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Metodologia Anexo 7 Dulcicola
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1 METODOLOGIA

1.1 AREA DE ESTUDOS

Durante o Ano 1 do PMBA/Fest/RRDM (outubro de 2018 a setembro de 2019), foram realizadas
amostragens mensais em cinco pontos na calha do Rio Doce na porcéo capixaba, nos lagos do Oleo e
Limdo e no corrego Palmas, que drena a lagoa Palminhas (Erro! Fonte de referéncia nao
encontrada.), conforme indicados no Termo de Referéncia 4 para o Programa de Monitoramento da
Biodiversidade Aquatica, Clausula 165 (TR4). Durante o Ano 2 de monitoramento, as amostragens
continuaram sendo mensais (tendo a concordancia da CT-Bio e Fundag¢do Renova conforme Nota
Técnica n°® 15/2020/CTBio/DIBIO/GABIN) e compreenderam o periodo entre novembro de 2019 e
fevereiro de 2020, quando as atividades de campo foram suspensas deviso a pandemia de
SARS _COV-2. A malha de amostragens do Ano 2 sofreu algumas alteracdes, aprovadas pela
Fundacdo Renova e CT-BIO. Essas alteragbes visaram uma caracterizacdo melhor de habitats
potencialmente diferentes aos da calha do Rio Doce. Foram adicionados dois pontos: P09 no cérrego
Sao Pedro Frio, com caracteristicas de coérregos de pequeno porte e ndo afetados pelo rejeito de
minério e 0 P10 Lagoa das Palmas. Na calha, dois pontos foram realocados: P01 foi transferido para o
reservatério de Mascarenhas (P01B) para compreender melhor o efeito do reservatério na assembleia
de peixes e macroinvertebrados do Baixo Rio Doce; finalmente, o P08 da calha, foi transferido para um
ponto préximo & sua montante, em razéo de condi¢gbes melhores de acesso (Tabela 1; Figura 1). Na
Figura 2 sdo apresentados registros fotograficos de cada ponto amostrado. Banco de registros
fotograficos das campanhas podem ser visualizados pelo link: https://www.dropbox.com/work/07-
ICTIOFAUNA_DULCICOLA/02-ECOLOGIA/FOTOS%20(1).

Tabela 1: Identificacao dos pontos de amostragem de ictiofauna e macroinvertebrados durante Ano 1 e Ano 2 do
PMBA. A identifica¢&o e localizagcdo dos pontos segue o TR 4 para o PMBA/Fest-RRDM. X e Y representam

coordenadas UTM, zona 24 S, Sirgas 2000. Macroinvertebrados foram amostrados apenas no Ano 2.

Ponto Estado Municipio Localidade X Y
PO1* ES Baixo Guandu Rio Doce 306240 7841208
P02 ES Marilandia Rio Doce 348378 7839577
P03 ES Linhares Rio Doce 376384 7849263
P04 ES Linhares Rio Doce 402605 7849080
P05 ES Colatina Lagoa do Limao 355148 7837322
P06 ES Marilandia Lagoa do Oleo 348731 7839743
P07 ES Linhares Ribeirdo Palmas 377545 7850618
PO8* ES Colatina Rio Doce 318993 7840030
P0O9** ES Colatina Cérrego Sao Pedro Frio 309975 7853420
P10** ES Linhares Lagoa das Palmas 369855 7848788
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P0O1B** ES Baixo Guandu Rio Doce na barragem de Mascarenhas 289743 7841597

PO8B** ES Colatina Rio Doce 318993 7840030

* Coletas realizadas apenas no Ano 1

** Coletas realizadas apenas no Ano 2

Figura 1: Area de Estudo e localizag&o dos pontos amostrados pelo Anexo 7 Ictiofauna Dulcicola e Macroinvertebrados.
Consultar Tabela 1 para identificagédo dos locais de amostragem: Circulos vermelhos representa pontos de coleta na calha do
Rio Doce, amarelos representam os corregos e azuis as lagoas. A identificagdo e localizag&do dos pontos segue TR 4 para o
PMBA/Fest-RRDM, Clausula 165.
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Figura 2: Fotos dos pontos de amostragens da ictiofauna dulcicola e macroinvertebrados. Ver Tabela 1 para idenditicagdo dos
pontos e localizagdo dos mesmos.
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Figura 2: Continuagéo.
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1.2 COLETA DE ICTIOFAUNA

A coleta da ictiofauna foi realizada utilizando-se o esforco amostral de nove redes de espera de
diferentes malhas (3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, e 14 mm entre nos opostos) que foram colocadas as 16hs e
retiradas as 20h (quatro horas de exposi¢do). Adicionalmente, 10 passadas com rede de arrasto e 46
lances de tarrafa também foram realizados em cada ponto. Em todos os pontos foram aplicadas as
mesmas metodologias e com 0 mesmo esforco amostral, sempre tentando maximizar as amostragens
em todos os ambientes de cada ponto de coleta. Apenas no ponto 09, as coletas foram realizadas com
pesca elétrica (Smith-Root backpack electrofisher - LR-24 Electrofisher) num trecho de 150 m e com
um esfor¢o de 1 hora. Conforme definido em reuniéo realizada em julho de 2018, com representantes
do PMBA/Fest-RRDM, da Renova e do CT-BIO, a exposi¢éo das redes foi de aproximadamente 4 horas
(16 as 20 horas), para garantir a qualidade e quantidade de peixes amostrados para anélises genéticas
e de contetdo estomacal. Nos lagos e lagoas, a predacdo por piranhas aumenta com o tempo de
exposicdo das redes. Cabe ressaltar que o menor tempo de exposi¢do das redes garantiu a qualidade
dos resultados genéticos, de dieta e de determinacdo do estagio de maturacdo gonadal, evitando
também a mortandade de espécimes. Comparando a riqueza e abundancia da ictiofauna das coletas
da PMBA/Fest-RRDM e as coletas realizadas pela Econservation (com 12 h de exposi¢do), observa-se
que a RRDM teve uma maior riqueza e abundéancia de espécies. Por exemplo, o ponto 20-A20 da
Econservation localizado na calha do Rio Doce em Linhares identificou uma riqueza de seis espécies
de peixes e abundéancia total de oito individuos coletados em novembro de 2017, enquanto o ponto P04
da RRDM, também localizado na calha do Rio Doce em Linhares e no mesmo periodo de amostragem
(novembro/2019), identificou oito espécies e 12 individuos. Comparando as riquezas e abundéancias
para a lagoa do Limao essa tendéncia de maior captura pela RRDM se manteve, foram registradas
quatro espécies e cinco individuos nas amostragens da Econservation (ponto 18-N18, novembro de

2017) e sete espécies e 23 individuos nas amostragens da RRDM (P05, novembro de 2019).

ApOs a coleta, ainda no campo, todos os peixes foram anestesiados com eugenol e fixados em solugao
de formalina 10% ou alcool etilico 100%. No laborat6rio os espécimes foram triados, identificados e
submetidos a analises biométricas. O estbmago e as gbnadas dos espécimes foram retirados e
armazenados em &lcool etilico 70% para analises estomacais e de desenvolvimento gonadal. Todos
0s espécimes tiveram tecido muscular amostrado para estudos de cunho molecular e foram
transferidos, em solucdo de alcool etilico 70%, para depdsito na colecdo ictiolégica do Museu de

Zoologia Jodo Moojen, na Universidade Federal de Vicosa - UFV (Material Suplementar — A7DS1).

A caracteriza¢do da ictiofauna, apresentada neste relat6rio, compreende uma atualiza¢éo do contetido
apresentado no relatdrio Anual do Ano 1, e complementagao com espécies que foram coletadas apenas
no Ano 2 de monitoramento, assim como analises com tendéncias de ocorréncia ou declinio
consideradas como relevantes e uma relagao provisoria de espécies consideradas “tolerantes” e

“intolerantes” as condicdes preponderantes na Area Ambiental .
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mVORP), turbidez, salinidade, oxigénio dissolvido (OD% e ppmDOQO) e condutividade (uS/cm e pS/cm?),

utilizando uma sonda multipardmetro (Hanna - HI9829).

1.3 COLETA DE MACROINVERTEBRADOS

As coletas de macroinvertebrados estavam programadas para serem realizadas trimestralmente sendo
iniciadas em dezembro de 2019. No entanto, em virtude da suspenséo das atividades de campo devido
a pandemia da Covid, apenas uma coleta foi realizada na campanha de dezembro de 2019. As
amostragens de macroinvertebrados foram realizadas nos mesmos pontos da coleta de ictiofauna do
Ano 2. Em cada ponto anostral foram coletadas no minimo trés amostras de sedimento sempre
tentando abranger o maior nimero de habitats possiveis. Para a coleta foi utilizado um amostrador do
tipo draga de Petersen (0,0682 m2) e Eckman (0,0225 m2 de area). As amostras coletadas foram
colocadas em sacos plasticos e foram fixadas em campo com solugdo de formalina a 4% e conduzidas
ao laboratério. No laboratério, as amostras foram lavadas sobre peneiras de 0,250 a 0,500mm de
malha, e triadas com auxilio de microscépio estereoscépico. Os macroinvertebrados benténicos foram
identificados ao menor nivel taxonémico quando possivel utilizando-se de manuais de identificacédo
(MERRITT; CUMMINS, 1996; COSTA et al., 2006; MUGNAI et al., 2010; HAMADA et al., 2014). Com
os dados da composicdo das comunidades foram calculados a riqueza, densidade, composicédo em
grupos tréficos funcionais (GTF) e abundancia relativa dos grupos mais representativos. Os exemplares
foram identificados e etiquetados segundo as recomendacdes de Franca e Callisto (2007) e serdo
depositados em Colecao de Macroinvertebrados Bentdnicos do Laboratério de Sistematica Molecular
Beagle/UFV.

Junto com a coleta de macroinvertebrados, foi realizada uma classificacdo da integridade ambiental
por meio de uma caracterizacdo rdpida de habitats dos ambientes léticos. Para isso, foi aplicado o
protocolo de caracterizagao habitats fisicos de bacias hidrogréaficas proposto por Callisto et al. (2002).
Este protocolo avalia um conjunto de parametros (22 parametros) em categorias descritas tais como:
tipo de fundo, cobertura vegetal no leito dos rios e outros, em que sao atribuidos valores (pontos) para
diferentes condicdes destes parametros. O valor final do protocolo (que varia de 0 a 100 pontos) &
obtido a partir do somatorio dos valores atribuidos a cada parametro independentes e as pontuacdes
finais refletem o nivel de preservacéo das condi¢des ecologicas dos pontos amostrados, onde de 0 a

40 pontos representam trechos impactados; 41 a 60 pontos representam trechos alterados; acima de

61 pontos, trechos minimamente alterados a natural (Quadro 1).

Além da caracterizacdo dos habitats, variaveis fisico-quimicas de qualidade de agua (pH, temperatura
°C, condutividade elétrica uS/cm, oxigénio dissolvido e turbidez NTU) foram mensuradas na coluna
d’agua dos pontos amostrais de macroinvertebrados com auxilio de sonda multiparametro (Hanna -

H19829). Os valores obtidos foram comparados aos limites estabelecidos pela Resolugdo CONAMA
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357/2005 para agua de classe 2 que sdo aguas que podem ser destinadas para: a) ao abastecimento
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para consumo humano, apés tratamento convencional; b) a prote¢do das comunidades aquéticas; c)
recreacdo de contato primario; d) irrigagdo de hortalicas e outros com os quais o publico possa ter
contato direto; e e) a aquicultura e a atividade de pesca. Na auséncia de valores de referéncia para os
pardmetros de condutividade elétrica e temperatura na Resolucdo CONAMA 357/2005, foram

considerados os valores de referéncia da CETESB/2016.

Para avaliar a qualidade das aguas dos pontos de amostragem foi utilizado o indice multimétrico
bentdnico de Ferreira et al. (2011). Este indice avalia a qualidade dos ambientes de acordo com as
pontuacdes atribuidas a métricas bidticas com base nas propor¢Ses de organismos sensiveis e
tolerantes aos impactos. O indice € composto de seis métricas biodticas: Riqueza de familias, %
Oligochaeta, % Chironomidae + Oligochaeta (%CHOL), % Ephemeroptera, Plecoptera e Trichoptera
(%EPT), % coletores-catadores e BMWP-CETEC - Biological Monitoring Working Party. Foram
atribuidos escores (5, 3 e 1) a cada métrica para o estabelecimento dos limites das classes de qualidade
de agua (Quadro 1). Os limites foram calculados pela agregacédo dos escores de cada métrica e
determinados pelos valores minimos e maximos no intervalo de 6 a 30. O valor da agregac¢éo das
métricas foi dividido para o estabelecimento das classes de qualidade de agua: 6-12 condicdo de
qualidade de agua ruim; 13-18 qualidade regular; 19-24 qualidade boa e 25-30 qualidade muito boa.

Quadro 1: Intervalo dos escores das métricas do indice Biético Bentonico.

Escores
Métricas
5 3 1

Riqueza 29 8-6 5<
% Oligochaeta <5 6-46 247 <97
% CHOL <73 74-86 =87 <100

% EPT 26 5-3 <2
%Coletores — catadores <64 65-83 284<99

BMWP-CETEC = 36 35-18 <17

1.4 ANALISE DE DADOS

1.4.1 Composicdo de estrutura da comunidade de ictiofauna.

Estimativas de riqueza total foram modeladas por meio de curva do coletor considerando os seguintes
estimadores: Jackknife 1 e 2, Chao 1 e 2, ACE e ICE, e Bootstrap (COLWELL; CODDINGTON, 1994).
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J&, para a descricdo da comunidade foram apresentados os seguintes indices: abundancia relativa das
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espécies, em nimero e peso (MAGURRAN, 1988); indice de Diversidade de Shannon-Wiener, com
intervalos de confianca obtidos por meio da aplicacdo de procedimento 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; coeficientes de
similaridade/dissimilaridade, como os de Bray-Curtis, Sorensen, Morisita-Horn e Jaccard, para
comparacao entre localidades e ciclos de monitoramento (MAGURRAN, 1988); Indice de Dominéancia
(MCNAUGHTON, 1968).

Para avaliar a influéncia das caracteristicas ambientais sobre a distribuicdo das espécies foi realizada

uma analise de correspondéncia candnica (CCA).

1.4.2 Estrutura e dindmica das popula¢des de ictiofauna

A analise dos resultados obtidos pelo PMBA/Fest-RRDM incluiu aspectos histéricos desta regido,
considerando as informacfes de ocorréncia das espécies, em estudos anteriores e posteriores ao
rompimento da barragem de Funddo em 2015. Para tal, foram utilizados cinco bancos de dados: 1)
Dados publicados sobre a UHE Mascarenhas (CTA, 2009); 2) Listagem das espécies do Baixo Rio
Doce (VIEIRA, 2010); 3) Relatério Econservation- Renova; 4) Dados obtidos pelo Convénio UFV-
Renova (2019) no Rio Doce e finalmente, 5) SpeciesLink (CRIA, 2020; http://splink.cria.org.br/).

A classificagdo taxondmica, a distribuicdo geogréfica e informacdes de habitat seguiram Fricke et al.
(2020). Além das espécies de agua doce obrigatérias (sensu MYERS, 1938) foram incluidos dados de

espécies estuarinas e marinhas, e espécies que ocorrem em lagoas e lagos.

1.4.3 Ecologia Troéfica

Todas as espécies coletadas, exceto o espécime diminuto de Microcambeva jucuensis, tiveram seus
contelidos estomacais analisados, visando ter uma abordagem mais ampla possivel sobre a estrutura
trofica nos locais amostrados.

Os itens alimentares foram analisados até o menor nivel taxonémico possivel, utilizando diversas
chaves de identificacdo (MERRITT; CUMMINS, 1996; COSTA et al., 2006; MUGNAI et al., 2010). A
guantificacdo dos itens alimentares foi feita seguindo o método volumétrico (HELLAWELL; ABEL, 1971;
HYSLOP, 1980) e ap6s a quantificagao, calculou-se a porcentagem de contribuicdo alimentar de cada

item.

O indice de Importancia Alimentar (IAl - conforme consta no TR4) n&o foi utilizado como método de
andlise estomacal. A literatura aponta que o método volumétrico vem sendo bem empregado e que a
conclusdo geral utilizando volume (%V) é muito similar ao resultado obtido com o 1Al (HAHN;
DELARIVA, 2003; SILVEIRA et al., 2020). Além disso, o IAl era mais utilizado para situacdes em que

10
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ndo havia o emprego de andlises estatisticas, pois quando dessas analises o dado passa por outras
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transformag6es mais adequadas.

Para identificar se as espécies nativas e introduzidas que consumiram os mesmos itens alimentares
em cada ambiente amostrado (calha do rio, lagoa e corrego) e em cada grupo trofico (apenas para
espécies que ocorrem na calha do rio), foi realizado uma andlise de Escalonamento Multidimensional
Nao Métrico (NMDS), utilizando o indice de Bray-Curtis como medida de similaridade entre a dieta das

espécies.

1.4.4 Biologia Reprodutiva

A avaliacdo da biologia reprodutiva foi realizada nas espécies mais abundantes. As espécies de
interesse comercial Sardinha Lycengraulis grossidens e o Cascudo-abacaxi Pterygoplichthys pardalis
apresentaram um N amostral insuficiente para avaliagdo histolégica e de tamanho de primeira

maturacéo.

Individuos das espécies selecionadas tiveram suas gbnadas retiradas, pesadas (g) e identificadas
quanto ao sexo e o estaddio de desenvolvimento gonadal (VAZZOLLER, 1996). A relacdo peso-
comprimento das gonadas foi determinada pela equacdo W = a L?, onde W é o peso total (g), L o
comprimento total (mm), a corresponde ao intercepto (coeficiente de crescimento inicial ou fator de
condicao) e b representa o coeficiente alométrico (coeficiente de crescimento ou taxa de crescimento
relativa do peixe) (LE CREN, 1951; JOBLING, 2002). A propor¢éo sexual entre macho e fémea (M:F),
foi calculada de acordo com o numero total de machos dividido pelo niumero total de fémeas
(VAZZOLLER, 1996).

No Ano 1, a avaliagdo dos estigios de desenvolvimento gonadal foi realizada com base nas
classificages macroscopica e microscopica, seguindo a metodologia proposta por Vazzoler (1996),
conforme consta no TR4. Apés avaliacdo macroscopica, fragmentos das gbnadas foram desidratados
em série crescente de etanol (70, 80, 90 e 100%) e embebidos em metacrilato (Historesin, Leica
Microsystems, Nussloch, Germany). Seccdes semi-seriadas de 3 um foram obtidas em micrétomo
rotativo (Leica RM2255), para se obter o intervalo de no minimo 40 um entre os cortes e as laminas
obtidas foram coradas com azul de toluidina com borato de sédio 1%. As laminas foram fotografadas
em fotomicroscépio 6ptico Olympus BX53, acoplado a camera Olympus DP73 utilizando o software
CellSens Imaging.

Também foram determinadas a relagdo gonadossomatica (RGS), o indice Gonadal (IG) e a variacio
temporal da RGS. A relagdo gonadossomética € uma relacao entre o peso da gbnada e o peso do
individuo e pode ser expressa por: RGS1= Wo/Wt x 100. Onde Wo = peso das gonadas; Wt = peso
total. Ja& o indice gonadal, ao fazer essa relacdo de peso da gbnada e peso do individuo, utiliza o
coeficiente linear da relagdo peso comprimento (VAZZOLLER, 1996). O "indice" gonadal, também

denominado fator de condi¢@o gonadal, € expresso por: IG= Wo/Ltb, onde Wo = peso das gonadas; Lt

11
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= comprimento total. b = coeficiente angular da regresséo Wt/Lt (VAZZOLLER et al., 1989). Os calculos
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do fator de condigéo sob a influéncia do peso das gbnadas (K) e sem o peso das gonadas (K’) e fator
de condig&o gonadal (AK) foram efetuados conforme Vazzoller (1981, 1996): K = Wt/ Lsb ; K’ = Wc/Lsb
; onde, Wc = Wt-Wg; Wt, peso total (g); Wc, peso total menos o peso da génada; Ls, comprimento total
(mm); Wg, peso da gbnada; Wt, peso total do peixe; b, coeficiente de alometria obtido através da
relacdo peso-comprimento; AK=K-K’. O periodo reprodutivo foi estabelecido por meio da analise mensal
do fator de condicdo, comparando os com a curva de maturacdo, com base na variacdo mensal do
indice gonadossomatico médio. O aumento dos valores do IG é relacionado com a variacdo do fator de
condicdo para determinar o periodo reprodutivo, periodo esse em que ocorre maior investimento nas

gbnadas.

145 Avaliacdo Genética

As amostras dos tecidos de peixes coletados no Ano 1 e Ano 2, além de amostras disponiveis na
colegéo zoolbdgica da Universidade Federal de Vicosa, foram enviadas ao Laboratorio de Evolugdo e
Genética Animal - LEGAL da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), onde foram organizadas

para as abordagens dos estudos genéticos.
Genética de populagbes

Visando a realizagdo do monitoramento genético-populacional, foram selecionadas previamente 18
espécies de familias diferentes, potencialmente mais abundantes, migradoras e ndo migradoras. Para
cada uma das espécies selecionadas, 30 ou mais amostras foram coletadas em oito pontos amostrais
no baixo rio Doce, no Ano 1 e Ano 2. Entretanto, somente sete dessas espécies tiveram nimero
amostral suficiente por ponto para a realizacao de analises genético-populacionais, para as quais foram
desenvolvidos e genotipados marcadores moleculares microssatélites especificos, além de terem sido
sequenciados os genes mitocondriais Citocromo ¢ oxidase subunidade | (COI) e Citocromo b (Cytb),

bem como os genes nucleares Myh6 e Glyt.

Foram desenvolvidos 20 loci de microssatélites para Astyanax lacustris, Deuterodon intermedius,
Geophagus brasiliensis, Pachyurus adspersus, Hoplias malabaricus, Knodus moenkhausii e Poecilia
vivipara, dos quais os 10 mais polimorficos foram selecionados. Esses primers foram desenhados a
partir de dados obtidos através de Sequenciamento de Nova Geragado, onde um individuo de cada
espécie alvo foi incluido para a construgcéo de uma biblioteca genémica seguindo o protocolo disponivel
no sitio eletrénico https://github.com/legalLab. Para Poecilia vivipara, os microssatélites foram filtrados
a partir do genoma de Poecilia reticulata, que esta depositado no GenBank (banco de dados genéticos
publico). A filtragem e o desenho de primers heterélogos a partir do genoma de referencia foram feitos
utilizando o pipeline do programa MISA (BEIER et al., 2017). Os fragmentos com tamanho entre 100 e
280 pb e que continham microssatélites, foram anotados incluindo as regides flanqueadoras dos

microssatélites candidatos.
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Dentre as caracteristicas desejadas, os loci microssatélites deveriam ser simples (ndo compostos), do
tipo dinucleotideos (com motivo de repeticdo de dois nucleotideos) e perfeitos (sem interrupgées).
Foram selecionados aleatoriamente 1000 loci de microssatélites perfeitos espalhados pelo genoma de
cada uma das espécies, de modo que deveriam conter, no minimo, 10 repeti¢cdes, uma vez que 0s loci
com maior nimero de repeticdes, em geral, sdo mais polimérficos, ou seja, mais informativos. No caso
de Poecilia vivipara, cujo genoma de referéncia estava disponivel, foram selecionados os 1000 loci de
microssatélites que melhor representavam todos os linkage groups do genoma, a fim de garantir uma
melhor representatividade deste. Com o intuito de selecionar os primers mais promissores dentre esse
conjunto de 1000 loci, os resultados dos desenhos iniciais foram utilizados para uma nova filtragem, de
acordo com as seguintes especificacdes: nimero minimo de repeticbes 15, nimero maximo de
repeticdes 25 e tamanho total do amplicon entre 195 e 235 bp; primers sem repeticdes e sem

homopolimeros, com temperatura de anelamento entre 59°C e 61°C e tamanho maximo de 21 bp.

Para Poecilia vivipara foram identificados, apés essa filtragem, 51 pares de primers, dos quais 30 pares
foram comprados. Para as demais espécies foram manufaturados 20 primers, os quais foram testados
guanto sua efetividade de amplificacao. Dentre estes, os 10 primers mais polimérficos e efetivos foram
utilizados na amplificacao de cada espécie separadamente. Em seguida, os produtos das amplificacdes
de cada microssatélite foram misturados formando um pool para cada individuo. Esses pools foram
purificados usando o método de purificacdo com PEG, a fim de eliminar os fragmentos pequenos e
restos de reagentes que pudessem consumir os adaptadores na etapa seguinte. Posteriormente, foi
feita a ligacdo dos adaptadores contendo as sequéncias identificadoras de cada individuo. Em cada
uma das extremidades dos fragmentos foram ligados dois tipos de adaptadores, o adaptador A (N =
20) e o0 adaptador P (N = 20), respectivamente, de modo que o nimero de combinacdes de sequéncias
identificadoras fosse correspondente ao numero de combinacbes possiveis entre os diferentes
adaptadores (N = 400). Assim, cada individuo recebeu uma combinacdo Unica de sequéncias

identificadoras.

Ap6s a ligacdo dos adaptadores, os pools de microssatélites por individuo foram purificados novamente
e misturados de forma equimolar para a formagdo das bibliotecas gendbmicas de cada espécie. As
bibliotecas entdo foram cortadas no Pippin Prep (Sage Science), a fim de selecionar somente os
fragmentos com tamanho ideal para processamento no sequenciador de Nova Geracdo (Next
Generation Sequencing - NGS) ION TORRENT PGM. Por fim, um novo pool contendo todas as
espécies foi formado para compor a biblioteca genémica final, sendo este aplicado em dois chips ION
PGM 318 (Life Tecnologies™), cada um com capacidade de gerar aproximadamente 10 milhdes de
leituras Unicas (reads). Portanto, os microssatélites de todas as espécies selecionadas para genética
de populacdes foram obtidos a partir de um Unico processamento de genotipagem por sequenciamento

(Genotype-by-Sequencing - GBS).
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Foi desenvolvido um pipeline que aplica métodos de bioinforméatica de processamento de dados
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genéticos para automatizar a “extracao” dos microssatélites obtidos através do NGS. Especificamente,
0 pipeline separa todas as leituras de cada espécie por meio dos primers especificos que foram
desenhados para cada uma delas, permitindo no maximo trés erros de leituras para cada sequéncia.
Em seguida, as leituras de cada individuo (reads) sdo demultiplexadas por meio da identificacdo da
sequéncia identificadora da espécie, permitindo, no maximo, dois erros de leitura para cada sequéncia.
As sequéncias barcode foram previamente inseridas nos adaptadores de cada espécie para permitir tal

demultiplexacado a posteriori, via processamento de bioinformatica.

Em seguida a individualizacdo das reads de cada individuo de cada espécie, foram filtrados somente
os loci que continham pelo menos 10 reads. Esse nimero minimo de réplicas permite escolher com
confiabilidade os alelos presentes na amostra, uma vez que algumas reads podem conter erros de
sequenciamento que causam variacdes no tamanho das sequéncias, ndo sendo essas de alelos
diferentes, mas sim artefatos do sequenciamento. Por esse motivo, quanto maior o himero de reads
de cada locus, maior a confiabilidade na estimativa dos alelos. Por fim, o pipeline calcula o tamanho
dos elementos repetitivos para cada alelo de cada locus e produz um histograma de densidade que

permite a identificacdo dos tamanhos de fragmentos mais frequentes que séo os alelos.

Semelhante ao método de genotipagem tradicional, os individuos que apresentam apenas um pico de
tamanho de fragmentos séo considerados homozigotos e aqueles com dois picos sdo considerados
heterozigotos, sendo os alelos determinados pelo tamanho médio dos fragmentos sequenciados. A
checagem dos alelos foi feita por meio de inspecéo visual nos graficos de densidade que mostram a
frequéncia de cada tamanho de fragmento gerado no sequenciamento. E importante destacar ainda
que, para Poecilia vivipara, foram utilizados os tamanhos dos fragmentos amplificados, porém para as
demais espécies foi acrescida uma etapa prévia, de remocdo da regido flanqueadora dos
microssatélites, de modo que os alelos passaram a ser determinados pelo tamanho do préprio
microssatélite. Esse procedimento foi realizado com o intuito de aumentar a precisdo na inferéncia dos
alelos, uma vez que as mutacdes ou erros de sequenciamento nas regides flanqueadoras poderiam
estar aumentando as incertezas na determinacé&o dos alelos. Por fim, o pipeline converte os dados para

os formatos de entrada nos programas das analises genético-populacionais.

A estrutura genética populacional de cada espécie e entre as populagfes locais foram medidas por
meio da Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) efetuada no programa Arlequin v.3.5 (Excoffier e
Lischer, 2010). A AMOVA mediu os niveis hierarquicos da distribuicdo da variabilidade genética e
permitiu estimar os indices de endogamia totais Fis, Fst e Fir. Também foi estimado, para cada espécie,
o Fst par a par entre todas as localidades, a fim de verificar o nivel de estrutura genética entre
populacdes locais nos diferentes pontos de coleta. Os niveis de endogamia também foram mensurados

para cada localidade com o intuito de verificar as populacdes locais possivelmente mais ameacadas.

Os testes de desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para cada locus foram realizados usando
uma abordagem bayesiana de cadeias de Markov para todos os loci de cada espécie no programa

Arlequin. Cada cadeia continha 1 milh&o de passos, com os resultados parciais sendo gravados a cada
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100 mil passos. Os testes de desequilibrio de ligagdo (linkage disequilibrium - LD) foram feitos com
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1023 permutacdes e os valores de significAncia foram determinados pelo teste exato de p e teste de

Chi-quadrado, considerando os respectivos graus de liberdade na comparacéo entre os diferentes loci.

Os principais indices de diversidade genética: numero de alelos, amplitude no tamanho dos alelos e
heterozigosidade esperada (He) foram estimados para cada locus de microssatélite, considerando
todas as populagfes, a fim de medir o grau de polimorfismo dos loci. Além disso, os indices de
diversidade: numero médio de alelos, amplitude média do tamanho dos alelos e diversidade génica,
foram estimados para cada populacéo local (ponto amostral), a fim de identificar quais pontos detém

maior diversidade genética e quais estdo mais vulneraveis do ponto de vista da conservacéo.

DNA Barcoding e diversidade filogenética

Para os estudos moleculares com DNA Barcoding foram sequenciadas amostras de até cinco
individuos de cada uma das espécies de peixe. Os DNAs gen6micos das amostras e os genes de
interesse foram amplificados, sequenciados, alinhados e editados como preparacdo para as anélises
genéticas subsequentes. Essa amostragem também foi utilizada para a realizagdo de uma analise
complementar, a estimativa do indice de diversidade filogenética. O intuito dessa analise é medir a
variagao temporal desse indice na comunidade de peixes do baixo Rio Doce e uséa-lo como proxy para

0 monitoramento dos efeitos genéticos sofridos pela ictiofauna da regido ao longo do tempo.

A regido barcode do gene mitocondrial COI foi amplificada usando a combinacdo dos iniciadores
COIFishF.2 (5-TTRTGGRGCTACAAICCICC-3) e COIFishR.1 (5-
TACTTCIGGGTGICCRAAGAAYCA-3’) (COLATRELI et al., 2012).

Antes de realizar as analises de barcoding foi checada a correta identificacdo taxonémica das amostras
através da Basic Local Alignment Search Tool (Blast) e da reanalise de caracteristicas morfologicas
externas dos espécimes.

Para determinar as relacfes filogenéticas entre as espécies e populagcBes de peixes coletados foi
utilizada a metodologia do DNA Barcoding (HEBERT et al., 2004) que usa o gene COI + arvore de
neighbor-joining + modelo evolutivo Kimura - 2 - par@metros. Entre os métodos que usam distancias
genéticas, o neighbor-joining € um dos mais usados, principalmente por causa da sua eficiéncia
computacional, especialmente quando a quantidade de sequéncias analisadas é muito grande. Este
método funciona em passos, minimizando a soma dos comprimentos dos ramos a cada passo do

processo de agregacao (“clusterizagado”) das sequéncias (KUMAR et al., 2008).

Para as analises de delimitagdo baseadas nos principios da coalescéncia, o banco de dados de
sequéncias foi reduzido a haplétipos UGnicos usando a funcdo  hapCollapse
(http://github.com/legallLab/protocols-scripts). Em seguida, foram geradas &arvores filogenéticas
ultramétricas no programa BEAST 2.5.1 (BOUCKAERT et al., 2014) sob o modelo de substituicdo de

nucleotideos TIM3 + G inferido como o0 melhor modelo de evolugdo molecular no programa JmodelTest

2.1.10 (POSADA, 2008). O relogio molecular utilizado foi o log normal relaxado néo correlacionado e o
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modelo evolutivo coalescente de tamanho populacional constante (seguindo MONAGHAN et al., 2009).
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Foram executadas trés corridas independentes de 20.000.000 de geragc6es de MCMC com arvores e
parametros amostrados a cada 2.000 gerac@es e, ap0Os verificar a convergéncia, as corridas foram
combinadas no LogCombiner 2.5.1 (RAMBAUT; DRUMMOND, 2018). A convergéncia dos parametros
e o tamanho efetivo da amostra (ESS> 200) foram verificados no Tracer 1.7 (RAMBAUT et al., 2018).
Uma arvore de méaxima credibilidade do clado foi obtida apés o burn-in de 1.000 arvores usando
TreeAnnotator (BOUCKAERT et al., 2014). Todas as andlises foram feitas no R v3.6.1. (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).

Foram utilizados quatro métodos de delimitacdo de espécies de um Unico locus utilizando as
sequéncias geradas neste projeto e as sequéncias do alto rio Doce provenientes do trabalho de SALES
et al. (2018). Os métodos de delimitacéo utilizados foram: (1) GMYC, o modelo coalescente geral de
Yule (FUJISAWA; BARRACLOUGH, 2013); (2) bGMYC, uma implementacdo bayesiana do GMYC
(REID; CARSTENS, 2012) e (3) minimo local (locMin), uma otimiza¢éo de limite de distancia e
abordagem de agrupamento do pacote de software spider_1.3-0 (BROWN et al., 2012). Todas as
analises foram realizadas no R v3.6.1. (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011). As metodologias
seguiram os padrdes preestabelecidos em Machado et al. (2018).

Para as andlises de filogenia de comunidades de peixes do Rio Doce foi selecionado uma sequéncia
de cada espécie previamente identificada. Os célculos foram realizados entre assembleias (por ano).
Foi realizada uma reconstrucdo filogenética por meio da andlise de Maxima Verossimilhanga no
programa RAxXML v.8.0 (STAMATAKIS, 2014) utilizando o modelo de substituicdo GTR + | + G,
selecionado via critério de informacado de Akaike implementado no programa JmodelTest 2.1.10
(POSADA, 2008). A arvore filogenética obtida no RaxML preservou os comprimentos dos ramos e foi
utilizada para o célculo da diversidade filogenética. A diversidade filogenética (Phylogenetic diversity-
PD) foi calculada de acordo com o modelo proposto por FAITH (1992), a qual é definida como o
comprimento total do ramo medido pela arvore, incluindo todas as espécies da assembleia. A funcéo
PD também retorna a riqueza de espécies (species richness- SR).

1.4.6 Composicdo de estrutura da comunidade de macroinvertebrados

No intuito de se analisar as diferencas nas composicées das assembleias de macroinvertebrados
amostradas nos diferentes ecossistemas aquaticos, foram calculados os indices de diversidade de
Shennon-Wiener (H’), Equitabilidade de Pielou (J°) e Dominancia de Simpson (Ds). O indice de Shannon
usado para quantificar a diversidade considera em sua base de calculo a riqueza e a dominancia das
espécies dando igual peso as espécies raras e as mais abundantes:

_ [NIn(N) = X7 n; In ()]
B N

!

Em que:
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H’= indice de Shannon-Wiener; n= nimero de individuos da i-ésima espécie; N= numero total de
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individuos amostrados; S= numero total de espécies amostradas (riqueza); In= logaritmo de base

neperiana.

A equitabilidade (ou equidade) de Pielou (J’) se refere a distribuicdo das espécies e a proporgao das
espécies em uma amostra:

I H’
S = H max
Em que:

J’= Equitabilidade de Pielou; H’= indice de diversidade de Shannon-Wiener; H max= In(S); S= nlimero

total de espécies amostradas (riqueza).

A dominéncia de Simpson (Ds) se refere a probabilidade de dois individuos, selecionados ao acaso na

amostra, pertencerem a mesma espécie e quanto maior o valor de (Ds), menor a diversidade da

comunidade:

Em que:

Ds= indice de dominancia de Simpson; n= nimero de individuos amostrados da i-ésima espécie; S=

numero total de espécies coletadas; N= nimero total de individuos amostrados.

Andlises de espécies indicadoras foi realizada com o intuito de verificar quais taxa sdo mais importantes
na diferenciagdo das composicbes das assembleias de macroinvertebrados das estagbes de
amostragens. Esta analise confere a cada taxon valores de indicagédo (IndVal), que variam de 0 a 100,
segundo a abundancia e a frequéncia relativa de cada um nos grupos definidos previamente, que nesse
caso serdo estaces amostrais e condi¢des ecoldgicas para os trechos de rios. Se, para um dado taxon,
os valores de indicacdo entre os grupos forem significativamente diferentes (p< 0,05 em um teste de
Monte Carlo com 10.000 iteracdes), entdo este taxon pode ser considerado como indicador de um dos

grupos. As analises foram realizadas utilizando software livre R.

Curva de acumulacao de espécie ou curva do coletor foi aplicada utilizando sete estimadores de riqueza
de espécies (Chao 1 e 2, Jackknife 1 e 2, Bootstrap, ACE e ICE) com o intuito de avaliar como a riqueza
de macroinvertebrados bentdnicos varia de acordo com o esfor¢go amostral. O nimero de taxa aumenta
com o aumento no niimero de amostras e quando a curva atinge a estabilizacéo, ou seja, quando nao
se observa aumento da riqueza com o aumento do esforgco amostral indicando que todas as espécies
foram amostradas. Os estimadores permitem estimar o nimero esperado de espécie em relacdo ao
observado em um conjunto de amostras. Além disso permite estimar um niimero minimo necessario
de amostras para a caracterizacdo de uma comunidade em um determinado ecossistema. O estimador
Bootstrap é o método de estimativa da riqueza que utiliza dados de todas a espécies coletadas para

estimar a riqueza total. O estimador Chao 1 determina o nimero absoluto em uma comunidade e é
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baseado no nimero de espécies raras dentro de uma amostra e requer a abundancia das espécies; 0
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estimador Chao 2 consiste numa modificagdo do Chao 1 para uso com dados de presenca/auséncia
levando em conta a distribuicdo das espécies entre as amostras; o estimador Jackknife se baseia na
ocorréncia de espécies e o nimero de amostras para estimar a riqueza total. O estimador ACE
(Abundance-based Coverage Estiamator) tem com foco na abundancia das espécies raras no qual
permite determinar os limites para os quais uma espécie seja considerada rara. Como consenso em
geral sdo consideradas espécies raras aquelas com abundancia entre 1 e 10 individuos. A riqueza pode
variar conforme aumente ou diminua o limiar de abundancia. O estimador ICE (Incidence-based
Coverage Estimator) diferente do ACE tem foco nas espécies infrequentes e assim permite determinar
os limites para os quais uma espécie seja considerada infrequente. Como consenso também sao
consideradas espécies infrequentes aquelas com incidéncia ente 1 e 10 individuos, embora exista
pesquisadores que considerem espécies infrequentes entre 1 a 20 individuos (SANTOS, 2003; CHAO;
CHIU, 2016; PROVETE et al., 2011).

Foi realizada uma ordenacéo do tipo NMDS (“non-metric multidimensional scaling”), utilizando o indice
de distancia de Bray-Curtis. Essa analise apresenta em um plano bidimensional todas as estacdes
amostradas, nas diferentes campanhas amostrais, posicionando-as segundo a similaridade entre elas.
Em seguida foi realizada uma analise de similaridade (ANOSIM), também utilizando a distancia de
Bray-Curtis, no sentido de verificar estatisticamente se 0s grupos observados visualmente pela NMDS
foram de fato heterogéneos entre si com relagdo a composicdo taxondmica. Nesta andlise a
dissimilaridade média existente entre as amostras de dentro dos grupos € subtraida da dissimilaridade
média existente entre as amostras dos diferentes grupos (Valor R). Os valores R variam entre -1
(similaridade total entre os grupos) e 1 (dissimilaridade total entre os grupos). Um valor R igual ou
proximo a zero indica uma distribuicdo aleatéria dos tdxons entre 0s grupos, ou seja, que 0S grupos
ndo possuem identidade com relagdo a composicao taxondmica. Um processo de aleatorizacéo de
todas as amostras (teste de Monte Carlo, 10.000 iteracdes) foi realizado para avaliar a validade dos
valores de R observados. Um valor p > 0,05 (mais que 5% das iteracdes aleatorias gerando valores
iguais ou maiores que o R observado) indica que o valor de R observado poderia ter sido obtido ao

acaso.

Uma analise de agrupamento (“Cluster Analysis”), como complementar a analise de NMDS, foi
realizada com a totalidade dos taxa encontrados em cada trecho de rio e lagoa do baixo Rio Doce na
campanha amostral de dezembro de 2019. Foi utilizado o indice de distancia de Jaccard
(presencga/auséncia) e a UPGMA (“Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean”) como método
de amalgamacdo e um indice de dissimilaridade utilizando o método de distdncia Euclidiana
(abundancia). Esta analise tem como objetivo a separacdo dos dados de presenca/auséncia e
abundéancia de organismos em grupos homogéneos entre si e a partir desta separagéo a definicdo do
namero de grupos distintos. Os indices de similaridade medem a distancia entre dois grupos ou
amostras e quantificam o quanto sédo parecidos. As analises foram realizadas em software livre na
plataforma do R-Studio (R CCORE TEAM, 2015).
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Uma analise de correspondéncia canénica (CCA) foi aplicada com o objetivo de avaliar a influéncia de
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fatores ambientais sobre as assembleias de macroinvertebrados bentdnicos. Para os trechos léticos
foram utilizadas como variaveis preditoras os fatores ambientais obtidos pelo protocolo de habitat
(CALLISTO et al.,, 2002) e fatores fisico-quimicos de qualidade de agua (pH, temperatura °C,
condutividade elétrica uS/cm, oxigénio dissolvido e turbidez NTU) e para as lagoas foram utilizados os
fatores fisico-quimicos. As analises foram realizadas em software livre na plataforma do R-Studio (R
CORE TEAM, 2015).

1.4.7 Avaliacdo de deformidades no aparelho bucal (mento) de larvas de Chironomidae

Para as larvas de Chironomidae coletadas, identificadas ao nivel de género, foi determinado os grupos
de alimentagédo funcional (GTFs) segundo a literatura disponivel. As larvas classificadas como
coletoras-catadoras, que se alimentam principalmente de matéria organica, tiveram suas partes bucais
dispostas em laminulas para serem analisados em microscépio e avaliar os padrdes destas partes e
identificar deformidades no aparelho bucal (mento).

A metodologia foi basicamente a proposta por Callisto et al. (2000) em um estudo na bacia do rio
Piracicaba afluente do Rio Doce. Neste estudo Callisto e colaboradores avaliaram 3 classes de
deformidades divididos em 15 diferentes varia¢cdes comparadas ao padrdo normal (A - sem dente lateral
externo; B — deformidade medial fraca e C — deformidade medial severa ou qualquer combinacéo de

fortes deformidades, Figura 3).
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Figura 3: Classificacdo de deformidades do mentum de larvas de insetos do género Chironomus. A - Sem dente lateral externo;

NERENEE
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B — Deformidade medial fraca e C — Deformidade medial severa ou qualquer combinacao de fortes deformidades. Figura
adaptada de Callisto et al. (2000).
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