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(ARMS), instalado em um bloco de recife artificial no litoral do
Parana, confeccionado para atrair invertebrados bénticos
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. Espécies benténicas encontradas no Parque Nacional Marinho das llhas dos Currais.
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Biota bentdnica

A biota benténica de substratos consolidados — costoes rochosos, re-
cifes e outros substratos duros naturais e artificiais — é caracterizada pela
dominancia de organismos sésseis, fixos ao substrato, como algas, espon-
jas, ascidias, zoantideos e hidrozoarios. Muitos organismos vageis ocupam
também este habitat, mas uma boa descricao da biota deve considerar es-
pecialmente aqueles principais ocupadores dos espacos disponiveis.

Amostragens dessa biota no sublitoral sao realizadas idealmente a
partir de mergulho autbnomo e podem ser destrutivas (raspagens e co-
letas de organismos) ou nao destrutivas (fotografias e sensos in situ). A
fotoamostragem possui grandes vantagens em relacao a outros méto-
dos pois permite a identificacao e a quantificacao dos principais orga-
nismos que recobrem o substrato, situacao dificultada apés raspagem
e destruicao da estrutura da comunidade; é ainda um método rapido,
ao contrario dos sensos, e permite a obtencao de muitas réplicas em
pouco tempo de submersao, além de possibilitar a reanalise dos dados.

A biota de areas recifais é caracterizada pela elevada biodiversida-
de, dificil de ser acessada plenamente pela maioria das metodologias
tradicionais (raspagens, fotos, sensos, armadilhas, etc.) especialmen-
te devido aos diminutos organismos ou a chamada biota criptica, que
acaba negligenciada e subestimada na maioria dos estudos. Um mé-
todo de amostragem eficiente para o levantamento e monitoramen-
to da biodiversidade criptica, da abundancia e distribuicao béntica em
recifes artificiais e naturais é o emprego dos ARMS (Autonomous Reef
Monitoring Structure). Os ARMS sao amostradores que imitam a com-
plexidade estrutural de ambientes recifais, confeccionados para atrair
invertebrados benténicos servindo como substrato e habitat. Estas es-
truturas permanecem no fundo marinho por meses ou anos e sao de-
pois retiradas para estudo dos organismos presentes.

Neste guia, sao detalhadas duas metodologias para monitoramento
da fauna benténica de ambientes recifais mencionadas acima: fotoa-
mostragem e ARMS. Ambas metodologias serao aplicadas no REBI-
MAR, o Programa de Recuperacao da Biodiversidade Marinha, execu-
tado pela Associacao MarBrasil, com o patrocinio da Petrobras, atraves
do Programa Petrobras Socioambiental.
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Mergulhadora do REBIMAR operando um sistema de fotoamostragem

Fotoamostragem

Consiste em fotografar uma area definida de forma padronizada, para
caracterizagao e monitoramento da biota incrustante a partir da posterior
analise das imagens em laboratorio. Normalmente a padronizacao das
imagens é possivel com a utilizagao de um frame (quadrado amostrador
em PVC) onde é montada a camera, para manter a distancia focal e deli-
mitar a area fotografada juntamente com uma escala.

O tamanho da area fotografada e a quantidade de fotos por local de-
pendera do objetivo do estudo, heterogeneidade da biota e dos substra-

tos, o que pode ser definido em uma coleta piloto.

[Para manter a aleatoriedade das réplicas e padronizar as amostragens,
frequentemente as fotos sao realizadas seguindo transecgoes sobre o
fundo, com imagens tomadas em distancias regulares.

Antes da coleta:

E importante que os mergulhadores tenham pleno conhecimento do
local e das atividades de cada um durante o mergulho. Um mergulhador
sera o fotografo, o outro fara anotagoes e coletas pontuais. Um briefing
das atividades antes do mergulho é sempre recomendavel.




Equipamentos necessarios:

+ Maquina fotografica com pilhas e cartao de meméria checados,
acoplada ao frame.
Cabo com marcagdes de distancias e bussola para demarcar
transecgoes no fundo.
Placa de anotacoes e |apis para registro das condi¢cdes do mar
e da biota: visibilidade, profundidade, temperatura, espécies de
interesse, etc.
Sacos, frascos e espatulas para eventuais coletas de organis-
mos de interesse, ou para posterior confirmacao da identifica-
cao, ou espécies com padroes morfolégicos diferentes dos do-
cumentados regionalmente.

Procedimentos de campo

Definido o ponto inicial da transecgao, apés anotar os dados do lo-
cal, um mergulhador estica o cabo com auxilio da bussola se for neces-
sario. Em seguida o outro mergulhador inicia a captura das imagens
posicionando verticalmente o frame e disparando a camera o mais
imovel possivel. Sempre vale a pena obter duas imagens de cada pon-
to, garantindo que ao menos uma delas tenha boa qualidade para as

Foto: Janaina Bumbeer
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analises (apenas uma imagem deve ser analisada por ponto). E preciso
ainda anotar a numeracao inicial e final das fotos tiradas em cada tran-
seccao.

Fotos adicionais de organismos de interesse e de visao mais geral do
local de coleta também auxiliam na descricao posterior e na identificacao
de espécies.

Em laboratério

Todas as imagens devem ser arquivadas no computador e aquelas se-
lecionadas para andlise devem ser codificadas e salvas em pasta separada
com dados de data, local, nUmero da transeccao e numero da foto.

Estas imagens podem passar por edicoes em softwares especificos
para ajuste de cores e contraste, o que facilita as identificagdes e andlises
posteriores.
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Fotoamostragens captadas pela equipe do Programa REBIMAR

Analise

A marcacao e contagem de pontos sobre as imagens € uma meto-
dologia comum para estimativas de composicao e abundancia para co-
munidades marinhas benténicas. Atualmente existem varios softwa-
res que sobrepdem pontos sobre as imagens em analise, facilitando
as estimativas na tela do computador. Um destes é o software livre
Coral Point Count with Excel extensions (CPCe), cuja operacao basica
€ descrita a seguir.

ApOs abrir o arquivo com a imagem subaquatica a ser analisada, o
primeiro passo é definir a borda da area util em analise. Em seguida de-
vem ser sobrepostos os pontos. Para cada ponto, identificar a espécie
ou tipo de substrato exatamente abaixo. Finalmente, salvar o arquivo.
O programa salva a imagem com os pontos e uma tabela (na extensao
*xlIs) com as informacdes que podem ser analisadas estatisticamente
em qualquer outro software. A proxima imagem ja pode ser analisada.
O CPCe pode analisar imagens separadamente ou pode agrupar os
dados de um conjunto de imagens na mesma tabela (todas as imagens
de uma transeccao por exemplo). E preciso também criar uma um ar-
quivo com codigos das espécies, o que facilita o trabalho de analise de
cada imagem. Rocha, areia, sombras ou qualquer outro objeto fotogra-
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fado devem ser codificados como se fossem espécies, assim podem ser
quantificados também.

Para definir a borda basta usar a ferramenta de selecao de retangulo,
clicando e arrastando a seta sobre a imagem.

Para sobrepor pontos na imagem dentro da area da borda especifica-
da, o pesquisador deve definir o niumero de pontos e a forma de sobrepo-
sicao: aleatéria simples, aleatéria estratificada ou com distribuicao uni-
forme. Os pontos sobrepostos aparecem numerados sequencialmente
sobre a imagem. Uma tabela também é mostrada com o numero de cada
ponto e espacgos para preencher com as espécies identificadas. Abaixo da
imagem é mostrada a caixa de coédigos das espécies.

Ao identificar a espécie sob um ponto, basta selecionar o ponto e o c6-
digo da espécie na caixa de coédigos, automaticamente a tabela vai sendo
preenchida com as espécies identificadas.

Apos o processamento das imagens de cada transecgao, a partir do ar-
quivo de extensao *.cpc salvo é possivel gerar os arquivos em *.xls combi-
nando transecoes/locais/datas. Estes dados apresentam os calculos de
frequéncia de pontos, porcentagens, indices de diversidade e podem ser
utilizados para os calculos estatisticos comuns na ecologia de comunida-
des benténicas.

O programa ainda permite o calculo de tamanho e area dos organis-
mos na imagem a partir da calibracao com objeto de tamanho conhecido
(escala), que pode ser a propria estrutura do frame fotografado.

Interface do software Coral Point Count with Excel extensions (CPCe)
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Inicio da colonizacao de espécies inscrustrantes no ARMS

Artificial Reef Monitoring Structures:

Estrutura de atragcao e amostragem da biota de substrato consolidados
desenvolvidos no ambito do programa Census of Marine Life (CoML) e
Census of Coral Reef Ecosystems (CReefs), da National Oceanographic
and Atmospheric Administration — NOAA.

Cada ARMS é composto de oito a dez placas de PVC cinza tipo 1 (23 x
23 cm, com |1 cm de espessura) parafusados em uma base (35 x 45 cm).
No mercado brasileiro pode ser dificil encontrar as placas de PVC cinza,
alternativamente podem ser colados sobre as placas brancas adesivos
vinilicos cinza com acabamento acetinado, padronizando a cor e textura
das superficies. Estas placas ficam afastadas cerca de 1,5 cm entre si por
meio de espacadores e sao arranjadas em camadas abertas e obstruidas
alternadas, proporcionando diferentes micro-habitats para colonizacao.
Estas estruturas sao fixadas no fundo marinho com estacas ou poitas e
cabos, usualmente em triplicatas em cada local de estudo, permanecendo
entre 1 e 3 anos até a coleta.

Para recuperar o ARMS, a unidade é encapsulada ainda no leito ma-
rinho com um container (p. ex. caixa plastica inteira ou com aberturas,
revestidas com tela de 100 pm) para prevenir a fuga de qualquer orga-
nismo vagil, e € mantida em recipiente com agua do local de coleta até o
processamento em terra.



As unidades sao desmontadas placa por placa dentro do recipiente
e as duas superficies da placa sao fotografadas para as analises da
cobertura da biota séssil. Estes organismos sao também processados
para analises taxondémicas e genéticas. Toda a agua do recipiente jun-
tamente com a fauna vagil presente é entao filtrada em peneiras se-
quenciais com malhas de 2 mm, 500 pm, e 100 pm a obtencao de trés
fracoes de tamanho para posterior andlises taxondémicas e genéticas.

Instalacao dos ARMS:

Os ARMS sao mantidos no leito marinho por estacas, cabos ou pe-
sos. Nos recifes rochosos, o uso de estacas é dificultado, entao podem
ser amarrados pesos como blocos de concreto ou barras de lastro de
mergulho na base do ARMS utilizando cabos ou abracadeiras tipo Hel-
lerman (enforca gato).

Deve-se ter cuidado ao levar os ARMS até o fundo para evitar qual-
quer dano a biota. E recomendavel o uso de boias amarradas as estru-
turas para facilitar a descida.

Jano fundo, cada estrutura pode ser ancorada por cabos amarrados em
poitas ou nas rochas adjacentes caso o estaqueamento seja impossivel.

Apo6s a fixagao é importante registrar imagens do ARMS no am-
biente e de outras estruturas do fundo que possam servir de referéncia
para facilitar a busca nas campanhas de manutencao ou retirada. As
coordenadas do ponto exato de instalagao devem também ser ano-
tadas. Em locais com aguas turvas, pode ser interessante utilizar um
cabo unindo as réplicas instaladas se nao estiverem muito distantes,
que servem como guias para localizacao das unidades.

()
)
Q
Q

-~

S

)
S

o
o)
S

[T

. Primeiro sistema ARMS do REBIMAR foi fixado por cabos

\

15




16

Recuperacao:

Para cada ARMS recuperado sera necessario um container para en-
capsular a unidade e um recipiente de manutenc¢ao da estrutura com agua
do local. O container pode ser um recipiente de tamanho apropriado para
"vestir” a estrutura, idealmente uma caixa com aberturas, revestida com
tela de 100 pm para evitar a fuga de organismos.

Para localizar o ARMS deve-se ter em mente que a estrutura estara
provavelmente toda recoberta pela biota, portanto camuflada. Assim que
localizado, o ARMS deve ser fotografado para registro pelos mergulha-
dores. Usando uma faca, os cabos ou abracadeiras de fixagao devem ser
cortados. Restos dos cabos, abracadeiras ou lastros devem ser recolhidos
para dar o destino correto em terra.

Em seguida a estrutura deve ser coberta com o container e este con-
junto irmemente atado com elasticos fortes ou correias para ser transpor-
tado a embarcacao. O conjunto pode ser levado a embarcacgao diretamen-
te pelo mergulhador ou atado a um cabo para ser puxado verticalmente
ao barco.

Na superficie, cada conjunto deve ser mantido individualmente em
recipiente de tamanho compativel cheio com agua do mar sob aeracao.
Os ARMS encapsulados sao imediatamente colocados invertidos no reci-
piente e transportados ao laboratério.
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Foto: NOAA

Processamento:

No local de processamento, o conjunto ARMS e container deve ser
transferido para outro recipiente com agua do mar sob aeracao, o reci-
piente de desmontagem. Neste recipiente os elasticos ou corrias sao
removidos, o container é retirado e lavado para soltar os organismos
presos na tela. O container pode ser emerso e imerso algumas vezes, e
depois lavado usando pissetas com agua do mar. Em seguida o ARMS
pode ser desparafusado e desmontado.

Inicialmente é removida a base do ARMS, e entao placa por placa.
A base e cada uma das placas devem ser gentilmente esfregadas com
pincel para remover 0s organismos vageis e estarao prontas para as
analises. A base pode ser descartada das analises.

Cada placa, iniciando pela basal (placa 9) deve ser levemente lavada
na agua do recipiente de desmontagem para remover particulas de se-
dimento e entao deve ser transferida para uma bandeja com agua do
mar onde sera fotografada para registro da comunidade séssil. As ima-
gens devem ser obtidas com a melhor qualidade de resolugao possivel
e devem incluir na foto inicial de cada placa etiquetas de identificacao
com informacao do local, ponto, ID do ARMS (A, B ou C para as tripli-
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catas), numero da placa, e lado da placa (superior ou inferior). Deve ser
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fotografada a placa toda e também cada quarto, o centro, organismos em
detalhe, dos dois lados. Estas imagens podem ser usadas para analises
de composicao e ocupacgao pela biota séssil.

Cada placa deve ser novamente esfregada com pincel dentro de um
recipiente com agua do mar para remover qualquer organismo vagil ainda
aderido. Esta placa deve ser mantida em um novo recipiente com agua
do mar aerada até a proxima etapa que consiste na raspagem da biota.
Amostras de coldnias ou qualquer organismo séssil podem ser retiradas
neste momento para fins taxondmicos ou depdésito em colecao. Estes pro-
cedimentos sao repetidos para todas as placas.

A agua do recipiente de desmontagem, das bandejas de fotografia, e
de manutencao das placas fotografadas deve ser entao filtrada em uma
série de peneiras geolégicas com malha de 2 mm, 500 pym, e 100 pm.
Cada porcao pode ser fixada em Alcool absoluto, DMSO 20% ou RNA
Later, para analises genéticas posteriores. A fracao acima de 2mm pode
ser triada imediatamente depois da filtragcao, o que é mais eficiente pois
0S organismos estao Vvivos, intactos e com as cores reais, permitindo tam-
bém o registro fotografico desta fauna. Apdés a separacao e fotografia,



os exemplares devem ser fixados (com as devidas etiquetas contendo
local e ID do espécime) para fins taxonémicos e genéticos.

Todas as placas devem finalmente ser raspadas usando espatulas.
Todos os organismos sésseis devem ser raspados em uma bandeja
limpa. Todo o material raspado é entao colocado em um triturador/ho-
mogeneizador por ao menos um minuto, com agua do mar se for ne-
cessario. O material homogeneizado é filtrado em malha 40 pm com
adicao de agua do mar. A malha é apertada para drenar a agua e mais
agua pode ser adicionada aos poucos, até que o filtrado nao tenha mais
a aparéncia lamacenta. Finalmente, 3 subamostras de cerca de 10 g do
material retido na malha sao coletados em tubos tipo Falcon de 50 ml
e fixados com Alcool absoluto, DMSO 20% ou RNA Later para analises
geneéticas posteriores. O restante pode ser congelado para possiveis
calculos de biomassa.

As amostras de material filtrado em 2 mm, 500 pym, 100 ym bem
como as triplicatas em 40 pm podem ser utilizadas para analises ge-
néticas utilizando técnicas de sequenciamento em massa a partir da
extracao do DNA total das amostras.
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