TERMO DE REFERENCIA 4
PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE AQUATIC A

ANEXO 6 - MONITORAMENTO DE MAMIFEROS, TARTARUGAS E AVES
MARINHAS ASSOCIADOS A FOZ DO RIO DOCE, PLATAFORMA
CONTINENTAL E AREAS PROTEGIDAS ADJACENTES

1. Contexto

Diversos estudos tém mostrado que a regido ao dadtwz do Rio Doce e plataforma
continental adjacente € uma area importante paavdereproducao e alimentacao de
diversas espécies ameacadas de extingédo, sobreBato-cinza Sotalia guianens)s a
Toninha Pontoporia blainville), a baleia-jubarte Megaptera novaeangliage a
Tartaruga-cabecud&éretta caretty, a Tartaruga-de-cour®érmochelys coriacgaa
tartaruga-verde Ghelonia mydas e aves marinhas, como o Rabo-de-palha-de-bico-
vermelho Phaethon aethereiiso Rabo-de-palha-de-bico-laranjah@ethon lepturys

o Trinta-réis-de-bico-vermelhoS{erna hirundinacea o Tesourdo-pequend-regata
ariel), o Tesourdo-grande Fegata minoJ, o Petrel-de-trindade P{erodroma
arminjoniang e o Albatroz-de-bico-amareldrtfalassarche chlororhynchpgMMA,
2014).

O entendimento dos padrdes de uso e deslocamerstsasdeespécies em areas
possivelmente impactadas ao redor da foz do Rice[@ode fundamental importancia
para a aplicacdo de a¢des mitigadoras, caso sejtentadas ameacas a essas especies
em areas com maior grau de impacto.

O enfoque da realizacdo de observacOes diretastia ¢ plataformas moveis semi-

autbnomas como VANTs (Veiculos aéreos nao tripdadambém conhecido como

Drones) e veiculos tripulados tem ganhado catnda comunidade cientifica por
permitir a obtencéo de informacgdes pouco disposipeios outros enfoques e por terem
se tornado progressivamente mais acessiveis davidganco tecnologico.

Os vertebrados marinhos podem ainda ser utilizadoso amostradores do ambiente,
ao usarem-se equipamentos de sensoriamento oeAtraves destes equipamentos
também é possivel identificar areas importantea paalimentacdo das espécies, areas
usadas mais intensamente e ainda inferir mudangagomportamento alimentar
ocorridas devido a mudancas nas condi¢cdes bioécalsioticas, bem como impactos
antrépicos em suas areas de uso.

O monitoramento dos encalhes de cetaceos, aveglénms bem como a coleta e
estudo sistematico de tecidos para analises gaesgtile contaminantes e de habitos
alimentares é de fundamental importancia para avalisalde das populacdes que
ocupam os diversos habitats atingidos pelos impatdcacidente na regido costeira.

O numero de populacdes, o tamanho destas, bem eodigersidade genética de cada
uma delas no litoral do Espirito Santo podem imfbti@ no efeito causado por um
impacto ambiental intenso, que pode ser extincéeaid, ou até mesmo extincdo da
espécie em casos extremos. Niveis moderados adeked® variabilidade geralmente



conferem maior probabilidade de sobrevivéncia dex yropulacdo a meédio e longo
prazos (Frankharet al., 2002). Em espécies ameacadas, as populacdes agnessn
reduzidas e muitas vezes isoladas, o que pode Beuwama consequente perda de
variabilidade pela reduc&o do fluxo génico (Framkled al.,2002). Desta forma, torna-
se importante buscar a manutencdo dos niveis debiialade das populacoes.
Adicionalmente, a partir da variabilidade genétiteapopulacional é possivel estimar o
tamanho populacional efetivo, tanto ao longo d#dha evolutiva daquela populacéo
guanto no passado mais recente (Ultimas geragiebetn chamado “contemporaneo”);
analisar flutuacdes demogréficas ao longo do tertgsbar cenarios de expanséo ou de
contragcao populacional.

Outra informacao importante para compreensdo dpadtas a que uma populagéo esta
exposta é a concentracdo de poluentes, como elesreato (Hg, Fe, Cu, Zn, Mn, Cd e
As), organoclorados (PCBs e pesticidas cloradagganobromados (PBDES), pois ha
evidéncias de que altas concentracdes desses dosiposiem causar efeitos deletérios
neuroldgicos, enddécrinos, imunoldgicos e promotdeesancer (Who 1993, Gregory &
Cyr 2000, Reijnders 2000, ATSDR 2002). Concentragi alguns desses poluentes ja
foram determinadas nas toninhas ao longo da swabdisdo, revelando um quadro
preocupante de contaminacao (Lailson-Betal.,2011, Alonscet al.,2012, Dorneles

et al.,2013). Entretanto, os niveis de contaminacdo dasitas do Espirito Santo ainda
S&0 pontuais e pouco conhecidos.

Alguns micropoluentes (e.g. elementos-traco, b#snipolicloradas, difenil éteres
polibromados) estdo sujeitos ao aumento das suaemrwacdes ao longo dos niveis
troficos, alcancando concentracdes elevadas emisngas topos de cadeia (Renzeni
al., 1998, Gray 2002). O processo de transferénciac&cdfom consequente aumento
das concentracbes de poluentes nos organismos deivweh tréfico para o nivel
consecutivo pode ser denominado de biomagnificd¢#alker et al., 1996). Desta
maneira, o0 estudo das relacbes troficas associagoanalises ecotoxicologicas de
organismos marinhos podem revelar informacoes itaptas sobre a qualidade dos
ecossistemas marinhos, assim como contribuir parangpreensdo dos processos de
bioacumulacao e biomagnificagdo de micropoluentes.

Além da possibilidade de algum tipo de doenca eiteefle contaminacdo promover os
encalhes e/ou morte dos cetaceos e aves, no lt@sileiro a toninha, o boto-cinza e
espécies ameacadas de aves (e.g. albatrozes s)papm@sentam um alto indice de
captura incidental nas atividades pesqueiras, opgoeoca uma alta mortalidade e
encalhe desses animais durante todo o ano. Corsastde no rio Doce este indice de
mortalidade e encalhe pode aumentar, ja que as@dies com as atividades pesqueiras
poderiam ser intensificadas com a diminuicdo darsss e busca por esses animais de
novas areas de alimentacao.

2. Objetivos:

1) Avaliar e monitorar, por um periodo de 5 anos &itlisicdo, abundancia e area
de vida de tartarugas, aves e mamiferos marirdio areas potencialmente
impactadas ao redor da foz do Rio Doce, abrangares marinhas costeiras e
oceanicas adjacentes, incluindo o Parque Nacionatinkio dos Abrolhos,
REBIO Comboios, APA Costa das Algas e REVIS de &afiruz.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Determinar e monitorar por um periodo de 5 ana®@acao de tartarugas, aves
e mamiferos marinhos com micro-habitats costeibesy como tendéncias de
agregacédo e deslocamento em areas potencialmepaetadas ao redor da foz
do Rio Doce, incluindo a plataforma continentalaadnte, o Parque Nacional
Marinho dos Abrolhos, REBIO Comboios, APA Costa éégas e REVIS de
Santa Cruz.

Monitorar, por um periodo de 5 anos, osakmws de todos os cetaceos,
tartarugas e aves marinhas nas praias do litoradE®lce realizar necrépsias,
guando for possivel recolher os animais, para ok@r uma possivel causa
mortis

Descrever, por um periodo de 5 anos, airpde analises moleculares a
prevaléncia de patégenos das aSefa leucogasteiPterodroma arminjoniana
Thalassarche chlororhynchos Phaethon aethereusa area de estudo para
determinar se as alteragfes ambientais estdo abetaestado de saude destas
populacdes ameacadas ou biomonitoras.

Monitorar a diversidade genética, estrutura popoiet e historia demografica
das populacdes de cetaceos e tartarugas marinhaseamde desova e encalhes
na regido de estudo num periodo de 10 anos.

Monitorar a evolucdo das dosagens de contartés e histopatologias em
tecidos de cetaceos e aves marinhas em encalhesaeed marinhas vivas na
area de estudo num periodo de 5 anos.

Descrever, por um periodo de 5 anos, a ecologiecdra partir da analise de
isotopos estaveide S. guianensis P. blainvillei, e das aveSula leucogaster
Pterodroma arminjonianal halassarche chlororhynch@haethon aethereus

Estimar a idade dos cetaceos e quelbnios, de suaifa maturacdo e analisar a
taxa de fecundidade dos cetaceos encontrados mmasopraias ao longo de 5
anos.

Avaliar a interacdo dos pequenos cetaceos aopesca no litoral do ES:
identificar possiveis mudancas durante 5 anos.

10)Monitorar as areas de desova de Caretta, caredarmochelys coridcea ao

redor da foz do Rio Doce, incluindo o comportamergprodutivo dessas
espécies, distribuicdo espacial e temporal de sirgucesso reprodutivo e efeito
de contaminantes sobre a saude de fémeas e fillmat@satos).

11)Avaliar o efeito da presenca de contaminames/enientes dos rejeitos de

mineracdo ou que foram mobilizados pelo fluxo deitees sobre a saude das
tartarugas marinhas e sua eficiéncia reprodutiva.



3. Metodologia de Coleta e Anélise

Distribuicdoe abundancia (objetivol)

Para avaliacdo da distribuicdo, abundancia e aeeaidh (objetivo 1), deverdo ser

utilizados censos aéreos com aeronaves tripuliagerdo ser realizados dois censos
por ano, sendo um destinado a avaliacdo de pequesmmsferos e tartarugas (toninha,

boto-cinza, tartarugas marinhas em geral) e owsdithdo a avaliagdo de abundéancia
de baleia-jubarte.

Os sobrevoos deverao ser realizados usando o méedmostragem por distancia em
transectos lineares (Bucklard al, 2001). O método de transecc¢des lineares assume
gue a densidade de animais na area amostra@agu de comprimento igual a
extensédo da transecc¢do e altura igual a duas wZaxa de busca do observador
(Bucklandet al, 2001), €, em média, proporcional a densidadedigiduos em toda a
area de estudo, desde que as transecc¢Oes sejadaslate forma a proporcionar uma
probabilidade de cobertura uniforme (ou seja o mande km voados por unidade de
area seja constante).

A aeronave utilizada como plataforma de observalg@ra ser um Aerocommander
500B, bimotor, com asa alta, janelas-bolha (obslemes da frente) ou equivalente.
Durante os transectos de observacgéo, a aeronaggdd@ar a uma altitude constante de
500 pés (150m) e velocidade entre 170-190 km/h.d&dos deverdo ser coletados
utiizando um protocolo semelhante aos previameqtécados para a obtengcdo de
estimativas de abundancia de toninhas na FMA |, HMA& FMA Il (Zerbini et al,
2010; Danilewiczt al, 2010; Danilewiczt al, 2012).

Para a busca, contagem e identificagdo de gruposraeser utilizada uma equipe de
guatro pesquisadores em cada sobrevoo, os qubah@asdo de forma independente,
ndo havendo comunicagdo (acustica ou visual) eeles durante o esforco de
observacdo. A equipe devera ser formada por old@m®s com experiéncia prévia de
pelo menos 3 monitoramentos aéreos dedicados ahtoniDois observadores
posicionados na frente (janelas-bolha) e dois djeaselas-plana) deverédo trabalhar
simultaneamente. Apesar da experiéncia prévia dgpegum sobrevoo de treinamento
antes do inicio dos trabalhos devera ser realipata calibracdo e padronizacao entre
0S pesquisadores.

O observador devera varrer uma area entre e 88 30 de declinacdo em relacdo ao
horizonte, empregando um maior esforco de obsenvpgaximo aos 90 Em relacéo
ao rumo do avido, o observador ndo devera busopograpos os 9(considerando o
rumo do avido = €). Cada observador devera ser responsavel pela dae condi¢cdes
ambientais, possiveis co-varidveis que afetem dapiidade de deteccdo, sendo
tomadas no inicio de cada transecto e @ ea@t que uma mudanca significativa
ocorrer. Deverdo ser registrados (1) estado doemaescala Beaufort, (2) reflexo no
campo de visdo, porcentagem e intensidade, (3ppeméncia da agua (registrado
visualmente como “turva” ou “clara”), (4) visibibde. Visibilidade devera ser elencada
subjetivamente como “excelente”, “boa”, “moderaéa’tuim” de acordo com a escala
fornecida por Rughet al. (1993). Essas variaveis influenciam a detecteddid de
mamiferos marinhos e deverédo ser adicionadas ndelosode densidade (Marques &
Buckland, 2003).
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Para cada deteccdo devera ser registrado a hdeamanho do grupo, presenca de
filhotes e 0 angulo de declinacdo entre o horizentegrupo detectado. Os relégios dos
observadores (fixados em posi¢ao junto a janela failitar a visualizagdo da hora)
deverdo estar perfeitamente sincronizados com @ribodo GPS, o qual deve gravar
uma posic¢éao lat/long a cada 3 segundos. O anguttedeacdo entre o horizonte e o
grupo avistado devera ser coletado pelo observamoro auxilio de um inclinémetro
(Suunto, modelo PM-5) assim que o grupo estivepgreticular ao observador. Todas
as informacdes deveréo ser registradas em gravadigiigais individuais.

No monitoramento aéreo devera ser realizadeadiacdo dos dados populacionais
anteriores das toninhasPdntoporia blainville) com o objetivo de comparar

guantitativamente as populacdes antes e ap0s doeweadentificar possiveis locais de

afastamento dos animais.

Os monitoramentos deverdo ser associados aos sstadyportamentais dos cetaceos
no local ou na area em que se deslocaram. No eadeslocamento dos cetaceos para
outras areas, além dos estudos propostos, verdicponibilidade de alimentacdo no

local.

A metodologia para contagem das aves marinhas @eera de censo continuo e
instantaneo utilizando embarcacdo (Taskeral, 1984), pois oferece as melhores
estimativas de densidade relativa e absoluta das ewcontradas no mar (voando ou
pousadas). Esse método pode fornecer uma estimativsa da abundancia de aves
marinhas que forrageiam em uma determinada areastfio associadas a coldnias
préximas. Ao longo de varios anos de estudo, estedm deve fornecer uma medida
de circunstancias dos locais de alimentacdo, bemoode variagdes no uso destes
locais.

A distribuicdo e abundancia das aves marinhas @eveer obtidas através de censos
embarcados mensais. As aves marinhas deverao emstifichdas através de guias
especificos (Harrison, 1985; Onley e Scofield)7)0e contadas através de censos
continuos e instantaneos segundo Taskenl. (1984) e Gould e Forsell (1989),
incluindo as aves seguidoras. Pelo menos 7 traxsseom 200 km de extensdo devem
ser elaborados, (2 ao sul, 4 ao norte e 1 na falgverdo ser percorridos durante o
deslocamento da embarcacéo, preferencialmenteinbm leta na area monitorada, ao
longo das horas de luz do dia. Cada estacdo dagmmtdevera incluir as seguintes
atividades em ordem de execucdo: (1) contagem @e agguidoras na popa da
embarcacdo; (2) tomada de informacdes solagaveis espaciais, temporais e
ambientais (data, hora, latitude e longitude, rumovelocidade da embarcacao,
profundidade, tipo de atividade desenvolvida peicd, estado do mar conforme escala
Beaufort, temperatura e salinidade da agua, tertyparedo ar, direcdo e intensidade do
vento); (3) censo continuo; e (4) censo instantd@socensos deverdo ser realizados
por pelo menos um ornitdlogo com experiéncia reeomta, sempre do mesmo local,
ou do melhor lado da embarcacéo de acordo com @eslde luz e vento no momento.
Ao final de uma sequéncia de censo, outra deverdnmgada apods intervalo de 10
minutos. Aves seguidoras sdo aquelas que acompamhambarcacdo durante a
navegacao, geralmente voando atras do barco, eadeser contadas da popa. O censo
continuo deverd abranger as aves que durante uimdpeiixo de tempo aparecem
dentro de uma faixa de 300 m de largura, medidartér glo bordo da embarcacdo em
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angulo reto com a rota do navio, excluindo as aeggiidoras. No censo instantaneo o
tempo de contagem devera ser dividido em intervaosecutivos de duracgéo fixa. Ao
inicio de cada intervalo deverdo ser contadas es presentes dentro do raio de 300 m
entre o rumo do barco e a linha perpendiculare, gatrendo-se assim a quarta parte de
um circulo. Os censos continuos deverdo ter durdgdd0 minutos, e 0S censos
instantaneos terédo 10 intervalos consecutivosrdmto.

A posicdo do limite externo da faixa de censo deveer determinada segundo
Heinemann (1981), através de uma triangulacéo wendb a largura da faixa de censo
de 300 m, a altura do observador acima da supedi@imar e a distancia entre os olhos
do observador e a ponta superior de um paquimelingada na linha do horizonte. Para
tal a embarcacdo deverd navegar a velocidade at&stamm rumo conhecido, e que a
linha do horizonte seja visivel. Os censos devegiorealizados por dois ornitdlogos
com experiéncia, simultaneamente para evitar pnudede deteccédo de aves durante o
deslocamento da embarcacéo (Sgtal, 2004) e devera ser auxiliado pelo observador
de mamiferos. A densidade de aves (nimero de av@sdevera ser calculada com
base nos resultados obtidos nos censos instantameongeferéncia a area total coberta
em cada censo, sendo esta igual a 10 vazésea varrida em cada contagem
instantanea.

InformacOes sobre areas e padrdes de fomsgea deverdo ser obtidas de duas
espécies de aves marinhas com uso de rastreamemutdor cujos transmissores por
satélite deverdo emitir sinais de radio captaddsspsatélites em Oorbita terrestre que
estdo sobre a area no momento em que o sinal édenfARGOS, 1996). Os
equipamentos deverdo ser de tamanho reduzido (g)¢ fixados no dorso das aves
marinhas e, dependendo do modelo, recarregado®stia um painel solar. Os dados
deverdo ser obtidos sem a necessidade de recdptitaganismos, através de um canal
de transmisséo de dados alugado junto a empresas £ARGOS (Candia-Gallardst

al., 2010).

Complementarmente, deverdo ser realizadas pesgigsages marinhas ocorrentes no
litoral e em ambiente estuarino. A metodologiaraegzecutada devera seritinerario
Fixo” (Brancoet al, 2010), (a ser percorrido por quadriciclo). Dewesdr estabelecida
pelo menos quatro trilhas a serem percorridas ai@a,ppor pelo menos uma vez cada
por campanha. Cada trilha deve ter no minimo 30 Buas devem seguir ao norte da
foz (até o Degredo e Barra Seca), outra ao subzléaté Barra do Riacho) e uma ultima
mais ao sul (15 km ao norte do Piraque-acu e 1adsul).

Também deve ser usado o método @eritagem em Descaris(Branco et al, 2010),
haja vista existéncia de bancos de areia as mam@gn®z e no estuario, que sao
utilizados como dormitério e area de descanso peies.

Dados qualiquantitativos, como lista com identif@a de espécies, status de ameaca de
extingdo e endemismo, guilda tréfica, espéciescattiras, area de vida, padrdes de
distribuicdo, abundéancia, riqueza e biodiversidddgem ser apresentados.

Metodologiaparagravacdoacusticapassivademsié (Objetivol)

Para a biologia, compreender a acustica de aniendisambiente pode revelar aspectos
importantes para a conservacado de uma espécie, umtmologia, ecologia e possiveis
impactos que esteja ocorrendo em um determinacil. Devido a dificuldade de
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observacdo de cetaceos em seu ambiente naturajpptmente em areas com aguas
turvas, esse tipo de estudo trouxe vantagens parpi{sas com esse grupo.

Por se tratarem de seres que enxergam o mundo pmr de ondas sonoras, O
desenvolvimento da bioacustica e de estudos deogiaobcustica em cetaceos €
fundamental para a conservacao destas espéciedo(L2010). Técnicas acusticas vém
sendo aplicadas para a obtencdo de parametrosgeosigpopulacionais tais como
densidade e abundancia (Hathal, 2012; Van Parijet al, 2009; Marquest al,
2013).

A aplicacdo dessa nova ferramenta de acusticavpagsssibilitara descrever e avaliar
0s padrdes de vocalizacdo e ecolocalizagdo do grapoz do Rio Doce, plataforma
continental e areas protegidas adjacentes, ajudaadoompreensdo do uso ou nao
dessas areas pelos animais. Deverdo ser determiradatividades e 0 uso da area
pelos animais, através da interpretacdo de senais sonoros (taxa e periodos de
emissdo das vocalizacdes e dos sons de ecoloéal)zaDeverao ser avaliadas as
caracteristicas fisico-quimicas do ambiente quesysse maior influéncia sobre os
parametros de frequéncia e intensidade de sonsladmdue pulsados dos cetdceos sob
diferentes escalas de variacdo espacial na regjideea de um delineamento amostral
hierarquico.

Dados acusticos e comportamentais deverdo seadotet partir de uma embarcacéo
adequada para a atividade. Deverdo ser realizadasgdes sincronicas de video e
audio e também gravacdes de audio independentagieira deverdo ser gravadas a
partir de uma camera de video portatil conectadanzhidrofone e a um microfone.
Gravacodes de sons independentes deverdo ser deslizam hidrofone e um gravador
de estado solido portétil. Apds a avistagem, axaprEcdo ao grupo de cetaceos devera
ser realizada.

Deverdo ser tomadas todas as providéncias paraoguanimais ndo se sintam
demasiadamente perturbados ou encurralados pelentade do barco. As gravacdes
deverdo ser iniciadas ap0s o desligamentopledon do motor da embarcacdo. A
distancia minima do grupo para o inicio dos pravedios devera ser de 500m.
Juntamente com as gravacdes de imagem e som desezréoletados dados de caréater
ambiental tal qual temperatura da agua, direcawemdo, existéncia de correntes no
local da gravacéo e profundidade.

A composi¢édo do grupo, tipo e o comportamento deveer descritos. Se possivel, 0s
animais deverdo ser posteriormente identificados meio das imagens coletadas.
Categorias comportamentais deverdao ser estabededeleacordo com os etogramas
empregados para a espécie.

Para assegurar que 0s sons gravados estdo deeffao groduzidos pelo grupo focal
devera ser utilizado para a determinacdo do andgilorigem do som, um arranjo de
hidrofones de 4 unidades que deverd ser rebocddoep®arcacdo. A distancia dos
animais e sua angulacdo em relacdo dmutz da embarcacdo deverdo ser
determinadas por um laser finder e uma bussolaleg&minado que os animais estédo
muito proximos da embarcacdo, se estiverem apeesdmtsinais de stress devido a
aproximacdo do barco ou se o grupo iniaiatacdo constante para longe da



embarcacdo, as observacdes deverdo ser interr@ampiden novo grupo focal devera
ser eleito. Para tal, as rotas deverao ser alaai@ié que os animais sejam encontrados.

A partir da aproximacao dos golfinhos, o motor docb devera ser desligado para que
sejam iniciadas as gravacdes. As gravacdes degerateitas seguindo o método de
Dudzinski et al. (1995). As emissfes sonoras deverdao ser gravadasgio de um
hidrofone C54 (Technology Research Cetaceos, Ssattle, WA, EUA; 008-100 kHz;

- 165 dB re 1 V / MPA) implantado em cerca de 2rosetde profundidade. Este
hidrofone devera ser acoplado a entrada de miceofd® um gravador M-Audio
MicroTrack 24/96 (96 kHz; 24 bit arquivos .wav) e sua saida devera ser acoplada a
entrada de microfone de uma filmadora digital SODER-SX40 protegida por uma
caixa estanque, para que se possa fazer filmagbagsaticas.

O individuo que emitir o sinal vocal devera terénal da sua vocalizagdo, seu
comportamento registrado pela camera (adaptado ddzifski et al, 1995).
Paralelamente, outro membro da equipe devera ragistn planilha de campo dados
ambientais, tomados a cada hora. Seguindo a tédeicamostragem de grupo-focal
(ALTMANN, 1974) informacdes sobre a composi¢cédo dopg, comportamento aéreo
dos golfinhos, localizagcdo geogréafica do grupdempo de permanéncia na area,
deverao ser registrados a intervalos de 5 minutos.

As analises das emissdes sonoras deverdo ser dglizando o programa Raven Pro
1.3 o qual fornece o oscilograma e o0 sonograma software Adobe Premier 7, que
mostrara a gravacdo da imagem em tempo sincronizacioo oscilograma da trilha
sonora gravada, procurando relacionar a vocalizagéitda com o comportamento. As
emissdes sonoras deverdo ser classificadas inarédmrem cliques, sons pulsantes ou
assovios. Os assovios deverdo ser classificadospes) conforme a similaridade de
seus contornos.

AssociacOescomhabitatsetendénciasdeagre(@bieiivo?2)

Para a realizacdo dos estudos de associegdbp micro-habitats, tendéncias de
agregacdo e deslocamento deveréo ser utilizadesvaigbes diretas a partir de ponto
fixo e com o uso de veiculo nao tripulados (VANTRnone).

Para as observacdes em pontos fixos, deverdoadieadas saidas prévias a campo para
se determinar pelos dois pontos fixos de observag&oestuarios do rio Doce em
Linhares. Como comparativo devera ser realizadomonitoramento também no rio
Piragueacu em Aracruz, ES ou em outras areas qdenss identifiquem como areas
principais de uso.

Com o auxilio de bin6culos deverd ser radliz 0 monitoramento dos estuarios.
Deverdo ser realizadas quatro observacdes mersssidp uma por semana, onde o
tempo de observagdo diaria deverd ser de seis poragonto. O periodo do dia de
observacao entre os pontos devera ser alternad@pidar repeticbes de mares.

Quando forem avistados, os individuos devesé@p registrados quanto a: espécie,
namero de individuos por grupo, tipo de comportametesenvolvido no momento,



localizacdo exata (GPS), e outras informacdes gjsmnsjulgadas pertinentes. Estes
dados deverao ser inseridos em uma planilha prédlada.

Deverdo ser considerados parte de um mesmo grupmddgduos que nadarem
préximos uns dos outros, com atividades coordenad@s nao necessariamente
deslocando-se na mesma dire¢do (Mann, 2000).

Durante este periodo deverdo ser realizadas olgewa naturalisticas dos
comportamentos utilizando o método de amostrageih Liditum” (Lehner, 1997).

Para as observacfes deverdo ser realizados os amétadimal focal”, quando o
individuo € o foco das observacdes durante um rdetado periodo, mas né&o
necessariamente o0 Unico a ser focalizado pelo gwride amostragem, e o de
“amostragem sequencial’, quando o foco correspordeuma sequéncia de
comportamentos de um ou mais individuos (Lehn&7)119

Os dados deverao ser agrupados em uma tabela mb &yara os pontos de coleta
deverdo ser testadas relacdes entre a presengameht@ de grupo e as variaveis: nivel
de maré (alta, média e baixa); tipo de maré (eriecheemazante); variacdo de maré; més;
estacdo do ano; status comportamental e temg@xamo. Além disso, as relacdes
deverdo ser avaliadas para as diferentes areas.

Para se avaliar o grau de significancia dos redodtedeverdo ser empregados testes nao
paramétricos (Kruskal-Wallis e Mann-Whitney) aoatide 0,05 de significancia (Zar,
1984) do pacote STATISTICA Versao 5 ®.

Para as observagOes feitas com VANTS ou dronesgré@ewser utilizados equipamentos
como o Phanton IV — Professional, da falmtieachinesa Dji. O Drone € um
quadcoptero capaz de capturar videos em resoluC@capturar fotos com resolucéo
de 12 mega pixels. E dotado de GPS, sistemas dhilestcio de imagem, sensores
para evitar colisdes e tem sinal de radio que ferque o aparelho voe a uma distancia
de até 5km do controle remoto. Caso ocorra perdédndede comunicacdo com o
controle remoto, o Drone retorna automaticamentea pa local de partida sem
necessidade de intervencéo do operador até quok sdja reestabelecido.

Considerando que o Drone especificado pode real@as de até 28 minutos com cada
carga de bateria deverdo ser adquiriqastro baterias extras, resultando na
possibilidade de sessdes ininterruptas de obsesa¢® modelo recomendado pode
operar em condi¢des de vento de até 36km/h, o gumite sua utilizacdo durante todo
0 ano na maior parte do litoral do Brasil.

Para cada operacdo do Drone devera ser obtido utaezacdo do Departamento de
Controle do Espaco Aéreo de acordo com ug8&s contidas na Circular de
Informacdes Aeronduticas (AIC- N21/10) de 23 derséto de 2010.

Apods testes operacionais e treinamento de equipe gananuseio do equipamento,
deverdo ser feitas afericbes de equivaléncia enteenanho dos pixels registrados nas
filmagens e fotos e distancia real em diversasudks. Dessa forma, 0s organismos
identificados dentro do campo de visdo, bem conas sstruturas (escudos pré-frontais
por exemplo) poderdo ser medidas e identificadasn Gso, acredita-se ser possivel
realizar foto-identificacbes de tartarugas marinbapartir da distincdo dos escudos
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cefalicos, tal como é realizado rotineiramer@mn as nadadeiras de mamiferos
marinhos (Dunbaget al, 2014).

As campanhas de coletas de imagens e filmes deseraealizadas em diversos pontos
do litoral do Espirito Santo seguindo padrbes nwtmicos conhecidos de busca e
varredura (Bevaet al, 2016) ou localizados durante as estimativas daddncia com
censos aéreos. Ao encontrar um alvo de observagdm@anismo ou grupo devera ser
registrado de forma a se determinar a espécie,nteonadirecdo e velocidade de
deslocamento, ritmo de mergulho, tamanho do grapoero de juvenis e adultos,
comportamentos de alimentacdo, deslocamento, @d@iesaintra e inter-especificas,
dentre outros, sendo que ao redor da foz deveraeakizadas campanhas mensais de
dois dias de duragcdo. Observacdes extrasratevser realizadas quando forem
detectadas agregacbes nos censos aeéreos tripulselodo estimadas seis novas
campanhas anuais associadas a estes censos aéreos.

Uma vez detectadas agregacdes ou identificadasrelagéio de determinada espécie
com uma area, deverao ser feitas campanhas de maqeae identificacdo dos micro-

habitats com o auxilio de um ROV (Smolowdt al., 2015). O equipamento a ser

utilizado € um micro-rov da marca Video-Ray. Deval®seu pequeno peso e baixas
exigéncias em relacdo a energia este equipamemtoumea configuracédo ideal para

permitir a realizacdo de campanhas de curta durpgém identificar e mapear micro-

habitats. Deverdo ser previstas duas campanhasisapasa a realizacdo desse
mapeamento e identificacdo, sendo que as campterhasduracédo de 10 dias cada.

As informacdes georeferenciadas das ocorrénciasiecies e micro-habitats, direcbes
e velocidade de deslocamento dos organismos dabsctieverdao ser compiladas em
um SIG (Sistema de Informacdes Geograficas). Esstwsmacdes deverdo ser
submetidas a diversos tipos de algoritmos ecol8gieoanalise de distribuicdo espacial,
bem como andlises visuais e de interpolacdo esasadistatisticas tradicionais de forma
a definir niveis de abundancia das espécies olfasva suas variacdes no tempo,
padrées de associacdo com habitats e sua variagdtempo e tendéncias de
deslocamento e suas variagdes temporais.

A associagdo das aves marinhas com determinadatathaleverd ser determinada
através de analise deernel no qual areas com uso mais intenso sédo deterasnad
partir da interpolacdo de pontos proximos. Os dat#ssaves deverdo ser provenientes
dos dois métodos de amostragens, censo a pasimdarcacdo e rastreamento remoto.
A associacdo com determinadas caractesstifisiograficas e oceanograficas
(batimetria, temperatura superficial do mar, disi@mla costa, distancia de Abrolhos no
caso de aves que reproduzem nesta ilha, distaacfazddo rio Doce, produtividade
priméria, inferida a partir de clorofila-a), dever&er determinadas através da
correlacionadas entre abundancia e as variaveieatals citadas.

Os dados deverdo ser obtidos a bordo, bem comarta de informacdes obtidas
posteriormente em cartas nauticas ou banasdados digitais como General

Bathymetric Chart of the Ocean - GEBCO
http://www.bodc.ac.uk/data/online_delivery/gebcagpbre temperatura superficial do
mar e produtividade primaria (http://oceancolorcgsisa.gov/).

10



A correlacdo entre a distribuicdo e abundéndos cetaceos e aves e variaveis
ambientais podera ser investigada através de n®tedtatisticos tradicionais (e.g.
analises de variancia, co-variancia e canonicalunativamente, utilizando modelos
lineares generalizados (GLM) ou modelos aditivasegalizados (GAM). A variacao na
composicao e abundancia (ou taxas de encontr@ue fde cetaceos e aves por regido
(perto vs. longe de costal/ilhas), por estacdesndodmvera ser verificada através de
analises de variancia (ANOVA).

Monitoramentodeencalheseprevalénciadepatfehietivos3e4)

Cetaceosetartarugasmarinhas

AplOs o0 recebimento de informacdo sobre eecald algum cetaceo ou tartaruga
marinha nas praias do litoral norte capixaba, proente deverdo ser realizadas visitas
ao local para a obtencdo das seguintes informag@eslicdo climatica e de maré,
localizacdo exata com GPS, identificacdo da espégisténcia de marcas de aparatos
de pesca, registro fotografico, medi¢cdes dos asimaioleta de material biologico para
analises futuras.

Quando a equipe de resgate estiver no local deéma ela devera avaliar a situacéo e
em se tratando de cetaceo vivo, o médico veteondevera realizar os primeiros-
socorros, coletas (sanguineas e de pele), mar¢agiaério do pesquisador, sugere-se
gue cada individuo receba uma marca temporaridiqgdasolorida e numerada tipo
cattle ear-tag ou uma marca de longa duracdo &eita nitrogénio liquido, marca
criogénica, em forma de letras, nUmeros ou comBmalps dois), registro fotografico
(podem ser reconhecidos individualmente pgbaslrdes de marcas e cicatrizes
existentes na nadadeira dorsal (Saetosl, 2010) e procurar orientar o procedimento
de devolucéao do animal para o mar.

As amostras de sangue de cetaceos que encalharemndeverdo ser retiradas com
agulhas e seringas hipodérmicas descartaeeipartir dos vasos superficiais na
nadadeira caudal, veia da nadadeira peitoral oa & nadadeira dorsal. Os
procedimentos para coleta e preservacdo das asigstra microbiologia, genética,
toxicologia, histopatologia e parasitologia deves@&orealizados de acordo com Geraci
& Lounsbury (1993), Dierauf (1994) e Amos & Hoel4@B91). O tempo de manejo
nao deve exceder 10 (dez) minutos.

O monitoramento das praias € atualmente realizadgspirito Santo por uma empresa
contratada (Scitech, do RJ, no ambito do licencdmambiental da PETROBRAS —
Processo Administrativo n°® 02022.001407/2010 CGPHGZ/IBAMA — PMP-
BC/ES), atuando em parceria com o Instituto Baleiaarte e Organizacdo Consciéncia
Ambiental (ORCA), que apds serem chamados realzatendimento aos animais nas
praias, ou recebem os animais e dados gerais d@athes coletados pela empresa. A
instituicdo executora deste Projeto devera atuar pamteria e compatibilizar as
metodologias com estas instituicdes no sentidoasernprejuizo para as atividades de
coleta.
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No caso de se tratar de um animal morto de atétBsnde comprimento, a carcaca
podera ser removida para uma base de apoio a femetritar as atividades necessarias.
Caso o animal tenha mais de 3 metros, 0 exame rdageae a coleta de material
poderéo ser realizados no local do encalhe.

Os procedimentos de resgate e necropsia de baleigalfinhos deverdo seguir o
Protocolo de Conduta para Encalhes de Mamiferosithops da Rede de Encalhes de
Mamiferos Aquaticos do Nordeste (REMANE).

Todos os animais deverao receber um numero deredisste mesmo numero devera
ser utilizado para identificar as amostras biolagicoletadas.

Conforme o estado da carcaca, deverao ser coletttxs biométricos e realizada a
necropsia, a fim de se estabelecer a cans#is Durante as necropsias, deverao ser
registrados os dados biologicos dos exemplaresvantiedos dados referentes a
classificacdo taxonémica, comprimento total, p@sedidas alométricas, sexo, estagio
de maturacdo, estado da carcaca e marcas daec@decom artefatos de pesca. A
carcaca deverd ser fotografada, posteriormenteadesta e 0s 0ssos coletados e
acondicionados para maceragdo. Amostras de tepid@s analise de DNA também
deveréo ser coletadas.

Todos os dados coletados deverao ser registraddieleas padronizadas, armazenados
em um banco de dados e interpretados. O materiablogico coletado devera ser
examinado buscando-se evidéncias de alteracOe®giats. A limpeza do material
osteologico devera ser realizada através da téamécanaceracdo, para posterior
tombamento em acervos de cole¢des cientificas.

Um fator limitante nesse procedimento € o avangsiado de decomposi¢cdo no qual
muitos animais chegam as praias. O estado de desogip das carcacas limita o tipo
de amostras que podem ser coletadas e o tipo tisesngue podem ser realizadas. As
carcacas deverao ser classificadas seguindo ogpdvgosto por Geraci & Lounsbury

(2005), em codigos de 1 a 5, onde 1 correspondananal vivo e 5 a restos de

esqueleto ou carcaga mumificada.

Aves

As aves sdo susceptiveis a varias doencas, serdd spscetibilidade a patégenos pode
ser influenciada por condicbes ambientais que vardanterferir em seu sistema imune
e defesas naturais. Sao, portanto, boas sentiielsalde dos ecossistemas (Siciliano et
al., 2005). Nas aves de vida livre ha sempre fafteéncia do fator ambiental na saude
das populacdes, uma vez que as doencas varianoi® aom a qualidade do ambiente
utilizado (Chazar et. al., 2009; Shivaprasad, 20G2hsiderando que estudos prévios ja
abordaram prevaléncia de alguns microrganismaosiderados de risco, infectando
aves da regido de estudo, notadamente na regid&bmdhos (Gennari et al., 2013;
Niemeyer et al., 2013) e também a disponibilidagl@whostras de sangue armazenadas
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destes locais, que podem nos trazer um diagndgstécacidente, ressalta-se a iminente
necessidade de avaliar aves de interesse como fitongs quanto a presenca de
doencas e patdgenos. O que servira para compreernagacto da alteragdo ambiental
nas relagdes ecoldgicas e evolutivas das aveshlmarocom doencas e microrganismos.

As iniciativas proativas de diagnostico de enfead®s e exames clinicos e
complementares sao essenciais para reduzir o efldstcameacas de doencgas a
conservacao das espécies e entender os padréesnapigjicos de infeccao (Friend;
Thomas, 1992). Programas de monitoramento de deengaenvolvam metodologias
de vigilancia de populagbes podem elucidar mudangasanidade destas, antes da
ocorréncia de alteracdes significativas no tamamhestrutura das populacdes (Karesh
et al., 1997).

A obtencéo de amostras bioldgicas de aves (sanguabes cloacais e de orofaringe) ao
longo da area deste estudo devera se dar atray@clria com instituicdes ligadas a
Rede Albatroz, criada como parte da implementagéBldno de Acdo Nacional para a
Conservacao de Albatrozes e Petréis (PLANACAP) eM® acima mencionado para
0s cetaceos. A analise das amostras de aves asibadegido devera ser subsidio para
elaboracdo de base de dados de avaliacdo saniffi@metros hematoldgicos,
bioguimicos e microbioldgicos das espécies de mashas biomonitoras da condi¢do
ambiental e sua evolugdo. Esta avaliacdo epidegitalera essencial para determinar
0 status de saude das populacdes e servir com@rrei@ para 0 monitoramento e
avaliacdes futuras dessas aves, além de potenoigineenbasar decisdes de manejo,
contribuindo nas iniciativas de conservacao dosrtsvameacados (Koleniskovas et al.,
2012). As causas das doengas nas aves podem setidves, como as causadas por
Escherichia coli, Salmonella sp, Chlamydophila tpsit Clostridia, Mycobacteria,
Mycoplasma, Bordetella, Haemophilus, Pasteurella,rysigpelas, Yersinia
pseudotuberculosis, Riemerella anatipestifer, @obiacterium rhinotracheale,
Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas, artti@soAs principais enfermidades
aviarias zoonodticas importantes sdo a Doenca de@éstle (DNC), causada por cepas
virulentas do Paramyxovirus aviario tipo 1 e 2nfukenza Aviaria (IA), causada pelo
virus do género Influenza A, subtipos H5 ou H7, lEehre do Oeste do Nilo (FON),
causada por Flavivirus.

A presente proposta objetiva avaliar a sanidadeadas, com exames hematoldgicos
(pesquisa de hemoparasitas, relacdo H:L), exanogsiibhicos e pesquisa molecular de
agentes infecciosos como Chlamydophila psittagiam@gxovirus-1 e Paramyxovirus-2,
Adenovirus, Avipoxvirus e Flavivirus, MycoplasmapspSalmonella spp., Pasteurella
sp., Borrelia sp., entre os principais. Para tdeteerao ser obtidas amostras de sangue e
suabes de todas as aves que forem manipuladasn@amtoapturas a bordo quanto no
monitoramento de encalhes nas praias que venhaangoutar aves recém mortas ou
ainda vivas.
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As coletas de sangue deverao ser realizadas popwegao da veia ulnar ou da jugular.
No maximo 1% do peso corporal de sangue de caddeangza ser coletado, utilizando
agulhas descartaveis acopladas em seringas hepddsi Imediatamente apés a coleta
do sangue devera ser realizada uma extensdo seaaguiem seguida o sangue devera
ser transferido para microtubos (tipo Eppendorfgviamente identificados. Apos a
coleta, os microtubos deverdo ser mantidos em <sabedrigeradas para serem
encaminhados sob refrigeracdo ao Laboratério delisgnédde Agua e Analises
Microbioldgicas da Estacdo Ecolégica de Carijosoe GEMAVE, parte integrante
também da Rede Albatroz. As amostras de sanguedmiardo ser processadas para
realizacdo dos parametros hematoldgicos e extrdedDNA. As amostras de DNA
extraidos por kits comerciais, tanto das amostemsahgue quanto das amostras de
suabes cloacais e de orofaringe, deverdonsmrtidas congeladas a — 80°C para
posterior utilizacdo nos exames de Reacdo em CadieidPolimerase (PCR) e
sequenciamento genético para a identificacao digpab.

As amostras de cloaca e orofaringe para andliseobiddgica e PCR deverdo ser
coletadas das aves utilizando-se suabes estépsisifesos e mantidas refrigeradas em
meio de transporte Stuart por até 48 horas atéepsamento no laboratorio (cultura e
isolamento das bactérias). Um segundo suabe deacleaorofaringe devera ser
processado diretamente para deteccdo molecular atiéggmos, sendo mantidos
congeladas em tubos tipo eppendorf contendm MR8S, antibidtico e antifingico
desde imediatamente apOs a colheita até andliseatabial. Estas amostras também
poderdo ser utilizadas no sequenciamento em masgagendmica) para identificacao
da presenca dos patégenos de escolha. A corretet@oa presenca e prevaléncia dos
patbgenos em aves e variaveis ambientais poderiéastigada atravées de métodos
estatisticos tradicionais (e.g. andlises de vaaanco-varidncia e canbnica) ou
alternativamente, utilizando modelos lineares gdirdos (GLM) ou modelos aditivos
generalizados (GAM). A variacdo na composicao derabiota e na prevaléncia de
doencas/patdégenos de aves por regido (perto wge loa costal/ilhas), por estacdes do
ano, devera ser verificada através de analiseariingia (ANOVA).

Andlisesgenéticas(objetivo5)

Atualmente, uma das maiores preocupacdes existeateaplementacdo de planos de
conservacdo e manejo de espécies ameacadas dgEiexia identificacdo da estrutura
genética das populagbes e seus atuais niveis dentoacdo. Considerando que as
ameacas a uma espécie podem ocorrer em diferdatgs ao longo de sua distribuicao,
€ essencial o reconhecimento da identidade daslgpdms, a fim de que sejam
conduzidos procedimentos de conservagao e manegordmito local.

Nas ultimas décadas, diversos marcadores molesuiame sido utilizados para auxiliar
na identificacdo da estrutura genética das popetagda determinacéo da diversidade
genética existente dentro delas e sua relevanca gaiabilidade dessas populacbes
(e.g. Dizonet al, 1997). Marcadores moleculares tém sido tambénreggados em
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estimativas de tamanho populacional efetivoragiacbes populacionais historicas
(Rooneyet al, 2001).

Para que decisGes sobre manejo com a finalidageotiecado de diferentes estoques de
uma espécie sejam efetivas, é também desejavalegigmha o conhecimento a respeito
da proporcéo sexual dos individuos e tamanho efelés populacdes (para uma revisdo
em mamiferos aquaticos ver Oliveiea al., 2006; Oliveiraet al., in press). Contudo,
uma vez que a maioria das espécies de cetadmmsapresenta dimorfismo sexual
acentuado, a possibilidade da utilizacdo de tésnmaleculares na determinagdo do
sexo dos individuos passou a ser uma alternatigtaiia importante em estudos de
populacdes (Pasbgadt al.,1992; Oliveiraet al, 2009, Oliveiraet al.,in press).

Amostras de musculo dos cetaceos, tartarugas raararitontradas em areas de desova
e de espécies de aves de interesse deverdo sadasl como biomonitores, corfula
leucogastere Thalassarche chlororhynchpsncontrados encalhados nas praias do
Espirito Santo. Os individuos encontrados durantgemodo do estudo deverdo ser
avaliados, bem como, de periodos anteriorea pamparacdes (Reist al., 2010,
Vargaset al., 2008, Vargaset al., 2013 e Shambliret al., 2014). Para as espécies
Sotalia guianensig Pontoporia blainvilleija estdo disponiveis cerca de 100 amostras
de cada espécie. Esse numero amostral podera gdiadonde acordo com novos
eventos de encalhes que possam ocorrer durantdaal@ele estudo. Outras espécies
poderdo ser incluidas nas analises dependendo rdermlde amostras encalhadas no
periodo de estudo.

Aves marinhas poderdo ser amostradas através deraap bordo, atraindo-as com

peixes e visceras e usando captura com tarfafestragens também poderdo ser
realizadas em Abrolhos, para coleta de sangue idataesal ou ulnar. Cerca de 300

amostras de sangue das aves de Abrolhos e de deif@doram coletadas em periodo
anterior ao desastre ocorrido no rio Doce.

Os tecidos para as analises genéticas deverdormazenados em microtubos e
conservados em alcool 70%.

Para extracdo de DNA e quantificacdo do DNA um paquedaco de musculo devera
ser picotado e colocado em um microtubo no qual corauxilio de reagentes e
centrifugacdes devera ser realizada a extracadoNid jelo método de solucéo salina.
Ao final do processo o DNA deverd ser ressuspendmo a adicdo de 2(L de
ddH20 e armazenado na geladeira a 4°C. Mes@mas de DNA deverdo ser
guantificadas em espectrofotdbmetro.

Para a amplificacdo por PCR e sequenciamento, aiadatra deverd ser submetida a

PCR (Polymerase Chain Reaction) e reac0es de sggoemto e genotipagem para
avaliacio de marcadores mitocondriais e  nuclearemicrdgssatélites).
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Para purificacdo e sequenciamento dos fragmensoeagdes deverdo ser purificadas
apos a amplificacdo, utilizando-se a enzima Exd$agtSB Corporation). Os
fragmentos deverdo ser submetidos a reacdes demnsg@mento nos dois sentidos.
Devera ser feita também a sexagem molecular doddagds ndo necropsiados.

Para a andlise das sequéncias mitocondriais as anedeverdo ser alinhadas com o
algoritmo MUSCLE (Robert 2004) por meio do prograwiaGA v.6.

Por meio do programa Arlequin v.3.5 (Excoffedral.,2010) deverdo ser calculados os
componentes de variancia, incluindo as diversidhdgotipica (H) e nucleotidica)(
além da Analise de Variancia Molecular (AMONVANtre diferentes localidades,
baseada no FST com 1000 permutacdes.

As redes de haplétipos deverdo ser construidas caonlos de Median Joining no
programa Network. Deverd ser feita também a sexagetacular dos individuos nao
necropsiados. Para as analises dos microssaté@ge®scos deverdo ser identificados
com o software GeneMapper v.5.0 (Applied Biosys)ems

A probabilidade de né&o-exclusdo para identidadeinidisiduos devera ser estimada
utiizando o software Cervus v.3.0.3 (Kalinowsii al.,, 2007). Os gendtipos dos
individuos avaliados deverdo ser comparados paflacos de microssatélites com o
programa Mstools v. 3.1 (Park, 2001) a fim de sefivar a presenca de gendétipos
idénticos.

O desequilibrio de ligacdo entre os locos deveravseficado com o programa
GENEPOP on the Web (http://wbiomed.curtin.edu.an#gep) e os desvios do
Equilibrio de Hardy-Weinberg deverdo ser testados rmpeio do software Arlequin
v.3.11 (Excoffieret al.,2010). Os locos também deverao ser testados gagirEsenca
de alelos nulos, abandono de alelos e erros devdesenca de picos stutter utilizando-
se o programa Microchecker v.2.2.0.3 (Van Oostdredwal., 2004), com correcao de
Bonferroni.

Para as analises intrapopulacionais deverdo sewladbs os indices de diversidade
genética com os programas Fstat v.2.9.3.2 (Gouaf#t)2e Arlequin v.3.11 (Excoffier
et al.,2010).

Para verificar eventos de gargalo populaciopatsado ou recente um teste de
ocorréncia de Bottleneck (efeito gargalo) devenarsalizado utilizando o software
Bottleneck v. 1.2.02 (Cornuet & Luikart, 1996).

Para determinar provavel estrutura populacionakedeser realizada uma analise de
cluster bayesiana a fim de se estimar o numeroogelacdes mais provaveis (K) a
partir dos dados dos genotipos dos microssateditdss locais de coleta utilizando o
software Structure v.2.3.2 (Pritchard et al., 2000).
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ApOs a alocagdo dos individuos em cada clustererdeser realizada a analise de
variancia molecular (AMOVA) utilizando-se o praga Arlequin v.3.11. Também

deverdo ser calculados os indices de diferencige@ética global entre as unidades de
populacdo (FST), e indices de RST (estruiragda populacdo), por meio dos
programas Genepop on the Web (http://wbiometin.edu.au/genepop) e Fstat
v.2.9.3.2 (Goudet 2001). Valores de P deverdo @esiderados significativos no nivel

de 0,01 (R0,01) e 0,05 (®0,05).

Os animais que nao forem recolhidos, mas tiverera amostra de tecido recolhida na
praia, terdo o sexo definido via PCR. Os primerseeem utilizados deverdo ser:
ZFX0582, ZFX0923 (Bérube & Palsboll 1996), PMSRYRichard et al., 1994) e
TtSRYR (Roselet al., 2003). Para a sexagem molecular das espécies dguaveao
possuem dimorfismo sexual externo devera ser usadene CHD (Fridolfsson e
Ellegren, 1999). As rea¢0es de PCR deverdao seeconhadas com: Tampéao 10x, 150
uM de dNTP, 1,5 u de Taq DNA polimerase (INVITROGEM) mM de MgCI2 e 0,3
uM de cada primer, com excecdo do reverse para o @RYdevera ser aplicado 0,06
uM. O volume final devera ser de a5 A amplificacdo devera ser realizada nas
seguintes condic¢des: 92°C por 30 seg., seguiddbdrck®s de 94°C por 30 seg, 51°C
por 45 seg e 72°C por 45 segundos. Os fragmentosrate ser separados em gel de
agarose 2,5%, corado com gel red. A corrida eletétita devera ser realizada a 120 V
por 2 horas. A visualizagdo das bandas deveréeaérada com o auxilio de luz UV e
estas deveréo ser fotografadas.

Analisesmicrobiolégicasdecetaceos

Os mamiferos aquaticos dependem de ecossisten@dvemipara sua sobrevivéncia e
manutencao do fragil equilibrio nas rela¢cdes comranjanismos que podem estar em
altas concentragbes nesses ambientes (ELLIS, 2P@MORE, 2008; AVALOS-
TELLEZ et al, 2010). O surgimento de doencas infecciosas emi&ge de neoplasias
nas ultimas décadas esta intimamente relacionddim@s antropogénicos (BOSSART
et al, 2007).

A degradacdo ambiental, incluindo a contandinaguimica e bioldégica, mudancas
climaticas, impactos da pesca, poluicdo sonoraadtego de embarcacfes, podem
comprometer a fungcdo imune de populacbes e dimiauioferta de alimentos,
aumentando o estresse e favorecendo a introducapatfgenos exoticos (VAN
BRESSEM et al, 2009). Essas doencas refletem a deterioracdo adde sdos
ecossistemas aquaticos e podem ter relevancia diteindireta sobre a saide humana
(BOSSART, 2007; BUREkt al, 2008).

Para as analises bacteriolégicas, os materiaisrate\veer remetidos refrigerados em

caixa isotérmica com meio de transporte adequad® qgeda analise (PAIVAL al,
2006), ao laboratério imediatamente apos rmitd das colheitas, para facilitar o
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isolamento do agente infeccioso. Para a deteccaweirde as amostras deverdo ser
mantidas em microtubos de polipropileno e congelaalo-20°C até o envio para o
laboratério. Em caso de observacdo de lesdo cesdict® de papilomavirus a verruga
deverd ser devidamente retirada e congelada dtégada ao laboratdrio.

Os exames sorolégicos de bactéria e viral devesd@entrifugados apos a colheita e
em seguida mantido congelados até o0 momento des@n@hra o exame soroldgico de
toxoplasmose devera ser utilizado o Teste de Aglgéio Modificado (MAT) utilizando
taquizoitas inativados pela formalina e 2-mercdpta#, conforme descrito por Dubey
e Desmonts (1987). Os exames fungicos para detededmnicoses superficiais,
subcutaneas, ou oportunistas deveréo ser realizdatiaando fragmentos da borda da
lesdo de pele e o swab nasal devera ser enviadonednde cultivo para a analise no
laboratdrio.

Os virus coronavirus e rotavirus deverao ser psados. A deteccdo do coronavirus
deverd ser realizada mediante as amostraaisfamwlhidas com swab estéril e
processadas utilizando uma reacdo de transcrig@rsa utilizando duas etapas de
amplificagdo. Para a detecgéo de rotavirus, desegratilizada a técnica de eletroforese
em gel de poliacrilamida (PAGE) descrita por Heyenal.(1982).

As amostras de sangue e swabs deverdo ser tesfadat® a presenca de agentes
infecciosos e parasitarios. Para a deteccdo depgmis anti-Toxoplasma gondii, devera
ser realizado o Teste de Aglutinacdo Modificado IMADUBEY; DESMONTS, 1987)
utilizando amostras de soro. A deteccdo de anticogmti-T. gondii devera ser feita
com o Teste de Aglutinacdo Modificada (MAT) devido fato deste exame nao
necessitar de conjugado especifico para a espeiciela O titulo de 1:20 devera ser
considerado indicativo para uma preévia infeccao pogondii (DUBEY et al, 2003).
Extracdo de DNA e caracterizacdo molecular:

Cryptosporidium spp.: A extracdo do DNA devera realizada diretamente das fezes
por meio de um kit comercial, sendo posteriormamnteazenado a -20°C até o uso nas
analises moleculares (PAZ e SILVA, 2007). As anasstleverdo ser submetidas ao
isolamento e amplificacdo do DNA do parasita asaglé técnica de NESTED-PCR
(XIAO et al, 2001).

Ao que concerne a pesquisa para Giardia spp., ast@® coletadas deverdo ser
submetidas a técnica de centrifugo-flutuacdo enucdol de sulfato de zinco
(APPELBEEet al, 2010). Todas as amostras positivas, decorremggatessamento
do material fecal, deverdo ser submetidas a coafi@im através da técnica de
imunofluorescéncia direta (MACHADO, 2006). Apés @stos de Giardia spp. serem
isolados por meio da técnica do gradiente de sseamstes deverdo ser lavados e
submetidos a extracdo de DNA. O DNA obtidevera ser submetido a PCR
padronizada para os iniciadores GGL405-433/GGRZ22-6 ABB97F/ABB220R
(PAULINO, 2005).
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A pesquisa de hemoparasitos (Rickettsia, Ehrlishi., Anaplasma spp., Hepatozoon
spp. € hemoparasitas do género Babesia, Theil&€ighauxzoon) devera ser realizada
por PCR utilizando sangue total (AGUIAB al, 2007; ALMEIDA et al, 2013;
LABRUNA et al, 2004).

A pesquisa do Complexo Mycobacterium tuberculoSi8IT) também devera ser feita
por PCR apés a realizacdo da cultura do swab tleioniespiratorio (WARRENEet al,
2006). Para os testes sorologicos de Brucella devasr utilizados soros conservados a
-80°C que deveréo ser testados em duas fasesis@ J€ screening com o teste rosa de
bengala (RB) e (2) a fase confirmatoria, onde diveser realizados os testes: (A) 2-
mercaptoetanol (2-ME) e (B) soroaglutinacédo leraAL). Também poderdo ser
realizadas analise moleculares dos animais positatoavés de PCR convencional
utilizando dois primers para alcancar maior sehddde (BAILY et al, 1992;
BRICKER et al, 2000; KEIDet al, 2007).

Para a pesquisa de morbilivirus (familia Paramyxda€) deverdo ser utilizados swabs
colhidos do orificio respiratério, preservados @lagos a 80°C negativos até o
processamento. Apos extracdo do RNA e RT-PCR,amhices para amplificacdo de
porcdes conservadas do genoma viral deverdo deadtis (BARRETet al, 1993;
BELLIERE et al, 2011). As amostras de secrecdo coletadas comvalsssestéreis
deverdo ser submetidas a protocolos de cultureobiabgica e, posteriormente, todos
0S microrganismos presentes na cultura deveradesdificados.

Também devera ser realizada a pesquisa de ageratissem pele e mucosas, tanto de
biopsia de areas aparentemente saudaveis quantdes6es. Deverdo ser realizados
PCR com alvo em fragmento de herpesvirus (VANDEVARTet al, 1996) e de
poxvirus (BRACHTet al, 2006).

Para o isolamento das leveduras deverdo ser cofgetadm o auxilio de swabs de
algodao estéreis, material clinico dos tratos ragpio (narina / espiraculo), digestoério
(cavidade oral e reto) e genital de mamiferos aopstos quais deverdo ser mantidos
em tubos estéreis com solugdo salina atgromessamento. As amostras clinicas
coletadas deverdo ser semeadas em placas dedteemao agar Sabouraud Dextrose
2%, acrescido de cloranfenicol (0,5 g/L). As pladaverdo ser incubadas a 25 °C,
durante um periodo de dez dias. As leveduras iaslaéverdo ser identificadas, por
meio da avaliagdo da micromorfologia e do perfdgpiimico, quanto a producdo de
urease e a capacidade de assimilar diferentessfatgecarboidrato e de nitrogénio
(BRILHANTE et al, 2010). Os isolados de Candida spp. deverdo $enetidos ao
teste de sensibilidade a antifingicos. O testerdeser realizado por meio do método
de Microdiluicdo em Caldo. As drogas testadaserBo ser a anfotericina B e os
derivados azélicos fluconazol e itraconazol (BRIUKFEE et al, 2012). Os isolados de
Candida spp. submetidos ao teste de sensibilichadiéro deverdo ser avaliados quanto
a producédo de fosfolipases, a qual devera seraaleafjor meio da semeadura em agar
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gema de ovo. A atividade de fosfolipase (Pz) deseraleterminada como a razéo entre
o diametro da coldnia e o diametro total (coloniaoha de precipitacdo) e deverdo ser
considerados positivos os isolados que apresentarani (VIEIRAet al, 2009). Para
avaliacdo do potencial patogénico das cepasCdndida spp., estas deverdo ser
repicadas em placas contendo agar BHI, acrescideademicina (45 mg/mL) e
incubadas a 35 oC, durante sete dias. Em segyida,acrescimento de uma camada
uniforme de colbnias de Candida spp., 30 a 40 @spécdeCaenorrhabditis elegans
deverdo ser adicionados a cada placa. Os animasameser diariamente classificados
COmo Vivos ou mortos, apdés serem gentilmente tacadm uma alca de platina. Nesta
etapa experimental, também devera ser realizad@@sigedo a cepas inativadas pelo
calor, como controle negativo de patogenicidadespRaos de pele e swabs de lesdes
suspeitas de infec¢ao fungica deveréo ser tambéatados.

Analisesdecontaminantes(objetivo6)

Os cetaceos geralmente ocupam altos niveis troffpossuem longevidade e massa
corpOrea robusta. Estas caracteristicas os @wnfer capacidade de acumular altas
concentracbes de contaminantes em seus tecidogde esfletir os processos de

bioconcentracdo de um determinado ecossistema @DAE 2003)

Apés recolhidas as amostras de tecidos, 0 matigialetaceos e quelbnios devera ser
enviado para um laboratério especializado em asatle contaminantes.

Para a determinacéo da concentracdo de merclalq#gT), as amostras frescas, cerca
de 0,4g de musculo, 0,2g de figado e 0,2g de raverdio ser atacadas a frio com 1mL
de H202. AplOs essa etapa deverad ser adicionado &enlsolugdo sulfonitrica
concentrada (H2SO4-HNO3) v/v, passando entdo aecaganto em Banho Maria a
60°C por 2 horas até a solubilizacdo completa dastten Os extratos deverdo ser
resfriados por quinze minutos, sendo adicionadol18mKMnO4 (5%). As amostras
deverdo retornar ao banho-maria (60°C) por quinkeutos, e entdo deverdo ser
resfriadas, repousando por uma noite. No dia segjoiextrato devera ser reduzido com
a adicdo de 1mL de cloridrato de hidroxilamina (H€B) 12%. O extrato final devera
ser avolumado com agua Milli-Q até 14mL. As leiturdeverdo ser realizadas em
Espectrofotdmetro de Absorcdo Atdémica com geradovapor frio (FIMS-400 Perkin
Elmer) (Malm et al., 1989; Bastoset al., 1998). A certificacdo do método de
determinacdo do HQT devera ser feita por nmi@omateriais certificados DOLT-5
(figado de Dogfish) e DORM-4 (musculo de Dogfisb)National Research Council do
Canada. Todas as amostras deverdo ser amaaligad duplicata com utilizacdo de
brancos analiticos em todas as baterias.

A determinacdo das concentracfes de elementos{ffac&u, Zn, Mn, Cd, As) devera
ser realizada através de Espectrometria de AbsoAi@mica com Atomizacao

Eletrotérmica (ETAAS), utilizando-se de um espeoefo equipado com corretor de
fundo por efeito Zeeman, da Analytik Jena. Parautala solugdo de nitrato de paladio
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(Pd(NO3)2) devera ser utilizada como modificadoingco e, consequentemente,
adicionada a cada solucdo a ser analisada. Estmadser preparada a partir de uma
solucdo padrdo de nitrato de paladio, modificadmaforno de grafite AAS (Merck
N0.B9366989 710). O controle de qualidade deverdefstuado através do uso de
materiais certificados de referéncia do USA Natiofrestitute of Standards and
Technology e do National Research Council do Canada

Para a determinagdo de compostos organocloradestragdes deverdo ser realizadas
com aparelhos de soxhlet com capacidade de 60 bdldes volumétricos de 125 mL
aguecidos individualmente por mantas aquecedorasisAura de solventes devera ser
hexano e diclorometano (1:1) (v/v). Devera seizatilo cerca de 8 g de musculo (peso
seco). Os padrdes internos PCB 103 e PCB 198 desgeréadicionados as amostras. O
volume final devera ser reduzido para prossegatapa de purificacdo com a adicao de
H2S04 (Santos-Netet al, 2014). O conteudo lipidico devera ser quantificgubr
gravimetria (Azevedo-Silva, 2005; Lailson-Brito, @) e as concentracdes finais
deverdo ser corrigidas a partir do uso da masdmides. Os pesticidas e as bifenilas
policloradas deverdo ser mensuradas em um crorafdge fase gasosa com detector
de captura de elétrons (GC/ECD) Agilent 7890. Qdyénio devera ser utilizado como
gas de arraste e o nitrogénio como gas auxiliakéma). O controle de qualidade
devera ser realizado através de analises regulaedrancos de procedimentos, bem
como através de injecdo randémica de padrbes edwae solventes.

Para a determinacédo de compostos organobromadestragdes deverdo ser realizadas
com aparelhos de soxhlet com capacidade de 60 bdldées volumétricos de 125 mL
aguecidos individualmente por mantas aquecedorasisfAura de solventes devera ser
hexano e diclorometano (1:1) (v/v). Devera seiaatilo cerca de 8 g de musculo (peso
seco). Os padrbes internos PBDE-181 e PBDE-86verdo ser adicionados as
amostras. O volume final devera ser reduzido peosspguir a etapa de purificacdo. O
método utilizado para purificacdo de amostras dewer o descrito e validado por
Covaci et al., (2002) e Voorspoel®t al., (2003). O conteudo lipidico devera ser
guantificado por gravimetria (Azevedo-Silva, 200bkailson-Brito, 2007) e as
concentracdes finais deverdo ser corrigidas arpaotiuso da massa de lipidios. Os
PBDEs e MeO-PBDEs deverdo ser mensurados em umatgrafo de fase gasosa
(GC) com espectrbmetro de massa (MS) Agilent 7&8)0GC operara no modo de
ionizacdo quimica negativa (ECNI). Devera seragdo o metano como gas de apoio
do detector e as temperaturas de fonte de ionslrup@o e interface deverdo ser
ajustadas para 230, 150 e 300°C, respectivamenid4S @evera ser utilizado no modo
de monitoramento seletivo de ions (SIM) com iorns ™79 e 81 (de tri- a hepta-BDES)
e 484,7/486,7 e 494,7/496,7 (para BDE 209 e 13C-BIDB, respectivamente)
monitorados durante toda a corrida. O controleuwddidpade devera ser realizado atraves
de analises regulares dos brancos de procedisjebem como através de injecdo
randémica de padroes e brancos de solventes.
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A metodologia de analise de HPAs devera ser adapeadtimizada a partir de
procedimento descrito pela Agéncia de Protecdo Anthli Norte-Americana (EPA,
Environmental Protection Agency) e em Barros (20RBsumidamente, aliquotas das
amostras liofilizadas deverdo ser pesadas e easr&ith Soxhlet com metanol, seguidas
pela reacdo de saponificacdo através da adicAmdxido de potassio. Posteriormente
deverd ser conduzida uma extracdo liquido-liqumo bexano, onde a amostra devera
ser transferida para um funil de separacéo, onderéeer adicionado hexano e através
de agitacdo manual o extrato de hexano separasgeothido em novo baldo. Tal
procedimento se repetird 3 vezes e todo o extetoedano recolhido devera ser entado
reduzido a cerca de 1 mL em evaporador rotativ@@ie. Os extratos deverdo ser
purificados através do clean up, realizado em esute vidro. Ao extrato reduzido em
Turbo vap devera ser adicionado o padrdo intera a quantificacdo dos compostos.
A identificagdo e quantificagdo dos HPAs deverarsatizada por cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometro de massadCA&gilent). Recursos materiais:
sistema de producédo de agua ultra pura da margpokéi) espectrometro de Absorcao
Atdmica com Atomizacéo Eletrotérmica (AAS ZEEnitO85, da marca Analytic Jena,
banho-maria, Espectrometro de Absorcdo Atdmica geracdo de vapor frio (modelo
FIMS 400, Perkin Elmer), sistemas de condensadaesplados a soxhlet,
rotoevaporador da marca Marconni, modelo MA;1€entrifuga modelo 5702, da
marca Eppendorf, um miniconcentrador/evaporadonitegénio um cromatégrafo de
fase gasosa acoplado a um espectrometro de maGsBERY, da marca Agilent
Technologies, modelo 5975 C e acoplagm injetor automatico da Agilent
Technologies, modelo G4513A; um cromatégraéo fdse gasosa com detector de
captura de elétrons (CG-ECD), da marca Agilent Mmeldgies, modelo 7890, com
fonte radioativa de 63Ni, acoplado ao injetmtomatico da Agilent Technologies,
modelo 7683B, além de reagentes (e.g.: hexanardioketano, acido sulfarico, acido
nitrico, cloridrato de hidroxilamina, entre outrogadrbes internos e padrao
cromatografico, materias certificados de referénici@as, vidraria (e.g: bequeres, tubo
de ensaio, proveta, pipetas volumétricas, baldomélrico, entre outros), tubos falcon,
micropipetas, funil de separacgéo, colunas gro$seeentre outros.

Além das metodologias descritas acima, deveragesdizadas coletas sanguineas de
cetaceos que encalharem vivos para a andlise dantoantes. As coletas deverao ser
realizadas em tubos contendo heparina e EDTA, spodteriormente encaminhados
para o laboratério. As amostras de soro HaeQ deverdo ser estudadas. A
quantificacdo de Mercurio (Hg) e Selénio (Se) dévesr obtida através do Método
Calorimétrico - Espectrometria de Absorcdo Atdmieara obtencdo da concentracao
sérica de Cobre (Cu), Zinco (Zn), Ferro (Fe), Cab@lo), Molibdénio (Mo) e Chumbo
(Pb) a técnica adotada devera ser a Espectronuriamissdo Atémica (ICP OES).
Quanto a determinacdo de Célcio (Ca), Fosforo NR)gnésio (Mg), Potassio (K) e
Cloro (Cl) devera ser feita pelo analisador autiwadb para testes bioquimicos e
imunoquimicos (Labmax® 240) seguindo as recomeratagigerida pelo fabricante.

Para deteccdo de metais pesados amostras de ahgige deverdo ser coletadas em
tubos contendo &cido nitrico ultrapuro em "36-vireitblock a aproximadamente 95°C.
Peréxido de nitrogénio ultrapuro 30% devera seesmantado em cada amostra de
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sangue para oxidacdo da matéria organica. A amdsteangue devera ser evaporada,
secada e dissolvida com agua deionizada até unmeolltbml de solugdo. A andlise
devera ser realizada através da técnica de espiectatria de emissao atbmica por
ICP-MS. Devera ser coletado 5 ml de sangue tothidmem frasco contendo EDTA.
O exame devera ser realizado no mesmo dia da cde@vés de um contador
automatico de células sanguineas, devera ser tamdaimada analise manual através
de esfregaco e contagem por camara de Neubauericidedla Atividade da
Acetilcolinesterase. Esse parametro deveraasaliado em amostras de sangue de
animais segundo o protocolo proposto por Wilsonendérson, 2007. As amostras
deverdo ser imediatamente congeladas em acidoonérencaminhadas ao laboratério.
O material devera ser pesado e homogeneizado catrogrezes o volume de tampéao
de homogeneizacéo (Tris HClI 50 mM, KCI 0,15M, pH)yutilizando homogeneizador
"Tissue tearor (Biospec Prod. INC.). O hommeado deverd ser centrifugado a
9.000xg por 30 minutos a 4°C. No sobrenadante deser analisada a atividade da
enzima acetilcolinesterase. Esta atividade devesa determinada pelo método
colorimétrico de Ellman et al., (1961) modificadarg um leitor de microplacas.

Se os resultados das andlises de contaminantesadete altas concentragdes de metais
pesados, 0s responsaveis deverdo entmar centato imediatamente com o

CMA/ICMBIo para avaliar a possibilidade de captdeaespécimes de cetaceos nativos,
nao ameacados de extingdo, para analise de pap8nsetnguineos e demais exames
gue forem pertinentes.

Nas aves marinhas deverdo ser analisados os rakaishtos-traco Hg, Fe, Cu, Zn,
Mn, Cd e As, de amostras de sangue e penas dasieaggdebilitadas encontradas nas
praias, capturadas a bordo das embarcacdes olhaasonde reproduzem). Das aves
mortas nas praias da regido deverao ser realizadagesmas analises de duas espéceis
costeiras, uma residente, o atobd-marro® [(eucogastg¢r e o migratorio T.
chlororhynchos Destas amostras deverdo ser realizadas and@egsenas, figado,
musculo, rim e o0ssos. Este material devera seretaty para posterior andlise. As
andlises das concentracdes destes elementeerdde ser realizadas no mesmo
laboratorio onde serdo realizadas as andlises dmismem agua, zooplancton,
invertebrados e peixes na regido, como parte deoaBedeste Termo de Referéncia.
Estes ultimos grupos da fauna incluem potenciasgs das aves e desta forma ao usar-
se 0 mesmo procedimento comparacdes entre 0s gsapxs possiveis, para um menor
entendimento da dindmica dos elementos contammaatesgido.

As amostras de material bioldégico das aves devsefi@reviamente secas em estufa
(45-60C) até peso seco constante e digeridas em acidcon{HNO3) ultrapuro
(Suprapur, Merck, Darmstadt, Alemanha) na propodgd g de peso seco de material
biolégico para 2 mL de &cido nitrico. As amostraveltdo ser entdo submetidas a
digestdo acida em tubos plasticos tipo Eppendorifldmente lacrados e mantidos em
estufa incubadora (45-8D) até sua completa digestdo. As amostras de materi
biologico digerido deverdo ser avolumadas a 1 mlm cagua tipo Milli-Q.
Imediatamente antes da analise da concentracaondtass, as amostras deverdo ser
diluidas, conforme a necessidade, utilizand@&gea tipo Milli-Q. As amostras de
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material bioldgico, preparadas conforme descritnac deverdo ser analisadas, em
triplicata, por espectrometria de absorcéao atomcalta resolucdo com forno de grafite
acoplado (HR-CS-AAS; ContrAA 700 Analytik Jena, Alanha). As concentracdes dos
metais no material biol6gico deverdo ser expressagig/g de peso umido (mg/kg de
peso Umido).

Para verificar a acuracia e exatiddo das andlidmsgrao ser realizados controles de
gualidade analiticos. Para tal, deverdo ser adalsd'brancos"”, onde todos os
procedimentos para a preparacado e analise dasramdstverdo ser realizados, porém
na auséncia da amostra. Além disso, deverdo $endéis solucdes padroes dos metais
analisados (SpecSplQuimLab Quimica & Metrologia, Jacarei, SP, Blazistreadas
ao "National Institute of Standards and Technolo@ST, Gaithersburg, MD, EUA),
para verificar a acuracia das medidas. Por suaarexatiddo dos resultados obtidos
devera ser avaliada utilizando-se os seguintesriaiatéle referéncia certificados para
andlise de metais tragcos: proteina de p&KRM-4 (National Research Council
Canada) e tecido de mexilhdo ERM-CE278 (Europedrr&sce Material). Amostras
destes materiais de referéncia certificados devse@idratadas e analisadas da mesma
forma que as amostras do material biolégico cotetadnforme descrito anteriormente.

Andlisesdeecologiatrofica(objetivo7)

Para a andlise dos is6topos estat€lse*N, deverao ser retiradas aliquotas de misculo
dos cetaceos e das suas presas preferenaacosta do Espirito Santo. Em aves
deverdo ser coletados musculos das aves mortgwaias e sangue das aves vivas. Ja
existem informacdes sobre os itens mais frequemdeslieta das principais espécies
ocorrentes na regido (Di Beneditbal.,2004, Di Benedittet al.,2009, Cremeet al.,
2012, Lopeset al., 2012, Girundi 2013, Pansaet al., 2010, Rodrigues, 2014). As
amostras coletadas deverdo ser congeladas e enpadaanalise em laboratério. Apds
a secagem a 60°C por 72 h, as amostras deverawmseradas até a obtencdo de um po
homogéneo. Cerca de 1,5 mg de amostra devera satlgpem capsula de estanho. A
determinacdo da composicdo isotopica dos elemedeera ser feita em um
espectrometro de massa DELTA V Thermo Fisher S@ient7 acoplado a um
analisador elementar para C e N (Flash HT Plus)ra&ées isotOpicas sao expressas
pela notacédo delta em partes por mil, de acorda 8% [(Ramostra/Rpadrao) — 1] x
1000, onde X é°C ou™N e R é a razdo correspondehte/**C ou™N/*N. As razdes
isotopicas do carbono e nitrogénio séo expressa®lagio ao padrao V-PDB (Vienna
Peedee Belemnite) e ao nitrogénio atmosférico,es@mmente. Deverdo ser usados
materiais certificados de referéncia em todas atisas. Devido a presenca de lipidio
ser variavel nos tecidos de animais e por apreseatares depreciados em 13C em
relacdo a todo o corpo (Peterson & Fry, 1987), deser calculado a relacdo C:N para
verificar o contetudo lipidico de cada amodtPast et al, 2007). Caso parte das
amostras apresente relacdo C:N maior do qued@¥era ser feita a normalizacédo
matematica dos resultados &E3C, segundo a equacad®Cnormalizado =5°C sem
tratamento - 3,32 + 0,99*C:N (Post et al., 2007).
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As analises estatisticas terdo enfoque bayesialiso(E2004), utilizando o pacote
SIAR (Stable Isotope Analysis in R) (Parnell al, 2010), no qual os modelos de
mistura permitem inferir a composicdo de dieta dimpde varias fontes potenciais de
alimento.

Estudosdeidade,crescimentoematuracdo(obggivo

A idade dos odontocetos € estimada a partir daagent dos grupos de camadas de
crescimento (GLGs, Growth Layer Groups), deposgada dentina e/ou cemento do
dente desses animais. Porém, no caso dashasn os dentes sdo extremamente
pequenos e por isso a oclusdo da cavidade pulpareomuito cedo na vida do
individuo, fazendo com que 10 as camadas de dealirdepositadas sejam cada vez
mais estreitas, dificultando a contagem destasdBfi05). Por isso, os exemplares que
apresentarem mais que trés GLGs na dentina, detardoa idade estimada a partir das
GLGs do cemento; cada GLG corresponde a um ano idke das toninhas. A
determinacao da idade devera ser realizada decacord o protocolo estabelecido por
PINEDO & HOHN (2000). Para isso, dois dentes deacadlividuo deverdo ser
colocados em cassetes histoldgicos, previamendfidados, e em seguida imersos em
um agente descalcificante comercial (RDO®) atérapteta descalcificacdo. Apds essa
etapa, deverdo ser realizados cortes longitudisaiguindo o plano antero-posterior,
com cerca de 25 micrometros em um microtatrodeslizamento acoplado a um
sistema de congelamento. Em seguida, os cortesmentes da porcao central do dente
deverdo ser colocados novamente em um cassetdéopistopara a coloragdo com
hematoxilina de Mayer por 15 minutos. Finalmerds, cortes corados deverdo ser
colocados em uma lamina contendo glicerina 100%entos com uma laminula e
selados com Entellan. As leituras deveréo serziaddis em microscopio optico por dois
leitores independentes sem acesso aos dados baddaips animais.

Para as analises reprodutivas, as gonadas dever&mlstadas, pesadas e medidas.
Posteriormente, deverao ser fixadas e mantidasoemafina 10% até o momento das
analises. Um fragmento da regido central do tdeticontendo 1 cm3 devera ser
emblocado em parafina de acordo com o protodefnido por Becak & Paulete
(1976). Em seguida, os blocos deveréo ser secosnam fatias de 6 micrometros em
um micrétomo rotativo. Por fim, as sec¢fes deves@io coradas com hematoxilina-
eosina para a confeccao das laminas permanentésitiukas deverdo ser realizadas em
microscopio optico com aumento de 100x. A maturdddvera ser avaliada com base
na presenca de espermatogbnias, espermatocit@smagjgles e espermatozoides nos
tubulos seminiferos. Além disso, o diametro do loilseminifero e do tecido intersticial
também deverdo ser avaliados para a determinacimulgidade sexual (Hohet al.,
1985). Os ovarios deverdo ser inspecionadderramente a fim de averiguar a
presenca de corpus luteo e/ou corpus alhicasfuturas essas que indicam a
maturidade sexual. Apés inspecao, deverdo serzaedals seccOfes de 3 mm para
visualizar o interior do ovario e certificar de godos os corpora e foliculos resultantes
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da ovulacéo foram registrados. A determinacdo dandade sexual devera ser baseada
em Perrin & Donovan (1984) onde as fémeas que p&ssantarem corpus lateo ou
albicans deverdo ser consideradas imaturasiaetm as fémeas com um ou mais
corpora luteo ou albicans em um ovario deverdc@asideradas maturas.

Interacdocomapesca(objetivo8):

Durante os quatro primeiros anos do projeto ospsadores trabalhardo diretamente
com as comunidades pesqueiras. Entrevistas e sedmaspescadores deverdo ser
realizadas e avaliados vestigios de aparato da pescanimais encontrados mortos.

Deverao ser escolhidos seis pontos de desembangueraunidades pesqueiras. Num
primeiro momento a equipe ira percorrer toda a deeastudo para conhecer o local e
contatar as associacdes e colonias de pesca apredeise e fazendo um levantamento
preliminar, com base nas informacgfes das colbniasseciacdes, do niumero atual de
pescadores e embarcacdes existentes em cada cadwinid

ApoOs a fase de levantamento preliminar iniciar-seagplicacdo de um questionario pre-
formulado Felix (2011) para os mestres das embdesagnde deverédo ser coletadas
informacdes acerca do perfil dos pescadores esl@ai que atuam, caracteristicas da
embarcacdo (dimensdes, tripulacdo e autonomiafatots e técnicas utilizadas, etc.

Embora o questionario seja elaborado de forma mipera tabulacdo e analise dos

dados, as entrevistas deverdo ser conduzidas me fioformal, através de um dialogo

entre os agentes de campo e 0s mestres das enilesrcapdendo este dialogo ser
interrompido e retomado em outro momento até qda toinformacdo necessaria seja
coletada. Estes didlogos poderdo ser gravados oudependendo da anuéncia do
entrevistado e as informacdes sé deverdo ser daduio estudo com a autorizacdo do
mesmo.

Nesta etapa quando autorizado, deverdo ser fotmgrsfos tipos de embarcacédo e
apetrechos de pesca utilizados.

Nesta primeira fase as entrevistas terdo como &scatividades de pesca em si, nao
sendo trabalhada diretamente a questdo das cgptunhsra este assunto possa surgir
de forma espontédnea durante a entrevista. As colades deverdo ser visitadas
regularmente.

Ao final pretende-se ter informacdes a respeitavdstamentos, ocorréncia de capturas
acidentais de cetaceos e das caracteristicas téfst@s pesqueiros (tipo de rede, malha,
etc.).

Os questionarios aplicados deverao ser agrupadaacatdo com as respostas obtidas,
evidenciando as convergéncias de informacdes sstuleversos temas abordados.

Apds 0s quatro primeiros anos de projeto deveréoestizados acompanhamentos para
se identificar possiveis mudancas a medio e longrogs.

Monitoramento de areas de desova de Tartarugasnhas (objetivo 10)
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A éarea de estudo reprodutivo de quelénios marirfh@mitoramento dos ninhos e das
fémeas) localiza-se nas praias do entorno da fazodDoce, 37 km a sul e 110 km a
norte. Esta € uma area de reproducdo com maioréocta de ninhos e por isso sua
relevancia para o equilibrio das popula¢bes daécesp alvo. Os individuos adultos
chegam na regido da foz do rio Doce para acasatangenesova entre setembro a
margo de cada ano.

No trecho sul esta localizada, a praia de Combaafjindo a Reserva Bioldgica de
Comboios e a Terra Indigena de Comboios. Ao nddeglizam-se as praias de
Povoacdo, Monsaras, Cacimbas, Ipiranga, IpiranguiRlontal do Ipiranga e Boca da
Barra Seca, Campo Grande. Barra Nova e Guriri.

A execucdo das atividades previstas nesta propogiatir dos objetivos estabelecidos,
devera ser baseada na metodologia padrdo do CEartrar, que possibilite os estudos
de avaliacdo de localizacdo dos ninhos, ifileatdo das espécies e avaliacdo do
sucesso reprodutivo, entre outros como meios peaadan 0 impacto deste evento,
incluindo estudos que avaliem a contaminacdo dosaés e alteracdes do habitat que
limitem ou impecam a reproducao destas espécies.

A &rea de abrangéncia do monitoramento noturnorde\aer as praias ao sul (37 km) e
ao norte (110 km) da foz do rio Doce ondwudess pretéritos de 30 anos ja sdo
realizados pelo Centro Tamar e a comparagdo camelgstorica possibilitara atraves
da analise de alguns parametros reprodutivos, hag&@ do possivel impacto do
desastre ambiental, sobre o comportamento repvaddés fémeas.

Este estudo ir4 requerer o monitoramento notursopdaias para flagrar as fémeas em
processo de desova. Quando encontradas, as féesadia ser marcadas com anilhas
metdlicas, ou, se ja existentes, devera ser radesto nUmero da marca. Outros dados
também deverdo ser coletados, conforme ficha pattr@entro Tamar, com adicionais
gue se julgar necessario.

As informacdes buscadas deverdo estabelecer odpedodeslocamento internidal,
retornos interanuais, locais de preferéncia pasawdes, com acompanhamento de longo
prazo das fémeas, entre outros, visando a obserdacfossiveis impactos. O flagrante
da fémea devera permitir a coleta de tecido e/@adgue para os estudos da analise de
contaminantes ou genéticos.

Todas as manhas, nos cerca de 147 km de praiaadeser monitorados 0s ninhos da
noite anterior, com o registo de sua localizacamgsdica por GPS, dados coletados em
planilha especifica. Quando necessario, o ninh@rdeser protegido por telas contra
predadores ou transferido para local mais seguwp €pemplo, quando houver muita

iluminacéo artificial que possa desorientar osofi#is, ou quando o ninho estiver muito
proximo da preamar). Todos os ninhos deverdo seegidos e monitorados até sua
eclosdo, a fim de garantir os dados reprodutivggsAo ninho eclodido, o0 mesmo

devera ser aberto e outros dados sao coletadosy aoespécie, numero de filhotes
nascidos, natimortos, ovos néo viaveis e data ldsaar, conforme protocolo do Centro

Tamar-ICMBio.

Além do monitoramento dos ninhos, a¢fes de gfiotedos ovos e filhotes contra
predadores e outras acfes antropicas (fotopoluigdeta dos ovos, degradacao da praia
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e destruicdo dos ninhos) sdo necessarias paracabteins dados reprodutivos, e assim
garantirem o nascimento dos filhotes e a contirdgdado ciclo de vida das tartarugas
marinhas.

A variacdo temporal e espacial dos ninhos e aMa tle eclosdo sédo informacoes
relevantes para a andlise de alteragcbes comportaisien fisioloégicas. Estes dados
deverdo ser comparados com a série historica @é@@Sde dados do TAMAR e com a
alteracéo das caracteristicas fisicas locais, ramabse integrada com outros estudos de
sedimentologia, qualidade da agua, entre outros.

Para uma melhor avaliacdo de possiveis mudancasomortamento das fémeas
relacionadas ao vazamento de rejeitos de mineg&amarco, sua distribuicdo e uso
da area (vertical e horizontal) além de identifiéegas de alimentacdo e areas de uso
internidal deCaretta caretta 20 transmissores de monitoramento satelital rideveer
instalados em fémeas desta espécie durante acestpcadutiva.

Os transmissores deverao ser instalados no inwipediodo reprodutivo em fémeas
flagradas durante o monitoramento noturno, visamdoompanhamento durante todo o
periodo de desovas. A instalacdo devera seguiotoqmio de fixacdo de transmissores
de satélite elaborado pelo projeto TAMAR. Dever&o stilizados marcadores que
possibilitam obtencdo de dados como tempo e prafadd do mergulho, associados
aos dados de posicionamento geogréfico.

Os dados deverdo ser coletados via sistema déesaéjos (ttp://argosinc.com A
plataforma Argos retransmite automaticamente assagsms que sao recebidas por
satélite para centros de processamento da Argesp@usua vez a disponibiliza através
de um site onde os dados séo exibidos em mapatagatu graficos. Os sinais obtidos,
apos filtragem deverdo ser analisados quantgstabdicdo em relacdo a area de
influéncia da pluma de rejeitos e ao longo das deraeeas de uso registradas no
estudo.As informacfes geradas por animais quéincem a transmitir sinais apos
deixarem a area reprodutiva deverdo ser utilizadaslescricdo de rotas migratérias
assim como para identificacdo de areas de alim@mtapg mesmo para avaliar o
comportamento de retorno para area reprodutivaegfogos subsequentes.

SaudeeeficiénciareprodutivadeTartarugasmargfbbjetivoll)

Este estudo devera abranger as trés espécieppitgue utilizam a regido afetada
como area reprodutiva ou de alimentacao, que sao:

Chelonia mydasa fase juvenil;
Caretta carettana fase adulta reprodutiva (fémeas), ovos e fihhoeonatos;
Dermochelys coriacena fase de ovo e filhotes neonatos.

O estudo deverd ser realizado na area de reprodieg@o carettae D. coriaceano
limite sul da Reserva bioldgica de Comboios em Reigéaté o limite norte da lagoa
Monsaras em Povoacdo, Linhares. O monitoramenterédesontemplar para fins de
comparacao, a amostragem em area de reproducoleatda Praia do Forte, BA.

A area de alimentacdo a ser considerada deverdairintiinimamente a zona de
amortecimento da APA Costa das Algas a partir daltoRio Piraqué-acu. Para fins de
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comparacao, o monitoramento devera contemplaridaetp banco dos Abrolhos, no
entorno da ilha de Coroa Vermelha, Nova Vicosa, BA.

O monitoramento da fase reprodutiva deve ser didnidongo de toda a temporada
reprodutiva para amostragem de ovos, filhotes ednmadultas e deve contemplar no
minimo 5 temporadas reprodutivas completasatgu quando persistir o efeito dos
rejeitos sobre o ambiente marinho. O monitoramelet&. mydas juvenis deve ser no
minimo a cada 4 meses (trimestral) para obtencaangestras com verificacdo de
sazonalidade e deve durar no minimo 5 anos owaigdg persistir o efeito dos rejeitos
de mineracao sobre o ambiente marinho.

O estudo deveré avaliar as seguintes questdes:

1- A presenca de contaminantes provenientes do flie rejeitos de mineracdo no
ambiente ou mobilizados pelo fluxo de rejeitos ngaaismo das tartarugas ju-
venis C. myda} e adultas €. carettg a ponto de afetar os parametros clinico-
laboratoriais de saude da populacéo a curto, neltingo prazo.

2- A transmissao vertical de contaminantes (dee&para ovos e filhotes) e@
carettae observar o efeito dos niveis de contaminantee spBucesso de eclo-
sédo dos ninhos durante as temporadas reprodutincaseto houver influéncia
dos rejeitos sobre o meio marinho. Em razdo daulifade de obtencédo de
amostras sanguineas [becoriaceg estimar o grau de contaminacgéo das fémeas
a partir dos niveis encontrados nos ovos e filhioées como a influéncia dos ni-
veis detectados sobe o sucesso de ecloséao.

3- Avaliar se o impacto sobre o meio afetou otiaafea abundancia da espécie, a
disponibilidade de alimento e o status nutriciad&C. mydaguvenis através de
parametros clinico-laboratoriais na area afetatlata, médio e longo prazo.

A avaliacdo deverd ser realizada através de meiosnamente invasivos, utilizando
amostras sanguineas, ovos e filhotes neonatos eivositimortos. Para a obtencdo dos
parametros clinicos, bioquimicos, hematologicogxicoldgicos de juvenis e adultos
devera ser examinado um n amostral minimo de 6Gtaasosanguineas por temporada
reprodutiva, distribuidas ao longo da temporadaindividuos diferentes. Deve-se
obrigatoriamente considerar todas as eventuaiptaes sem prejuizo para 0 N minimo
de 60 individuos diferentes. Para juvenis, deverdobtido um n amostral minimo de
15 individuos por trimestre, totalizando 60r pano. Deve-se obrigatoriamente
considerar todas as eventuais recapturas semzwgjafa o n minimo de 15 individuos
diferentes.

Para ovos e filhotes devera ser obtido um n mirdm@8 ovos e filhotes por ninho, que
podem ser avaliados individualmente ou em poddlimando 60 ninhos por temporada
para Caretta caretta e 45 para Dermochelys coriacea

Em adultos e juvenis os seguintes parametros degeracoletados:
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Exame clinico realizado por médico veterinério

Hemograma realizado “in loco”.

Perfil biogquimico plasmatico: glicose, colesteriglicerideos, proteinas
totais, albumina, globulinas, relacdo albumina-gloia, uréia, acido urico,
calcio, fos- foro, relacdo calcio-fosforo, ferroagmésio, sodio, potassio,
aspartato amino- transferase, alanina aminotraasderfosfatase alcalina,
creatinofosfoquinase.

Elementos traco ao nivel de partes por bilhdo: Mis,Cd, Mn, Fe, Cu,
Al, Se, Hg, Pb, zi, Cr, V, Es, Ti.

Poluentes organicos persistentes ao nivel despade bilhdo: Bifenilas

policlo- radas (PCBs) totais e especificogjrddarbonetos arométicos
policiclicos (HAPS) totais e especificos, pestisidaganoclorados (OCs)
totais e especifi- cos.

Em ovos e natimortos:

Elementos traco ao nivel de partes por bilhdo: Mis,Cd, Mn, Fe, Cu,
Al, Se, Hg, Pb, Zi, Cr, V, Es, Ti.

Poluentes organicos persistentes ao nivel despade bilhdo: Bifenilas

policlo- radas (PCBs) totais e especificogjrddarbonetos aroméaticos
policiclicos (HAPS) totais e especificos, pestisidaganoclorados (OCs)
totais e especificos.

30



Periodicidade e intervalos amostrais

Objetivo Area de atuacdo | Periodicidade| Duracéq Halbats
atingidos
Avaliar e monitorar a
distribuigdo, abundéancia e area
de vida de tartarugas, aves e
mamiferos marinhos em areas Umavezpor| 5 | Plataforma
potencialmente impactadas ao Do Parque ano continental
redor da foz do Rio Doce Nacional Marinho
(objetivo 1) dos Abrolhos até
a APA Costa das
Monitorar os encalhes de todog Al92s € REVIS de
. Santa Cruz
0S cetaceos, tartarugas e aves
marinhas nas praias do litoral Diria Continua Praias
do ES (objetivo 3 e fonte de arenosas
amostras para 0s objetivos 4 a |8)
Determinar e monitorar a
associacao de tartarugas, aves|e
mamlferos mgrlnhos COM MICrQ- o ,4ri0 do
habitats costeiros, bem como Piraqué-Act e | Semanal para| EtUArios
tendéncias de agregacao e Rio Doce, areas| censos visualg ¢ plataforma
deslocamento em areas _ costeiras . e mensal para continental
potencialmente impactadas ao ad]ac%rggs aoRig  drones
redor da foz do Rio Doce
(objetivo 2)
Identificagdo de micro-habitats | Areas costeiras Plataforma
com ROV (parte do ObjetIVO 2) adjacentes ao Rig Mensal 10 dias continental
Doce
ltatinas,
Conceicdo da
Barra, Guiriri,
Avaliar a interagdo dos E?r(r;a(;\“’;i' Estuarios e
. ucuquara, uari
peqyenos Cetaceos, C_Om a pesq %arra Seca, Pontal Mensal 10 dias praias
Povoacéo,
Regéncia, Barra
do Riacho e Santa
Cruz
Monitorar as areas de desova de o
Caretta, caretta e Dermochelys| 37 kmaosule | Diariamente | .
. . dor da foz do Rig 110 km ao n(_)rte de Setembro 3 210 dias Praias
coriacea ao redor do foz do Rio marc¢o de cada arenosas

Doce (objetivo 10).

Doce

ano
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Tipo de produto em relacédo ao impacto sobre a foRio Doce e adjacéncias.

Produtos gerais

1) Determinacdo dos efeitos cronicos do impacto d@stoe de minério
associados a foz do Rio Doce através das glesada distribuicdo e
abundancia dos organismos em relagéo as areasmpaistadas. Espera-
se, que os efeitos cronicos, se verificados, @$idt em diminuicdo
gradual da abundancia nas areas investigadasracaks no padrdao de
distribuicdo que impliguem em menor ocupacdo dgaresmos em areas
mais impactadas.

2) Possivel alteracdo do padrdo de ocupacdo dos hmatitats ao longo do
tempo associado aos impactos dos rejeitos de mjnérqual pode ser
verificado pela diminuicdo da ocupacdo de microthtdpréximos a foz
do rio Doce.

3) Variacdo nas concentracdes de contaminantes, prevas de patdgenos e
histopatologias associados a area de encalhe m@aisnas a foz do Rio
Doce ao longo do periodo de monitoramento e engdela distancia da
foz.

4) Estudo da diversidade genética dos cetaceos nas éstudadas sob
influéncia do impacto dos rejeitos de minério da &t Rio Doce para

identificar  diferenciacdo  populacional,  determinarparametros
demograficos e evolutivos dessas populacdes e onadds ao longo do
tempo.

Avaliacdes Desejadas/Produtos

. Numero de grupos, numero de individuos pompgruempo de uso,
comportamentos realizados, tipo de mare, estacamaloentre outros itens, que
caracterizara a ocorréncia e o uso do estuariagodDace, bem como da area
posterior a foz e areas adjacentes;

. Os animais continuam a usar o estuario do rio Dnesmo apés o
impacto da chegada da lama? Para alimentacdo? dédava? Com que
frequéncia? Em que época do ano?

. NUmero de cetaceos, queldnios e aves encontradassmmas praias do
ES durante o estudo, espécie, sexo, biometridjdacao, causanortis, etc;

. Serdo encontrados mais cetaceos, quelbnieves mortos apdés a
chegada da lama? Qual espécie sofrera mais?

. indices de diversidade (nucleotidica, haplotipinimero de alelos,
riqueza alélica, heterozigosidade observada, emdagaetc.), estruturacédo
genética (Fst, Rst, AMOVA, etc);

. Qual o numero de populacdes 8etalia guianensise Pontoporia
blainvillei? Qual o tamanho das populacbes de desovE@atetta caretta e
Dermochelys coriaceéa Qual o tamanho e a diversidade genética destas
populacdes? Populagcées menores sofreram mais otimpa

. Idade do individuo, idade de maturacdo, estagimdepivo e taxa de
fecundidade dos cetaceos encontrados mortos néss pias Espirito Santo,
durante o periodo de estudo;

. Os filhotes ou individuos mais jovens sofrerdo ntais o impacto? O
tempo de maturacéo ou fertilidade destes animed® sdetados?

. Patologias encontradas cetaceos encontrados muatograias do ES
durante o estudo;

. Alguma histopatologia serd encontrada com maiequéncia apos o
impacto? Estas poderdo estar relacionadas comta dwanimal?
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. Isétopos e estaveis e Taxas de micugmdeés (mercurio total),
elementos-traco, compostos organoclorados, congostganobromados e
HPAS;

. Respostas sobre o tipo de pesca desenvolwaoregido, aparato
utilizado, captura acidental, frequéncia, espéatada, etc
. O tecido dos cetaceos encontrados mortos no ESeapeetaxas maiores

destes componentes apdés o impacto? Qual a dikerenge as espeécies? E
guanto ao sexo e idade dos individuos? Como etk destes contaminantes
na cadeia trofica dos pequenos cetaceos? Se hestveturacdo genética entre
os individuos e forem detectadas populacdes iseladau de baixa diversidade
genética, como esta a taxa destes contaminantesPes
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