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1  HISTORICO DE MALHA E FREQUENCIA AMOSTRAL

A malha e frequéncia amostral do Programa de Monitoramento da Biodiversidade Aquética da Area
Ambiental | (PMBA/Fest) passou por modificacées ao longo do tempo, visando seu aperfeicoamento
para atendimento aos objetivos do PMBA/Fest. Estas alteracdes foram aprovadas pela Camara Técnica
da Biodiversidade (CTBio) por meio de: (1) oficio SEI n°® 1/2020-CTBio/DIBIO/ICMBIo, de outubro de
2019 (para o periodo de transicdo) e (2) Proposta Técnica de continuidade do monitoramento,
apresentadas e aprovadas em 2022, visando o “Novo Ciclo do PMBA/Fest”.

As modificagcbes implementadas se encontram nos seguintes Materiais Suplementares: 1) MS — Malha
e Frequéncia amostral, onde as diferentes malhas e frequéncias amostrais sdo apresentadas nas abas
“Ano 17, “Transi¢cao”, “Novo Ciclo” e “Histérico Frequéncias” e 2) MS — Mapas das malhas amostrais,
com a espacializacdo historica referente as malhas amostrais dos Ambientes. Como forma de
esclarecer os periodos contemplados em cada uma delas, “Ano 1” se refere as estagdes amostrais
monitoradas entre setembro de 2018 e setembro de 2019, “Transi¢do” as estagdes entre outubro de
2019 e julho de 2022 e “Novo Ciclo” referente as estagdes amostrais monitoradas a partir de agosto de
2022, a excecao do grupo da Ecotoxicologia, que iniciou a amostragem referente ao Novo Ciclo em
janeiro de 2023.

2 METODOLOGIA

A metodologia apresentada contempla o escopo em vigéncia no momento de entrega deste relatério,
ou seja, as amostragens e analises previstas para o Novo Ciclo do Programa de Monitoramento da
Biodiversidade Aquética — PMBA submetidas a Fundagio Renova através do FORMULARIO DE
APRESENTACAO DE PLANO DE TRABALHO em agosto de 2022 (e dezembro de 2022 para o Tema
Ecotoxicologia). Apds a descricdo da metodologia implementada, serd apresentado um breve descritivo
sobre as modificagbes metodoldgicas (pardmetros, analise de parametros ou grupo de parametros,

dentre outros) que ocorreram ao longo da evolucdo do PMBA/Fest a fim de determinar os indicadores.

21 COLETA

2.1.1 Taxa anual de encalhes, de distribui¢cdo sazonal e espacial, e de 6bitos de cetaceos na
costa do Espirito Santo

Area de estudo: A area de estudo, que compreende o litoral do estado do Espirito Santo, estende-se
por aproximadamente 392 km, com uma orientacdo predominante de norte-nordeste (NNE) para sul-
sudoeste (SSW). Essa regido esta situada em frente as bacias petroliferas de Campos e Espirito Santo.
A amplitude geogréfica da area se estende entre as latitudes 18.33°S, no municipio de Conceicéo da
Barra, e 21.30°S, no municipio de Presidente Kennedy. Caracteriza-se pelo escoamento sul-sudoeste
sobre a plataforma continental, sendo este mais acentuado na quebra da plataforma, onde flui a

Corrente do Brasil (GHISOLFI et al., 2015). O padrédo de ventos na regido € majoritariamente norte-
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nordeste, sobretudo durante a primavera e o verdo austral. Associado a passagem de frentes frias, o
vento também apresenta direcdes de sul-sudeste-leste, principalmente no inverno austral (GHISOLFI
et al., 2015). Em relagdo as temperaturas, o periodo estudado registrou uma média de 24.4°C + 2.5°C
para a temperatura do ar, com uma minima de 15.8°C e uma méxima de 29.9°C. A agua na regido

apresenta temperaturas amenas, com uma média de 24°C no inverno (BEZAMAT et al., 2015).

Monitoramento e dados de encalhe: Os procedimentos de registro, resgate e exame de cetaceos
encalhados seguem as recomendacdes do Protocolo da Rede de Encalhes de Mamiferos Aquaticos
do Nordeste (REMANE) (IBAMA, 2005). Grande parte dos procedimentos também é baseada no guia
“Marine Mammals Ashore” (GERACI & LOUNSBURY, 2005), bem como no Protocolo de Necrépsia de
Baleias Francas (MCLELLAN et al. 2004). Os registros de cetaceos encalhados sdo obtidos pelo
Programa de Monitoramento de Praias das Bacias de Campos e Espirito Santo (PMP-BC/ES). Este
programa opera em um acordo de parceria técnica com duas instituicdes responsaveis, integrantes da
REMAB (Rede Brasileira de Encalhamento de Mamiferos Aquaticos), o Instituto Baleia Jubarte (IBJ) e
o Instituto ORCA (licencas SISBIO n. 13303-9 e 64724-10), e em cooperagcdo com 0 PMBA/Fest. As
praias sdo monitoradas diariamente pelo PMP-BC/ES, principalmente utilizando quadriciclos, para
detectar cetaceos encalhados. Animais vivos encontrados sdo notificados imediatamente as equipes
de resgate do IBJ e ORCA. Carcacas pequenas sao recolhidas e entregues ao 1BJ ou ORCA conforme
area de atuacdo, enquanto grandes carcacas (acima de 3 metros) sdo examinadas in situ. O tratamento
das carcacas inclui exames necroscoépicos para diagnosticar a causa do ébito e a colheita de amostras
biolégicas para pesquisas especificas e complementacdo do diagnéstico. Esta amostragem segue
padrdes sisteméticos, visando atender 0s requisitos necessarios para andlise histopatoldgica e

medicdo de contaminantes ambientais.

Espécies alvo: Embora um total de 20 espécies de mamiferos marinhos tenha sido relatado na regido
do monitoramento ao longo dos 40 anos anteriores ao rompimento da barragem de Fundédo-MG
(MAYORGA et al., 2020), o presente estudo concentra-se em duas espécies de cetaceos, consideradas
alvo, por serem costeiras e estuarinas: 0 boto-cinza (Sotalia guianensis) e a toninha (Pontoporia
blainvilei). Além do aspecto costeiro, esses cetaceos sdo residentes, encontrados na area durante todo

0 ano, e provavelmente foram os mais afetados pelos rejeitos do rompimento da barragem de Fundao.

Estagios de decomposicdo: A classificacdo dos estdgios de decomposicao, inicialmente proposta por
Kuiken & Garcia-Hartmann (1991), foi utilizada para orientar a coleta de amostras biolégicas. Os

c6digos de decomposicao morfolégica séo subdivididos da seguinte forma:

Cddigo I: 0 animal vivo (torna-se cadigo Il ao morrer);

Cddigo II: a carcaca estd muito fresca (sem inchaco);

Cadigo lll: decomposi¢cdo moderada (inchaco, descamacéao da pele, mas 6rgaos ainda intactos);
Cddigo IV: decomposi¢do avancgada (inchaco significativo, 6rgéos irreconheciveis);

Cddigo V: remanescente de carcaca com auséncia de 6rgaos.
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Quanto mais avancado o estagio de decomposi¢édo, maior a dificuldade para se realizar diagnosticos
macroscépicos, e mais limitados tornam-se o0s aproveitamentos laboratoriais relacionados aos exames

complementares.

Sexagem: A sexagem é definida com base na avaliacdo morfolégica da genitalia e do sistema
reprodutor externo, ou na avaliacdo de estruturas anatémicas internas, como, por exemplo, a préstata,

o Utero e as gbnadas.

Faixa etaria: A faixa etaria é definida com base no comprimento total (CT) dos animais, de modo que
para o boto cinza na regido do estudo, filhotes sdo considerados animais inferiores a 1m, juvenis acima
de 1m até 1.75m, acima desse valor sdo animais adultos de acordo com Monteiro-Filho et al., 2013. J&
para as toninhas, os filhotes s&o considerados animais inferiores a 0.74m, juvenis acima de 0.74m e

inferior a 1.1m e adultos superiores a 1.1m (Di Beneditto & Ramos, 2001).

2.1.2 Genética, concentracdo de elementos-tragco, concentracdo de compostos
organoclorados e organobromados, hpas, isétopos estaveis, estrutura etaria e sexual,

histopatologia e microbiologia

As analises laboratoriais séo realizadas em amostras coletadas de carcacas de cetaceos recolhidas
nas praias da area monitorada. Os animais encalhados, normalmente sdo encontrados mortos.
Amostras de bidpsias de cetdceos podem ser coletadas durante os cruzeiros do projeto. A relacéo

dos pardmetros a serem monitorados é apresentada no Quadro 1.

Relatério Anual 2023 — PMBA/Fest 8
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Quadro 1: Relagéo dos parametros a serem analisados para cetaceos na area monitorada.

Amostra

Analise

Musculo

Mercurio

Céadmio

Ferro

Cobre

Manganés

Zinco

Arsénio

Isétopos estaveisde C e N

Figado

Mercurio

Céadmio

Ferro

Cobre

Manganés

Zinco

Arsénio

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Rim

Mercurio

Céadmio

Ferro

Cobre

Manganés

Zinco

Arsénio

Gordura

Organoclorados

Organobromados

Gobnadas

Estégio reprodutivo

Dentes

Determinagéo de idade

Pele ou musculo

Diversidade genética

Relatério Anual 2023 — PMBA/Fest
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Procedimento de coleta por andlise:
a) Mercario e elementos-tragco

Sao coletadas amostras de musculo, figado e rim de carcacas em codigos Il e lll (Geraci & Lounsbury
2005). Aproximadamente 100g de amostras de mdusculo (dorsal, lado esquerdo), figado e rim
(esquerdo) sdo enviadas para UERJ. As amostras sdo acondicionadas em saco plastico zip,

identificadas com etiquetas pelo lado de fora e armazenadas em freezer.
b) Organoclorados e organobromados

Sao coletadas amostras de gordura de carcacas em caédigos Il e Il (Geraci & Lounsbury 2005).As
amostras devem ter aproximadamente 100g e sdo enviadas a UERJ. As amostras devem ser
acondicionadas em papel aluminio (para evitar o contato com o plastico) dentro de saco plastico zip,

identificadas com etiquetas pelo lado de fora e armazenadas em freezer.
c¢) Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Sao coletadas amostras de figado de carcacas em caédigos Il e Il (Geraci & Lounsbury 2005). As
amostras devem ter aproximadamente 100g e sdo enviadas a UERJ. As amostras devem ser
acondicionadas em papel aluminio (para evitar o contato com o plastico) dentro de saco plastico zip,

identificadas com etiquetas pelo lado de fora e armazenadas em freezer.
d) Isétopos estaveis

Devem ser coletadas amostras de carcacgas em codigos Il e Il (Geraci & Lounsbury 2005). As amostras
de musculo devem ter aproximadamente 20g. As amostras devem ser acondicionadas em saco zip

sem etiqueta pelo lado de dentro, e armazenadas em freezer. As amostras sdo enviadas a UERJ.
e) Andlise reprodutiva

Devem ser coletadas amostras de carcacas em codigos Il e lll (Geraci & Lounsbury 2005). Os testiculos
e ovarios séo pesados, medidos e fotografados.

Os ovarios inteiros devem ser identificados como direito e esquerdo, e fixados em formol 10%.E
importante observar que para a preservacdo adequada a proporgédo amostra: preservativo deve ser de
1:10, podendo ser reduzida, apés a completa formolizagcdo (minimo de 48h), para o envio. Os ovarios
sdo enviados a UERJ, onde sdo examinados e um fragmento deve ser coletadoe encaminhado & UENF

para analise histopatoldgica, seguindo o protocolo descrito abaixo (se¢éo h).

Os testiculos direito e esquerdo devem ser seccionados longitudinalmente. Na face interna da metade
direita devem ser coletados trés fragmentos de cerca de 1cm? cada, seguindo o protocolo de coleta
para histopatologia. Os trés fragmentos (das por¢des cranial, mediana e distal) sdo colocados em um
mesmo cassete histologico, identificado como direito ou esquerdo.O procedimento deve ser repetido
para o outro testiculo. Os dois cassetes devem ser acondicionados em um mesmo frasco identificado,

contendo formol 10%, e observando a propor¢éo de 1:10 descrita acima. Os testiculos sao enviados a
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UERJ.
f) Genética

Devem ser coletadas amostras de pele ou musculo de carcagas em qualquer estado de conservacao.
As amostras devem ter tamanho aproximado de um gréo de feijdo. Idealmente, coletar duas amostras
de cada animal e colocar em um mesmo microtubo. Preparar dois microtubos para cada animal.
Armazenar em alcool 100% e se possivel, guardar no freezer, atéo envio para o Laboratdrio de Genética
e Conservacdo Animal (LGCA) do CEUNES/UFES, SadoMateus, ES.

g) Idade

Para a determinacdo de idade devem ser enviados, preferencialmente, dentes da porcdo centralda
mandibula esquerda. Os dentes devem ser macerados para eliminacdo do tecido e mantidos secos a
temperatura ambiente, em frasco devidamente identificado. Para acelerar a andlise, os dentes devem
ser coletados durante a necropsia, armazenados em frasco e enviados junto comos tecidos para as
andlises de contaminantes, para serem macerados na UERJ, onde séo feitas as determinacfes de
idade. E ideal enviar no minimo 5 dentes de cada individuo, selecionando os mais retos. Também é

ideal manter os outros dentes em colecao prépria, caso seja necessario envio de mais dentes.
h) Histopatologia

Amostras de tecidos colhidas durante a realizacdo das necropsias dos cetaceos ja fixadas em formalina
neutra tamponada a 10% sdo clivadas em fragmentos menores e acondicionadas em histossetes
plasticos para o processamento histoldégico no processador automatico, onde séo desidratadas,
clarificadas e incluidas em parafina histolégica. Os blocos de parafina contendo as amostras de tecidos
sdo cortados no microtomo em sec¢des de 5 pm de espessura. Os cortes sdo coletados em laminas de
vidro e corados manualmente, pelo método hematoxilina e eosina (HE) para analise histopatoldgica no
microscopio optico. As patologias 6sseas sdo identificadas com base na avaliacdo morfoldgica dos
0Ss0s apos o processo de maceracao, considerando a comparagdo com o padrdo anatdmico normal,

conforme registros da literatura para a espécie.
i) Microbiologia

Para as analises microbiolGgicas, as amostras coletadas com swab com meio stuart sdo semeadas e
processadas em meios de cultura (caldos e/ou em agar), como agar sangue, agar macconkey, agar
saboraud, agar mueller hinton, entre outros, para o crescimento de micro-organismos patogénicos. Em
seguida, as amostras sé@o incubadas em estufas bacterioldgicas a 37°C por 24/48 hs. As amostras que
apresentarem crescimento bacteriano sao repicadas em meios de cultivo proprios e analisadas através
de métodos de coloracgéo especifica. E realizado um esfregaco da cultura em |amina histoldgica e
visualizagdo em microscoépio de luz para a verificagdo da morfologia e coloragdo para gram. Testes de
oxidase e catalase também sao realizados para auxiliar na classificagcdo que € realizada através de
chave de identificacdo. Também pode ser realizada a identificagdo microbiana com a realizacéo de
andlises por métodos bioquimicos ou por kits de identificagdo microbiolégica. A seguir, com 0s

microrganismos identificados, sdo realizados os antibiogramas e/ou antifungigramas.
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Procedimento de coleta por tecido

Resumo das amostras a serem coletadas por tecido (veja detalhamento acima):

a) Musculo: duas aliquotas (para mercurio + elementos, e para is6topos);

c¢) Figado: duas aliquotas com coleta diferente (para mercurio + elementos, e para HPAs);
d) Rim esquerdo: uma aliquota (para mercurio + elementos);

e) Gordura: uma aliquota (para organoclorados + organobromados);

f) Gbnadas; ambos os ovarios inteiros e fragmentos de ambos os testiculos (para andlise
reprodutiva) (veja detalhamento acima);

g) Dentes; minimo de 5 dentes da porcao central da mandibula esquerda, o mais reto possivel(para
idade);

h) Pele ou musculo (preferencialmente) para genética.

i) Procedimento de coleta por estagio da carcaca.

Quadro 2: Resumo das amostras a serem coletadas dependendo do estagio de decomposicdo da carcaca. Legenda: M —

musculo, F —figado, R — rim, G — gordura, T — testiculo, O — ovario, P — pele, D — dente.

o Mercario
Cadigo de Clorados + . . .
. + HPAs Is6topos Reproducéo Genética | Idade
decomposigéo bromados
elementos
Il M, F, R G F M TouO M ou P D
1 M, F, R G F M TouO Mou P D
\Y Mou P D
\ Mou P D
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2.2 ANALISE

2.2.1 Taxa anual de encalhes, de distribuicdo sazonal e espacial e de 6bitos de cetaceos na
costa do Espirito Santo

Analise sazonal: Analises sazonais sédo apresentadas apenas em relatérios anuais, umavez que requer
gue os 12 meses de cada ano de monitoramento sejam analisados igualmente. No caso deste relatério
RA 2023, que também abrange o primeiro quadrimestre do PMBA/Fest Ano 6, a analise sazonal deste
ultimo periodo sera realizada caso haja continuidade do monitoramento, uma vez que o Ano 6 para
esse relatério compreendeu apenas quatro meses. Em relacdo ao periodo da estacdo anual, foi
considerado primavera a partir de 23 de setembro a 21 de dezembro, verdo em 21 de dezembro a 21
de marco, outono em 21 de marco a 21 de junho e inverno 21 de junho a 23 de setembro. Além disso,
ainda foram analisadas as épocas de periodo chuvoso (outubro a marco) e seca (abril a setembro). As
comparacoes de taxas de encalhe para ambas as andlises apresentadas, sdo baseadas nas fases do
monitoramento, entre elas Pré-rompimento, Pré-PMBA/Fest, Anos 1, 2, 3,4 e 5.

Fases do estudo: As fases de estudo sdo divididas da seguinte forma: a fase Pré-rompimento, que
abrange os dados de encalhes histéricos dos Bancos de Dados do Instituto Baleia Jubarte e Instituto
ORCA, desde 1/1/2012 até 22/11/2015, data em que o material oriundo do rompimento da barragem
de Fund&o atingiu o mar, totalizando 1421 dias. A fase Pré-PMBA/Fest inclui também dados histéricos
de encalhes destas instituicGes com ocorréncias entre 23/11/2015 e 30/9/2018, perfazendo 1043 dias.
As fases subsequentes do PMBA/Fest tém a duracdo de 365 dias cada: o Ano 1 abrange 1/10/2018 a
30/9/2019; o Ano 2, 1/10/2019 a 30/9/2020; o Ano 3, 1/10/2020 a 30/10/2021; o Ano 4, 1/10/2021 a
30/9/2022; e 0 Ano 5, 1/10/2022 a 30/9/2023 a o Ano 6 com duracdo de um quadrimestre, que vai de
1/10/2023 a 31/1/2024, somando 122 dias. Para este periodo do Ano 6, foram analisados os mesmos
guadrimestres do Ano 1 até o Ano 5, e gerados indices correspondentes aos periodos mais longos
como Pré-rompimento e Pré-PMBA/Fest para realizar uma comparagdo equivalente. O total destas
fases foram divididos por 122 dias para gerar o indice.

Andlises gerais: Os dados foram organizados e classificados através de tabelas dindmicas no Microsoft
Office Excel®. Para a elaboracéo dos mapas de distribui¢éo, foi utilizado o freeware QGIS 3.32 (QGIS
Development Team, 2023). Nas andlises estatisticas foi aplicado o teste Z, para comparar as
proporc¢des entre amostras independentes e para testar a associa¢do entre duas variaveis categéricas
em uma tabela de contingéncia 2x2 foi utilizado o teste exato de Fisher.

Em relacdo aos encalhes, nos relatérios anuais séo utilizados trés indicadores para avaliar o impacto
do rompimento da barragem de Funddo em Mariana-MG nas espécies de cetdceos do litoral do Espirito
Santo (ES). Esses indicadores séo: 1) Taxa anual de encalhes por espécie de cetdceos na costa do ES;
II) Taxa de distribuicdo sazonal de encalhes de cetdceos na costa do ES; e Ill) Taxa de 6bito para

cetaceos do ES, determinada pelo diagndéstico da causa da morte.
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2.2.2 indices de diversidade e estruturacdo genética de cetaceos no litoral do Espirito Santo

Os tecidos coletados sao utilizados em analises laboratoriais realizadas no Laboratério de Genética e
Conservacao Animal do CEUNES (Sao Mateus), Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

Para a extracdo do DNA é utilizado o método de solugao salina em que, um pequeno pedago de musculo
€ picotado e colocado em um microtubo no qual, com o auxilio de reagentes e centrifugacdes, € obtido
a solucado contendo o DNA extraido. Ao final do processo o DNA é ressuspendido com a adicdo de 20
uL de ddH20 e armazenado na geladeira a 4°C. Em seguida, as amostras de DNA séo quantificadas

em espectrofotdmetro e o DNA é amplificado por PCR (Polymerase Chain Reaction).

Para as andlises do DNA mitocondrial, 0 DNA dos individuos foi amplificado com marcadores moleculares
da regido controle do DNA mitocondrial D-loop utilizando os primers KRAdLp1.5t-pro (Andrews et al.,
2006) e DLP5 (Pichler et al., 2002). Ap6s a amplificacdodos fragmentos, as reacdes séo purificadas
utilizando-se a enzima ExoSap-IT (USB Corporation). Cada amostra é submetida a reacGes de
sequenciamento nos dois sentidos para avaliacdo de marcadores mitocondriais e genotipagem para

avaliacdo de marcadores nucleares (microssatélites).

As sequéncias mitocondriais sdo alinhadas com o algoritmo MUSCLE (Robert 2004) por meiodo
programa MEGA v.6 (Tamura et al. 2013). Por meio do programa Arlequin v.3.5 (Excoffier et al. 2010)
sdo calculados os componentes de variancia, incluindo as diversidades haplotipica (H) e nucleotidica
(1r), além da Anadlise de Varidncia Molecular (AMOVA) entre diferentes localidades, baseada no FST
com 1000 permutacdes. As redes de haplétipos sdo construidas com célculos de Median-Joining no
programa Network (Bandelt et al. 1999).

Para as andlises do DNA nuclear foram utilizados marcadores microssatélites e SNPS (Single
Nucletide Polymorphisms).

Para os microssatélites, O DNA é amplificado utilizando 10 locos microssatélites para os botos-
cinza e oito locos microssatélites para as toninhas, de acordo com os quadros abaixo, e em seguida

os alelos sédo identificados com o software GeneMapper v.5.0 (Applied Biosystems).

Quadro 3: Locos microssatélites utilizados para as toninhas (Pontoporia blainvillei). Locos: Nomes dos locos; Pb: faixa de

amplificagdo dos alelos; Fluorescéncia; TA°C: Temperatura de anelamento de cada loco; Referéncia.

Locos Pb Fluorescéncia TA°C Referéncia
D22 106-118 HEX 60 Shinohara et al., (1997)
EV5Pm 150-166 HEX 60 Valsecchi e Amos (1996)
FCB2 161-183 6-FAM 60 Buchanan et al., (1996)
FCB5 121-141 HEX 60 Buchanan et al., (1996)
FCB17 171-211 HEX 58 Buchanan et al., (1996)
EV76Mn 168-202 6-FAM 54 Valsecchi e Amos (1996)
Pb01 203-205 6-FAM 56 Cunha et al., (2021)
Pb03 165-173 HEX 60 Cunha et al., (2021)
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Quadro 4: Locos microssatélites utilizados para botos-cinza (Sotalia guianensis). Locos: Nomes dos locos; Pb: faixa de

amplificagdo dos alelos; Fluorescéncia; TA°C: Temperatura de anelamento de cada loco; Referéncia.

Locos Pb Fluorescéncia TA°C Referéncia
Sgui 002 210-250 HEX 50 Cunha e Watts, 2007
Sgui 003 160-200 FAM 5 Cunha e Watts, 2007
Sgui 006 210-240 FAM 62 Cunha e Watts, 2007
Sgui 011 410-460 FAM 5 Cunha e Watts, 2007
Sgui 016 150-200 HEX 60 Cunha e Watts, 2007
Sgui 017 150-190 FAM 60 Cunha e Watts, 2007
Sgui 018 240-280 HEX 62 Cunha e Watts, 2007
GATA 98 92-134 FAM 56 Palsboall et al., 1997
PPHO142 127-159 HEX 60 Rosel et al., 1999

MK6 145-189 HEX 60 Krutzen et al., 2001

O desequilibrio de ligacdo entre os locos é verificado com o programa GENEPOP on the Web
(http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop) (Raymond & Rousset 1995; Rousset 2008) e os desvios do
Equilibrio de Hardy-Weinberg sao testados por meio do software Arlequin v.3.11 (Excoffier et al. 2010).
Os locos também sdo testados quanto a presenca de alelos nulos, abandono de alelos e erros devido
a presenca de picos stutter utilizando-se o programa Microchecker v.2.2.0.3 (Van Oosterhout et al.
2004), com correcdo de Bonferroni.

Para as andlises intrapopulacionais séo calculados os indices de diversidade genética e endogamia com
osprogramas Fstat v.2.9.3.2 (Goudet, 2001) e Arlequin v.3.11 (Excoffier et al. 2010). Para verificar
eventos de gargalo populacional passado ou recente um teste de ocorréncia de Bottleneck (efeito
gargalo) é realizado utilizando o software Bottleneck v. 1.2.02 (Cornuet & Luikart, 1996). Também sao
calculados os indices de estruturacdo genética entre as unidades de populacéo, por meio dos testes
estatisticos Fst par-a-par e AMOVA (Andlise de Variancia Molecular). Valores de P s&o considerados
significativos no nivel de 0,01 (P<0,01) e 0,05 (P<0,05).

Para os SNPs, na etapa de extracdo do DNA 1 pl de B-Mercaptoethano é adicionada ao final da
metodologia a fim de melhorar a qualidade do DNA extraido. O DNA extraido é diluido para 35 ng/ul e
encaminhado para uma empresa terceirizada. A biblioteca é montada a partir da metodologia 2bRAD
e a digestdo é realizada com a enzima de restricdo 1 U BsaXI (New England Biolabs, cat. no. R0609)
em uma reacdo de 15 pl a 37°C por 45 minutos. Para verificar a eficicia da digestéo, 4 pl do DNA
digerido é analisado em gel de agarose 1%. Um master mix de ligacdo contendo 0,2 uM de cada
adaptador especifico (cinco pares de adaptadores para cada cinco amostras), 0,5 mm de ATP (New
England Biolabs), 200 U T4 DNA ligase (New England Biolabs), 2 pl 10x tampé&o ligase T4, 5,9 pl de

agua ultrapura e 10 pl de produto da digestéo € utilizado. Os tubos s&o incubados a 16°C por 1 hora.

A amplificacdo dos produtos de reacéo é realizada em 50 pl PCRs, sendo cada composto por 0,16 pM
para cada primer, 0,24 mM DNTP, 10 pl de HF buffer 5z, 0,8 U de DNA polimerase de alta-fidelidade
Phusion (New England BioLabs), 18,8 ul de agua ultrapura e 18 pl dos produtos de ligacdo. Os
termocicladores MyCycler (Bio-Rad) séo utilizados para realizar a PCR com 16 ciclos de 98°C por 5s,
60 ° C por 20s, e 72 ° C por 10s. O produto de PCR é verificado em gel de poliacrilamida (8%), 50 pl

de cada. O DNA é difundido em &gua ultrapura a 37°C por 30 minutos. Para melhorar o rendimento,
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para cada tubo, séo utilizados 2 pl de sobrenadante como modelo e séo repetidos os passos de PCR
acima durante 4-6 ciclos de PCR. O produto de PCR de 5 amostras é misturado e purificado com o kit
de purificagdo MinElute PCR Purification Kit. E preparado 30 ul de digest&o do master mix contendo 1
mM ATP, 3 pL 10x buffer CutSmart, 2 U Sapl (New England Biolabs), 10 ul do produto de PCR
purificado, e 13,8 pL agua ultrapura, incubados a 37°C por 30 minutos. O produto digerido € adicionado
ao tubo contendo beads magnéticas pré-tratadas e sdo incubados a temperatura ambiente. Um ima é
aplicado e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Em seguida, é adicionado 200 U T4 DNA
ligase ao sobrenadante incubado a 16°C por 45 min. A purificacao do gel é realizada conforme descrito
acima. Os barcodes sdo acrescentados por PCR com primers contendo cada um desses. Os produtos
de PCR sdo purificados com MinElute PCR Purification Kit para serem reunidos e sequenciados
utilizando a plataforma Illumina Nova PE150.

Para mesclar as leituras emparelhadas € utilizado o software Pear (versdo 0.9.6) (Zhang et al., 2014)
e as leituras sdo processadas por meio de um script Perl personalizado para cortar sequéncias de
adaptadores e remocéo das leituras com qualidade Phred Quality Score <30. A montagem do catalogo
de marcadores e o rastreio de SNPs séo realizados utilizando a abordagem de novo e posteriormente
Refmap, ambos com o0 uso do STACKS (Catchen et al., 2011). S&o utilizados trés parametros para o
rastreio de SNPs, sendo o primeiro M=1 para determinar o nUmero de incompatibilidades toleradas
entre dois alelos em um determinado loci, 0 segundo m=2 para determinar o0 nimero de leituras
idénticas minimas necessérias para iniciar um possivel alelo e o terceiro n=1 para determinar o nimero
de incompatibilidades toleradas entre dois loci durante a construcdo do catadlogo. Em seguida, é
construida a referéncia de novo utilizando o software Bowtie2 (v2.2.4). Ao final, o programa Populations
(STACKS) é utilizado para selecionar SNPs que genotiparam em pelo menos 90% dos individuos de
cada populacéo (r= 0,80) e SNPs gque apresentaram valor de frequéncia minima de alelos (MAF) <0,01
foram excluidos. A heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), os indices de fixacdo (FST) e

AMOVA séo calculados no programa Arlequin v.3.5 (Excoffier et al., 2010).

E feita também a sexagem molecular dos individuos n&o necropsiados ou aqueles que ndo puderam
ter o sexo definido morfologicamente. Os animais que nao forem recolhidos, mas tiverem uma amostra
de tecido recolhida na praia, terdo o sexo definido via PCR. Os primers a serem utilizados sdo ZFX0582,
ZFX0923 (Bérube & Palsboll, 1996), PMSRYF (Richard et al. 1994) e TtSRYR (Rosel et al. 2003). As
reacdes de PCR sédo confeccionadas com: Tampéo 10x, 150 uM de dNTP, 1,5 u de Tag DNA
polimerase (INVITROGEN), 1,5 mM de MgCl: e 0,3 uM de cada primer, com exceg¢ao do reverse para
0 SRY que é aplicado 0,06 pM. O volume final € de 25uL. A amplificagdo é realizada nas seguintes
condig¢Bes: 92°C por 30 seg, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 seg, 51°C por 45 seg e 72°C por 45
segundos. Os fragmentos sdo separados em gel de agarose 2,5%, corado com gel red. A corrida
eletroforética é realizada a 120 V por 2 horas. A visualizacdo das bandas é realizada com o auxilio de
luz UV e estas sao fotografadas.
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2.2.3 Alteragcdes nas concentrac6es de elementos-traco em cetaceos

As analises de contaminantes séo realizadas no Laboratorio de Mamiferos Aquaticos e Bioindicadores
(MAQUA) da UERJ. Para a determinagdo da concentragdo de mercurio total (HgT), aliquotas de
aproximadamente 0,3g de musculo, figado e rim das amostras frescas foram atacadas a frio com 1mL
de H202. Apds essa etapa, foi adicionado 5mL de solucéo sulfonitrica concentrada (H.SO4-HNO3) viv,
seguido por aquecimento em banho-maria a 60°C por 2 horas até a solubilizacdo completa da amostra.
Os extratos foram resfriados por quinze minutos e foram adicionados 5mL de KMnO4 (5%). As amostras
retornaram ao banho-maria (60°C) por quinze minutos, e foram resfriadas, repousando por uma noite.
No dia seguinte, o extrato foi reduzido com a adi¢do de 1mL de cloridrato de hidroxilamina (HONHs),
12%. O digerido final foi avolumado com &gua Milli-Q até 14mL. As determinagées foram realizadas
usando um Espectrofotbmetro de Absorcdo Atbmica com gerador de vapor frio (Malm et al. 1989;
Bastos et al. 1998). A certificacdo do método de determinacdo do HgT foi feita por meio de materiais
certificados DOLT-5 (figado de Dogfish) e DORM-5 (musculo de Dogfish) do National Research Council
do Canad4, apresentando recuperacédo média de 98 + 2 %, de 102 + 7 %, respectivamente. Todas as
amostras foram analisadas em duplicata, com coeficiente de variagédo aceitavel de até 20%, além da
utilizacéo de brancos analiticos em todas as baterias. O limite de deteccdo do equipamento foi de 0,45
ug.L! e de quantificagdo foi de 0,03 pg.g*. As andlises estatisticas foram realizadas no programa
STATISTICA versédo 7.0 para Windows (StatSoft, Inc. 1984-2004, USA).

Para a determinacdo das concentracdes de elementos-traco (As, Cd, Cu, Fe, Mn e Zn), aliquotas de
aproximadamente 0,2g de musculo, figado e rim foram colocadas em tubos com tampa. A digestao
das amostras foi realizada através da adicdo de 2mL de &cido nitrico concentrado (65%) que agiu
overnight. No dia seguinte, as amostras foram colocadas em banho-maria a 60°C por 2 horas (Dorneles
et al., 2007; Lailson-Brito et al., 2012). Apds o resfriamento das amostras, o digerido final foi avolumado
com agua Milli-Q até 10mL. A determinacéo das concentragfes dos elementos foi realizada utilizando
um Espectrébmetro de Absorcdo Atdmica com Atomizag&o Eletrotérmica (ETAAS) equipado com
corretor de fundo por efeito Zeeman. Uma solucéo de nitrato de paladio (Pd (NOs)2), preparada a partir
de uma solug&o padréo foi utilizada como modificador quimico. O controle de qualidade foi efetuado
através do uso de materiais certificados de referéncia do USA National Institute of Standards and
Technology e/ou do National Research Council do Canada. Todas as amostras foram analisadas em
duplicata, com coeficiente de variacdo aceitavel de até 20%, além da utilizagdo de brancos analiticos
em todas as baterias. Os limites de detecgdo do equipamento variaram de: 0,05 pg.L™? para cadmio
(Cd) a 7,00 ug.L* para ferro (Fe). J& os limites de deteccdo dos métodos variaram de: 0,01 pg.g* para
Cd a 0,30 ug.g* para Fe. A recuperacgéo do material certificado de referéncia DOLT-5 (em %) foi de: 98
+6 para As; 93 + 1 para Cd; 97 +5 para Cu; 99 + 6 para Fe e 101 * 6 para Zn. A recuperagéo do TORT-
2 para Mn foi de 103 + 6 %. As concentra¢des do branco foram descontadas das concentracdes das
amostras quando estas estavam acima dolimite de detec¢do. As analises estatisticas foram realizadas
no programa STATISTICA verséo 7.0 para Windows (StatSoft, Inc. 1984—-2004, USA).
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2.2.4 Alteragdes nas concentragdes de compostos organoclorados em cetaceos

As analises de contaminantes séo realizadas no Laboratdrio de Mamiferos Aquaticos e Bioindicadores
(MAQUA) da UERJ.

Para a determinacéo de compostos organoclorados, cerca de 1g de gordura foi utilizada. Os padrbes
internos PCB 103 e PCB 198 foram adicionados as amostras e as extracdes foram realizadas com
aparelhos de soxhlet e baldes volumétricos aquecidos individualmente por mantas aquecedoras. A
mistura de solventes utilizada na extracéo foi hexano e diclorometano (1:1) (v/v) e o contetdo lipidico
foi quantificado por gravimetria. O volume final foi reduzido paraprosseguir as etapas de purificacéo
com a adigdo de H2SO4 (LAILSON-BRITO et al., 2012; SANTOS-NETO et al., 2014) seguida de eluicédo
em coluna de 6xido de aluminio neutro com diclorometano e hexano (2:1) e diclorometano e metanol
(9:1). Os pesticidas e as bifenilas policloradas (PCBs) foram mensuradas em um cromatdgrafo de fase
gasosa (GC) com espectrometro de massas (MS) e o GC-MS operou em modo de impacto de elétrons
(EI. Foi aceita uma variagcdo de 30% na recuperacgédo do padréo interno (média + DP: 111 + 11%). Ao
todo foram analisados 7 pesticidas e 27 congéneres de PCB. As concentracdes finais foram corrigidas
a partir do uso damassa de lipidios. O controle de qualidade foi realizado através de andlises regulares
dos brancos de procedimentos, bem como a determinacdo do limite de quantificacdo. O limite de

guantificacdo para os pesticidas organoclorados variou entre 0,001 e 0,002 g.gllip.

2.2.5 AlteracGes nas concentracdes de compostos organobromados de origem antrépica e
de origem natural em cetaceos

As andlises de contaminantes séo realizadas no Laboratério de Mamiferos Aquaticos e Bioindicadores
(MAQUA) da UERJ.

Para a determinagdo de compostos organobromados de origem antropica e natural, cerca de 1g de
gordura foi utilizada. O padrédo interno PBDE 181 foi adicionado as amostras e as extracdes foram
realizadas com aparelhos de soxhlet e bal6es volumétricos aquecidos individualmente pormantas
aquecedoras. A mistura de solventes utilizada na extracdo foi hexano e diclorometano (1:1) (viv) e 0
conteldo lipidico foi quantificado por gravimetria. O volume final foi reduzido para seguir as etapas de
purificacdo com a adicdo de H2SO4, seguida de eluicdo em coluna de 6xido de aluminio neutro com
diclorometano e hexano (2:1) e diclorometano e metanol (9:1) (DORNELES et al., 2010; ALONSO et
al., 2012). Os PBDEs e MeO-PBDEs foram mensurados em um cromatdgrafo de fase gasosa (GC)
com espectrdmetro de massa (MS). O GC-MS foi operado no modo de ionizagdo quimica negativa
(ECNI). A aménia foi utilizada como gas reagente e as temperaturas de fonte de ions, quadrupodlo e
interface foram ajustadas para 230, 150 e 300°C, respectivamente. O MS foi utilizado no modo de
monitoramento seletivo de ions (SIM) com ions m/z = 79 e 81 (de tri- a heptaBDESs) monitorados durante
toda a corrida. Foi aceita uma varia¢éo de 30% na recuperac¢éo do padréo interno (média £ DP: 95 + 21
%). Os compostos organobromados de origem antrdpica analisados consistiram em 7 congéneres de

PBDEs, PBEB e HBBZ, além de 8 congéneres de MeO-BDE de origem natural. As concentracdes finais
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foram corrigidas a partir do uso da massa de lipidios. O controle de qualidade foi realizado através de
andlises regulares dos brancos de procedimentos, bem como através da determinacéo dos limites de
guantificacdo (LQ). Dentre os compostos antrépicos, o LQ variou entre 0,0001 e 0,0005 g.glip
enguanto dentre os compostos naturais, o LQ variou entre 0,0001 e 0,0006 g.gllip. A certificacéo dos
compostos se deu por meio da analise do material de referéncia de tecido adiposo de baleia-piloto
(Standard Reference Material 1945, National Institute of Standards andTechnology) e a recuperagéo
dos compostos foi aceita de acordo com os critérios estabelecidos por Wade & Cantillo (1994). As
andlises estatisticas foram realizadas no programa STATISTICAversao 7.0 para Windows (StatSoft,
Inc. 1984-2004, USA).

2.2.6 Alteragdes nas concentracdes de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)em
cetaceos

As analises de contaminantes séo realizadas no Laboratorio de Mamiferos Aquaticos e Bioindicadores
(MAQUA) da UERJ.

A metodologia de andlise dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) foi adaptada e otimizada
a partir de procedimentos descritos pela Agéncia de Protecdo Ambiental Norte-Americana (EPA,
Environmental Protection Agency), Yoshimine e Carreira (2012) e por Barros (2014). Resumidamente,
aliquotas de amostras liofilizadas foram pesadas e extraidas em soxhletcom diclorometano durante 24
horas. Posteriormente, as amostras foram reduzidas e purificadas através de um pré-fracionamento por
cromatografia liquida em coluna aberta com 6xido de aluminio neutro desativado a 2%. A eluigdo foi
realizada com diclorometano. Essa etapa foi realizada duas vezes.Em seguida, as amostras foram
reduzidas em um evaporador rotativo a vVAcuo e a amostra passou por mais uma etapa de purificagcao
em coluna cromatografica aberta de vidro com 6xido de aluminio desativado a 2%, silica gel desativada
a 5% e sulfato de sddio, e foi eluido uma mistura de hexano: diclorometano (1:1). O extrato foi reduzido
em fluxo de nitrogénio, seguido da adi¢édo do padréo interno de quantificacdo e avolumados a 1mL com
n-hexano. Todas as analises foram realizadas em um cromatdgrafo de fase gasosa acoplado a um
espectrometro de massa (GC-MS) com um analisador Quadrupdélo com injetor automatico, o qual operou
no modede Impacto de Elétrons. Foi aceita recuperacgédo de 40 a 110% do padréo interno (WEIJS et al.,
2016), com média de 77 + 19 %. Ao todo, foram analisados 6 HPAs contendo de 2 a 3 anéis aromaticos
(HPAS:23 ansis) em sua composigdo e 12 HPAs de 4 a 6 anéis aromaticos (HPASa4.6 ancis). O controle de
gualidade foi realizado através de analises regulares dos brancos de procedimentos, bem como através
da determinacao dos limites de quantificac@o (LQ). Dentre os HPAS2-3 ansis, 0 LQ variou entre 0,0002 e
0,003 pg.gtlip enquanto dentre os HPASa4.6 ansis, 0 LQ variou entre 0,001 e 0,006 pg.glip. A certificagéo
doscompostos se deu por meio da andlise do material de referéncia de tecido de mexilhdo (Standard
Reference Material 2977, National Institute of Standards and Technology). As analises estatisticas
foram realizadas no programa STATISTICA versao 7.0 para Windows (StatSoft, Inc.1984-2004, USA).
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2.2.7 Razdo isotopicade C e N em amostras de S. guianensis e P. blainvillei

Essas analises sao realizadas no Laboratdrio de Mamiferos Aquaticos e Bioindicadores (MAQUA) da
UERJ.

A determinacao das razdes isotdpicas de carbono e de nitrogénio foi realizada em tecido muscular dos
cetaceos e das suas principais presas (peixes teledsteos — identificadas por meioda analise do
contetido estomacal, e.g: Borobia & Barros, 1989; Di Benedito & Siciliano, 2007; Rupil et al. 2018).
Aliguotas dos musculos sdo secos em estufa a 50°C por 72h, macerados até se tornar um pé
homogéneo e, entéo, pesados 0,3 mg de cada amostra em capsula de estanho. A mensuracéo foi feita
em espectrometro de massas de razao isotopica (IRMS-Delta VAdvantage, Thermo Fisher Scientific)
acoplado ao analisador elementar C-N-S (Flash 2000). Asrazfes isotOpicas sao expressas pela notagao
delta (8) em partes por mil, segundo a equacio X = [(Ramostra/Rpadrdo) —1] x 1000, onde X é 3C ou
5N, e R representa a razdo *C/*2C ou *N/**N. Para o carbono o padréo utilizado é o fossil Belemnita
da formac&o PeeDee - PDB e para o nitrogénio o N2 atmosférico. O controle de qualidade analitico foi
feito por meio do uso demateriais certificados de referéncia e brancos analiticos em todas as analises.
Foi calculada a relacdo C:N para verificar o contelido lipidico de cada amostra e quando o valor foi
maior que 3,5, foi feita a normalizacdo matematica dos resultados de &'°C, segundo a equagéo:
d'3Cnormalizado = 8*Csem tratamento — 3,32 + 0,99*C:N (Post et al., 2007).

2.2.8 Estrutura etéria e sexual das populacdes de S. guianensis e P. blainvillei

As analises de determinacdo de estagio reprodutivo e de idade s&o realizadas no Laboratériode
Mamiferos Aquaticos e Bioindicadores da UERJ.

A idade dos odontocetos foi estimada a partir da contagem dos grupos de camadas de crescimento
(GLGs, Growth Layer Groups), depositados na dentina e/ou cemento do dente desses animais (Perrin
& Myrick, 1980). A determinagdo da idade foi realizada de acordo com oprotocolo estabelecido por
Pinedo & Hohn (2000). Paraisso, dois dentes de cada individuo sédocolocados em cassetes histolégicos,
previamente identificados, e em seguida imersos em um agente descalcificante comercial (RDO®) até
a completa descalcificacdo. Apds essa etapa, sdo realizados cortes longitudinais, seguindo o plano
antero-posterior, com cerca de 25 micrometros em um micrétomo de deslizamento acoplado a um
sistema de congelamento. Em seguida, os cortes provenientes da porcdo central do dente sdo
colocados novamente em um cassete histologico para a coloragdo com hematoxilina de Mayer por 15
minutos. Finalmente, os cortes corados sdo colocados em uma lamina contendo glicerina 100%,
cobertos com uma laminula e selados com Entellan. As leituras sdo realizadas em microscopio optico

por dois leitores independentes sem acesso aos dados bioldgicos dos animais.

Para as analises reprodutivas, as génadas sdo coletadas, pesadas e medidas. Posteriormente, sdo
fixadas e mantidas em formalina 10% até o momento das analises. Fragmentos da regidocentral do

testiculo contendo 1 cm?® sdo emblocados em parafina de acordo com o protocolo definido por Becak &
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Paulete (1976). Em seguida, os blocos sao seccionados em fatias de 6 micrometros em um micrétomo
rotativo. Por fim, as seccbes sdo coradas com hematoxilina- eosina para a confeccdo das laminas
permanentes. As leituras sdo realizadas em microscopiooptico com aumento de 100x. A maturidade foi
avaliada com base na presenca de espermatogbnias, espermatocitos, espermatides e
espermatozoides nos tlbulos seminiferos. Além disso, o didmetro do tubulo seminifero e do tecido
intersticial também sdo avaliados paraa determinacdo da maturidade sexual (Hohn et al., 1985). Os
ovarios sdo inspecionados externamente a fim de averiguar a presenca de corpus liteo e/ou corpus
albicans, estruturas essas que indicam a maturidade sexual. Apos inspecao, sao realizadas secgdes de
3 mm paravisualizar o interior do ovario e certificar de que todos os corpora e foliculos resultantes da
ovulacdo sdo registrados. A determinagcdo da maturidade sexual foi baseada em Perrin e Donovan
(1984) onde as fémeas que nao apresentarem corpus liteo ou albicans sdo consideradas imaturas

enguanto as fémeas com um ou mais corpus IUteo ou albicans em um ovério séo consideradas maturas.

2.2.9 Prevalénciade histopatologias

Amostras de tecidos colhidas durante a realizacédo das necropsias dos cetaceos ja fixadas em formalina
neutra tamponada a 10% sao clivadas em fragmentos menores e acondicionadas em histossetes
plasticos para o processamento histoldgico no processador automatico, onde sao desidratadas,
clarificadas e incluidas em parafina histologica. Os blocos de parafina contendo asamostras de tecidos
sdo cortados no micrétomo em secdes de 5 um de espessura. Os cortes sao coletados em laminas de
vidro e corados manualmente, pelo método hematoxilina e eosina(HE) para analise histopatolégica no
microscopio Optico. As patologias 6sseas sao identificadas com base na avaliacdo morfoldgica dos
0Ss0s apds o processo de maceracéo, considerando a comparagdo com o padrdo anatdmico normal,
conforme registros da literatura para a espécie.

2.2.10 Prevalénciade patégenos bacterianos e fangicos

Para as analises microbioldgicas, as amostras coletadas com swab com meio stuart sdo semeadas e
processadas em meios de cultura (caldos e/ou em agar), como agar sangue, agar macconkey, agar
saboraud, agar mueller hinton, entre outros, para o crescimento de micro-organismos patogénicos. Em
seguida, as amostras sé@o incubadas em estufas bacteriol6gicas a 37°C por 24/48 hs. As amostras que
apresentarem crescimento bacteriano sao repicadas em meios de cultivo proprios e analisadas através
de métodos de coloracgéo especifica. E realizado um esfregaco da cultura em |amina histolégica e
visualizacdo em microscopio de luz para a verificacdo da morfologia e coloragédo para gram. Testes de
oxidase e catalase também séo realizados para auxiliar na classificagdo que é realizada através de
chave de identificacdo. Também pode ser realizada a identificacdo microbiana com a realizacéo de
andlises por métodos bioquimicos ou por kits de identificagdo microbiolégica. A seguir, com 0s
microrganismos identificados, séo realizados os antibiogramas e/ou antifungigramas.
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2.3 HISTORICO DE ALTERACOES E ADAPTACOES DE METODOLOGIA

Ao longo do Ano 1 do PMBA/Fest as amostras de Pontoporia blainvillei ndo foram incluidas nas analises
de contaminantes, isétopos estaveis, e de determinacédo de idade e de estagio reprodutivo porque
estavam sendo analisadas no &mbito do Projeto Conservacgéo da Toninha na Area de Manejo (Edital
Funbio 01/2016, Contrato n° 81/2016, vigéncia de 6/9/2016 a 31/12/2021). No presente relatorio os
resultados destas analises foram incluidos para investigacdo da série temporal completa, e

comparacdo com os dados de Sotalia guianensis obtidos desde o Ano 1 do PMBA.

Os parametros “Ocorréncia de Sotalia guianensis e Pontoporia blainvillei na regido que abrange a foz do
rio Doce até a foz do rio Piraqué-acu, presenca de filhotes na composi¢cédo dos gruposobservados e
registro de comportamento de alimentagcdo” e “Interagdo dos cetaceos com a pesca” ndo foram
contemplados no Novo Ciclo do PMBA/Fest em agosto de 2022. Tais parametros foram avaliados de
setembro de 2018 a julho de 2022.

Desde o inicio do PMBA/Fest, para as analises de is6topos estaveis, idade e reproducdo e de
contaminantes em cetéceos, a area de coleta do boto-cinza foi subdividida em cinco regifes, com o
intuito de investigar o uso do habitat e possivel ocorréncia de populacfes ecolégicas distintas da
espécie ao longo da costa do estado do Espirito Santo. Ao longo do monitoramento, ndo foi verificada
diferenca nos resultados entre os individuos coletados nas regifes 3 e 4 em relacdo a area de
forrageamento e ecologia alimentar, apontando que eles pertencem a um mesmo grupo ecoldgico.
Sendo assim, a partir do presente relatorio, os dados dessas duas regifes serdo tratados de forma
conjunta, identificado como: “regido 3/4” ou “Barra do Riacho e Metropolitana”. Devido a integracdo dos
dados que ocorreu durante a reunido do Tema Cetaceos, em Abril de 2024, optamos por apresentar 0s
resultados de ecologia tréfica (nivel populacional) considerando a mesma divisdo usada na
apresentacdo dos dados de genética. No relatério anterior, os individuos das regifes 3 e 4 j4 foram
tradados juntos e, no presente relatorio, foram incluidos os animais da regido 2. Assim, apresentamos
a regido Norte (1=Sao Mateus), Regido Foz (2= Rio Doce; 3 = Barra do Riacho; 4 = Metropolitana) e
Regido Sul (5= Extremo Sul).
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3 RESULTADOS DOS INDICADORES

Nesta secdo serdo apresentados os resultados dos indicadores de qualidade ambiental e da
biodiversidade aquatica do Tema, os quais foram desenvolvidos pelo PMBA/Fest e obtidos ao longo de
todo monitoramento na area ambiental |. No caso de P. blainvillei também s&o incluidos resultados para
os indicadores “Alteracbes nas concentracbes de contaminantes”, “Estrutura etaria e sexual das
populagdes”, e “Razao isotépica de C e N” obtidos de individuos coletados de outubro de 2018 a
setembro de 2019 (Ano 1 do PMBA) analisados no a&mbito do Projeto Funbio Contrato n° 81/2016). Vale
ressaltar que os indicadores aqui apresentados tém como proposito clarificar e sintetizar a historicidade
dos resultados, interpretacdes e conclusbes do monitoramento, promovendo o acompanhamento
espaco-temporal da qualidade ambiental e biodiversidade, além de configurarem importantes
ferramentas de suporte aos gestores ambientais. A partir destes indicadores, pode-se identificar os

impactos com relacéo direta ou indireta ao rompimento da Barragem de Fundéo, em Mariana (MG).

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

explicacdo de sua variacdo espaco-temporal de forma mais direta e objetiva como se segue:

3.1 TAXA ANUAL DE ENCALHES DE CETACEOS NA COSTA DO ESPIRITO SANTO. ATENGAO
ESPECIAL PARA ODONTOCETOS (SOTALIA GUIANENSIS E PONTOPORIA BLAINVILLEI)

3.1.1 Boto-cinza (Sotalia guianensis)

Figura 1: Taxa anual de encalhes de botos-cinza (S. guianensis) entre inicio de janeiro de 2012 (fase Pré-rompimento) até final
de setembro de 2023 (fase PMBA/Fest Ano 5). O valor de média pés-rompimento compreende as fases desde Pré-PMBA/Fest
(23/11/2015) até PMBA/Fest Ano 5 (30/09/2023). No gréfico, o valor acompanhado de dois asteriscos (**) indica que esse é

altamente significativo
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Para o célculo estatistico foi utilizado o Teste Z que analisa proporc¢des independentes assumindo uma
distribuicdo normal. Nas fases denominadas de Pré-rompimento (1421 dias) e Pré-PMBA (1043 dias)
foram criados indices equivalentes ao periodo anual de 365 dias (PMBA Ano 1, 2, 3, 4 e 5). Dado ao
fato de que as fases séo distintas em quantidade de dias, a taxa anual de encalhes foi calculada com
base em uma férmula de ajuste. Devido ao fato desta taxa representar uma andlise anual, o Ano 6 nao
ird entrar neste célculo por corresponder apenas quatro meses (122 dias). Os resultados observados
no periodo Pré-PMBA, que representa o periodo agudo, depois da chegada do material oriundo do
rompimento da barragem de Fundédo-MG ao mar (23/11/2015) até a véspera do inicio do monitoramento
PMBA/Fest (30/09/2018), indicaram um aumento estatistico altamente significativo de encalhes de
botos-cinza (Z = -3,09, p < 0,01) em relagédo a fase Pré-rompimento, que corresponde aos dados
pretéritos (01/01/2012) até a data da véspera da chegada do material oriundo do rompimento da
barragem de Fundao. As taxas de encalhe P6s-rompimento ndo apresentaram diferencas significativas
em relacao a frase pretérita, resultados que corroboram com o estudo de Da Cunha Ramos, 2024. Este
mesmo autor, em outro trabalho, analisou os indices de encalhes de botos-cinza na costa do ES, em
diferentes cenarios ambientais para verificar se houve impacto devido ao rompimento da barragem de
Fundao, considerando vento e corrente maritima como variaveis, por se tratarem das principais forcas
gue afetam a deriva de carcacas (Da Cunha Ramos, 2024). Apesar de suas analises irem até o Ano 2
do PMBA, observou-se que para o boto-cinza, na fase aguda houve um aumento significativo de 30%
no total de encalhes apds o rompimento da barragem em comparacdo com a fase anterior (Pré-
rompimento). Isto foi seguido por uma diminuicdo nos encalhes durante a fase crénica, mas a taxa
permaneceu cerca de 10% mais elevada do que na fase anterior (Da Cunha Ramos, 2024). Os
resultados do estudo citado, correspondem com todos os resultados encontrados nas analises deste

monitoramento, mesmo nao utilizando variaveis ambientais.
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Figura 2: Comparagé&o quadrimestral das taxas de encalhes de botos-cinza (S. guianensis) observada durante o primeiro
guadrimestre da fase PMBA/Fest Ano 6 em relagdo as demais fases do projeto. No gréfico, os valores acompanhados de um
asterisco (*) indicam que é estatisticamente significativo e acompanhado de dois asteriscos (**) indicam valores altamente

significativos
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A comparacdo das taxas de encalhes entre os quadrimestres considerou apenas os meses de outubro
a janeiro de cada fase para coincidir com o primeiro quadrimestre da fase PMBA/Fest Ano 6. Na
comparacdo do quadrimestre do Ano 6 (01/10/2023 a 31/01/2024) com o quadrimestre da fase Pré-
rompimento observou-se uma significancia estatistica no aumento de encalhes de botos-cinza nesta
fase (Z =-2,30, p < 0,05), ndo tdo expressiva como foram as observacfes das taxas da fase Prée-PMBA
(Z =-5,00, p < 0,01) e da fase PMBA/Fest Ano 3 (Z =-3,76, p < 0,01) que apresentaram aumentos de
encalhes para esta espécie, altamente significativos na fase aguda do rompimento da barragem de
Funddo-MG e na fase crbnica (Ano 3), corroborando com os resultados gerados nas taxas anuais.
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3.1.2 Toninha (Pontoporia blainvillei)

Figura 3: Taxa anual de encalhes de toninhas (P. blainvillei) entre inicio de janeiro de 2012 (fase Pré-rompimento) até final de
setembro de 2023 (fase PMBA/Fest Ano 5). O valor de média p6s-rompimento compreende as fases desde Pré-PMBA
(23/11/2015) até PMBA/Fest Ano 5 (30/09/2023)
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Para andlise estatistica foi utilizado o Teste Z que calcula proporcfes independentes assumindo uma
distribuicdo normal. Para as fases denominadas de Pré-rompimento (1421 dias) e Pré-PMBA (1043
dias) foram criados indices equivalentes ao periodo anual de 365 dias (PMBA Ano 1, 2, 3, 4 e 5). Dado
ao fato de que as fases sdo distintas em quantidade de dias, a taxa anual de encalhes foi calculada
com base numa férmula de ajuste. Devido ao fato desta taxa representar uma andlise anual, o Ano 6
ndo ir4 entrar neste célculo por corresponder a apenas quatro meses (122 dias). Apesar das variacdes
observadas entre as taxas anuais de encalhes para toninhas, as diferencas observadas nas fases apés
o rompimento da barragem de Funddo-MG em relacdo ao periodo pretérito ndo apresentaram
significancia estatistica. De acordo com Da Cunha Ramos (2024), para que houvesse a deteccéo de
significancia deveria se observar ao menos 15 carcacas desta espécie detectadas nos monitoramentos.
Este mesmo autor, analisando as taxas anuais de encalhes de toninhas em relacdo as variaveis
ambientais (vento e corrente maritima) observou uma reducdo de 20% na fase aguda, possivelmente
devido a proibi¢do de pesca na costa Norte do ES, decorrente do rompimento da barragem de Fundé&o-
MG. Contudo, é importante destacar que a diminuicdo de encalhes néo reflete necessariamente um
indicador positivo para a espécie, pois podem indicar uma diminui¢cdo populacional (Da Cunha Ramos,
2024).
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Figura 4: Comparagé&o quadrimestral das taxas de encalhes de toninhas (P. blainvillei) observadas durante o primeiro
guadrimestre da fase PMBA/Fest Ano 6 em relagdo as demais fases do projeto. No gréfico, o valor acompanhado de um

asterisco (*) indica que € estatisticamente significativo
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Para a comparacao das taxas de encalhes entre 0s quadrimestres considerou-se apenas 0s meses de
outubro a janeiro de cada fase para coincidir com o primeiro quadrimestre da fase PMBA Ano 6. Na
comparacdo do quadrimestre do Ano 6 (01/10/2023 a 31/01/2024) com o quadrimestre da fase Preé-
rompimento observamos um aumento significativo dos encalhes de toninhas para a fase PMBA Ano 1
em relacéo aos indices de base observados pela série historica e pretérita ao rompimento da barragem
de Fundéo (Z =-2,14, p < 0,05). H4 um singelo decréscimo dos encalhes a partir da fase PMBA Ano 2
gue parece se estabilizar a partir do PMBA Ano 4. Esses resultados corroboram com os resultados
gerados por Da Cunha Ramos (2024), que demonstraram alteracdo no padrdo de encalhes apés o
rompimento da barragem de Fundédo-MG. O primeiro quadrimestre do PMBA Ano 6 ndo demonstrou
diferenca significativa no niumero de encalhes de toninhas, mas a média de encalhes no periodo pos-

rompimento permanece superior aos indices histoéricos da fase pretérita.
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3.1.3 Registro de encalhes das espécies cetaceos

Quadro 5: Lista de espécies com ocorréncia de encalhe durante as fases de monitoramento (desde 01 de janeiro de 2015 a 31

de janeiro de 2024), espécies-alvo estdo destacadas em cinza

Pré- Pré- Ano Ano Ano Ano Ano Ano
Espécies ) Total
rompimento PMBA 1 2 3 4 5 6**
Balaenoptera acutorostrata 1 1 1
Balaenoptera bonaraensis 1
Balaenoptera edeni 1
Balaenopterideo 4 2 1 3
Delfinideo 1 1
Stenella attenuata 1
Kogia sp. 1 1
Megaptera novaeangliae 11 14 17 11 20 3 73
Orcinus orca 1 1
Peponocephala electra 1 1
Physeter macrocephalus 1 1
Pontoporia blainvillei* 8 [31] 5,2 [15] 13 12 8 9 11 6 99
Sotalia guianensis* 51,4[200] 186[65,1] 47 55 62 53 56 26 659
Stenella sp. 0,3 [1]
Steno bredanensis 0,3 [1] 2 2 1 3
Tursiops truncatus 2 2 2 2
Total* 59,8[233] 70,3[201] 78 90 93 77 92 35 864

* Valores entre colchetes correspondem ao total observado no periodo.
** \alores correspontes ao total observado apenas no primeiro quadrimestre.

As células destacadas em cinza no quadro acima identificam as espécies-chave de cetaceos costeiros
gue sdo consideradas como as mais suscetiveis aos impactos decorrentes do rompimento da
barragem. Os valores do Ano 6 representam apenas o primeiro quadrimestre deste periodo. Ao todo,
durante os cinco anos e quatro meses de PMBA/Fest foi registrada a ocorréncia de 14 géneros de
cetaceos ao longo da costa do Espirito Santo. Em termos de biodiversidade de cetaceos, esses

resultados corroboram com o levantamento feito por Mayorga et al. (2020), antes do rompimento da
barragem de Fundao-MG.
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3.2 TAXA DE DISTRIBUICAO SAZONAL DE ENCALHES DE SOTALIA GUIANENSIS E
PONTOPORIA BLAINVILLEI NA COSTA DO ESPIRITO SANTO

3.2.2 Boto-cinza (Sotalia guianensis)

Figura 5: Frequéncia da distribuicao de encalhes de botos-cinza (S. guianensis) entre periodos seco (abril a setembro) e
chuvoso (outubro a margo) desde inicio de janeiro de 2012 até final de setembro de 2023. No gréfico, os valores

acompanhados de um asterisco (*) indicam que é estatisticamente significativo e acompanhado de dois asteriscos (**) indicam

que é altamente significativo
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Nesta analise também foi utilizado o Teste Z, que demonstrou diferengas nas propor¢oes de encalhes
de boto-cinza entre as épocas de chuva e seca em razdo do periodo pretérito ao rompimento da
barragem de Fundédo-MG. O PMBA Ano 6 ndo entrou na andlise por apresentar um intervalo de tempo
menor e o0 periodo sazonal incompleto, podendo enviesar a analise, j& que nesse Ultimo ano foram
avaliados apenas 4 meses até o momento. Como resultados, observou-se diferencas apenas nas fases
PMBA Ano1leAno3(Z=2,58,p<0,01eZ=3,81, p< 0,01, respectivamente). No Ano 1 (01/10/2018
a 30/09/2019) e Ano 3 (01/10/2020 a 30/09/2021) houve aumento significativo dos encalhes no periodo

chuvoso e diminui¢do significativa no periodo seco, indicando que algum fator pode estar interferindo
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e alterando os padrdes de encalhes neste periodo.
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Figura 6: Distribuicdo de encalhes de botos-cinza (S. guianensis) em relagéo as estacfes anuais desde inicio de janeiro de
2012 até final de setembro de 2023. No grafico, os valores acompanhados de um asterisco (*) indicam que é estatisticamente

significativo e acompanhado de dois asteriscos (**) indicam que é altamente significativo
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Para andlise estatistica foi utilizado o Teste Z e o Teste Exato de Fisher, com exclusédo dos dados do
PMBA Ano 6, devido ao periodo sazonal de monitoramento ser de apenas quatro meses para esse
relatério. As comparacdes dos resultados foram embasadas nos padrées de encalhes pretéritos da
fase Pré-rompimento com as demais fases do monitoramento. Diminui¢c8es significativas na proporcéo
de encalhes de botos-cinza foram observadas nas estacdes anuais das fases PMBA Anol e Ano 5 para
primavera (Z = 2,47, p < 0,05; Z = 2,28, p < 0,05), na fase PMBA Anol para outono (Z = 2,26, p < 0,05),
e PMBA Ano 3 e Ano 4 durante inverno (Z = 3,97, p < 0,01; Z = 2,17, p < 0,05). Ja aumentos
significativos na propor¢éo de encalhes de botos-cinza foram observados no veréo, para PMBA Anol
e Ano 3(Z=-4,69,p<0,01;Z=-2,92, p<0,01), e também no outono na fase PMBA Ano 5 (Z=-2,017,

p < 0,05). Da Cunha Ramos (2024) observou aumentos significativos nos encalhes de boto-cinza na
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primavera durante a fase aguda (Pré-PMBA) e no verao durante a fase cronica.

Relatério Anual 2023 — PMBA/Fest

DERAL D
o (o)

3
3
=

21%

36%  *

23%
14% *

PMBA/Fest
Ano5

30

i

.

7
= Ny
S
s
&y 5
\ _OINYS Q%



ra FEST

Fundacdo Espirito-santense de Tecnologia

3.2.2 Toninha (Pontoporia blainvillei)

Figura 7: Frequéncia da distribuicao de encalhes de toninhas (P. blainvillei) entre periodos seco (abril a setembro) e chuvoso
(outubro a margo) desde inicio de janeiro de 2012 até final de setembro de 2023. No gréfico, os valores acompanhados de dois

asteriscos (**) indicam que séo altamente significativos
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O Teste Z foi aplicado para analise estatistica com exclusdo dos dados do PMBA Ano 6, devido ao
periodo sazonal de monitoramento ser de apenas quatro meses para esse relatério. Os encalhes de
toninha foram mais frequentes no periodo chuvoso em todas as fases do monitoramento, com a Unica
excecdo na fase Pré-PMBA (23/11/2015 a 30/09/2018), fase aguda apds o rompimento da barragem
de Fund&o-MG, apresentando uma diferenca altamente significativa no padrédo de encalhes (Z = -5,50,
p < 0,01). Nesta fase foi observado uma inversdo no padréo de encalhes com maior proporgdo no
periodo seco, diferente da fase pretérita ao acidente e das demais fases subsequentes do estudo. Da
Cunha Ramos (2024), também detectou essa disparidade para a espécie, entre as estacdes chuvosa
e seca na fase Pré-PMBA em relacdo a fase pretérita (Pré-rompimento) e a fase cronica (Anos 1 e 2),
com ocorréncias de encalhes 5,3 e 5,2 vezes maiores, respectivamente. Esta alteracdo de padréo é

um alerta que precisa ser destacado, pois pode sinalizar uma fragilidade de individuos desta espécie
para perturbacdes abruptas do ambiente.
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Figura 8: Distribuicdo de encalhes de toninhas (Pontoporia blainvillei) em relagédo as estac6es anuais desde inicio de janeiro de
2012 até final de setembro de 2023. No grafico, os valores acompanhados de um asterisco (*) indicam que € estatisticamente

significativo e acompanhado de dois asteriscos (**) indicam que séo altamente significativos
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Nesta analise, além do Teste Z também foi utilizado o Teste Exato de Fisher com exclusdo dos dados
do PMBA Ano 6, devido ao periodo sazonal de monitoramento ser de apenas quatro meses para esse
relatério. As comparacdes dos resultados foram embasadas nos padrées de encalhes pretéritos da
fase Pré-rompimento com as demais fases do monitoramento. Diminui¢c8es significativas na proporcao
de encalhes de toninhas foram observadas nas esta¢fes anuais das fases Pré-PMBA, Ano 4 e Ano 5
noverdo (Z=4,71,p<0,01;Z2=2,72,p< 0,01 e Z = 2,28 p < 0,05), na fase PMBA Ano 1 para inverno
(Teste de Fisher, p < 0,01), nas fases PMBA Ano 2, Ano 3 e Ano 4 durante outono (Teste de Fisher, p
<0,01), e fase Pré-PMBA e PMBA Ano 1, para outono (Z=3,17,p<0,01eZ=2,93, p<0,01). Jaem
relacdo aos aumentos significativos na proporgéo de encalhes de toninhas foram observadas no veréo,
para PMBA Ano 2 (Z =-2,16, p < 0,05), também para a primavera nas fases PMBA Ano 1, Ano 3 e Ano
4(Z=-250p<0,05;,Z=-3,50,p<0,01eZ=-589, p<0,01), e noinverno no momento agudo do
impacto, correspondente a fase Pré-PMBA (Z = -5,80, p < 0,01). Esses resultados correspondem com
os achados por Da Cunha Ramos (2024), evidenciando uma mudanca nos padrbes de encalhes das
toninhas apés o rompimento da barragem de Funddo-MG, mostrando uma predominancia no inverno
durante a fase aguda (Pré-PMBA) com aumento de 3,1 vezes em comparacao com a fase anterior, e

aumento significativo do ver&o nas fases cronicas do monitoramento.
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3.3 TAXA DE OBITO PARA SOTALIA GUIANENSIS E PONTOPORIA BLAINVILLEI DO ESPIRITO
SANTO POR DIAGNOSTICO DA CAUSA DA MORTE

3.3.1 Boto-cinza (Sotalia guianensis)

Figura 9: Percentual de diagndsticos conclusivos para botos-cinza (Sotalia guianensis) ao longo das fases de monitoramento
entre inicio de janeiro de 2012 até janeiro de 2024. No gréfico, os valores acompanhados de um asterisco (*) indicam que é
estatisticamente significativo e acompanhado de dois asteriscos (**) indicam que sé&o altamente significativos
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O diagnéstico de 6bito por emalhe acidental para botos-cinza apresentou diminuigdo significativa na
andlise proporcional aos demais diagnoésticos e em relacdo ao periodo Pré-rompimento (01/01/2012 a
22/11/2015). Esta diminui¢do proporcional foi observada em todas as fases posteriores ao rompimento,
exceto para as fases PMBA no Ano 4 (01/10/2021 a 30/09/2022) e Ano 5 (01/10/2023 a 30/09/2023)
gue compreendem os Ultimos anos analisados no relatério. Em relacdo ao quadrimestre do Ano 6
(01/10/2023 a 31/01/2024), todos os animais diagnosticados vieram a 6ébito devido ao emalhe acidental.
Segue a descricdo dos valores de p de acordo com a figura acima (Pré-PMBA, Z = 4,69, p < 0,01;
PMBA Ano1,Z2=7,17,p<0,01; An02,Z=4,82,p<0,01; Ano3,Z2=5,08,p<0,01e Ano 4, Z = 2,08,
p < 0,05). Outras causas de Obito apresentaram aumento significativo, por exemplo, traumatismo no
Ano 1 (Teste de Fisher, p < 0,05), e 0os 0bitos relacionados com processos infeciosos estiveram
significativamente mais elevados desde a fase Pré-PMBA até PMBA Ano 4 (Teste de Fisher, p < 0,01).
Esse aumento altamente significativo dos ébitos de botos-cinza devido a doengas apds o0 rompimento
da barragem de Fund&o-MG, sugere que esses animais sofreram influéncia do evento e com o passar
dos anos a populacdo tem apresentado uma melhora. Os animais mais fracos e vulneraveis
possivelmente morreram na fase aguda e crénica, e no Ano 5 houve uma melhora com uma geracéo
de animais mais resistentes. Em relagéo a diminuicdo dos 6bitos por emalhe acidental a partir da fase
Pré-PMBA, possivelmente pode estar relacionada a liminar de 22 de fevereiro de 2016, que proibiu a pesca

de qualquer natureza, com excec¢ao aquela destinada a pesquisa cientifica, numa faixa marinha delimitada ao
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sul por Barra do Riacho, no municipio de Aracruz, ao norte pela praia de Degredo, no municipio de Linhares,
e ao leste até onde a plataforma continental alcanca 25 metros, por consequéncia do rompimento da

barragem de Fundédo-MG.

Quadro 6: Codigo de decomposicao dos botos-cinza (Sotalia guianensis) encalhados, aplicado nas fases de monitoramento
correspondentes, no ambito do Projeto de Monitoramento da Biodiversidade Aquatica (PMBA/Fest). Codigos de decomposigéo:
COD | (vivo); COD II (recém-morto, até 24 horas); COD Il (decomposicao inicial); COD IV (decomposi¢ao avangada); e COD V

(decomposicao final). As células destacadas em cinza indicam os casos com maior frequéncia, e os valores com asterisco

indicam valores significativos. O Ano 6 de monitoramento abrange apenas quatro meses, sendo de 01/10/2023 a 31/01/2024

Boto- Pré- Preé- PMBA PMBA PMBA PMBA PMBA PMBA

cinza rompimento PMBA Ano 1 Ano 2 Ano 3 Ano 4 Ano 5 Ano 6
I 0,0% 0,5%** 0,0% 2,2% 0,0% 1,3% 5,4% 0,0%
Il 11,6% 5,5%* 6,4% 8,9% 4,3%* 7,8% 0,0% 2,9%*
1l 28,4% 23,9% 20,5% 14,4% 12,9% 9,1% 13,0% 11,4%
v 48,3% 56,7% 56,4% 56,7% 57,0%* 70,1%** 69,6%  60,0%
\ 11,6% 13,4% 16,7% 17,8% 25,8% 11,7% 12,0%  25,7%

Total 200 186 a7 55 62 53 56 26

Na anélise do codigo de decomposicdo dos botos-cinza foi possivel observar que em todas as fases
do monitoramento a maior parte dos animais avaliados estavam em processo de decomposicao
avancada (COD V) e que nas fases do PMBA Ano 3 e Ano 4, esse aumento foi altamente significativo.
Por outro lado, ja os animais vivos (COD [) foram os que menos encalharam e apresentaram um
aumento significativo na fase Pré-PMBA, correspondendo ao periodo agudo da chegada do material
oriundo do rompimento da barragem de Funddo-MG no mar, sugerindo que os botos-cinza podem ter
sido afetados diretamente. Os animais que encalharam em bom estado (COD Il), com menos de 24
horas de 6bito, apresentaram resultados significativamente menor nas fases Pré-PMBA, PMBA Ano 3
e PMBA Ano 6.

Quadro 7: Relagéo entre percentuais de carcacas de botos-cinza com sexagem definida e razéo sexual dos animais ao longo
das fases de monitoramento. As células destacadas em cinza indicam os casos com maior frequéncia e os valores com um
asterisco indicam valores significativos e com dois (**) altamente significativos. Razdo M/F é expressa pela divisdo entre o

nimero absoluto de machos por fémeas

Pré- Pré- PMBA PMBA PMBA PMBA PMBA PMBA
Sexagem  ompimento PMBA Anol  Ano2  Ano3  Ano4  Ano5  Ano6
Determinada 53% 60,2% 95,7%** 78,2%* 88,7%** 88,7%** 85,7%** 30,8%*
Indeterminada 47% 39,8% 4,3%** 21,8%** 11,3%** 11,3%* 14,3%* 23,1%*
Totais 200 186 47 55 62 53 56 26
Macho 33% 31,3% 33,3% 34,9% 45,5% 44, 7% 39,6% 60%
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Pré- Pré- PMBA PMBA PMBA PMBA PMBA PMBA
Sexagem  ompimento PMBA Anol  Ano2  Ano3  Ano4  Ano5  Ano6
Fémea 67% 68,8% 66,7% 65,1% 54,5% 55,3% 60,4% 40%
Totais 106 112 45 43 55 47 48 20
Razéo
. 0,49 0,45 0,5 0,54 0,83 0,81 0,66 1,5
macho/fémea

A proporcéo de carcacas de boto-cinza que puderam ter o seu sexo definido durante as necropsias foi
significativamente maior para todas as fases pds rompimento da barragem de Funddo-MG, Pré-PMBA
(Z =-1,26, p < 0,05), PMBA Ano 1 (Z = -22,32, p < 0,01), PMBA Ano 2 (Z = -15,20, p < 0,01), PMBA
Ano 3 (Z = -16,09, p < 0,01), PMBA Ano 4 (Z = -18,37, p < 0,01), PMBA Ano 5 (Z = -16,78, p < 0,01,
PMBA Ano 6 (Z = 2,13, p < 0,01). A estatistica e valores de p para sexagem indeterminada seguiram
0S mesmos parametros para as respectivas fases. Na andlise das frequéncias sexuais ao longo das
fases de monitoramento comparando com a fase Pré-rompimento e em relacdo a razéo sexual, também
ndo houve diferencas significativas. Contudo, a frequéncia de encalhes das fémeas de boto-cinza se
apresentou mais elevada em todas as fases do estudo, com a Unica excecdo no quadrimestre do Ano
6 (01/10/2023 a 31/01/2024).

Quadro 8: Percentual de faixa etéria de botos-cinza (Sotalia guianensis) encalhados nas fases de monitoramento. As células
destacadas em cinza indicam os casos com maior frequéncia. O Ano 6 de monitoramento abrange apenas quatro meses,
sendo de 01/10/2023 a 31/01/2024

Boto-cinga Pré-rompi-  prg. pmBA PMBA PMBA PMBA  PMBA PMBA
mento PMBA Anol Ano2 Ano3 Ano4 Ano 5 Ano 6

Determinada 89% 93%  100%* 96,4% 96,8% 96,2%  100%*  96%

Indeterminada 11% 7% 0%* 3,6% 3,2% 3,8% 0%** 4%

Filhote 3% 54%  12,8%* 5,5% 6,5% 5,7% 1,8% 0%
Juvenil 31% 42,5%  31,9% 32,7% 38,7% 245%  357%  32%

.
Adulta 55% 452%  55,3% 58,2% 51,6% 66%  62,5%  64%
Total 200 186 47 55 62 53 56 25

Em relagdo a faixa etéria de maior frequéncia, os encalhes de adultos apresentaram maior ocorréncia
em todas as fases do monitoramento, porém sem relevancia estatistica. No entanto, houve aumento
significativo de encalhe de juvenis na fase Pré-PMBA e de filhotes na fase PMBA Anol, ou seja, na
fase aguda do rompimento da barragem de Funddo-MG, morreu um nimero maior de animais imaturos.
Esses resultados sédo sugestivos de impacto do rompimento sobre a mortalidade de botos-cinza mais

jovens nos primeiros anos apds a rompimento da barragem.
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3.3.2 Toninha (Pontoporia blainvillei)

Figura 10: Percentual de diagnésticos conclusivos para toninhas (Pontoporia blainvillei) ao longo das fases de monitoramento
entre inicio de janeiro de 2012 até janeiro de 2024. O Ano 6 abrange apenas quatro meses de monitoramento, sendo de
01/10/2023 a 31/01/2024. No gréfico, os valores acompanhados de um asterisco (*) indica que é estatisticamente significativo e
acompanhado de dois asteriscos (**) indicam que sao altamente significativos
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A analise de 6bitos de toninhas revelou que todos os animais cujo diagnostico foi determinado,
faleceram devido ao emalhe nos periodos Pré-rompimento, Pré-PMBA, Ano 3, Ano 5 e Ano 6. Os 6bitos
de toninhas decorrentes do emalhe apresentaram um decréscimo significativo nas fases do PMBA Ano
1, Ano 2 e Ano 4 em relagdo ao indice da fase pretérita devido & deteccdo de outras causas de
mortalidade (Teste de Fisher, p < 0,01). O indice de traumatismo foi significativo no Ano 1 (Teste de
Fisher, p < 0,01), os processos infecciosos foram significativos nos Anos 1 e 2 (Teste de Fisher, p <
0,01) e as mortes por causas naturais foram significativas nos Anos 2 e 4 (Teste de Fisher, p < 0,01).
Este aumento proporcional de diagnosticos de processos infecciosos nos Anos 1 e 2 do PMBA
acendem um alerta para a possibilidade de impacto do rompimento da barragem de Fundao-MG para

a saude e sobrevivéncia de individuos no periodo posterior.
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Quadro 9: Cadigo de decomposicao das toninhas (Pontoporia blainvillei) encalhadas, aplicado nas fases de monitoramento
correspondentes ao periodo chuvoso, no ambito do Monitoramento do PMBA/Fest. Cddigos de decomposi¢do: COD | (vivo);
COD Il (recém-morto, até 24 horas); COD Il (decomposi¢ao inicial); COD IV (decomposi¢do avancada); e COD V
(decomposicao final). As células destacadas em cinza indicam os casos com maior frequéncia. O ano 6 abrange apenas quatro

meses de monitoramento, sendo de 01/10/2023 a 31/01/2024

Toninha romF:ifr;ent Pre- PMBA PMBA PMBA PMBA PMBA PMBA
o PMBA Anol Ano2 Ano3 Ano4 Ano 5 Ano 6

I 0,0% 0,5% 0,0% 2,2% 0,0% 1,3% 5,4% 0,0%

Il 11,6% 5,5% 6,4% 8,9% 4,3% 7,.8% 0,0% 2,9%

1l 28,4% 23,9% 20,5% 14,4% 12,9% 9,1% 13,0% 11,4%

v 48,3% 56,7% 56,4% 56,7% 57,0% 70,1% 69,6%  60,0%

\% 11,6% 13,4% 16,7% 17,8% 25,8% 11,7% 12,0% 25,7%

Total 200 186 a7 55 62 53 56 26

As toninhas apresentaram em maior frequéncia o estado de decomposi¢cdo avancado (COD IV) em
todas as fases, porém entre os anos ndo houveram diferencas significativas. Na avaliacdo dos outros

cbdigos de decomposicdo, também nao foram observadas diferencas significativas ao longo dos anos
de monitoramento.

Quadro 10: Relac&o entre percentuais de carcagas de toninhas com sexagem definida e razdo sexual dos animais ao longo
das fases de monitoramento. As células destacadas em cinza indicam os casos com maior frequéncia e os valores com um

asterisco indicam valores significativos e com dois (**) altamente significativos

Pré- Pré- PMBA PMBA PMBA PMBA PMBA PMBA
Sexagem rompimento PMBA  Anol  Ano2  Ano3 Ano4  Ano5  Ano6
Determinada 48% 53% 7% 67% 25% 44% 64% 33%
Indeterminada 52% 47% 23% 33% 75%** 56% 36% 67%
Totais 31 15 13 12 8 9 11 6
Macho 33.3% 93.3%* 73.3% 73.3% 100% 93.3% 60% 100%
Fémea 66.7% 6.7%* 26.7% 26.7% 0% 6.7% 40% 0%
Totais 15 8 10 8 2 4 7 2
Razéo
. 0.5 14** 2.75 2.75 #DIV/0! 14** 15 #DIV/0!
macho/fémea

* Raz8o M/F é expressa pela divisdo entre o nimero absoluto de machos por fémeas.
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A proporgdo de carcagas de toninhas que puderam ter o seu sexo definido durante as necropsias foi
significativamente maior para as fases PMBA Ano 1, Ano 2 e Ano 5 (Z=-4,24,p<0,01; Z=-2,78,p <
0,01 e Z = -2,28, p < 0,05) e significativamente menor no Ano 3 (Z = 3,39, p < 0,01). A estatistica e
valores de p para sexagem indeterminada seguiram 0s mesmos parametros para as respectivas fases.
Em relacdo a razao sexual das toninhas, pode-se observar que no Pré-rompimento havia maior
porcentagem de fémeas mortas encalhadas e que a partir do rompimento da barragem de Fundao-MG,
desde a fase Pré-PMBA foi possivel observar uma inversdo estatisticamente significativa na proporgao
de 6bitos predominantes apés a chegada do material oriundo do rompimento da barragem de Fundéo-
MG no mar, aumentando sete vezes a mortalidade de animais machos. Essa significancia foi observada
durante toda a fase P6s-rompimento, sendo assim, Pré-PMBA (Z = -8,80, p < 0,01), PMBA Ano 1 (Z =
-5,67, p < 0,01), PMBA Ano 2 (Z = -5,67, p < 0,01), PMBA Ano 3 (Fisher, p < 0,01), PMBA Ano 4 (Z = -
8,80, p<0,01), e PMBA Ano 5 (Z =-3,78, p< 0,01). As estatisticas e valores de p sdo 0s mesmaos para
ambos o0s sexos. Em relacdo a fase do Ano 6, que compreende quatro meses (01/10/2023 a

31/01/2024), foi identificado o sexo somente de dois machos e n&do apresentaram relevancia estatistica.

Quadro 11: Percentual de faixa etaria de toninhas (Pontoporia blainvillei) encalhadas nas fases de monitoramento durante o

periodo chuvoso. As células destacadas em cinza indicam os casos com maior frequéncia

oninha Pré-rompi-  prg. pMBA PMBA PMBA PMBA PMBA FPMBA

mento PMBA Anol Ano2 Ano3 Ano4 Ano 5 Ano 6

Determinada 90,3%  93,3%  100% 100% 100% 100%  100%  100%
Indeterminada 9,7% 6,7% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Filhote 16,1%  33,3%  23,1% 16,7% 25% 33,3%  27,3%  0,0%
Juvenil 51,6%  46,7%  61,5% 25% 62,5% 55,6%  455%  50%
Adulta 22,6%  133%  154% 58,3% 12,5% 11,1%  27,3%  50%

Total 31 15 13 12 8 9 11 6

N&o foram observadas diferencas significativas entre as faixas etarias para toninhas entre as fases do
monitoramento. Em relagdo a frequéncia da faixa etédria predominante, os animais jovens se
destacaram em quase todas as fases, com excec¢do no Ano 2 (01/10/2019 a 30/09/2020) em que
encalharam mais toninhas adultas. Mesmo ndo apresentando valores estatisticamente significativos,

esses achados podem sugerir que para essa espécie 0s animais mais jovens sdo mais vulneraveis.
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34  SAUDE DOS CETACEOS

Figura 11: Numero total de espécimes avaliados e nimero de espécimes que apresentavam a saude comprometida, baseado

na andlise histopatolégica do Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6 (amostras até janeiro de 2024) do PMBA/Fest

120
100
80 46
39
2
60 7
30
40
58
51 50
2
0 31 13
13
0 3
Ano 1 Ano 2 Ano 3 Ano 4 Ano 5 Ano 6
Total de espécimes analisadas Numero de espécimes com a salide comprometida

Até o Ano 4 foram avaliadas todas as espécies que encalharam, a partir do Ano 5, considerando a
solicitacdo do novo escopo, foram mantidas nas analises somente as espécies Sotalia guianensis e
Pontoporia blainvillei. O nimero de espécimes avaliados histologicamente em todos os anos do
PMBA/Fest foram os seguintes, Ano 1: 51 espécimes, Ano 2: 58 espécimes, Ano 3: 50 espécimes, Ano
4: 31 espécimes, Ano 5: 13 espécimes, Ano 6 (amostras até janeiro de 2024): 3 espécimes. Para as
andlises histopatoldgicas, o nivel de degradacéo das amostras tem influéncia na avaliacdo, e o nimero
amostral de 6rgdos/tecidos coletados variam conforme o espécime, por isso, 0 himero de individuos
estudados diferencia-se do nimero de érgdos analisados. O nimero de espécimes avaliados que
apresentaram a saude comprometida baseou-se em amostras que possuiam qualidade favoravel para
a analise histopatolégica. Em razdo disso, embasado nos achados patolégicos e no estudo das
caracteristicas das lesGes e alteracdes funcionais dos 6rgédos afetados, todos os espécimes que
puderam ser examinados com acuracia apresentaram a saude comprometida e ndo houve variagao
anual, com 6rgaos que apresentavam debilidade, mal desempenho das fungdes fisiolégicas e como
efeito, presumivelmente uma alteracdo sistémica desfavoravel aos organismos, para o Ano 1: 29
espécimes, Ano 2: 46 espécimes, Ano 3: 39 espécimes, Ano 4: 30 espécimes, Ano 5: 13 espécimes e
Ano 6 (amostras até janeiro de 2024): 3 espécimes. Os achados patoldgicos, embora possam ter
origem diversa, desde congénitos, contaminacdo ambiental direta ou indireta, alteragées fisiologicas
causadas por toxinas e acidentes mecanicos, causam baixa no sistema imune, permitindo uma chance
maior de infec¢Bes secundarias por microrganismos, como bactérias, fungos, virus e parasitas. Animais
com a saude impactada possuem diferentes niveis de desempenho fisico em resposta a debilidade de
seu organismo, muitos, inclusive, se tornam mais apéticos e lentos, prejudicando a performance no

forrageamento, alimentacéo e desvio de barcos ou aparatos de pesca, facilitando o emalhe acidental.
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Figura 12: Achados histopatolégicos em amostras de pulméo dos cetaceos encontrados encalhados no ES, Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6 (amostras até janeiro de 2024) do
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Para os pulmdes, no Ano 1 foram avaliadas 30 amostras, para 0 Ano 2: 49 amostras, para o0 Ano 3: 37
amostras, para o Ano 4: 29, sendo que até o Ano 4 foi avaliado o conjunto de dados completo, com
todas as espécies encalhadas. Para o Ano 5: 13 amostras e para o Ano 6 (amostras até janeiro de
2024): 3 amostras, sendo que a partir do Ano 5 foram avaliadas somente as espécies Sotalia guianensis
e Pontoporia blainvillei. O nivel de deterioracdo das amostras biolégicas influencia diretamente a
andlise histopatolégica. Cada espécime possui um nivel de decomposicao diferente e nem todos os
animais estudados possuiam pulmdes em condi¢des de analise, devido a autdlise post-mortem ou nao
tiveram os pulm&es coletados, por isso 0 niUmero de animais estudados diferencia-se do nimero de
amostras analisadas por 6rgdo. Os achados pulmonares foram compativeis com a literatura e séo, por
vezes, associados a causa de morte dos animais marinhos por afetarem o sistema respiratorio,
prejudicando o funcionamento de outros 6rgdos. Dentre as varias lesdes descritas, enfisema e
atelectasia sdo achados que sozinhos ja evidenciam insuficiéncia respiratéria nos animais,
prejudicando a distribuicdo de oxigénio para outros 6rgaos, debilitando de forma sistémica, permitindo
o aumento de infeccdo por organismos patogénicos, sejam parasitas, virus, fungos ou bactérias.
Referente a série temporal completa do PMBA/Fest, parasitos foram identificados em algumas
amostras pulmonares (N=8), além da mineralizacdo (N=45), que também pode indicar a presenca
desses organismos, contudo, a proliferacdo parasitaria e a resposta imunologica para combater
depende diretamente da satde do espécime, ndo sendo possivel apontar a presenca como a causa da
morte. Outras patologias como, fibrose, espessamento de septo, espessamento de parede arterial,
espessamento de pleura, processos cicatriciais, hipertrofia de parede muscular de vasos sdo processos
cronicos que podem afetar o funcionamento de todo o sistema respiratério e de todo o organismo. Até
mesmo alguns espécimes, que tiveram como causa da morte o emalhe, apresentavam processos
infecciosos e danos no sistema respiratério, o que indica que a salde desses animais também j4 estava
comprometida, impactando o desempenho fisico em resposta a debilidade, tornando-os mais

suscetiveis a emalhes.
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Figura 13: Fotomicrografia de Pulmédo de Pontoporia blainvillei, EAE_N178: Espessamento de parede arterial (asterisco preto),

espessamento de septo interalveolar (seta vermelha), atelectasia (seta preta) e enfisema (asterisco vermelho). Coloragdo: HE.
Aumento: 10X. Ano 5 PMBA/Fest
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Os achados histopatologicos descritos na fotomicrografia do pulméo da toninha (Pontoporia blainvillei)
evidenciam que o individuo apresentava insuficiéncia respiratoria, principalmente pelas patologias
atelectasia e enfisema, que séo patologias crénicas, prejudicando o organismo de forma sistémica, pois
a falta de oxigenacao afeta outros tecidos, 6rgdos e sistemas, afeta a imunidade, e pode permitir

consequentemente o aumento de infec¢gbes, doencgas, infestacdes de microrganismos.
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Figura 14: Achados histopatolégicos em amostras de rim dos cetaceos encontrados encalhados no ES, Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6 (amostras até janeiro de 2024) do PMBA/Fest
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Para o Ano 1: 14 amostras de rins foram avaliadas, para o Ano 2: 27 amostras, para o Ano 3: 10
amostras, para o Ano 4: 15 amostras, sendo que até 0 Ano 4 foi avaliado o conjunto de dados completo,
com todas as espécies encalhadas. Para o Ano 5: 8 amostras e para o Ano 6 (amostras até janeiro de
2024): 1 amostra, sendo que a partir do Ano 5 foram avaliadas somente as espécies Sotalia guianensis
e Pontoporia blainvillei. O nivel de decomposicdo das amostras influencia diretamente sobre a analise
histopatoldgica, e nem todos os animais estudados possuiam rins em condi¢des de andlise, devido a
degradacgédo ou tiveram os rins coletados, por isso o nimero de animais estudados diferencia-se do
ndamero de amostras analisadas por 6rgdo. Destaca-se que processo inflamatério, congestao e
mineralizacdo apareceram na maioria dos espécimes, principalmente para amostras do Ano 3, Ano 4
e Ano 5 (exceto para o Ano 6 que ainda possui 0 nimero amostral pequeno), esses achados, incluindo
a mineralizacdo, dilatacdo de vasos, calculos proteicos, cistos, infarto, abcesso e fibrose, que séo
consideradas lesGes crbnicas, evidenciam que 0s espécimes apresentavam debilidade no 6rgédo, por
conseguinte, tinham seu sistema renal afetado e a saude geral do organismo comprometida. O acumulo
de alguns contaminantes, que em niveis elevados pode sobrecarregar os rins também tem sido
associado a lesdes hepaticas e pode ademais ser observado nos nimeros elevados encontrados neste

estudo.
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Figura 15: Fotomicrografia de Rim de Sotalia guianensis, EAE_S212: Congestéo (asterisco preto), processo inflamatério difuso

e fibrose (seta preta). Coloragdo: HE. Aumento: 4X. Ano 5 PMBA/Fest
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Os achados histopatoldgicos, fibrose e processo inflamatorio, encontrados nos rins do boto-cinza

(Sotalia guianensis) EAE_S212, evidenciam que o 6rgdo apresentava debilidade, podendo causar
insuficiéncia renal, comprometendo a salde do espécime de forma sistémica.
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Figura 16: Achados histopatolégicos em amostras hepaticas dos cetaceos encontrados encalhados no ES, Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6 (amostras até janeiro de 2024) do PMBA/Fest
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Para as analises hepéticas, no Ano 1 foram avaliadas 15 amostras, para o Ano 2: 24 amostras, para o
Ano 3: 13 amostras, para o0 Ano 4: 9, sendo que até o Ano 4 foi avaliado o conjunto de dados completo,
com todas as espécies encalhadas. para o Ano 5: 8 amostras e para o Ano 6 (amostras até janeiro de
2024): 2 amostras, sendo que a partir do Ano 5 foram avaliadas somente as espécies Sotalia guianensis
e Pontoporia blainvillei. O nivel de decomposi¢ao das amostras influencia diretamente sobre a analise
histopatolégica, e nem todos os animais estudados possuiam figados em condi¢ces de andlise, devido
a degradacéo ou tiveram os figados coletados, por isso 0 nimero de animais estudados diferencia-se
do nimero de amostras analisadas por o6rgdo. Os achados hepaticos revelaram principalmente altas
frequéncias de edema, esteatose e processo inflamatério, sendo que a esteatose € normalmente
relacionada a distirbios metabdlicos primarios, devido a mudancas fisioldgicas causadas inicialmente
por jejum, inani¢do ou alteragBes alimentares, € uma leséo frequente no figado dos cetaceos e pode
estar relacionada ao 6bito, tanto de forma direta quando indireta. Cisto, fibrose intersticial, aderéncias,
dilatacdo de vasos e mineralizacdo, sédo patologias crénicas que levam a debilidade do 6rgdo e do
sistema hepatico e consequentemente prejudicam a saldde do animal. Lesdes hepaticas identificadas
neste estudo ja foram mencionadas na literatura por Gulland et al. (2001) e Jaber et al. (2004), e muitas
vezes associadas a contaminantes ambientais, que em niveis elevados no ambiente pode prejudicar a
funcdo hepatica e outros 6rgdos. De forma sistémica as alteracdes podem baixar a imunidade dos
espécimes de cetaceos, tornando-os mais suscetiveis a outras infec¢des e doencas. Niveis elevados
de contaminantes foram identificados nos espécimes deste estudo, afetando diretamente a salde dos
individuos e podendo prejudicar a populacdo por conter toxinas que causam lesdes, alteram a

imunidade, o sistema enddcrino e reprodutor.
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Figura 17: Fotomicrografia de Figado de Sotalia guianensis, EAE_S214: Congestéo (asterisco preto), processo inflamatério
(seta preto), fibrose (asterisco vermelho). Coloragédo: HE. Aumento: 4X. Ano 4 PMBA/Fest

Com os achados hepaticos pode-se evidenciar o comprometimento do 6rgéo e, se tratando de um
orgado de metabolizagdo, pode afetar outros sistemas, debilitar o espécime, diminuir a resposta imune,

aumentando o risco de infec¢des secundarias.
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Figura 18: Costela com fratura e remodelamento, com calo ésseo (seta) de Sotalia guianensis (EAE_N183), Ano 5 do
PMBA/Fest

Diversas alteracGes Osseas foram observadas durante o Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6

(amostras até janeiro de 2024) do PMBA/Fest, sendo algumas consideradas alteracfes de senilidade,
fraturas e outras congénitas, que podem ser decorrentes tanto de acidentes com embarcacgfes e
aparatos de pesca, quanto traumas decorrentes de comportamentos intraespecificos ou
interespecificos. As alteracdes tém sido encontradas tanto em individuos jovens quanto adultos e ainda
ndo foi possivel identificar um padréo nessas alteragcfes. Na Figura 18Erro! Fonte de referéncia n&o
encontrada. é possivel uma costela de boto-cinza (Sotalia guianensis) com uma fratura ja consolidada
e o calo 6sseo, remodelacdes em fraturas sdo comuns e encontradas principalmente em 0ssos
considerados mais frageis/longos ou que estdo em regides corporais mais comuns de acidentes, como
as costelas. As alteracfes ndo puderam ser relacionadas até o momento com os achados

histopatolégicos e as condi¢fes de salde dos espécimes.
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Figura 19: Remodelamento 6sseo com presenga de fio de nylon (rede de pesca) no terco médio de hemimandibula direita, em
Sotalia guianensis (EAE_S208), Ano 5 do PMBA/Fest

Na Figura 19 é possivel observar um remodelamento 6sseo na mandibula de boto-cinza (Sotalia
guianensis) com a presenca de um fio de nylon, indicando emalhe em aparato de pesca. O fio
permaneceu preso a mandibula durante o processo de remodelacdo 6ssea. Este tipo de acidente, em
muitos casos, pode levar o animal a 6bito, seja por causar danos fisicos e/ou fisiolégicos irreversiveis,

guanto por lesionar o animal de forma permanente e dificultar seu forrageamento e alimentacéo.
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Figura 20: Abertura do arco neural em vértebra cervical. A: Sotalia guianensis (EAE_S194); B: Sotalia guianensis (EAE_S203);
C: Pontoporia blainvillei (EAE_N192); D: Pontoporia blainvillei (EAE_N175). Ano 5 PMBA/Fest

Na Figura 20 pode-se observar vértebras cervicais com arco neural aberto em diferentes espécimes, A

e B: Sotalia guianensis, C e D Pontoporia blainvillei. Considerada uma anomalia congénita, a abertura
do arco neural em pequenos cetdceos pode variar sua taxa por populacéo. Algumas populacdes de
pequenos cetaceos de regides distintas, foram mencionadas por Fettucia et al. (2013) e Laeta et al.
(2010) por apresentarem uma alta taxa de individuos com arco neural aberto em vértebras. Nas
amostras dos cetaceos do PMBA/Fest, a frequéncia de espécimes de S. guianensis com abertura do
arco neural foi alta, sendo maior se comparado a populagdo centro-norte do Rio de Janeiro que
apresentou 45% de individuos com arco neural aberto (Laeta et al.,2010). Outro estudo, realizado com
a espécie Sotalia fluviatilis, de diversas localidades da Bacia Amazénica, apresentou uma taxa de 90%

de espécimes com arco neural aberto (Fettucia et al., 2013).
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Figura 21: Frequéncia de ocorréncia (%) de abertura do arco neural em vértebra cervical de Sotalia guianensis e Pontoporia
blainvillei encalhados no ES, Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6 (amostras até janeiro de 2024) do PMBA/Fest
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Na Figura 21 é possivel observar a frequéncia de ocorréncia em espécimes com uma ou mais vértebras
apresentando arco neural aberto das espécies Sotalia guianensis e Pontoporia blainvillei durante o Ano
1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6 do PMBA/Fest. A frequéncia no Ano 1 foi mais baixa em
comparacao aos anos seguintes. Para S. guianesis a frequéncia nos anos 2 (91%), Ano 3 (88%), Ano
4 (88%), Ano 5 (94%) e Ano 6 (82%) ndo tiveram grande variacdo e permaneceram altas. Para P.
blanvillei, uma variagdo maior ocorreu durante os anos do estudo do PMBA/Fest, sendo zero no ano 1,
alta para 0 Ano 2 (89%), tendo baixado as frequéncias no Ano 3 (60%) e Ano 4 (67%) e aumentado no
Ano 5 (90%) e Ano 6 (83%). Comparativamente a outra populac@o de S. guianesis, a frequéncia alta
chama atencdo e precisa ser mais investigada, pois pode se tratar de uma caracteristica das
populagBes avaliadas ou uma resposta as condic¢des bidticas/abitticas do habitat, incluindo patégenos
ou doencas que possam acometer estes individuos.

Quadro 12: Lista de bactérias e fungos encontrados por Ano nas amostras de swab avaliadas dos cetaceos encalhados no ES.

Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 PMBA/Fest. No ano 6 ndo foram incluidas amostras de microbiologia pois ndo houveram

indicagdes para esse procedimento durante a necrépsia

Ano de amostragem Géneros de bactérias e fungos encontrados nos cetaceos do
g PMBA/Fest

Actinomyces
Alcaligenes
Candida
Escherichia
Klebsiella
Proteus
Pseudomonas
Stenotrophomonas
Candida
Citrobacter
Ano 2 Edwarsiella
Enterobacter
Escherichia

Ano 1
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Géneros de bactérias e fungos encontrados nos cetaceos do
PMBA/Fest
Hafnia
Klebsiella
Kluyvera
Koserella
Pantoea
Proteus
Providencia
Pseudomonas
Rhodotorula
Serratia
Staphylococcus
Streptococcus
Candida
Enterobacter
Escherichia
Ano 3 Klebsiella
Proteus
Pseudomonas
Serratia
Candida
Citrobacter
Edwarsiella
Enterobacter
Escherichia
Hafnia
Koserella
Proteus
Pseudomonas
Serratia
Staphylococcus
Streptococcus
Aeromonas
Edwarsiella
Proteus
Ano 5 Pseudomonas
Rhodotorula
Staphylococcus
Candida

Ano de amostragem

Ano 4

Até o Ano 4 foram avaliadas todas as espécies encalhadas, a partir do Ano 5 somente as espécies
Sotalia guianensis e Pontoporia blainvillei. No Ano 6 (até janeiro de 2024) nao foram coletadas amostras
de microbiologia pois a coleta dessas amostras depende de outros achados macroscopicos e de
suspeitas de doencas durante a etapa de necropsia. E possivel observar uma variagdo na composicéo
bacteriol6gica e flngica entre os anos do PMBA/Fest. Algumas espécies/géneros aparecem em
diversos anos de estudo e outras possuem baixa frequéncia. A andlise bacteriana dos espécimes de
cetaceos é complexa, pois a falta de informacdes adicionais do histérico do animal dificulta definir se a
bactéria se trata de um patdégeno oportunista, primério, comensal ou oriundo da poluicdo ambiental.
Ainda assim, o panorama dos microrganismos, dependendo da frequéncia de ocorréncia, pode trazer
informacdes significativas sobre a composi¢cdo bacteriol6gica e fungica de algumas regides e da
gualidade do ambiente, pois alguns patdgenos atuam como indicadores de mudancas ambientais,
influenciando na sadde e composi¢do da comunidade do ecossistema. Até o presente momento foram
avaliados 48 espécimes, com 205 amostras de swab, mas apenas 152 amostras apresentaram o

crescimento dos microrganismos para identificagdo. O aumento no niumero amostral contribuira para
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uma avaliacdo mais efetiva desses microrganismos e seu papel no ambiente e na salde dos

espécimes.

Quadro 13: Lista de bactérias e fungos encontrados por 6rgédo nas amostras de swab avaliadas dos cetaceos encalhados no

ES, Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 do PMBA/Fest. No ano 6 nao foram incluidas amostras de microbiologia pois ndo

houveram indica¢des para esse procedimento durante a necrdpsia

Pulméo

Orificio respiratério

Olho

Anus

Actinomyces spp.

Aeromonas spp.

Aeromonas spp.

Aeromonas spp.

Aeromonas spp.

Candida spp.

Candida spp.

Candida spp.

Candida spp.

Enterobacter spp.

Koserella trabulsii

Escherichia coli

Citrobacter diversus

Klebsiella spp.

Pseudomonas spp.

Proteus mirabilis

Citrobacter spp.

Kluyvera spp.

Pseudomonas stutzeri

Pseudomonas aeruginosa

Edwarsiella tarda

Proteus mirabilis

Serratia marcescens

Pseudomonas spp.

Enterobacteriacea Pseudomonas aeruginosa | Staphylococcus spp. Rhodotorula spp.
Hafnia alvei Pseudomonas spp. Streptococcus spp.
Klebsiella spp. Pseudomonas stutzeri

Kluyvera spp.

Rhodotorula spp.

Pantoea agglomerans

Serratia marcescens

Proteus mirabilis

Serratia spp.

Proteus vulgaris

Streptococcus spp.

Providencia spp.

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas spp.

Pseudomonas stutzeri

Rhodotorula spp.

Serratia marcescens

Serratia spp.

Staphylococcus spp.

Stenotrophomonas
maltophilia

Streptococcus spp.

Vulva/Vagina

Cavidade oral

Mandibula

Prepucio

Candida spp.

Candida spp.

Candida spp.

Escherichia coli

Escherichia coli

Enterobacter spp.

Edwarsiella tarda

Proteus vulgaris

Kluyvera spp.

Pseudomonas aeruginosa

Proteus spp.

Pseudomonas spp.

Proteus mirabilis

Pseudomonas spp.

Pseudomonas spp.

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas stutzeri

Staphylococcus spp.

Pseudomonas spp.

Staphylococcus spp.

Pedlnculo caudal

Pele

Traquéia

Cavidade toracica

Pseudomonas spp.

Candida spp.
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Pulméo Orificio respiratério Olho Anus
Serratia spp. Proteus vulgaris
Urina Utero Cavidade abdominal Outros

Abcesso no  mesentério:
Koserella trabulsii Citrobacter diversus Pseudomonas spp. Alcaligenes spp.

Lesdo proximo ao ouvido
direito: Pseudomonas
aeruginosa

Lesé&o peitoral: Pseudomonas
spp.

Lesédo de pele no pedinculo
caudal: Klebsiella spp.

Até o Ano 4 foram avaliadas todas as espécies encalhadas, a partir do Ano 5 somente as espécies
Sotalia guianensis e Pontoporia blainvillei. E possivel observar a composi¢éo bacterioldgica e flngica
de acordo com 6rgaos/regides onde foram encontradas. O pulmao é o érgdo com o maior numero de
espécies detectadas e apontando que o sistema respiratorio € um dos principais afetados pelos
cetaceos, nao so6 pelos achados bacterioldgicos, mas por toda a avaliacdo da salde dos espécimes.
Da mesma forma que o pulmao, organismos encontrados dentro de 6rgdos considerados vitais podem
ter um grande impacto na saude dos animais, a depender de sua patogenicidade. Bactérias e fungos
encontrados em regides externas/orificios naturais, como anus, vulva, orificio respiratério, pele, olho e
lesBes séo regides de facil contaminacdo e as bactérias isoladas destas partes corporais podem ser
consideradas, com certa prudéncia, ambientais e até oportunistas, a depender de outras avalia¢cdes da
saude do espécime. Algumas espécies ja sdo conhecidamente parte da microbiota intestinal, como a
Escherichia coli, mas em alguns casos podem ser consideradas patogénicas. Alguns géneros
sabidamente patogénicos ja foram isolados em cetaceos e descritos nos espécimes analisados no
PMBA/Fest, como Staphyloccocus spp.; Streptococcus spp.; Pseudomonas spp. e Klebsiella spp., e
requerem monitoramento. Causas ambientais e antropogénicas tém potencial de influenciar na
composicdo dos microrganismos dos cetaceos e podem ser indicadores de desequilibrios ecolégicos,
sendo importante a verificagdo da composicdo e da frequéncia de ocorréncia, com analises mais

minuciosas.
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3.5 ALTERAGOES NAS CONCENTRAGOES DE CONTAMINANTES EM SOTALIA GUIANENSIS
E PONTOPORIA BLAINVILLEI

3.5.1 Boto-cinza (Sotalia guianensis)

Figura 22: Concentragdes de HgT (ug.g™) no figado (A), rim (B) e musculo (C) de botos-cinza (Sotalia guianensis) coletados
nas diferentes regifes da costa do estado do Espirito Santo (1= Sdo Mateus; 2=Rio Doce; 3/4= Barra do Riacho e
Metropolitana; 5= Extremo Sul do ES) analisados ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6) ,
incluindo amostras coletadas antes do rompimento da barragem de Fund&o, Mariana (MG)
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As concentracdes de HgT em figado de botos-cinza s@o elevadas, sendo que as concentragfes
maximas encontradas em botos-cinza de todas as regiées da costa do ES estdo acima do limite de
tolerancia estabelecido na literatura que pode causar efeitos adversos nos mamiferos marinhos (100 a
400 pg-g?, p. u.) (Wagemman e Muir, 1984). Além disso, também estdo acima do limite relacionado a
danos hepaticos em outras espécies de cetaceos (61 ug-g™*, p. u.), como o golfinho nariz-de-garrafa
(Tursiops truncatus) (Rawson et al., 1993). Para individuos da Regido 1 (Sdo Mateus), destaca-se
também a média acima deste valor (64,11 ug-g™*, p. u.). Em relacéo a variagcdo espacial ndo foram
encontradas diferengas significativas entre as concentracdes em figado (A) e rim (B) de botos-cinza
das regides analisadas. Porém, foram encontradas diferencas significativas entre as concentragdes no

musculo em botos-cinza (C) das regides analisadas, sendo as concentragdes mais elevadas na Regiéo
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1 (Sao Mateus) que a Regido 3/4 (Barra do Riacho/Metropolitana), provavelmente devido ao impacto
do rompimento da barragem de Fundao, j& que esta regido foi mais afetada. Em relagéo a variagao
temporal, ndo foram encontradas diferencas significativas entre as concentracées no figado, rim e
musculo de botos-cinza ao longo dos anos de monitoramento, porém destacam-se as concentracdes
mais elevadas nos primeiros anos do monitoramento do PMBA/Fest, especialmente nos Anos 1 a 4
para os trés tecidos/6rgaos analisados. As concentrac8es mais elevadas foram encontradas no figado,
seguido do rim e do musculo nos botos-cinza analisados. Comparando com dados anteriormente
publicados na literatura, as concentrac@es hepaticas médias dos individuos de botos-cinza analisados
(n=192) durante os anos monitoramento do PMBA/Fest encontram-se na mesma ordem de grandeza
que as médias mais elevadas do Brasil, como em botos-cinza da costa do Rio de Janeiro (Seixas et al.,
2009; Lailson-Brito et al., 2012). Esses dados corroboram os resultados obtidos no dltimo relatério
(RSE2023). Tais concentracbes sdo preocupantes especialmente devido a toxicidade do Hg
(neurotoxicidade, imunotoxicidade, hepatototoxicidade), trazendo consequéncias a saude dos
individuos (Kershall and Hall, 2019)

Relatério Anual 2023 — PMBA/Fest 57



ra FEST

Fundagdo Espirito-santense de Tecnologia

Figura 23: Concentragdes de As (A),, Cu (B), Fe (C), Mn (D) e Zn (E) (mg.Kg™* de peso Gmido) no figado e de Cd no rim (F) de
Sotalia guianensis das diferentes regides da costa do Espirito Santo (1= Sdo Mateus; 2=Rio Doce; 3/4= Barra do Riacho e
Metropolitana; 5= Extremo Sul do ES) analisados ao longo de todo o PMBA/Fest (Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano5e Ano 6).0Os
nomes das regides acima das barras indicam as regides com as quais foram observadas diferencgas significativas (p<0,05)
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Os individuos da Regido 1 (Sdo Mateus) apresentaram concentragfes hepaticas de Cu e Mn

significativamente maiores que os da Regido 3/4 (Barra do Riacho/Metropolitana) e 5 (Extremo Sul)

(Kruskal-Wallis, p<0,05). Além disso, os animais da Regido 2 (Rio Doce) apresentaram concentragdes

significativamente menores de Cd que as regifes mais ao sul (Kruskal-Wallis, p<0,05). Ja as

concentracdes hepaticas de Fe na Regido 5 (Extremo Sul) foram sutilmente mais elevadas do que da

Regido 1 (S@o Mateus) (Kruskal-Wallis, p<0,05). As concentragdes medianas de Cd no rim estdo

maiores que as reportadas na literatura para a espécie, com destaque para a regido Barra do

Riacho/Metropolitana. A regido de S&o Mateus apresentou concentracdes renais significativamente

maiores de Zn do que no Extremo Sul (Kruskal-Wallis, p<0,05).

Figura 24: Concentragdes de As (mg.Kg™ de peso timido) no figado de Sotalia guianensis das diferentes regides da costa do

Espirito Santo (1= S&o Mateus; 2=Rio Doce; 3/4= Barra do Riacho e Metropolitana; 5= Extremo Sul do ES) ao longo de todo

PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6) do PMBA/Fest, incluindo amostras coletadas depois do rompimento

da barragem de Fundao, Mariana (MG), mas anteriores ao monitoramento do PMBA/Fest (pré monitoramento). Os nomes das

regides acima das barras indicam as regides com as quais foram observadas diferengas significativas (p<0,05). Os dados

representados na figura referem-se a resultados que apresentam diferenca significativa
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As concentracdes hepéticas de As apresentaram uma tendéncia geral de aumento no Ano 3, que
abrange outubro de 2019 a setembro de 2020. Essa tendéncia é observavel em todos os graficos,
porém sO foi significativa nas Regifes 1 (Sdo Mateus) e 5 (Extremo Sul) (Kruskal-Wallis, p<0,05).
Considerando que o verdo de 2020 foi o mais chuvoso do periodo amostrado (INMET, 2024), os
resultados reforcam a importancia da pluviosidade sobre a remobilizacdo do As e demais
contaminantes presentes no sedimento das bacias dos rios que desaguam na costa do ES (Queriroz
et al., 2018; Longhini et al., 2022). Essa tendéncia € alarmante, uma vez que os estados do sudeste
brasileiro vém enfrentando sucessivos aumentos na temperatura e pluviosidade devido as mudancas
climaticas. As elevadas concentracfes de As reportadas no presente relatério e as preocupantes
tendéncias temporais reforcam os impactos crénicos do rompimento da barragem do fundao, Mariana

(MG) aos cetaceos residentes dessa regiao.

Figura 25: Concentragdes de Zn (mg.Kg™ de peso imido) em rim de Sotalia guianensis coletados na costa do ES (1= S&o
Mateus; 2=Rio Doce; 3/4= Barra do Riacho e Metropolitana; 5= Extremo Sul do ES) ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano
2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6), incluindo amostras coletadas antes do rompimento (Pré-rompimento) da barragem de Fundéo,

Mariana (MG), e depois do rompimento, mas anteriores ao monitoramento do PMBA/Fest (Pré-PMBA)
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As concentragbes renais de Zn também parecem ser impactadas pela pluviosidade e,
consequentemente, pela vazao dos rios e capacidade de remobilizagéo dos sedimentos. E notavel em
todas as regibes que os anos com verdes mais chuvosos (2018 e 2020) (INMET, 2024) também
apresentaram as maiores concentracdes renais de Zn, porém essa tendéncia sé é estatisticamente
significativa nas regifes 1 (Sdo Mateus) e 5 (Extremo Sul). Mesmo considerando 0 Zn como um
elemento essencial, sabe-se que em altas concentracbes essses elementos podem ser toxicos
(Bowles, 1999). Portanto, as concentracbes observadas podem evidenciar os impactos que verdes
chuvosos parecem possuir sobre a remobilizagdo de elementos-trago no sedimento e da cronicidade
dos impactos do rompimento da barragem de Fund&o, Mariana (MG), sobre 0s ecossitemas costeiros
do estado do Espirito Santo.

Quadro 14: Média, mediana, minimo e maximo das concentragdes de As, Cd, Cu, Fe, Mn e Zn no figado, musculo e rim de
Sotalia guianensis na costa do Espirito (Regides: 1= Sdo Mateus; 2=Rio Doce; 3/4= Barra do Riacho/Metropolitana; 5=
Extremo Sul) analisados ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6), expressos em mg.Kg* de

peso Umido, incluindo amostras coletadas antes do rompimento da barragem de Fundédo, Mariana (MG)

Regiao Tecido N Cd Cu Fe Mn Zn As
Media *| 036:042 | 1508251 | 2224125 | 38212 | 49:22 | 052:035
Figado 70 | Mediana 0,16 8,8 212 3,7 46 0,46
mg( <0,01-1,85 | 2,2-186 33-578 | 098-80 | 15-175 | 0,11-2,31
Media *| 006:008 | 09:06 | 93:40 | 02:01 | 2045 | 024:010
SdoMateus | \iiseulo | 70 | Mediana | 0,02 08 89 0,15 19 0,22
mg‘x <0,01-0,16 | 0,3-4,4 25266 | 0,02-0,68 | 11-36 | <0,11-0,67
Média | 0,79+0,80 | 3814 | 126+107 | 0,7+0,5 | 25:7 | 0,35:0,22
rim | 55 |Mediana 0,44 37 100 07 24 0,29
ml;x <0,01-351 | 1,7-82 29-668 | 0,1-335 | 12-48 | 0,11-1,04
'E\)"If;dia *| 021£023 | 8832 | 206£145 | 38£12 | 53t17 | 0,46%0,32
Figado | 14 |Mediana | 017 83 153 37 54 0,36
mg( <0,01-0,73 | 4,8-149 | 78-604 1957 | 31-81 | 0,13-1,13
ggdia * - 1,120,5 93+35 | 0,16£0,08 | 204 | 0,42+0,36
Rio Doce Masculo | 19 | Mediana - 08 92 0,13 20 0,31
mg( ) ;%%%’ 0,4-2,2 26-173 | <0,02-0,33 | 15-29 | 0,14-1,38
Média | 0441045 | 59+40 | 126+41 | 11+19 | 27#8 | 0,34:0,.16
rim | 14 |Mediana 0,21 36 112 06 26 0,32
ml;x 003-141 | 25172 | 76205 | 02-67 | 17-47 | 0,14-0,62
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Regido Tecido N Cd Cu Fe Mn Zn As
Média +
b 0,3240,28 | 13,0£30,4 | 228+113 | 3,4%1,6 | 59+43 | 0,49+0,27
Figado | 58 | Mediana 0,27 6,8 206 3,0 46 0,48
mg( | <0,01-1,55 | 0,8-231 42-575 0,37,3 | 22-288 | 0,13-1,22
'E)"Sd'a *10,01£0,007 | 1,0:0,9 93+41 | 0,26+0,44 | 1946 | 0,28:0,18
Barra do
Riacho e Musculo | 65 | Mediana 0,006 0,88 79 0,15 19 0,25
Metropolitana
mg‘x "1 <0,01-0,02 | 0,24-7,7 25-206 | 0,02-2,70 | 55-45 | 0,03-1,16
'\D"gd'a *| 0,97:0,69 | 3916 129458 | 0,7¢0,5 | 24+9 | 0,34:0,28
Rim 58 | Mediana 0,82 3.4 122 0,6 21 0,29
mg‘x | 012326 | 25-124 27-317 0,2-2,7 | 9,9-49 | 0,05-1,32
'\D"Sd'a 1 024+0,16 | 16,0+42,3 | 285119 | 2,8+0,7 | 48+23 | 0,40+0,25
Figado 41 | Mediana 0,19 6,7 264 2,7 43 0,31
mg( | <0,01-0,71 | 1,9-247 42-551 14-45 | 25-179 | 0,12-1,07
Media x100080.00 | 09104 | o6ras | 0174017 | 20t5 | 031024
Extremo Sul | \i5sculo | 51 | Mediana | 0,005 0,90 85 0,12 20 0,22
mg‘x | <0,01-0,03 | 0,14#23 | 40-257 | <0,02-0,69 | 11-37 | 0,10-1,07
Média 0,47+027 | 3,8+1,9 145:78 | 08+15 | 22+5 | 0,36+0,32
Rim 40 Mediana 0,39 3,2 125 0,5 21 0,23
mg‘x "1 0,02-122 | 1,9-111 42-469 0,398 | 12-39 | 0,09-1.51

Todas as regides apresentam concentracdes medianas de As maiores que as reportadas na literatura
para a espécie. As medianas das concentracfes dos demais elementos-traco estdo na mesma ordem
de magnitude daquelas reportadas em estudos prévios (Kunito et al., 2004; Seixas et al., 2009).
Entretanto, a literatura abrange diferentes estados da costa brasileira, inclusive areas mais urbanizadas
e industrializadas que a costa do ES (Seixas et al., 2009; Kunito et al., 2004). As concentracdes
medianas de Cd no rim de S. guianensis em toda area de estudo estdo maiores do que aquelas
reportadas na literatura (Monteiro-Neto et al., 2003), com destaque para a Regido 3/4 (Barra do
Riacho/Metropolitana) (0,82 mg.Kg™?).

Relatério Anual 2023 — PMBA/Fest 62



ra FEST

Fundacdo Espirito-santense de Tecnologia

Quadro 15: Concentragbes medianas, médias, desvio padrdo, minimas e maximas dos compostos organoclorados PCB,
*DDT, HCB, mirex e SHCH, expressas em ng.g™* peso lipidico, em botos-cinza (Sotalia guianensis) das regides da costa do
Espirito Santo (1= Sdo Mateus; 2=Rio Doce; 3/4= Barra do Riacho e Metropolitana; 5= Extremo Sul do ES) ao longo de todo
PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6) incluindo amostras coletadas antes do rompimento da barragem de

Fundéo, Mariana (MG)

SPCB SDDT HCB Mirex SHCH
Sotalia guianensis
Mediana 11,9 6.8 0,03 16 <0,002
Sdo Mateus ~ Media = Desvio 231+368 443+921 017+032 63+134  <0,002
N= 62 Padréo
Minimo - Maximo ~ 0,28-220,2 0,08 - 414,3 <0’1022 T 0,11-826 ;
Mediana 19,5 78 0,04 1,9 0,001
Rio Doce Média + Desvio 220+16,6 37,1+729 015+027 69+135 0,1+0,02
N= 20 Padréo
» o <0,002 - <0,002 -
Minimo - Maximo 1,7-74,4 2,1-265,1 0.9 <0,001 - 56,2 0.08
Mediana 20,6 6.9 0,07 16 0,001
Barra do o )
Riacho e MédiatDesvio 65,554 477+1233 03405 624134 0,003+ 0,02
Metropolitana Padréo
N=61 Minimo - Maximo 0,07 —241,1 0,2 — 651,0 <0’1°gl © <0,001-75,1 <0601022 -
Mediana 26,1 6.3 0,05 1,0 ;
Extremo Sul ~ Média £ Desvio 371+456 37,6+983 017+036 7,9+21,1 ;
N= 50 Padréo
Minimo - Maximo ~ 1,2-261,3 0,2 - 530,8 <0’1°$2 ©014-971 ;

Foram encontradas altas concentrac¢des de bifenilas policloradas (3 PCB) em botos-cinza de todas as
regiGes monitoradas, que excedem os valores de 17 pg.g? lip, sugeridos para desencadear efeitos
deletérios em mamiferos marinhos (Kannan et al., 2000). As medianas das concentracdes de PCBs no
tecido adiposo subcutaneo de botos-cinza (n=194) coletados no ES aumentaram gradativamente da
Regido 1- Sdo Mateus (Norte) para a Regido 5- Extremo Sul (Sul), refletindo as varia¢des espaciais
encontradas. E ainda, foi observada diferenca significativa entre a Regido 1 e as Regides 3/4 (Barra do
Riacho e Metropolitana) e 5 (Extremo Sul). No entanto, ndo sdo observadas tendéncias temporais do
acumulo de PCBs nas Regifes 1 e 3/4, refletindo o carater recalcitrante desta classe de compostos.
Em relacéo aos pesticidas organoclorados (DDT, HCB, HCH e Mirex), as concentracdes foram similares
entre as Regides, mas apresentaram uma variacao temporal nas Regides 1 (Sao Mateus), 3/4 (Barra
do Riacho e Metropolitana) e 5 (Extremo Sul). As concentracBes de DDT e mirex foram maiores nos
Anos 3, 4 e 5 em comparagdo ao periodo Pré-PMBA e Anos 1 e 2 do PMBA/Fest, enquanto as
concentracdes de HCB foram maiores no Ano 3 que o periodo Pré-PMBA e o0 no Ano 1 de

monitoramento.
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Figura 26: (A) Perfil de contribui¢do de compostos organoclorados PCB, £DDT, HCB, mirex e ¥HCH em botos-cinza (Sotalia guianensis) das regides 1, 2, 3/4 e 5 (1= S&o Mateus; 2=Rio Doce;
3/4= Barra do Riacho e Metropolitana; 5= Extremo Sul do ES) coletados na costa do estado do Espirito Santo da costa do Espirito Santo ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4,
Ano 5 e Ano 6), incluindo amostras coletadas antes do rompimento da barragem de Fundédo, Mariana (MG) naqueles anos em que se possuia n amostral suficiente para comparacéo; (B) Perfil de

contribuicdo de compostos organoclorados *PCB, £DDT, HCB, mirex e SHCH em botos-cinza (Sotalia guianensis) da Regido 1 (1= Sao Mateus); (C) Perfil de contribuicdo de compostos

organoclorados PCB, DDT, HCB, mirex e SHCH em botos-cinza (Sotalia guianensis) da Regido 2 (1= Rio Doce); (D) Perfil de contribuicdo de compostos organoclorados *PCB, *DDT, HCB,

mirex e SHCH em botos-cinza (Sotalia guianensis) da Regido 3/4 (3/4= Barra do Riacho e Metropolitana); (E) Perfil de contribuicdo de compostos organoclorados PCB, =DDT, HCB, mirex e SHCH

em botos-cinza (Sotalia guianensis) da Regido 5 (5= Extremo Sul).
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O perfil de contaminagéo dos botos-cinza é dominado por PCBs, seguido de DDTs, mirex, HCB e HCHs.
Interessantemente, o percentual de contribuicdo do DDT vai reduzindo gradativamente nos botos-cinza
da Regido 1 (Sao Mateus) até a Regidao 5 (Extremo Sul). Os botos-cinza da Regido 1 (Sao Mateus)
sofreram uma influéncia maior do rompimento da barragem de Fund&o do que os botos-cinza da Regido
5 (Extremo Sul), o que pode refletir nessa maior contribuicdo de pesticidas organoclorados que foram
remobilizados na regido mais proxima ao Rio Doce Figura 26. Além disso, foram observadas um
aumento na contribuicdo de DDTs nos Anos 3 e 4 nas regifes 1 (Sao Mateus) e 2 (Rio Doce) (Figura

26 B e C), que foram as regides mais afetadas pelo rompimento. As demais regies também
apresentaram este aumento no Ano 4 (Figura 26 D e E).
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Figura 27: Concentracdo de XPCB em botos-cinza (Sotalia guianensis) das regides 1, 2, 3/4 e 5 (1= S&o Mateus; 2=Rio Doce;
3/4= Barra do Riacho e Metropolitana; 5= Extremo Sul do ES), coletados na costa do estado do Espirito Santo ao longo de todo
PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6), incluindo amostras coletadas antes do rompimento da barragem de
Fund&o, Mariana (MG). A linha vermelha mostra a concentragéo de 17 pg.g?, limite estabelecido para efeitos adversos na
saude de cetéaceos (Kannan et al., 2000).
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A concentracdo de ZPCB em botos-cinza da Regido 1 (S&o Mateus) é menor que nas Regibes 3/4
(Barra do Riacho e Metropolitana) e 5 (Extremo Sul), sendo as Ultimas consideradas regides
metropolitanas, de alta impacto urbano. Vale ressaltar que as concentra¢cdes medianas em botos-cinza
das Regides 2, 3/4 e 5 ultrapassam o limite de 17 ng.g* (marcado pela linha vermelha) estabelecido
para efeitos adversos na saude de cetdceos (Kannan et al., 2000). E, apesar de a mediana da Regido
1 (Sao Mateus) encontrar-se abaixo deste limite, cerca de 33% dos individuos analisados nesta regido
apresentam concentragfes superiores a esta ao longo dos anos. As concentracBes de PCB s&o
similares as reportadas para populagbes que residem em &reas que sofrem com a alta pressao
antropica (Lailson-Brito et al., 2010). Tais concentraces observadas podem ter consequéncias para a
manutencdo das populagbes e devem ser monitoradas, especialmente considerando que declinios
populacionais em cetaceos ja foram relacionados a elevadas concentracdes desses compostos (Hall

et al., 2006; 2018 Desforges et al., 2018), incluindo um estudo na costa brasileira (Oliveira-Ferreira et
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al., 2021). As concentragOes de pesticidas organoclorados ndo foram significativamente diferentes
entre botos-cinza das Regides 1 (S0 Mateus) a 5 (Extremo Sul).

Figura 28: Perfil de contribuicdo de PCBs por grau de cloragao em botos-cinza (Sotalia guianensis) das regides 1, 2, 3/4 e 5 (1=
Sao Mateus; 2=Rio Doce; 3/4= Barra do Riacho e Metropolitana; 5= Extremo Sul do ES) coletados na costa do estado do
Espirito Santo (ES) ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6), incluindo as amostras coletadas

antes do rompimento da barragem de Funddo, em Mariana (MG)
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Os botos-cinza apresentaram um perfil de PCBs com predominio de congéneres contendo 5, 6 e 7
atomos de cloro, refletindo a maior disponibilidade e baixa taxa de degradacdo destes. De modo geral,
ndo sdo observadas diferencas no perfil de PCBs relacionados ao grau de cloragdo em botos-cinza ao
longo da costa do ES, sendo este semelhante ao observado em outras espécies de cetaceos na costa
do Brasil (Santos-Neto et al., 2014).
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Figura 29: Concentracdo de DDT em botos-cinza (Sotalia guianensis) das regides 1 (A), 3/4 (B) e 5 (C) (1= S&o Mateus; 3/4=
Barra do Riacho e Metropolitana; 5= Extremo Sul) coletados na costa do estado do Espirito Santo durante ao longo de todo
PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6) incluindo as amostras coletadas antes do rompimento da barragem de
Fundao, em Mariana (MG) e antes do monitoramento do PMBA (pré-PMBA), naqueles anos em que se possuia n amostral

suficiente para comparagao.

Barra do Riacho

DDT S&o Mateus B DDT e

Metropolitana

>

450
600 — =

)
2 . a
) < 400
2 300 o
5 2
g o i E 300
[ (]
O 150 ®
E
F g
E 100
O a o
»n 50 0
0 ; o Mediana = % ;L —n—
e oo X [] 25% -75% Pré-rompimento  Ano 2 Ano 4
Pré-PMBA Ano 2 Ano 4 T Min-Méax Ano 1 Ano 3 Ano 5
Ano 1 Ano 3 Ano 6

D DT Extremo Sul

@

600

400

200

J Lz Ll

Pré- rompimento Ano 2 Ano 4
Ano 1 Ano 3 Ano 5

Soma DDT (ng.g™* p. lip)

Analisando a variacdo temporal do DDT, foi detectado um aumento em sua concentracdo em botos-
cinza ao longo do monitoramento nas Regifes 1 (Sdo Mateus) e 3/4 (Barra do Riacho e Metropolitana).
Na Regido 1 (S&o Mateus), as concentra¢des de DDT foram maiores no Ano 3 que no periodo Pré-
PMBA e no Ano 1 enquanto na Regido 3/4 (Barra do Riacho e Metropolitana), as concentracdes de
DDT foram maiores no Ano 4 que nos Anos 1 e 2, o que pode ser em funcdo de sua remobilizacéo e
redisponibilizagcdo por fatores bioticos e abidticos. Em contrapartida, na Regido 5 (Extremo Sul), as

concentracdes de DDT diminuiram do Ano 4 para o Ano 5.
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Figura 30: Perfil de contribuicdo de p.p-DDD, p.p-DDE e p.p-DDT em botos-cinza (Sotalia guianensis) das regifes 1, 2, 3/4 e
5 (1= S&o Mateus; 2=Rio Doce; 3/4= Barra do Riacho e Metropolitana; 5= Extremo Sul do ES) coletados na costa do estado do
Espirito Santo ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6), incluindo amostras coletadas antes
do rompimento da barragem de Fund&o, em Mariana (MG)
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O predominio do metabolito p.p’-DDE em botos-cinza sugere uma contaminacao histérica por DDTs
nas teias tréficas destes cetaceos ao invés de utilizagao recente deste pesticida, corroborando o que é
observado em cetaceos costeiros do sudeste do Brasil (Lailson-Brito et al., 2010; Santos-Neto et al.,
2014).
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Figura 31: Concentracdo de Mirex em botos-cinza (Sotalia guianensis) da regido 1 (A) e 5 (B) ( 1= Sao Mateus; 5= Extremo
Sul) coletados na costa do estado do Espirito Santo (ES) ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e
Ano 6), incluindo amostras coletadas antes do rompimento da barragem de Fund&do, Mariana (MG) e antes do monitoramento

do PMBA (pré-PMBA), naqueles anos em que se possuia n amostral suficiente para comparagéo
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As concentracdes de mirex em botos-cinza sofreram um aumento gradativo na Regido 1 (S&o Mateus)
ao longo do monitoramento, sendo estatisticamente maiores nos Anos 3 e 4 do que no periodo pré-
PMBA. Ja na Regido 5 (Extremo Sul). As concentracdes de mirex também diminuiram do Ano 4 para

0 Ano 5, e, também em relacdo ao periodo Pré-rompimento da barragem de Fundédo e Ano 5.
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Figura 32: Concentragcdo de HCB em botos-cinza (Sotalia guianensis) da regidos 1 (1=Sao Mateus) da costa do Espirito Santo
(1= Sao Mateus; 3/4= Barra do Riacho e Metropolitana) coletados na costa do estado do Espirito Santo ao longo de todo
PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6), incluindo amostras coletadas antes do rompimento da barragem de

Fundé&o, Mariana (MG) e antes do monitoramento do PMBA (pré-PMBA),
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As concentracfes de HCB em botos-cinza foram maiores no Ano 3 que no periodo Pré-PMBA e no Ano
1, sugerindo também uma remobilizagédo deste pesticida ao longo do periodo de monitoramento do
PMBA-Fest, assim como foi observado para os outros pesticidas organoclorados, conforme
mencionado anteriormente.

Quadro 16: Concentragdes medianas, médias, desvio padrdo, minimas e maximas dos compostos organobromados de origem
natural, =MeO-BDE, e de origem antropica, *PBDE, PBEB e HBBZ, expressas em pg.g™ peso lipidico em botos-cinza (Sotalia
guianensis) das regides 1, 2, 3/4 e 5 (1= S&o Mateus; 2=Rio Doce; 3/4= Barra do Riacho e Metropolitana; 5= Extremo Sul do

ES), coletados na costa do estado do Espirito Santo ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6)

20e0- SPBDE PBEB HBB
Sotalia guianensis
Mediana 5,46 0,07 0,01 -
Séo Mateus '\P":gr'go * Desvio| 41434267 | 019+0,37 | 0,03+0,04 -
(N= 63)
. » <0,0001 - <0,0002 - ]
Minimo - Maximo 0,24 -184 21 0,09
Rio Doce Mediana 6,95 0,08 0,02 -
(N= 20) '\P":gr'go * Desvio | 1554140 | 0,24+0,43 0,02 ;
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TMeO- HBB
AoE SPBDE PBEB o
Minimo - Maximo 1,47 - 63,9 <0’(1)0801 - <0(’)08§2 - ;
Mediana 6,99 0,20 0,03 -
Barra do Riacho e 4 .
Metropolitana '\P"aegr'go * Desvio| 1544145 | 0354050 | 0,04+0,03 -
(N= 60) ~ ]
Minimo - Maximo 042-845 | 0001 <002 -
Mediana 6,59 0,14 0,02 -
Extremo Sul Média + Desvio| 1068+ | (31 .05, | 002+002 ;
Padréao 12,0 e e
(N= 50)
Minimo - Maximo 0,49 - 57,8 <o,goﬂ?1 ; <0’00822 - ;

Destacam-se as elevadas concentracdes de compostos metoxilados em todas as regides, que podem

refletir a influéncia do Banco de Abrolhos na costa do Espirito Santo.
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Figura 33: Perfil de contribuicdo de compostos organobromados de origem natural, XMeO-BDE, e de origem antrépica, SPBDE e PBEB em botos-cinza (Sotalia guianensis) das regides 1, 2, 3/4e 5
(1= Sao Mateus; 2=Rio Doce; 3/4= Barra do Riacho e Metropolitana; 5= Extremo Sul do ES) coletados na costa do estado do Espirito Santo ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano
4, Ano 5 e Ano 6)

Sdo Mateus

Rio Doce

Barra do Riacho e Metropolitana

Extremo Sul

90% 91% 92% 93% 94% 95% 96% 97% 98% 99% 100%

miMeO-BDE m2BDE mPBEB

Os compostos metoxilados representaram mais de 90% do perfil para os cetaceos coletados, seguidos dos PBDEs e PBEB.
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Figura 34: Perfil de contribuicdo de compostos organobromados de origem natural, XSMeO-BDE em botos-cinza (Sotalia guianensis) das regides 1, 2, 3/4 e 5 (1= Sao Mateus; 2=Rio Doce; 3/4=
Barra do Riacho e Metropolitana; 5= Extremo Sul do ES) coletados na costa do estado do Espirito Santo ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6).
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Observa-se um predominio de 6-MeO-BDE-47 e 2-MeO-BDE-68 para botos-cinza de toda a costa do ES.
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Figura 35: Perfil de contribuicdo de compostos organobromados de origem antrépica convencionais (por congénere de PBDE)
e emergente (PBEB) em botos-cinza (Sotalia guianensis) das regides 1, 2, 3/4 e 5 (1= Sao Mateus; 2= Rio Doce; 3/4= Barra
do Riacho e Metropolitana; 5= Extremo Sul do ES) coletados na costa do estado do Espirito Santo ao longo de todo
PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6)
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Observa-se um predominio dos PBDEs em relagéo ao retardante de chama emergente (PBEB) para
0s botos-cinza de todas as regifes da costa do ES. Dentre os PBDES, o PBDE-47 predominou no tecido

adiposo subcutaneo de botos-cinza de toda a costa do ES (Vidal et al., 2023).

Figura 36: Concentragdo de SPBDE em botos-cinza (Sotalia guianensis) das regides 1, 2, 3/4 e 5 (1= Sao Mateus; 2=Rio Doce;
3/4= Barra do Riacho e Metropolitana; 5= Extremo Sul do ES coletados na costa do estado do Espirito Santo) ao longo de todo
PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6)
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Na andlise de tendéncias espaciais de compostos organobromados em botos-cinza, foram identificadas
diferencas nas concentracdes de PBDEs, sendo as concentracdes mais altas nas Regides 3/4 (Barra
do Riacho e Metropolitana) e 5 (Extremo Sul) do que na Regido 1 (Sdo Mateus). Em contrapartida, as

concentracdes de MeO-BDEs ndo apresentaram diferengas espaciais.

Figura 37: Concentracdo de XMeO-BDE em botos-cinza (Sotalia guianensis) da regiao 1 (1- Sao Mateus) e regido 5 (Extremo
Sul) coletados na costa do estado do Espirito Santo por ano ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano5e
Ano 6) e incluindo o periodo pré-rompimento e antes do monitoramento do PMBA (pré-PMBA), naqueles anos em que se
possuia n amostral suficiente para comparagao. As diferengas foram significativas entre o periodo Pré-PMBA e os Anos 3, 4 e
6 (p < 0,05).
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Em relacéo a avaliacdo temporal, foi observado um aumento gradual das concentracdes de compostos
organicos naturais em botos-cinza e as diferencgas foram significativas entre o periodo Pré-PMBA/Fest
e 0s Anos 3, 4 e 6 de monitoramento na Regido 1 (Sao Mateus). No entanto, na Regido 5 (Extremo
Sul), observou-se uma reducdo das concentragbes dos compostos naturais entre o periodo Pré-
rompimento da barragem de Funddo e o Ano 2 de monitoramento. Para os botos-cinza, as
concentracdes de compostos metoxilados podem refletir a influéncia do Banco de Abrolhos na costa

do Espirito Santo (Vidal et al., 2023).
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Figura 38: Concentracdo de XPBDE em botos-cinza (Sotalia guianensis) da regido 1 (1- Sdo Mateus) (A) e 3/4 (Barra do

Riacho/Metropolitana) (B) coletados na ¢ osta do estado do Espirito Santo por ano ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2,

Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6) e incluindo o periodo pré-rompimento e antes do monitoramento do PMBA (pré-PMBA),

naqueles anos em que se possuia n amostral suficiente para comparagao.
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As concentragBes de PBDEs aumentaram entre o periodo pré-PMBA/Fest e os Anos 3 e 4 de

monitoramento em botos-cinza da Regido 1 (Sdo Mateus). Na Regido 3/4 as concentragdes também

foram maiores no Ano 4 que nos Anos 1 e 2 de monitoramento dos botos-cinza. As concentracdes de

compostos antropicos encontradas nessas regibes sdo semelhantes as observadas em locais

altamente impactados na costa do Brasil, como a Baia de Guanabara, no estado do Rio de Janeiro

(Vidal et al., 2023).
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Quadro 17: Concentragbes mediana, médias, desvio padrdo, minimas e maximas de ZHPASTota, ZHPASusera, ZHPAS2.3 aneis,

SHPAS4.6 ancis, €Xpressas em pg.g* peso lipidico, em tecido hepatico de botos-cinza (Sotalia guianensis) das regides 1, 2, 3/4 e

5, coletados na costa do Espirito Santo (1= Sdo Mateus; 2=Rio Doce; 3/4= Barra do Riacho e Metropolitana; 5= Extremo Sul do

ES) ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6) , incluindo amostras coletadas antes do

rompimento da barragem de Funddo, em Mariana (MG)

ZHPASTotaI ZHPASUSEPA ZHPASZ-S anéis ZHPASA-G anéis
Sotalia guianensis
Mediana 0,14 0,15 0,03 0,07
Séao Mateus
Média + Desvio Padréo 3,32+ 8,06 3,31+8,03 0,63+ 3,16 1,98 £5,01
(N=64)
Minimo - Maximo <0,001 - 37,27 | <0,001 - 37,28 | <0,001 - 25,15 | <0,001 — 22,51
Mediana 0,55 0,53 0,06 0,19
Rio Doce
Média + Desvio Padréo 4,93 £ 16,26 4,76 £ 15,60 0,44 + 0,67 3,82 +13,09
(N=22)
Minimo - Maximo <0,001 - 76,66 | <0,001 —73,49 | <0,001-2,05 | <0,001 —61,49
Barra do Mediana 0,09 0,10 0,04 0,05
Riacho e
Metropolitana | Média + Desvio Padrdo | 2,55+ 11,06 2,47 + 10,68 0,57 +2,28 1,42 + 6,70
(N=62) Minimo - Maximo <0,001 - 82,48 | <0,001-79,61 | <0,001 - 16,66 | <0,001 - 50,87
Mediana 0,12 0,11 0,05 0,04
Extremo Sul
Média + Desvio Padréo 1,14 £ 2,55 1,14+ 2,54 0,18 +0,34 0,44+1,31
(N= 46)
Minimo - Maximo <0,001-12,03 | <0,001-12,04 | <0,001-1,71 | <0,001-7,89

Quanto a variagdo espacial, ndo foram observadas diferencas significativas nas concentracdes de

HPAs em botos-cinza coletados na costa do ES. As concentragBes de HPAs encontradas na area de

estudo sdo maiores ou estdo na mesma ordem de grandeza que as concentragfes de HPAs em outras

regides que sofrem altos impactos ambiental, como a Baia de Guanabara, RJ (Barros et al., 2014).
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Figura 39: Concentracé@o de HPAstota em tecido hepatico de boto-cinza (Sotalia guianensis) coletados na regido5 (Extremo
Sul), na costa do Espirito Santo (1= Sao Mateus; 2=Rio Doce; 3/4= Barra do Riacho e Metropolitana; 5= Extremo Sul do ES),
ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6), naqueles anos em que se possuia n amostral

suficiente para comparagé&o.
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A variacdo temporal das concentracdes de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, foram investigadas
nas amostras de botos-cinza coletadas nas Regides 1, 3/4 e 5, devido ao maior n amostral. Foi
observado um aumento nas concentra¢des de ZHPASTotar Na regido 5 (Extremo Sul) entre o primeiro
ano de monitoramento do PMBA-Fest e o Ano 4. Tal aumento pode estar relacionado a
redisponibilizacdo de compostos por conta de perturbacdes ambientais, como no rompimento da
barragem, no qual foram observadas maior aporte de HPAs na coluna d’agua da bacia de drenagem
devido a inundagBes (Longhini et al., 2022). Desta forma, a remobilizacdo desses compostos no

ambiente também pode resultar em maior disponibilidade para as teias troficas dos botos-cinza.
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Figura 40: Perfil de HPAs de baixo (2-3 anéis) e alto (4-6 anéis) peso molecular em tecido hepatico de botos-cinza (Sotalia
guianensis) coletados nas regides 1,2, 3/4 e 5 costa do Espirito Santo (1= S&o Mateus; 2=Rio Doce; 3/4= Barra do Riacho e
Metropolitana; 5= Extremo Sul do ES), ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6), incluindo as

amostras coletadas antes do rompimento da barragem de Fund&o, em Mariana (MG)

Sido Mateus

Barra do Riacho
e
Metropolitana

Extremo Sul

0% 10% 0% 30% 40% 50% 60% 10% 80% 90% 100%

>HPAs 2-3 anéis = YHPAs 4-6 anéis

O perfil de HPAs em botos-cinza foi majoritariamente de compostos de alto peso molecular (4-6 anéis),
exceto para a Regido 5 (Extremo Sul). Apesar das sutis discrepancias no perfil, ndo foram encontradas

diferencas significativas entre botos-cinza das Regides do ES.
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3.5.2 Toninha (Pontoporia blainvillei)

Figura 41: Concentragdes de HgT (ug.g™) no figado (A), rim (B) e musculo (C) de toninhas (Pontoporia blainvillei) coletados nas
diferentes regides da costa do estado do Espirito Santo analisados ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1 - obtidos no projeto
Funbio contrato n° 81/2016,, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6). Os Anos 3 e 6 foram excluidos do gréafico por ter apenas um

individuo.
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Tendéncias temporais também foram encontradas para as toninhas analisadas ano longo do PMBA-
Fest, com concentracdes de HgT significativamente maiores no Ano 2 que no Ano 4 para o figado,
musculo e rim (Figura 41). Além disso, as concentra¢gdes no figado também foram significativamente
mais elevadas no Ano 1 que no Ano 4 (Figura 41). Em relacdo a comparacdo com dados prévios na
costa do ES, as concentrac¢des do presente RA 2023 encontram-se na mesma ordem de grandeza que
os individuos coletados tanto anteriormente quanto apds o rompimento da barragem (Manhdes et al.,
2022; Vannuci-Silva et al., 2022). Porém estes dados devem ser analisados com cautela, visto que, as
consequéncias do rompimento da barragem ainda vém sendo investigadas e tém apontado diferencas
temporais, especialmente para o masculo e o figado (Manhd@es et al., 2022).Além disso, vale ressaltar
gue as concentragdes encontradas no presente RA2023 encontram-se na mesma ordem de grandeza
gue estudos prévios realizados na costa Sudeste do Brasil (Manhées et al., 2022; Seixas et al., 2007),
incluindo regides com alto impacto antrépico, como a costa do Rio de Janeiro e S&o Paulo (Lailson-
Brito et al., 2002; Seixas et al., 2007).
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Figura 42: Concentragdes de Fe (A) e Mn (B) no figado (mg.Kg* de peso timido) de Pontoporia blainvillei por ano ao longo de
todo PMBA/Fest (Ano 1 - obtidos no projeto Funbio contrato n°® 81/2016, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6) do PMBA/Fest). .
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Para os outros elementos-traco analisados, destacam-se as elevadas concentracdes de Fe e Mn,

elementos-traco presentes em elevadas concentracbes na lama de rejeitos (Hajte et al., 2021).

Destacam-se as medianas das concentra¢des de Mn e Fe no figado dos animais analisados ao longo

do PMBA/Fest, que permanecem maiores que as dos animais Pré e Pds-rompimento da barragem de
Fundéao (periodo entre 2015 a 2019; Manhaes et al., 2022; Figura 42).
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Quadro 18: Média, mediana, minimo e méaximo das concentra¢fes de As, Cd, Cu, Fe, Mn e Zn no figado, masculo e rim de
Pontoporia blainvillei na costa do Espirito Santo analisados ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1 - obtidos no projeto Funbio

contrato n° 81/2016, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6), expressos em mg.Kg™ de peso iimido

Tecido |N Cd Cu Fe Mn Zn As
24 |Média+ DP| 0,09+0,13 5,0+4,8 245+133 4,2+1,5 41124 0,49+0,51
Figado Mediana 0,03 3,9 209 4,0 37 0,34
Min. - Max. 0,01-0,48 1,8-26,8 84-593 2,7-10,0 17-126 0,11-2,21
34 |Média+DP | 0,01+0,01 0,9+0,8 77 +36 0,3+0,3 |10,4+10,3 4 0,3+0,1
Musculo Mediana 0,01 0,7 71 0,2 11,6 0,3
Min. - M&x. | 0,001-0,02 0,2-4,5 20-172 0,03-1,1 0,1-30,6 0,1-0,4
22 | Média 0,31+0,314 3,10, 125451 0,8+0,3 2215 0,35+0,31
Rim Mediana 0,22 3,1 116 0,8 22 0,31
Min. - Max. 0,03-1,07 2,-4,4 50-252 0,5-1,9 11-29 0,16-1,38

Para as toninhas, as medianas das concentracGes de Fe no figado dos animais analisados neste
PMBA/Fest permanecem maiores que as dos animais pré e pos-rompimento da barragem de Fundao
(2015-2019) (Manhaes et al. 2022). As concentracbes medianas de Mn no figado dos animais
analisados logo apds o rompimento da barragem de Fundédo (2015 a 2019, Manhaes et al., 2022) estao
na mesma faixa que as concentracdes encontradas no PMBA/Fest. As concentracdes medianas de Cd
no rim das toninhas analisadas durante o PMBA/Fest continuam maiores do que os valores Pré e PG4s-
rompimento, reportados no trabalho de Manhaes et al. (2022).

Quadro 19: Concentragdes medianas, médias, desvio padrdo, minimas e maximas dos compostos organoclorados *PCB,
*DDT, HCB, mirex e ZHCH, expressas em ng.g* peso lipidico, em toninhas (Pontoporia blainvillei) ao longo de todo

PMBA/Fest (Ano 1- obtidos no projeto Funbio contrato n° 81/2016. Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6).

YPCB >DDT HCB Mirex YHCH
Pontoporia blainvillei
Mediana 2,4 2,1 0,04 0,2 0,03
N=31 Média + Desvio Padrao 41+55 11,6 + 20,8 0,2+0,4 1,4 +3,0 0,03
<0,002 -

Minimo - M&ximo <0,001-25,1 0,2-80,6 <0,002-2,0 <0,001-14,9 0.03

As concentracdes de compostos organoclorados mais elevadas em toninhas foram de DDTSs, seguido
de PCBs, Mirex, HCH e HCHs. Com o aumento do nimero amostral de toninhas (n=31) foi possivel
observar uma elevacédo nas concentragbes de DDT, corroborando os resultados prévios (Oliveira-
Ferreira et al., 2022).
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Figura 43: Perfil de contribuicdo de compostos organoclorados £PCB, DDT, HCB, mirex e SHCH em toninhas (Pontoporia
blainvillei) e coletadas na costa do estado do Espirito Santo ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1 - obtidos no projeto Funbio
contrato n° 81/2016, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6), incluindo amostras coletadas antes do rompimento da barragem de
Fund&o, Mariana (MG).
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Nas toninhas analisadas durante todo o periodo do PMBA-Fest, o perfil de contaminacdo é dominado
por DDTSs, seguido de PCBs, mirex, HCB e HCHs, diferente do perfil observado em botos-cinza, o que
pode refletir as mudancas ap6s o rompimento da barragem de Fundédo, ja que anteriormente ao
rompimento da barragem de Funddo, os PCBs representavam um percentual mais elevado de

contribuicdo do que os DDTs (Figura 43) (Oliveira-Ferreira et al., 2022).

Figura 44: Perfil de contribuicdo de PCBs por grau de cloragdo em toninhas (Pontoporia blainvillei) coletadas na costa do
estado do Espirito Santo (ES) ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1- - obtidos no projeto Funbio contrato n® 81/2016, Ano 2,
Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6), incluindo as amostras coletadas antes do rompimento da barragem de Fund&o, em Mariana

(MG).
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As toninhas apresentaram um perfil de PCBs com predominio de congéneres contendo 5, 6 e 7 atomos
de cloro, refletindo a maior disponibilidade e baixa taxa de degradacdo destes, assim como os botos-
cinza. De modo geral, ndo sdo observadas diferencas no perfil de PCBs relacionados ao grau de
cloracdo em botos-cinza ao longo da costa do ES, sendo este semelhante ao observado em outras
espécies de cetaceos na costa do Brasil (Santos-Neto et al., 2014).

Figura 45: Perfil de contribui¢cdo de p.p-DDD, p.p-DDE e p.p-DDT em toninhas (Pontoporia blainvillei) coletadas na costa do
estado do Espirito Santo ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1 - obtidos no projeto Funbio contrato n® 81/2016, Ano 2, Ano 3,
Ano 4, Ano 5 e Ano 6), incluindo amostras coletadas antes do rompimento da barragem de Fundao, em Mariana (MG).
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Observou-se um aumento nas concentragdes de pesticidas organoclorados em toninhas do Espirito
Santo apds o rompimento da barragem de Fund&o (Oliveira-Ferreira et al., 2022) (Figura 45; Adaptada
de Oliveira-Ferreira et al., 2022). Quanto ao perfil do Y DDT, independente do periodo analisado (Pré-
rompimento e os Anos do PMBA-Fest), foi encontrando o predominio do metabdlito p.p’-DDE em
toninhas, sugerindo uma contaminacao histérica por DDTs nas teias troficas destes cetaceos ao invés
de utilizagdo recente deste pesticida. Atualmente, as concentracdes de DDTs em toninhas sdo maiores
gue as concentragfes de PCBs, diferentemente do observado para botos-cinza da mesma regiéo, e,
ainda, em contraste com o que é observado em cetdceos costeiros do sudeste do Brasil, demonstrando
as altera¢Bes nas concentracfes desses compostos apds o rompimento da barragem.
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Quadro 20: Concentragdes medianas, médias, desvio padrdo, minimas e maximas dos compostos organobromados de origem
natural, *MeO-BDE, e de origem antrépica, YPBDE, PBEB e HBBZ, expressas em pg.g™ peso lipidico em toninhas (Pontoporia
blainvillei) coletados na costa do estado do Espirito Santo ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1- obtidos no projeto Funbio
contrato n° 81/2016, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6).

SMeO-BDE SPBDE PBEB HBBZ
Pontoporia blainvillei
Mediana 2,55 0,02 0,002 -
N=33 Média + Desvio Padréo | 3,88 +3,70 | 0,04+0,06 0,002 +0,001 -
Minimo - Maximo 0,57 -16,80 | 0,005 - 0,27 <0,001-0,004 -

Destacam-se as elevadas concentracdes de compostos metoxilados em todas as regides, que podem
refletir a influéncia do Banco de Abrolhos na costa do Espirito Santo. As concentracdes de compostos

organobromados de origem natural e antrépica se assemelham as do boto-cinza da mesma regiéao.

Figura 46: A- Perfil de contribuicdo de compostos organobromados de origem natural, EMeO-BDE, e de origem antropica,
YPBDE e PBEB, em toninhas (Pontoporia blainvillei) coletados na costa do estado do Espirito Santo ao longo de todo
PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6) e B- Perfil de contribuicdo de compostos organobromados de origem
natural, XMeO-BDE, toninhas (Pontoporia blainvillei) coletados na costa do estado do Espirito Santo ao longo de todo
PMBA/Fest (Ano 1- obtidos no projeto Funbio contrato n° 81/2016,, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6).
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Os compostos metoxilados representaram mais de 90% do perfil para as toninhas, seguidos dos PBDESs
e PBEB (Figura 46- A). Dentre os compostos metoxilados (origem natural), observa-se um predominio
de 6-MeO-BDE-47 e 2-MeO-BDE-68 as toninhas da costa do ES. Este perfil € similar ao encontrado no
boto-cinza e reflete a influéncia do Banco de Abrolhos na regido (Vidal et al., 2023), uma vez esses
compostos sao sintetizados por algas, esponjas e cianobactérias e organismos associados (Oliveira-
Ferreira et al., 2022). As tendéncias temporais de diminuicdo nas concentracdes de 2-MeO-BDE-68 e
do XMeO-BDE (Oliveira-Ferreira et al., 2022) refletem as mudancas nas composicdes das
comunidades, refletindo em uma perda da qualidade ambiental.

Figura 47: Perfil de contribuicdo de compostos organobromados de origem antrépica convencionais (por congénere de PBDE)
e emergente (PBEB) em toninhas (Pontoporia blainvillei) coletados na costa do estado do Espirito Santo ao longo de todo
PMBA/Fest (Ano 1- - obtidos no projeto Funbio contrato n° 81/2016, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6).

Pontoporia blainvillei

0% 20% 40% 60% 80%  100%

H PBEB EPBDE 28 ®mPBDE47 m®PBDE 100
B PBDE 99 PBDE 154 mPBDE 153

Observa-se um predominio dos PBDEs em relagéo ao retardante de chama emergente (PBEB) para
as toninhas da costa do ES, independente do periodo analisado (Pré-rompimento e os Anos do PMBA-
Fest), Dentre os PBDEs, o PBDE-47 predominou no tecido adiposo subcutédneo das toninhas,

corroborando estudos anteriores com a espécie realizados na costa brasileira (Oliveira-Ferreira et al.,
2022; Vidal et al., 2023).
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Quadro 21: Concentragdes mediana, médias, desvio padrdo, minimas e maximas de ZHPASTota, ZHPASusera, ZHPAS2.3 aneis,

SHPAS4.6 ancis, €Xpressas em pg.g™ peso lipidico, em tecido hepatico em toninhas (Pontoporia blainvillei) coletados na costa do

Espirito ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1- foram obtidos no projeto Funbio contrato n® 81/2016, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5

e Ano 6).
SHPASTotal YHPASsusera 2HPASz: | SHPAS,6 ancis
aneis
Pontoporia blainvillei
Mediana 0,13 0,04 0,01 0,02
N=17 | Média + Desvio Padréo 0,54 £0,85 0,42 £ 0,77 0,13+£0,36 0,30 + 0,66
Minimo - Maximo <0,001 - 3,36 <0,001 - 3,23 <0,001-1,63 <0,001 - 3,22

As concentragBes de HPAs em toninhas encontraram-se na uma ordem de grandeza mais elevadas
para as concentracdes de HPAs totais enquanto que, considerando as demais classificacdes adotadas

(USEPA e nimero de anéis aromaticos), estas encontram-se uma ordem de grandeza menores

Figura 48: Perfil de HPAs de baixo (2-3 anéis) e alto (4-6 anéis) peso molecular em tecido hepatico de toninhas (Pontoporia
blainvillei) coletados na costa do Espirito Santo ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1- obtidos no projeto Funbio contrato n°

81/2016, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6).

Pontoporia blainvillei

0% 20% 40% 60% 80%  100%

> HPAs 2-3 anéis > HPAs 4-6 anéis

O perfil de HPAs de alto peso molecular ( 4-6anéis) predominou nas toninhas, similar ao observado em
botos-cinza das demais regifes do ES, exceto pela Regido 5 (Extremo Sul), Este resultado pode refletir
diferencas nas fontes de emissdo, na alimentacdo e metabolizacdo desses compostos, porém que
necessitam de maiores investigacdes. Durante a elaboracdo do presente RA 2023, foi publicado o
primeiro estudo que avaliou as concentracdes de HPAs em golfinhos no Brasil e ainda, foi realizado
com a toninha (Santos-Neto et al., 2024). As concentracdes obtidas nas toninhas coletadas ao longo
do PMBA-Fest encontram-se uma ordem de grandeza inferiores que as amostras analisadas no periodo
Pré-rompimento e nos primeiros anos apés o rompimento (até o Ano 1 do PMBA-Fest), relacionando-

se a alteragBes no ambiente apds o rompimento (Longhini et al., 2022). Porém, quando comparadas a
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concentracdes detectadas em toninhas de outras regifes, na costa Sudeste do Brasil, e que
representam regides de alto impacto antrépico, as concentragdes do presente RA2023 sdo mais
elevadas (Santos-Neto et al., 2024). Esses resultados s&o preocupantes, e, portanto, ressalta-se o risco

desses compostos a saude das toninhas devido a seus efeitos mutagénicos e carcinogénicos
(Martineau et al., 2002).

3.6 ESTRUTURA ETARIA E SEXUAL DAS POPULACOES DE Sotalia guianensis e Pontoporia

blainvillei

3.6.1 Boto-cinza (Sotalia guianensis)

Figura 49: Corte histolégico bucal-lingual do dente de Sotalia guianensis (SOT 346 - 20 anos), identificando suas estruturas.

Esmalte

Dentina pré-natal

Coroa
Linha neonatal
Dentina pds-natal
GLG's
Cingulo
|
Cavidade pulpar
Raiz
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Fotografia obtida através de microscopio optico (aumento de 40x). As linhas identificadas como GLG’s
se referem aos Grupos de Camadas de Crescimento e, portanto, aos trés primeiros anos do individuo.
Esta imagem pode ser utilizada como exemplo da fotografia obtida na andlise de estimativa de idade a
partir dentes de um individuo coletado durante o PMBA/Fest.

Figura 50: Distribui¢cao dos individuos machos e fémeas de boto-cinza (S. guianensis) coletados no Espirito Santo ao longo de
todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6) em relagcao as classes de maturidade reprodutiva, conforme
determinado por A) idade (n=198) e B) maturidade gonadal (N=101). Observa-se maior frequéncia de individuos machos e de
individuos maduros, com idade média de 11,50 anos para fémeas e 11,39 anos para machos (em B a maior frequéncia de
fémeas maduras e de imaturos machos possivelmente se deve a um artefato de amostragem, pois o conjunto de dados obtidos
de gbnadas é cerca de 50% menor em relagdo ao de dentes). C) As classes etarias mais frequentes nos encalhes sao as até 6

anos (imaturos), mas a maioria dos machos e fémeas coletados séo maduros
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Os dados indicam um aumento da idade média dos individuos encalhados (11,50 e 11,39 para fémeas
e machos) em relagcdo aos padrdes Pré-rompimento relatados na literatura (Médias = 5,01 a 10,28;
Azevedo et al., 2015; Carvalho et al., 2015, Lima et al., 2017). Esses resultados séo preocupantes por
indicarem que a populacdo de botos-cinza da regido esta tendo maior mortalidade de individuos com
alta capacidade reprodutiva, potencialmente afetando a persisténcia desta espécie na area. Estudos
considerando a maturidade sexual e idade para botos-cinza sdo escassos e ainda ndo ha dados
publicados para os botos-cinza do ES. Considerando os animais do norte do Rio de Janeiro, os botos-

cinza atingem a maturidade sexual aos 6 anos de idade (Ramos et al., 2000) e a expectativa de vida
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da espécie é em torno de 30 anos (Jefferson et al., 2015). Considerando ainda que é gerado somente
um individuo por gestacao e ha alto cuidado parental, a idade em que esses individuos séo registrados
€ preocupante (Jefferson et al., 2015).

3.6.2 Toninha (Pontoporia blainvillei)

Figura 51: Distribuicao dos individuos de toninha (P. blainvillei) coletados no Espirito Santo ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1
— obtidos no projeto Funbio contrato n°® 81/2016, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6) em relac&o a maturidade reprodutiva a
partir da idade (A, N=43), e da andlise de génadas (B, N=28). C) Distribui¢cao dos individuos nas categorias de idade. A idade

média é de 3,93 anos. No gréafico C os individuos nao foram separados por sexo devido ao pequeno tamanho amostral
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As classes etérias mais frequentes nos encalhes sdo as até 4 anos (imaturos). Apesar do tamanho
amostral pequeno ao longo do PMBA-Fest, a comparagdo com resultados obtidos em outro projeto ja
encerrado (projeto implementado pelo FUNBIO - Fundo Brasileiro para a Biodiversidade, Projeto da
Conservacao da Toninha (Contrato 81/2016), que analisou individuos encalhados antes do rompimento
e até o primeiro ano do PMBA-Fest, mostra uma reducdo da média de idade da parcela removida da
populagdo (3,93 anos) em relagdo aos dez anos anteriores ao rompimento (Manhaes et al., 2022;
Oliveira-Ferreira et al., 2022).
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3.7 INDICES DE DIVERSIDADE E ESTRUTURACAO GENETICA DE CETACEOS

3.7.1 Boto-cinza (Sotalia guianensis)

Figura 52: indices de diversidade genética mitocondrial do marcador D-loop de botos-cinza (Sotalia guianensis) encontrados mortos encalhados nas praias do litoral do Espirito Santo, de 2004 a
janeiro de 2024. A) Localizagéo geogréfica dos individuos coletados no periodo Pré-rompimento indicados por circulos coloridos de azul para o Setor Norte + Setor Foz e vermelho para o Setor
Extremo Sul; gréaficos de pizzas com as frequéncias dos haplétipos e indices de diversidade por populagdo (N = nimero de individuos; h = diversidade haplotipica; T = diversidade nucleotidica). B)
Localizag&o geografica dos individuos coletados no periodo P6s-rompimento (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6 até janeiro de 2024) indicados por circulos coloridos de azul para o Setor
Norte + Setor Foz e vermelho para o Setor Extremo Sul; gréaficos de pizzas com as frequéncias dos haplétipos e indices de diversidade por populacdo (N = nimero de individuos; h = diversidade
haplotipica; 1 = diversidade nucleotidica). C) Rede de haplétipos do periodo Pré-rompimento baseada na analise de Median-Joining. D) Rede de hapl6tipos por regido baseada na analise de
Median-Joining. Cada circulo corresponde a um haplétipo e seu tamanho é proporcional a frequéncia na populagéo. Tragos entre os hapl6tipos significam o nimero de passos mutacionais, nUmero
de nucleotideos (representados pelas bases nitrogenadas A, adenina; C, citosina; T, timina; G, guanina) que diferem entre os haplétipos
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Para o marcador D-loop do DNA mitocondrial, no total foram avaliados 433 individuos de botos-cinza
(Sotalia guianensis). Todos os animais avaliados foram encontrados mortos encalhados ao longo do
litoral do Espirito Santo antes do rompimento da barragem de Fundao (Pré-rompimento, 2004 a
novembro de 2015, N= 118) e apds (Pés-rompimento, outubro de 2015 a janeiro de 2024, N=316),
incluindo regides criticamente impactadas, como a foz do Rio Doce (Setor Foz, N=249) e Norte do
Espirito Santo (Setor Norte, N=108), e regides do sul do estado (Setor Extremo Sul, N=76). Os valores
dos indices de diferenciagcdo populacional (Fst par-a par e AMOVA) encontrados indicam a presenca
de duas populagcBes regionais (Setor Norte + Setor Foz, Setor Extremo Sul). Levando-se em
consideracgdo o espaco e 0 tempo, é possivel observar diferenciagcéo genética significativa entre o Setor
Norte + Setor Foz — Pré-rompimento, Setor Norte + Setor Foz — Pés-rompimento, Setor Extremo Sul —
Pré- rompimento, Setor Extremo Sul — P6s rompimento. E possivel observar baixa diversidade genética
haplotipica para a populagao Setor Norte + Setor Foz — Péds-rompimento (h=0,363) sendo o0 menor valor
encontrado, apesar do alto nimero amostral avaliado, e destacando-se por ser estar localizada em
uma das regides criticamente impactadas. Os gréaficos de pizza representam a proporcao de haplotipos
do DNA mitocondrial referente as populacdes levando-se em consideracdo o0 espaco e o tempo, cada
cor refere-se a um haploétipo diferente. Para cada populacédo detectada é apresentado um grafico de
pizzas sendo que a maior quantidade de haplétipos foi encontrada para as regides avaliadas no periodo
Pré-rompimento da barragem, com perda de haplétipos para o periodo Pds-rompimento, evidenciando
tendéncia de homogeneizacdo genética para as populacdes ao longo do tempo. Para a populacao
Setor Norte +Setor Foz, criticamente afetada, é possivel observar a perda de trés haplétipos (H7, cinza;
H9, roxo; H10, verde), diminuicdo da frequéncia de varios haplétipos (H3, laranja; H4, amarelo; H6,
branco), aumento da frequéncia de dois hapléptipos (H1, rosa e H2 azul claro) e novos haplétipos com
baixa frequéncia (H8, marrom e H13, azul escuro). Para o Setor Extremo Sul, os resultados também
chamam atenc&o, pois é verificada perda de cinco haplétipos (H10, verde; H9, roxo; H3, laranja; H4,
amarelo; H6, branco), manutencdo de um haploptipo com diminuicdo da sua frequéncia (H7, cinza) e
de dois hapléptipos (H1, rosa e H2 azul claro), com aumento da sua frequéncia e aparecimento de um
haplétipo com baixa frequéncia (H14, rosa claro). As redes de hapl6tipos demonstram o nimero de
haplétipos encontrados (14 no total), sendo possivel observar compartiihamento de haplétipos, tanto
entre os periodos avaliados quanto entre as regiées. Os haplétipos exclusivos (circulos de apenas uma
cor) apareceram majoritariamente para o periodo Pré-rompimento e para o Setor Norte+Setor Foz.
Pode-se observar maior nimero de haplétipos para o periodo Pré-rompimento. A perda de haplétipos
e a diminuicdo da frequéncia de vérios haplotipos comparando os periodos Pré e Pds-rompimento
refletem a menor diversidade genética encontrada para as duas populagfes. Chamamos a atencéo
para a diminuicdo da diversidade genética do Setor Norte + Setor Foz — Pés-rompimento (h=0,363),
indicando possivel relacdo causal com a chegada do rejeito de minério no litoral do Espirito Santo, fato
gue pode causar homogeneizacdo genética e aumento da a vulnerabilidade dessa espécie ja

ameacada de extingao.
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Figura 53: indices de diversidade genética mitocondrial do marcador D-loop de botos-cinza (Sotalia guianensis) encontrados
mortos encalhados nas praias do litoral do Espirito Santo, de 2004 a janeiro de 2024. Gréfico de valores de diversidade
haplotipca (eixo Y) por ano de amostragem (eixo X), Pré-rompimento (Pré) e P6s-rompimento (Pds). A linha de tendéncia esta

representada pela linha tracejada
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Para o marcador D-loop do DNA mitocondrial, o gréfico de diversidade genética haplotipica ao longo
dos anos demonstra a tendéncia de diminuicdo de 53,17% da diversidade genética, do periodo Pré
(2004 a 2009) ao periodo Pés, Ano 6 (out/2023 a jan 2024). O decréscimo teve inicio iniciou antes do
rompimento da barragem. No entanto, entre os periodos Pré (2010 a nov/2015) e Pés (out/2016 a
set/2018) a queda foi de 15,65%. Apbés o rompimento da barragem de Funddo essa queda de
diversidade haplotipica foi intensificada indo para 63,9% do periodo Pds (out/2016 a set/2018) ao
periodo Pos, Ano 2 (out/2019 a set/2020). Do periodo Pds, Ano 2 (out/2019 a set/2020) ao Pés, Ano 3
(out/2020 a set/2021) podemos observar um aumento da diversidade haplotipica, porém um novo
declinio, seguindo essa tendéncia de diminuicdo. Os valores de diversidade genética haplotipica do
periodo Pés-Ano 6 (de outubro de 2023 a janeiro de 2024) devem ser interpretados com cautela uma
vez que a amostragem ainda nao foi finalizada para esse ano. Essa oscilacdo, de um aumento da
diversidade haplotipica no Ano 3 e nova diminuicdo nos anos seguintes, indica a necessidade de
monitoramento da diversidade genética dos botos-cinza a longo prazo. Esses resultados reforcam a

vulnerabilidade dessa espécie a bruscas alteragbes ambientais.
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Figura 54: indices de diversidade genética nuclear de botos-cinza (Sotalia guianensis) de cinco locos microssatélites e SNPS (Single Nucleotide Polymorphism). A) Localizacdo geogréfica dos
individuos coletados no periodo Pré-rompimento indicados por circulos coloridos de azul para o Setor Norte + Setor Foz e vermelho para o Setor Extremo Sul. B) Localizagéo geogréafica dos
individuos coletados no periodo Pds-rompimento (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6 até janeiro de 2024) indicados por circulos coloridos de azul para o Setor Norte + Setor Foz e vermelho
para o Setor Extremo Sul. C) Tabela com os resultados dos cinco locos microssatélites avaliados (Sgui 003, Sgui 017, Sgui 018, GATA98, MK6). Numero de alelos (K), heterozigosidade observada
(Ho), heterozigosidade esperada (He), Contetido de Informagao Polimoérfica (PIC), riqgueza alélica (Ra), indice de endogamia (FIS). *Valores estatisticamente significativos do coeficiente de
endogamia (FIS), com correcdo de Bonferroni, (P< 0,002). D) Tabela com os resultados dos SNPs avaliados. Numero amostral (N); heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada

(He), indice de endogamia (FIS)
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C) DNA nuclear - Microssatélites (N=90): Boto-cinza (Sotalia guianensis) D) Anadlise nuclear - SNPs: Boto-cinza (Sotalia guianensis)

Loco K Ho He PIC Ra FIS N Ho He FIS
Sgui 003 8 0,453 0,778 0,781 7,749 0,421 Norte+Foz+Extremo Sul 11 0,133 0,172 0,162*
Sgui 017 9 0,618 0,818 0,819 8,859 0,246
Sgui 018 9 0,694 0,732 0,732 8,629 0,052
GATA98 6 0,306 0,703 0,63 6 0,564
MK6 9 0,432 0,855 0,832 8,995 0,496
Média 8,2 0,501 0,777 0,7588 8,0464 0,357

Para os marcadores microssatélites do DNA nuclear, dos 10 locos avaliados foram considerados os individuos que apresentaram alelos para no minimo
cinco locos microssatélites sendo analisados N=90 individuos do periodo Pds-rompimento (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6 até janeiro de 2024).
Foram excluidos cinco locos (Sgui 006, Sgui 011, Sgui 002, Sgui 003 e PPHO142), que se apresentaram ligados com outros locos. Para os cinco locos
avaliados (Sgui 016, Sgui 017, Sgui 018, GATA98, MK6) néo foi possivel observar estruturacéo espacial entre o Setor Norte (N=28), Setor Foz (N=50) e Setor
Extremo Sul (N=12), sendo considerada uma populacdo. Os valores de diversidade genética encontrados foram baixos a moderados (niUmero de alelos
médio=8,2; heterozigosidade observadamédia= 0,501; heterozigosidade esperada média= 0,777, Riqueza alélica média=8,046). Valores do teste de Wilcoxon
para eventos passados de gargalo populacional baseado em frequéncias alélicas revelaram que a populagéo de botos-cinza do litoral do Espirito Santo passou
por evento de gargalo (reducéo recente) com base no modelo mutacional TPM (P = 0,031), P<0,05.

Para os SNPs do DNA nuclear, foram analisadas 11 amostras por meio da biblioteca 2bRAD e o nimero de reads brutos variaram de 362.606 a 531.912 por
amostra. Apés as filtragens, o nUmero total de reads mantidos foi de 105.011 a 141.923 por amostra e todos os reads foram padronizados para 27pb. Apés a
prospeccdo de SNPs, o conjunto de dados final resultou em 2.509 SNPs com porcentagem de missing data de 9,91%. N&o foi detectada diferenciacdo
populacional significativa temporal Pré-rompimento (N=4) e Ps-rompimento (N=7); e espacial entre o Setor Norte (N=3), Setor Foz (N=2) e Setor Extremo Sul
(N=6), sendo considerada uma Unica popula¢éo. Niveis baixos a moderados de heterozigosidade gendmica foram encontrados para esta populacéo (Ho=0,133;
He=0,172), considerando o nimero de SNPs avaliados. Recomenda-se a continuidade do monitoramento dos indices de diversidade genética nuclear para
incremento do numero de locos e individuos analisados.
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3.7.2 Toninha (Pontoporia blainvillei)

Figura 55: indices de diversidade genética mitocondrial do marcador D-loop de toninhas (Pontoporia blainvillei). A) Localizag&o geogréfica dos individuos coletados no periodo Pré-rompimento
indicados por circulos rosas para os Setores Norte e Foz e losango vermelho para o Setor Extremo Sul. B) Localizagédo geogréfica dos individuos coletados no periodo Pés-rompimento (Ano 1, Ano
2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6 até janeiro de 2024) indicados por circulos rosas para os Setores Norte e Foz e losango vermelho para o Setor Extremo Sul. Nas figuras A e B os losangos
representam trés amostras que foram excluidas das andlises. C) Rede de haplétipos baseada na anélise de Median-Joining. Cada circulo corresponde a um haplétipo e seu tamanho é proporcional
a frequéncia na populacéo. Tragos entre os haplétipos significam o nimero de passos mutacionais, nimero de nucleotideos (representados pelas bases nitrogenadas A, adenina; C, citosina; T,
timina; G, guanina) que diferem entre os haplétipos. D) indices de diversidade genética mitocondrial do marcador D-loop de toninhas (*as trés amostras da regido sul foram excluidas dessa
analise). N = nimero de individuos; h = diversidade haplotipica; 1 = diversidade nucleotidica. Os individuos do Ano 1 foram obtidos e inicialmente analisados no projeto Funbio contrato n® 81/2016.
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Para o marcador D-loop do DNA mitocondrial, trés amostras da regido do Extremo Sul foram excluidas das andlises visto que essa regido nédo é conhecida
como uma regido de ocorréncia das toninhas (Secchi et al., 1998; Siciliano et al., 2002; do Amaral et al., 2018). Os individuos do Ano 1 foram obtidos e
inicialmente analisados no projeto Funbio contrato n° 81/2016. Para o total de 85 individuos incluindo amostras do periodo Pré-rompimento (N=28) e Pds-
rompimento (N=57, Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6 até janeiro de 2024) nao foi possivel evidenciar diferenciacdo populacional tanto na analise
espacial quanto na analise temporal, reforcando a presenca de uma populacéo. E possivel observar baixa diversidade genética na populac&o analisada (N=85;
Nh=2; h=0,0465; 1=0,0001). Os testes de neutralidade, que podem indicar expansdo populacional apds efeito gargalo néo foram significativos. Foi detectada
a presenca de somente trés haplétipos para as toninhas do Espirito Santo, sendo um hapl6étipo mais representativo, o H1, encontrado em 94,32% dos
individuos. E possivel observar a presenca de um haplétipo exclusivo para a Regido Extremo Sul, o hapl6tipo H3. No entanto, sabe-se que a regi&o Extremo
Sul ndo é uma &rea de ocorréncia conhecida para as toninhas. As amostras provenientes de encalhes de individuos desta regido foram mantidas aqui, mas 0s
encalhes de toninhas registrados para este local serdo investigados cautelosamente. Sabe-se que essa espécie esta criticamente ameagada de extingédo e
esses dados nos mostram que ha uma populacao vulneravel que vive nas areas que estdo criticamente impactadas, como Foz do Rio Doce e Regido Norte.
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Figura 56: indices de diversidade genética nuclear de toninhas (Pontoporia blainvillei) de seis locos microssatélites e SNPS (Single Nucleotide Polymorphism). A) Localizag&o geografica dos
individuos coletados no periodo Pré-rompimento indicados por circulos rosas para os Setores Norte e Foz e losango vermelho para o Setor Extremo Sul. B) Localizagédo geografica dos individuos
coletados no periodo P6s-rompimento indicados por circulos rosas para os Setores Norte e Foz e losango vermelho para o Setor Extremo Sul. Nas figuras A e B os losangos representam trés
amostras que foram excluidas das analises. C) Tabela com os resultados dos seis locos microssatélites avaliados. Numero de alelos (K), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade
esperada (He), Contetudo de Informagéo Polimérfica (PIC), riqueza alélica (Ra), indice de endogamia (FIS). *Valores estatisticamente significativos do coeficiente de endogamia (FIS), com corre¢ao
de Bonferroni, (P< 0,006). D) Tabela com os resultados dos SNPs avaliados. Numero amostral (N); heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), indice de endogamia (FIS).

Os individuos do Ano 1 foram obtidos e inicialmente analisados no projeto Funbio contrato n® 81/2016
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C) ‘Analise nuclear - Microssatélites (N=86): Toninha (Pontoporia blainvillei) D) ~Analise nuclear - SNPs: Toninha (Pontoporia blainvillei)

Loco K Ho He PIC Ra FIS N Ho He EFIS
EV5Pm 7 0,682 0,685 0,623 6,352 0,004 Norte+Foz g 0,129 0,191 0,337*
FCB2 3 0,478 0,516 0,396 2,937 0,076
FCBS 6 0,385 0,594 0,539 5,446 0,353*

FCB17 8 0,469 0,615 0,580 7,783 0,239*
D22 3 0,417 0,443 0,394 3 0,081
EV76NMn 9 0,440 0,690 0,690 9 0,365*
Média 6 0,478 0,592 0,537 5,753 0,194*

Para os marcadores microssatélites do DNA nuclear, foram considerados os individuos que apresentaram alelos para no minimo quatro locos microssatélites
(N=86) dos periodos Pré-rompimento e Pés-rompimento (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6 até janeiro de 2024). Trés amostras da regido do Extremo
Sul foram excluidas das andlises, visto que essa regido nao é conhecida como uma regiao de ocorréncia das toninhas. Os individuos do Ano 1 foram obtidos
e inicialmente analisados no projeto Funbio contrato n° 81/2016.Para o total de 86 individuos (Pré-rompimento, N=29; Pds-rompimento, N=57) com oito locos
avaliados, foram excluidos dois locos (Pb 01 e Pb03), que se apresentaram monomoérficos. Foi possivel confirmar a presenca de uma populacéo no litoral do
Espirito Santo, como evidenciado com o uso de marcadores mitocondriais, ndo sendo identificada diferenciagdo espacial e nem temporal. Para as andlises de
diversidade, os indices foram baixos (heterozigosidade observada média= 0,478; heterozigosidade esperada média= 0,592; Riqueza alélica média=5,753;
Numero de alelos médio=6,0). Valores do teste de Wilcoxon para eventos passados de gargalo populacional baseado em frequéncias alélicas revelaram que
a populacéo de toninhas do litoral do estado do Espirito Santo passou por evento de gargalo (redugéo recente) com base no modelo mutacional SMM (P =
0,0396), P<0,05.

Para os SNPs do DNA nuclear, foram analisadas nove amostras com a biblioteca 2bRAD. O numero de reads brutos variaram de 368.836 para 531.352 por
amostra. Apés as filtragens, os reads foram padronizados para 27pb e o nimero total de reads mantidos variou de 101.274 para 141.473 por amostra. O
conjunto de dados final, apés a prospeccao de SNPs, resultou em 1.556 SNPs com porcentagem de missing data estimada em 6,67%. Nas andlises de Fsr
par-a-par e AMOVA, ndo foi verificada diferenciagdo populacional significativa espacial entre Setor Norte (N=6) e Setor Foz (N=3) e temporal entre Pré-
rompimento (N=3) e Pds-rompimento (N=6). Portanto, também foi considerada uma Unica populagdo. Foram encontrados niveis baixos a moderados de
heterozigosidade genémica (Ho=0,129; He=0.191). O acréscimo de novos individuos nas andlises podera refinar os valores encontrados.
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3.8 RAZAO ISOTOPICA DE C E N EM AMOSTRAS DE SOTALIA GUIANENSIS E PONTOPORIA
BLAINVILLEI

3.8.1 Boto-cinza (Sotalia guianensis)

Figura 57: Média e erro padrdo das razdes isotdpicas de carbono (5'°C) e de nitrogénio (5*°N) em botos-cinza (Sotalia
guianensis- Sg) coletados ao longo da costa do Espirito Santo ao longo ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3,
Ano 4, Ano 5 e Ano 6), agrupados em trés regides amostrais (Norte, Foz e Sul). *Norte se refere a antiga regido 1 (Séao
Mateus), Foz referem-se as regides 2, 3 e 4 (Rio Doce, Barra do Riacho e Metropolitana) e Sul refere-se a regiao 5 (Extremo
Sul)

Sotalia guianenis
14,2 -
® Norte
© Foz
1901 v su
13,8 A
13,6 A

13,4 -

8"°N (%o)

13,2 1
13,0 - }
12,8 1

12,6 T T T T T
-17,8 -17.,6 -17,4 -17,2 -17,0 -16,8

§°C (%)

Foram usados nas analises dos dados apenas os resultados dos individuos adultos e juvenis, com base
na maturacao sexual e idade dentaria, excluindo-se os filhotes, resultando em 229 espécimes de boto-
cinza (18 individuos foram coletados no periodo Pré-rompimento). Os resultados apresentados no
grafico mostram a separacdo em possiveis grupos ecoldgicos distintos do boto-cinza coletados entre
0s anos um e seis de monitoramento. Os valores de 3'*C e de 3'°N no boto-cinza foram distintos entre
as trés regides (ANOVA, p < 0,05). O valor médio de &'3C foi menor na regido da Foz (2=Rio Doce e
3/4= Barra do Riacho/Metropolitana) e maior na regido Norte (1=S&o Mateus) (teste HSD para n
desiguais, p < 0,02). J& o valor médio de &N foi maior na regido sul (5=Extremo Sul) em relacdo as
demais regibes (p < 0,00003). Os resultados de 8'3C e 8'°N das presas nas regiGes Norte e da Foz
também apontam que os botos-cinza dessas duas regides tem area de forrageio distinta. Os botos-
cinza da regido Norte (1=S&o Mateus) apresentam valores de 3'°C e &N associados as presas

coletadas na regido do Rio Sdo Mateus e Rio Ipiranga, enquanto que os individuos da regido da Foz
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(2=Rio Doce e 3/4= Barra do Riacho/Metropolitana) se alimentam na &rea sob influéncia do Rio Doce.
Os resultados de 8'3C e de 5'°N apontam para ecologia alimentar e/ou area de forrageamento distintos
para o boto-cinza na costa do Espirito Santo, e é possivel que essa separacao esteja associada, pelo
menos em parte da distribui¢cdo, a desembocadura e/ou entorno dos rios, com certa fidelidade de sitio
dos individuos.

Figura 58: Area da elipse isot6pica padréo corrigida para amostras pequenas (SEAc) dos botos-cinza coletados ao longo de
todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6) em cada regido amostral da costa do Espirito Santo (Norte, Foz e

Sul). Norte se refere a antiga regido 1 (S&o Mateus), Foz referem-se as regides 2, 3 e 4 (Rio Doce, Barra do Riacho e

Metropolitana) e Sul refere-se a regiao 5 (Extremo Sul)
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O nicho isotdpico dos animais de cada regido, estimado pela SEAc (area da elipse padrdo corrigida,
utilizando-se 40% dos dados) foi de 1,8 %2 para a Regido Norte (1=Sdo Mateus); 1,6 %o.? para a regido
Foz (2=Rio Doce e 3/4= Barra do Riacho/Metropolitana) e 1,3 %02 para a Regido Sul (5=Extremo Sul).
Com o acréscimo de novos individuos ao n amostral total, observou-se que os individuos da regido
amostral Norte ocupam o maior nicho ecoldgico dentre todos os grupos analisados. Houve
sobreposi¢éo de nicho isotdpico entre todas as regibes sendo a maior encontrada entre 0s animais das
Foz (2=Rio Doce e 3/4= Barra do Riacho/Metropolitana) e Sul (5=Extremo Sul) (23% de sobreposicéo),
seguindo entre os espécimes das regides Norte e Foz (18%). Os animais da regido Sul (5=Extremo
Sul) apresentaram menor sobreposicao de nicho isotdépico em relacdo aos animais da regido Norte
(1=Sé&o Mateus) (15%) apontando distingdo no uso do habitat da espécie entre essas regides. Os
resultados evidenciam possiveis grupos ecoldgicos distintos na area de estudo, mas com

compartilhamento parcial na area de forrageio e/ou das espécies de presas que se alimentam. O
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monitoramento continuo e 0 aumento do nimero de amostras tém possibilitado o entendimento cada
vez mais preciso acerca de como esses animais utilizam a costa do estado do Espirito Santo para
forrageio, e a continuidade do estudo € necessario para conhecer o grau de conectividade, isolamento

e fidelidade de sitio em cada regido.
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Quadro 22: Valores médio + desvio padrdo de §'°C e de 8"°N nos botos-cinza coletados ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6) em cada regido amostral ao longo
da costa do Espirito Santo (Norte, Foz e Sul) e também para os animais coletados antes do rompimento da barragem. *Norte se refere a antiga regiao 1 (Sao Mateus), Foz referem-se as regides 2,
3 e 4 (Rio Doce, Barra do Riacho e Metropolitana) e Sul refere-se a regiéo 5 (Extremo Sul)

Pré-Rompimento ANO 1 ANO 2 ANO 3 ANO 4 ANO 5 ANO 6

N 8'3C 5N N 8'3C 5°N N 5%C 5N N 5%C 5N N 5%C 5N N 5'3C 5N N 5'3C 5N

Regiéo 1 -17,2 12,5 23| -171+ | 126+ | 11 | -166+ | 13,1+ | 19 | -168+ | 13,0+ | 14 | -17,1+ | 13,1 6 17,1+ | 135+1 8 -16,8 12,7+

Norte 0,7 11 0,6 0,7 0,6 11 0,5 0,6 0,4 +0,4
0,8

Regido 8 -17,1+ | 13,2+ | 10 | -17,7x | 12,7+ | 18 | -17,4% 13,1+ 15 | -17,2+ | 13,0+ | 15 | -17,6% 13,1+ 8 -17,9 + 13,5+ 5 -18+0,2 | 13,1+

Foz 0,3 1,0 0,7 0,9 0,3 1,0 0,5 1,0
0,5 11 0,4 1,0 11

Regiéo 9 | -170+ | 138 7 | -17,1+ | 13,8+ 8 | -17,1+ | 141+ 8 | -164+ | 143+ | 11 | -17,2+ | 138+ | 17 | -17,5+ | 13,7x1,0 8 -17,5% 13,8+

Sul 0,3 0,7 0,4 0,7 0,4 1,0 0,3 1,0 0,3 1.0 0,4
0,4 0,5

Total 18 | -17,1% 13,4+ | 40 | -17,3% 12,8+ | 37 -17+ 13,3+ | 42 | -16,8% 13,2+ | 40 | -17,3% 13,3+ | 31 | -17,5% 13,7+ 21 | -17,4+ 13,2+

0,3 1,0 0,7 11 0,6 1,0 0,6 11 0,5 0,9 0,5 1,0 0,6 0,9

Na andlise temporal, considerando todas as regides juntas, foi observada variacdo significativa no valor médio de d'3C entre os anos. Os espécimes coletados
no Ano 3 apresentaram valor médio de 8'*C menor em relagdo a Ano 1 (teste HSD para n desiguais, p= 0,008), Ano 4 (p=0,001), Ano 5 (p = 0,00004) e Ano 6
(p=0,038). Essa diferenca entre os anos de coleta pode estar associada a variagdo encontrada nos resultados dos individuos coletados na regido Sul (5=
Extremo Sul), conforme detalhado a seguir. Para 3'°N foi encontrada variagdo apenas entre o Ano 1 (12,8+1,1%o) e Ano 5 (13,6+1%o; p=0,02). Considerando a

analise temporal por regido, no foi encontrada variagdo nos valores de *3C e 3'°N entre os seis anos de monitoramento na regido Norte (1= Sdo Mateus)
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(ANOVA, p > 0,05). Ja a regido Foz (2=Rio Doce e 3/4= Barra do Riacho/Metropolitana) apresentou
menor valor de 3**C no Ano 3 (-17,2 + 0,3%0) em relagéo ao Ano 5 (-17,9 + 0,5%o; Teste HSD para n
desiguais, p = 0,02) e a regido Sul (5= Extremo Sul) apresentou um menor valor de 3*3C no Ano 3 (-
16,4 £ 0,3%0) em relagdo aos demais anos de monitoramento e ao Pré-monitoramento (p< 0,01). Para

a toninha nao foi possivel a comparacao entre os anos devido ao baixo n amostral.

3.8.2 Toninha (Pontoporia blainvillei)

Figura 59: Média e erro padréo das razdes isotépicas de carbono (8*°C) e de nitrogénio (5'°N) em toninhas (Pontoporia
blainvilei- Pb) coletados ao longo da costa do Espirito Santo ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1 — obtidos no projeto Funbio
contrato n° 81/2016, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6), agrupados em trés regides amostrais (Norte, Foz e Sul). *Norte se
refere a antiga regido 1 (Sao Mateus), Foz referem-se as regides 2, 3 e 4 (Rio Doce, Barra do Riacho e Metropolitana) e Sul

refere-se aregido 5 (Extremo Sul).
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Foram usados nas andlises dos dados apenas os resultados dos individuos adultos e juvenis, com base
na maturagdo sexual e idade dentaria, excluindo-se os filhotes, resultando em 35 de toninhas. Porém,
foram analisados nove individuos (apenas trés individuos entre os Anos 2 e 6) na regido Foz (2=Rio

Doce e 3/4= Barra do Riacho/Metropolitana), e apenas um na regido Sul (5=Extremo Sul), o que limita
a analise para a espécie.
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3.8.3 Comparacdo da razado isotépica de C e N em amostras de Sotalia guianensis e

Pontoporia blainvillei

Figura 60: Area da elipse isotdpica padréo corrigida para amostras pequenas (SEAc) dos botos-cinza (Sg) e das toninhas (Pb)
coletados na Regiéo 1 (Norte) (A) e naregido 2, 3 e 4 (Foz) (B) ao longo de todo PMBA/Fest (Ano 1 — obtidos no projeto
Funbio contrato n° 81/2016, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6)
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A comparacao do nicho isotopico entre o boto-cinza (Sg) e a toninha (Pb) foi feito para as regides Norte
e Foz, devido ao baixo n amostral das toninhas na regido Sul (n=1). As espécies apresentaram nicho
isotopico distinto, com baixa sobreposicéo, sendo 9% na regido Norte e 6% na regido da Foz. Esse
resultado evidencia segregacéo tréfica entre o boto-cinza e a toninha em ambas as regides. O boto-
cinza apresentou uma maior amplitude e largura de nicho isotdpico (SEAc = 1,79%0? na regido Norte e
1,67%0° na Foz), enquanto a toninha teve area de nicho isotdpico reduzido (SEAc = 0,66%0° na regido

Norte e 1,06%0? na Foz), sugerindo uma ecologia alimentar mais especialista para a toninha.
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4  CONSIDERAGOES FINAIS SOBRE OS 5 ANOS DE MONITORAMENTO ACERCA DOS
INDICADORES OBSERVADOS E O AMBIENTE MONITORADO

Ao longo dos cinco anos do PMBA-Fest e incluindo a amostragem do Ano 6 (até janeiro de 2024) e
todas as regifes da costa do ES (Norte, Foz e Sul) observou-se impactos a nivel individual e
populacional para os botos-cinza (Sotalia guianensis) e as toninhas (Pontoporia blainvillei). Estes
impactos incluem alteragdes nas concentra¢des de contaminantes nos tecidos de individuos acima de
limites estabelecidos na literatura, consequentemente, comprometimento no sistema imunolégico

causando morte dos animais devido processos infecciosos.

Para os botos-cinza, 28 individuos se destacaram apresentando concentracfes elevadas de
contaminantes imunotoxicos (ex: Hg e PCBs) e causa da morte por processos infecciosos e
embasamento através de resultados dos exames histopatolégicos. Na Figura 62 demostramos nove

individuos para os quais esses aspectos foram integrados.

Figura 61: Exemplos de nove individuos de botos-cinza (Sotalia guianensis) que apresentaram concentragdes elevadas de
contaminantes nos tecidos avaliados e tiveram a causa da morte diagnosticada devido a processos infecciosos, além da
identificacdo de parasitas. Mapa com a localizagdo geografica dos individuos coletados no periodo Pés-rompimento (Ano 1,
Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6 até janeiro de 2024) indicados por circulos coloridos de verde para o Setor Norte, azul
para o Setor Foz e vermelho para o Setor Extremo Sul.O tamanho da imagem do golfinho é proporcional ao nimero de

individuos avaliados (n). Autor das imagens do golfinho: Uko Gorter

-41.000 -40.000 -39.000 -38.000
T T

-18.000

Oceano Atlantico |

-18.000

Rio Sao Mateus

-19.000
-19.000

Linhares

Rio Doce

Rio
Piraqué-Acu

Contaminantes i

e agentes infecciosos
Hg

@ Mn

@® 2n

@ PCBs

@ Parasita

@ Bactéria ou Fungo

-20.000
-20.000

Encalhes
® Setor Norte

‘Q ® Setor Foz i
A @ Setor Extremo Sul

@
Sistema de Coordenadas Geograficas, Datum: SIRGAS 2000 24 UTM.
Base cartografica: IBGE, 2017.
N=2 Autores: Drienne Messa Faria, Joice de Souza Soares, Lharyssa Nunes|
= Carara e Manoela da Silva Pereira
L

1
-40.000 -39.000 -38.000

-21.000
-21.000

-42.000

Relatério Anual 2023 — PMBA/Fest 105



,,\j\-_'ﬁ{au.u D

£p
Sy %
S 2
{9 - [#)}
(£ T,
2 AT B

ra FEST e

T, o
Fundacdo Espirito-santense de Tecnologia SEommis

Para as toninhas, destacam-se oito individuos com elevadas concentra¢des de contaminantes (Zn, Mn
e PCBs) para as regides de Sdo Mateus e Rio Doce, criticamente impactadas, conforme exemplificado

na Figura 62.

Figura 62: Exemplos de oito individuos de toninhas (Pontoporia blainvillei) que apresentaram concentracdes elevadas de
contaminantes nos tecidos avaliados. Mapa com a localizagao geogréfica dos individuos coletados no periodo Pés-rompimento
(Ano 1, Ano 2, Ano 3, Ano 4, Ano 5 e Ano 6 até janeiro de 2024) indicados por circulos coloridos de verde para o Setor Norte,
azul para o Setor Foz e losangos coloridos de vermelho para o Setor Extremo Su. Trés amostras da regiao do Extremo Sul
foram excluidas das andlises, visto que essa regido néo é conhecida como uma regido de ocorréncia das toninhas. Os
individuos do Ano 1 foram obtidos e inicialmente analisados no projeto Funbio contrato n® 81/2016. O tamanho da imagem do
golfinho é proporcional ao nimero de individuos avaliados (n). Autor das imagens do golfinho: Uko Gorter
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Desta forma, relacionando as concentra¢des de contaminantes observadas nos cetaceos da costa do
ES com os indicadores de encalhe e de salde, podemos observar que individuos com altas
concentracdes de contaminantes apresentam muitas vezes lesdes macroscopicas e histologicas, com
processos infecciosos que evidenciam mal funcionamento dos 6rgdos e, consequentemente dos
sistemas. Tais disfungbes podem causar debilidade, baixa na imunidade, aumentar a chance de
infecgdo por microrganismos oportunistas e também tornar os animais mais lentos no forrageio,
alimentacao e desvio de aparatos de pesca ou embarcacoes.
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Os impactos a nivel populacional incluem diminui¢do da diversidade genética mitocondrial para os
botos-cinza ao longo dos anos, com intensificacdo apds a chegada do rejeito de minério, sugerindo
uma relagdo causal com a chegada do rejeito no ambiente marinho. Esta relacdo é corroborada com
dados de menor diversidade nas regides mais impactadas pelo rejeito de mineracdo, que sdo 0s
Setores Foz e Norte, principalmente no periodo Pés-rompimento da barragem. Para as toninhas foram
encontrados baixos valores de diversidade mitocondrial e nuclear, alto indice de endogamia (individuos
aparentados) que levam a homogeneizag&o populacional, e evidéncias de que a populacdo passou por
um evento de gargalo (diminui¢cdo demogréfica recente). A baixa diversidade genética desses cetaceos,
espécies ja consideradas ameacadas de extingdo, aumenta sua vulnerabilidade e pode resultar em
dificuldades na manutencdo de suas populacdes na regido. Por serem espécies de vida longa, ha
necessidade dessa avaliagdo genética por periodos maiores, a fim de se acompanhar a tendéncia dos

indices encontrados até o momento.

5 ITENS PREVISTOS E NAO REALIZADOS: JUSTIFICATIVAS

Todos os itens previstos foram cumpridos para o Tema.
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