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1  HISTORICO DE MALHA E FREQUENCIA AMOSTRAL

A malha e frequéncia amostrais do Programa de Monitoramento da Biodiversidade Aquatica da Area
Ambiental | (PMBA/Fest-UFES) passou por modificagdes ao longo do tempo, visando seu
aperfeicoamento para atendimento aos objetivos do Programa. Estas alterages foram orientadas pela
Camara Técnica da Biodiversidade (CTBio) e aprovadas pelo Comité Interfederativo (CIF), por meio
de: (1) Oficio SEI n° 1/2020-CTBio/DIBIO/ICMBIio, de outubro de 2019 (para o periodo de transigcéo),
(2) Proposta Técnica de continuidade do monitoramento, apresentadas e aprovadas em 2022, visando
o “Novo Ciclo do PMBA/Fest-UFES” e (3) Oficio SEI N° 32/2024/CTBio/DIBIO/ICMBIio, Nota Técnica n°
1/2024-CTBio/DIBIO/ICMBio e Deliberagédo CIF n° 803, de 08 de agosto de 2024.

As modificagbes implementadas encontram-se nos seguintes Materiais Suplementares, os quais
contemplam todo o periodo de execugdo do PMBA/Fest-UFES: 1) MS — Malha amostral, que
apresentam as estagcdes amostrais executadas ao longo do tempo por todos os Anexos/Temas,
separados por cada marco temporal histérico mencionado acima (“Ano 1”7, “Transi¢éo”, “Novo Ciclo” e
“Deliberagédo 803”); 2) Frequéncia amostral, o qual contempla o histérico da periodicidade amostral
(seguindo os mesmos Anexos/Temas contemplados no item 1) e 3) MS — Mapas histéricos das malhas
amostrais, que apresenta os mapas das malhas amostrais (incluindo as estagbes) executadas por todos
os Anexos/Temas.

Segue o detalhamento temporal, como forma de esclarecer a execug¢ao dentro dos marcos historicos:
“Ano 1” (setembro de 2018 e setembro de 2019); “Transicao” (outubro de 2019 e julho de 2022); “Novo
Ciclo” (agosto de 2022 a setembro de 2024) e “Deliberagao 803” (outubro de 2024 a margo de 2026).
O grupo da Ecotoxicologia € uma excecgéao a esta historicidade, pois iniciou a amostragem referente ao

“Novo Ciclo” em janeiro de 2023 e segue com a “Deliberagao 803", na periodicidade ja informada.

2 METODOLOGIA

A metodologia apresentada contempla o escopo em vigéncia no momento de entrega deste relatorio,
ou seja, as amostragens e analises previstas para o Novo Ciclo do Programa de Monitoramento da
Biodiversidade Aquatica — PMBA/Fest-UFES submetidas a Fundagdo Renova através do
FORMULARIO DE APRESENTACAO DE PLANO DE TRABALHO em agosto de 2022 (e dezembro de
2022 para o Tema Ecotoxicologia) e na Deliberagdo CIF n° 803, de 08 de agosto de 2024. Apéds a
descricdo da metodologia implementada, sera apresentado um breve descritivo sobre as modificagdes
metodoldgicas (parametros, analise de parametros ou grupo de parametros, dentre outros) que

ocorreram ao longo da evolugao do PMBA/Fest-UFES a fim de determinar os indicadores.

2.1 COLETA

Procedimentos de amostragem e conservacdo das amostras de Caretta caretta e D. coriacea: O

monitoramento das tartarugas-marinhas em area de nidificagao foi realizado na Foz do rio Doce durante

as temporadas reprodutivas em Linhares, ES. A area controle para C. caretta foi a Praia do Forte ou
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Arembepe (BA). As praias foram monitoradas com veiculos com tragdo 4x4 das 20 as 4h em busca de
fémeas em desova. Apds a postura dos ovos, os animais foram devidamente contidos fisicamente para
tomada de dados biométricos e coleta de material biolégico necessario para o desenvolvimento do

trabalho (tecido, sangue, carapaga e ovos).

Foram tomadas medidas biométricas da carapaga com fita métrica flexivel, obtendo o comprimento
curvilineo da carapaga (CCC), medido do ponto cranial da linha média da carapaga até o ponto caudal
e largura curvilinea da carapaga (LCC) medida do ponto mais largo da carapacga pela maior distancia
entre as placas marginais, ambos os dados em centimetros de acordo com a metodologia utilizada pelo
Projeto TAMAR/ICMBio. Os animais capturados foram identificados nas nadadeiras anteriores com
marcas de liga de inconel (modelo 681C, National Band and TagCo.), de acordo com a metodologia

utilizada pelo Projeto TAMAR/ICMBio, na qual cada animal recebe uma numeragao Unica.

Os ovos foram coletados no momento da desova (sendo 3 por ninho de C. caretta, e de D. coriacea)
sem contato com o solo, e foram armazenados congelados a -80°C em sacolas plasticas. O ninho foi
georreferenciado e monitorado para que os ovos nao eclodidos e os filhotes natimortos
(aproximadamente 3 por ninho) fossem coletados apoés a eclosdo e armazenados congelados em
sacolas plasticas a -80°C (SAKAI et al., 1995; ROE et al., 2011)). O monitoramento dos ninhos e coleta
de ovos nao eclodidos e filhotes natimortos, em Povoacgao e Praia do Forte, foi realizado em conjunto
com a equipe do Projeto TAMAR, que também obteve os dados reprodutivos. Em Regéncia, contamos
com a parceria do Projeto TAMAR para coleta das amostras e dos dados reprodutivos dos ninhos de
Dermochelys coriacea. Os ninhos e as amostras de Caretta caretta em Regéncia e Arembepe foram

monitorados e coletados pela nossa equipe.

Foram coletadas amostras de tecido, sangue e de carapaca de C. caretta ao longo da temporada
reprodutiva em cada area (Linhares e area controle). Nao foram coletadas amostras sanguineas de D.
coriacea devido a dificuldade de obtencao e o estresse excessivo dos animais, mas foram coletadas
amostras de tecidos das fémeas e de alguns natimortos, em parceria com a Fundagao Projeto TAMAR
as para as analises genéticas. As amostras sanguineas foram centrifugadas para obtenc¢ao de plasma
e soro, que foram congelados em nitrogénio liquido e armazenadas a — 80°C. Amostras sanguineas
foram coletadas por venopung¢ao 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, foi realizado um esfregago sanguineo com
sangue sem anticoagulante. As amostras foram fracionadas em tubos contendo heparina sodica e
préprios para analises de elementos trago e acondicionadas em recipiente isotérmico de 4 a 8°C. Ao
chegar ao laboratério de campo, 1 ml de sangue total de cada espécime foi destinada a realizagdo do
hemograma e o restante foi centrifugado a 5000 RPM durante 10 minutos para obteng¢ao do plasma e
armazenadas em aliquotas de 2 mL em criotubos plasticos em nitrogénio liquido enquanto estavam em
campo. Ap6s envio ao laboratério as amostras foram estocadas em ultracongelador a -84°C até
posterior analise bioquimica e extragdo de contaminantes) no plasma sanguineo. As amostras de
carapaga foram coletadas através da remocido de lascas da cuticula do casco, as quais foram

armazenadas a -80°C até posterior analise.

Relatério Semestral de Evolugéo 2025 - PMBA/Fest-UFES 5
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Procedimentos de amostragem e conservacdo das amostras de C. mydas: Foram realizadas 2

campanhas de captura de Chelonia mydas juvenis na APA Costa das Algas em Santa Cruz, préximo a
foz do rio Piraqué-acu, Aracruz, ES e 2 campanhas no Recife de Coroa Vermelha — BA. Por ano foram
capturados 90 individuos em cada area de alimentagdo, portanto foram 180 amostras de sangue para
as analises de saude e para as analises genéticas. A captura de C. mydas juvenis foi 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 foi langada a partir de um barco motorizado e fixada ao fundo
com ancora a uma distancia de 30 a 200 metros da praia. Apdés armada, a rede foi monitorada
continuamente para evitar lesées nos animais que forem capturados. O tempo de esforgo foi de 4 a 6

horas diarias a depender das condigdes climaticas e oceanograficas.

Apds serem capturadas, foram tomadas medidas biométricas da carapaca com fita métrica flexivel,
obtendo o comprimento curvilineo da carapaga (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
carapaga pela maior distancia entre as placas marginais, ambos os dados em centimetros de acordo
com a metodologia utilizada pelo Projeto TAMAR/ICMBio. Também foi obtida a massa de juvenis de C.
mydas com uso de dinamdmetro digital com capacidade para 50Kg com escala minima de 0,1g. Os
animais capturados foram identificados nas nadadeiras com marcas de liga de inconel (modelo 681C,
National Band and TagCo.), de acordo com a metodologia utilizada pelo Projeto TAMAR/ICMBIio, na

qual cada animal recebe uma numeragao unica.

Amostras sanguineas foram coletadas por venopungdo 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, foi realizado um esfregagco sanguineo com sangue sem
anticoagulante. As amostras foram fracionadas em tubos contendo heparina litica e préprios para
analises de elementos tragos e acondicionadas em recipiente isotérmico de 4 a 8°C. Ao chegar ao
laboratério de campo, 1 ml de sangue total de cada espécime foi destinada a realizagdo do hemograma
e o restante foi centrifugado a 5000 RPM durante 10 minutos para obteng&o 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 foram estocadas em ultracongelador a -84°C até posterior analise

bioquimica e extragdo de contaminantes o plasma sanguineo.

Todas as amostras de tecidos de fémeas, juvenis e natimortos para as analises genéticas foram

armazenadas em microtubos e conservadas em alcool 98%.

O numero total de amostras obtidas de cada matriz biolégica pode variar de acordo com as condigdes
meteorolégicas, populacionais e bioldgicas que influenciam no sucesso de captura € no nimero de
desovas no periodo reprodutivo, ndo sendo possivel garantir o nimero maximo previsto no plano de
trabalho. No entanto, através de analises estatisticas & possivel estimar qual o niumero amostral
satisfatério, baseando-se na premissa de que a amostra deve ter precisdo/poder suficiente para

fazermos inferéncias validas nas analises que estamos realizando e para detectar diferencas ou efeitos

Relatério Semestral de Evolugéo 2025 - PMBA/Fest-UFES 6
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quando estes estiverem presentes. Para calcular o nUmero amostral apropriado de Chelonia mydas,

utilizou-se dados prévios coletados em Coroa Vermelha. No qual a média e o desvio padrédo para a

contagem de eritrécitos foi de: 3,6 e 0,6 milhdo/mm?, respectivamente, sendo o d = 0,18, ou seja 5%

do valor médioe 1l — a = 95%.

_ (0er X (1,96)% = 43
Mo = (0,18)2 ( ) ) -
EntéO g|= 42, Tl—a/Z,gl: T0'975;42 = 2,021 e
(0,6)
= ——<—-x%(2,021)2 =45
n (0,18)2 X ( )

Ou seja, é necessario no minimo 45 animais para estimar, com 95% de confianga, a média da saude

da populagéo.

Para calcular o numero amostral apropriado de Caretta caretta, utilizou-se dados prévios coletados em

Povoagao. No qual a média e o desvio padrdo para a contagem de eritrécitos foi de: 4,0 e 0,55

milhdo/mm3, respectivamente, sendo o d = 0,2, ou seja 5% do valor médioe 1 — a = 95%.

No = (055)° x (1,96)? = 29
7 (0,2)2 (1,96)
Entdo gl= 28, T1_4/2,91= To,975:30 = 2,048 €
N, = (055)7 x (2,048)% = 31
17 (0,2)2 (2,048)

Ou seja, é necessario no minimo 31 animais para estimar, com 95% de confianga, a média da saude

da populagao.

Para os dados genéticos, entre 25-30 individuos por populagdo sao suficientes para estimar a
frequéncia dos alelos e as estimativas de diversidade derivadas dela (HALE et al. 2012).

2.2 ANALISES

2.21 Avaliagao da diversidade genética e dos parametros genéticos-populacionais das
tartarugas marinhas

Andlises laboratoriais: Os processos laboratoriais e analises foram realizados no Nucleo de Genética

Aplicada a Conservagdo da Biodiversidade e no Laboratério de Genética e Evolugdo Molecular, do
CCHN (Vitoria), Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Foram avaliados os individuos e dados

encontrados durante o periodo do estudo, bem como, de periodos anteriores para comparagdes

Relatério Semestral de Evolugéo 2025 - PMBA/Fest-UFES 7
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(NARO-MACIEL et al., 2012, REIS et al,, 2010, VARGAS et al., 2008, VARGAS et al.,, 2019 e
SHAMBLIN et al., 2014).

Um pequeno pedaco de tecido epitelial foi picotado e colocado em um microtubo no qual, com o auxilio
de reagentes e centrifugacdes, foi realizada a extragdo do DNA pelo método de solugédo salina
(BRUFORD et al.,1992) e CTAB 2% (DOYLE & DOYLE, 1987) para amostras de sangue. Ao final do
processo o DNA foi ressuspendido com a adi¢cdo de 20 uL de ddH20 e armazenado na geladeira a

4°C. As amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotémetro.

Foram utilizados dois tipos de marcadores moleculares para avaliar o padrao de diversidade e estrutura
genético-populacional das tartarugas marinhas em nosso estudo: a regido controle do DNA mitocondrial
(também conhecida como D-loop) e os microssatélites do DNA nuclear. Os fragmentos do DNA extraido
das amostras de cada individuo coletado foram amplificados por PCRs (Reacédo de Polimerase em
Cadeia) para posterior sequenciamento da regido controle do DNA mitocondrial (DNAmt) e

genotipagem dos microssatélites.

Para amplificagdo das sequéncias do DNAmt foram utilizados os primers LCM e H950 (ABREU-
GROBOIS et al., 2006) para as trés espécies de tartarugas marinhas: C. caretta, C. mydas e D.
coriacea. Os produtos de PCR foram observados em gel de agarose de 1% por eletroforese,
posteriormente seguidos de trés etapas: 1) purificagdo através da enzima ExoSAP-IT, 2) reagédo de
sequenciamento e 3) precipitacdo das amostras, onde foram executadas as etapas de limpeza e
remogao de excesso de reagentes que pudessem inibir a leitura da sequéncia. As sequéncias da regiao
controle do DNAmt foram geradas para ambas as dire¢des (forward e reverse) em sequenciador ABI
Prism 3500. A amplificagao dos loci microssatélites foi realizada de acordo com os dados da literatura
e foram especificos para cada espécie (SHAMBLIN et al., 2009, FITZSIMMONS, 1995, KICHLER et al.,
1999, SHAMBLIN et al., 2007, MONZON-ARGUELLO et al., 2008, DUTTON & FREY, 2009, RODEN &
DUTTON, 2011, ALSTAD, 2011). Os loci microssatélites gerados foram visualizados e identificados
com o software Geneious Prime (KEARSE et al. 2012).

Analises de bioinformatica e estatisticas: As sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial foram

alinhadas no programa MEGA v.10 (KUMAR et al., 2018). A identificagao do haplétipo de cada individuo
sequenciado foi feita no programa DNAsp v6 (ROZAS et al., 2003) comparando as sequéncias geradas

com os hapldétipos ja publicados para cada uma das espécies analisadas.

Foram estimados os componentes de variancia, incluindo as diversidades haplotipica (H) e nucleotidica
(1), além da Analise de Variancia Molecular (AMOVA) por meio do programa Arlequin 3.5.2.
(EXCOFFIER & LISCHER, 2015), baseada no Fst com 1000 permutagbes. Para os marcadores
microssatélites, multiplos pardmetros de diversidade genética foram calculados através do programa
GenAlex 6.5 (PEAKALL & SMOUSE, 2012) sendo, numero de alelos por loco (Na), heterozigosidade
observada (Ho) e esperada (He). A estimativa de riqueza alélica (Ar) foi calculada usando o pacote
PopGenReport para R (ADAMACK e GRUBER, 2014). A identidade individual foi estimada pelo
programa COLONY 2.0 (JONES & WANG, 2010), através do método de maxima verossimilhanga e o
calculo de probabilidade de identidade (PI) no programa GenAIEx 6.5 (PEAKALL & SMOUSE, 2012).

Relatério Semestral de Evolugéo 2025 - PMBA/Fest-UFES 8
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A analise de alelos raros foi realizada através do software HP-Rare (KALINOWSKI, 2005). Ja o niumero
populacional efetivo (Ne) foi calculado utilizando o método de Desequilibrio de Ligagao (DL) realizado

por meio do programa NeEstimator 2.1 (DO et al., 2014).

Para determinar a existéncia ou ndo de mudangas na composi¢gdo e variagao genética bem como
avaliar os niveis de estrutura populacional, foram realizadas comparagdes par-a-par entre as amostras
pré e pos rompimento da barragem e entre as areas impactadas e nao-impactadas, para ambos
marcadores moleculares (DNAmt e loci microssatélites). Adicionalmente, utilizando somente os dados
de microssatélites, foi realizado um método de agrupamento por meio da Analise Discriminante de
Componentes Principais (DAPC) disponivel no pacote adegenet 2.1 para R (JOMBART 2008), que
inferem o numero de padrdes genéticos (K) utilizando um Critério de Inferéncia Bayesiana (BIC), bem
como estimam proporg¢des de mistura entre as populagcdes/origem geografica (JOMBART et al. 2010)

tracando uma probabilidade de agrupamento (0-100%), comparando as areas e periodos.

2.2.2 Avaliagao da saude das tartarugas marinhas

Hemograma: Os hemogramas foram realizados sempre em um intervalo inferior a 6 horas apds a coleta
da amostra sanguinea. A determinacédo do hematdcrito (HTC) foi realizada por microcentrifugagao a
11.000 rpm na centrifuga para hematdcrito e em seguida feita a leitura em escala propria. A contagem
total de eritrocitos (He), leucdcitos (L) e trombécitos (Tr) foi realizada na cadmara de Neubauer com
diluicdo de 1:100 em solugéo de Natt e Herrick. A dosagem de hemoglobina (Hb) foi feita pelo método
de cianometahemoglobina apds a centrifugagdo da reagdo para remocao dos lisados celulares,
reagindo 10 ul de sangue total com 2,5 mL do reagente em cubetas quadradas de 10 mm em
espectrofotdmetro, com filtro de 540nm (SANTOS et al., 2009). A partir dos valores de hematdcrito,
hemoglobina e hemacias foi realizado o calculo para determinac¢ao do volume corpuscular médio (VCM)
e concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (THRALL et al., 2004). A contagem
diferencial dos leucdcitos foi feita apds a fixagao do esfregago sanguineo em alcool metilico e coloragao
pelo método Panético Rapido ®. Foram contadas 100 células para diferenciagao leucocitaria (SANTOS
et al., 2009).

Analises bioguimicas: Foi analisado um perfil bioquimico plasmatico de 20 parametros dos animais

capturados: glicose, colesterol, triglicerideos, proteinas totais, albumina, globulinas, relagado albumina-
globulina, ureia, acido urico, calcio, fésforo, relacédo calcio-fésforo, ferro, magnésio, soédio, potassio,
aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, creatinofosfoquinase. As
analises foram realizadas por espectrofotometria (Humastar 200 ®), utilizando kits Invitro ® de acordo
com as recomendacgdes do fabricante e eletrélitos por eletrodos de ion seletivo (MEDMAX ®) (SANTOS
et al., 2015).

Andlises de elementos traco: A dosagem de elementos traco sera realizada por GF-AAS ou

equipamento disponivel no laboratério contratado pela FEST, apdés a validacdo pela equipe da
compatibilidade com os resultados anteriores. As amostras de ovos (3 por ninho), foram separadas em
pool de casca, gema e clara, ja os ovos n&o eclodidos (3 por ninho) foram separados em pool de

contetido e casca. Os natimortos foram analisados em pool de 3 filhotes por ninho. E necessario a

Relatério Semestral de Evolugéo 2025 - PMBA/Fest-UFES 9
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realizagdo das analises em duplicata para confirmagéo dos resultados a partir da repeticao da analise.
Através dela validamos e avaliamos a precisao dos resultados. Desse modo, é possivel a verificagdo
instantanea de que o resultado esta dentro dos padrdes. As duplicatas sdo importantes principalmente
para amostras que sao mais dificeis de serem homogeneizadas, como os natimortos e os ovos. As
amostras foram preparadas por digestdo com acido nitrico e peréxido de hidrogénio a quente
(CAMACHO et al., 2013c). Os metais analisados foram: As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb e Zn.

Avaliacdo do Sucesso Reprodutivo: Para avaliar a relagdo entre os contaminantes e o sucesso

reprodutivo foi necessario aguardar a eclosdo dos filhotes (aproximadamente 60 dias). O sucesso
reprodutivo é medido pela taxa de sucesso de eclosdo e emersao. Apds este periodo os ninhos foram
abertos e contabilizados o nimero de ovos nao eclodidos, cascas, filhotes natimortos e filhotes retidos.
Ninhos com maior quantidade proporcional de cascas e filhotes viaveis apresentaram maior sucesso
reprodutivo dado em percentual de nascidos. Também foi calculado o percentual de natimortos e ovos

inviaveis. Esses dados deverao ser obtidos junto ao Projeto TAMAR/ICMBiIo.

Andlises estatisticas: os valores bioquimicos e de contaminantes foram analisados quanto a

normalidade pelo teste de Shapiro Wilks. Grupos de dados com distribui¢do normal foram comparados
(por exemplo local, temporada reprodutiva) por ANOVA (soma dos quadrados tipo IV) com teste de
Games-Howell post-hoc, ou por ANOVA nao paramétrica com teste de Mann- Whitney post-hoc se ndo
forem normais. Correlagdes de Spearman e PCA foram utilizadas para verificar se ha correlagao entre
parametros bioquimicos e as concentragdes de contaminantes. Os niveis de contaminantes foram
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 foi avaliada por
modelo linear generalizado. Todas as analises estatisticas foram feitas com significancia de <0,05
usando o pacote IBM SPSS 17.0.

2.3 HISTORICO DE ALTERACOES E ADAPTACOES DE METODOLOGIAS

Meta 1: As analises de bioinformatica e estatisticas propostas para o indicador Diversidade Genética
sofreram pequenas modificagdes pois novos algoritmos matematicos tém sofrido atualizagées,
produzindo maior grau de confianga e robustez estatistica, e outros parametros foram incluidos para
subsidiar as avaliagées. Dessa forma, as sequéncias da regido controle do DNA mitocondrial, assim
como os loci de microssatélites, passaram a serem visualizadas, alinhadas e mensuradas utilizando o
software Geneious (KEARSE et al., 2012). O indice de heterozigosidade individual (Hi) foi incluido para
os marcadores de microssatélites como parametro auxiliar no entendimento da perda de alelos e da
heterozigosidade nas populagdes, sendo calculado com o GenAlEx 6.5 (PEAKALL & SMOUSE, 2012).
No entanto, a apresentagéo dos resultados dessa analise foi removida dos gréficos dos indicadores de
diversidade genética devido a similaridade entre os valores de Hi com Ho (heterozigosidade observada)
e He (heterozigosidade esperada), o que resultava em redundéncia nos resultados. O indice Hi foi
mantido apenas para o calculo do indice Genético de Ameaca as Tartarugas (IGAT), cujo célculo é
detalhado mais adiante neste mesmo item do relatério. Foi incluida uma analise de demografia

populacional, que avalia se as populagbes de tartarugas sofreram gargalo populacional recente e
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histérico, através do pacote de dados Vareff (NIKOLIC & CHEVALET, 2014), o que possibilitou
subsidiar os parametros demograficos e entender a histéria de vida das populacdes de tartarugas. Por
outro lado, foram excluidas as analises de redes de haplétipos, teste de equilibrio de Hardy-Weinberg,
e Analise de Componentes Principais, pois se mostraram pouco informativas para avaliacdo do
indicador.

Foi sugerido que no primeiro ano do novo ciclo fosse testada uma nova metodologia para obtencgéo de
dados genbémicos com o intuito de reduzir os custos e aumentar o poder e cobertura das anélises
genéticas, em substituicdo a genotipagem dos 15 marcadores nucleares microssatélites para as trés
espécies de tartarugas marinhas estudadas. No entanto, ndo foi possivel encontrar profissional
habilitado para trabalhar com essa nova metodologia, por isso ela nao foi testada e continuamos usando
os 15 marcadores microssatélites. Houve também a substituicdo de primer utilizado para a amplificagao
do DNA mitocondrial da tartaruga-de-couro (H950-Dc, COLOMBO et al. 2024), que foi usado no lugar
do H950 por apresentar melhor desempenho nas reagdes de PCR e na qualidade das sequéncias

geradas para a espécie.

Ao longo do monitoramento genético realizado no periodo do PMBA/Fest-UFES, foi observado que
algumas fémeas de tartarugas-cabegudas, de tartarugas-de-couro e juvenis de tartarugas-verdes,
previamente registradas em coletas anteriores, foram identificadas novamente em campanhas
subsequentes. Esses animais foram denominados "recapturas" para os juvenis e “remigrantes” para as
fémeas. Com isso, para as analises genéticas (utilizando D-loop e microssatélites), esses animais foram
contabilizados em todos os anos em que eles foram encontrados, mas as repeti¢des foram excluidas
para as analises de ES-Pds global para as trés espécies e BA global apenas para tartarugas-cabegudas
e verdes, onde o N amostral se refere ao total de animais coletados da populagéo nas localidades em

questao.

No PMBA/Fest-UFES, a andlise dos dados genéticos gerados durante os anos de monitoramento
continuo revelou uma situagdo preocupante quanto a diversidade genética das populagdes de
tartarugas marinhas Caretta caretta, Chelonia mydas e Dermochelys coriacea nas areas afetadas do
Espirito Santo. Buscando apresentar essa situagcdo em um contexto mais amplo, a partir do quinto ano
foi desenvolvido o indice Genético de Ameagas as Tartarugas (IGAT), o qual foi inserido como um
parametro interno para o indicador de diversidade genética a partir do RA2023 (FEST-RT45, 2024). O
IGAT foi construido utilizando os dados genéticos gerados de setembro de 2018 a margo de 2025, e
reflete a média dos valores absolutos encontrados para cada parametro genético em cada periodo e
area avaliada. O calculo foi realizado através da seguinte férmula: IGAT = (H + Ho + Hi+ AR + Ne) / 5,
sendo que H é a diversidade haplotipica do marcador mitocondrial D-loop; para os marcadores
microssatélites, Ho € a heterozigosidade observada, Hi € a heterozigosidade individual, AR é a riqueza
alélica, e Ne o tamanho populacional efetivo. O IGAT foi dividido em quatro niveis de ameaga: severo
(29,99), moderado (entre 10 e 24,99), baixo (entre 25 e 49,99) ou minimo (>50). Quanto menor o valor
do indice, pior a condigdo genética da populagdo e maior o nivel de ameaca. Para C. caretta e C.
mydas, foram calculados os valores de IGAT comparando a area atingida (ES-Pés, ano 1 ao 7) e a

area controle (BA, até o ano 6). Ndo ha dados disponiveis de outra area de desova para D. coriacea
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que poderia ser utilizada como area controle, pois o Espirito Santo € a Unica area no Brasil com
monitoramento regular de desova para a espécie, portanto para essa espécie o IGAT foi calculado

apenas para ES-Pos.

Durante a preparagéo deste relatério, foi realizada uma revisdo completa no banco de dados genéticos
acumulado ao longo dos anos de monitoramento. Nessa etapa, foram identificadas algumas amostras
que ainda nao tinham sido incluidas nas analises anteriores, seja porque o sequenciamento e/ou a
genotipagem s6 foram concluidos apds o fechamento dos relatérios anuais, ou por questées técnicas
(como baixa qualidade de algumas amostras) que acabaram impedindo a incorporagéo de parte dos
dados no momento oportuno. Com isso, o conjunto de dados foi atualizado incluindo essas informagdes
que estavam pendentes e recuperando sequéncias e gendtipos que anteriormente estavam registrados
como dados ausentes (missing data). Essa atualizagdo pode ter causado pequenas diferengcas em
relacdo aos resultados apresentados em anos anteriores quando analisados de forma separada, mas
o0 panorama geral das populagdes e as conclusdes do monitoramento permanecem 0s mesmos.
Portanto, essa atualizagdo ndo compromete a validade dos relatérios anteriores, apenas refina e

fortalece as analises realizadas até o momento.

Meta 2: Foram incluidas amostras de carapaga e de ovos nao eclodidos: A carapaga € obtida através
da coleta de cuticulas de queratina que se desprendem naturalmente do casco das tartarugas-
marinhas, sendo um método absolutamente nao invasivo. As analises da carapacga de Caretta caretta
foram incluidas pois n&o tinhamos amostras coletadas de antes do rompimento da Barragem de
Fundao e a concentracdo de metais na carapacga reflete a acumulagéo a longo prazo. As quantidades
de metais na carapaga em crescimento sao determinadas pelo coeficiente de ligagdo sangue/queratina
e pela concentragdo dos metais no sangue no momento que a carapaga € formada, fornecendo um
registro histérico da concentragdo dos metais no sangue (VANDER ZANDEN et al. 2013). Além disso,
a carapaga bioacumula diversos metais que se ligam a queratina ao longo do tempo (INNIS et al. 2008,
KOMOROSKE et al. 2011, PRIOSTE et al. 2015, PERRAULT et al. 2017), sendo uma 6tima matriz para
avaliagcéo da exposic¢ao antiga contaminantes (KOMOROSKE et al. 2011). O sangue, por outro lado, é
considerado uma matriz adequada para avaliar a exposigéo recente (BURGER et al. 2005, ANGERER
et al. 2007), pois mudancgas abruptas na exposi¢cao séo rapidamente refletidas no sangue e podem ser
observadas dependendo do tempo de amostragem em relagéo ao tempo de exposi¢cao (BLANVILLAIN
et al. 2007, DAY et al. 2010). Adicionalmente, estudos demonstraram que a carapaga é a matriz mais
eficaz para predizer as quantidades de metais acumuladas em alguns 6rgéos, como o figado e rim, ja
que foram encontradas correlagdes significativamente positivas entre as quantidades de metais na
carapaca e nos 6rgaos amostrados (SAKAI et al. 2000, DAY et al. 2005). Sem as analises da carapaga
das tartarugas cabegudas ndo seria possivel saber as concentragdes de metais prévias do animal, o
que ele bioacumulou nas areas de alimentagdo e ao longo do tempo, e assim, ndo teriamos um
panorama completo da exposi¢ao (recente e prévia). Ovos ndo eclodidos sdo ovos que permanecem
no ninho durante o periodo de incubagao, nos quais ndo houve desenvolvimento embrionario, ou houve
morte embrionaria ou do filhote em qualquer estagio do desenvolvimento fetal. Os ovos n&o eclodidos

foram adicionados, pois no primeiro ano verificou-se um baixo nimero de natimortos nos ninhos. De
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60 ninhos monitorados, apenas 26 possuiam natimortos. Sabe-se que durante a incubagao, o0 nimero
de poros abertos na casca dos ovos das tartarugas aumenta devido a troca de agua e gases entre os
ovos e 0 ambiente do ninho, facilitando a transferéncia de contaminantes do material do ninho para os
ovos (HEWAVISENTHI e PARMENTER 2001; CANAS e ANDERSON 2002). Essa permeabilidade das
cascas dos ovos aos contaminantes do solo deve ser considerada como uma forma de contaminagao
que pode afetar o sucesso da eclosdo. Para termos um resultado confiavel e robusto é necessario,
além dos natimortos, a inclusao dos ovos nao eclodidos, que além de aumentarem o numero amostral
€ o numero de ninhos amostrados, aumentam o poder estatistico e conferem confianga aos resultados
encontrados. Assim podemos afirmar com maior certeza se os metais estdo influenciando o sucesso
reprodutivo das tartarugas marinhas.

-O numero amostral foi readequado: o TR4 e Plano de Trabalho de 2018 preconizavam a coleta de 30
animais por area, por campanha, porém, a fim de se fazer analises estatisticas robustas e de confianca,
além de nos basearmos na premissa de que a amostra deve ter precisao/poder suficiente para se fazer
inferéncias validas nas analises para detecgdo de diferencas ou efeitos quando estes estiverem
presentes, realizamos o célculo do nimero amostral apropriado. O qual resultou em no MINIMO 45
animais por local, por campanha, para estimar, com 95% de confianga, a média dos parédmetros de
saude analisados

-Todas as analises de contaminantes organicos foram retiradas.

Metas 1 e 2: A partir do sétimo ano de monitoramento, por decisao do CIF a partir da Deliberagcao CIF
n°® 803, de 08 de agosto de 2024, as coletas na area controle (Bahia) foram descontinuadas, mantendo-
se apenas a amostragem na area impactada pelo rompimento (Espirito Santo). Embora essa mudanga
tenha seguido orientagdes externas ao PMBA/Fest-UFES, é importante destacar que a exclusdo da
area controle pode comprometer a continuidade das comparacgdes diretas entre areas impactadas e
nao impactadas, limitando a interpretagcado dos dados no contexto mais amplo da avaliagdo de impactos.
Neste relatorio, ainda foram realizadas comparagdes com os dados anteriormente obtidos na Bahia
(até o sexto ano de monitoramento). No entanto, a auséncia de dados atualizados da area controle
impede a avaliagado de possiveis mudangas que possam ter ocorrido nesse intervalo, reduzindo o poder
analitico das comparagdes temporais e espaciais. Essa limitagao & particularmente sensivel para C.
mydas, pois ndo ha dados genéticos disponiveis do periodo pré-rompimento para os marcadores
microssatélites para a espécie. Para C. caretta, apesar de terem sido analisadas amostras anteriores
ao monitoramento, o niumero de individuos estudados no periodo pré-rompimento é pequeno quando
comparado ao periodo pdés, o que enfraquece a robustez estatistica das anadlises para os
microssatélites. Nos relatérios anteriores, as comparagdes com a area controle e com o periodo pré-
rompimento foram fundamentais para identificar padrbes genéticos, de saude, de contaminantes e
possiveis alteragcdes populacionais, mas a partir deste relatério, essas analises tornam-se mais

limitadas.
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3 RESULTADOS DOS INDICADORES

Nesta secdo serdo apresentados os resultados dos indicadores de qualidade ambiental e da
biodiversidade aquatica do Tema, os quais foram desenvolvidos pelo PMBA/Fest-UFES e obtidos ao
longo de todo monitoramento na area ambiental |. Vale ressaltar que, os indicadores aqui apresentados
tém como propdsito clarificar e sintetizar a historicidade dos resultados, interpretagao e conclusées do
monitoramento, promovendo o acompanhamento espago-temporal da qualidade ambiental e
biodiversidade, além de configurarem importantes ferramentas de suporte aos gestores ambientais. A
partir destes indicadores, pode-se identificar os impactos com relagéo direta ou indireta ao rompimento
da Barragem de Fundao, em Mariana (MG).

Os indicadores do PMBA/Fest-UFES vém se consolidando ao longo do monitoramento e, seguindo a
proposta estabelecida desde o Relatério Anual de 2022 (RA2022), a apresentagao dos resultados sera
exclusivamente a partir da apresentacao dos indicadores, acompanhados de legenda estendida com a

explicagido de sua variagdo espago-temporal de forma mais direta e objetiva como se segue:
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3.1 DIVERSIDADE GENETICA

Figura 1: Indicadores de diversidade genética. Distribuigdo dos indices de diversidade genética, estrutura genético-populacional e tamanho efetivo populacional monitorados ao longo dos anos do
PMBA/Fest-UFES (outubro de 2018 a setembro de 2019: Ano 1; outubro de 2019 a setembro de 2020: Ano 2; outubro de 2020 a setembro de 2021: Ano 3; outubro de 2021 a setembro de 2022:
Ano 4; outubro de 2022 a setembro de 2023: Ano 5; outubro de 2023 a setembro de 2024: Ano 6; outubro de 2024 a margo de 2025: Ano 7), utilizando dados mitocondriais (D-loop) e os nucleares
(microssatélites) para as populagdes da tartaruga-cabeguda (C. caretta) do Espirito Santo (ES) e Bahia (BA). A: Comparacao entre os valores de H, Ho e Ar entre anos (Ano 1 a 7) e areas (ES-Pés
e BA); B: Comparagao dos valores de diversidade haplotipica encontrados em ES-Pré, ES-Pos e BA; C: Grafico de probabilidade de pertencimento dos individuos (DAPC) de ES-Pré, ES-Pés e BA;
D: Matriz par a par de divergéncia genética (Fsr) entre anos (Ano 1 a 7), periodos (ES-Pré e ES-P6s) e regides (ES e BA); E: Grafico do gargalo populacional gerado pelo programa Varref e valor
do Ne contemporaneo estimado pelo NeEstimator para ES-P6s e BA; F: Valores de IGAT e grau de ameaga para ES-Pdés e BA. Siglas: H: diversidade haplotipica baseada na analise do DNA
mitocondrial. Ho: heterozigosidade observada, Ar: Riqueza alélica e Ne: tamanho populacional efetivo, baseados nas analises dos microssatélites (DNA nuclear). ES: area afetada do Espirito
Santo. BA: area controle da Bahia. Pré: dados pré-rompimento da barragem de Funddo e/ou provenientes da literatura. Pés: dados pds-rompimento da barragem de Fund&o. Fsr: teste pareado de
divergéncia genética para inferéncia da estrutura genético-populacional. Covid: amostragem nao realizada no periodo de paralisacdo das atividades devido a pandemia Covid-19. IGAT: indice

genético de ameaca as tartarugas.
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*Nos relatérios anteriores, para o indice tamanho efetivo populacional (Ne), foram incluidos os valores para as populagdes “Pré” de tartarugas-cabegudas (Caretta caretta - Cc) e de tartarugas-de-couro
(Dermochelys coriacea - Dc), mas apds reviséo, identificamos que o numero de amostras reduzido disponivel para essas populagdes para a analise em questao (N=9 para Cc e N=2 para Dc) inviabiliza a
obtengao de estimativas estatisticamente confidveis, ja que o Ne é dependente do nimero de amostras (N), dentre outras varidveis. Por esse motivo, a partir deste relatério ndo serdo mais apresentados os
valores de Ne e IGAT para as populagdes “Pré” de tartarugas-cabegudas e tartarugas-de-couro.

** Durante a revisdo dos dados, foi detectado um equivoco na estimativa do tamanho efetivo populacional (Ne), baseado nas analises de microssatélites (DNA nuclear) de Caretta caretta nos relatérios
anteriores, resultando em um valor de Ne mais elevado para BA do que para ES-Pés. Esta estimativa foi corrigida e atualizada neste relatério, indicando um padrdo oposto, com valores de Ne superiores
para ES-Pés em comparagao com BA.

Ressaltamos que essas atualizagdes ndo comprometem os demais resultados ou conclusdes gerais dos relatérios anteriores. Apesar dos fatos apontados, todos os valores gerados a partir dos dados do
marcador mitocondrial, inclusive para as populagdes “Pré” das trés espécies (Ex.: nimero de haplétipos, diversidades haplotipicas e nucleotidicas e conectividade populacional) e todos os demais valores
gerados a partir dos marcadores microssatélites (Ex.: riqueza alélica, heterozigosidades esperadas e observada, gargalo populacional e conectividade populacional) estdo corretos e ndo houve mudanga
nos padroes e tendéncias gerais encontrados ao longo do PMBA/Fest-UFES.

Relatério Semestral de Evolugéo 2025 - PMBA/Fest-UFES 15
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A populagédo da tartaruga-cabeguda no periodo ES-Pds continua apresentando uma tendéncia de
reducédo (6,33%) na diversidade haplotipica com relagado a ES-Pré, embora o valor da diversidade de
ES-Pés tenha sido maior que o da populagéo controle BA (Figuras 1A e 1B)Essa diferenca de valores
entre as regides pode ser explicada por fatores evolutivos como a deriva genética, especialmente em
populagdes pequenas, como ja observado para a tartaruga-de-couro (VARGAS et al., 2022). Fatores
ecoldgicos exclusivos das populacdes, como diferentes niveis de fidelidade das fémeas ao local de
desova (MARCOVALDI et al. 2010) e o retorno natal (filopatria), que podem limitar o fluxo génico entre
as populacdes (BALTAZAR-SOARES et al., 2020), também podem explicar diferentes variagdes nos
indices de diversidade para o marcador mitocondrial. Além disso, é importante ressaltar que os dados
da BA sao correspondentes a apenas quatro temporadas e vao apenas até o sexto ano de
monitoramento, enquanto ES-P6s corresponde as sete temporadas reprodutivas. A falta de novas
amostras da area controle também pode estar influenciando no grau de diferenga observado entre as
populagdes. Ja para os marcadores nucleares microssatélites, foi detectada uma baixa, porém
significativa (p<0,001) estrutura populacional espacial (entre ES-Pdés e BA), evidenciada pelo DAPC e
pelos valores de Fst pareados (Figuras 1C e 1D). As comparagdes com ES-Pré ficaram comprometidas
por causa do baixo N amostral para os marcadores microssatélites (conforme nota de rodapé da Figura
1). Os resultados encontrados sugerem um nivel baixo de conectividade e fluxo génico entre as areas,
que pode eventualmente ser mediado pelos machos (LUDWIG et al. 2023), mas também destacam
diferencgas significativas nas composi¢des genéticas, que podem estar relacionadas ao comportamento
filopatrico das fémeas de tartaruga-cabeguda. O tamanho populacional efetivo (Ne) estimado para a
tartaruga-cabecuda foi de 134,0 para a area atingida (ES-P6és) e 106,8 para a area controle (BA) (Figura
1E). Apesar do valor aparentemente mais alto para o ES, é importante destacar que ambas as
populagdes ja apresentavam sinais de vulnerabilidade genética antes do rompimento da barragem, o
que reforgca a necessidade do monitoramento continuo. O Ne representa o numero de individuos que
efetivamente contribuem para a reprodugéo e, portanto, para a transmisséo da diversidade genética as
préximas geragdes. Assim, esse valor pode ser influenciado pela estruturagcdo das populagbes e por
comportamentos reprodutivos da espécie, como multipla paternidade, poliginia e poliandria (AMORIM
et al., 2025), além de também ser afetado pelo nimero de amostras analisadas para cada area. No
caso da comparagdo em questdo, o maior nimero de individuos amostrados para ES e a auséncia de
atualizacao dos dados da area controle (BA) apds o sexto ano também podem ter contribuido para

essa diferenca entre as areas.

A analise da demografia populacional histérica mostrou a presenga de um gargalo populacional
significativo para a espécie nas duas areas (Figura 1), revelando vulnerabilidade genética. O indice
Geral de Ameaca as Tartarugas (IGAT) revelou um indice de ameaga classificado como "baixo"
(IGAT=28,69) para tartaruga-cabecuda no ES-Pds e “moderado” (IGAT=23,17) para a area controle BA
(Figura 1F). A diferenga do IGAT para ES-Pés e BA deve ser interpretada com cautela, ja que grandes
diferengas amostrais podem estar influenciando esses resultados. Resumindo, a populagédo de ES-Pés

continua apresentando uma tendéncia de redugéo na diversidade haplotipica comparada com ES-Pré
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(6,33%), com uma estrutura populacional baixa com BA, porém significativa, sugerindo certo nivel de

conectividade entre as areas.

Relatério Semestral de Evolugéo 2025 - PMBA/Fest-UFES 17



ra FEST

Fundacio Espirito-santense de Tecnologia

Figura 2: Indicadores de diversidade genética. Distribuigdo dos indices de diversidade genética, estrutura genético-populacional e tamanho efetivo populacional monitorados ao longo dos anos do
PMBA/Fest-UFES (outubro de 2018 a setembro de 2019: Ano 1; outubro de 2019 a setembro de 2020: Ano 2; outubro de 2020 a setembro de 2021: Ano 3; outubro de 2021 a setembro de 2022:
Ano 4; outubro de 2022 a setembro de 2023: Ano 5; outubro de 2023 a setembro de 2024: Ano 6; outubro de 2024 a margo de 2025: ano 7), utilizando dados mitocondriais (D-loop) e os nucleares
(microssatélites) para as populagdes de tartaruga-verde (C. mydas) do Espirito Santo (ES) e Bahia (BA). A: Comparagéao entre os valores de H, Ho e Ar entre anos (Ano 1 a 7) e areas (ES-Pos e
BA); B: Comparagéo dos valores de diversidade haplotipica encontrados em ES-Pré, ES-Pds e BA; C: Grafico de probabilidade de pertencimento dos individuos (DAPC) de ES-Pés e BA; D: Matriz
par a par de divergéncia genética (Fsr) entre anos (Ano 1 a 7) e regides (ES e BA); E: Grafico do gargalo populacional gerado pelo programa Varref e valor do Ne contemporaneo estimado pelo
NeEstimator para ES-Pos e BA; F: Valores de IGAT e grau de ameaga para ES-Pés e BA. Siglas: H: diversidade haplotipica, baseada na analise do DNA mitocondrial. Ho: heterozigosidade
observada, Ar: Riqueza alélica, Ne: tamanho populacional efetivo, baseados nas analises dos microssatélites. ES: area afetada do Espirito Santo. BA: area controle da Bahia. Pré: dados pré-
rompimento da barragem de Fundao e/ou provenientes da literatura. Pés: dados pés-rompimento da barragem de Fund&o. Fsr: teste pareado de divergéncia genética para inferéncia da estrutura

genético-populacional. Covid: amostragem nao realizada no periodo de paralisagédo das atividades devido a pandemia Covid-19. IGAT: indice genético de ameaca as tartarugas.
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A populagéo de tartarugas-verdes no periodo ES-Pds continua exibindo uma tendéncia de redugao na
diversidade genética, com uma perda de 7,13% na diversidade haplotipica em comparacéo ao periodo
ES-Pré. Essa redugdo sugere impactos sobre a populagdo desde o rompimento da barragem de
Fundéo, com a diversidade haplotipica em ES-Pds sendo 9,53% menor que a area controle BA (Figura
1A e 1B). No ano 6 do monitoramento PMBA-FEST, foi identificado um novo haplétipo na BA, ainda
nao descrito na literatura. Entretanto, um haplétipo, presente anteriormente no ES-Pré, desapareceu
no ES-Pés, mas ainda permanece na area controle (BA), indicando uma perda de linhagens genéticas
especificas na area impactada.

Para os marcadores nucleares microssatélites, foram identificadas diferengas populacionais
estatisticamente significativas tanto temporais (entre alguns pares de anos) quanto espaciais (entre ES
e BA), embora essas diferengas sejam baixas. Essa estrutura populacional foi evidenciada pelo DAPC
e pelo Fst pareado significativo (p<0,001). A analise DAPC revelou um alto grau de mistura e
conectividade genética entre a é&rea afetada (ES) e a area controle (BA), sugerindo um

compartilhamento de areas de origem natal para esses juvenis (Figura 1C e D).

A demografia histérica da populagéo indicou um tamanho efetivo (Ne) para ES 31,33% menor que o
valor estimado para BA. Esse declinio possivelmente esta associado a um gargalo populacional
ocorrido ha cerca de 15 geragdes para ES e para BA, sendo menos abrupto para BA, o que ainda indica
maior estabilidade em comparagédo a area afetada (Figura 1E). Para as tartarugas-verdes da area
impactada (ES-Pés), o indice Genético de Ameaca as Tartarugas (IGAT) foi de 52,88, enquanto na
area controle (BA) o valor foi de 76,21, ambos classificados como “risco de ameaga minimo” (Figura
1F). Contudo, mesmo dentro da classificagdo de risco minimo, essas populagdes ainda sao
geneticamente vulneraveis, considerando que ja apresentavam niveis reduzidos de diversidade antes
do rompimento da barragem. Os valores encontrados, quando analisados em conjunto com os outros
parametros, podem estar indiretamente relacionados aos efeitos continuos do rompimento da barragem
sobre a diversidade genética das tartarugas-verdes. Deve-se também considerar que as amostras sao
de individuos juvenis, ou seja, que ainda ndo estao se reproduzindo. Como nem todos os filhotes e
juvenis atingem a fase adulta, isso pode influenciar os parametros genéticos estimados, uma vez que
os calculos para Ne e IGAT consideram os individuos que efetivamente contribuem geneticamente para
as proximas geragdes. Assim, o risco minimo indicado pelo IGAT pode estar associado ao fato de as
amostras envolverem individuos juvenis, o que influencia diretamente o célculo do Ne e, por
consequéncia, o préprio indice. Resumindo, observa-se uma redugado na diversidade genética da
populacao do ES apdés o rompimento da barragem de Funddo, com perda de haplétipos e baixo
tamanho populacional efetivo (Ne). A diversidade haplotipica no ES-Pdés continua menor em
comparagdo a ES-Pré e a BA, indicando impactos desde o rompimento da barragem. A estrutura
genética apresentou variagbes temporais e espaciais, com evidéncias de mistura genética entre as
areas de ES e BA, sugerindo compartilhamento de areas de origem dos juvenis. A analise demografica

revelou um gargalo populacional histérico. O IGAT para o ES-Pés foi inferior ao da BA-Pés, apontando
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maior vulnerabilidade genética na area afetada. Essa situagdo indica uma possivel influéncia continua

do rompimento da barragem, comprometendo a recuperagéo da populagao.
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Figura 3: Indicadores de Diversidade Genética. Distribuicdo dos indices de diversidade genética, estrutura genético-populacional e tamanho efetivo populacional monitorados ao longo dos anos do
PMBA/Fest-UFES (outubro de 2018 a setembro de 2019: Ano 1; outubro de 2019 a setembro de 2020: Ano 2; outubro de 2020 a setembro de 2021: Ano 3; outubro de 2021 a setembro de 2022:
Ano 4; outubro de 2022 a setembro de 2023: Ano 5; outubro de 2023 a setembro de 2024: Ano 6; outubro de 2024 a margo de 2025: ano 7), utilizando dados mitocondriais (D-loop) e nucleares

(microssatélites) para as populagdes da tartaruga-de-couro (D. coriacea) do Espirito Santo (ES). A: Comparagéo entre os valores de H, Ho e Ar entre anos (Ano 1 a 7) e periodos (ES-Pré e ES-

Pés); B: Comparagédo dos valores de diversidade haplotipica encontrados em ES-Pré e ES-Pés; C: Grafico de probabilidade de pertencimento dos individuos (DAPC) de ES-Pré e ES-Pés; D: Matriz

par a par de divergéncia genética (Fsr) entre anos (Ano 1 a 7) e periodos (ES-Pré e ES-P6s); E: Grafico do gargalo populacional gerado pelo programa Varref e valor do Ne contemporaneo

estimado pelo NeEstimator para ES-P0s; F: Valores de IGAT e grau de ameaca para ES-P6s. Siglas: H: diversidade haplotipica baseada na analise do DNA mitocondrial. Ho: heterozigosidade

observada, Ar: Riqueza alélica e Ne: tamanho populacional efetivo, baseados nas analises dos microssatélites (DNA nuclear). ES: area afetada do Espirito Santo. BA: area controle da Bahia. Pré:

dados pré-rompimento da barragem de Fundao e/ou provenientes da literatura. Pds: dados pds-rompimento da barragem de Fund&o. Fsr: teste pareado de divergéncia genética para inferéncia da

estrutura genético-populacional. Covid: amostragem néo realizada no periodo de paralisagéo das atividades devido a pandemia Covid-19. IGAT: indice genético de ameaga as tartarugas.
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*Nos relatérios anteriores, para o indice tamanho efetivo populacional (Ne), foram incluidos os valores para as populagdes “Pré” de tartarugas-cabegudas (Caretta caretta - Cc) e de tartarugas-de-couro
(Dermochelys coriacea - Dc), mas apds reviséo, identificamos que o numero de amostras reduzido disponivel para essas populagdes para a analise em questado (N=9 para Cc e N=2 para Dc) inviabiliza a
obtengao de estimativas estatisticamente confidveis, ja que o Ne é dependente do nimero de amostras (N), dentre outras variaveis. Por esse motivo, a partir deste relatério ndo serdo mais apresentados os
valores de Ne e IGAT para as populagdes “Pré” de tartarugas-cabegudas e tartarugas-de-couro.

Ressaltamos que essa atualizagdo ndo compromete os resultados ou conclusdes gerais dos relatdrios anteriores. Apesar do fato apontado, todos os valores gerados a partir dos dados do marcador
mitocondrial, inclusive para as populagdes “Pré” das trés espécies (Ex.: nUmero de haplétipos, diversidades haplotipicas e nucleotidicas e conectividade populacional) e todos os demais valores gerados
a partirdos marcadores microssatélites (Ex.: riqueza alélica, heterozigosidades esperadas e observada, gargalo populacional e conectividade populacional) estdo corretos e ndo houve mudanga nos padroes

e tendéncias gerais encontrados ao longo do PMBA/Fest-UFES.
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A populacdo reprodutiva de tartarugas-de-couro na area afetada pelo rompimento da barragem de
Fundado apresentou uma tendéncia de redugdo na diversidade genética ao longo dos anos de
monitoramento. A comparagéo entre os periodos ES-Pré e ES-P6s mostrou uma redugao de 14,19%
na diversidade haplotipica. Esse declinio pode estar relacionado ao gargalo populacional enfrentado
pela espécie ao longo de muitas geragdes (DUTTON et al. 1999) e/ou a acdo da deriva genética, que
€ mais acentuada em populagdes pequenas e vulneraveis como a da tartaruga-de-couro no Brasil
(VARGAS et al. 2022). A analise de diferenciagéo genética com microssatélites indicou valores de Fst
nao significativos entre os periodos ES-Pré e ES-Po6s, resultado que pode ser influenciado pelo baixo
numero amostral no ES-Pré para essa analise. Para o DNAmt (com um nimero amostral mais robusto
para ES-Pré), o Fst entre os periodos também foi baixo (0,004) e n&o significativo, sugerindo que, até
o momento, ndo foram detectadas evidéncias de diferenciagdo genética temporal. Esse padrdo pode
refletir uma tendéncia de homogeneizagdo genética, o que poderia indicar menor capacidade de
recuperacao frente a mudancas ambientais. Assim, a continuidade do monitoramento é fundamental
para avaliar essa tendéncia. A andlise da demografia histérica revelou um padrdo de reducéo
populacional (evento de gargalo genético) ao longo das ultimas 40 geragdes, pelo menos (Figura 1E).
Esse evento indica que o tamanho dessa populacdo foi drasticamente reduzido, o que pode ter
consequéncias profundas para sua capacidade de adaptacdo e recuperacdo. O indice Genético de
Ameaca as Tartarugas (IGAT) exibiu um valor extremamente baixo para ES-Pos (IGAT=7,96), sendo
categorizado como “severo”. Esses resultados indicam que a populacao de tartarugas-de-couro da area
afetada estd extremamente ameacgada. A perda de diversidade genética, associada ao reduzido
tamanho efetivo populacional e @ degradacao da saude genética, aumenta significativamente o risco
dessa populagédo. Considerando que a espécie ja esta classificada como “criticamente em perigo”
(BRASIL, 2022), torna-se essencial a implementacéo de estratégias de conservagéo. Além disso, as
analises genéticas permitiram identificar ndo apenas as fémeas que foram flagradas durante a desova,
mas também estimar a presenga de fémeas que ndo foram amostradas em campo. Entre os individuos
analisados no Ano 7, 33,3% eram fémeas novas, 53,3% eram filhotes que, por meio do DNA, indicaram
a presenca de maes nédo flagradas, e 13,3% eram fémeas remigrantes. Esses dados reforcam a
importancia da genética para complementar as informagcbes de campo e que ndo seriam possiveis

apenas com a observacao direta.

Resumindo, a populagdo de tartarugas-de-couro na area afetada pelo rompimento da barragem de
Fundao apresenta tamanho efetivo populacional extremamente baixo e uma redugao na diversidade
genética ao longo dos 6 anos e meio de monitoramento. Comparando os periodos ES-Pré e ES-Pés,
observou-se uma queda na diversidade haplotipica, indicando um declinio significativo na variabilidade
genética, que pode estar associado ao baixo Ne e a agdo da deriva genética, mais acentuada em
populagdes pequenas e vulneraveis, como a da tartaruga-de-couro. O IGAT aponta uma condicdo de
ameagca severa na saude genética da populagao. Esses dados reforcam a grave vulnerabilidade da

tartaruga-de-couro na regiao afetada.
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3.2 PARAMETROS DE SAUDE

Figura 4: Indicador Parametros de saude. (a) Indicadores externos de saude obtidos no exame fisico de Chelonia mydas, na APA Costa das Algas em Santa Cruz, ES (SC) e em Coroa Vermelha, BA (CV) ao longo dos anos de monitoramento do PMBA/Fest-UFES (outubro de 2018 a setembro
de 2019: Ano 1; outubro de 2019 a setembro de 2020: Ano 2; outubro de 2020 a setembro de 2021: Ano 3; outubro de 2021 a setembro de 2022: Ano 4; outubro de 2022 a setembro de 2023: Ano 5; outubro de 2023 a setembro de 2024: Ano 6; outubro de 2024 a margo de 2025: Ano 7). (b)
Prevaléncia (%) de fibropapilomatose em Chelonia mydas juvenis na area controle (Coroa Vermelha, BA) e na area impactada (APA Costa das Algas, Santa Cruz, ES) ao longo dos 7 anos de monitoramento do PMBA/Fest-UFES (outubro de 2018 a setembro de 2019: Ano 1; outubro de 2019 a
setembro de 2020: Ano 2; outubro de 2020 a setembro de 2021: Ano 3; outubro de 2021 a setembro de 2022: Ano 4; outubro de 2022 a setembro de 2023: Ano 5; outubro de 2023 a setembro de 2024: Ano 6; outubro de 2024 a margo de 2025: Ano 7). (c) Indicadores externos de saude
avaliados no exame fisico em Caretta caretta, em Povoagao ou Regéncia (ES), Praia do Forte ou Arembepe (BA), ao longo dos 7 anos de monitoramento do PMBA/Fest-UFES (outubro de 2018 a setembro de 2019: Ano 1; outubro de 2019 a setembro de 2020: Ano 2; outubro de 2020 a

setembro de 2021: Ano 3; outubro de 2021 a setembro de 2022: Ano 4; outubro de 2022 a setembro de 2023: Ano 5; outubro de 2023 a setembro de 2024: Ano 6; outubro de 2024 a margo de 2025: Ano 7).
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Ao longo dos anos de monitoramento do PMBA/Fest-UFES, observou-se um aumento significativo na
prevaléncia de fibropapilomatose em tartarugas-verdes juvenis (Chelonia mydas) na APA Costa das
Algas, Santa Cruz (SC). No ano 7, 67,4% dos individuos capturados na APA Costa das Algas
apresentaram a doenca, destas, 15,2% tiveram escore moderado e 19,6% escore severo. Apesar da
diminuicdo de 10% em relagdo ao ano anterior, € a segunda maior prevaléncia ja registrada. A analise
dos animais recapturados em Santa Cruz revelou que, dos 18 animais recapturados no Ano 7, somente
4 ndo apresentaram a doenga, 5 desenvolveram tumores entre a primeira captura e a recaptura e 9 ja
estavam com a doenga desde a primeira amostragem, indicando uma progressao rapida da doenga na
populagdo. Além disso, 82,6% dos animais apresentaram infestacéo por ectoparasitas e, destes, 50%
apresentaram escore severo. Esta é a maior porcentagem deste escore ja registrada. E importante
considerar que este relatério se baseia em dados coletados durante apenas uma campanha, realizada
no periodo chuvoso. Historicamente, observamos um aumento significativo no nimero de animais com
fibropapilomas e parasitas nas campanhas de coleta realizadas durante o periodo seco. E possivel que
as porcentagens atuais aumentem ou se igualem as do Ano 6, uma vez que a préxima campanha pode
revelar um cenario diferente. A elevada prevaléncia de fibropapilomatose e parasitismo observada na
area impactada sugere fortemente a influéncia de fatores ambientais locais na saude das tartarugas
marinhas. A fibropapilomatose € uma doenca frequentemente associada a polui¢gdo, contaminagéo
quimica e alteragcbes na qualidade da agua. Paralelamente, o aumento do parasitismo pode indicar
tanto uma imunossupressdo nos animais quanto desequilibrios ambientais, como mudangas na
qualidade da agua, a presenca de poluentes ou até mesmo as alteragdes climaticas (FOLEY et al.,
2005; SANTOS et al., 2010). No ano 7, as tartarugas-cabegudas que desovam na Foz do rio Doce,
apresentaram persistente deterioragdo da condigao corporal e continuam a apresentar fibropapilomas.
Ainfestagdo por ectoparasitas atingiu 58% das tartarugas da area impactada, representando o segundo
maior indice de parasitismo registrado ao longo da série temporal e indicam um agravamento do quadro
sanitario da populagédo. Observou-se um incremento substancial na prevaléncia de lesbes oculares,
com um aumento de 40% entre o ano 6 e o 7. Ao longo dos anos, a porcentagem de lesdes oculares
foi: 9% no Ano 1; 5% no Ano 2; 2,8% no Ano 3; 14,5% no Ano 4; 17,5% no Ano 5; 28,6% no Ano 6; e
40% no Ano 7. A presenca de fibropapilomas e lesdes oculares, associada a deterioragao da condicao
corporal e ao aumento da carga parasitaria, sugere a ocorréncia de imunossupressado e

comprometimento da saude dos individuos, possivelmente relacionados a exposi¢ao ao MLD.

Resumindo, as tartarugas-verdes juvenis na area de alimentagdo impactada continuam a apresentar
uma alta incidéncia de fibropapilomatose e ectoparasitismo. Na Foz do rio Doce, area de desova, as
tartarugas-cabegudas continuam a apresentar elevada prevaléncia de ectoparasitas e fibropapilomas,
com um aumento notavel nos casos de lesdes oculares, indicando um comprometimento generalizado
da saude dos animais, provavelmente ligado a contaminagdo ambiental. Em ambas as regibes, a
degradacgdo da qualidade ambiental esta afetando negativamente a saude das tartarugas marinhas, o
que pode ter sérias consequéncias para a sobrevivéncia e reproducao dessas espécies. A auséncia de
coletas na area controle durante o Ano 7 representa uma lacuna significativa e que limita a distingao

entre as variagdes naturais na saude das tartarugas e os impactos diretamente relacionados as
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atividades humanas, impedindo uma compreensao mais precisa do verdadeiro estado de saude e nivel

de contaminagao na regiao.
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3.3 METAIS PESADOS

Figura 5: Indicador Metais Pesados. (a) Niveis de metais pesados no plasma de tartarugas Chelonia mydas capturadas na APA Costa das Algas, ES, do Ano 1 ao Ano 7 (outubro de 2018 a setembro de 2019: Ano 1; outubro de 2019 a setembro de 2020: Ano 2; outubro de 2020 a setembro de
2021: Ano 3; outubro de 2021 a setembro de 2022: Ano 4; outubro de 2022 a setembro de 2023: Ano 5; outubro de 2023 a setembro de 2024: Ano 6; outubro de 2024 a margo de 2025: Ano 7). (b) Niveis de metais pesados no plasma de tartarugas Caretta caretta capturadas em Povoacao e
Regéncia, ES, durante os anos de monitoramento do PMBA/Fest-UFES (outubro de 2018 a setembro de 2019: Ano 1; outubro de 2019 a setembro de 2020: Ano 2; outubro de 2020 a setembro de 2021: Ano 3; outubro de 2021 a setembro de 2022: Ano 4; outubro de 2022 a setembro de 2023:
Ano 5; outubro de 2023 a setembro de 2024: Ano 6; outubro de 2024 a margo de 2025: Ano 7). (c) Niveis de metais pesados nos ovos e natimortos de tartarugas Dermochelys coriacea capturadas em Povoacéo e Regéncia, ES, durante os anos de monitoramento do PMBA/Fest-UFES (outubro
de 2018 a setembro de 2019: Ano 1; outubro de 2019 a setembro de 2020: Ano 2; outubro de 2020 a setembro de 2021: Ano 3; outubro de 2021 a setembro de 2022: Ano 4; outubro de 2022 a setembro de 2023: Ano 5; outubro de 2023 a setembro de 2024: Ano 6; outubro de 2024 a margo de
2025: Ano 7). (d) Niveis de metais pesados nos ovos e natimortos de tartarugas Caretta caretta capturadas em Povoagéo e Regéncia, ES, durante os anos de monitoramento do PMBA/Fest-UFES (outubro de 2018 a setembro de 2019: Ano 1; outubro de 2019 a setembro de 2020: Ano 2;
outubro de 2020 a setembro de 2021: Ano 3; outubro de 2021 a setembro de 2022: Ano 4; outubro de 2022 a setembro de 2023: Ano 5; outubro de 2023 a setembro de 2024: Ano 6; outubro de 2024 a margo de 2025: Ano 7).
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A analise temporal das concentragdes de metais no plasma de tartarugas-verdes juvenis (Chelonia
mydas) que se alimentam na area impactada revelou padrées distintos ao longo dos anos de
monitoramento do PMBA/Fest-UFES (outubro de 2018 a margo de 2025). Observou-se aumento dos
niveis de arsénio (As) do primeiro ao quarto ano, seguido de estabiliza¢do dos niveis elevados nos dois
anos subsequentes. Os niveis de cadmio (Cd), mercurio (Hg), ferro (Fe), manganés (Mn), chumbo (Pb)
e zinco (Zn) apresentaram flutuagdes ao longo do tempo, com concentra¢cdes maiores no ano 4, exceto
pelo arsénio e chumbo, cujas maiores concentragbes foram no ano 5. O cobre (Cu) e o cromo (Cr)
demonstraram um aumento continuo ao longo do periodo de estudo, atingindo os maiores valores no
sétimo ano.

A analise temporal das concentragbes de metais em plasma, ovos e natimortos de tartarugas marinhas
na regido da Foz do rio Doce revelou uma variabilidade significativa ao longo dos anos, com picos nas
concentragdes de arsénio e zinco no plasma da tartaruga-cabeguda nos anos 5, 6 e 7 do monitoramento
PMBA/Fest-UFES. A detecgdo de todos os metais analisados nos ovos recém-colocados das duas
espécies indica uma transferéncia materna dos contaminantes. No ano 7, os ovos tiveram os niveis
mais elevados de cromo, cobre e ferro ja observados. Ja nos natimortos, foram o mercurio e o cromo
que apresentaram as maiores concentragdes ja registradas. Os niveis mais elevados de alguns metais
nos natimortos sugerem a bioacumulagdo de metais provenientes do sedimento do ninho durante a
incubagdo. Ambientes contaminados podem aumentar a toxicidade e os niveis dos metais nos ovos,
tendo como consequéncias efeitos disruptivos sobre os embries, afetando o sucesso reprodutivo. No
indicador Dados Reprodutivos, pode-se observar que ha uma influéncia negativa da contaminagéo no

sucesso de eclosio na area impactada.

A dindmica da regido, com seus eventos de alta energia e consequente ressuspensao de sedimentos,
expbe continuamente as tartarugas marinhas ao MLD. Tartarugas-verdes juvenis sdo especialmente
vulneraveis por permanecerem décadas em areas de alimentagao impactadas, sofrendo exposicao
crbnica e apresentando altas concentragbes de metais como: cromo, mercurio, ferro e chumbo. Além
da transferéncia materna, seus ovos ficam expostos ao MLD no ninho por aproximadamente 60 dias,
sendo assim, essa exposi¢cao durante o desenvolvimento embrionario, um estagio extremamente
sensivel, pode causar efeitos disruptivos que se manifestam mesmo apos a eclosdo. Em resumo, a
contaminagdo por metais € um problema sério para ambas as espécies na area impactada. As
tartarugas-verdes juvenis mostram evidéncias de exposi¢ao crdnica, enquanto a presenca de metais
no plasma e em ovos e embrides de tartarugas-cabegudas e tartarugas-de-couro sugere um risco
significativo para o desenvolvimento embrionario, o sucesso reprodutivo e a saude. A dindmica

ambiental local agrava essa exposi¢éo continua, aumentando a vulnerabilidade desses animais.
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3.4 DADOS REPRODUTIVOS

Figura 6: Indicador Dados Reprodutivos. (a) Fatores que influenciam o sucesso reprodutivo das tartarugas marinhas (b) Correlagdes de Spearman entre metais pesados e dados reprodutivos de
Caretta caretta de Povoagéao e Regéncia, ES, Brasil, ao longo dos anos do PMBA/Fest-UFES (outubro de 2018 a setembro de 2019: Ano 1; outubro de 2019 a setembro de 2020: Ano 2; outubro de
2020 a setembro de 2021: Ano 3; outubro de 2021 a setembro de 2022: Ano 4; outubro de 2022 a setembro de 2023: Ano 5; outubro de 2023 a setembro de 2024: Ano 6; outubro de 2024 a margo

de 2025: Ano 7). (c) Correlagdes de Spearman entre metais pesados e dados reprodutivos de Dermochelys coriacea de Povoagéo e Regéncia, ES, Brasil, ao longo dos anos do PMBA/Fest-UFES.

(a)

Parametro % de eclosao
(b) As r=-0,373***
Cd r=-0,557*** r=0,129**
Cu r=0,736***
Fe r=0,703*** =-0,235**
Hg r=-0,445***
Mn r=0,223***
Pb r=-0,427***
Zn r=0,505***

* p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001
(c)

Parametro As Cd Cr Cu Fe Hg
Numero de ovos nao eclodidos r=0,670** r=-0,563* r=0,303*
Numero de natimortos r=0,423** r=0,686** r=-0,237** r=0,565* r=-0,612*
% de eclosao r=-0,675** r=0,610*
Tempo de incubacéao r=0,275 r=0,348*

* p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001

O sucesso reprodutivo das tartarugas marinhas na foz do rio Doce ¢é influenciado por uma complexa combinagéo de fatores ambientais e poluicdo. Embora
elementos como temperatura, umidade, tipo de solo, inundagdes, salde da mae e gendtipo afetem o sucesso reprodutivo, nossos estudos revelaram que os
metais pesados, principalmente os ndo essenciais (arsénio, cadmio, mercurio e chumbo) tém um impacto negativo na eclosdo dos ovos das tartarugas-

cabegudas (Caretta caretta) e tartarugas-de-couro (Dermochelys coriacea).

As correlagdes negativas entre a concentragdo de metais ndo essenciais (As, Cd, Hg e Pb) nos ovos e natimortos e a taxa de eclosdo sugere um mecanismo
de toxicidade sobre o desenvolvimento embrionario. O aumento do tempo de incubagao associado a niveis elevados de cadmio (Caretta caretta), cromio e
chumbo (Dermochelys coriacea) e a correlagdo positiva entre os metais nao essenciais (As, Cd, Cr, Hg e Pb) e o niumero de ovos ndo eclodidos e natimortos
em D. coriacea corroboram essa hipotese. Por outro lado, a correlagdo positiva entre os metais essenciais (Cu, Fe, Mn, Zn) e a taxa de eclos&o indica a
importancia desses elementos para o metabolismo embrionério. A persisténcia das correlagdes sugere que a influéncia dos contaminantes nos paradmetros
reprodutivos das tartarugas ndo € um evento isolado ou uma coincidéncia. Pelo contrario, indica que existe uma relagéo continua e provavel causa-efeito entre
os niveis de contaminantes no ambiente ou nos tecidos das tartarugas e os dados reprodutivos. Essa observagéo consistente ao longo de varios anos reforca
a ideia de que a contaminagao € um problema crénico e persistente, impactando diretamente a saude reprodutiva da populagéao de tartarugas. Isso valida a
importancia de monitorar esses contaminantes como fatores criticos para a conservagédo da espécie. Mesmo que outros fatores ambientais (temperatura,

umidade etc.) também influenciem as taxas de eclos&o, os contaminantes aparecem como um componente significativo na equagéo da saude reprodutiva.

Apesar de as correlagbes observadas se manterem, € crucial reconhecer que a redugdo no numero amostral e a interrup¢ao da coleta de amostras de ovos
das tartarugas-de-couro no Ano 7 comprometem a confiabilidade e a capacidade de generalizagdo dos resultados. Essa diminuigdo amostral pode mascarar
variagdes sutis, porém importantes, na reproducao das tartarugas, dificultando a detec¢do de tendéncias reais de melhora ou piora ao longo do tempo. Por
exemplo, se houver uma diminuicdo sutil, mas importante, em um dado reprodutivo devido a poluigao, uma amostra menor pode nao ser suficiente para

identificar essa diferengca como estatisticamente significativa.
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4 INTEGRAGAO COM A FUNDAGAO PROJETO TAMAR (FPT)

Inferéncia da presenca de fémeas de tartarugas-de-couro ndo amostradas a partir dos dados genéticos
de filhotes

No Ano 6 (2023/24), assim como no Ano 4 (2021/22), as analises genéticas revelaram que uma fémea

de tartaruga-de-couro coletada sem marcas em Povoagcéo (em parceria com a FUNDACAO PROJETO
TAMAR) era a mesma de uma coleta anterior realizada no Ano 1 (2018/19) do PMBA/Fest-UFES. A
continuidade do monitoramento vem evidenciando que o registro de fémeas da espécie sem marcas,
mas previamente amostradas, ndo € um evento isolado. Esse fendmeno sugere que a perda de marcas
pode ser comuns entre as tartarugas-de-couro no ES, o que pode gerar um viés nas estimativas
populacionais (RRDM-RT39D, 2022). Além disso, um episédio ocorrido no Ano 5 (2022/23), no qual foi
possivel identificar geneticamente e incluir nas analises um filhote natimorto que ndo possuia
parentesco com as fémeas ja registradas, contribuiu para melhorar as estimativas de diversidade
genética de uma populagdo com numero reduzido de individuos. Entre os individuos analisados no ano
7, por exemplo, 53,3% eram filhotes provenientes de ninhos de fémeas ndo amostradas, identificadas
pelo DNA dos filhotes. Nesse mesmo ano, as anadlises de parentesco revelaram que uma fémea
encontrada morta encalhada sem marcas de inconel em Comboios (Aracruz) havia desovado pelo
menos duas vezes na mesma regido, pois filhotes de dois ninhos distintos foram identificados como
seus descendentes (Figura 7). Desse modo, a genética € a melhor ferramenta para desvendar a
correspondéncia entre descendentes de ninhos sem registro das fémeas com suas respectivas
genitoras. Todos esses fatos em conjunto destacam a relevincia do uso de metodologias
complementares, como a coleta e analise genética de natimortos de ninhos sem registro das fémeas,
captura, marcagdo e recaptura, bem como as analises genéticas de todas as fémeas flagradas,
encalhadas e os PIT tags. Essas abordagens sao essenciais para solucionar questdes criticas de
biologia e de conservagdo, como o tamanho populacional (tamanho censo) e comportamento
reprodutivo, especialmente em uma espécie que enfrenta alto risco de extingdo, como a tartaruga-de-

couro.
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Figura 7: Exemplo da importancia das analises genéticas para desvendar a correspondéncia entre descendentes de ninhos
sem registro das fémeas com suas respectivas genitoras. O perfil genético de uma fémea de tartaruga-de-couro (Dermochelys
coriacea) encontrada morta sem marcas de inconel em Comboios (Aracruz) foi comparado com os genotipos de filhotes de
varios ninhos “6rfaos” diferentes. As analises dos gendtipos dos microssatélites da fémea (171/183, 177/205, 250/270 e
257/261) e de dois filhotes de diferentes ninhos indicaram que ambos os filhotes compartilham pelo menos um alelo de cada
marcador (Filhote 1: 177, 183, 250 e 261 e Filhote 2: 177, 171 ou 183, 261 e 270) com a fémea encontrada encalhada,
revelando que ela conseguiu desovar ao menos duas vezes antes de morrer. Esse achado demonstra como a genética permite

ampliar o conhecimento sobre o tamanho e a dindmica populacional das espécies.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS SOBRE OS ANOS DE MONITORAMENTO ACERCA DOS
INDICADORES OBSERVADOS E O AMBIENTE MONITORADO

Durante o PMBA/Fest-UFES, foram realizadas analises genéticas e avaliagbes de saude das
populagdes de tartarugas marinhas C. caretta (tartaruga-cabecuda), C. mydas (tartaruga-verde) e D.
coriacea (tartaruga-de-couro), comparando areas impactadas no Espirito Santo com areas controle na
Bahia. O periodo monitorado ocorreu entre setembro de 2018 a margo de 2025 (PMBA, FEST-RT51-

RSE2025), com excec¢édo das areas controle da Bahia no ultimo periodo de coleta.

Os dados indicam que as populagdes de tartarugas marinhas do ES ja eram historicamente fragilizadas
antes do rompimento da barragem, devido aos gargalos populacionais antigos e/ou recentes e a perda
de diversidade genética (Figuras 1B, 1E, 2B, 2E, 3B e 3E). Esses fatores aumentaram a vulnerabilidade
genética e comprometeram a saude dessas populagdes, reduzindo a capacidade adaptativa frente as
perturbagdes ambientais antropicas. O rompimento da barragem do Fundao trouxe novos desafios
ambientais, que o monitoramento permitiu identificar e compreender em curto e médio prazos
(FRANCO et al. 2024). Dado o ciclo de vida longo das tartarugas marinhas, os impactos de eventos
ambientais na genética da populagdo podem levar décadas para se manifestar plenamente, reforgando
a importancia do monitoramento continuo. Popula¢gdes podem crescer em nimero (tamanho censo) e
se recuperar aparentemente de um impacto ambiental, mas somente um monitoramento genético
revela se ha perda de diversidade e fragilidade genética. Por exemplo, a estimativa do tamanho efetivo
populacional (Ne), pode ser substancialmente menor que o tamanho censo, indicando que o aumento
numérico ndo necessariamente reflete um aumento correspondente na diversidade genética
(DIERICKX et al., 2015). Ou seja, pode indicar que poucos individuos estariam realmente contribuindo
para a proxima geragao, revelando uma baixa diversidade genética mesmo em populagdes mais

numerosas. A dindmica ambiental da foz do rio Doce, com sua alta energia e constante ressuspenséao
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de sedimentos contaminados com MLD, expde continuamente as tartarugas marinhas a poluentes. As
tartarugas-verdes juvenis que se alimentam nessa area demonstraram ser particularmente vulneraveis.
Sua permanéncia prolongada em locais impactados resulta em exposigédo crbnica, evidenciada nao
apenas pelas altas concentracbes de metais como cromo e cobre detectadas no sétimo ano de
monitoramento, mas também pela alta prevaléncia de fibropapilomatose e ectoparasitismo, indicando
um problema de saude significativo nessa populagédo. Apesar das tartarugas-cabegudas passarem
menos tempo nas areas de desova (cerca de trés meses anuais), elas também apresentaram elevadas
concentragdes de metais como cromo, mercurio, ferro e chumbo no plasma e um aumento significativo
na prevaléncia de ectoparasitas, lesbes oculares e fibropapilomas. Tal fato sugere um
comprometimento generalizado da saude dos animais, diretamente relacionado a contaminagao
ambiental. Além da transferéncia desses contaminantes da mae para o ovo (transferéncia materna), a
exposicao direta dos ovos ao MLD nos ninhos por aproximadamente 60 dias durante o desenvolvimento
embrionério, um estagio extremamente sensivel, pode causar efeitos disruptivos que se manifestam
mesmo apos a eclosdo. Em ambas as espécies e areas, a exposicdo ao MLD esta afetando
negativamente a salde das tartarugas marinhas, com consequéncias diretas para a sobrevivéncia e a

reprodugao dessas espécies vulneraveis.

Ao longo dos anos de monitoramento do PMBA/Fest-UFES, foi detectada nas popula¢des de tartarugas
marinhas (C. caretta, C. mydas e D. coriacea) na area impactada pelo rompimento da barragem de
Fundao uma reducgéo significativa na diversidade genética, com perda de linhagens genéticas unicas,
podendo culminar em uma menor capacidade de recuperagdo. Esse cenario de baixa diversidade
genética é agravado pelo comportamento filopatrico das fémeas, que acaba limitando o fluxo génico, e
pela homogeneizagdo genética, principalmente para a tartaruga-de-couro, dificultando a recuperagao
dessas espécies na regido afetada. As analises genéticas também permitiram identificar, a partir dos
dados genéticos de filhotes natimortos, fémeas de tartarugas-de-couro n&o flagradas e contribuiram
para estimativas mais precisas do tamanho populacional. Considerando que a tartaruga-de-couro ja
esta classificada como “criticamente em perigo” (BRASIL, 2022), os resultados encontrados reforgam
que essa populagao encontra-se em situagao critica de ameaca, o que torna essencial a implementacao
de estratégias de conservacao em relagéo a essa espécie. Com base nesses achados, é evidente que
as populagbes de tartarugas marinhas nas areas afetadas possuem menor resiliéncia frente as
transformagbes ambientais e foram impactadas em diferentes niveis (individual e populacional) e
estagios de vida (ovos, recém-nascidos, juvenis e adultos) (MIGUEL et al. 2022a; 2022b; VARGAS et
al. 2022; LUDWIG et al. 2023; MIGUEL et al. 2023; FRANCO et al. 2024). Ainda, é importante destacar
que a descontinuidade da area controle (Bahia) a partir do sétimo ano compromete a possibilidade de
comparagdo entre areas impactadas e nado impactadas, enfraquecendo a capacidade de avaliar
possiveis mudancgas ao longo do tempo. Sem essa referéncia, interpretagées mais amplas sobre os
efeitos do rompimento da barragem na saude, genética e reproducdo ficam limitadas. Além disso, a
reducdo na representatividade amostral impacta diretamente a robustez e a capacidade de
generalizagdo dos resultados obtidos. Especificamente, a diminuicdo do numero de individuos
amostrados de 60 para 45 para tartarugas-cabegudas (C. caretta) e de 45 para 15 para as analises de

saude das tartarugas-de-couro (D. coriacea) limita a deteccédo de alteragbes sutis nos paradmetros

Relatério Semestral de Evolugéo 2025 - PMBA/Fest-UFES 31



ra FEST

Fundagio Espirito-santense de Tecnologia

analisados. A deterioracdo da qualidade ambiental nas areas impactadas compromete tanto a saude
quanto a genética dessas tartarugas, tornando-as ainda mais suscetiveis a ameacgas e diminuindo sua
capacidade adaptativa diante dos recentes impactos ambientais. Esse cenario refor¢ga a urgéncia na
implementacdo de estratégias de conservacgdo especificas para mitigar os impactos e promover a

recuperacao dessas populagoes.

6 ITENS PREVISTOS E NAO REALIZADOS: JUSTIFICATIVAS

Todos os itens previstos foram realizados.
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