodoldgica basica adotada por este grupo de trabalho objetiva definir uma assinatura
geoquimica de origem para a pluma de sedimentos da lama de rejeitos da Samarco em relacdo a outras areas
da zona costeira em torno da foz do Rio Doce. Os minerais e as rochas tem razdes distintas de 8"Sr/%Sr e
143Nd/*4Nd, de acordo com a derivagdo geoldgica. Estas razfes isotépicas estdo menos sujeitas a outras
interferéncias e fontes do que os elementos quimicos como o Fe, Ti e Al. No estudo hidroldgico as diferencas
na composicao isotopica do Sr e Nd no material particulado em suspenséo carreados pelos rios que
alimentam os oceanos, revelam uma sobreposicdo de assinaturas, refletindo a heterogeneidade das rochas
fontes na escala de cada bacia de drenagem (WALTER et al., 2000; GOLDSTEIN & JACOBSEN, 1988). Para
se identificar a proveniéncia continental de sedimentos a combinacdo das assinaturas dos is6topos
radiogénicos 87Sr/86Sr e 1“3Nd/*4Nd é uma das mais qualificadas, devido, entre outros fatores, suas razdes
tipicas em determinados dominios geoldgicos (LEE et al., 2010). Essas razfes estdo pouco sujeitas ao
fracionamento isotépico decorrente do intemperismo quando aplicado aos estudos de curta escala de tempo
(GAIERO et al., 2004). Além disso, a composicao dos isétopos radiogénicos de Sr e Nd da litosfera sao
significativamente diferentes do manto, o que permite a distingéo entre as suas origens litolégicas das zonas
vulcanicas jovens e dos velhos escudos continentais, (GROUSET & BISCAYE, 2005). Andlises elementares
por MEV+EDS em microparticulas na coluna d’agua e no sedimento complementaréo o estudo.

Meta 2- Investigagdo quanto a presenga/auséncia de microparticulas com enriqguecimento anémalo de
Fe na coluna d’agua

Os dados dos is6topos radiogénicos de certa amostra, € o resultado de um processo de mistura de
diversas fontes minerais distintas. Desta forma, para que seja alcancada uma resolugdo na qual seja
observavel uma “mudanca” na assinatura natural de um contetdo mineral é necessario que tal mistura ocorra
em quantidades mensuraveis. Isto significa que pequenas quantidades da lama de rejeito poderiam ser
misturadas as amostras sedimentares de Abrolhos, sem que haja alteracdo significativa da “assinatura
radiogénica”. Assim, empregou-se as andlises de MEV+EDS, que é uma técnica que investiga as
microparticulas de forma individual e desta forma é possivel investigar se qualquer residuo de lama esta
presente em Abrolhos.

Meta 3- Calibrar imagens de satélite com cobertura espacial Foz do Rio Doce-Abrolhos para o
pardmetro MPS

O uso de sensoriamento remoto no mapeamento da concentracédo de sedimentos em suspensdo em
estuérios é relativamente bem estabelecido para uma variedade de ambientes. Um método classico é
baseado na refletancia medida na porcéo do infravermelho (600-700 nm). Essa abordagem é razoavelmente
robusta em aguas costeiras e interiores visto que a contribuicdo dos materiais suspensos na coluna d'agua
dominam os espectros de reflectdncia quando comparados por exemplo a absorcdo pelo fitoplancton. O
MODIS 1 fornece cobertura no espectro infravermelho na banda 620-670 nm com uma sensibilidade
suficiente para estudos de 4guas oceanicas. Dado suas caracteristicas, sua resolucdo espacial média (250
m), reflectancia na banda infravermelha, alta sensibilidade e cobertura diaria, sugerem a adequacéo de uso
para avaliar particulas em suspenséo na superficie do mar. Sua validacdo ocorrera a partir de medidas in situ
por medidas realizadas em sucessivos cruzeiros entre a Foz do Rio Doce e Abrolhos. Esta metodologia é
baseada em Miller e McKee (2004; Remote Sensing of Environment). Analises empregando imagens
LANDSAT e Sentinel também serao realizadas neste estudo.

Meta 4- estabelecer rotina sazonal de monitoramento sedimentar em Abrolhos

Pretende-se neste projeto estabelecer rotinas para armadilhamento de sedimentos em Abrolhos
visando as andlises especificas do projeto e criar um banco de amostras que sera disponibilizado a
comunidade cientifica para outros estudos pertinentes. Serdo empregadas técnicas de coleta automatica com
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resolucdo mensal de coleta e serdo instalados sistemas de integracdo sazonal do sedimento sendo estes

distribuidos em varias localidades de Abrolhos.

5. PRODUTOS

5.1. DADOS BRUTOS
(Listar os dados que serdo entregues como produto,
segundo o TR4, tanto os coletados in situ como os
processados no laboratério)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

Processamento béasico de dados para sensoriamento
remoto, download de imagens, arquivo digital,
implementacdo de sistema de leitura 6tica das amostras

Leonardo Monteiro (Técnico Nivel Médio)

Andlise da saude de corais (pré-processamento de
amostras de coral)

Anna Beatriz Jones Oaquim (Mestre)

Pré-processamento fisico de amostras de sedimentos e
corais

Carla Cristine de Aguiar Neto

Apoio a parte analitica e processamento de dados (sub-
amostragem de corais para analise elementar)

Mariane Pullig (Iniciagdo Cientifica)

Apoio a parte analitica e processamento de dados (sub-
amostragem de corais para analise elementar)

Gustavo Abrahim (Iniciagéo Cientifica)

Apoio a parte analitica (analise de amostras por DRX) e
processamento de dados

Andressa Leal (Iniciacdo Cientifica)

Apoio a parte analitica em geral

Jodo Coutinho Bacelos (Iniciagdo Cientifica)

Processamento fisico e quimico das amostras

Gilberto da Silva Vaz (Técnico de Nivel
Superior)

5.2. ANALISE DE DADOS
(Relacionar as analises que serao feitas e entregues até o
15° més de vigéncia do Projeto)

RESPONSAVEL
(Pessoal Vinculado)

Identificacdo de assinatura isotépico para sedimentos
coletados em Abrolhos, sensoriamento remoto e logistica
das atividades de campo

Heitor Evangelista da Silva (Prof. Doutor Il -
Coordenador do Anexo 8)

Identificacdo de assinatura isotépica, descricdo geoldgica,
mineralogia e contextualizacao das influéncias
sedimentares em Abrolhos

Claudio de Morisson Valeriano (Prof. Doutor
Il - Vice- Coordenador do Anexo 8)

Sensoriamento remoto para o parametro MPS
(acompanhamento temporal)

Newton de Magalhdes Neto (Pés-Doutorado)

Controle de qualidade de analises de is6topos
radiogénicos

Marcela Lobato (P6s Doutorado)

A andlise final tera como uma comparagdo com dados pretéritos existentes na regido de Abrolhos.

6. METODOLOGIA

A Tabela 1 apresenta os pontos de coleta e 0 que sera analisado em cada ponto em relacdo as analises

sedimentares.




I||||FEST PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE

Fundogde spirlosaatense dn Tacuologio AQUATICA DA AREA AMBIENTAL |

para monitoramento da sedimentacdo no PARNAM de Abrolhos e regido

Pontos de Coordenadas UTM (datum SIRGAS2000)

Amostragem
E N

Arquipélago dos Abrolhos

Lingua da Siriba Il 530156,14 8013005,57
Parcel dos Abrolhos

Chapeirdo do
Pierre

534920,2 8013852,91

Parcel Coroa Vermelha

1 - Sul Coroa

Vermelha 470464,9 8010444,49

Sul do Arquipélago

Abrolhos 2 533965,89 8010645,59
Arco Interno de Abrolhos

Pontos-controle
Recife de Fora 501511 8187064,06

NOTA:

EM AMARELO: COLETA DE AGUA DE SUPERFICIE + ESTAGOES DE SEDIMENTOLOGIA

6.1. Micro-analise por MEV+EDS

Para a analise morfologica e elementar das microparticulas para sedimentos finos, sera empregado
um microscoépio eletrénico de varredura (MEV) acoplado a um espectrémetro de energia dispersiva (EDS)
modelo Spectroscopy Si/Li Oxford instalado e operacional na Uerj. A imagem obtida pelo MEV é gerada por
elétrons secundérios gerados como resultado da interacéo de um feixe de elétrons incidentes com a superficie
de uma microparticula selecionada em seu campo de visdo. A composicao elementar das particulas foi obtida
a partir da andlise do espectro gerado pela deteccdo dos raios-X produzidos pela interagdo do feixe de
elétrons incidentes sobre a superficie da particula. Cada elemento produz raios-X em faixas de energia
especificas, de tal maneira que a analise elementar se torna possivel para a identificagdo de elementos com
ndmero atdmico superior a 10 (Z>10). Esta técnica permite que a analise elementar seja feita de forma pontual
ou por uma area determinada, de acordo com a abertura utilizada para incidéncia do feixe de elétrons sobre
a amostra. Neste método, alvos foram confeccionados com diametros de aproximadamente 1 cm contendo
material particulado. Tais alvos foram previamente investigados ao MEV para se selecionar particulas com
morfologias predominantes, sobre as quais foram realizadas as microanalises elementares. Para tal, nesta
abordagem preliminar, foram selecionadas um total de 9 particulas, onde se determinou as abundancias
relativas de C, O, Si, Al, Fe, Ti, Ca, Cl, Zn, Cu, K, MG e Na. Considerando que o substrato para as analises
de EDS é um policarbonato, os valores de abundancia relativa destes elementos foram corrigidos para a
exclusédo de C nas amostras. Nesta técnica, se obtém dados de abundéancias relativas para micro-particulas
escolhidas nas amostras.
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6.2. Andlise de is6topos radiogénicos

O Samario (Sm) e o Neodmio (Nd) sdo ETR (Elementos terras raras) leves do grupo dos lantanideos.
Ocorrem como elementos-traco nos minerais formadores de rocha. A concentracdo de ambos em silicatos
cresce na medida que a cristalizagdo do magma evolui. Nas rochas igneas, a concentragdo é proporcional
com o grau de diferenciagcdo magmatica (FAURE, 1986). O elemento estroncio (Sr) esta presente como traco
(medido em ppm) na maioria das rochas igneas, metamorficas e sedimentares, entretanto a concentragdo
desse elemento raramente ultrapassa a 1%. O Sr participa na formacao do carbonato estroncianita e do sulfato
celestita, os quais sdo encontrados em alteracdes hidrotermais e rochas sedimentares como nos carbonatos
(GERALDES, 2010). O elemento Sr pode formar diversos minerais proprios, dos quais somente a estroncianita
(SrCO3) e a celestita (SrSO4) tem abundancias significativas. O Sr apresenta quatro is6topos de ocorréncia
natural: 84Sr, 8Sr e 8Sr (ndo radiogénicos) e 87Sr (radiogénico). As razbes isotopicas 87Sr/8Sr versus
143Nd/*4Nd quando descritas num plano cartesiano sdo usadas como referéncia para estudos de proveniéncia.

Para a realizacdo das analises isotOpicas é necessario ter cuidados muito especiais nas diversas
etapas do processo analitico. Por se tratar de ETR os procedimentos foram conduzidos em sala limpa classe
100 e os acidos e agua utilizados sao todos bidestilados em equipamento de purificagdo por destilacdo sub-
boiling para obtencdo de reagentes de alta pureza. As amostras foram submetidas a secagem em estufa por
3 dias a 60°C. A seguir o material &€ quarteado e peneirado em malha de #200 (0,074mm). A fragao fina é
submetida a digestéo acida a partir da técnica ja estabelecida por GIOIA (2010). Apos esta etapa iniciou-se 0s
procedimentos para separagdo de Sr e ETR em colunas com resinas de toca idnica, primarias para separagao
de Sr e ETR, e secundarias para a separacao de Nd.

Os residuos provenientes da separacao de Sr e Nd foram depositados em filamentos de rénio para
determinacéo das razdes isotdpicas em um espectrdmetro de massa multicoletor por ionizagéo térmica (TIMS)
TRITON - Thermo Finnigan. A espectrometria baseia-se na ionizacdo de amostras por meio térmico através
de uma injecdo corrente elétrica em que os feixes de ions produzido séo focalizados e acelerados por uma
diferenca de potencial para atravessar um campo magnético e sao separados por suas diferencas de massa
criando uma trajetéria individual para serem coletados por copos Faraday e contadores de ions (SEM e MIC).
Todas as analises sdo realizadas utilizando o arranjo de filamento duplo devido a grande facilidade do Nd e Sr
serem oxidados. Com isso o filamento de ionizacdo é aquecido a uma elevada corrente para dissociar molécula
de oxigénio garantindo a medida dos is6topos de Nd sob a forma de metal.

A interpretacdo dos dados dos isétopos radiogénicos é baseada num diagrama formada pela razdo
isotépica de neodimio no eixo-Y e pela razéo isotopica de estrdncio no eixo-X. Cada grupo mineral ocupa um
setor dentro de tal diagrama e desta forma pode-se avaliar se uma determinada amostra tem suas razoes
isotépicas inseridas em algum dominio especifico formado por potenciais contribuintes.

6.3. Razéo elementar Fe/Mn

A composicao mineraldgica dos rejeitos do beneficiamento do minério de ferro é essencialmente silica
(quartzo), 6xidos de ferro (hematita FeO e magnetita Fe203) e argilominerais. Outras substancias minerais
podem ter sido arrastadas do entorno dos leitos pela corrente formada, além do acréscimo de elementos ou
substancias as mais variadas, incluindo metais pesados, que ja contaminavam o leito dos rios (e a agua) - boa
parte dos esgotos das cidades sdo despejados sem tratamento, além dos produtos quimicos utilizados
normalmente na agricultura (fertilizantes NPK). A caracterizagdo quimica dos rejeitos do beneficiamento do
minério na mina vizinha da Samarco (Alegria) mostra apenas tracos de Zn, Cu e Pb. O metal predominante é
Fe, com cerca de 50%, seguido de Mn (um associado do Ferro nas formacdes ferriferas) com
aproximadamente 20%, presentes na forma de 6xidos.

Com a colaboracao do Projeto Coral Vivo (amostragem de agua do mar) e da FURG (analise elementar
global), a Uerj foi possivel até aqui obter uma compilacdo das razdes Fe:Mn na fracao dissolvida da agia do
mar. Tais andlises referem-se a campanha de Janeiro de 2016. Esta razdo foi escolhida por se tratar dos
elementos majoritarios presentes no minério da Samarco (com excecdo do Si) e por terem padrdes de
solubilidade diferenciados. A determinacao dos metais foi realizada por ICP-OES (Espectrometria de emisséo
atdmica com plasma indutivamente acoplado). Estes dados possibilitaram uma comparacéo direta com as
medidas deste mesmo pardmetro realizadas pela CPRM no Rio Doce antes e apés o acidente de Mariana. O
resultado da comparacdo evidenciou que as razdes Fe:Mn para a lama de minério da Samarco é
significativamente menor, com pico em torno de 0,5, comparada com as razées dos sedimentos em Abrolhos
com valores entre 50 e 100, Figura 2. Desta forma, esta razdo mostrou-se potencialmente boa para a
monitoragdo em Abrolhos e investigar o aporte de material da foz do Rio Doce. A continuidade do projeto
permitira um banco de dados mais robusto e utilizar as razdes Fe:Mn como um potencial indicador do material
de rejeito nas aguas costeiras.
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Figura 2 - Razdes elementares de Fe:Mn (fracdo dissolvida) para amostras da Bacia do Rio Doce e

Abrolhos-BA.

6.4. Monitoramento sedimentolégico

Serdo empregadas técnicas de armadilhamento de sedimentos em Abrolhos visando as analises
especificas do projeto. Serdo empregadas técnicas de coleta automatica com resolucao mensal a partir de
um sistema de roseta a ser instalado proximo ao substrato recifal (Figura 3) e armadilhas convencionais para
integracdo sazonal do sedimento sendo estes distribuidos em vérias localidades de Abrolhos. Sera também
testado um sistema com boia de fundeio com 4 armadilhas dispostas verticalmente na coluna d’agua em
profundidades equidistante dentro de uma profundidade total de 20 m. Para um acompanhamento continuo
da variabilidade da turbidez, seréa instalado um CTD com turbidimetro em uma estagdo em Abrolhos, a ser

definida.
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Figura 3 - Sistemas de amostragem sedimentar a serem empregados no projeto. Acima, armadilhas de
sedimentos para integracao sazonal; abaixo sistema de troca mensal automatica.
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