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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
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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

recrutamento. Selecao de espécies a serem monitoradas.
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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)




F

||FE PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE
undacés Expiriio-astense de Tacaslogio AQUATICA DA AREA AMBIENTAL |

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:
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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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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 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.
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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

5
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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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