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APRESENTACAO

A utilizacdo de macroinvertebrados aquaticos, que incluem as comunidades
bentbnicas, para o diagndstico de qualidade de ecossistemas aquaticos
continentais remonta ao inicio do século XX. Desde entdo, muitos indices e
protocolos foram desenvolvidos para sua aplicacdo em programas de
biomonitoramento, especialmente para ecossistemas ribeirinhos de baixa ordem
e rasos (nascentes, coérregos, riachos), sendo atualmente a biota mais
empregada para este fim (Flotemersch et al., 2006). No entanto, os métodos
utilizados nestes protocolos ndo se aplicam aos ambientes mais profundos,
como 0s rios e reservatorios investigados na rede de monitoramento da
Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB).

A despeito de Thienemann ter empregado a comunidade bentbnica na tipologia
de lagos desde 1925 (Brinkhurst, 1974), protocolos para o biomonitoramento de
reservatorios e grandes rios ainda sdo escassos na literatura, podendo ser
citados Gerritsen et al. (1998), Gerritsen et al. (2000) e Flotemersch et al. (2006).
Os primeiros dois trabalhos, voltados para lagos e reservatorios, subsidiaram
muitas decisdes tomadas na padronizacdo dos métodos adotados neste
protocolo. Ja o trabalho de Flotemersch et al. (2006), desenvolvido para grandes
rios, realiza coletas marginais, utilizando os mesmos métodos aplicados em
riachos. Como os grandes rios do estado de Sao Paulo s&o em geral encaixados,
com margens profundas ou cobertas por bancos de vegetacéo (alagados), ndo
permitiiam o emprego destas técnicas. Assim, este documento procura
descrever os meétodos adotados pela CETESB na coleta e analise de
macroinvertebrados bentdnicos em estudos para o diagnostico da qualidade de
rios e reservatorios no estado de S&o Paulo. A principal alteracdo em relacdo a
versdo anterior, de 2019, é a revisdo das métricas empregadas no indice da
Comunidade Bentonica (ICB) e a ampliacédo das classes de qualidade, a partir
de estudo relatado em Kuhlmann (2022).

Os autores
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1 INTRODUCAO

Macroinvertebrados bentdnicos, ou simplesmente bentos, sdo 0s organismos
gue colonizam o substrato de fundo dos ambientes aquaticos selecionados em
rede de, no minimo, 0,20 mm (ou 200 pum) de abertura (Rosenberg; Resh, 1993).
Em ecossistemas dulciaquicolas englobam espécies de Insecta, Annelida
(principalmente Oligochaeta e Hirudinea), Nemertea, Crustacea (Decapoda,
Amphipoda e Isopoda), Mollusca (Bivalvia e Gastropoda), alguns Turbellaria,
Acarina e Bryozoa. Podem viver na agua de fundo (hiperbentos), sobre o
substrato (epifauna), se enterrar em sedimento mais fino (infauna) ou ocupar os
espacos entre os graos de areia (fauna intersticial). O termo macroinvertebrados
aguaticos € mais amplo e inclui aqueles associados as macrofitas (fitéfilos), ao
filme superficial (néuston) e os que nadam ativamente (nécton). Embora em
ambientes rasos e marginais, a separacdo entre estes grupos e a fauna
verdadeiramente bentbnica ndo seja possivel, em ambientes profundos, como
os abordados neste Protocolo, a biota coletada com pegadores tem habito de

vida exclusivamente bentbnico.

Esta biota € componente essencial para o funcionamento dos ecossistemas
aquaticos, atuando nos processos ecoldgicos de transferéncia de energia e de
ciclagem de nutrientes. Além disso, influenciam a movimentacdo de
contaminantes e nutrientes dos sedimentos por: 1) biorrevolvimento ou
bioturbacdo, alteracdo fisica e quimica dos sedimentos promovido pelas
populacdes que se enterram; 2) bioacumulacdo, em que a concentracao
corpOrea de determinada substancia tende a aumentar com o tempo de contato
do organismo a ela; 3) transferéncia tréfica ou biomagnificacdo, quando a
concentracdo aumenta com o nivel trofico; 4) biodegradacdo, quando ha
transformacao, apos ingestao, da substancia pelo bentos; e 5) migragcéo, quando
0 contaminante é transportado para outro sistema ou trecho do mesmo ambiente

como, por exemplo, na emergéncia de insetos cujas larvas sdo aquaticas.

As comunidades de macroinvertebrados bentbnicos retratam a diversidade
ecologica do meio aquatico por serem formadas por populacbes de habitat e
habitos alimentares variados. Esta biota responde especialmente bem aos

impactos de origem antrépica e tem sido utilizada como indicadora da qualidade
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ecolégica para toda a biota aquatica por viver em situacdo extrema. Por serem
sedentarias ou de motilidade reduzida e estarem associadas ao sedimento, suas
populacdes sdo as que invariavelmente sofrem as consequéncias deletérias das
atividades humanas do entorno. Além disso, o sedimento é o destino final de
grande parte da carga poluidora que adentra o ambiente aquatico e é na interface
entre a agua e o sedimento que os teores de oxigénio dissolvido podem,

rapidamente, atingir valores limitantes a vida.

Em funcdo das caracteristicas apontadas acima, os macroinvertebrados tém
sido usados na tipologia de lagos (Brinkhurst, 1974) e na avaliacdo biol6gica da
qualidade da agua, em projetos de diagnose e de monitoramento ambiental.
Nestes estudos, apesar das variaveis fisicas e quimicas apresentarem respostas
mais rapidas, a aplicacéo de dados das comunidades bioldgicas, contribuem por:
1) integrarem a acgdo de varias fontes de impacto sobre os ecossistemas
aguaticos, incluindo alteracdes fisicas, como a retirada da mata ciliar; 2)
integrarem a acao de varios contaminantes, situacdo comum tanto em descargas
industriais quanto domésticas, e que podem vir a exibir efeitos sinérgicos ou
antagonicos; 3) responderem a niveis de contaminantes ndo detectaveis pela
metodologia quimica; 4) responderem aos novos contaminantes, cuja
metodologia analitica ainda esta em desenvolvimento; 5) acusarem a ocorréncia
de despejos intermitentes, como € caracteristica da emissdo de efluentes
industriais e 6) serem medida direta da qualidade ecolégica do local, servindo

como indicador de metas de qualidade para a protecao da biodiversidade.

O uso formal destes organismos como indicadores da qualidade de
ecossistemas aquaticos comecgou no inicio do século XX, quando Kolkwitz e
Marsson introduziram espécies do grupo no Sistema Saprobiano (Cairns; Pratt,
1993). Desde entéo, varios indices foram desenvolvidos ao redor do mundo, com
o intuito de traduzir as respostas biol6gicas em nimeros que nao so possibilitam
o dimensionamento de impactos como sdo mais facilmente compreendidos pelos
gestores de recursos hidricos. Estes indices podem se basear no potencial
bioindicador dos diferentes grupos que compdem a biota (p. ex. os indices
bidticos), na estrutura da comunidade (p. ex. os indices de diversidade), ou ser
uma mistura destes (os indices multimétricos). E importante frisar que a maioria

dos indices bidticos existentes foi desenvolvida para riachos e ndo sao aplicaveis
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para rios de médio e grande porte e, muito menos, para reservatérios. O mau
uso destes indices pode resultar em diagnosticos errbneos e,
consequentemente, decisdes equivocadas, comprometendo a saude do meio

ambiente.

O monitoramento € um processo definido pela Resolu¢cdo do Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA) n° 357/05 (Brasil, 2005) como sendo de “medigéo
ou verificacdo de parametros de qualidade e quantidade de agua, que pode ser
continua ou periddica, utilizada para acompanhamento da condi¢do e controle
da qualidade do corpo d’agua”. No monitoramento ambiental, analises de
comunidades sdo utilizadas para avaliar a qualidade ambiental com vistas a
protecdo da biodiversidade, ou seja, a qualidade ecoldgica do corpo d’agua, uso
preconizado nesta Resolucdo para ambientes de Classes Especial, 1, 2 e 3. Este
mesmo instrumento legal sugere a aplicagdo de comunidades aquaticas,

“quando apropriado”, em seu artigo 8°, 3° paragrafo.

Além do monitoramento da qualidade das aguas e sedimentos de agua doce,
outras aplicagbes dos dados desta biota em meio ambiente incluem os estudos
de avaliacdo de impacto (Roque et al., 2014; Buss et al., 2015) e a avaliacéo de
risco ecoldégico. No primeiro caso, devem ser considerados em processos de
licenciamento ambiental que envolvam obras, em geral de grande porte, com
potencial de gerar impactos relevantes ou significativos sobre ecossistemas
aquaticos. Neste contexto, a comunidade de macroinvertebrados pode ser
inserida tanto na fase de diagnose ambiental quanto como instrumento para o
acompanhamento de possiveis impactos sobre os recursos hidricos envolvidos
(monitoramento). Algumas diferencas metodolégicas sobre o uso em
monitoramento devem ser consideradas na fase de diagnose. No levantamento
inicial espera-se um inventario dos componentes da biota, ou seja, a
amostragem deve ser exploratéria e buscar capturar exemplares de todas as
populacdes existentes no trecho em estudo, e a identificacéo taxonémica devera
atingir o nivel mais fino possivel para responder a questdes relativas a ocorréncia
de espécies pertencentes as listas (federal e/ou estadual) de espécies
ameacadas de extingdo, de espécies exaticas invasoras ou com potencial de
bioinvasdo e de espécies ou grupos endémicos. Para o monitoramento

ambiental de um empreendimento, podem ser elencadas, espécies ou grupos
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chave, espécies ou grupos indicadores, selecionados por sua sensibilidade
especifica aos impactos previstos. Na avaliacdo de risco ecologico (CETESB,
2022) em ecossistemas aquaticos, a comunidade de macroinvertebrados é um
importante receptor a ser considerado. Na fase de Formulag&o do Problema, o
levantamento faunistico para a caracterizagao da biota assemelha-se a diagnose
realizada no licenciamento ambiental, aliado a uma investigacéo bibliografica
sobre a relacdo dos componentes da comunidade com o estressor, que sera
usada na confeccdo do Modelo Conceitual de Risco Ecologico. Na fase de
Analise, os dados de macroinvertebrados benténicos obtidos em campo devem
seguir um desenho amostral que permita estimar o risco ao qual a biota esta

submetida e inferir a relacéo causal.

Além de sua aplicacdo em nivel de comunidade, que confere alta relevancia
ecolégica ao dado de macroinvertebrados aquaticos, a avaliacado da frequéncia
de deformidade em mento de larvas do género Chironomus (Diptera:
Chironomidae) pode ser util na diagnose de problemas de uma bacia. Estas
deformidades sé&o em geral consideradas de natureza teratogénica, ou seja, nao
sao transferidas para a geracdo seguinte, desaparecendo o efeito assim que o
agente causador for afastado (Bird; Schwartz; Joseph, 1995). Mas, segundo os
mesmos autores, algumas deformidades que mantém a simetria bilateral do
espécime e que sado observadas em culturas do género podem ser mutagénicas,
neste caso, passando para a prole. De qualquer maneira, parece nao haver
inviabilidade da populacéo, servindo como medida de efeitos subletais in situ. A
literatura tem associado essas anomalias a presenca de contaminantes quimicos
no ambiente, sendo apontados como causadores, PCBs, HPAs, metais pesados,
pesticidas e hormonios e podem indicar contribuicées desta natureza ao recurso

hidrico avaliado.

O emprego das comunidades de macroinvertebrados benténicos no diagnastico
da qualidade ambiental de recursos hidricos do estado de S&o Paulo pela
CETESB iniciou-se em sua formacéo, no inicio da década de 1970, com estudos
em ambientes criticos, como nos rios Atibaia (Johnscher-Fornasaro; Piva.; Chen,
1979; Imbimbo, 2006), Moji-Guacu (CETESB, 1980), Sorocaba (Piva, 1980),
Cubatdo (Johnscher-Fornasaro; Zagatto, 1987), Ribeira de Iguape (Henrique,

1998) e nos reservatorios Salto Grande-Americana (Rocha, 1972), Guarapiranga
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(Rocha, 1976) e Billings (Rocha, 1984; Kuhlmann et al., 1997; Kuhlmann; Truzzi;
Johnscher-Fornasaro , 1998). Somam-se a esses, estudos de desenvolvimento
metodoldgico para o estabelecimento deste protocolo. Em 2002, a comunidade
bentdnica foi inserida na rede de monitoramento da qualidade de sedimentos,
como componente, junto com outras linhas de evidéncia (p. ex. quimica e
ecotoxicoldgica), do diagnodstico baseado na triade de qualidade de sedimentos
(Chapman, 1990).
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2 PLANEJAMENTO AMOSTRAL

No planejamento amostral € primordial delinear adequadamente a questéo a ser
respondida. E a partir dela que se definirdo, por exemplo, os recursos hidricos a
serem amostrados, a posicao dos pontos de coleta, o tipo de amostragem a ser
realizada e quais variaveis fisicas e quimicas complementares devem ser
obtidas. E essencial que todas as variaveis que seréo relacionadas com os
dados de macroinvertebrados sejam obtidas concomitantemente nos mesmos

pontos de coleta, mesmo que em pegadas diferentes.

2.1 Locais ou pontos de coleta

Como variavel ecologica, destinada a avaliar a qualidade de um corpo d’agua
para a sustentacdo da biodiversidade aquatica, as amostragens das
comunidades bentonicas devem ser inseridas em redes de monitoramento, em
locais com tal proposito ou que estejam em processo de revisdo de seu
enguadramento legal para uma classe cujo uso contemple a preservacéao da vida

aguatica.

Entre os pontos de coleta estabelecidos, pode ser crucial a definicdo de um ou
mais locais referéncia, ou seja, ambientes com caracteristicas fisicas similares
aguele que sera diagnosticado, preferencialmente localizados na mesma bacia
hidrografica, mas que apresentem nenhuma ou minima interferéncia humana.
Em rios e reservatorios do estado de Sdo Paulo é muito improvavel trabalhar
com a primeira condi¢do. Na analise de risco ecoldgico, o local de referéncia
deve sofrer influéncias antropicas similares ao local sob investigacéo,

excetuando aquela decorrente do estressor de interesse.

Para a localizac&o inicial dos pontos de coleta podem ser utilizadas ferramentas
como cartas do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (p. ex. na
escala 1:50.000), imagens de satélite, do Google Earth e do Google Maps. Em
redes de monitoramento, é muito importante que o0s 6rgdos ambientais,
prefeituras e/ou comités de bacia possam opinar no momento de insercéo de um
ponto na bacia hidrografica de sua responsabilidade, ja que conhecem os
problemas da regido e estdo diretamente relacionados com a gestdo do

ambiente. De qualquer modo, é fundamental uma visita para o reconhecimento
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do local antes do trabalho de amostragem. Nesta vistoria, 0s técnicos de campo
definirdo se o local permitirda o uso de embarcacéo, qual tipo de embarcacéo a
ser empregada e o local de acesso para a embarcacéo no corpo d’agua (Fotos
la e 1b). Se ndo houver possibilidade de uso da embarcacgéo e ndo houver outro
tipo de apoio para a coleta, como um pier, o ponto devera ser deslocado. So
depois de definido um local apropriado pelos técnicos de campo € que se faz a
caracterizacdo do ponto de coleta, georreferenciamento e anotacdo de pontos
de referéncias, registros fotograficos, dados de uso e ocupacdo de solo, de
ocorréncia de fauna e do grau de preservacao da mata ciliar. Pode-se também
fazer um croqui do ponto, apontando as principais referéncias de localizacéao,

como estradas e ruas.

Fotos lae 1b - Acessos para embarcacéo: entre o ideal (a) e o possivel

(b)

Fontes: Monica Luisa Kuhlmann (2022) e Lucy Lina Ogura (2012), respectivamente
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2.2 Habitats

Nos ambientes aquaticos, as condic¢des fisicas, quimicas e bioldgicas variam ao
longo de seus eixos transversal e longitudinal, criando zonas ecoldgicas
(mesohabitats) nas quais diferentes popula¢ces bioldgicas estardo mais bem
adaptadas para se instalar. Consequentemente, as comunidades diferirdo nos
mesohabitats formados. Em reservatorios, comunidades bentbnicas distintas
sdo formadas nas regides litoral, sublitoral e profundal (gradiente transversal),
na zona de transicdo (bracos) e no corpo central (gradiente longitudinal), em
funcdo da profundidade, da acdo de ondas, da ocorréncia de macrofitas, da
variabilidade e tipo de substrato, da configuracdo quimica, da incidéncia de luz,
da estrutura térmica da massa d’agua, da flutuagao de nivel e da hidrodinamica.
Em rios, as comunidades das margens deposicional e erosional e do canal
distinguem-se principalmente em funcdo da hidrodinAmica que define, por
exemplo, o tipo de substrato e o estabelecimento da vegetacdo aquatica. Como,
em geral, os indices utilizados no diagndéstico ambiental sdo também sensiveis
a estas diferencas, decorrentes da zonacdo, € fundamental padronizar o
mesohabitat a ser monitorado, evitando-se com isso que a variabilidade natural

nao confunda o diagndstico.

Este Protocolo orienta a obtencdo de amostras nas regides sublitoral e
profundal para o monitoramento de reservatorios e margens deposicionais em

rios.

Em reservatorios, as comunidades da regido sublitoral, padronizada na faixa de
profundidade entre 3 e 6 metros, sao utilizadas ndo apenas por serem mais
diversas que as da regido profundal, mas também por melhor retratarem as
condicdes de qualidade da agua e do estado geral do ambiente para a
biodiversidade aquatica (Kuhlmann et al., 2005). Além disso, em funcdo da
profundidade em que se encontram, ndo sofrem a influéncia de ondas e da
heterogeneidade de habitats como as da regido litoral (Gerritsen et al., 1998).
Séo preferidos para a coleta trechos contiguos a areas que apresentem algum
grau de conservacdao das matas, de modo que o dado n&o responda
preponderantemente ao uso do solo imediatamente adjacente. A regido

profundal € aquela de maior profundidade do trecho em amostragem, onde se
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situa a antiga calha do rio. Suas comunidades, embora naturalmente menos
diversas, em resposta a homogeneidade do habitat, as condi¢cbes mais restritivas
de oxigenacao e a auséncia de luz, sdo Unicas para o diagnostico da qualidade
dos sedimentos finos, que se depositam e acumulam nessas regides mais
profundas e calmas do sistema e que carregam consigo 0S contaminantes
introduzidos por atividades antropicas na bacia. Como padrdo de medicdo e
monitoramento para avaliacdo da qualidade ecoldgica de reservatorios, em geral
é definido o trecho do seu corpo central, localizado a uma distancia suficiente
para evitar as interferéncias promovidas pelas operacbes da barragem. Para
tanto, adota-se, em geral, a distancia minima de 2 km da barragem.
Eventualmente é necessario um diagndstico na zona de transicdo ou em
reservatérios pouco profundos, em que a regido profundal pode receber luz
suficiente para que uma teia alimentar mais complexa, com elementos tanto da
cadeia de pasteio quanto de detritos, se instale. Para ajustar melhor o
diagnéstico aos padrbes naturais de zonacdo, este Protocolo distingue a
situacao de amostragem na regiao profundal de ambiente profundo (profundal
profunda), geralmente acima de 6 m, e de ambiente raso (profundal rasa).

Em rios, as coletas séo realizadas padronizadamente nas regifes de deposi¢cao
(margens deposicionais), onde assentam e se acumulam sedimentos finos e
matéria organica, de forma que os resultados se sirvam aos diagndsticos de
qualidade de aguas e de sedimentos, para a preservacdo da biodiversidade
aguatica. Shimizu e colaboradores (2002) e Watanabe (2007) observaram que a
fauna da margem deposicional é suficientemente sensivel para o
dimensionamento da qualidade ecoldgica de rios. As margens de deposi¢ao
localizam-se na face interna de curvas, em margem oposta a erosional (Foto 2,
Imagem 1), onde se formam bancos de areia como resultado da menor dinamica
da agua. O melhor local para a amostragem, no entanto, ndo € no banco de

areia, mas no trecho imediatamente a jusante destes.
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Foto 2 - Zonas erosional e deposicional do rio Jundiai

Margem ¢

erosional

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2017)

Imagem 1 - Trecho meéndrico do rio Aguapei, com margens
deposicionais (flechas brancas) e erosionais (flechas laranjas)

£

D'AGUADE

/

{ Qoogle Earth

Image © 2022 Maxar Technologies
B

Fonte: Google Earth (2022)
2.3 Periodo de amostragem

Variagbes sazonais influenciam a estrutura da comunidade e,

conseguentemente, a resposta dos indices que a descreve. No verédo chuvoso,
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0 aumento das vazbes ocasiona 0 arraste de parte da fauna em rios e em
reservatorios mais profundos, a distribuicao irregular de calor ao longo da coluna
d’agua pode promover o estabelecimento de termoclinas, que podem conduzir a
uma condicdo de hipdxia e até andxia nas aguas de fundo, sendo esperada
menor diversidade e riqueza em rios e nas regides profundas de reservatorios
neste periodo. Estas alterac6es naturais do ambiente influenciam os resultados
dos indices de forma similar a um impacto antropico negativo sobre a biota
bentbnica, confundindo o diagndstico. Consequentemente, este periodo deve
ser evitado para amostragem com fins de avaliagdo da qualidade ecoldgica do

ambiente.

O inverno seco € o periodo de coleta padronizado para o biomonitoramento
com macroinvertebrados bentonicos no estado de Sao Paulo, por ser associado
a menores vazdes e, portanto, a0 menor arrasto e ao aumento da concentragao
de poluentes, deixando a fauna mais vulneravel aos efeitos de efluentes e, sob
condi¢cBes naturais, ainda apresentar riqueza elevada (Kuhlmann et al., 2005).
Em reservatérios que estratificam é o periodo em que ocorre a circulacdo da
massa de a4gua (Coelho-Botelho et al., 2006), que também favorece a oferta de
oxigénio dissolvido as camadas mais profundas. Reservatérios com sedimento
muito rico em matéria organica, mesmo no inverno podem apresentar quadro de
hip6xia ou anoxia nas aguas da camada do fundo, em funcdo da elevada
demanda por oxigénio pelo metabolismo bacteriano para a decomposi¢cao da

matéria organica.

2.4 Frequéncia de amostragem

As analises de macroinvertebrados podem ser demoradas e um incremento na
frequéncia de coleta reduzira o alcance espacial do biomonitoramento. Uma vez
padronizado o periodo de coleta, espera-se que variacdes sazonais tenham
pouca ou nenhuma interferéncia sobre os dados. Desta forma, na rede de
monitoramento do estado de Sao Paulo preferiu-se aumentar o numero de locais
diagnosticados e manter apenas um periodo anual para a coleta das amostras

(inverno seco).
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2.5 Natureza do dado

Os dados podem ter natureza quantitativa, qualitativa ou semiquantitativa. No
primeiro caso, é possivel trabalhar com as densidades populacionais, no

segundo apenas com a riqueza e, no terceiro, com abundancias relativas.

Para o diagnostico de alteracdes na comunidade decorrentes de modificacdes
antropicas no meio ou em seu entorno, os dados de densidade sdo mais
sensiveis, respondendo a concentracdes subletais de poluentes que, em um
primeiro momento, ndo eliminam toda a populacdo, mas apenas 0s individuos
mais sensiveis ou debilitados. Esta resposta inicial ao agente estressor €
observada na queda da densidade e/ou da biomassa de organismos de alguns
grupos. Por outro lado, a amostragem qualitativa oferece uma andlise mais
rapida, permitindo o diagnéstico de um maior nimero de locais a um custo
inferior. A escolha do tipo de analise esta também fortemente relacionada com a
medida usada para o diagnostico. As métricas e indices propostos neste
Protocolo possibilitam o biomonitoramento com dados qualitativos, para uma
avaliacdo mais geral e rapida, semiguantitativos ou quantitativos, para o

aprofundamento do diagndstico, quando necessario.

Para o levantamento quantitativo, a tomada de réplicas é obrigatéria, diante da
natureza agregada das populacbes que compdem a comunidade de
macroinvertebrados. O numero ideal de réplicas depende do ambiente em
estudo, sendo menor para locais impactados, que ja tiveram parte da fauna
eliminada. Existem equacdes na literatura que permitem o calculo do nimero
adequado de réplicas por local a ser estudado (Elliott, 1977; Brandimarte et al.,
2004), porém muitas vezes este valor ndo é compativel com os objetivos do
monitoramento e com a capacidade do laboratério. Assim, adotou-se um numero

fixo e viavel de trés réplicas por habitat amostrado.
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3 METODOS DE AMOSTRAGEM

A obtencdo de amostras de sedimento para andlise das comunidades de
macroinvertebrados bentbnicos em ambientes profundos, como rios e
reservatérios, requer embarcacdo. Assim, na equipe que vai ao campo €
essencial que pelo menos um técnico tenha habilitagdo para pilotar o barco.
Mas, por questdo de seguranca, o ideal € que duas pessoas da equipe tenham
esta habilitacdo, para o caso do piloto precisar ser substituido, por exemplo, se

apresentar um mal-estar.

Os equipamentos necessarios para a coleta devem estar em condi¢cdes de uso
e é interessante relacionar todo o material (lista de checagem) para verificacao

antes da saida para o campo.

Fichas de coleta devem ser elaboradas de acordo com as requisi¢cdes do
projeto, definindo todas as amostras a serem coletadas e para quais variaveis
se destinam, j& que muitas necessitam de preservativos ou frascos

especialmente preparados.

Para a interpretacdo posterior dos dados sdo consideradas variaveis essenciais
a serem mensuradas, juntamente com as amostras de comunidades bentonicas:
profundidade da coluna d’agua no local de coleta, transparéncia da agua,
concentracdo de oxigénio da agua proxima ao fundo, granulometria, teor
de matéria organica e umidade do sedimento. A profundidade e a
transparéncia indicardo se a comunidade amostrada serd constituida por
membros das cadeias alimentares de detritos e de pasteio ou s6 de detritos, no
caso de ndo estar exposta a luz suficiente para que se desenvolvam organismos
produtores primarios. O oxigénio dissolvido é condicdo essencial para a vida
aerObia da qual fazem parte todos os membros da macrofauna benténica. A
granulometria determinara o tipo de populacdo que ocorrera no ambiente e a
matéria organica, a disponibilidade de alimento. O resultado de umidade aliado
ao da granulometria, indicam o grau de compactagcao do substrato. Substratos
finos em geral possuem alto teor de umidade (>85%), de forma que um
sedimento de granulometria fina com teor baixo de umidade, indica a ocorréncia

de torrbes, que podem limitar o estabelecimento de organismos tubicolas.
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Os trabalhos de campo que envolvam coleta de agua e sedimento devem iniciar
sempre com as amostragens para analises de variaveis da agua, para que

particulas suspensas com o revolvimento do fundo néo interfiram nos resultados.

Na coleta de sedimentos, as primeiras pegadas devem se destinar a analise da
comunidade bentbnica, uma vez que a perturbagcdo do fundo com as tomadas
repetidas de amostras para as demais variaveis pode afugentar ou afastar os
organismos mais ageis. Em rios, as coletas devem seguir a direcédo jusante —
montante, novamente para que nao se perturbe o ambiente subsequente a ser

coletado.

As réplicas sao retiradas segundo um intervalo espacial aleatdrio em relacao
a anterior. Para as amostragens mais proximas das margens (rios e sublitoral de
reservatérios) deve-se procurar preferencialmente locais que possuam a mata
ciliar mais preservada, de forma a evitar a interferéncia do uso do solo contiguo
na biota e se obter um retrato mais geral da qualidade do ambiente. No caso de
rios, estes locais devem contemplar também a ocorréncia dos sitios de
deposicdo (Imagem 2) e em reservatorios localizar-se preferencialmente em
baias distintas. Por outro lado, na regido profundal de reservatérios o barco deve
se deslocar ao longo do eixo longitudinal onde se dardo as paradas para a
obtencdo das réplicas. A extensdo do trecho percorrido (ou amostrado)
dependera da distancia em que as condi¢cdes acima serdo atendidas para a
obtencao das trés réplicas, nos habitats rasos e, na profundal, ndo mais do que
500 m (considerando cerca de 250 m de distancia entre as réplicas) (Imagem
3), mas sempre moldando-se aos objetivos da investigacao (Flotemersch et
al., 2011). O importante € que o trecho em investigacdo seja homogéneo em
termos de exposicdo, estando submetido aos mesmos estressores, sob
condi¢des similares de uso de solo e evitando-se a presenca de afluentes entre

as réplicas.
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Imagem 2 — Exemplo de distribuicdo dos locais de coleta de réplicas em

rio

Image © 2021 Maxar Technologies

Fonte: Google Earth (2021)

Imagem 3 — Exemplo de distribuicdo dos locais de coleta de réplicas em

sublitoral (em branco) e profundal (em amarelo) de reservatorios

Image © 2021 Maxar Technologies

Fonte: Google Earth (2021)

3.1 Equipamentos

Existem varios tipos de equipamentos para amostragem de sedimento para
analise de macroinvertebrados bentdnicos de rios e reservatérios. Todos

possuem alguma seletividade, sendo a escolha definida segundo o tipo de
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ambiente e o objetivo do trabalho. A escolha do equipamento mais adequado &
chave para a qualidade da amostragem. Existem varias publicacdes que podem
orientar esta decisdo (Klemm et al., 1990; Brandimarte et al., 2004; Kuhlmann;
Watanabe; Kobayashi, 2006; CETESB; CETESB; ANA, 2024).

3.1.1 Pegadores

Equipamentos com area de captura mensuravel que “abocanham” uma parcela
do sedimento. Construidos em metal, sdo pesados e o0 movimento de descida
pode formar ondas de choque com potencial de lavar a superficie do sedimento
e afugentar organismos mais ageis. Uma forma de prevenir a formacgdo destas
ondas € controlar a velocidade de descida do equipamento. O fechamento das
garras pode se dar pela soltura da trava no relaxamento da corda quando o
equipamento se assenta no substrato (p. ex. van Veen, Petersen e Ponar) ou
pelo langamento de um mensageiro (peso) (p. ex. Ekman-Birge). Suas garras
podem ser bloqueadas por pedras, galhos ou outros detritos, acarretando perda

de amostra.

a) Ponar (Foto 3)

Foto 3 - Pegador Ponar

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (200)
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Ambiente:
e rios profundos, litoral e sublitoral de reservatorios.

Caracteristicas:

e apresenta varios tamanhos; a versdo maior é pesada e necessita de
guincho atrelado a embarcacéo.

e ¢ considerado o melhor amostrador quantitativo em substrato duro para a
comunidade bentbnica pela United States - Environmental Protection
Agency (USEPA) (Klemm et al., 1990).

e placas laterais e telas previnem a perda de amostra no fechamento e
reduzem a formacé&o de ondas de choque, mas, em substrato mole, pode
haver perda de particulas finas por ondas de choque.

e possui pino de seguranga para o transporte.

e em terreno inclinado, como em muitas regides litoraneas e sublitoraneas
de reservatorios, pode haver dificuldade de desarme, ja que as placas que
prendem o pino podem ndo ficar alinhadas.

e 0 perfil vertical do sedimento ndo € mantido integro.

e em substrato grosso e duro (arenoso a cascalho).

e aversdo maior é mais indicada para ambientes pristinos e a menor para
locais poluidos.

e para amostragem quantitativa e qualitativa da comunidade bentbnica.

b) Petersen, van Veen e modificagdes (Fotos 4A e 4B)

Fotos 4 - Pegadores Petersen modificado (A) e van Veen (B)

<l

Fonté: Ménica Luisa Kuhimann (2003)

Ambiente:
¢ rios profundos, litoral e sublitoral de reservatorios.

Caracteristicas:
e apresentam varios tamanhos.
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e nao € adequado para uso em substrato mole, havendo perda de particulas
finas por ondas de choque e de organismos que se enterram mais
profundamente em versdes menores.

e em substrato grosso e duro (arenoso a cascalho).
e para ambientes limnicos sao indicadas as versées menores.
e para amostragem quantitativa e qualitativa da comunidade bentdnica.

c) Ekman-Birge e modificagdes (Fotos 5A e 5B)

E o amostrador mais usado em regides de fundo lodoso de ambientes Iénticos
(profundal). A versao modificada por Lenz (Foto 5B) permite a estratificacdo da
amostra, podendo ser aplicada em estudos sobre a distribuicdo vertical de
populacdes bentbnicas. Deve ser manipulado com cuidado pois as garras se

fecham violentamente, havendo registros de acidentes com amputacao.

Fotos 5 - Versdes do pegador Ekman-Birge: padréao (A) e modificado por
Lenz (B)

-~ N

-y — el
Fonte: Helena Mitiko Watanabe (2003) Fonte: Helena Mitiko Watanabe (2003)

Ambiente:
e regido profundal de reservatorios.

Caracteristicas:
e ¢ leve e de facil operacao.
e menor formacdo de ondas de choque pela existéncia de placas que se
abrem no topo.
e a amostra é obtida quase integra, permitindo subamostragem.
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e € muito leve para ser usado em substrato duro ou sob correnteza
moderada ou forte.
e ¢ possivel haver perda de material fino na subida do amostrador.

e em substrato fino e mole (arenoso fino a argiloso).

e para amostragem quantitativa e qualitativa da comunidade benténica.

e a modificacdo de Lenz permite estratificacdo e estudos ao longo do perfil
vertical do sedimento.

3.1.2 Substrato artificial

Amostradores que imitam um substrato de colonizacdo (Foto 6). Podem ser
totalmente construidos com material inorganico ou preenchidos com material
organico, que diminui o tempo de espera para a colonizacdo. Embora
possibilitem uma amostragem padronizada e nao destrutiva do local, exigem
duas viagens a campo (instalacdo e retirada). Além disso, o tempo de
colonizacdo dos organismos é espacial e temporalmente variavel. Por isso, €
necessario um estudo prévio para o estabelecimento do tempo de colonizagéo
dos organismos para cada ambiente em que o equipamento for empregado. E

também frequente a perda de amostras por vandalismo ou inundacdes no local.

O substrato do tipo cesto preenchido com pedra de brita (Foto 6) foi
desenvolvido e testado pela CETESB (Henrique-Marcelino et al., 1992;
Kuhlmann et al., 1993; Kuhlmann, 2000; Imbimbo, 2001; Kuhlmann; Imbimbo;
Watanabe, 2003), mas teve seu uso descartado para a rede de monitoramento
pela demanda logistica, uma vez que necessita de duas viagens a campo, e pelo
risco de perda da informagdo. Mesmo assim, mostrou-se uma ferramenta
sensivel a deterioracdo do ambiente (Imbimbo, 2001) e interessante para o
monitoramento de locais protegidos e préximos, como no monitoramento de
recursos hidricos dentro de empresas ou de unidades de conservagédo. No rio
Tieté, o tempo de colonizacdo necessario para se observar estabilidade nas
medidas de estrutura da comunidade variou de 7 (verdo) a 14 (inverno) dias
(Kuhlmann, 2000).
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Foto 6 — Substrato artificial do tipo cesto com pedra de brita

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2022)

Ambiente:

rios e margens de reservatorios.

Caracteristicas:

Usos:

3.1.3

padroniza o substrato de coleta.

permite amostragem em locais duros demais para uso de outros
amostradores.

a amostra é de facil processamento analitico.

0 equipamento € barato, de facil construcao e operacao.

na coleta, deve-se minimizar perdas de organismos com a lavagem pelo
filme de tenséo superficial.

somente reflete as condic6es do ambiente no periodo de colonizacao.

€ seletivo para alguns organismos, ndo amostrando adequadamente
aqueles com hébito de se enterrar (oligoguetos) e favorecendo a coleta
de insetos. Consequentemente, ndo retrata a estrutura da comunidade
bentdnica do local de amostragem.

em substrato grosso e duro (arenoso a rochoso).

para ensaios de comunidades bentbnicas.

para amostragem semi-quantitativa e qualitativa da comunidade
bentbnica.

Corer

Também conhecidos como core sampler, amostrador em tubo ou testemunho,

sédo coletores cilindricos, de cerca de 10 cm de diametro, que permitem

amostragem de um perfil integro e profundo dos sedimentos (Foto 7). A verséo

mais simples, para uso em ambientes rasos, € construida em tubo de PVC com
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um dos lados serrilhado e funciona manualmente, enquanto as mais elaboradas,
para uso em ambientes mais profundos, exigem um mecanismo de fechamento
por cordas ou mensageiros. Podem ser constituidos por um unico tubo ou por
até quatro (multiplo). Este ultimo, segundo Milbrink e Wiederholm (1973) é quase
tdo eficiente quanto a Ekman-Birge padrdo na amostragem de larvas de
Chironomidae em substrato lodoso. Para Zilli e colaboradores (2008), € o melhor
equipamento para coleta de macroinvertebrados em solos inundados de areas
Umidas temporarias. Também s&o considerados os mais adequados para
estudos sobre a distribuicdo vertical de organismos que se enterram no
substrato, mas o pequeno diametro de abertura ndo permitird uma amostragem

eficiente de organismos de maior tamanho, como moluscos e crustaceos.

Foto 7 - Corer

Fonte: Ménica Luisa Kuhimann (2002)

Ambiente:
e rios e reservatorios. Os modelos manuais tém uso restrito a ambientes
rasos.

Caracteristicas:

e amostragem guantitativa e qualitativa.

e amostra integra, permitindo estratificacdo e estudos ao longo do perfil
vertical do sedimento.

e perturbacdo minima da interface sedimento agua.

e amostrador adequado para organismos que se enterram profundamente
em sedimento mole.

e 0 pequeno tamanho amostral permite maior numero de replicatas a serem
analisadas em curto periodo.

e existem varios modelos (por ex.. fechamento por gravidade ou
mensageiro) e diametros disponiveis.

e pode apresentar valvulas de funcionamento automatico que previnem a
perda da amostra.

e aqueles que operam por gravidade podem apresentar problemas de
funcionamento e ocasionar perda da amostra.
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e area de amostragem limitada, requerendo repeticio da operacdo e
retirada de tubos.

e nao permite precisdo na estimativa da biomassa bentonica.

e 0 modelo multiplo € mais indicado para andlise de comunidades
bentbnicas.

e é necessario cuidado no manuseio para evitar perda de sedimento.

e 0 didmetro do tubo do amostrador pode restringir o tamanho dos
organismos coletados, como crustaceos, bivalves e gastropodas de
maiores dimensoes.

Usos:
e em substrato fino e compacto.

3.2 Coleta, armazenamento e transporte

Amostras obtidas com pegadores ou testemunhos, que cheguem a superficie
vazando ou transbordando de sedimentos, devem ser descartadas, jA que a
perda de material € evidente. Considerando que a maior parte dos organismos
se concentra nos 10 cm superiores do sedimento, para uma amostra adequada
0 equipamento devera estar preenchido com cerca de 2/3 a 3/4 de material. A
agua gque recobre o sedimento pode ou ndo ser coletada, dependendo do
objetivo da amostragem. Se a analise for considerar a epifauna ela devera ser
coletada, se for uma andlise da infauna, como em alguns estudos de qualidade
de sedimentos, essa agua deverd ser sifonada e descartada. Nas amostragens
da rede de monitoramento do estado de S&do Paulo a epifauna é considerada.
Amostras obtidas com pegadores, testemunhador ou substrato artificial podem
ser acondicionadas diretamente em sacos plasticos resistentes (Foto 8).
Sugere-se 0 uso de sacos duplos (sobrepostos), ja que o proprio pegador, de

metal, pode furar o saco interno.
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Foto 8 - Coleta de amostra de sedimento para analise de comunidade
bentdnica

Fonte: Venicio Pedro Ribeiro (2023)

A fixacdo da amostra previne a continuidade de processos interativos entre os
organismos, como a predacéo, e a decomposicdo do material, que modificariam
o0 resultado. Portanto, deve ser realizada em campo, com o0 uso de preservativo
quimico (formalina ou alcool), ou na impossibilidade desses a preservacao por
resfriamento. Para o formol neutralizado (com borax ou bicarbonato de sédio) o
volume a ser usado deve ser tal que a concentracao final na amostra atinja de 4
e 10%. Ou seja, cerca de 100 mL para cada litro de amostra. Se possivel os
volumes necessarios para preservar cada amostra podem ser enviados ja
medidos (Foto 9). Na possibilidade de lavagem em campo, a amostra pode ser
fixada diretamente com alcool 70 °GL apés o acondicionamento do material

lavado em sacos ou potes.

Foto 9 - Fixacdo da amostra em campo com formalina neutralizada

Fonte: Claudio Santos Sorc (2022)
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Os sacos, quando usados duplos, devem ser fechados separadamente, com fita

adesiva grossa (Fotos 10A e 10B).

Fotos 10 - Fechamento dos sacos com amostra de sedimento para analise
da comunidade

Saco interno (A Saco externo (B

g
L i

Fonte: Claudio Santos Sorc (2022)

No transporte deve-se evitar a colocacéo de materiais pesados e/ou pontiagudos
sobre os sacos e o transbordamento dos potes, caso as amostras tenham sido
assim acondicionadas (Foto 11). E, havendo coleta para outras variaveis,
principalmente de medidas de efeitos tdxicos ou mutagénicos, as amostras de
bentos ndo devem ser armazenadas juntas, assim como O manuseio da
formalina no barco deve ser cuidadoso de forma a evitar a contaminagédo das

outras amostras.




Foto 11 - Acondicionamento das amostras para transporte
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4 METODOS DE ANALISE

As amostras de sedimento coletadas em campo devem ser preparadas antes de
se iniciar a analise propriamente dita, uma vez que particulas finas de sedimento
dificultam e até impossibilitam a recuperag¢do dos organismos que compdem a

comunidade.

4.1 Preparo da amostra

A lavagem da amostra pode ser realizada em campo ou em laboratorio, de
acordo com a melhor logistica de trabalho de campo, a ser definida no final do
planejamento. Por exemplo, quando as amostras forem de locais muito distantes
do laboratério e/ou muito numerosas, a lavagem em campo facilitara o

transporte.

ApOGs a coleta, as amostras de sedimento devem ser lavadas com agua de
torneira em rede com malha de selecdo previamente escolhida segundo os
objetivos do projeto. Este procedimento reduz o volume da amostra ao eliminar
particulas organicas e inorganicas finas, o que também facilita a visualizac&o dos
organismos. Para biomonitoramento sdo geralmente empregadas aberturas de
malha de 0,5 — 0,6 mm, enquanto malhas mais finas (p. ex. 0,25 mm) encaixam-
se melhor as metas do levantamento faunistico. A CETESB padroniza em seu

programa de biomonitoramento a malha de 0,5 mm (500 pm).

Em campo ou laboratério a lavagem deve ser realizada preferencialmente em
pia, com agua corrente, e os cuidados devem centrar-se em evitar a perda de
parte do material amostrado pelas bordas da rede, tanto na transposi¢cao do
material do saco para a rede quanto por transbordamento, e a quebra dos
organismos, que compromete sua identificacdo. Para tanto, a rede deve estar
apoiada e ndo se deve inserir material até sua boca. Redes na forma de sacos
sdo mais eficientes e previnem melhor o transbordo que peneiras rigidas (Fotos
12A e 12B) e o uso de baixa velocidade de fluxo da agua corrente ou
chuveirinhos evitam danos aos organismos. Na confeccdo dos sacos é
importante evitar dobras e costuras internas, onde 0s organismos possam se

prender Oou enroscar.
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Fotos 12 - Material para lavagem de amostras de macroinvertebrados

Peneiras (A Malha em forma de saco (B)

Fonte: Mdnica Luisa Kuhlmann (2022)

O sedimento coletado deve ser transferido cuidadosamente para a rede de
lavagem para que ndo haja perda de material (Foto 13A). A areia fina quando
presente na amostra pode entupir a trama da rede, tornando a lavagem mais
demorada. Além disso, a areia danifica muito os organismos por fric¢éo,
dificultando o trabalho posterior de identificacdo. Elimina-se mais facilmente a
areia fina da amostra, sem danificar tanto os organismos, mergulhando a rede
de lavagem em balde com agua e passando a mao gentilmente na superficie
externa desta para desobstruir a malha (Foto 13B), tomando-se o cuidado para
nao deixar extravasar o material pela boca da rede. A lavagem termina quando
a agua de saida da rede estiver transparente. Mas, eventualmente a amostra
pode conter muitos torrbes de terra ou argila, retardando o fim da lavagem.
Nestes casos, ndo é necessario desfazé-los totalmente, podendo-se elimina-los

por flutuacdo, antes da anélise.

Folhas e galhos podem ser subtraidos da amostra lavando-os com cuidado na
rede. Atencao para recuperar organismos fixos (ex. Bryozoa) ou que colonizem
o interior oco dos troncos (ex. Trichoptera e Chironomidae) (Foto 13C).

Apds a lavagem, o preservativo pode continuar a ser o formol 4-10% mas, por
uma questédo de saude do analista, é preferencial troca-lo pelo alcool 70 °GL, em
volume tal que o volume de amostra ndo ultrapasse 1/3 (um terco) do volume

total entre amostra e preservativo, principalmente quando houver muito material
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organico. Amostras que resultem em mais de um pote devem ter em suas

etiquetas a anotacdo do numero de potes (p. ex. 1/3, 2/3 e 3/3).

O uso de um corante (Rosa de Bengala ou Floxina B) otimiza a etapa de triagem,
que consome a maior parte do tempo da analise de comunidade benténica, mas
pode dificultar a identificagédo de alguns organismos (Foto 13D). Segundo Mason
e Yevich (1967) o uso de corante pode economizar até 50% do tempo da triagem
e boa parte da cor, que atrapalha a identificacdo, pode ser retirada do espécime
se este for mergulhado em etanol 95%. Os mesmos autores relatam que o
corante Rosa de Bengala, além de apresentar coloracdo mais intensa, tinge mais
rapidamente (em 24 horas) que a Floxina B (48 horas). Aproximadamente 10 mL
de Rosa de Bengala sdo adicionados ao frasco com a amostra apés lavagem,

podendo aumentar este volume em amostras com muita matéria organica.

Fotos 13 - Etapas de preparacdo de amostras de bentos (continua)

Tran§bordo da amostra (A)

L\

Remocado de areia fina (B)
! r._ x
b I N
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Fotos 13 - Etapas de preparacao de amostras de bentos (conclusio)

Lavagem de folhas (C) Amostra lavada e corada (D)
=

Fonte: Ménica Luisa Kuhimann (2022)

Amostras com muito material inorganico grosseiro (cascalho e areia) (Foto 14)
ou com muitos torrbes de argila podem ser flutuadas em solucéo supersaturada
de sal de cozinha para diminuicdo de volume e, consequentemente, do tempo

de triagem.

Foto 14 - Amostrainicial, com grande volume de areia

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2022)

O procedimento de flutuac&o inicia-se com a preparacdo da solucdo salina
saturada. Para tanto, mistura-se um volume de sal de cozinha em agua de
torneira (Foto 15A) suficiente para que surja precipitado no fundo do recipiente
de mistura (Foto 15B).
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Fotos 15 - Preparo da solucao salina

Preparo da solugédo salina supersaturada Precipitado de sal (B)

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2022)

A seguir retira-se o liquido da amostra (Foto 16A), transferindo-a para recipiente
onde sera realizado o procedimento (Foto 16B). Jogar a solucdo na amostra
(Foto 16C), revolvendo-a gentilmente (Foto 16D) para que 0s organismos sejam
expostos a solucdo. A seguir o sobrenadante é retido na rede (Foto 16E) e
lavado em agua corrente para remocédo do sal (Foto 16F). Cuidado para nao
manter por muito tempo 0s organismos em contato com a solucéo salina, que
pode provocar murchamento e dificultar a identificacdo. O procedimento deve
ser repetido por pelo menos trés vezes, reutilizando-se a solugéo retida no
béquer, ou até que ndo se verifiquem perdas. Por Ultimo pode-se realizar uma
lavagem da amostra com agua de torneira. O material flutuado, retido na rede,
deve ser armazenado com alcool 70° GL (Foto 16G) e encaminhado para a
triagem (Foto 16H). O material inorgénico deve ser triado a olho nu (Foto 16I)
para verificacdo de perdas, principalmente de moluscos e tricopteros, dotados
de conchas e abrigos, respectivamente, que tendem a funcionar como lastro e
manter esses organismos em meio a areia que sera descartada. Essa
visualizacao sera facilitada se a amostra tiver sido previamente corada. No caso
de amostras com torrdes, apos a flutuagéo, retornar o material para a rede e
desmancha-los gentilmente com as maos, triando o material restante em busca

de organismos cavadores.
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Fotos 16 - Procedimento de flutuagéo

Remocéo do liquido da Amostra no recipiente (B) Solucdo na amostra (C)
amostra (A\)
1'M = L ]

Revolvimento da amostra (D)  Retenc¢éo do sobrenadante Lavagem em &agua corrente
em rede (E) do material rgting/(F

n
Triagem a olho nu do
residuo (I

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2022)
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4.2 Andlise da amostra

A analise da amostra propriamente dita é realizada em duas etapas que podem
ou ndo ser concomitantes: a triagem, que consiste na separagao dos
macroinvertebrados aquaticos dos detritos vegetais e das particulas inorganicas
dos sedimentos e a identificacdo e/ou contagem (para amostras quantitativas)

dos taxons.

4.2.1 Triagem

A triagem consiste na separacao dos macroinvertebrados dos detritos vegetais
e das particulas inorganicas da amostra. Pode ser realizada integralmente a olho
nu, em bandeja de fundo branco, de fundo quadriculado ou n&do, com ou sem
base iluminadora; parcialmente a olho nu, para separacdo do material mais
grosseiro, aliada a uma inspecdo mais fina em busca de individuos de menor
tamanho, sob lupa (microscopio estereoscopico); ou integralmente sob lupa.
Dependerd do objetivo do estudo, da malha de selecdo empregada e das

caracteristicas da amostra.

Colheres e pingcas de ponta grossa e fina (por exemplo, pin¢ca de relojoeiro,
nameros dois e trés) sdo utilizadas como ferramentas de manipulacdo da
amostra. Alguns profissionais também se utilizam de pincéis, principalmente
para a captura de organismos frageis, como pequenos moluscos e

microcrustaceos.

Para amostras coradas € necessario realizar uma lavagem prévia antes do inicio
da triagem para a retirada do excesso de corante e assim efetivar o contraste

entre os individuos corados e o material (organico e vegetal) ndo corado.

Sob a lupa, a amostra é examinada aos poucos, em pequenas subamostras
homogeneamente distribuidas em placas de Petri, para garantir a leitura de toda
a amostra. As placas de Petri podem ser em material plastico descartavel e ter
seu fundo quadriculado em campos de, por exemplo, 1 cm? (Foto 17). Os
campos sdo passados um a um, na direcdo que o analista assim padronizar. Mas
ha outros métodos que atingem o mesmo objetivo, como o uso de um afunilador

de amostra.
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Foto 17 - Placa de Petri descartavel de fundo quadriculado para triagem

Fonte: Mdnica Luisa Kuhlmann (2022)

4.2.2 Identificacdo e contagem

A macrofauna benténica em rios e reservatorios compde-se essencialmente de
Nemertea, Turbellaria, Mollusca (Bivalvia e Gastropoda), Annelida (Oligochaeta
e Hirudinea), Bryozoa, Crustacea (Decapoda e Amphipoda), Acarina e Insecta
(principalmente Diptera, mas com algumas familias de Odonata, Ephemeroptera,
Trichoptera, Plecoptera, Coleoptera e Lepidoptera). Outros grupos e muitas
familias de macroinvertebrados restringem-se a ambientes |6ticos de cabeceiras,

como os insetos Megaloptera e Neuroptera.

Grande parte do trabalho de identificacdo da macrofauna é realizada sob lupa e
em geral baseia-se na visualizacdo de caracteres morfolégicos externos.
Informacdes e chaves para o trabalho de identificacdo de macroinvertebrados
aguaticos ao nivel requerido por este Protocolo podem ser encontrados em:
Azevedo; Hamada, 2008; Benetti et al., 2006; Brinkhurst; Marchese, 1989; Calor,
2007; Carvalho; Calil, 2000; Costa.; Ide; Simonka, 2006; Costa et al., 2000;
Damborenea; Rogers; Thorp, 2020; Dominguez et al., 2006; Dominguez;
Fernandez, 2009; Epler, 1995; Epler, 2001; Froehlich, 2007; Hamada;
Nessimian; Querino, 2014; Hamada; Thorp; Rogers, 2018; Lecci; Froehlich,
2008; Mansur; Pereira, 2006; Marchese, 2009; Martins, 2003; Melo, 2003;
Merritt; Cummins; Berg, 2008; Mugnai; Nessimian; Baptista, 2009; Nieser; Melo,
1997; Pennak, 1991; Pes; Hamada; Nessimian, 2005; Pimp&o; Mansur, 2009;
Pinho, 2008; Righi, 1984; Roldan-Pérez, 1996; Segura; Valente-Neto; Fonseca-
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Gessner, 2011, Silva et al., 2003; Silva, 2007; Simone, 2006; Souza; Costa;
Oldrini, 2007; Stark; Froehlich; Zudiga, 2009; Triplehorn; Jonnson, 2015;
Trivinho-Strixino, 2014; Wiggins, 1998; Zilli; Montalto; Marchese, 2008.

A resolucdo taxonbmica a ser empregada variara de acordo com o tipo de
estudo. Em levantamentos faunisticos para avaliacdo de impactos, por exemplo,
é fundamental o investimento no refinamento taxondémico, ja que € possivel que
diferentes espécies dentro de um grupo taxondmico possuam diferentes
requisitos ambientais e, consequentemente, responderdo de formas distintas
aos impactos de uma determinada atividade. Além disso, ha espécies de
invertebrados bentbnicos nas listas federal e estadual de invertebrados
(terrestres e aquaticos) ameacados de extincdo, cujas populacbes estédo
legalmente protegidas, sendo em alguns casos importante identifica-las. Em
outros, sera fundamental verificar a presenca de espécies exéticas da fauna
bentdnica e se estas apresentam potencial de bioinvasdo. Nestes dois casos,

sera necessaria a identificacdo mais fina, em espécie.

Por outro lado, em programas de monitoramento o importante sera padronizar
esse procedimento, de forma que o resultado seja comparavel e o retrato da

qualidade eficiente.

A discusséo sobre a resolucao taxondmica ou o nivel de identificacao ideal tem
ocupado varios pesquisadores também com relacdo as metas do
biomonitoramento (p. ex.. Bailey; Norris; Reynoldson, 2001; Chessman;
Williams; Besley, 2007). E muito claro que, quanto mais fina a identificacéo, mais
informacé&o se agregara ao dado e mais preciso seré o diagnoéstico. Por exemplo,
segundo Pinto et al. (2009), a utilizacdo de caracteristicas biolégicas e
ecologicas das populagbes que compdem a biota oferece menor variabilidade
temporal que o uso de densidades. Embora esta abordagem se mostre
promissora, no Brasil ainda se enfrenta uma grande lacuna de conhecimento
sobre a biologia e os requisitos ecoldgicos das espécies que compdem nossas
comunidades bentdnicas. Assim, 0s principais critérios para a escolha do menor
nivel taxondmico recaem sobre a sensibilidade ao gradiente de degradacéo e o
menor tempo possivel para a analise, crucial para a obtencdo de uma resposta

rapida, que acelere a tomada de acfes de controle e que permita a investigacdo
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de um maior numero de ambientes. Considera-se também que quanto mais
refinado o dado, maior o risco de erros de identificacao, ja que havera exigéncia

de um treinamento de especialista.

O Quadro 1 mostra a padronizacdo empregada para o diagnéstico de qualidade
ambiental com este Protocolo. No biomonitoramento de rios de médio e grande
porte, onde a fauna bentdnica é representada por uma maior variedade de
grupos taxondémicos, familia é o nivel taxondmico padrdo, mas alguns taxons
sao identificados mais grosseiramente, em filo, classe ou ordem, como Bryozoa,
Turbellaria/Tricladida e Nemertea, enquanto a familia Chironomidae é
identificada até o nivel taxondmico discernivel sob lupa, ou seja, subfamilias
(Chironominae, Orthocladiinae e Tanypodinae), com distincdo da tribo
Tanytarsini entre os Chironominae, uma vez que esta exibe maior sensibilidade.
Para estes ambientes, nossos estudos tém demostrado que a identificacao
genérica das ordens Ephemeroptera, Plecoptera e Trichoptera (Imbimbo, 2006),
mundialmente considerados indicadores de boa qualidade em riachos, e de
Chironomidae (Mazzini, 2007), que podem predominar nos ambientes
abordados por este protocolo, ainda ndo se oferece compensadora mediante o
tempo gasto para a geracdo da informacao. Mas é possivel que no futuro, com
o crescente conhecimento sobre a biologia e a ecologia das espécies bentdnicas,
o refinamento do dado realmente incremente a sensibilidade do diagnéstico e
possa ser usado na necessidade de um diagndstico mais robusto.

Em reservatorios, espécimes de Oligochaeta sao identificados até familia ou
género e de Chironomidae em género, ja que os dois grupos predominam e, nao
raramente, representam mais de 80% de suas comunidades bentonicas. Neste
caso, um nivel taxondbmico mais grosseiro ndo permitiria o discernimento das

classes de qualidade necessarias ao diagndstico.
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Quadro 1 — Padronizagao do nivel de identificagdo deste Protocolo

Taxon Rios Reservatérios
Bryozoa Filo Filo
Turbellaria Classe Classe
Nemertea Filo Filo
Mollusca Familiat Familiat
Aeolosomatidae Familia Familia
Enchytraeidae Familia Familia
Lumbriculidae 2 Espécie Espécie

Megadrili Super ordem Super ordem

Naididae Subfamilia (com discriminagéo dos tipos sem e com géneros
queta capilar para Tubificinae e Rhyacodrilinae)

Narapidae Familia género

Opistocystidae Familia género

Phreodrilidae Familia Familia

Hirudinea Familia Familia

Hydracarina
Chironomidae
Outros Diptera

Outros Insecta

Hydracarina
Subfamilia (com discriminagéo da tribo Tanytarsini)
Familia

Familia

Hydracarina
género
Familia

Familia

Fonte: Elaboracao propria (2024)

1 Ex6ticos invasores, em espécie;
2 Familia composta de uma Unica espécie exotica com potencial de ser invasora (Lumbriculus
variegatus)

Atualmente ha uma grande disponibilidade de chaves de identificacéo,
encontradas em livros ou publicadas em revistas e sites, que auxiliam o trabalho
de identificacdo. Materiais desenvolvidos para os territorios brasileiro e sul-
americano devem ser preferidos ao uso de chaves norte-americanas e de outros
continentes, que podem ser utilizados, mas com critério. Muitas familias, géneros
e espécies ndo ocorrem no Brasil e vice-versa. E importante checar a listagem
de familias ou géneros presentes no pais ou em seu estado. Ja existem varias

listas organizadas por especialistas de diferentes grupos de organismos.
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Muitos grupos exigem 0 uso de espécimes maduros ou de dltimo instar para
identificacdo, uma vez que alguns caracteres desenvolvem-se tardiamente. E
fundamental seguir a diretriz da chave de identificacdo utilizada quanto a este
critério, caso contrario, o risco de resultado errbneo serd maior. Assim,
espécimes em estagio de desenvolvimento abaixo do requerido pela chave
deverdo ser mantidos no nivel taxondmico mais grosseiro em que sua correta

identificacéo for segura.

O que identificar também € uma questdo pertinente, especialmente nas
amostragens quantitativas. Quando o foco for o levantamento da macrofauna,
com o uso de redes de malha 0,5-0,6 mm, como no biomonitoramento de rios e
reservatérios da CETESB, individuos da meiofauna e até da microfauna
eventualmente capturados e observados podem ter suas presencas registradas,
mas nunca suas densidades estimadas. Isto porque a malha aplicada permitira
gue grande parte da populacéo seja perdida na lavagem e um erro operacional
estara associado ao valor de densidade que se obtenha. Similarmente, formas
inativas da populacdo, como pupas, casulos e gémulas podem ter as presencas
registradas, mas ndo comporao a tabela de densidades das populacdes, ja que
sao fases diferentes das mesmas populagdes cujas densidades foram estimadas
como larvas ou adultos. Da mesma forma, ndo sdo contabilizados organismos
que ndo possuem nenhuma fase da vida aquatica (estavam no ambiente por
queda na agua, por exemplo) ou com suspeita de estarem ja mortos no momento
da coleta, como aqueles que ndo apresentam conteddo interno ou estejam em

aparente decomposicao.

O tipo de coleta e preparo do material muitas vezes danifica os espécimes. Neste
caso, € preciso padronizar 0 que ou como sera realizada a quantificacdo das
familias ou géneros. Nemertineos, turbelarios e oligoquetos, por exemplo,

guebram com facilidade.

Para Nemertea (Foto 18), pode-se padronizar a contagem pela por¢ao anterior,
gue apresenta os ocelos e a probdscide.
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Foto 18 - Nemertea com a probdscide evertida

Fonte: Ménica Luisa Kuhimann (2016)

No caso de Turbellaria, a melhor forma de quantificacdo € pela contagem da
faringe musculosa, que sai proximo da metade ventral do corpo, mas pode-se

optar pela contagem da cabeca.

Foto 19 - Turbellaria Dugesiidae em vista ventral, com a faringe evertida

Fonte: Emerson Alves de Araujo (2016)

Ja para Oligochaeta a contagem requer uma maior padronizacdo, que
dependera da familia. Na identificacdo e contagem de Tubificinae é aconselhavel
que se utilize a parte anterior do corpo onde, para algumas espécies se
desenvolve, no XI segmento, a bainha penial em individuos maduros, estrutura
essencial para sua identificacdo. Para Pristininae, Naidinae e Opistocystidae,
tanto a parte anterior quanto a posterior serao fundamentais para a determinacao
do género. Assim, para 0s espécimes quebrados aconselha-se a contagem
separada das partes (anterior e posterior), para posterior definicdo. Por exemplo,
a familia Opistocystidae caracteriza-se pela presenca de trés apéndices caudais
de tamanhos variaveis no final do abdémen (Foto 20). No entanto sua porgéo
anterior, com quetas capilares desde o segmento Il e presenca de uma
probéscide torna-o confundivel com o género Pristina (Naididae: Pristininae). Em
amostras em que se evidencie, pelos espécimes inteiros, a presenc¢a dos dois
taxons, conta-se separadamente as por¢cdes posteriores de Opistocystidae (com

trés caudas) e as por¢cdes anteriores que podem ser Opistocystidae ou Pristina.
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No final, sdo considerados como Pristina apenas as partes anteriores que
sobrarem da subtracdo com as porcdes posteriores de Opistocystidae. Similar
procedimento pode ser seguido na separacdo e contagem de espécimes
quebrados de Dero, Aulophorus e Nais. Além disso, Aeolosomatidae, Naidinae
e Opistocystidae reproduzem-se assexualmente por fissdo, podendo formar
cadeias de individuos (Foto 21). Neste caso, € preciso padronizar se, na
quantificacdo da populacédo, sera considerado apenas 0s organismos livres,

totalmente diferenciados, ou cada membro da cadeia.

Foto 20 - Opistocystidae

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2022)
Nota: Setas apontam apéndices caudais e probdscide. A cor se deve ao uso do corante Rosa
de Bengala.

Foto 21 - Reproducdo assexuada em Dero (Naididae: Naidinae)

Fonte: Hélio Rubens Victorino Imbimbo (212)
Nota: A cor se deve ao uso do corante Rosa de Bengala. A seta indica a regido da fisséo.
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Algumas vezes ocorrem nas amostras espécimes de Hirudinea -
Glossiphoniidae com filhotes aderidos ao abdémen (Foto 22). Neste caso,
apenas o individuo adulto deve ser contado, ja que os filhotes ainda sao
dependentes da mée e parte deles pode vir a morrer antes de se tornarem
membros livres na populacdo. Porém, se os filhotes forem encontrados livres na
amostra serdo contabilizados.

Foto 22 - Sanguessugas da familia Glossiphoniidae com filhotes presos
ao abddémen

Fonte: Mdnica Luisa Kuhlmann (2015)

Para Bryozoa, que forma colbnias, cada individuo ou zodide é contado
separadamente (Foto 23).

Foto 23 - Colénia de Bryozoa com cerca de 15 zodides

Fonte: Mdnica Luisa Kuhlmann (2015)
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E, finalmente, na contagem de Mollusca é preciso confirmar se o espécime
estava vivo no momento da coleta, quebrando ou abrindo a concha até ser
observada sua parte mole. Como a concha € elemento importante na
identificacdo, esta deve ser realizada antes da contagem. Principalmente para
este grupo taxondmico, as espécies exoéticas invasoras e ameacadas de
extingdo devem ser identificadas e consideradas como informagé&o adicional ao

diagnéstico de qualidade.

Para o cOmputo final de riqueza e diversidade de espécies, espécimes
identificados mais grosseiramente do que o requerido, até por dificuldade na
identificacdo (espécimes muito pequenos ou quebrados), s6 serdo considerados
se nenhuma identificacdo no nivel exigido foi possivel. Caso contrario, seréo
computados como sendo daquela familia identificada (se algumas
caracteristicas se assemelharem) ou extraidos da analise, ja que poderiamos
estar considerando o mesmo tdxon duas vezes. Por exemplo, se néo foi possivel
identificar a familia de trés espécimes de Bivalvia, que se apresentaram em mas
condicBes de identificacdo, e nenhum outro espécime possibilitou a definicdo de
familia dentro deste grupo, os trés espécimes serdo considerados como um
taxon unico (Bivalvia ni), de familia ndo identificada (ni), nos calculos dos indices
de rigueza e diversidade. Porém, se forem encontrados individuos de
Corbiculidae e algumas caracteristicas combinarem, os trés serdo somados a
esta familia. Caso contrario, se persistir a divida sobre a inser¢do dos trés em
Corbiculidae, eles serdo extraidos da analise.

O dado bruto deve ser registrado em formulario préprio que identifique a amostra,
algumas decisdes no seu processo, 0S responsaveis pela sua analise e os

resultados obtidos (Figura 1).



Figura 1 - Exemplo de formulario para registro do dado em bancada
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REGISTRO DE DADOS ERUTOS PARA BENTOS
CETESB DE AGUA DOCE
n__i__

Projeto: Data: inicio Término

Local: Maiha:

Panto: Futusggo: s 0 n O

[Dxata de coleta: Corante: s [ nd

NE o amostrasrépiica: Tragemprévisaamonu: s [J n [0

Profundidede: Sub-smostragem:

Equipamento (hpo/éres de smostragem): Triagem*:

Fator (para ind./4m"): identificagdo e confagem™:

Colefores: Venficacdo da transcrigdo™

Taxa Contagem (") Total

* Técnico responzsével pela atividads.

“* 0 resultads da refriagenm deve sar sxpresss com & anotaglo - (+ X) — sinal de “+" & 0 ndmero de organismos encontrados, entre
paréntazes.

=+ O resuitado d8 recontsg: it deve ger anpr com & anctacis - (X) — 0 Ndmern de organismas encontradas, entre
parénfeses.
Observagies:
| Cas Searvos roouons

Fonte: CETESB (2022)

Na quantificac@o final do dado, o numero de espécimes de cada taxon deve
preferencialmente ser expresso em termos de individuos ou organismos/m?.
Essa transformacéo permitira que amostras coletadas com diferentes pegadores
sejam comparadas. Para tanto, é necessario conhecer a area de amostragem,
mais facilmente calculavel para amostradores de area rigida, como os pegadores
Ponar e Ekman. Para os pegadores van Veen e Petersen, ela deve ser estimada
com o equipamento em descanso sobre superficie lisa e plana. Obviamente o
substrato real dificilmente sera plano e liso e, consequentemente a area da
mordedura variard mais nestes casos. No entanto, essa variabilidade é

impossivel de ser determinada. Estabelecida a &rea de amostragem é s0 aplicar
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uma regra de trés para determinar o fator de multiplicagdo do pegador para a
transformacdo em m?2. Por exemplo: para uma area de 20 x 20 cm = 400 cm? =

0,04 m?, cada individuo contado na triagem equivalera a 25 ind./m?.

4.3 Subamostragem

Amostras com altas densidades de uma ou poucas populacdes bentbnicas,
estrutura tipica de ambientes submetidos a cargas elevadas de esgotos
domésticos, podem ser subamostradas na triagem, na identificagdo ou na
contagem. Um subamostrador ou quarteador em “L”, com comprimento dos
lados iguais ao raio da placa de Petri, pode ser utilizado para este fim (Foto 24).
A amostra é distribuida homogeneamente na placa de Petri e o quarteador é
inserido aleatoriamente na placa. Os taxons que ocorrem em superpopulacao
serédo retirados e contados apenas no ¥4 delimitado, enquanto os outros podem
ser triados e contados integralmente. Organismos “cortados” pelo
subamostrador devem ser contados apenas se sua parte anterior estiver na area
de contagem. Nao esquecer que as densidades finais dos taxons subamostrados
corresponderao ao resultado da contagem multiplicado por quatro! Este método
de subamostragem garante a continuidade do carater quantitativo da analise e
pode ser usado de uma vez s6 para a amostra toda. Neste caso, a amostra €
homogeneamente espalhada em uma bandeja branca. Um quarteador com
dimensbes compativeis com o tamanho da bandeja € entdo utilizado para

separar a por¢ao a ser trabalhada (Klemm et al., 1990).

Foto 24 - Subamostrador em “L”

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2022)
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Outros métodos de subamostragem podem tornar o dado semiquantitativo,
perdendo a possibilidade de transformacdo em densidades absolutas, mas
mantendo seu uso em termos de abundancias relativas. Este é o caso da
contagem de um ndmero minimo de individuos, quando ndo associado a uma
porcentagem ou parcela da amostra total. A literatura (por exemplo, Klemm et
al., 1990) define como suficientes a identificacdo e contagem de 100 a 400
organismos como método de subamostragem. Se a estimativa de riqueza for
importante para o diagnéstico, é aconselhavel aliar o método com uma curva de
acumulo de espécies/taxons (Figura 2), usando como unidade amostral o
conteudo de uma placa de Petri. Para a aplicacdo desse método cada aliquota
colocada na placa de Petri deve ter aproximadamente o mesmo volume, sendo
entdo verificado quantos novos taxons foram encontrados, os quais S&o

contabilizados com o acumulado das placas anteriores.

Quando a curva se estabilizar e o nimero minimo de organismos a ser contado
(p. ex. 400) for atingido, encerra-se a analise. Um critério de estabilizacdo deve

ser assumido (por exemplo, apds cinco placas sem alteracédo de S).

Figura 2 - Curva de acumulo de taxons

AcUmulo de taxons

XX [ X [X|X

Placa

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2022)
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Quando a densidade de organismos a serem identificados for muito elevada é
possivel utilizar uma técnica de subamostragem nesta etapa, em que apenas
uma parcela dos organismos é submetida ao trabalho de identificacdo, sendo o
valor total extrapolado segundo as propor¢cdes obtidas na subamostra. Para
tanto, é possivel proceder a uma separacgdo prévia em grupos morfolégicos em
lupa e posterior identificacdo de uma parcela (10 a 50%, dependendo da
densidade total e da seguranca do analista). Se o grupo se revelar homogéneo,
ou seja, estiver composto de um Unico género ou espécie, 0 numero de
organismos contados para o grupo sera a densidade do tdxon ai identificado. Se
0 grupo se mostrar heterogéneo, significa que os caracteres morfoldégicos
utilizados na separacdo nao foram eficientes. Neste caso, pode-se rever o
material em busca de novas diferencas e separagdes ou extrapolar 0 nimero
total na proporcdo identificada de organismos. Essa Ultima opcdo pode ser
utilizada desde o inicio do procedimento, mas gera mais inseguranca quanto a
perda de taxons raros. Alias, para que taxons raros ndo deixem de ser
observados e tenham sua presenca registrada para o ambiente em estudo,
aconselha-se o uso da subamostragem apenas para a contagem de taxons

dominantes.

4.4 Preparacao de laminas

A identificacdo mais fina de alguns grupos, como Chironomidae e Oligochaeta

requerera preparo de laminas para analise em microscoépio.

E importante escolher o meio mais apropriado para cada taxon e conhecer
previamente a posicdo que o espécime devera ser arranjado na lamina. Existem
meios tempordarios, de curta (agua, glicerina, acido latico 70%) e média (CMC-9,
CMC-10, Hoyer, lactofenol) duracdo, e meios para preparacdo permanente

(balsamo do Canada e Euparal).

Os meios prontos, CMC-9 e CMC-10 sédo importados e indicados para
Chironomidae e Oligochaeta, respectivamente, mas apresentam problema de

formacao de “craquelado” com o tempo.

Para Chironomidae, o meio de Hoyer é o mais indicado e facilmente preparado,

segundo procedimento abaixo, descrito em Trivinho-Strixino (2014):
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« Material:

v' 30 g de goma arabica;

v" 200 g de hidrato de cloral;
v' 20 mL de glicerina;

v" 50 mL de agua destilada.

« Forma de preparo: Adicionar a goma arabica na agua e deixar dissolver por
cerca de 24h. Acrescentar o hidrato de cloral e deixar a solugdo em repouso
até que dissolva totalmente. Acrescentar a glicerina e filtrar em algodéo de
vidro.

Os espécimes de Chironomidae, preferencialmente de 4° instar (Trivinho-

Strixino, 2014), devem ser decapitados com a ajuda de pin¢as de pontas finas,

agulhas ou estiletes, e as cabecas montadas em lamina em face ventral, de

forma a permitir a visualizacdo das pecas bucais. Sugere-se que a decapitacao
dos organismos seja feita sobre a lamina jA com o meio de preparagéo, de modo

a evitar que as cabecas destacadas sejam perdidas. Os corpos devem ser

removidos da lamina apds a retirada das cabecas. O material deve ser coberto

com uma laminula e uma leve pressao sobre esta assegurara a exposicao e,

consequentemente, a visualizacdo, das pecas bucais necessérias para a

identificacdo. Na identificacdo genérica de Tanypodinae e Orthocladiinae, os

corpos também devem ser montados. Para conseguir o foco desejado e

necessario, pecas de diferente espessura ndo devem ficar sob a mesma

laminula. Assim, nunca se deve juntar na mesma laminula corpo e cabeca de
um espécime ou cabecas de diferentes tamanhos. Para tanto, € importante que

o analista tenha registrado exatamente o que esta montado em cada laminula e

manter alguma ordem em suas preparacoes. Por exemplo, na montagem de

varios espécimes de Tanypodinae é possivel organizar na mesma lamina uma
laminula de cabecgas e outra de corpos, estes posicionados na mesma sequéncia
que as respectivas cabecgas. Alguns géneros possuem morfologia facilmente
reconhecivel em lupa e ndo necessitardo de montagem em lamina. E o caso de

Coelotanypus, de cabega tipicamente “pontuda” (conica) em que, nos espécimes

de maior porte, é possivel visualizar o par de ganchos entre o terceiro e o quarto

segmentos. A espécie Tanypus stellatus possui prolongamentos laterais no
penudltimo segmento abdominal e algumas espécies do género Labrundinia
exibem espinhos laterais e manchas em forma de Y na face ventral da cabeca

(Foto 25).
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Foto 25 - Capsula cefalica de Labrundinia (Chironomidae: Tanypodinae)

a

L

Fonte: Ménica Luisa Kuhimann (2022)

Para Oligochaeta o meio deve ser menos viscoso, de forma a permitir alteracdes
na posicdo do espécime. Meios de curta duracdo servem a este propdésito,
porém, o lactofenol é o meio mais apropriado, segundo o especialista Dr. Roberto
da Gama Alves (UFJF) (com. Pess.), mas seu uso deve ser cuidadoso, pois o
fenol pode causar irritacdo na pele, nos olhos, no nariz, na garganta e no sistema
nervoso (CDC: https://www.cdc.gov/niosh/topics/phenol). No seu preparo, basta

misturar:

100 g de fenol;

100 mL de acido latico;
200 mL de glicerina;
100 mL de agua.

v
v
v
v
Segundo o Dr. Alves, a visualizacdo das quetas sera melhor se a lamina for
mantida em estufa a 30-40 °C por poucos minutos a até trés dias. O lactofenol &
higroscopico e pode ser guardado por poucos meses no escuro ou em frasco

ambar (Brinkhurst; Marchese, 1989).

CUIDADOQ: Evitar a inalacdo do lactofenol utilizando mascaras, pois o fenol é
composto quimico irritante.

Para evitar a formacéo de bolhas, a laminula deve ser posicionada obliqguamente
na borda do meio e deslizada gentilmente para baixo. Ocorrendo bolhas, se
estas estiverem atrapalhando a visualizagéo dos caracteres, € possivel retira-las

pressionando levemente a laminula de forma a empurra-las para a borda. Se
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este procedimento nao for eficaz, serd necessario refazer a montagem. Bolhas
gue nao estiverem atrapalhando o trabalho de identificacdo podem ser mantidas

na preparacao.

Para maior durabilidade de preparagbes em meios semipermanente e
permanente, apds sua secagem, a laminula deve ser selada com esmalte de

unha, preferencialmente, transparente.
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5 AVALIA(;AO DA FREQUENCIA DE DEFORMIDADES EM
MENTO DE Chironomus

Deformidade ou assimetria flutuante (Sanseverino; Nessimian, 2008) sao
alteracdes morfoloégicas que fogem do desenho normalmente descrito e
observado para determinada estrutura e espécie, muitas vezes decorrentes da
exposicdo do individuo ou populagdo a um contaminante quimico, geralmente
de origem industrial ou agricola. Servem como medida de efeito subletal destes
quimicos, tanto em populagdes naturais como laboratoriais. Embora ocorram
deformidades em outros géneros de Chironomidae, o género Chironomus foi
escolhido por apresentar maior suscetibilidade a este efeito (Hudson;
Ciborowski, 1996) e por ser tolerante as condicdes extremas de baixa
oxigenacgdo, ja que é bastante comum que ambientes com forte impacto
industrial também sofram a influéncia de efluentes domésticos. Além disso, &€ um
género de tamanho grande, de coloracdo avermelhada e de fécil identificacdo. A
maioria das espécies de Chironomus apresenta larvas com dois pares de longos
tubulos no 8° segmento abdominal e as mais resistentes também exibem um par
de processos laterais no 7° segmento abdominal. Ndo é s6 no mento que séo
observadas deformidades em larvas de Chironomidae, contudo é nessa
estrutura que se pode diferenciar melhor as deformidades de danos promovidos
no momento da preparacdo da lamina para a analise microscépica (Warwick et
al., 1987).

A avaliacao de frequéncia de deformidades s6 sera possivel quando ocorrer no
local sob investigacdo uma populacdo numerosa e madura do género
Chironomus (Diptera: Chironomidae), ja que se estabeleceu um minimo de 100
larvas para a analise (Burt; Ciborowski; Reynoldson, 2003). Os espécimes
podem ser obtidos a partir das trés réplicas que compdem a amostra para a
analise de comunidade, ou com amostras adicionais até que este nimero seja
atingido. E importante salientar que este esforco adicional s6 sera
recompensador se houver de fato no ambiente uma populag&o densa do género.
Além do numero, foi padronizada a utilizacdo de larvas de 4° instar, mais
facilmente caracterizadas em sua fase final, quando exibem espessamento no

torax (Foto 26). A utilizagdo de larvas em seu ultimo estagio de desenvolvimento
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garante sua exposicdo mais prolongada aos agentes causadores de

deformidade.

Foto 26 - Larva de Chironomus em 4° instar

Fonte: Mdnica Luisa Kuhlmann (2022)
Nota: A seta aponta o0 espessamento toracico.

O mento normal do género Chironomus apresenta um dente central trifido e seis
laterais (Foto 27). As proporc¢des de tamanho e largura dos dentes variam entre
as diferentes espécies/morfotipos, mas mantém-se constantes para cada um. O
primeiro lateral, por exemplo, costuma ter o mesmo tamanho ou ser mais longo
que o central trifido. Em relacdo ao dente trifido, as duas partes laterais deste

Sao sempre menores que a central e estardo mais ou menos fundidos a esta.

Foto 27 — Cépsula cefélica de Chironomus mostrando mento normal

Fonte: Ménica L[jisa Kuhlmann (2023)
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A frequéncia de deformidade é simplesmente a porcentagem de individuos que
apresentaram um ou mais tipos de deformidades com relacao ao total analisado.
Para padronizar seu célculo, sdo consideradas as deformidades (Kuhlmann;
Hayashida; Araujo, 2000): gap (ou falha) (Fotos 28 a-d), bifurcacdo do dente
central (Fotos 29 a-d), falta (Fotos 30 a-f) e excesso de dentes (Fotos 31 a-d).

O gap é uma falha que varia em intensidade e caracteriza-se por apresentar uma
borda lisa e arredondada. Pode ocorrer duplamente em um mesmo mento e até

apresentar um inicio de crescimento de dente em seu interior (Fotos 28 a-d).

Fotos 28 — Gap

P N
F A 3] “

Fonte: Ménica Luisa Kuhimann (2023)

A bifurcacdo no dente central (Fotos 29 a-d) é um tipo diferenciado de excesso
de dentes, sendo contado separadamente pois alguns autores (Bird; Schwartz;
Joseph, 1995) a relacionam a um efeito mutagénico por manter a bilateralidade
do individuo. As outras deformidades em geral tém sido consideradas
teratogénicas (fenotipicas, n&o hereditarias), desaparecendo na geracao

seguinte quando o agente causador € removido do ambiente (Dickman et al.,
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1992). Ocorre em diferentes intensidades e pode conduzir a uma identificacéo

equivocada do organismo.

Fotos 29 — Bifurcacdo do dente central

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2023)

A falta de dentes (Fotos 30 a-f) é o tipo mais frequente de deformidades e em
geral é mais observada nos dentes laterais, podendo ocorrer nos dois lados ou
apenas em um. Quando ocorre no dente central também pode conduzir ao erro

na identificacdo do organismo.
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Fotos 30 — Falta de dentes

e
’

Fonte: Ménica Luisa Kuhimann (2023)

Por outro lado, a deformidade mais raramente observada nas populacdes de
Chironomus costuma ser o0 excesso de dentes laterais (Bonani, 2010) (Fotos 31
a-d).
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Fotos 31 — Excesso de dentes

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2023)

Quebras nos dentes do mento sdo relativamente comuns (Madden; Austin;
Suter, 1995) e podem ocorrer, por exemplo, pela presenca de areia nos
sedimentos, por erro de manipulacdo na preparacdo da lamina ou até por se
tornarem fracos em resposta a contaminacdo no ambiente. Pelo fato das duas
primeiras alternativas ndo se relacionarem com o grau de contaminacdo do
ambiente e pela terceira ndo se caracterizar como deformidade, as quebras
(Fotos 32 a-d) nao sao consideradas no céalculo de frequéncia de deformidades.
Para ndo confundir uma quebra com um Gap, basta observar a borda da falha.
Se for lisa € um Gap e se rugosa, uma quebra.
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Fotos 32 — Quebras de dentes do mento

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2023)

Alteracdes nos padrdes de proporcéo entre os dentes do mento (Fotos 33 a-d)
nao numéricas sdo anomalias que também podem ser efeito de algum estressor
quimico. Como a assimetria pode ser sutil e sua identificacdo depende de um
conhecimento mais profundo das diferencas morfolégicas dentro do género, sua
leitura pode sofrer forte influéncia do analista e, portanto, elas ndo sé&o

consideradas no célculo da frequéncia de deformidades.
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Fotos 33 — Anomalias ndo numéricas nos dentes do mento

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2023)

Na ocorréncia de mais de um tipo de deformidade no mento de um mesmo
individuo (Fotos 34 a-d), para o célculo da frequéncia s6 se considera um mento

deformado, j& que é uma métrica ao nivel populacional.
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Fotos 34 — Multiplas deformidades
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Fonte: Ménica Luisa Kuhimann (2023)
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6 SAUDE OCUPACIONAL

Algumas etapas da analise de comunidade bentbnica exigirdo o uso de

equipamentos de protecao individual (EPI) ou coletivo (EPC).

Na coleta, por requerer o uso de embarcacdes, a seguranca do trabalho
dependera em grande parte da habilitagéo e treinamento dos pilotos. Estabilizar
um barco em situacdes de forte correnteza, evitar pedras e troncos submersos,
agir rapidamente em emergéncias sdo capacitacfes desejaveis ao piloto e
copiloto da embarcacéo. A presenca de dois membros da equipe com habilitacdo
para a navegacao também é garantia de seguranca, ja que numa emergéncia ou
na impossibilidade temporaria do piloto conduzir a embarcacdo sempre havera
o segundo piloto para fazé-lo. Uma pessoa que fique na margem, como apoio
em terra, também €& desejavel, principalmente em ambientes de grandes
proporcdes, como 0 sdo varios reservatorios do estado de Sdo Paulo. Além
disso, € importante zelar pela manutencdo do proprio barco e de seus
equipamentos de protecdo coletiva, como botes salva-vidas, boias circulares,
sinalizadores e aparelhos de comunicacao a distancia. Este material deve estar
disponivel, especialmente em embarcacfes de maior porte que naveguem em
grandes reservatorios. Os tripulantes devem utilizar EPI, como: colete salva-

vidas, luvas e 6culos de seguranca, além de protetor solar.

Os técnicos coletores também devem ser capacitados no manuseio dos
equipamentos. Os mecanismos de fechamento dos pegadores muitas vezes
operam de forma violenta para evitar o bloqueio das garras por pedras, galhos
ou outros detritos. Travas de seguranca devem ser adicionadas a estes

equipamentos para evitar riscos, inclusive de amputagédo, em sua operacao.

No campo, os técnicos devem utilizar luvas de protecdo e, no momento da
fixacdo da amostra com formol, devem também colocar um respirador
descartavel para evitar inalacao de vapores deste composto, comprovadamente

cancerigeno.

Em laboratério a amostra deve ser lavada em pia, sob um exaustor ou capela e
0 técnico deve utilizar avental, luvas de borracha e, se preferir, também um

avental de plastico, por exemplo, do tipo utilizado por agougueiros.
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Para a saude do analista é aconselhdvel manter a amostra, apds lavagem, em
alcool 70-80 °GL.

A analise de macroinvertebrados ndo exige muita adequacao na estrutura fisica
do laboratério. E necesséaria uma bancada para acomodacdo dos equipamentos
opticos (lupa e microscopio) e da base iluminadora e de uma pia. Nesta questao,
em relacdo a saude ocupacional, um dos focos principais na analise de bancada
sera com a ergonomia, ou seja, com o uso de bancadas e cadeiras apropriadas
para a correta postura diante dos equipamentos opticos. Além disso, o tempo
prolongado de observacdo em microscopia, na direcdo de um campo iluminado
ou, as vezes, diretamente para a fonte luminosa, pode causar prejuizos a visao.
O analista em geral tende a piscar menos do que o necessario, causando secura
nos olhos, e a luz intensa sobre a retina pode prejudica-la. Consequentemente,
€ adequado que se realizem breves descansos em intervalos de 40-50 minutos
e que o trabalho em bancada ocupe no méaximo 70% do trabalho diario do

analista.

Amostras ja analisadas sdo descartadas em lixo comum ap0s a retirada de seu

conteudo liquido (alcool).
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7 CONTROLE DE QUALIDADE ANALITICA

A implementacdo de procedimentos de controle de qualidade para analises
ambientais assegura a confiabilidade do resultado obtido e fortalece sua
aplicacdo como instrumento legal sendo, portanto, fundamental para os érgaos
de controle ambiental. A Coordenacdo Geral de Acreditacdo (CGCRE) do
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO) acredita analises ambientais segundo a Norma ISO-IEC 17025
(ABNT, 2017), incluindo a andlise de comunidade bentdnica (ou
macroinvertebrados aquaticos). Os cuidados com a qualidade na analise de
comunidade bentdnica englobam procedimentos, relacionados desde a tomada
da amostra até a expressédo de seu resultado, que garantem a rastreabilidade do
dado, a descricdo dos métodos empregados e a garantia de sua aplicacao.
Qualquer fonte de erro que possa comprometer a fidelidade do resultado a
realidade local em investigacdo deve ser cercada por cuidados, alguns dos quais

formardo o Controle de Qualidade Analitico (CQA) da andlise.

Para a analise de macroinvertebrados aquaticos foram definidos dois CQAs, um

na etapa de triagem e outro na identificacdo dos organismos.

7.1 Triagem

Todas as amostras triadas devem ser guardadas para posterior avaliacdo do
CQA de triagem. E aconselhavel indicar na etiqueta as amostras ja triadas e
armazenadas para o0 CQA, de forma a nédo serem confundidas com aquelas que
ainda necessitam de triagem. Neste controle, a cada 10 amostras analisadas por
um técnico ja capacitado, uma (10%) ser&d sorteada para retriagem por outro
técnico. E considerado aceitavel um maximo de 5% de perda de organismos
(para amostras quantitativas) ou taxons (para amostras qualitativas). A

estimativa de perda é calculada segundo as seguintes férmulas:

Estimativa de perda para amostras quantitativas:

Perda (quanti) (%) = D—PT %100 (1)

Onde,
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P = nimero de organismos encontrados na retriagem,
DT = densidade total da amostra na triagem.

Estimativa de perda para amostras qualitativas:

Perda (quali) (%) = % x100 (2)

Onde,

T = nimero de tdxons encontrados na retriagem, qgue nao haviam sido
registrados na triagem,

S = nimero total de tAxons na amostra triada.

Se a andlise efetuada por um técnico treinado exceder o critério de
aceitabilidade, outra amostra sua, imediatamente anterior ou posterior, sera

retriada até que tenha atingido o critério.

Perdas na triagem decorrem de distragéo, que pode ser eventual, restrita a uma
amostra, ou mais frequente, e ter origem ambiental ou pessoal. Se a perda
recorrer para um determinado técnico, eventuais causas, como excesso de
visitas no laboratério, ma acdo do corante, falta de conhecimento das espécies

gue compdem a amostra e cansaco, devem ser detectadas e sanadas.

Técnicos em treinamento devem ter 100% das amostras retriadas até que seu
trabalho se estabilize dentro da faixa de aceitabilidade. Andlises realizadas por

estagiarios sempre devem ser retriadas por funcionarios treinados do laboratério.

7.2 ldentificagdo de organismos

Também no controle da qualidade na identificacdo dos organismos, 10% das
amostras identificadas por um bidlogo capacitado sera revisada por outro, mas
apenas no caso de o laboratorio desejar verificar a variabilidade (ou conflito de
identificacdo) entre os resultados de dois analistas. Neste caso é aceita uma
variabilidade de 20%. Este valor foi estabelecido a partir das distor¢es no indice
utilizado para o diagnéstico da qualidade ambiental na rede de monitoramento
(o ICB, ver item 8). Para outros usos do dado, outro valor de aceitabilidade deve

ser avaliado.
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A amostra (preferencialmente a de maior riqueza no lote de 10) é analisada pelo
analista 1 e pelo analista 2 (Figura 3) e os dois resultados sdo colocados em
paralelo para que se identifique perdas (P = taxon cuja ocorréncia o primeiro
analista registrou, mas o segundo nao) e ganhos (G = taxon registrado pelo
segundo analista, mas nao pelo primeiro). Calcula-se, entdo, o

Dimensionamento de Conflito (DC) como:

DC (%) = :_G <100 3)
m

Onde,
PG = maior valor entre Perdas (P) e Ganhos (G),
Sm = riqueza média das duas leituras.
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Figura 3 - Exemplo de formulario para CQA de identificacdo taxonémica

BENTOS ) Pag.
CONTROLE DE QUALIDADE ANALITICA
IDENTIFICACAO TAXONOMICA

CETESB FICHA DE REIDENTIFICACAC E RECONTAGEM (Leitura2) [ —/—
|.F'm,'ero.' Sub-amostragem na 1° leiturs (tdxons).

| Locai.

|.F'anro.' Responzavel pels it 17

Diata da colsta: Responzsvel pels leitus 27

I

| N* da amastraréplica; Fator (pars ind.im’);

Leitura 2 Leitura 1

Taxons Recomsgem Tot. Taxonz Tat.

Conflilos de [dentificagio anbre Laduras.

Tipo Taxons Ndmero

Perdas (F)

Ganhos (&)
Obzervapso:

* Name da téemico respansdvel pala alividede
LCét STASVID TAORIONT

Fonte: CETESB (2017)

Analistas em treinamento serdo habilitados quando concordarem em 90% com
a identificacéo do analista treinado ao nivel taxonémico imediatamente superior
ao da andlise e em 80% ao nivel taxondmico da analise. Por exemplo, para
analises em FAMILIA a concordancia de 90% devera ser medida em ORDEM e
de 80% em FAMILIA.
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Os resultados do CQA de identificacdo de organismos podem indicar os grupos
taxondémicos de maior dificuldade (grande frequéncia de conflitos) da equipe e,

conseguentemente apontar para a necessidade de treinamento dos analistas.

O conhecimento do analista na identificacdo dos grupos taxonOémicos que
compdem a fauna de macroinvertebrados é chave para a garantia da veracidade
e, portanto, da qualidade dos dados. Varias ferramentas podem e devem ser
desenvolvidas pelo laboratério para que se mantenha a qualidade de seus
resultados. A manutencédo e atualizacdo de material bibliogréafico relacionado a
taxonomia de macroinvertebrados aquaticos, como artigos e livros, é requisito
obrigatério, assim como a realizacdo de cursos com especialistas. O
conhecimento de listas de ocorréncia dos diferentes grupos taxonémicos auxilia
0 analista a ndo cometer erros grosseiros de identificagdo, principalmente
guando este se utiliza de chaves de identificacdo estrangeiras. A organizagao de
catalogos com informacgdes, desenhos e fotos dos tAxons que podem ocorrer na
regido de abrangéncia das analises também é de grande auxilio. Muita
informagcdo pode ser obtida em sites de especialistas. A organizacdo e
manutencdo de colecdes referéncia de organismos, avalizada por um
especialista de cada grupo taxondmico, € um instrumento similar ao padréo
utilizado nas analises quimicas, para aferir o bom estado de seus equipamentos
e, portanto, tem sido bem aceito pelo sistema de qualidade. A cole¢éo (Fotos 35
e 36) deve receber os cuidados de armazenamento e manutencdo similar aos
de um museu de zoologia. Por exemplo, armazenamento em local escuro e livre
de umidade e revisdo periddica do conservante (em geral, alcool 80 °GL) e
etiquetas. O laboratério pode também manter uma lista de especialistas
colaboradores para garantir uma checagem final em uma didvida que persista

mesmo apds o uso de todos os recursos do laboratério.
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Foto 35 - Colecéo referéncia para familias de Trichoptera

Fonte: Ménica Luisa Kuhlmann (2012)
Nota: Organizada e avalizada pelo especialista prof. Dr. Adolfo A. Calor (UFBA).

Foto 36 - Colecéo referéncia para géneros de Chironomidae
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Nota: Organizada e avalizada pela especialista prof. Dra. Suzana Trivinho-Strixino (UFSCar).
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8 TRATAMENTO DE DADOS

No diagnostico da qualidade ambiental de ecossistemas aquaticos, os dados de
comunidade bentdnica tém o papel de avaliar a qualidade do ambiente em
termos de preservacdo de sua biodiversidade. E uma medida ecoldgica do
estado de um corpo d’agua que, aliada as medidas fisicas, quimicas e
ecotoxicolégicas permite que se verifigue se um ambiente estd ou nao
degradado, qual o seu grau de degradacdo e, muitas vezes também quais

poderiam ser as causas da degradacéo.

Transformar a informacg&o biolégica em um numero néo é tarefa facil, mesmo
porque o universo biolégico € complexo e ndo exato. Mesmo assim, muitos
realizaram este feito, dando origem a uma infinidade de indices encontrados na
literatura de biomonitoramento (por exemplo, Resh; Jackson, 1993). Este esforco
demonstra a importancia desta traducdo, que ndo sé permite dimensionar a
alteracdo na biota causada por um estressor, como facilita a comunicagdo com

profissionais de outras carreiras.
Algumas caracteristicas devem ser verificadas na escolha do indice:

« Seu poder estatistico (Carlisle; Clements, 1999), dado em % deve ser
elevado, sendo calculado como:

Poder Estatistico (%) = M (4)
CVr

Onde,
(Ir-It) = diferenca entre o valor do indice no ambiente referéncia e no
tratamento

CVr = coeficiente de variacéo entre as réplicas do ambiente referéncia

+ O coeficiente de variacdo deve ser baixo entre os dados do ambiente
referéncia.

« Ser sensivel ao gradiente de qualidade (Carlisle; Clements, 1999), de
preferéncia, fornecendo diferentes respostas aos diferentes estressores.

« Ter relevancia ecoldgica, ou seja, retratar as alteragbes sofridas pela
biota em resposta ao impacto, em nivel populacional ou de comunidade.

+ Ser de facil compreensdo e célculo, de forma a ser claro aos nao
especialistas.

« Minimizar a variabilidade espacial, com a padroniza¢ao do habitat.

* Minimizar a variabilidade temporal do dado, com a definicdo de um
periodo fixo de coleta.

+ Evitar a redundancia de informacdo na montagem de um indice
multimétrico. Por exemplo, n&o utilizar dois indices de diversidade.
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« Ser de baixo custo. indices quantitativos em geral custam mais por
exigirem réplicas.

indices multimétricos agregam em um nimero varios indices (ou métricas), cada
qual abordando um aspecto diferente da comunidade alterado em funcao de
impactos de origem antrépica. O primeiro indice deste tipo foi o Index of Biotic
Integrity (IBI), desenvolvido para a ictiofauna por Karr (1981 apud Klemm et al.,
1990). Em 1989 a USEPA de Ohio (USEPA, 1989) adaptou este indice para
macroinvertebrados, denominando-o Invertebrate Community Index (ICl), a partir
do qual véarios outros surgiram. Atualmente é, provavelmente, a linha de
diagnose mundialmente mais adotada, tendo absorvido em sua constituicdo

muitos indices biéticos e de comunidade.

No monitoramento da qualidade das &guas interiores do estado de S&o Paulo a
partir de dados de macroinvertebrados benténicos de rios e reservatorios, a
CETESB desenvolveu e adotou o indice da Comunidade Benténica (ICB) para o
diagnéstico da qualidade ecoldgica em rios e reservatérios, ou seja, daquela
associada a preservacao da biota aquéatica. Este indice tem carater multimétrico
e, entre seus componentes, apenas as métricas de diversidade (ICS ou H’)
exigem a obtencao de dados semiquantitativos/quantitativos. Para programas de
avaliacao rapida, a partir de dados qualitativos, sugere-se a aplicacdo dos
indices Bioticos (IB-Rio e IB-Res) no lugar do ICB. Assim como o IB, o ICB possui

versoes diferentes para cada tipo de sistema analisado.

No diagnostico, a qualidade PESSIMA reflete a condi¢cdo em que nenhuma
populacdo da comunidade conseguiu se instalar. Esta informagcdo pode ser
obtida a partir da analise de amostras, nas quais constata-se a auséncia de
populacdes da macrofauna (amostra azéica) ou por inferéncia, quando o coletor
observa que o ambiente ndo apresenta a condi¢cdo basica (oxigenacdo) para a
existéncia de uma biota de respiragdo aerébia, como em rios e reservatérios com
agua escura, cinza a preta, com desprendimento de gas sulfidrico (cheiro

semelhante a ovo podre) (Foto 37).
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Foto 37 — Rio Tieté, a montante da barragem da Penha, municipio de Sao

Fne: Mﬁica Luisa Kuhl

Paulo

B

mann (2023)

As métricas que compdem o ICB e suas faixas de variagdo variam de acordo

com o tipo de ambiente em avaliacéo, sendo:

a) ICBrio(Quadro 2), para as comunidades de rios de médio a grande porte

Qualidade Shat
PESSIMA
RUIM 10-14
REGULAR 15-19
BOA 20 - 26
OTIMA > 26

Fonte: Elaboracao propria (2024)
Notas:

Quadro 2 - ICBRrio

ICS

azoico

< 5,89
5,89 - 9,65
9,66 — 14,55

14,56 — 19,93

> 19,93

H!

<1,71
1,71 -2,07
2,08 — 2,50
2,51 -2,63
> 2,63

IB-Rio

<27
27 - 47
48 - 67
68 - 111

>111

pontos
6

5
4
3
2
1

e Snat (Rigueza de nativos), calculada como a soma das categorias taxondémicas encontradas
na amostra, excetuando-se as espécies exoticas invasoras;
e ICS (indice de Comparacdo Sequencial), descrito em Cairns e Dickson (1971) e calculado
por um pacote em R desenvolvido para CETESB por MSc Enoque G. Ribeiro (Calculation

[...], 2021);

e H’ (indice de diversidade de Shannon-Wiener), descrito em Washington (1984) e calculado
com log em base 2. S6 utilizado quando nao for possivel o calculo do ICS;
e |B-Rio, calculado como a soma das valéncias dos indicadores que ocorreram na amostra,

conforme Quadro 3.
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Quadro 3 -1B-Rio

Valéncias Indicadores

1 Tubificinae sqc + Rhyacodrilinae sqgc, Naidinae + Pristininae, Chironomini

2 Glossiphoniidae

3 Physidae, Tubificinae cqc + Rhyacodrilinae cqc, Simuliidae

4 BRYOZOA, TURBELLARIA, Sphaeriidae, Aeolosomatidae, Enchytraeidae,
Megadrili, Opistocystidae, Ceratopogonidae, Tanytarsini, Orthocladiinae

5 NEMERTEA, Ancylidae, Planorbiidae, Tanypodinae, Gomphidae, Veliidae,
Hydroptilidae
Hyriidae, Hydracarina, Dolichopodidae, Empididae, Muscidae, Tipulidae,
Calopterygidae, Coenagrionidae, Libellulidae, Curculionidae, Dryopidae,

6 Dytiscidae, Elmidae, Gyrinidae, Staphylinidae, Baetidae, Caenidae,
Leptohyphidae, Leptophlebiidae, Gripopterygidae, Hydropsychidae,
Leptoceridae

Fonte: Elaboracao propria (2024)
Notas: sqc = sem queta capilar; cqc = com queta capilar

Nivel de identificagdo taxondmica: ver Quadro 1.

ATENCAO: O sinal +indica uso conjunto das subfamilias, de forma que a
presenca das duas subfamilias unidas pelo sinal + resultara em uma
Unica pontuacao

b) ICBress. (Quadro 4), para comunidades da regidao sublitoral de
reservatorios,

Quadro 4 — ICBRres-sL

Qualidade Shat ICS H’ IB-Res pontos
PESSIMA azoico 6
MUTORUM <16 <10,75 <231 < 39 5
RUIM 16 - 19 10,75-14,74 2,31 -2,71 39-50 4
REGULAR 20 -22 14,75 -19,74 2,72 -3,15 51 - 62 3
BOA 23-29 19,75 -26,49 3,16 —3,48 63 - 86 2
OTIMA > 29 > 26,49 > 3,48 > 86 1
Fonte: Elaboracao propria (2024)
Notas:

e Sna (Riqueza de nativos), calculado como a soma das categorias taxondmicas encontradas
na amostra, excetuando-se as espécies exoticas invasoras;

e ICS (indice de Comparacdo Sequencial), descrito em Cairns e Dickson (1971) e calculado
por um pacote em R desenvolvido para CETESB por MSc Enoque G. Ribeiro (Calculation
[...], 2021);

e H’ (indice de diversidade de Shannon-Wiener), descrito em Washington (1984) e calculado
com log em base 2. S6 utilizado quando nao for possivel o calculo do ICS;
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e IB-Res, calculado como a soma das valéncias dos indicadores que ocorreram na amostra,
conforme Quadro 5.

Quadro 5 -1B-Res

Valéncias Indicadores

1 Limnodrilus, Chironomus, Tanypus

Branchiura, Dero, Nais, Pristina, Opistocysta, Glossiphoniidae, Saetheria,
Labrundinia, Procladius

Sphaeriidae, Aulodrilus, Bothrioneurum, Stephensoniana, Aedokritus,
Cladopelma, Goeldichironomus, Polypedilum, Coelotanypus

BRYOZOA, TURBELLARIA, NEMERTEA, Physidae, Chaetogaster, Slavina,
4 Hydracarina, Ceratopogonidae, Dicrotendipes, Fissimentum, Parachironomus,
Paralauterborniella, Pelomus, Caladomyia, Tanytarsus, Polymitarcyidae

Ampullaridae, Aeolosomatidae, Enchytraeidae, Haemonais, Asheum, Axarus,

5 Cryptochironomus, Nilothauma, Stenochironomus, Zavreliella, Ablabesmyia,
Leptoceridae, Polycentropodidae

Fonte: Elaboracéo propria (2024)

Nivel de identificagdo taxondmica: ver Quadro 1.

c) ICBres-pp (Quadro 6), para comunidades da regido profundal profunda de
reservatorios

Quadro 6 — ICBres-pp

Qualidade Shat ICS H’ IB-Res pontos
PESSIMA azoico 6
_ <4 <1,61 <0,63 <6 5
RUIM 4-7 1,61 -4,30 0,63-1,79 6-17 4
REGULAR 8-13 4,31 -9,90 1,80 - 2,57 18 - 33 3
BOA 14-19 9,91-15,09 2,58-2,72 34-54 2
OTIMA >19 > 15,09 > 2,72 > 54 1
Fonte: Elaboracao propria (2024)
Notas:

e Shat (Rigueza de nativos), calculado como a soma das categorias taxondmicas encontradas
na amostra, excetuando-se as espécies exoticas invasoras;

e ICS (indice de Comparacéo Sequencial), descrito em Cairns e Dickson (1971) e calculado
por um pacote em R desenvolvido para CETESB por MSc Enoque G. Ribeiro (Calculation
[...], 2021);

e H’ (indice de diversidade de Shannon-Wiener), descrito em Washington (1984) e calculado
com log em base 2. S6 utilizado quando nao for possivel o calculo do ICS;

e IB-Res, calculado como a soma das valéncias dos indicadores que ocorreram na amostra,
conforme Quadro 5.
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85

d) ICBres-pr (Quadro 7), para comunidades da regidao profundal rasa de

reservatorios.

Qualidade Shat
PESSIMA
RUIM 10- 14
REGULAR 15-19
BOA 20 - 27
OTIMA > 27

Quadro 7 — ICBRes-PrR

ICS H’
azéico
< 4,60 <1,66
4,60 — 8,85 1,66 — 1,88
8,86-16,25 1,89-2,63
16,26 — 23,79 2,64 — 3,69
> 23,79 > 3,69

Fonte: Elaboracéo propria (2024)

Notas:

IB-Res

<23
23-35
36 - 48
49 - 65
> 65

pontos
6

R N W B O

¢ Sna (Rigqueza de nativos), calculado como a soma das categorias taxondmicas encontradas
na amostra, excetuando-se as espécies exoticas invasoras;
e ICS (indice de Comparacéo Sequencial), descrito em Cairns e Dickson (1971) e calculado
por um pacote em R desenvolvido para CETESB por MSc Enoque G. Ribeiro (Calculation

[...], 2021);

e H’ (indice de diversidade de Shannon-Wiener), descrito em Washington (1984) e calculado

com log em base 2. S¢ utilizado quando nao for possivel o calculo do ICS;

¢ IB-Res, calculado como a soma das valéncias dos indicadores que ocorreram na amostra,

conforme Quadro 5.

Nivel de identificagcdo taxonémica: ver Quadro 1.

Ressalta-se novamente que no célculo do Indice da Comunidade Bentdnica

apenas um dos indices de diversidade (ICS ou H’) é considerado, dando-se

preferéncia ao ICS, cuja amplitude de variacdo é maior. O valor final, que gera o

diagnéstico ou a classificacdo da qualidade do habitat, sera simplesmente a

meédia aritmética do valor obtido com a soma dos pontos de cada métrica.

Abaixo, um exemplo de lista de ocorréncia dos taxons (Figura 4) observados

em um ambiente ribeirinho, suas valéncias e o calculo do IB-Rio associado:



Figura 4 — Lista de ocorréncia dos taxons, métricas e pontuacao

Indicadores Valéncia
Nemertea 5
Hyriidae 6
Corbicula fluminea sv
Sphaeriidae 4
Ancylidae 5
Planorbiidae 5
Tubificinae sqc 1
Tubificinae cqc 3
Naidinae 1
Pristininae 1
Opistocystidae 4
Glossiphoniidae 2
Chironomini 1
Tanytarsini 4
Tanypodinae 5
Orthocladiinae 4
Leptohyphidae 6
Leptophlebiidae 6
IB-Rio 63

Fonte: Elaboracéo propria (2024)

sv = sem valéncia

Os resultados das métricas que compdem o ICBrio para o exemplo acima foi:

Shat
ICS
IB-Rio

A pontuacgdo para cada métrica sera:

Snat
ICS
IB-Rio

17

11,43

63

3
3
3

86

Entdo, o ICBrio =3 + 3 + 3 =9 =+ 3 = 3, portanto a qualidade ecolbgica deste
ambiente serd& REGULAR.
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A frequéncia de deformidades (FD) em mento de Chironomus € calculada pela

formula:

DEF
FD (%) = e x 100

Onde,
DEF = nimero de mentos deformados,
N = nimero total de mentos analisados

Na interpretacdo do resultado de frequéncia de deformidades em mento de
Chironomus, consideram-se 0s niveis naturais destas alteragcdes morfoldgicas
como basais, acima dos quais se evidencia a acéo de poluentes. Para o estado
de Sé&o Paulo, Bonani (2010) sugeriu o valor de 2% como limite entre o natural e
o provocado por contaminagdo quimica do ambiente, diante da observacao de
auséncia total a 2,4% de deformidades em mento de larvas coletadas em
ambientes mais preservados. Por outro lado, considerando que o maior valor
encontrado foi de 43% (rio Quilombo) (CETESB, 2005) e que ambientes com
forte influéncia de esgotos domésticos, exibem frequéncias de 4-6%, como 0s
rios Sorocaba (Kuhlmann et al., 2007) e Jacupiranguinha (CETESB, 2009),
foram definidas as seguintes faixas de qualidade (Quadro 8) para esta métrica:

Quadro 8 — Faixas de qualidade para a frequéncia de deformidades (%)

QUALIDADE FREQUENCIA RELACAO COM O AMBIENTE
. Ambiente sem contaminantes que promovam a
<920
Ol 2% mé formacao do mento de Chironomus
REGULAR 21-6% Frequéncia provavelmente provocada por

contaminantes diluidos no esgoto doméstico

Frequéncia provavelmente provocada por

>6% . el .
contaminantes quimicos lancados ao ambiente

Fonte: Elaboracao prépria (2024)
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