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1 AREA DE ESTUDO DO ANEXO 7 — ICTIOFAUNA E CARCINOFAUNA ESTUARINA/MARINHA
E ICTIOFAUNA RECIFAL

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

Com o objetivo de monitorar diversos aspectos ecoldgicos da ictiofauna estuarina/marinha e recifal, e
da carcinofauna estuarina/marinha apds o Rompimento da Barragem de Fundao (Mariana/MG), pontos
de amostragem foram distribuidos ao longo da costa. Os pontos foram distribuidos entre o sul da Bahia
(Caravelas), incluindo Abrolhos, e a regido centro-norte do Espirito Santo (até Aracruz). Esta
amostragem visou abranger a area atingida diretamente pela lama de rejeito de minério de ferro (baixo
Rio Doce, distante cerca de 3 km da foz, e area marinha adjacente) e também areas consideradas

referéncia, que sofreram menor impacto do rejeito.

Além do Rio Doce (municipio de Linhares/ES, distrito de Regéncia) e area marinha adjacente, ictiofauna
e carcinofauna estuarinas/marinhas foram estudadas nos estuarios dos rios Caravelas (Caravelas/BA),
Sao Mateus (Conceicéo da Barra/ES), Ipiranga (S&o Mateus/ES, distrito de Urussuquara) e Piraqué-
Acu (Aracruz/ES, distrito de Santa Cruz). Visando descrever o recrutamento larval de peixes estuarinos
foram utilizadas as mesmas regides amostradas para a ictiofauna e carcinofauna de substratos
inconsolidados, com excec¢do dos rios Ipiranga e Caravelas que foram substituidos pelo rio Piraqué-
Acu e rio Mucuri, respectivamente, devido a profundidade de operacdo das armadilhas luminosas (ver
Protocolo Recrutamento pés- larvas), sendo ao total quatro estuarios denominados como segue: Local
Impacto=Rio Doce, Locais controles Cl=rio Piraqué-A¢u, C2=rio Sdo Mateus e C3=rio Mucuri. Em
contrapartida, as amostragens do monitoramento referentes ao recrutamento larval de peixes recifais
foram realizadas de forma concomitante com as saidas de censo visuais em quatro localidades: CA-
Recifes de Coroa Vermelha e Nova Vigosa denominado como “Cassuruba”; PP-Parcel das Paredes;
ABR-Arquipélago dos Abrolhos e PAB-Parcel dos Abrolhos (Protocolo Recrutamento pds-larvas). Ainda
que sejam os mesmos pontos das campanhas do censo visual, optou-se por usar nomenclatura

diferente para distinguir os planos de amostragem.

O estudo de telemetria de peixes estuarinos/marinhos foi desenvolvido nos estuarios dos Rios Doce e
Sao Mateus e areas marinhas adjacentes. Para as analises de microquimica de otdlitos, os exemplares
de peixes sdo provenientes tanto das coletas utilizadas para os estudos da ictiofauna e carcinofauna
estuarinas/marinhas, quanto de aquisicdo em peixarias de quatro estudrios amostrados: Caravelas,

S&o Mateus, Ipiranga e Doce.

Os estudos de genética de populacbes foram realizados coletando-se amostras de peixes recifais e
estuarinos. Para os peixes estuarinos as amostras foram coletadas concomitantemente com as
campanhas dos estudos de ictiofauna e carcinofauna estuarinas/marinhas, nos rios: rio Caravelas (CA),
Rio Doce (DO), rio Ipiranga (IP) e Sdo Mateus (SM). Para os peixes recifais foram delimitadas quatro
areas ao longo da area de abrangéncia do PMBA/Fest-RRDM , sendo: Al -Norte de Abrolhos e Royal
Charlotte, A2 - Sul do banco de Abrolhos, A3 - Plataforma estreita entre Linhares e Piima, A4 -

Marataizes e norte do RJ (ver Protocolo Genética de Populacdes).
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Visando os estudos de censo visual (ver Protocolo Censo Visual), as localidades foram amostradas e

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

classificadas segundo a sua distancia da foz do Rio Doce utilizando um desenho de impacto de impacto
beyond-BACI (Before After Control Impact) proposto por Underwood (1992). A area de estudo contém
cinco localidades: impacto - APA Costa das Algas e REVIS Santa Cruz (denominada daqui em diante
de “APA Costa das Algas” e referida nas figuras como “I”), o Controle | — denominado Recifes
Esquecidos (e indicado nas figuras como “C1”), Controle Il — Recifes da RESEX Cassuruba (Recifes
de Sebastido Gomes, Coroa Vermelha e Nova Vigcosa); (denominado daqui em diante como
“Cassuruba” e referida nas figuras como “C2”), Controle Il — Parcel das Paredes (denominado como
“Paredes” e indicado nas figuras como “C3”) e o Controle IV — PARNA Abrolhos (denominado
“Abrolhos” e indicado nas figuras como “C4”). Ja o estudo de telemetria de peixes recifais, a area de

amostragem e monitoramento se restringe ao Parque Nacional Marinho dos Abrolhos.

Os pontos amostrados em todos os subprojetos do Anexo 7, entre outubro/2018 e fevereiro/2020,

encontram-se na Figura 1 e mais detalhes podem ser encontrados nas sec¢fes de cada subprojeto.

Figura 1: Mapa da area de estudo exibindo os locais amostrados durante os estudos da ictiofauna estuarina/marinha e recifal,
além da carcinofauna estuarina/marinha, nas areas direta e indiretamente impactadas pela lama de rejeitos de minério
provenientes do Rompimento da Barragem de Fundéo (Mariana/MG). Diversos aspectos ecolégicos das comunidades e

populacgdes dos peixes e crustaceos foram estudados entre outubro/2018 e fevereiro/2020
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2 ICTIOFAUNA E CARCINOFAUNA ESTUARINA/MARINHA

2.1 AREA DE ESTUDO

Para a descricdo da ictiofauna e carcinofauna estuarina/marinha de substrato inconsolidado, foram
realizadas amostragens mensais (ano 1 - entre outubro/2018 e setembro/2019), que passaram a ser
trimestrais (transicdo — novembro e dezembro/2019 e fevereiro/2020) na porcdo do baixo Rio Doce e
sua area marinha adjacente (local do impacto). Além disso, representando um gradiente de impacto,
foram também amostradas os estudrios e areas adjacentes aos rios Caravelas, Sdo Mateus, Ipiranga
e Piraqué-Acu. Em cada estuario, foram estudados dois pontos internos, localizados a 2 e 4 km da foz,
e quatro pontos externos (area marinha adjacente), sendo o primeiro localizado a 2 km da foz e os
demais a 4 km da foz, em forma de cruz. Visando a integracdo entre Anexos e a investigacdo acerca
de potenciais impactos do rejeito nas assembleias de peixes e crustaceos estuarinos/marinhos, foram
adicionados 11 pontos de coleta a malha amostral do Anexo 7 na fase de transi¢&do, aqui chamados
“Pontos novos”, todos localizados em areas externas aos estuarios (Figura 2). Estes pontos séo
também monitorados quanto a presenca de indicadores do rejeito (por exemplo, Fe, Mn, As e Cr, entre
outros) pela equipe do Anexo 3 do PMBA/Fest-RRDM. Por meio da integracéo de dados entre Anexos,
no futuro sera possivel determinar o efeito relativo do rejeito e de variaveis ambientais, tais como
profundidade, salinidade e temperatura da &agua, na composi¢cdo das assembleias de peixes
estuarinos/marinhos na area impactada. Além disso, os pontos RD7, RD8 e RD9 foram excluidos das
amostragens, uma vez que estes pontos se encontravam em profundidades muito maiores que os
demais, dificultando a operacdo da rede de arrasto de fundo, causando viés nas amostragens e
impossibilitando compara¢des com os demais estuarios. Os pontos amostrados no Ano 1 estdo na

Tabela 1 e aqueles amostrados na Transicao estao na Tabela 2.

Devido a pandemia de COVID-19, os trabalhos de campo e laboratério foram interrompidos, visando a
preservacdo da saude ndo s6é dos membros das equipes, mas também das comunidades das

localidades onde os estudos foram desenvolvidos.
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Figura 2: Mapa da area de estudo exibindo os locais amostrados durante os estudos da ictiofauna e carcinofauna

estuarinas/marinhas nas regides direta (Rio Doce e area marinha adjacente) e indiretamente impactadas (rios Caravelas, Sdo

Mateus, Ipiranga e Piraqué-Acu), entre outubro/2018 e fevereiro/2020
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Tabela 1: Pontos de amostragem de peixes e crustaceos estuarinos/marinhos durante o ano 1 (outubro/2018 a
setembro/2019), entre o sul da Bahia e o norte do Espirito Santo. ****indicam os pontos excluidos das amostragens no periodo
de apds o ano 1 (transi¢do, novembro-dezembro/2019 e fevereiro/2020)

Nome da estagcdo amostral Cédigo da estagcdo amostral Northing Easting
Séo Mateus SMO01 7942784,4 419729,6
Séo Mateus SMO02 7943784,9 421452,8
Sé&o Mateus SMO03 7942551,0 425158,0
Sao Mateus SM04 7941979,6 427287,0
S&o Mateus SMO05 7943853,6 427435,5
S&o Mateus SMO06 7939871,0 426992,1

Ipiranga IPO1 7884327,8 424013,5
Ipiranga IPO2 7886336,0 424094,3
Ipiranga IPO3 7888255,9 426353,1
Ipiranga IPO4 7888328,9 428344,3
Ipiranga IPO5 7890307,3 428450,3
Ipiranga IPO6 7886351,4 428323,1
Caravelas CAl 8037150,9 475405,8
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Nome da estacdo amostral Cddigo da estacao amostral Northing Easting

Caravelas CA2 8037053,4 477401,9

Caravelas CA3 8036975,5 481416,7

Caravelas CA4 8036824,6 483414,2

Caravelas CA5 8038597,4 484155,2

Caravelas CA6 8035062,5 482490,6

Piraqué-agu PAO 7793915,0 375019,0

Piraqué-acu PAO1 7795798,0 377029,0

Piraqué-acu PAO3 7794035,0 382331,0

Piraqué-agu PAO4 7793323,0 385460,0

Piraqué-agu PAO5 7794865,0 386549,0

Piraqué-acu PAO6 7791417,0 384598,0

Rio Doce RDO1 7828224,0 413859,0

Rio Doce RD02 7827448,0 413884,0

Rio Doce RDO3 7825335,0 416012,0

Rio Doce RD04 7823800,0 417877,0

Rio Doce RDO5 7825443,0 419357,0

Rio Doce RDO06 7822434,0 415948,0

Rio Doce RDQ7**** 7818070,3 423673,4

Rio Doce RDO8**** 7827151,7 427261,9

Rio Doce RDQ9**** 7812452,2 415382,8

Tabela 2: Pontos de amostragem de peixes e crustaceos estuarinos/marinhos no periodo de transicao (novembro-

dezembro/2019 e fevereiro/2020), entre o sul da Bahia e o norte do Espirito Santo. ****indicam os pontos incluidos nas

amostragens ap6s o ano 1

Nome da estagdo amostral Cédigo da estagdo amostral Northing Easting
Sao Mateus SMO01 7942784,4 419729,6
S&o Mateus SMO02 7943784,9 421452,8
S&o Mateus SMO03 7942551,0 425158,0
Sao Mateus SM04 7941979,6 427287,0
Sé&o Mateus SM05 7943853,6 427435,5
Sé&o Mateus SMO06 7939871,0 426992,1
S&o Mateus ITAQL**** 7964547,0 430449,0
S&o Mateus CBO1**** 7933756,0 424570,0

Ipiranga IPO1 7884327,8 424013,5
Ipiranga IPO2 7886336,0 424094,3
Ipiranga IPO3 7888255,9 426353,1
Ipiranga IPO4 7888328,9 428344,3
Ipiranga IPO5 7890307,3 428450,3
Ipiranga IPO6 7886351,4 428323,1
Ipiranga BNOQ2**** 7903598,0 426147,0
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Nome da estagdo amostral Cdédigo da estagao amostral Northing Easting

Ipiranga BSQ1**** 7885331,0 427648,0

Rio Doce SDN13**** 7842923,0 428269,0

Rio Doce SDN30**** 7832036,1 427721,0

Rio Doce SDO3**** 7819937,0 422769,0

Rio Doce SDS20**** 7816813,0 411879,0

Caravelas CAl 8037150,9 475405,8

Caravelas CA2 8037053,4 477401,9

Caravelas CA3 8036975,5 481416,7

Caravelas CA4 8036824,6 483414,2

Caravelas CA5 8038597,4 484155,2

Caravelas CA6 8035062,5 482490,6

Piraqué-agu PAO 7793915,0 375019,0

Piraqué-agu PAO1 7795798,0 377029,0

Piraqué-agu PAO3 7794035,0 382331,0

Piraqué-agu PAO4 7793323,0 385460,0

Piraqué-agu PAO5 7794865,0 386549,0

Piraqué-agu PAO06 7791417,0 384598,0

Rio Doce RDO1 7828224,0 413859,0

Rio Doce RDO02 7827448,0 413884,0

Rio Doce RDO03 7825335,0 416012,0

Rio Doce RDO04 7823800,0 417877,0

Rio Doce RDO05 7825443,0 419357,0

Rio Doce RDO06 7822434,0 415948,0

(Ponto novo) CA 02%*** 7791253,0 390338,0

(Ponto novo) SDS19*+** 7805649,0 393211,0

(Ponto novo) SDS13*+** 7814269,0 399459,0

(Ponto novo) SD 01**** 7826708,0 417558,0

2.2 COLETA DE DADOS

2.2.1 Variaveis ambientais

Antes do inicio de cada arrasto foram mensuradas as seguintes variaveis ambientais: temperatura (°C),

profundidade (m), salinidade, pH e oxigénio dissolvido (OD - ppm) da agua. Para tanto, foi utilizada

uma sonda multiparametro Horiba modelo U-52G (Figura 3). Para as medidas de fundo, a agua foi

coletada com auxilio de uma garrafa de Van Dorn.
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2.2.2 Amostragem de ictiofauna e carcinofauna

Peixes e crustaceos estuarinos/marinhos foram coletados em duas fases: mensalmente, entre
outubro/2018 e setembro/2019, e trimestralmente em novembro e dezembro/2019, e fevereiro de 2020.
Em cada ponto amostral, foram empregados trés arrastos de cinco minutos cada, utilizando-se uma

rede de arrasto de fundo com portas (tipo “baldo” ou “wing trawl”), com as seguintes especifica¢des:
tralha superior PES 5mm com 8,62m de comprimento e tralha inferior PES 8mm com 10,25m de
comprimento; peso do chumbo equivalente a 1,62kg, sendo 27 unidades de 60g; malha 13mm, fio
210/09 nas mangas e barriga; malha 5mm, fio 210/12 no saco. As portas sdo de madeira vazada com
as dimensdes de 70cm x 42cm e peso de 9,3 kg cada. A velocidade média dos arrastos foi padronizada

em 3,7km/h (i.e. 2 mn/h).

ApOs a coleta, os peixes foram anestesiados em solu¢do de benzocaina até eutanasia e em seguida
acondicionados em sacos plasticos devidamente identificados quanto ao ponto, arrasto, local e data de
coleta. O material foi mantido resfriado e encaminhado para os laboratérios responsaveis, onde foram

preservados congelados até o seu processamento.

No laboratério, os peixes foram medidos quanto ao comprimento total (CT, o mais préoximo de 1 mm,
tomado da ponta do focinho & extremidade da cauda) utilizando um ictibmetro. Para os camardes foram
mensurados o comprimento da carapaca — CC (da regido intraorbital a margem posterior) e o
comprimento total — CT (da regido da extremidade do rostro até a extremidade do télson) com auxilio
de paquimetro (o0 mais proximo de 1 mm). Para os siris/caranguejos foram medidos o comprimento da
carapaca — CC (do rostro & margem posterior da carapaca entre os Ultimos espinhos) e a largura da
carapaca — LC (das margens da carapaca entre os Ultimos espinhos laterais), enquanto para os
caranguejos, foram medidos LC e CC na por¢cédo mediana da carapaca, tanto longitudinalmente quanto

transversalmente. Além disso, peixes e crustaceos foram pesados (0 mais préximo de 0,01g).
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2.3 ANALISES DE DADOS

Comunidades e populag@es de peixes e crustaceos estuarinos/marinhos

O célculo da densidade (numero de individuos - n) e biomassa (g) de peixes e crustaceos por unidade
de area (CPUA - Captura por Unidade de Area) foi feito dividindo-se a captura pela area varrida pela
rede, multiplicadas por 100. A area varrida pela rede foi calculada por A=D*10,25m*0,5, onde: A=area
varrida em metros; D=distancia percorrida pela rede; 10,25 é o comprimento da corda da parte inferior
da rede; 0,5 é o fator equivalente a area varrida no arrasto, conforme Barletta et al. (2005). Assim, a
densidade foi expressa em numero de individuos/100m?, enquanto a biomassa foi expressa em
g/100m?.

Foram calculadas médias por &rea (interna — pontos 0, 1 e 2; externa — pontos 3, 4, 5 e 6) para cada
regido (Rio Doce, Caravelas, Sdo Mateus, Ipiranga, e Piraqué-Acu) da densidade, biomassa, riqueza
absoluta (S), diversidade de Shannon-Wiener (H'Loge), equitatividade de Pielou (J’), e da densidade e

biomassa das guildas tréficas. Os resultados foram descritos de acordo com as seguintes abordagens:

e Diagnostico (ano 1): entre outubro/2018 e setembro/2019, coletas mensais com arrasto de fundo
foram empregadas nos cinco estuarios amostrados para a descrigcdo preliminar das variagfes dos
indicadores das comunidades e populagfes, tanto da ictiofauna quanto da carcinofauna;

e Beyond BACI: apos a fase de diagnéstico foram realizadas duas coletas trimestrais nos mesmos
pontos do ano 1, no periodo chamado “Transi¢ao”. Para a avaliagao de impacto através do método
beyond BACI (Underwood, 1992), foram considerados os dados de peixes e crustaceos coletados
em todos os estuarios nos meses de nov/2018 e fev/2019 (chamado periodo “T1”) da fase
“Diagnéstico”, e aqueles provenientes dos meses de novembro (Caravelas, Ipiranga e Sdo Mateus)
e dezembro de 2019 (Piraqué-Acu e Rio Doce), e fevereiro/2020 (todos os estuarios, periodo “T2”).
Variacdes nos indicadores da comunidade entre T1 e T2, além da abundancia e biomassa da

espécie indicadora bagre-guri (Genidens genidens), foram descritas nesta abordagem.

Para detectar se houve diferengas espacgo-temporais significativas nos descritores das comunidades,
os dados foram submetidos a PERMANOVAs (ANDERSON, GORLEY, CLARKE, 2008), a partir de
matrizes de similaridade de Bray-Curtis (dados multivariados) ou distadncia Euclidiana (dados
univariados). Para o periodo “Diagndéstico” (ano 1), foram considerados quatro fatores: Més (fixo),
Estuario (fixo), Area (aleatério — aninhada em estuario) e Ponto (aleat6rio — aninhado em area). Para a
abordagem beyond BACI foram considerados os fatores Periodo (fixo, T1 x T2), Local (fixo, controle x
impacto), Estuério (aleatério — aninhado em local) e Area (aleatério, aninhada em estuario). Utilizou-se
nessas analises a soma dos quadrados do Tipo Il (parcial) e 5000 permuta¢des. Quando diferencgas
significativas foram detectadas, o teste “a posteriori” pareado, da mesma rotina, foi empregado. Para a
descricdo das variacfes espaco-temporais na densidade e biomassa, os dados foram transformados

em sua raiz quadrada.

Com o intuito de visualizar diferencas na estrutura espacial da composicao e abundancia das espécies

de peixes e crustaceos foram realizadas andlises de Escalonamento Multidimensional Nao-Métrico
9
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(nMDS) e Analise de Coordenadas Principais (PCoA) com base na matriz de similaridade de Bray-

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

Curtis, com transformacéo de Hellinger e correcdo de Lingoes para os dados de abundancia. De forma
conjugada, os dados ambientais foram correlacionados as dimensfes da ordenacdo com vetores
calculados por meio do pacote vegan {envfit} (OKSANEN et al., 2019) na plataforma R (verséo 3.6; R
Core Team, 2019).

Modelos lineares baseados em distancias (DistLMs) foram usados para analisar a relagédo da estrutura
tréfica das assembleias com as variaveis ambientais (profundidade, salinidade, temperatura, oxigénio
dissolvido e pH). Tais andlises foram realizadas considerando as variaveis ambientais separadamente
(testes marginais) e coletivamente (testes condicionais). Os testes condicionais foram feitos usando o
procedimento de selecéo forward e o critério de informacéo de Akaike (AIC), que balanceia a explicacéo
do modelo (R% com o nimero de preditores incluidos. Os DistLMs foram baseados nos dados
ambientais transformados em Log (x +1) (exceto pH), 5000 permuta¢des e em matrizes de similaridade
de Bray-Curtis baseadas nos valores de densidade e biomassa das guildas tréficas, transformados em
raiz quadrada (ANDERSON, GORLEY, CLARKE, 2008).

Informacgdes adicionais sobre os procedimentos de campo e laboratério, e analise de dados estao

disponiveis nos arquivos “Protocolos de analises RRDM” e “Protocolos de amostragens RRDM”.

2.4 FATOR DE CONDICAO DE PEIXES ESTUARINOS/MARINHOS
2.4.1 Variacdo espacial na condicdo corporal (Ano 1)

A analise do fator de condi¢éo foi baseada em exemplares coletados nas areas externas e internas as
regides dos rios Caravelas, Sdo Mateus, Ipiranga, Doce e Piraqué-Acu nas campanhas mensais do
Ano 1. As 14 espécies mais abundantes em comum entre as cinco regides foram selecionadas. Larvas
e juvenis que nao atingiram a forma representativa da espécie (FROESE, 2006), ou seja, individuos de
comprimento total inferior a média de comprimento de individuos com peso igual a 0,49, 0,50 e 0,51 g

(Tabela 3) foram excluidos.

A hip6tese nula é que, na escala regional do estudo (aproximadamente 300 km separam o rio Caravelas
do Piraqué-Acu), os individuos da mesma espécie pertencem a mesma populagdo. Tendo em vista que
as amostragens do monitoramento estuarino da ictiofauna foram realizadas de forma concomitante em
todos as regibes espera-se, portanto, que eventuais diferencas do fator de condi¢éo dos peixes sejam
identificaveis através do indice de Condicdo Residual (RCI), que corresponde ao residuo da regressio
linear entre o logaritmo do peso e o logaritmo do comprimento (e.g., SALVADOR & MUELBER, 2019).
Esta regressdo é usada para descrever a relacao (ndo linear) entre peso e comprimento (FROESE,
2006). Desta forma, RCI positivo indica individuo "acima do peso" apresentando, portanto, melhor
condicao corporal. Este método apresenta notavel vantagem sobre o uso do coeficiente de condigéo
de Fulton (RICKER, 1975; NASH et al., 2006) que restritivamente assume uma relacéo isométrica entre

peso e comprimento (ou seja, b = 3; ver abaixo). O método é, porém, dependente do nimero e da
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amplitude de distribuicdo dos dados de tamanho (JOYEUX et al., 1992), assim como o coeficiente de

(1T ]
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condicao relativo de Le Cren (1951), do qual ele deriva.

Tabela 3: Espécies selecionadas para analise de condigdo corporal e comprimento médio (CT, mm) dos individuos pesando

0,49-0,51 g

Espécie Nome comum CT médio (mm)
Anchoa filifera manjuba *
Chirocentrodon bleekerianus sardinha-cachorra 51
Conodon nobilis roncador 37
Ctenosciaena gracilicirrhus cangua 36
Cynoscion jamaisensis goete 39
Isopistus parvipinnis pescadinha 40
Larimus breviceps oveva 37
Odontognathus mucronatus sardinha 51
Paralonchurus brasiliensis maria-luisa 43
Pellona harroweri sardinha-olhuda 37
Stellifer brasiliensis cangoa 39
Stellifer rastrifer cangoa 38
Stellifer stellifer cangoa 38
Symphurus tesselatus linguado-foguete 41

*Sem individuos no intervalo 0,39-0,72 g. Portanto, todos os espécimes abaixo de 0,73 g foram removidos.

As estimativas para os parametros a e b da relagéo peso-comprimento P=aCT® (em inglés length-weight
relationship; LWR) das espécies selecionadas foram calculadas através de regressao linear apos

transformacao logaritmica das variaveis P (peso) e CT (comprimento total) (FROESE, 2006), ou seja:
In(P) = In(a) + b.In(CT).

Valores atipicos (outliers) foram determinados como observacdes apresentando residuo, diferenca
entre valor esperado e o valor observado de In(P), superior em valor absoluto a trés desvios padrédo
(dos residuos). Para cada regressédo foram produzidos histogramas de frequéncia dos residuos (i.e.,
RCI), o grafico de dispersdo dos residuos vs. valor esperado para In(P) e o grafico de disperséo In(P)
vs. valor esperado para In(P) a fim de detectar observagdes discrepantes. Por Ultimo, estes dados foram
corrigidos ou excluidos antes de computar novas regressodes lineares e obter estimativas confiaveis

para os parametros a e b.

O RCl foi testado via ANOVAs paramétricas usando como variavel independente “Regido” (cinco niveis)
e considerando a soma dos quadrados de tipo Ill. A normalidade dos dados foi avaliada por testes de
Kolmogorov-Smirnov e de Shapiro-Wilk. Uma eventual ndo-normalidade ndo necessariamente impede
0 uso de estatisticas paramétricas, sendo estas bastante robustas a desvios nos pré-requisitos. A
homogeneidade das varidncias entre categorias foi testada pelo teste de Levene. Diferengas par-a-par

entre categorias foram avaliadas com teste post-hoc Tamhane T2, assumindo variancias diferentes
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(heterocedasticidade). E importante ressaltar que este tipo de teste post-hoc somente pode ser

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

realizado em ANOVAs com um unico fator (neste caso, “Regido”). Para corroborar, ou nio, os
resultados das analises paramétricas foram realizadas ANOVAs néo paramétricas de Kruskall-Wallis
(KW) e Mann-Whitney, com 5000 permutag6es de Monte-Carlo. Os grupos homogéneos construidos a
partir dos resultados dos testes T2 foram transformados em ranks, incluindo ranks intermediarios
guando o local estava presente em dois grupos homogéneos. A ordem dos ranks médios nos testes
KW também foi transformada em ranks. Nos dois casos, a soma dos ranks indica onde cada regiéo se
situa no universo dos RCls assumindo peso igual para as oito espécies. Para os casos do numero de
individuos de uma mesma espécie superior a 50 em ambas as areas (interna e externa) de uma dada
regido, o RCI foi testado via ANOVAs paramétricas usando como variavel independente a area (dois
niveis) considerando a soma dos quadrados de tipo lll e via ANOVAs ndo paramétricas de Mann-
Whitney, com 5.000 permutac6es de Monte-Carlo. Para cada espécie, o RCI médio mensal foi
calculado por regido e para a area de estudo baseado no pressuposto que os individuos de cada
espécie pertencem a mesma populacdo. Neste Ultimo caso, foi estimado o intervalo de confianca da
média estimada, determinando se esta estimativa era significativamente diferente de zero. A
codificac@o apresentada (-: < 0; +: > 0; NS: ndo significativamente diferente de zero) ndo permite analise
estatistica e foi modificada para - = -1, + = +1 e NS = 0. Os padrbes temporais foram ilustrados pela

variagdo mensal do RCI para as 14 espécies testadas.

2.4.2 Anélise multivariada: espago, tempo, ambiente e poluentes (Ano 1)

As variagbes espaciais (“regido” e “area”), temporais (“més”), especifica e ambiental foram integradas
construindo um modelo em duas etapas. A primeira consiste na elaboragcdo de uma Arvore de
Classificacdo adequada em fornecer uma descricdo ao mesmo tempo complexa e interpretavel sobre
a variacdo do RCI no espaco, no tempo e entre espécies. A segunda etapa consiste em uma Andlise

Discriminante adequada em correlacionar essa descricdo a variaveis ambientais e a poluentes.

Primeiramente, foi criada uma Arvore de Classificacdo analisando o RCI em funcéo das variaveis
regido, area e més. Foram removidas as espécies cuja relacdo peso-comprimento apresentou r?< 0,95
(Anchoa filifera e Chirocentrodon bleekerianus). Os RCls individuais remanescentes [N = 19423, com
1114 (5,7%) nas areas internas e 18309 (94,3%) nas areas externas] foram centralizados (média = 0)
e normalizados (desvio padrdo = 1) independentemente para as 12 espécies. O conjunto completo
desses Z-scores foi partilhado em cinco quintis, i.e., RCI ruim <-0,72, mediocre, normal, bom, 6timo
2+0,74) visando a classificacdo destes em fungdo de “més” (varidvel ordinal; N = 12), “regido”
(categorial; N = 5), “area” (categorial; N = 2), “espécie” (categorial, N = 12). Nota-se que o0 nome
atribuido ao quintil tem como fun¢éo Unica de distinguir um do outro e ndo tem valor qualitativa per se.
O método CRT (Arvore de Classificacdo e Regresséo) foi usado pela sua capacidade em buscar uma
maior homogeneidade interna nos nodos utilizando uma medi¢cdo de impureza (impurity measure)
dicotdmica chamada Ordered Towing onde, quando a variavel é ordinal, somente as categorias
adjacentes podem ser agrupadas. Para reduzir a influéncia das espécies mais comuns, foi aplicado um

peso especifico as observagoes:
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3|N max
Peso(Espécie i) = N

onde N max € 0 nimero de individuos da espécie mais abundante e N i o ndmero de individuos da
Espécie i. Probabilidades Priors foram estabelecidas em 0,20 para cada quintil, o nimero minimo para
particdo em 1000, o numero minimo para grupo-descendente em 500, a melhoria (a estatistica
especifica aos modelos CRT = Improvement) em 0,00005, custos de mis-classificacdo em 0 (zero) e 1
(um) dependente de o quintil predito pela classificacdo estar certo ou errado. A validacao do modelo foi
realizada pelo método de validacao cruzada (cross-validation) usando 25 sub-amostras (folds). Sao
produzidas 25 arvores, cada uma computada usando 24 folds (em um processo semelhante a técnica
de reamostragem chamada de Jacknifing). No final € produzida uma Unica arvore final de consenso

cujo risco (crossvalidaded risk) é a média dos riscos das 25 arvores.

Os parametros da amostragem ictiol6gica pelo PMBA/Fest-RRDM foram medidos para cada arrasto
triplicado e, caso excec¢do, consistem em seis medigcBes nas areas internas (dois sitios em cada
estuario) e doze ou mais medicdes nas areas externas (pelo menos quatro sitios na zona costeira frente
a cada estuario). Os parametros utilizados do PMBA/Fest-RRDM foram temperatura (C°), pH da agua,
turbidez (NTU), oxigénio dissolvido (%), salinidade (ppt), todas as medidas foram realizadas no fundo,
e profundidade (m). Adicionalmente, dados de amostragens mensais de sedimento oriundas do
Programa de Monitoramento Quali-Quantitativo Sistematico de Agua e Sedimentos (PMQQS) foram
incorporadas para o mesmo periodo (outubro 2018 até setembro 2019). A mediana das duas réplicas
coletadas para cada parametro (listado abaixo) foi usada como valor para a amostra e a média das
duas amostras coletadas em cada sitio como valor para o parametro. De maneira geral, foram
escolhidos dois sitios na area externa de cada estuéario e dois em &reas internas a eles. Excec¢des sédo
Caravelas X Area interna (1 sitio), Rio Doce X Area interna (1 sitio) e Rio Doce X Area externa (3 sitios)
(Quadro 1). Os parametros extraidos do PMQQS foram Espessura de rejeito depositado (mm), Teor
(em %) de Umidade, de Carbonatos e de Carbono orgéanico total; Propor¢céo (em %) de Granulo (4 a 2
mm), Areia muito grossa (2 a 1 mm), Areia grossa (1 a 0,5 mm), Areia média (0,5 a 0,25 mm), Areia
fina (0,25 a 0,125 mm), Areia muito fina (0,125 a 0,062 mm), Silte (0,062 a 0,00394 mm) e Argila
(0,00394 a 0,0002 mm); Concentra¢éo (em mg/kg) de Aluminio, Antiménio, Arsénio, Bério, Berilio, Boro,
Cé&dmio, Chumbo, Cobalto, Cobre, Cromo, Estréncio, Ferro, Fdsforo total, Manganés, Mercurio,
Molibdénio, Niquel, Nitrogénio total, Prata, Selénio, Vanadio e Zinco; pH e Potencial redox (mV) do
sedimento. Concentrag8es referentes ao limite de deteccao foram, como é de praxe, trocadas pelo
valor zero. Dados faltantes da amostragem de agua néo precisaram ser estimados devido a triplicagem
em cada sitio. Dados faltantes da amostragem de sedimento séo limitados a espessura do sedimento

em todos os locais, exceto Piraqué-A¢u em agosto 2019 e foram trocados pela mediana para a variavel

(=0).
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Quadro 1: Localidades e pontos de amostragem de dados sedimentares e teores de elementos realizados pelo programa

(1T ]
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PMQQS escolhidos para descrever os locais e areas do presente estudo

Sitio PMQQS - Municipio - Localidade e ponto Regiigtgpdrg)sente Area (presente estudo)
Caravelas - Ponta de Areia Caravelas Externa
Nova Vigosa - Nova Vigosa Caravelas Externa
Caravelas - Estuario Rio Caravelas Caravelas Interna
Sé&o Mateus - Iralinas S&o Mateus Externa
S&o Mateus - Guriri S&o Mateus Externa
Conceigdo da Barra - Estuario Cricaré 02 S&o Mateus Interna
Conceicao da Barra - Estuério Cricaré 01 S&o Mateus Interna
S&o Mateus - Urussuquara Ipiranga Externa
Linhares - Pontal do Ipiranga Ipiranga Externa
Linhares - Estuério Rio Ipiranga 01 Ipiranga Interna
Linhares - Estuério Rio Ipiranga 02 Ipiranga Interna
Linhares - Povoacgédo Rio Doce Externa
Linhares - Regéncia 02 Rio Doce Externa
Linhares - Regéncia 01 Rio Doce Externa
Linhares - Estuério Rio Doce 01 Rio Doce Interna
Aracruz - Padres Piraqué-Acu Externa
Aracruz - Refugio Piraqué-Acu Externa
Aracruz - Estuario Piraqué-Acu 02 Piraqué-Agu Interna
Aracruz - Estuario Piraqué-Acu 01 Piraqué-Agu Interna

Os n6s terminais da CRT identificados como combinac¢des de Més X Regido X Assembleia (o conjunto
de espécies que caracteriza cada n6 terminal) a partir da analise de classificagdo foram associados
com os dados das amostragens da Agua do PMBA/Fest-RRDM e de sedimento do PMQQS disponiveis
mensalmente nos cincos locais e nas duas areas (interna aos estuarios e externa a estes na is6bata
de 10 m). O conjunto de variaveis ordinais (Més) e categéricas (as demais) oriundas da CRT foi
duplicado para possibilitar a insercdo da variavel Area. Foi seguida a estrutura da arvore para realizar
a andlise discriminante (com excecdo da insercdo da Area) devido a dificuldade de codificar
adequadamente as regras de classificacéo, resultando em 234 combinacdes Més X Regido X Area X
Assembleia. As combinacdes representando coletas sem captura de individuos das 12 espécies-alvo
(11 coletas mensais no Ipiranga, 3 no S&o Mateus, 1 no Caravelas e 1 no Piraqué-Acu, todas nas areas
internas aos estudrios) foram associadas a um pseudo-né 'Sem peixe', visto que ndo participaram na
construcdo da Arvore de Classificacdo. As 234 combinacgdes foram associadas as 120 combinagdes
Més X Regido X Area dos dados de agua, profundidade, fragdes sedimentares, concentracdo de
elementos e dados quimicos totalizando 6 variaveis oriundas do PMBA/Fest-RRDM e 37 variaveis
oriundas do PMQQS, todas continuas. Observagdes evidenciando duplicacdo de dados ambientais
foram removidas. Assim, os nés 8 e 12 foram deletados da andlise porque seus dados ambientais

duplicam os nds 7 e 11, respectivamente, enquanto as assembleias se referem a totalidade das
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espécies usadas na CRT. As observacdes foram associadas aos pseudo-nés ‘N6 7-8' e ‘N6 11-12'.

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

Todas as observacdes duplicadas dentro do pseudo-né 'Sem peixes' foram removidas ja que séo
baseadas em diferencas entre assembleias inexistentes. Outras observacées com dados ambientais
duplicados, em particular entre nés 15 e 17, 15 e 18 e também 20 e 23, foram deixadas por
representarem sobreposi¢des parciais e ndo exclusivas dos nés terminais, em particular relativamente
as assembleias. Os dados finais apresentam 173 combinacdes Més X Regido X Area X Assembleia

associadas as 120 combinacdes Més X Local X Area.

As variaveis ambientais independentes foram transformadas antes da Analise Discriminante. Variaveis
com menos de nove valores distintos foram transformadas em variaveis ordinais (Espessura de Rejeito
e teores de Antimdnio, Cadmio, Prata e Selénio). Depois de atribuir aos outliers (além de trés desvios
padrdo, D.P.) o valor do cutoff (média £ 3 D.P.), as outras variaveis foram submetidas a uma dupla
transformacéo iniciada por Box-Cox e seguida de Z-scores (visando alcancar média=0,0 e D.P. = 1,0).

Uma vez transformada por Box-Cox, a variavel x (x = 0) toma a forma

(x*-1)

T(x) = P

sed # 0

T(x) = In(x) sel =0

Note que a correlacao (ndo linear) entre variavel original e variavel transformada por Box-Cox é positiva
independente do sinal de A e que a transformagdo Z-scores aplicada em seguida tem a mesma

propriedade.

A andlise discriminante foi baseada no método classico onde todas as varidveis sdo entradas de vez
providenciado elas satisfazem uma dada toleréncia (0,05). Probabilidades Priors foram baseadas no
tamanho do grupo (niumero de observagdes para o né). Foram considerados significativos coeficientes
padronizados para as fun¢ées discriminantes canonicais = ou > 0,8. O mesmo valor de significancia foi

aplicado as func¢des nos centroides dos nds.
De maneira geral, as analises acima foram empregadas segundo Zar (1999).

2.5 RECRUTAMENTO DA ICTIOFAUNA
2.5.1 Areade estudo e amostragem

A malha amostral ndo sofreu modificacdo durante o periodo de transicdo. Para o monitoramento do
recrutamento larval de peixes nos ambientes estuarinos, quatro regides foram amostradas: foz do Rio
Doce (zona Impacto), foz do rio Piraqué-Acu (Controle 1), foz do rio Sdo Mateus (Controle 2) e foz do
rio Mucuri (Controle 3). Para o monitoramento nos ambientes recifais, as amostragens foram realizadas
nos Recifes de Coroa Vermelha e Nova Vigosa denominado como “Cassuruba” (CA), Parcel das
Paredes (PP), Arquipélago de Abrolhos (ABR) e Parcel dos Abrolho (PAB) (Figura 4).
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Figura 4: Mapa destacando as zonas de monitoramento dos ambientes recifais (1 a 4) e estuarinos (5 a 8). 1= Arquipélago de
Abrolhos (ABR), 2= Parcel dos Abrolho (PAB), 3= Cassuruba (CA), 4= Parcel das Paredes (PP), 5= foz do Rio Mucuri (MUC),
6= foz do Rio S&o Mateus (SM), 7= foz do Rio Doce (Doce) e 8= foz do Rio Piraqué-Agu (PQ)
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Limites de estados

A frequéncia amostral nos ambientes estuarinos foi alterada durante o periodo de transigdo, passando
de semestral para trimestral. Contudo, devido as paralisagfes decorrentes da pandemia (Covid 19)
apenas uma campanha (dez/2019) foi realizada durante o periodo de Transicdo nos ambientes
estuarinos. As coletas de pds-larvas de peixes nos ambientes estuarinos ocorreram em
dezembro/2018, maio/2019 e dezembro/2019 (Tabela 4). Nos ambientes recifais, a frequéncia amostral
nao foi alterada durante o periodo de transicdo. Nesses ambientes, as coletas de pés-larvas de peixes
ocorreram em janeiro e fevereiro/2019, agosto e setembro/2019 e mar¢o/2020 (

Tabela 5). A duracé@o de cada campanha foi varidvel devido a problemas de navegacéo (mecéanico ou
climéticos). Todavia, isso ndo comprometeu o nimero de amostras (esfor¢o amostral), que foi 0 mesmo

(duas noites) em todas as zonas e campanhas de amostragem.

Tabela 4: Data de execugéo das amostragens de pés-larvas de peixes nos ambientes estuarinos durante dezembro/2018,
maio/2019 e dezembro/2019

Local (foz) Zona Dez/2018 Maio/2019 Dez/2019
Rio Doce Impacto 12/12/2018 13/05/2019 23/12/2019
Rio Doce Impacto 13/12/2018 14/05/2019 24/12/2019

Rio Piraqué-Agu Controle 1 10/12/2018 11/05/2019 25/12/2019
Rio Piraqué-Acu Controle 1 11/12/2018 12/05/2019 26/12/2019
Rio S&o Mateus Controle 2 04/12/2018 07/05/2019 27/12/2019
Rio S&do Mateus Controle 2 05/12/2018 08/05/2019 28/12/2019

Rio Mucuri Controle 3 01/12/2018 05/05/2019 21/12/2019

Rio Mucuri Controle 3 02/12/2018 06/05/2019 22/12/2019
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Tabela 5: Data de execugéo das amostragens de pés-larvas de peixes nos ambientes recifais durante janeiro e fevereiro/2019,

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

agosto e setembro/2019 e margo/2020. NA= ndo amostrado no periodo

Local (recifes) Zona Jan-Fev/2019 Ago-Set/2019 Mar/2020
Arquipélago de Abrolhos ABR 27/01/2019 27/08/2019 08/03/2020
Arquipélago de Abrolhos ABR 28/01/2019 28/08/2019 09/03/2020

Parcel dos Abrolhos PAB 29/01/2019 29/08/2019 10/03/2020
Parcel dos Abrolhos PAB 30/01/2019 30/08/2019 11/03/2020
Cassuruba CA 08/02/2019 09/09/2019 NA
Cassuruba CA 09/02/2019 10/09/2019 NA
Parcel das Paredes PP 13/02/2019 02/09/2019 15/03/2020
Parcel das Paredes PP 14/02/2019 03/09/2019 16/03/2020

Para a captura das poés-larvas de peixes, foram utilizadas armadilhas luminosas do tipo CARE®
(ECOCEAN, Figura 5). Essas armadilhas sdo compostas de trés partes: sistema flutuante /
impermeavel (que permite que a armadilha fique na superficie da 4gua), parte de iluminag&o (18 horas
de duracéo da luz, bateria recarregavel de chumbo selada 12V/12, Temporizador de 12V), e a parte de
coleta das pos-larvas (rede codnica de malha 2 x 2 mm, coletor de PVC fixado na extremidade da rede)
(Figura 5, Figura 6). Nove armadilhas foram instaladas em pontos pré-estabelecidos dentro de cada
local de amostragem (Figura 6). A instalacdo das unidades ocorreu antes do p6r do sol e a recuperagéo
no amanhecer, durante duas noites consecutivas, totalizando 18 amostras em cada local por
campanha. As armadilhas foram instaladas na superficie em posicao vertical com auxilio de uma
ancora, ligadas por cabos e correntes a uma boia de sinalizagdo (LECAILLON, 2004) e com uma
distancia de aproximadamente 300 m entre armadilhas (CATALAN et al., 2014; FELIX-HACKRADT et
al., 2013).

Apos 12 horas de imersdo, as armadilhas foram retiradas e as amostras coletadas foram transferidas
para potes (devidamente etiquetados com informagdes sobre a data, hora e local da coleta) contendo
alcool 70% para a sua preservacéo (FELIX-HACKRADT et al., 2013). Apds a coleta, as amostras foram
levadas até o laboratdrio de Ecologia e Conservacdo Marinha da UFSB, Porto Seguro-BA. Neste, as
larvas foram triadas, mensuradas, pesadas e identificadas segundo bibliografia atualizada (RICHARDS,
2006; BONECKER et al., 2006, BONECKER et al., 2014).

Concomitante as coletas de recrutamento larval, variaveis fisico-quimicas (temperatura, salinidade, pH,
oxigénio dissolvido e turbidez) foram mensuradas utilizando uma sonda multiparAmetros Horiba. A
profundidade do local de instalagdo das armadilhas foi obtida com sonar da embarcacao e as variaveis
meteoceanogréaficas (altura de ondas, dire¢cdo e intensidade do vento, direcdo e intensidade da
corrente, % iluminada da lua, etc.) foram obtidas através de visualizagcdo direta ou extraidos no portal
do Centro de Previsédo de tempo e Estudos Climaticos (CPTEC: www.cptec.inpe.br) e Surfguru
(www.surfguru.com.br) (Figura 7). Devido a um possivel problema de calibragéo do sensor de turbidez
da sonda multiparametro nas duas Ultimas campanhas realizadas nos ambientes estuarinos, o
coeficiente de atenuacéo difusa (KD490 nm) foi acessado via sensoriamento remoto e utilizado como

proxy da turbidez. Para isso, os dados do sensor MODIS-Aqua (Level-3, 8-day period) disponibilizado
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pelo portal Oceancolor da NASA (https://oceancolor.gsfc.nasa.gov/I3/order/) foram processados no
software SeaDAS (Seadas-7.5.3).

undagdo Espirito-santense de Tecnologia

Figura 5: Representacéo dos componentes de uma armadilha luminosa tipo CARE® (ECOCEAN) indicando, (A) sistema
flutuante/impermeéavel, (B) parte de iluminacéo e (C) rede conica

A)
B)
Sistema
anti-retomo
Lampada —p

A

Copo coletor

Figura 6: Armadilhas luminosas do tipo CARE® (ECOCEAN) em funcionamento
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Figura 7: Registro fotografico das amostragens. A) Armadilha luminosa sendo recolhida apés 12 h de imerséo. B)

Representacéo das amostras coletadas. C e D) Mensuragao e registro dos dados fisico-quimicos e meteoceanograficos

Tabela 6: Pontos de coletas pré-estabelecidos para o monitoramento do recrutamento da ictiofauna nas zonas dos ambientes
estuarinos e recifais. Coordenadas em UTM/SIRGAS2000

Ambiente Zona Cdédigo Leste Norte

Estuarino Rio Doce LTI-1 418951.00 7828145.00
LTI-2 419159.00 7828602.00

LTI-3 419390.00 7829045.00

LTI-4 419420.00 7827938.00

LTI-5 419632.00 7828396.00

LTI-6 419833.00 7828849.00

LTI-7 419921.00 7827704.00

LTI-8 420127.00 7828164.00

LTI-9 420289.00 7828652.00

Rio Piraqué-Acgu LTC1-1 384185.00 7794216.00

LTC1-2 384417.00 7793738.00

LTC1-3 384583.00 7793288.00

LTC1-4 384662.00 7794461.00

LTC1-5 384877.00 7794020.00

LTC1-6 385049.00 7793527.00

LTC1-7 385071.00 7794652.00

LTC1-8 385352.00 7793992.00

LTC1-9 385408.00 7793560.00

Rio S&o Mateus LTC2-1 427561.73 7942247.08
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Ambiente Zona Cdédigo Leste Norte
LTC2-2 428067.19 7942226.16
LTC2-3 428558.36 7942194.62
LTC2-4 427548.03 7941765.64
LTC2-5 428042.79 7941737.85
LTC2-6 428519.72 7941699.46
LTC2-7 427502.41 7941277.61
LTC2-8 428010.93 7941221.51
LTC2-9 428516.35 7941197.08
Rio Mucuri LTC3-1 449049.44 7999257.60
LTC3-2 449471.83 7999497.69
LTC3-3 449935.89 7999704.06
LTC3-4 449291.61 7998832.68
LTC3-5 449731.85 7999070.76
LTC3-6 450197.35 7999298.59
LTC3-7 449580.42 7998411.42
LTC3-8 450010.24 7998643.89
LTC3-9 450454.95 7998892.60
Recifal Arquipélago de Abrolhos LTC1-1 530704 8012777
LTC1-2 531022 8012998
LTC1-3 531241 8013291
LTC1-4 531339 8012223
LTC1-5 531762 8012222
LTC1-6 532080 8012222
LTC1-7 531648 8013531
LTC1-8 532061 8013462
LTC1-9 532539 8013461
Parcel dos Abrolhos LTC2-1 535610 8014900
LTC2-2 535455 8015243
LTC2-3 535368 8015457
LTC2-4 535220 8015589
LTC2-5 535435 8014586
LTC2-6 535443 8014474
LTC2-7 535312 8014346
LTC2-8 535230 8014230
LTC2-9 535164 8014125
Cassuruba LTC3-1 474771 8012988
LTC3-2 474794 8012352
LTC3-3 474723 8011755
LTC3-4 475143 8011324
LTC3-5 475587 8010887
LTC3-6 476527 8012349
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Ambiente Zona Cdédigo Leste Norte
LTC3-7 477138 8011870
LTC3-8 477679 8011629
LTC3-9 478291 8011543
Parcel das Paredes LTC4-1 424493 7961845
LTC4-2 416911 7971526
LTC4-3 440272 7972197
LTC4-4 431619 7987228
LTC4-5 421041 7988070
LTC4-6 438599 7990939
LTC4-7 429574 7992415
LTC4-8 420978 7989155
LTC4-9 436287 7987920

2.5.2 Andlises de dados

O delineamento amostral e analitico para as avaliacdes de impacto adotou 0 método beyond-BACI
(UNDERWOOD, 1991, 1992, 1993, 1994). Para o método escolhido, a foz do Rio Doce (denominada
“Zona Impacto”) teve sua variancia comparada com areas adjacentes semelhantes em estrutura e
distantes da area de interesse (denominada "Controle"). Seguindo o desenho amostral e analitico
adotado, as diferencas foram avaliadas através do contraste da varidncia da zona Impacto vs a
somatéria das variancias das zonas Controle (ANDERSON, GORLEY, CLARKE, 2008).

Para o comparativo, foram performadas andlises de varidncia por permutacdo (PERMANOVA), de
maneira multivariada, para a estrutura da assembleia de peixes (composicdo e abundancia de
espécies), e de forma univariada para a abundancia total, biomassa total, comprimento total (CT) médio,
riqueza de espécies (S), diversidade de Shannon-Wiener (H’), equitatividade de Pielou (J), e
diversidade alfa (OD, 1D e 2D). Todas as métricas univariadas foram calculadas por amostra, ou seja,
por unidade de esforgo (CPUE). Para as analises de variancia, os valores de abundancia e biomassa
foram transformados por Log(x+1). As analises univariadas e multivariadas foram baseadas na matriz
de similaridade de Bray-curtis. Para ambos modelos, a soma dos quadrados foi do tipo | (sequencial),
no qual os efeitos fixos somam zero para termos mistos. P valores foram obtidos usando 9999
permutagfes. Os fatores incluidos nos modelos foram: Tempo (3 niveis, aleatério) e Zona (Fixo,
ortogonal com o Tempo, com 4 niveis). Para o ambiente estuarino foi adicionada uma analise de
contraste (Impacto vs Controles) aos modelos delineados, onde a varidncia da zona Impacto foi
comparada com a somatoria das variancias das zonas Controle. Considerando o objetivo dos
indicadores, as interpretacdes das andlises de variancia foram baseadas, majoritariamente, no
contraste Impacto vs Controles (ANDERSON, GORLEY, CLARKE, 2008). As analises de variancia por
permutacédo foram feitas no software Primer (verséo 6.1.13).

Para visualizar as diferencas na composicao e abundéancia de espécies (taxa) de pés-larvas de peixes

entre as zonas de monitoramento, foi utilizado o Diagrama de Escalonamento Multidimensional N&o-
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Métrico (NMDS), com base na matriz de similaridade de Bray-Curtis com os dados de abundancia

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

transformados por Log(x+1). Adicionalmente, os dados ambientais e as espécies (taxa) foram
correlacionados as dimensbes da ordenacdo. Os vetores das variaveis continuas foram ajustados a
ordenacdo, com o comprimento da seta proporcional a correlagdo obtida. Nos graficos foram
apresentados apenas as variaveis que exibiram correlagédo significativa (P<0,01). Para as ordenacfes
e analises de correlacdo (envfit) o pacote vegan (OKSANEN et al., 2019) foi utilizado no ambiente R
(verséo 4.0.1; R Core Team, 2020).

Para avaliar a eficiéncia do esforco amostral realizado em representar a riqueza de espécies para cada
zona de monitoramento, curvas de rarefacdo foram desenvolvidas utilizando dados de incidéncia
baseados em unidades de amostragem. Intervalos de confianca (bootstrap) em torno da riqueza para
amostras rarefeitas/extrapoladas foram plotados para facilitar as comparacdes entre as zonas de
monitoramento. A rarefacdo e extrapolacdo da riqueza de espécies com base no tamanho da amostra
foram calculadas utilizando o pacote iNext (CHAO & JOST, 2012) no ambiente R (versdo 4.0.1; R Core
Team, 2020).

Buscando aprofundar o efeito do impacto sobre a diversidade das comunidades nos estagios de pds-
larvas, aplicamos um indice de diversidade verdadeira (sensu JONES, 2006, 2007), considerando que
0 numero efetivo de espécies é equivalente ao nimero de Hill (qD) (HILL, 1973) onde, a diversidade
poder ser quantificada como espécies igualmente abundantes, com base no aumento do peso da
abundancia pela ordem de diversidade q. Quando q igual a 0 (0OD) as abundancias sé&o
desconsideradas, o que favorece a representatividade de espécies raras; quando g é igual a 1(1D) o
valor de diversidade gerado equivale a entropia de Shannon e espécies comuns na comunidade tém
representacdo mais efetiva; e quando q é igual a 2 (2D) um peso desproporcional é dado para
abundancia e as espécies dominantes sdo mais representativas (JOST, 2007). Os indices de
diversidade foram calculados utilizando o pacote Entropart (HERAULT, 2015) no ambiente R (verséo
4.0.1; R Core Team, 2020).

2.6 ISOTOPOS ESTAVEIS E DIETA
2.6.1 Coletade dados e material biolégico
Is6topos estaveis

A analise de is6topos estaveis teve por objetivo avaliar se a remobilizacdo de contaminantes durante a
estacdo chuvosa afeta a diversidade trofica da comunidade e de populag@es de organismos demersais
que habitam o estudrio do Rio Doce. Para tal, foram coletados os principais consumidores e produtores
ao fim de duas estagdes (chuvosa e seca) no ano de 2019 nos estuarios do Rio Doce e rio Piraqué-
Acu (controle). As coletas na estagdo chuvosa ocorreram nos meses referentes ao fim do periodo de
chuvas (fevereiro/marcgo), enquanto que as coletas da estacdo seca foram realizadas ao fim do periodo
seco e antes das chuvas comecarem (agosto/setembro). Macro-consumidores (peixes, braquidros e
camardes) foram coletados principalmente por meio de arrasto de fundo tracionado, meso-

consumidores (ermitdes e gastrépodes) foram coletados via captura manual e 0s micro-consumidores
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(zooplancton e larvas de insetos) utilizando redes de zooplancton e cores superficiais no sedimento. A
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matéria organica particulada foi coletada em amostras de agua armazenadas em garrafas de vidro
previamente esterilizadas e peneirada em malha 60 um a fim de remover grandes particulas e
zooplancton. Posteriormente, as amostras, principalmente compostas por fitoplancton e detritos, foram
filtradas através de filtros de fibra de vidro (retencdo de 0,7 um) e o material retido foi destinado a
secagem e maceragdo. Amostras de tecido muscular dos consumidores foram extraidas e também
destinadas a secagem e maceracdo. Organismos diminutos (e.g. zooplancton) foram preparados
inteiros e posteriormente sub-amostras foram acidificadas com HCI para remocéao de carbonatos. Todas
as amostras foram secas em estufa a 60° C, maceradas com auxilio de gral e pistilo e encapsuladas

em capsulas de estanho.

Dieta

Os itens alimentares consumidos pelo bagre-guri, Genidens genidens, no estuario do Rio Doce foram
analisados sob lupa Leica® com aumento de até 50x. Uma placa de petri com papel milimetrado (cada
célula com 1 mm?) na sua parte inferior foi utilizada para quantificd-los (HELLAWELL & ABEL, 1970;
ALBRECHT & CARAMASCHI, 2003). Os itens foram distribuidos uniformemente e a area (mm2)
ocupada foi registrada. As presas foram identificadas com auxilio da literatura (BRUSCA & BRUSCA,
2003; RUPPERT & BARNES, 2004) e de especialistas. O elevado grau de digestdo de algumas presas

inviabilizou a identificagdo em menores niveis taxonémicos.

2.6.2 Analise de dados

Is6topos estaveis

Os valores obtidos de 53C e §°N para os consumidores foram modelados de forma a computar trés
estimadores (minimo poligono convexo, area padrao da elipse e densidade de Kernel) de diversidade
trofica (i.e. nicho tréfico) a partir da distribuicdo das assinaturas isotopicas em um espaco bivariado
considerando trés contornos de distribuicéo (50%, 75% e 95%). Peixes (espécies que somaram > 1%
da abundéancia) e crustaceos de cada estacdo (chuvosa e seca) compuseram a comunidade em cada
estuario. Para verificar se a diversidade tréfica do Rio Doce foi inferior em periodos subsequentes as
chuvas — que séo consideradas eventos “gatilho” para remobilizagcéo e biodisponibilizacdo do rejeito
(veja HATJE et al., 2017; RUDORFF et al., 2018; CORDEIRO et al., 2019) — em decorréncia de um
novo impacto na teia tréfica, os trés estimadores foram comparados para o Rio Doce e o estuario

“controle” (Piraqué-Acu).

A nivel populacional, a diversidade trofica nas duas estagdes (chuvosa e seca) foi estimada a partir de
modelo Bayesiano (SIBER; JACKSON et al., 2011) que minimiza os efeitos do tamanho amostral a fim
de se obter valores robustos da diversidade tréfica (i.e. nicho isotépico; SEAc) em uma dada area. O
presente modelo gera elipses corrigidas, das quais é possivel estimar a 4rea ocupada no 8-espago
isotdpico (5'3C vs. 3°N) e, consequentemente, a diversidade trofica baseada nos niveis tréficos (N) e
fontes consumidas (C) pelos individuos da popula¢éo. Para a abordagem populacional foi utilizado o
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bagre-guri, Genidens genidens, espécie mais importante (em biomassa e abundancia) no estuario do

undagao Espirito-santense de Tecnologia

Rio Doce. Adicionalmente, o modelo de mistura ‘simmr’ foi aplicado para verificar se o bagre-guri possui
um padréo alimentar similar as populacées da mesma espécie de outros estuarios brasileiros. Para tal,
um modelo de duas fontes foi elaborado visando estimar a contribui¢éo relativa de fontes de baixo e
alto valor energético. As potenciais fontes coletadas e analisadas foram baseadas em estudos prévios
(e.g. CHAVES & VENDEL, 1996; RABITTO & ABILHOA, 1999) e em analises preliminares da ecologia
trofica de individuos coletados no Rio Doce. As fontes agrupadas na categoria ‘baixo valor energético’
foram zooplancton (copepodes), larvas de inseto (Chironomidae) e fitoplancton e na categoria ‘alto valor

energético’ foram siris (Callinectes sp.), camardes (Penaeidae) e peixes (Engraulidae).

As andlises isotdpicas de 13C e *N foram conduzidas usando um analisador elementar (FLASH 2000,
Thermo Scientific) acoplado em um espectrdmetro de massa de razao isotépica (Delta V Plus, Thermo
Scientific, Bremen — Germany). Os resultados obtidos foram expressos em notacao & (%o) a partir dos
valores de referéncia em acordo a equacgao 86X = [(Ramostra/Rreferencia)-1] X 103. Onde X é 13C ou 15N, e R
€ a razao correspondente a 13C/*2C ou 5N/**N. A precisdo analitica para 5'3C e §'°N foi de < 0,15 %o
segundo USGS-24, IAEA-CH6, IAEA-600 para 8'°C e IAEA-N2, IAEA-NO-3, IAEA-600 para &°N.
Valores que apresentaram parcial enriqguecimento por lipidios (C:N > 3,5) foram corrigidos (POST et
al., 2007).

2.6.3 Dieta de Genidens genidens (bagre-guri) no Rio Doce

A &rea relativa (%AR) de cada presa nos estdbmagos foi calculada mediante a quantificacdo da area
ocupada em relacdo a area total de todos os itens alimentares. Adicionalmente, a frequéncia de
ocorréncia (%FO) foi calculada (HYNES, 1950; HYSLOP, 1980).

O indice de area relativa foi considerado o mais adequado para este trabalho, visto que a maioria das
presas era muito pequena para utilizagdo do método volumétrico e com massa inferior ao limite minimo

de uma balanca de preciséo (< 0,001 g).

Segue abaixo as equacdes dos indices %AR e %FO, e do indice de importancia alimentar (%lol),
adaptado de Elston et al. (2020).

100 X (&rea presa
%AR, = ( p a)

Y area das presas

100 X (n de estbmagos com o item j)

%FO, =
#FOq total de estdbmagos analisados
100 x (%AR, + %FO0,)

%lol, =
wlol, S (%AR + %F0)

Previamente as analises, foi elaborada uma curva de rarefacao de espécies, com o auxilio do software

PAST v. 4.03, utilizando o indice Mao Tao, para avaliar a suficiéncia amostral (COLWELL et al., 2004).

24



rede
RIO
DOCE
MAR

A curva foi gerada a partir de uma matriz com 65 individuos (amostras) e 32 categorias taxondémicas

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

de presas.

A estratégia alimentar do bagre-guri foi avaliada por meio do diagrama de Costello adaptado
(AMUNDSEN et al.,1996). Neste caso, a abundancia especifica foi substituida pela area especifica

ocupada por cada presa (Pi; plotada no eixo y), calculada de acordo com a formula a seguir:

_ YA
T:

Em que, Ai representa a area ocupada pela presa i, e At é a area total de presas nos estdmagos onde
ocorreram a presa i.

O indice de Levins (B) e o indice padronizado (Ba) de Levins (LEVINS, 1968; KREBS, 1989) foram
calculados para determinar a amplitude de nicho do bagre-guri a partir dos dados dos conteldos
estomacais e auxiliar na interpretacdo da sua estratégia alimentar (especialista vs. oportunista),

conforme as equagdes abaixo:

1

X pi?

_®B-1

Ba= oD

Em que, pi é a proporgdo da presa i em relacdo a todos os itens alimentares; e n € o nimero de

categorias de presas determinadas.

A partir dos componentes responséaveis pela amplitude de nicho total de uma populacao (total niche
width; TNWs), foi calculado o grau de especializagéo individual baseado no indice de Shannon-Weaver
proposto por Roughgarden (1979) a partir da variagdo no uso de recursos pelos individuos (within-
individual component, WICs) e a variagao entre os individuos (between-individual componente, BICs).
A proporcao do nicho total (TNWs) explicada pelo componente da variagao intraindividual (WICs/ TNWs)
se aproxima de 1 quando todos os individuos possuem maxima sobreposicdo alimentar, enquanto
baixos valores indicam alta especializacdo individual. Os indices foram calculados pelo software
IndSpecl (BOLNICK et al., 2002) a partir de uma matriz elaborada com a area (mm?2) das presas
(colunas) ingeridas por cada individuo de bagre-guri, categorizadas conforme apresentado no diagrama

adaptado de Costello.

2.7 MICROQUIMICA DE OTOLITOS

Foram escolhidas trés espécies de interesse comercial, abundantes e amplamente distribuidas ao
longo da costa do Espirito Santo (rios Sdo Mateus, Ipiranga e Doce) e sul da Bahia (Caravelas). Desta
forma, foram selecionadas Centropomus parallelus (robalo-peva), C. undecimalis (robalo-flecha) e
Genidens genidens (bagre-guri). as mais abundantes ao longo da campanha de amostragem, e que

atendem aos demais pressupostos para escolha. Os exemplares foram coletados utilizando redes de
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espera de diversas malhas, operadas por pescadores locais e equipe de campo. Além disso,
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exemplares também foram obtidos nas peixarias de cada regido, certificando-se do local de origem dos

mesmos.

Apbs a coleta, os individuos foram medidos (comprimento total — CT, em mm), pesados (PT — g) e
dissecados para retirada dos otolitos. No laboratério os otélitos foram limpos em camara de ultrassom
para retirada dos tecidos aderentes. Posteriormente foram emblocados em resina epoéxi, cortados

transversalmente, lixados e polidos até o plano do nucleo (Figura 8).

Apés o processamento, os otélitos foram fixados em laminas de vidro para posterior analise (Figura 9).
As concentrag8es elementares isotdpicas nas se¢des transversais dos otolitos foram medidas usando
um sistema de Ablagdo a Laser (AL), acoplado a um ICP-MS do Departamento de Petrologia e
Metalogenia da UNESP de Rio Claro, SP. As abundéncias dos isétopos 7Li, 24Mg, 44Ca, 55Mn, 57Fe,
85Rb, 86Sr, 114Cd, 138Ba, 202Hg e 208Pb foram determinadas do ndcleo até a borda das se¢8es do
otolito. As configuragBes de AL foram: diametro do feixe 50 um, fluéncia 12 J cm-2, taxa de repeticao
10 Hz, velocidade de varredura 10 um s-1 e saida de energia 100% (maximo de 5,6 mJ). O hélio foi
usado como gas de arraste na ablacéo, o qual foi misturado com argdnio para inje¢éo no plasma ICP-
MS. 43Ca foi utilizado como padréo interno, com uma concentra¢cdo na matriz do otdlito estimada em
36%. O padrdo para microandlises de carbonatados, MACS-3 (United States Geological Survey, US)
foi analisado ao longo de cada dez otdlitos, a fim de calibrar a conversdo entre contagens por segundo
em concentracdo elementar em relacéo a um elemento quimico padrao (em ppm) e para corrigir desvios
de méaquina e viés de massa (WEBB et al., 2012; SIROT et al., 2017). Para evitar qualquer
contaminacgédo da superficie, uma pré-ablagdo de 85 um foi realizada antes das principais transec¢des
de 50 pm. Todos os dados isotopicos sdo dados como concentragdo em relacdo a 43Ca

(elemento:célcio) x 1000 ppm.

Para avaliacdo do uso do habitat através da microquimica do otdlito, baseado nos perfis das razdes
Sr:Ca (x1000 ppm) e Ba:Ca (x10000 ppm), elementos estes, indicadores de salinidade (ELSDON et al.,
2008), do nucleo até a borda, ambas espécies, foram classificadas de acordo com Potter et al. (2013),
em quatro tipos descritos abaixo: Tipo | sdo referentes a peixes de agua doce/estuarino oportunistas,
uma vez que nascem no ambiente limnico (elevados valores da razdo Ba:Ca e baixos valores da razéo
Sr:Ca no nucleo do otdlito) e permanecem nesse ambiente ao longo da vida, podendo fazer algumas
incursGes na regido estuarina; Tipo Il sdo referentes a peixes exclusivamente estuarinos, ou seja,
apresentam razoes de Sr:Ca e Ba:Ca intermediarias, tipicas desses ambientes; Tipo Il sdo referentes
a peixes estuarinos/marinhos, ou seja, apresentam elevados valores de razBes Sr:Ca e razdes de
Ba:Ca extremamente baixos, tipicas do ambiente marinho; e Tipo IV sdo referentes a peixes
estuarinos/agua doce, ou seja, nascem no ambiente estuarino e podem usar o ambiente de agua doce

ao longo da vida.
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Figura 8: Resumo esquematico das etapas e procedimentos realizados para analises de microquimica de otélitos
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Para verificar a assinatura quimica entre os quatro estuarios, foram realizadas andlises de variancia
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multivariada permutacional (PERMANOVA), aplicada para comparar as assinaturas quimicas multi-
elementares, dos otdlitos entre os locais. Para andlises multivariadas, as matrizes de dissimilaridade
foram baseadas na distancia euclidiana e os valores de P foram gerados usando 999 permutacdes. O
modelo considerado estatisticamente significativo foi seguido por compara¢fes permutacionais parwise
entre todos os pares de niveis (ANDERSON, GORLEY, CLARKE, 2008). Os dados foram
transformados em log (x + 1) e a conectividade entre os locais de coleta foi realizada uma Andlise
Canobnica de Coordenadas Principais entre locais, baseada nas assinaturas quimicas do ndcleo e da
barda para cada espécie, considerando assim a porcentagem de reclassificacdo. As andlises foram
realizadas na plataforma R e no software PRIME + PERMANOVA V.6.

2.8 TELEMETRIA ESTUARINA

2.8.1 Areade estudo

O presente estudo foi desenvolvido nas fozes dos Rios Doce e Sdo Mateus e areas marinhas
adjacentes, localizadas no litoral norte do Espirito Santo. As regifes estuarinas destes rios estédo
localizadas no distrito de Regéncia, cidade de Linhares (Rio Doce) e na cidade de Concei¢do da Barra

(rio S&o Mateus) (Figura 10).

Figura 10: Area de estudo no litoral norte do Espirito Santo, Brasil
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2.8.2 Coletade dados Telemetria de peixes estuarinos

Para o estudo de telemetria estuarina foram selecionadas duas espécies de robalos (Centropomus
parallelus e C. undecimalis) em razao da alta importancia econémica, social e recreativa destas nas
areas estudadas (RODRIGUES, 2005). Uma vez que os robalos sdo eurihalinos, ou seja, vivem tanto
na agua doce quanto salgada (GRACIA-LOPEZ et al., 2006), a compreensdo da movimentacao entre
0s ambientes de agua doce, estuarino e marinho, é fundamental para a determinacdo de possiveis

impactos causados pelo Rompimento da Barragem de Fundao sobre a dinamica destas espécies.

O sistema de rastreamento utilizado no estudo de telemetria estuarina € composto por transmissores e
receptores da VEMCO®, lider mundial no segmento. No presente estudo foram utilizados dois tipos de
transmissores (continuo e codificado) que emitem sinais acuUsticos singulares e identificaveis; e seus
respectivos receptores (VR100 e VR2W). Em cada um dos rios estudados foi montado um grid de
detecc¢do com oito receptores VR2W para o monitoramento passivo dos individuos marcados, além do

monitoramento ativo realizado através da utilizacdo de um hidrofone mével (VR100).

Exemplares de robalo foram capturados através de métodos ndo letais para o implante dos
transmissores acusticos. Todos os individuos foram previamente anestesiados e uma incisdo de 20
mm realizada na cavidade celomatica para a inser¢éo do transmissor acustico. Apos a sutura do corte

os individuos foram monitorados por cerca de 20 minutos, sendo posteriormente devolvidos ao rio.

As coletas de dados referentes a telemetria ativa ocorreram durante duas campanhas intensivas de 10
dias de rastreamento em cada rio estudado. Totalizando um esfor¢co de campo de 160 horas em cada
rio. Para obteng&o dos dados de telemetria passiva, os receptores VR2W fundeados foram recuperados
através de mergulho autbnomo, apés aproximadamente um ano. Foram coletados cinco e sete
receptores, respectivamente, nos rios Doce e S&do Mateus. Para maiores detalhes sobre a metodologia

de coleta de dados ver Protocolo de Telemetria estuarina.
2.8.3 Anédlise de dados Telemetria de peixes estuarinos

Para definicdo da area de vida foi utilizado o método de Densidade de Kernel (KUD) (WORTON, 1989).
O método KUD é uma abordagem probabilistica que oferece uma densidade de uso em toda a area de
estudo. O uso do espaco é frequentemente apresentado como uma distribuicdo de probabilidades por
uma func¢éo de distribuicdo do uso (VAN WINKLE, 1975), que da a densidade de probabilidades de

realocar os individuos em qualquer lugar conforme as coordenadas geograéficas.

indices de residéncia (IR) e fidelidade (IF) foram estimados com o intuito de verificar possiveis
diferencas na permanéncia dos individuos dentro das areas de estudo. O indice de residéncia foi
calculado considerando o nimero de dias com deteccfes sobre o nimero total de dias em liberdade
(nimero de dias entre a soltura e Ultima deteccdo) para cada individuo. O indice de fidelidade foi
baseado no nimero de horas com detec¢des sobre o niimero total de horas em liberdade (nimero de

horas entre a soltura e a Ultima detecc¢ao) para cada individuo.
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Os dados registrados nos receptores foram obtidos através do software VUE - VEMCO®, sendo

undagao Espirito-santense de Tecnologia

posteriormente validados de modo a eliminar das analises possiveis ruidos captados e sinais de fraca
intensidade (< 60 dB) (ver CLEMENTS et al., 2005; YOUNG et al., 2016). As analises de distancia
percorrida e KUD foram realizadas através do website Zoatrack (https://zoatrack.org) (DWYER, 2015)
e do software R (R Core Team, 2017), através do pacote AdeHabitatHR. As médias de profundidade,
distancia percorrida, KUD50, KUD95, IR e IF foram comparadas entre os rios Doce e S8o Mateus

através do teste de Mann-Whitney com a utilizagcdo do software Statistical2.

3  PEIXES RECIFAIS

3.1 ASSEMBLEIA DE PEIXES RECIFAIS
3.1.1 Areade estudo

A fim de descrever a estrutura das comunidades de peixes recifais foram estabelecidas seis areas de
controle e uma de impacto: Recife dos Esquecidos (C1), Cassuruba (C2), Paredes (C3), PARNA
Abrolhos (C4), Vitdria (C5), Guarapari (C6) e APA Costa das Algas (l), respectivamente (Figura 11).

Figura 11: Mapa referente aos pontos de amostragem dos dados coletados na metodologia do censo visual e em fotoquadrado
das trés campanhas nos periodos de 2019 e 2020. Sdo seis zonas de controle e uma zona de impactoC1 = Recife dos
Esquecidos, C2 = Cassuruba, C3 = Paredes, C4 = PARNA Abrolhos, C5 = Vitéria, C6 = Guarapari e | = APA Costa das Algas
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3.1.2 Coletade dados

Variaveis ambientais e cobertura bentdnica

Em cada ponto fixo realizado para censos visuais (censo ou unidade amostral), os dados ambientais
(ver Protocolo para Coleta de Dados com Censo Visual Subaquatico e Fotoquadrado) foram tomados
para controle da variabilidade espacial entre setores e localidades amostradas. S&o registradas para
cada censo a profundidade e a visibilidade horizontal. Ao finalizar o censo, o mergulhador estima em
cada quadrante do cilindro as variaveis de heterogeneidade do habitat (tipo de substrato) e
complexidade (arquitetura e verticalidade do substrato).

Para obtencéo de dados de cobertura benténica (% de organismos que recobriam o fundo), foi utilizada
a metodologia de fotoquadrado anexadas ao censo visual de peixes. Foram utilizados 2 quadrados
feitos de tubo de PVC com as dimensBes 80x70 cm. Os quadrados sdo subdivididos em 15 fotos de
22x15 cm, em que cada subdivisdo serviu como referéncia para as fotografias de fundo (FRANCINI-
FILHO, 2008). As imagens foram analisadas no software CPCe (Coral Point Count with Excel
extensions 4.1) utilizando 30 pontos aleatérios por foto. Apds a analise das fotos no CPCe, os dados
de porcentagem de cobertura por grupo benténico foram exportados para uma matriz de Excel. O
conjunto de 15 fotos compuseram um fotoquadrado, e a média de cobertura obtida pelos dois

fotoquadrados de cada ponto fixo do censo representaram uma unidade amostral.

Os organismos bentdnicos foram classificados nos seguintes grupos: 1) Macroalgas; 2) Sedimento; 3)
Filtradores; 4) Outros invertebrados; 5) Equinodermos; 6) Matriz de algas epilitcos (MAE); 7)
Cianobactérias;8) Alga calcaria; 9) Octocorais; 10) Zoantideo 11) Corais incrustante; 12) Corais

massivos e 13) Corais ramificados.
Peixes recifais

Seguindo o desenho de impacto beyond BACI proposto por Underwood (1992), onde ndo ha dados
prévios ao impacto resultando em uma comparacdo ACI, estabelecemos mudltiplos controles (n=6) a
serem contrastados com a zona impacto (n=1). Em cada uma das sete zonas de estudo (C1=Recifes
Esquecidos, C2= Cassurubd, C3=Paredes, C4=Abrolhos, C5=Vitoria, C6=Guarapari e I=APA Costa
das Algas) foram selecionados seis setores aleatérios. As zonas amostrais C5 e C6 foram inseridas no
periodo de transi¢cdo no intuito de ampliar as zonas Controle ao sul do Rio Doce, e ampliar a
variabilidade de ambientes avaliada. Em cada setor séo realizados seis pontos fixos, sendo que cada
um possui um raio de quatro metros, para peixes >20cm, e um raio de dois metros para peixes <20cm,
adaptado de Minte-Vera et al. (2008). Para realizar um censo uma trena é estendida sobre o fundo para
auxiliar na delimitacdo do raio amostral que determina o volume do cilindro imaginéario onde é realizada
a identificacdo das espécies de peixes por um tempo total de cinco minutos (Figura 12). Em seguida
séo anotadas as abundancias das espécies identificadas. O tamanho dos peixes € estimado em classes
de dois em dois centimetros. Estas medidas diminuem o erro amostral e, portanto, aumentam a
acuracia dos dados coletados (Ver Protocolo para Coleta de Dados com Censo Visual Subaquatico e

Fotoquadrado para mais detalhes).
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Para a realizacdo dos 36 pontos fixos em cada zona necessita-se de aproximadamente trés a cinco

Fundacao Espirito-santense de Tecnologia

dias embarcados (correspondente a uma campanha), a depender da quantidade de mergulhadores e
das condicdes de navegacéo.

Figura 12: A metodologia de censo visual de comunidade de peixe recifal. Um mergulhador se posiciona no meio de um cilindro
de quatro m de raio, marcado com uma trena, e anota todos os peixes que passa dentro do cilindro durante cinco min.
Individuos menores do que 20cm sdo observados com um raio de dois metros para evitar subestimagéo devido visibilidade

limitada
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3.1.3 Analise de dados

Variaveis ambientais

As matrizes de dados foram organizadas segundo Tempo (Campanha 1-3), Zona (sete niveis), Setor
(seis niveis) e Amostra (seis amostras). Campanha 1 (T1) foi realizada janeiro — mar¢o 2019, campanha

2 (T2) durante junho — agosto 2019 e campanha 3 (T3) durante janeiro — marco 2020.

As variadveis ambientais foram avaliadas quanto & existéncia de autocorrelacdo através do software R,
com o pacote estatistico ‘Performance Analytics’, e suprimidas das analises posteriores quando
correlacionadas (apresentando valores maiores do que 0.70). Com as variaveis restantes foi realizada
uma andlise de componentes principais (PCA) com a finalidade de avaliar o grau de similaridade entre
as amostras obtidas em fun¢ao das varidveis ambientais através do pacote ‘vegan’ (OKSANEN et al.,
2019). Adicionalmente gréaficos box-plots foram utilizados para ilustrar a flutuagdo dos parametros

ambientais coletados em funcéo do espaco e/ou tempo amostrado.
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Assembleias de peixes recifais

A biomassa dos individuos de peixes foi calcula causando as constantes a e b, obtidas no FishBase
(FROESE & PAULY, 2019). Para caracterizar as comunidades de peixe em cada zona em termos de
grupos troficos, cada espécie foi classificada dentro de um dos seguintes grupos tréficos: Piscivoro-
cephalopoda (PC), Herbivoro-detritivoro (HD), Herbivoro mével (HM), Invertebrados sésseis (1S),
Invertebrados moveis (IM), Onivoro (ONI) ou Planctivoro (PL) seguindo também a classificacdo do
FishBase (FROESE & PAULY, 2019).

Para comparar a composi¢cdo, abundéancia, riqueza, diversidade de Shannon-Wienner, biomassa,
tamanho médio das espécies e indices de diversidade a de peixes recifais entre os fatores Zona e
Setor, foi utilizado Analise de Variancia por Permutacdo (PERMANOVA) de forma multivariada
(composicdo de espécies) e univariada (demais variaveis), através do indice de similaridade de Bray-
Curtis. Segundo o desenho amostral, foi realizado o contraste (I vs C), onde a variancia da Zona
Impacto foi comparada com a variancia obtida entre todas as Zonas Controles. Para avaliar quais
médias eram significantes entre si o teste pair-wise foi utilizado quando os resultados da PERMANOVA
eram significativos. Graficos box-plots foram utilizados para visualizar as médias significativamente
diferentes (incluindo o erro padrdo como medida de disperséo). As variaveis ambientais obtidas em
cada réplica: cobertura de organismos benténicos, % de substrato (cascalho e recife), temperatura,
rugosidade e inclinacdo do fundo e profundidade foram incluidas como co-variaveis dos dados de

abundéancia, composicao e biomassa de peixes nos testes estatisticos realizados (PERMANOVA).

Devido as diferencas de malha amostral entre os anos de 2019 e 2020, e que devido a pandemia as
amostragens de 2020 estdo incompletas, o fator “Tempo” nao foi incluido como um fator fixo e a zona

C5 foi excluida das analises.

Adicionalmente diferencas em abundéancia e biomassa dos grupos tréficos entre as zonas e setores
amostrados foram testados com PERMANOVA. As andlises de PERMANOVA foram realizadas
utilizando o software Primer v.6.1.15 com a extensdo da PERMANOVA v.1.0.5, utilizando 9999

permutagdes e o nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

Para visualizar a similaridade de composicdo e abundancia da ictiofauna entre as amostras obtidas em
um espaco bidimensional, foi utilizado o Diagrama de Escalonamento Multidimensional Nao-Métrico
(NMDS), também utilizando indice de similaridade de Bray-Curtis através do software R (verséo 4.0.0)

através do pacote ‘vegan’ (OKSANEN et al., 2019). Os dados foram estandardizados com o ‘vegdist’.

Com o fim de avaliar a eficiéncia das amostragens realizadas em cada estudo realizado, a riqueza
observada nos dados de censos visuais de cada zona foi comparada com estimadores CHAO 1 E 2,
JACKNIFE 1 e 2 e Bootstrap usando o software Primer v.6.1.15. Adicionalmente, foram plotados os
indices de diversidade local (a), regional (y) e entre habitats () com a finalidade de comparar a riqueza

de espécies de peixes recifais entre as zonas estudadas.
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Buscando aprofundar o efeito do impacto sobre a diversidade das comunidades, aplicamos um indice
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de diversidade verdadeira (sensu JONES, 2006, 2007) considerando que o nimero efetivo de espécies
€ equivalente ao numero de Hill (gD) (HILL, 1973) onde, a diversidade poder ser quantificada como
espécies igualmente abundantes, com base no aumento do peso da abundancia pela ordem de
diversidade . Quando g igual a 0 (OD) as abundancias sdo desconsideradas, o que favorece a
representatividade de espécies raras; quando q € igual a 1(1D) o valor de diversidade gerado equivale
a entropia de Shannon e espécies comuns na comunidade tém representacdo mais efetiva; e quando
g € igual a 2 (2D) um peso desproporcional é dado para abundancia e as espécies dominantes séo
mais representativas (JOST, 2007). Os indices foram calculados no software R (versao 4.0.0) através
o0 pacote ‘entropart’ (HERAULT, 2015).

Para entender quais fatores ambientais influenciam a composicdo de espécies, uma Analise de
Redundancia (RDA) foi feita, usando as variaveis ambientais como preditores e a assembleia de peixes
como variavel resposta. A distancia para o Rio Doce foi incluida como um proxy do fator impacto. Os
dados ambientais foram estandartizados, através do pacote ‘vegan’, com o fim de permanecerem em
uma mesma escala. Os dados de abundancia da ictiofauna foram transformados usando a
transformacgé&o de Hellinger para diminuir a influéncia dos zeros (LEGENDRE & GALLAGHER, 2001).
A significancia dos eixos foi testada com a fungéo ‘anova.cca’, e apenas foram mantidas as variaveis

significativas que néo tiveram autocorrelacéo.

Para oito espécies foram avaliados os padrdes populacionais de ocorréncia e distribuicdo entre as
zonas amostradas, sempre considerando o mesmo desenho amostral proposto (beyond-BACI). As
espécies foram selecionadas por apresentarem alto grau de relevancia ecoldgica e ou econdmica, e
por estarem listadas sob algum grau de ameaga segundo a lista da IUCN e/ou lista nacional de espécies

ameacadas.

3.2 TELEMETRIA DE PEIXES RECIFAIS
3.2.1 Marcacgéo

Os estudos envolvendo telemetria foram realizados seguindo metodologia proposta por Hackradt
(2012). A espécie Mycteroperca bonaci, badejo-quadrado, foi escolhida para a realiza¢éo do estudo de
movimentacdo e comportamento devido a sua importancia econdmica e ecoldgica (predador), podendo
atuar como um bioindicador de impacto ambiental (KOCK, 2011). O Mycteroperca bonaci (Figura 13A)
foi selecionado para o estudo de telemetria de peixes recifais por ser uma espécie de alto valor
econdmico e alta relevancia no ecossistema (FREITAS, 2014; PREVIEIRO, 2018). Ao ser um
organismo predador de topo de cadeia alimentar (FREITAS, 2014) o badejo-quadrado (M. bonaci), atua
controlando as populacdes de suas presas através de um sistema top-down (BOADEN & KINGSFORD,
2015).

Para o monitoramento dos tags codificados (emitem um ping a cada 30 segundos) se é necessario

determinar o alcance dos hidrofones méveis (VR100), através da conducéo de uma prova de intervalo
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de deteccdo. Com base neste estudo prévio, foi elaborado um plano de amostragem moével a ser
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realizado com o VR100. A area de estudo e sua area de entorno foram monitoradas periodicamente
através do uso de hidrofone, direcional (VH110), utilizado a partir da embarcacdo de monitoramento.
Associado ao hidrofone movel foi acoplado uma rede de hidrofones fixos (VR2W) (Figura 14). Os
animais, ao se moverem dentro da rede de hidrofones, foram sequencialmente detectados pelos
mesmos dentro de sua area de deteccao.

Figura 13: Coleta de dados das atividades de telemetria de peixes recifais; A) Badejo quadrado, Mycteroperca bonaci, espécie-
alvo do estudo de movimentacao, B) covos utilizados na captura dos espécimes, C) esvaziamento da bexiga natatéria
previamente a cirurgia, D) incisdo para implantag&o do tag acustico, E) soltura e acompanhamento do animal marcado com
uma tag externa identificadora

oo
T &
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Para captura dos peixes, foram utilizados covos, pucas e anestésicos para a captura de espécies que
se refugiam em covas e grutas. Ap6s capturados, os peixes foram levados ao barco e colocados e um
tanque contendo agua do local, e tiveram suas bexigas natatérias totalmente esvaziadas com o auxilio
de uma agulha hipodérmica de 18 polegadas. Todos os peixes capturados foram pesados e
mensurados (CT em mm). O tag codificado esterilizado com iodo foi inserido na cavidade peritoneal e
em seguida a fechada e limpa a incisdo. Implantou-se uma marca externa em cada peixe capturado
(tag), onde cada etiqueta tem um cédigo numérico que permitiu a identificacdo e o acompanhamento
do animal e uma cor distinta para cada local de amostragem. Essa cor permitiu identificar os
movimentos dos peixes do local onde foram marcados para diferentes locais (Figura 13E). Aplicou-se

antisséptico no local da insercao da etiqueta para evitar possiveis infecgdes.

ApOs a captura, os peixes foram acomodados em uma cama cir(rgica e receberam uma pequena
incisdo de 10 a 20 mm de comprimento entre as nadadeiras peitorais, sendo inserido o transmissor

codificado acustico (15 individuos foram marcados com tags codificados), posteriormente fechada a
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incisdo com cola cirlrgica, além de ser aplicado antisséptico. Os animais foram mantidos no tanque
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com agua do mar e oxigenado com auxilio de um aerador antes de serem liberados para que seja
assegurado que estdo em boas condi¢cdes. Mergulhadores acompanharam os peixes até o local em

que foram capturados.

A manutencdo dos receptores e leitura dos dados foram realizados trimestralmente sendo a Ultima
descarga ocorrida em marco de 2020, sendo impossibilitado novas leituras e manutencdo dos
receptores devido a paralisacdo das atividades de campo decorrente da pandemia e necessidade de
isolamento social. O monitoramento ativo dos animais, a partir do uso do VR100 foi realizado em

novembro de 2019 com nove dias de campo.

Figura 14: Mapa da malha de deteccéo de hidrofones fixos (VR2W) no PARNA de Abrolhos. A) Mapa da localizagéo da area de
estudo, indicando a localizagdo do PARNA Abrolhos; B) Indicagéo do Arquipélago de Abrolhos (onde o estudo esta sendo
realizado) e o parcel dos Abrolhos em seu entorno e C) localizagéo da malha de deteccédo formada pelos receptores VR2W no
entorno da Ilha de Santa Barbara - Arquipélago de Abrolhos (Os pontos indicam localizagdo do VR2W e os circulos a area de

deteccéo calculada - 300m - para cada hidrofone).
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1. Sueste

O rastreamento foi feito utilizando-se um hidrofone direcional (VH110) acoplado a um localizador
receptor sistema VR100 (VEMCO®). Foram feitos transectos de 10 minutos em cada local de
marcacado. Quando nenhum peixe era detectado, outro local foi visitado. Quando houve sinal positivo,
0 barco era posicionado para adquirir o sinal mais forte possivel a partir do transmissor e seguir o sinal
detectavel. Quando o sinal era perdido, continuou-se o transecto até os 10 minutos estarem completos.
Quando um novo sinal era detectado pelo receptor movel, se prosseguia para completar o rastreamento
com este novo peixe. O rastreamento foi feito até que o sinal do animal fosse perdido, atingindo o
maximo de 45 minutos em um Gnico local. Os peixes etiquetados foram monitorados através de censos

visuais subaquaticos realizados em cada local de marcacéo.
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3.2.2 Analise de dados

Dados do VR2W foram descarregados com auxilio do software VUE (Vemco®) e introduzidos em uma
matriz de dados do Excel. Falsas deteccBes foram eliminadas previamente ao inicio das analises. A
taxa de residéncia total e por receptor foi calculada através da razdo do ndmero de dias em que o
animal foi registrado em um determinado receptor (IRi) ou no grid de detec¢do (IRt) pelo nimero total
de dias de monitoramento. Os dados registrados nos receptores foram obtidos através do software
VUE - VEMCO®, sendo posteriormente validados de modo a eliminar das analises possiveis ruidos
captados e sinais de fraca intensidade (< 60 dB) (CLEMENTS et al. 2005; YOUNG et al. 2016). As
analises de distancia percorrida e MPC foram realizadas através do software R (R Core Team, 2017),
através do pacote AdeHabitatHR (CALENGE, 2019).

Para andlise dos dados depois de selecdo e remocédo de deteccdes falsas, sem posicao de GPS, foi

estimado o Poligono Convexo Maximo (MCP) que indica toda a area utilizada por um individuo.

Adicionalmente, uma estimativa de Area de Vida Linear (Home range linear) foi usada como proxy da
disperséo horizontal dos individuos, e dada em metros. Com a finalidade de avaliar se individuos
maiores possuiam maior potencial de dispersdo, uma regressao linear entre o home range linear e o

tamanho dos individuos foi realizada.

4 GENETICA

4.1 GENETICA POPULACIONAL DE PEIXES ESTUARINOS/MARINHOS E RECIFAIS

Foram selecionadas oito espécies de peixes estuarinos para estudos populacionais utilizando
marcadores moleculares mitocondriais e nucleares. Concomitantemente as coletas da ictiofauna
estuarina, realizada pela equipe do CEUNES — UFES, um nimero minimo de 30 individuos de cada
espécie foi amostrado em cada estuario visitado (ver Protocolo Genética de Populagdes), dos quais
uma amostra de tecido de 5 cm? oriundo da nadadeira caudal ou anal foi recolhida e acondicionada em
um microtubos com &lcool 100% pela equipe do Laboratério de Genética e Conservacao Animal do
CEUNES-UFES, em Sao Mateus-ES e conduzida até o laborat6rio de Genética e Biologia Molecular
da UFSB, em Porto Seguro-BA. Todas as amostras se encontram acondicionadas em freezer -80°C no

referido laboratério.

A extracdo de DNA de todos os organismos coletados foi realizada seguindo o protocolo modificado de
solucao salina (BRUFORD et al., 1992.) para peixes recifais e através de kits de extragdo (PureLink™
Genomic DNA Kit - Invitrogen, ThermoFisher Scientific™) para peixes estuarinos. Apds a extragéo, a
concentracdo de DNA foi avaliada no equipamento Qubit Fluorometric Quantitation (ThermoFisher

Scientific™).

A estratégia de investigacdo dos genomas visa obter polimorfismos que permitam a analise refinada

dos processos microevolutivos. Foram utilizados dois marcadores de alto nivel de polimorfismo, custo
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computacionais para analise estatistica — “Dloop” e Microssatélites.

4.1.1 Extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento/genotipagem

A amplificacdo parcial dos segmentos de DNA da regido controladora (D-loop) com cerca de 1000 pb,

foi efetuada utilizando foram utilizados iniciadores descritos como universais para peixes (Quadro 2)

Quadro 2: Iniciadores (primers) utilizados na otimiza¢é@o das reacdes de amplificagcéo para a regiéo controle do gene mitocondrial

(Dloop), com as sequéncias correspondentes e autores

ID primer Sequéncia Autor
Marfish_Thr_F 5-AGCACCGGTCTTGTAAACCG-3’ Cheng et al. (2012)
Marfish_Phe_R 5-GGGCTCATCTTAACATCTTCA-3 Cheng et al. (2012)

SBL1 5'-CCTAACTCCCAAAGCTAGKATTC -3 Santa Brigida et al. (2007)

SBH1 5-TGTTTATCACTGCTGRRTTCCCT -3’ Santa Brigida et al. (2007)
Dloop A _F 5-TCCACCTCTAACTCCCAAAGCTAG-3' Lee et al. (1995)
Perc 12S 1R 5-GCGGATACTTGCATGTGTAA -3’ Santa Brigida et al. (2007)

Para marcadores microssatélites, seis das quinze espécies utilizadas neste estudo ndo possuem
marcadores moleculares microssatélites descritos na literatura, desta forma, 12 novos locus para cada
uma das 6 espécies, foram prospectados pela empresa Allgenetics (Espanha), durante o periodo de
transicao (outubro/2019 e margo/2020), e foram incorporados ao trabalho de caracterizagdo genética,
trazendo assim resultados inéditos a respeito da diversidade genética na regido. Todos os loci usados

nas amplificacBes para esse trabalho encontram-se descritos no Quadro 3 e Quadro 4.

Quadro 3:Marcadores microssatélites das espécies recifais que se encontram descritos na literatura

Espécie Referéncia N° locos
Mycteroperca venenosa. RENSHAW et al. (2011) 10 locos
Lutjanus synagris. RENSHAW et al. (2007) 10 locos
Epinephelus morio. SEYOUM et al. (2016) 10 locos
Mycteroperca bonaci ZATCOFF et al., 2002 5 locos
Lutjanus analis SHULZITSKI et al. (2009), RENSHAW et al. 10 locos
(2007)
Ocyurus chrysurus RENSHAW et al. (2007) 8 locos
Cephalopholis fulva. RENSHAW et al., 2010 9 locos
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Quadro 4 :Marcadores microssatélites de seis espécies de peixes gque se encontram descritos na literatura prospectados pelo laboratério Allgenetics (Espanha), durante o periodo de transigdo

(outubro/2019 e margo/2020)

Multiplex Locus Motificacao Tﬁr:ganqgﬁtgo Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Fluorescéncia
Conodon nobilis

A AG 95 CACAGCCAAAGCCCTTCC GAGAGAGTGTGCTTGGGACA FAM

1 A%&“O AC 197 CGGCTTCTCTTTGGAATCAG CGGTCAGTAAGGGATATCAGC FAM
Aag‘o AC 92 TGGACTCCTCTTTGTATTGTGC CTCCACACCCATCGTCAGA HEX

reae AG 126 TCTTTCTTCAGAGAGCTGGGTT AACTCGCAGGAGGTAAAGCA FAM

’ A63503“° AC 99 AGAAGTCACAGAAGGCCAGC TGATGCAGAGCTTTACACGG NED
A(il%“o AC 110 GACGAAATCGTGACATTCCC CACATCTCAGTGTGTGCTGC FAM

3 AG37C3“° AG 241 TGACATGCTTAGATGAGCCCT CAACAGGATACGTCTGCGTC HEX
A%la“o AC 97 AATTCTTGGCAGTTGGATGG CGCTCATTCATCTGTCTTTGTC NED

4 Agg‘o AG 123 TGGATCTCAATAGGCTTCGG TATTTATCACATCGCCTCCC FAM
5 AC;SCS“O AC 127 CTCTCAGAGACGCGCACA ACCTCACACCTGTAGCACCC FAM
AC SN AC 90 CTGAGGTGTCACTCTCGCTC ACAGTCTGAGAAGTTAGTTTGGACA FAM

° A AC 92 TAGCCAATCGCACCCTAGTC CGTGCTTTATTATTCCTGTCCTG NED

Isopisthus parvipinnis

AG Ipa 150 AC 92 GTGCATATGAGGGTGCACAT GGGTATTTATGTGAGGTGGAAGA FAM

1 AG Ipa 001 AC 94 TTCTCCAGCTCCACCTCTCT CAAACTGCAGTGGTCTCCTG HEX
AG Ipa 134 AC 107 TGTACCGTAAGCAACATCCG TGTCTCAAACGTGATCACACC NED

2 AG Ipa 076 AC 114 GAACTCAGCTTTGTACGGTGAA AAATGGGCCAGTGGTTGTAT FAM
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Multiplex Locus Motificacao Tﬁr:garr;r;ﬁtgo Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Fluorescéncia
AG Ipa 357 AC 110 TTCCGTCTCCACTAACTGGG TGCGTGGAGTTTATCTCTGG HEX
AG Ipa 492 AG 92 GGAGAGAAGGAGAAAGAAGGG GTGGTGCCTAGCCAGCTATC NED
AG lpa 214 AC 190 CAGTAATCTGAAGTCAGTGGAGCA ATTAGGACTGACCTCCATCACTC FAM
AG Ipa 187 AC 294 TCCAGTGCCAGGAGAAGTAA TCTCCTCCTTTATGGCTTGTTT FAM
’ AG Ipa 406 AC 149 ATCCTCACCCTTGCAGGAC GTTTGGACTGCTCCTGCTG HEX
AG Ipa 387 AG 249 CGCAAGGTCTGTTTGCTAGA CGGGATCTTGACTGGACATC HEX
AG Ipa 139 AC 95 GCGTTTGCCTACCTAAAGCA TCATTCTGAGCAGATGGTCG FAM
¢ AG Ipa 478 AC 140 ATCCTTAACGTGTGTAGCAAACT ATAATCTTTGACATCACTTTCATGACT HEX
Larimus breviceps
AG Lbr 175 AC 159 GCCACCAGGAAGTTGACATT CCGCCTAACTGAAGGATCAC FAM
1 AG Lbr 092 AC 277 TGTCAGCTGTCTGAACCGTC GCAAACCCATCTCCACATTT FAM
AG Lbr 345 AC 149 CATACTTTGCCAACGGAGGT CAGGTGAATCTCATACCCGC NED
AG Lbr 195 AC 104 TGTGCTCACACTTCCTCTGG CCACAGTCTCCCACTCATCA FAM
2 AG Lbr 060 AC 128 CCTCTCGGCTAAGGCTCTTT TTATGCAATTGGTCTGGCAA HEX
AG Lbr 443 AC 115 CTAGCATCATGGACAGCGAC GCGACAGTCAGCAGGACATA NED
AG Lbr 301 AG 154 TTGAAGGTCAGGAAGACGCT CTCAACATCCCACAGTGCAT FAM
3 AG Lbr 076 AG 176 GGTCTCACTCTCAGGGTTGC ACTACGACTCCCATGATGCC HEX
AG Lbr 332 AC 98 GCTGCAGTGACCAATGTCTG CAGCGGCTAATAAAGCGAAC NED
AG Lbr 499 AAC 107 GCAGCATGCTATATTCCGCT CTGCTTCGCTCCTCTGAAAT FAM
4 AG Lbr 331 AG 210 CAGCCGTCAACCAGACAATA GAGTGGCATTGATTGCTGAA FAM
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Tamanho do

Multiplex Locus Motificacao fragmento Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Fluorescéncia
AG Lbr 372 AG 01 TTCTGAATGGTGGCAAACTG GCTTTCAACAGGCCCTCATA HEX
Pellona harroweri

AC Pha AC 137 TGGTCTTTGAACCTGCCAAT CTCACAAAGGAACATGCAGC FAM

! A(;oiha AC 112 ACACTCAAAGAAGTGCCGCT TGGCTGGTCTGGTGGTAGAT HEX
AS ha AC 111 AGTTTAGGTGTGCCTGGGTG CAGCCTTGGTTAGCTGCTCT NED

A%QF’?ha AG 130 GGGATAAGGGAGTGGAGAGG TGTTTCACTTGACTCCCACG NED

’ A(;GF;ha AC 249 CTTTGTGGGCAGAGTCTCGT GTGGCCATGCAGTCAACTAA NED
AC;{;“"" AC 137 AGAGGCACGTCTGCAATCTC CCTATTGATTCACGGTGGCT FAM

AC(")BPOha AAAC 146 CTTTGGGCATTTAGCCATGT CCTTGAGGGTGACCAATGAT HEX

’ AGgspgha AC 201 GGAGGAAGACCAGGTGTGAA TTTGGGTGCTGTGTAAACCC HEX
M AC 97 CTCTGCCTTCCTGCTCTTTG GGCTGTAGGCACCACAGTTT NED

AG30POha AC 105 TCAGGCCTACTCATGCCATT GATGCTTCCTCGGTGTTAGC FAM

4 s AC 153 GAGAACATGGAGCCAAGCAT GCGCAACATGTCAGTAGGTC HEX
A%Plha AAC 109 TGGGTGGTCTAGCCCATTAG CCTCAGATTCAGGAGGCAGT NED

Trinectes paulistanus

AGS 1T7pa AC 114 ACAGTGTGGATCTGCCTCCT CCCACCTCATTCACTTGCTT FAM

1 Aaosza AG 171 CACCAAGGACAGGAAGTGCT TTTGGGAGCTTGTCACCTCT HEX
Aﬁlepa AG 132 TCAAGCACGTAGCACGAGAC TTCCTGATGGGATTACTGGG NED

2 AC(-I‘):;I'Spa AAC 121 ACCTTCATCACCTGGTCAGC GCACGAGTTCAATCAGCAAA FAM
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Tamanho do

Multiplex Locus Motificacao fragmento Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Fluorescéncia
Ao AC 92 ATGAGCTGCCTCTGTCTCGT TGAGAACCACAACTCCATCG HEX
AC PR AC 152 GGCCTACAGTAACGGCAGAG GTGTGCCAGGAAAGGAAGAA NED
AORe AG 169 TCACCCTCCTCTGCCACTAC ATCCCACAGGAACTGTTTGC HEX
’ AC PR AAC 101 TTGCCCTTGAAACAACATCA CATTAAAGCGTCGCCAAACT NED
AC Tpa AC 154 TTGTGGGTAATTTGGGCTGT TACTGAGCAGCAGTGGAGGA FAM
) Ao ATC 159 GTTTGTGTCGTTTGTGCGTC TTGTGTTGTCACACCCTGCT HEX
AG P2 AC 120 TTCGCTCTGCACAGACAGTT ACCAGGGAGCGAAATTAGGT HEX
° Ao AC 172 GACGAGGCGTTGTGTAGTGA TTGGTCGTGAGGTTTGGAAT NED
Mycteroperca interstitialis
AC NI AAC 96 CATAGAACAGAAGCCATGCAA CCCAGTATGTCACAGCATGTC FAM
1 AG Min AC 134 CCAATCTGCAGCCCATAACT TTGGTTCGTGGACATTTGTT HEX
AS Min AC 98 GACCACAGAACCACATTCACC TGTATGGTAACCTCGGCCAC NED
AG In AC 100 TCACCTTCCTCTGTGTGTCCT ACAAGCTCCACCGATCAAAT FAM
AG Min AC 148 GCAGCCTAGGATTCAGTTCC AGGAAGGCAGACTGAAAGGG HEX
’ AS AC o1 GGGTTACTCTCACCCTTAAATAAA CTGTAGCGAGCTGGTCATTG NED
AG Min AATG 192 GATAGTCTGGCGACCTGTCC GAGGTAACATGTGCGCTGAA NED
AC Min AC 161 TATCAAACTCGTTAGGCCGC TTGTCGCCACTCTTTCTTGA FAM
’ AC Min AC 90 TCTTTATAAGGTCACTTGAGTATCAGA ATCAGCACCTGCATGCCT NED
4 AC Min AC o1 TGCTCCTCTGTCAGTGTTGG GCGCTTGAGACAGTCAGTTCT FAM
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Locus Motificacao Tfamanho do Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Fluorescéncia
I’agmento
Ag 4'\2'” AC 191 TCCTTGGTGGCTGGCTGT CCCGCTTTGGACTGAAAGT FAM
ACZ"O'\Q'” AC 95 CCATCTGTTAGTGTGCAGGC TGTCTCAGTTGTGTGTGTCCG NED
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4.1.2 Anédlises das sequéncias

As sequéncias de DNA obtidas foram alinhadas e editadas no programa BioEdit Sequence Alignment
Editor (HALL, 1999). A amplitude e os espacamentos dos picos foram devidamente observados para
atestar a qualidade das sequéncias e verificar se as mutacdes eram reais ou se poderiam ser artefatos
da técnica do sequenciamento. A identidade das sequéncias foi confirmada utilizando o algoritmo
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1990) no NCBI (National Center for

Biotechnology Information - http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast).

Todas as amostras foram alinhadas entre si gerando um arquivo que foi utilizado na realizacdo de
testes estatisticos posteriores. Para a determinacao do nimero de haplétipos e de sitios segregantes
(S), frequéncia e diversidade de haplétipos, assim como valores de diversidade nucleotidica(1) e

haplétipica (Hd), foi utilizado o programa DNAsp Sequence Polymorphism (ROZAS et al., 2003).

A matriz de distancia genética, a distancia genética entre filogrupos e a arvore de haplétipos foram
obtidas utilizando o programa MEGA 5.0 (TAMURA et al., 2011). A rede de haplétipos foi criada com
critério de parcimdnia estatistica, calculada pelo algoritmo Median-Joining utilizando o programa Popart
(LEIGH & BRYANT, 2015).

O coeficiente FST mede a raz&o entre a deriva genética e o fluxo génico e 0 modo como esta razao
influencia a estrutura populacional quando se consideram os processos, sendo uma das medidas de
estrutura populacional mais utilizadas na genética evolutiva. (TEMPLETON, 2011). Os célculos do FST

foram feitos com a aplicacéo do programa Arlequin 3.01 (EXCOFFIER et al., 2005).

Para avaliar a neutralidade do processo de selecdo natural foram usados os testes de Fs de Fu e D de
Tajima executados no programa DnaSP. Se o resultado destes testes indicarem néo significativos
podemos dizer que as populagBes estdo em equilibrio genético. Estes testes de neutralidade também
foram usados como indicadores de recente expansado populacional quando a hipétese nula de
neutralidade for rejeitada devido a valores negativos significativos (p<0,05). Para estimar os valores F
e D de Fu e Li que sao testes de neutralidade mais sensiveis aos eventos de sele¢do foi utilizado o
software Arlequin 3.5 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010).

4.1.3 Andlise de genotipagem

A determinac&o do tamanho dos alelos foi realizada utilizando-se o programa GeneMarker v.1.6 (Soft
Genetics LLC), através da comparacdo com o marcador de peso molecular GeneScan 500 ROX Size
Standard (Thermo Fisher Scientific).

A variabilidade genética das populag6es foi determinada utilizando-se programas computacionais como
FSTAT v.1.2 (GOUDET, 1995), Arlequim 3.01 (EXCOFFIER et al., 2005), Structure.2.2 (PRITCHARD,
2000), Bottleneck (PIRY et al., 1999). Os tamanhos dos alelos foram organizados em matrizes de dados
que foram submetidas aos programas computacionais. Foram calculados parametros que permitiram a

determinacéo da diversidade genética intra e interpopulacional.
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O numero de alelos por loco e a riqueza alélica foram calculados utilizando-se o Fstat v.1.2 (GOUDET,
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1995). Os indices de diversidade foram mensurados a partir da heterozigosidade esperada (Hg) e
observada (Ho) e numero de alelos por loco (A), sendo todos os testes realizados utilizando os pacotes
do programa Arlequim 3.01 (EXCOFFIER et al., 2005), Este programa também foi utilizado para calcular
o0 equilibrio de Hardy Weinberg.

O coeficiente FST mede a razédo entre a deriva genética e o fluxo génico e o modo como esta razéo
influencia a estrutura populacional quando se consideram os processos, sendo uma das medidas de
estrutura populacional mais utilizadas na genética evolutiva. (TEMPLETON, 2011). Os célculos do FST

foram feitos com a aplicacdo do programa Arlequin 3.01 (EXCOFFIER et al., 2005).

O programa STRUCTURE 2.3.3 (PRITCHARD et al., 2000; FALUSH et al., 2003; PRITCHARD & WEN,
2004) foi utilizado para avaliar a possivel existéncia de subdivisdo da populagdo. Foram conduzidas 10
corridas independentes para cada valor de K, a partir de 20000 geragdes MCMC, seguidos de um burn-
in de 10000.

O software Bottleneck 1.2.02 (PIRY et al., 1999) foi utilizado para detectar redu¢bes populacionais
(bottleneck ou efeito gargalo) recentes nas populacdes de cada espécie estuarina e recifal. O programa
visa testar a ocorréncia de excesso de heterozigosidade nas populagdes quando a heterozigosidade
esperada no equilibrio de hardy-weinberg é maior que heterozigosidade esperada no equilibrio de
mutacgao-deriva genética (heq) (PIRY et al., 1999). A perda do nimero de alelos, especialmente raros,
durante um efeito gargalo € muito mais rapida do que de heterozigosidade (he), o que explicaria o fato
de he>heq. As analises seguiram os seguintes modelos de mutacdo para explicar a ocorréncia de
poliformismo em loci: stepwise mutation model (s.m.m) e two-phase model (t.p.m), que sao
recomendados para testar loci de microssatélites (LUIKART & COURNUET, 1998; Di RIENZO et al.,
1994). Perry et al. (2012) sugeriram que as estimativas de s.m.m. para microssatélites sdo muitas vezes
subestimadas e por isso recomendaram o uso de s.m.m com valor de ps = 0.78. Visto isso, 0s
parametros escolhidos para t.p.m. foram de %s.m.m igual a 80% (perry et al., 2012; paris et al., 2015)
e variancia igual a 12, como recomendado por Piry et al. (1999). A significancia do teste unicaudal para
excesso de heterozigosidade foi avaliado pelo teste de wilcoxon (p < 0.05), que é recomendado em
analises com <20 loci e nimero minimo de individuos igual a 30 (LUIKART & COURNUET, 1998; PIRY

et al., 1999). Foram utilizadas 10.000 itera¢g8es para obtencao do suporte estatistico da analise.

4.2 DNA BARCODING

Os peixes estuarinos coletados foram provenientes de 15 campanhas realizadas pelo Laboratorio de
Ecologia de Peixes Marinhos (CEUNES/UFES) durante o periodo de setembro de 2018 a marc¢o de
2020 em sete unidades amostrais: Rio Barra Nova, Rio Doce, rio Ipiranga, rio Italinas, rio Sdo Mateus,
rio Caravelas e rio Piraqué-acgu), sendo os rios Barra Nova e Italnas inseridos a partir do Ano 2. Os
peixes recifais foram coletados pelo Laboratorio de Ecologia e Conservacdo Marinha (LECoMar) —
UFSB por meio de visitas a desembarques pesqueiros no estado do Espirito Santo, a fim de obter

amostras provenientes da pesca de espinhel de fundo, de quatro regides que ocorrem entre o sul da
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Bahia e norte do Rio de Janeiro: Area 1, Norte de Abrolhos e Royal Charlotte; Area 2, Sul do Banco de

undagido Espirito-santense de Tecnologia

Abrolhos; Area 3, Plataforma estreita entre Linhares e Piima; e Area 4, Marataizes e norte do Rio de

Janeiro.

As coletas de tecido dos peixes estuarinos, para as analises de DNA Barcoding e analises genéticas
populacionais, foram realizadas pelo Laboratério de Genética e Conservacdo Animal (LGCA) do
CEUNES, UFES; e a coleta dos tecidos de peixes recifais foi realizada pelo Laboratorio de Ecologia e
Conservacdo Marinha (LECoMar) — UFSB. Dos peixes estuarinos foi retirada uma pequena amostra de
tecido muscular e dos peixes recifais uma pequena porcédo do raio da hadadeira caudal. Os fragmentos
de tecidos coletados foram armazenados em microtubos contendo alcool 96% e acondicionados a -
20°C no banco de tecidos do LGCA. Todos os microtubos foram identificados e etiquetados com todas
as informacg8es necessarias do individuo, como a sigla da espécie (identificagdo morfoldgica), o arrasto,

0 ponto, o rio e a data de coleta, conforme o exemplo abaixo (Figura 15).

Figura 15: Exemplo de etiqueta contendo todas as informagdes necessarias dos peixes marinhos. Individuo da espécie

Diapterus rhombeus coletado no Rio Sédo Mateus em 16 de novembro de 2018

DIARHO.045SM02A3.16XI18

O DNA das amostras foi extraido a partir do protocolo de solugdo salina (BRUFORD et al., 1992) e
quantificado em espectrofotémetro. As solugbes de DNA extraido foram diluidas para 20 ng/uL para

padronizar as reag8es e evitar possiveis erros de amplificacéo devido ao excesso de material genético.

Para a amplificacdo do Citocromo Oxidase Subunidade | (COIl), foram utilizados os seguintes primers:
FishF1- 5TCAACCAACCACAAAGACATTGGCACY e FishR2-
5ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAAZ’ (Ward et al. 2005). Depois de amplificados, os fragmentos
foram visualizados em gel de agarose (1%) corados com Gelred, visualizados e foto-documentados
sob UV. Ap6s a amplificacdo dos fragmentos de DNA, as reacdes foram purificadas utilizando a enzima
ExoSap-IT e enviadas para sequenciamento em uma empresa terceirizada. Todas as sequéncias
geradas foram editadas manualmente e alinhadas com o auxilio da ferramenta Muscle, utilizando o
programa MEGA 7.026 (KUMAR, STECHER & TAMURA, 2016). Em seguida, as sequéncias geradas
foram comparadas com sequéncias previamente publicadas em dois bancos de dados online, GenBank

(www.ncbi.nlm.nhi.gov/Genbank) e BOLD (www.boldsystems.org). A comparacdo com esses bancos

de dados genéticos nos permite identificar o grau de homologia entre a sequéncia que possuimos e as
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sequéncias depositadas. O grau de homologia nos fornece uma porcentagem que varia entre 0% a

Fundagdo Espirito-santense de Tecnologia

100%, e quanto maior esse valor maior a proximidade genética existente entre as sequéncias. Apds
essa comparacdo as sequéncias foram classificadas como congruentes ou incongruentes. As amostras
classificadas como congruentes foram aquelas cuja identificagdo molecular da espécie apresentou um
grau de homologia entre 99% e 100%, em pelo menos um dos bancos de dados, e confirmou a
identificacdo morfolégica da espécie. As amostras incongruentes foram aquelas cuja identificacao
molecular ndo correspondeu a identificacdo morfologica.

Apbés a comparacdo das sequéncias nos dois bancos, um arquivo com as sequéncias que
apresentaram um grau de homologia entre 99% e 100% em pelo menos um banco de dados foi gerado.
A partir desse arquivo, utilizando-se o software MEGA 7.026 foi gerada uma arvore de Neighbor-Joining
(SAITOU & NEI, 1987) com base no modelo de substituicdo de parametros Kimura-2 (K2P) (KIMURA,
1980). A confianga dos ramos foi verificada a partir dos valores de bootstrap com 10000 repeticdes
(FELSENSTEIN, 1985).
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