
                                                                                             
 

MATERIAL SUPLEMENTAR (ANEXO 3 DULCICOLA - BIÓTICO) 

 

1 METODOLOGIA 

1.1 Caracterização das comunidades bióticas 

1.1.1 Fitoplâncton 

As amostras da comunidade fitoplanctônica foram realizadas mensalmente, a partir de outubro 

de 2018, ao longo do Rio Doce (região do estado do Espírito Santo), Rio Guandú e ecossistemas 

lacustres adjacentes. A malha amostral do sistema aquático dulcícola (rios e lagos) e estuarino 

é composta por 12 estações de amostragem, sendo quatro na calha fluvial do Rio Doce (E0 - 

Itapina, E21 – Porto de Linhares, E22 - Povoação e E26 – Foz do Rio do Doce), uma em um rio 

tributário (E17 – Rio Guandú), quatro em ecossistemas lacustres rasos (E23 - Areão, E24 - Areal, 

E25 – Monsarás mais ao interior e E25a – Monsarás mais próximo à costa) e três em lagos (E18 

- Limão, E19 - Nova e E20 - Juparanã). Nestas últimas, foram realizadas amostragens na 

subsuperfície e no ponto de compensação (PC), região onde incide aproximadamente 1% da 

radiação solar incidente na superfície. 

A coleta para análise qualitativa do fitoplâncton na calha dos rios e nos ecossistemas lacustres, 

foi utilizado o método do arrasto superficial com rede de plâncton de abertura de malha de 

20μm, na subsuperfície (aproximadamente 20 cm de profundidade), sendo uma amostra por 

ponto amostral. A amostra coletada em cada ponto foi dividida em duas partes, acondicionadas 

em frascos de polietileno (100 ml), sendo uma das partes fixada com formol 4%, enquanto a 

outra foi mantido sem fixador (viva). As amostras foram acondicionadas em caixa térmica com 

gelo permanente, para análise do material vivo em laboratório. As espécies foram analisadas 

em microscópio óptico Motic Panthera, equipado com câmera e aplicativo de imagens. A 

identificação foi realizada ao menor nível taxonômico possível usando bibliografias específicas. 

Para o estudo quantitativo do fitoplâncton na calha do Rio Doce e Rio Guandú, foram coletadas 

amostras de 100 mL de água em cada estação amostral, submergindo o frasco a 20 cm de 

profundidade. Nos ambientas lacustres, amostras de 100 mL de água foram coletadas na 

subsuperfície e na profundidade de 1% da radiação solar incidente na superfície (PC), com 

garrafa de Van Dorn. Todas as amostras quantitativas foram acondicionadas em frascos de vidro 

âmbar (100 mL) e fixadas com solução de lugol acético 5%. 

A densidade do fitoplâncton foi estimada pelo método de Utermöhl (1958), em microscópio 

invertido Motic AE2000 em aumento de 400x, usando tempo de sedimentação de pelo menos 

3 horas para cada centímetro de altura da câmara (MARGALEF, 1983). O volume sedimentado 

por amostra variou entre 2 a 25 mL, de acordo com as condições de cada amostra. A partir dos 

dados qualitativos e quantitativos foram determinadas: a riqueza de espécies, a densidade total 

de indivíduos (ind/mL), densidade de células de cianobactérias (cel/mL), a diversidade da 

comunidade fitoplanctônica através dos índices de diversidade de Shannon-Weaver (1949), 

equitabilidade segundo Pielou (1975) e dominância através do índice de Simpson (1949). A 

biomassa foi calculada a partir da concentração de clorofila-a, segundo método de Strickland e 

Parsons (1972) adaptado por Barroso e Littlepage (1998), conforme descrito no subprojeto “A3D 

- limnologia (água)” O biovolume de cada táxon presente na comunidade (μm³.ml-1) foi 



                                                                                             
 
determinado pela multiplicação dos valores de densidade específica e biovolume específico 

(μm³), calculado a partir das formas geométricas, segundo Hillebrand et. al. (1999) e Sun & Liu 

(2003). A determinação das cianobactérias com maior potencial de produção de toxinas foi feita 

a partir do registro de cepas comprovadamente tóxicas para outros ecossistemas brasileiros, 

segundo Sant’Anna et al. (2008). 

Também foram avaliados o esforço amostral na determinação do levantamento da 

biodiversidade de algas fitoplanctônicas, com uso da curva de rarefação de espécies 

(MAGURRAN, 2011), a diversidade beta e seus componentes de substituição de espécies 

(turnover) e aninhamento (nestedness), segundo Baselga (2010). A ordenação das estações 

amostrais de acordo com sua composição de espécies foi avaliada utilizando a análise de 

escalonamento multidimensional não métrico (nMDS; LEGENDRE & LEGENDRE; 2012). As 

análises de diversidade funcional foram realizadas com a aplicação dos índices de riqueza 

funcional (FRic), segundo Villéger et al. (2008) e dispersão funcional (FDis), segundo Laliberté & 

Legendre (2010), utilizando seis traços funcionai: motilidade (imóvel, aerótopo ou flagelo), 

demanda por sílica, presença de mucilagem, fração da comunidade em relação ao tamanho 

(pico, nano, micro ou mesoplâncton), razão superfície / volume (SV) e forma de vida (unicelular, 

filamentosa ou colonial). Todas as análises foram realizadas no programa R (versão 4.0.3; R CORE 

TEAM, 2020) utilizando os pacotes vegan (OKSANEN et al., 2019) e FD (LALIBERTÉ et al., 2014). 

 

1.1.2 Perifíton 

As amostras da comunidade perifítica foram coletadas mensalmente, durante 17 meses 

(outubro/2018 a março/2020, exceto outubro/2019), em 12 estações de amostragem ao longo 

do Baixo rio Doce, no estado do Espírito Santo. Em cada uma das estações amostrais localizadas 

em ambientes lóticos, foram coletadas duas amostras, sendo uma por margem. Não foram 

encontrados substratos na região de calha dos rios. Nas estações amostrais de ambientes 

lênticos, a comunidade perifítica foi coletada na margem mais próxima à localização do ponto 

amostral, onde houvesse disponibilidade de substratos colonizados. Por questões logísticas, não 

foram coletadas as seguintes amostras: E22 de OUT-18 (ambas as margens), E23 e E24 de NOV-

18, E21D de JUL-19, e E22D de SET-19, todas as estações em OUT19, e E23 entre NOV-19 a MAR-

20. 

Coleta e Análise 

Em cada uma das estações amostrais foram coletadas, no mínimo, três unidades do mesmo 

substrato de modo que a quantidade de material perifítico fosse suficiente para os 

procedimentos analíticos. Para a padronização do substrato coletado entre as estações 

amostrais, a seguinte ordem de escolha foi utilizada: 1º - seixos (ou rochas); 2º - macrófitas 

aquáticas fixas (enraizadas); 3º - macrófitas aquáticas flutuantes. Na maior parte das estações 

amostrais, o substrato foi coletado de macrófitas fixas (Erro! Fonte de referência não 

encontrada.). Sempre que possível, o material perifítico foi coletado de macrófitas do mesmo 

gênero. Os substratos foram coletados de forma que a área colonizada pelo perifíton fosse mais 

facilmente determinada após a remoção do mesmo. No caso de substratos vivos (e.g., 

macrófitas), foi observada a idade do substrato, mantendo-se o cuidado para selecionar partes 

ou indivíduos de mesma idade (para evitar efeitos da sucessão na comunidade perifítica) e não 



                                                                                             
 
estarem em fase de senescência (que também pode influenciar na estrutura da comunidade). 

Os substratos coletados foram armazenados em frascos com pequena quantidade de água 

destilada (câmara úmida), acondicionados em baixa temperatura, até serem levados ao 

laboratório. Em cada estação amostral foi coletada a quantidade de material perifítico suficiente 

para a análise qualitativa, quantitativa, de peso seco e biomassa fotossintetizante (clorofila-a). 

 

Tabela 1. Substratos coletados no monitoramento na bacia do Baixo rio Doce, sua classificação em relação À forma de 

vida, em quais estações foram encontrados e o número de amostras. 

Substrato Tipo Estação # Amostras 

Acanthaceae Macrófita fixa E21, E22 10 

Amaranthaceae Macrófita fixa E21, E26 5 

Apocynaceae Macrófita fixa E21 1 

Bambusoideae Macrófita fixa E21 5 

Cascalho Rocha E0, E17 38 

Cuphea sp. Macrófita fixa E21, E22 18 

Eichhornia sp. Macrófita flutuante E19, E20, E21, E26 6 

Eleocharis sp. Macrófita fixa E18, E23 E24 22 

Euphorbiaceae Macrófita fixa E0 1 

Galho Fixo E0, E22, E26 4 

Ipomoea sp. Macrófita fixa E0 2 

Limnocharis sp. Macrófita fixa E23, E24 2 

Ludwigia sp. Macrófita fixa E0 1 

Mimosa sp. Macrófita fixa E22 1 

Nymphaea sp. Macrófita fixa E18, E21, E22, E23, E24, E25a 30 

Panicum sp. Macrófita fixa E0, E20, E21, E26 15 

Paspalum sp. Macrófita fixa E0 8 

Poaceae Macrófita fixa E0, E20, E21, E22, E26 40 

Polygonum sp. Macrófita fixa E21 1 

Pontederiaceae Macrófita fixa E23 1 

Sagittaria sp. Macrófita fixa E23 7 

Talipariti sp. Macrófita fixa E26 15 

Typha sp. Macrófita fixa E25 17 

 

 

Processamento e análise das amostras em laboratório 

Os substratos com perifíton foram levados ao laboratório e o material perifítico foi removido 

utilizando escova de cerdas macias e jatos de água destilada, sendo acondicionado em um 

volume conhecido (~200 ml). Dessa amostra total, alíquotas foram separadas para as análises 

qualitativas e quantitativas, peso seco, clorofila-a e preparação de lâminas permanentes de 

diatomáceas.  



                                                                                             
 
Para a análise qualitativa da comunidade, a alíquota foi fixada com solução formalina a 

aproximadamente 4% (4 ml de solução formalina para cada 100 ml de amostra). A identificação 

taxonômica foi realizada em microscópio óptico equipado com captura de imagem (câmera 

fotográfica) e todos os táxons esquematizados em microscópio com câmara clara.  

Para análise taxonômica das diatomáceas, parte do material perifítico foi oxidado, segundo 

Battarbee et al. (2001), utilizando peróxido de hidrogênio (H2O2 35%) e ácido clorídrico (HCl 10%) 

e lâminas permanentes foram montadas utilizando Naphrax® (IR = 1,73) como meio de inclusão. 

Para a análise quantitativa, as amostras foram fixadas com solução de lugol acético 1% e a 

determinação da densidade perifítica foi realizada em microscópio invertido (segundo 

UTERMÖHL, 1958), com tempo de sedimentação segundo Lund et al. (1958). A contagem foi 

realizada em campos aleatórios (UELINGER, 1964), e o limite de contagem foi determinado pela 

curva de rarefação de espécies (quando nenhuma espécie nova foi observada em, pelo menos, 

sete campos analisados) e pelo menos 100 indivíduos da espécie mais abundante foram 

contados por amostra (FERRAGUT et al., 2013). Os cálculos da densidade de indivíduos seguiram 

Ferragut et al. (2013). 

O peso seco e peso seco livre de cinzas da comunidade perifítica foram determinados pelo 

método de pesagem, segundo APHA (2005). A biomassa algal (representado pela clorofila-a, 

corrigida da feofitina) foi determinada pelo método de extração em etanol 90% aquecido, sem 

maceração (SARTORY & GROBELLAR, 1984) e os cálculos baseados em Golterman et al. (1978). 

 

Análise de dados 

As análises foram realizadas utilizando as médias entre margens para representar as estações 

amostrais dos ambientes lóticos (rio Doce e rio Guandu), considerando a similaridade entre as 

comunidades das duas margens opostas (RRDM, 2019; RT 18I), a determinação das condições 

ambientais da estação amostral apenas na calha do rio (e não nas duas margens), e o objetivo 

do monitoramento frente ao tamanho da malha amostral (pequenas diferenças entre as 

comunidades entre as margens poderiam causar confusão na interpretação geral dos 

resultados). 

A partir dos dados quantitativos, foi avaliada a representatividade do esforço amostral na 

determinação do levantamento da biodiversidade de algas perifíticas pela curva de rarefação de 

espécies (MAGURRAN, 2011); a diversidade beta e a sua participação nos componentes de 

substituição de espécies (turnover) e aninhamento (nestedness), segundo Baselga (2010); e a 

diversidade da comunidade perifítica a partir dos índices de Shannon, equitabilidade, e índice 

de Simpson (MAGURRAN, 2004). Para a ordenação das estações amostras de acordo com a 

comunidade perifítica, foi realizada a análise de escalonamento multidimensional não métrico 

(nMDS; LEGENDRE; LEGENDRE; 2012). Para identificar as espécies indicadoras dos metais que 

apresentaram valores maiores que os limites da resolução CONAMA 357/05, para águas de 

classe 2, foi utilizado o valor de indicação das espécies, por meio da análise de IndVal, segundo 

descrito por Dufrene & Legendre (1997). Para as espécies com algum valor de indicação 

significativo, foi realizada a correlação de Pearson entre a concentração do metal e a densidade 

das espécies nas amostras analisadas. Ainda, foram avaliadas as variações dos grupos funcionais 

descritos por Passy (2007), e complementados por Rimet e Bouchez (2011), baseados na forma 



                                                                                             
 
de vida e adaptação das algas: baixo perfil (algas aderidas e dispostas próximas ao substratos), 

alto perfil (algas aderidas e dispostas em camadas superiores da matriz perifítica), móveis (algas 

não aderidas com capacidade de rápida movimentação), e fitoplanctônica (algas não típicas da 

comunidade perifítica, não aderidas e com baixa ou nenhuma mobilidade). Todas as análises 

foram realizadas no programa R (versão 3.1.3; R CORE TEAM, 2015) utilizando o pacote vegan 

(OKSANEN et al., 2013). 

 

1.1.3 Macrófitas 

As expedições para coleta de macrófitas aquáticas (Plantas Vasculares sem sementes e 

Angiospermas) foram realizadas mensalmente ao longo de 17 meses. Para a amostragem, as 

plantas foram coletadas utilizando um quadrado de 1 m2 que foi lançado quatro vezes 

aleatoriamente em cada um dos pontos dentro da malha amostral (Figura 1). Para efeitos de 

comparação, as estações amostrais foram divididas em rio Guandu (E17 - Tributário), Lagos (E18 

- Limão, E19 - Nova, E20 - Juparanã), Lagoas (E23 - Areão, E24 - Areal, E25 e E25a - Monsarás) e 

calha do rio Doce (E0 - Itapina, E21 - Porto de Linhares, E22 - Povoação e E26 - Porto de 

Regência). Ressalta-se que devido questões burocráticas de ordem superior, da 13ª campanha, 

a Lagoa Areão (E23) não foi amostrada. Além disso, destaca-se que, devido às consequências 

causadas pela pandemia de COVID-19, a 17ª campanha, realizada em março de 2020, precisou 

ser interrompida no segundo dia de coleta (17 de março de 2020). Assim, na referida campanha 

foram amostrados somente as seguintes estações: Lagoas (E24 - Areal, E25 e E25a - Monsarás) 

e calha do rio Doce (E21 - Porto de Linhares, E22 - Povoação e E26 - Porto de Regência). 

 

Os espécimes férteis (frondes para plantas vasculares sem sementes, flores e/ou frutos para as 

Angiospermas) foram coletados com no mínimo de três amostras (sempre que possível) e 

processados de acordo com os métodos usuais em taxonomia vegetal (Bridson & Forman 1998). 

As amostras foram encaminhadas para o Laboratório de Sistemática e Genética 

Vegetal/PPGBT/CEUNES/UFES para posterior envio para a coleção biológica que as receberá - 

Herbário VIES (Universidade Federal do Espírito Santo). Sempre que possível, amostras 

adicionais foram coletadas (flores e frutos) e acondicionadas em recipientes adequados e 

preservadas em álcool etílico 70%, para estudos morfológicos e identificação. Para as plantas 

vasculares sem sementes, uma amostra foi necessariamente coletada e armazenada em álcool 

70% (além das três amostras para exsicatas). 

 

Os representantes da flora foram acompanhados de seus respectivos registros fotográficos e os 

dados referentes às coordenadas geográficas obtidos por meio do aparelho de GPS (Global 

Positioning System). As espécies foram identificadas por meio do método comparativo de 

vouchers depositados em herbários [CVRD, K, MBML, MO, NY, RB, SPF, VIES, acrônimos de 

acordo com Thiers (2019)] e/ou utilizando-se bibliografias específicas. 

 

Os nomes das famílias botânicas seguem o proposto pelo APG IV (2016) para as angiospermas e 

Smith et al. (2006) para as plantas vasculares sem sementes. Os nomes dos autores estão de 

acordo com BFG (2018) e estados de conservação dos táxons segue o sugerido pelo CNCFlora 

(2020). Para a classificação das formas biológicas das macrófitas aquáticas foi seguido o 

proposto por Irgang et al. (1984), sendo as espécies categorizadas como: Submersa fixa - 



                                                                                             
 
enraizadas e que crescem totalmente submersas na água; Submersa livre - permanecem 

flutuando submersas na água; Flutuante fixa - são enraizadas e com folhas flutuando na 

superfície da água; Flutuante livre - permanecem flutuando com as raízes abaixo da superfície 

da água; Anfíbia - plantas geralmente de margens; Emergentes - enraizadas com folhas 

emergindo parcialmente; e Epífita. 

 

Os parâmetros de diversidade (abundância, riqueza, índice de dominância e composição de 

espécies) foram comparados tanto espacial (áreas afetadas diretamente X áreas adjacentes) 

quanto temporalmente (ao longo de 17 meses). Para testar a suficiência amostral total e de cada 

ambiente (rio Guandu, Lagos, Lagoas e rio Doce), curvas de rarefação foram realizadas reunindo 

os dados gerais e abundância específica. Para todas as análises relativas aos parâmetros 

numéricos das comunidades foram construídos modelos lineares generalizados (GLMs), usando-

se as distribuições de erros adequadas em cada caso. As variáveis dependentes (resposta) dos 

modelos foram abundância, riqueza e índice de dominância e as variáveis independentes 

(explicativas) foram o local nas análises espaciais e o tempo nas análises temporais, levando em 

consideração três tempos sazonais: C1, que corresponde à um período chuvoso de 

Outubro/2018 até Março/2019; S, que corresponde à um período seco de Abril/2019 até 

Setembro/2019; e C2, que corresponde à um segundo período chuvoso de Outubro/2019 até 

Março/2020. Todos os modelos, bem como os testes estatísticos, foram construídos/realizados 

utilizando-se a plataforma R (R Development Core Team 2018). Todas as investigações foram 

submetidas à análise de resíduos para verificação das distribuições de erro utilizadas, adequação 

dos modelos e possível presença de ‘outliers’.  

 

As análises de composição foram feitas através de estatística multivariada a partir de planilhas 

de presença X ausência com abundância em cada ponto. Foram então realizadas análises de 

escalonamento multidimensional não-métrico (NMDS), seguidas de análises de similaridade 

(ANOSIM) e de porcentagem de contribuição das espécies mais influentes (SIMPER), utilizando-

se o índice de similaridade de Bray-Curtis. A realização de testes do tipo SIMPER permitem a 

identificação de espécies mais “influentes” na separação das comunidades, de maneira que, a 

partir da biologia de tais espécies, seja possível inferir se a mesma é uma espécie que possa ser 

apontada como bioindicadora. Tais análises foram realizadas no software Past 2.17 (Hammer et 

al. 2001).  

Para a análise de UPGMA, foi elaborada uma matriz de presença (Legendre & Legendre 2012) e 

ausência com 16 áreas, sendo 12 as estações do PMBA, três áreas lacustres do alto rio Doce 

(Ferreira et al. 2009; Pivari et al. 2008; Pivari et al. 2011) e uma área fora da bacia hidrográfica 

do rio Doce, o Parque Estadual da Itaúnas (Souza et al. 2017). Para a escolha das áreas for a do 

âmbito do PMBA, foi realizada uma revisão de literature para buscar lista de macrófitas 

publicadas para áreas da bacia hidrográfica do rio Doce. Além disso, o Parque Estadual de 

Itaúnas foi inserido na análise para contrastar com as outras áreas, uma vez que pertence à 

outra bacia hidrográfica. Já para o algoritmo UPGMA, calculamos o índice de Bray-Curtis no R, 

considerando o número de espécies diferentes coletadas em cada estação de amostragem. 

Visando o monitoramento de espécies sabidamente bioindicadoras de qualidade da água, foram 

realizados testes para verificar se a abundância dessas espécies variou ao longo do tempo e se 

tal variação ocorria da mesma forma nos diferentes ambientes amostrados. Para isso foram 



                                                                                             
 
realizadas análises de co-variância (ANCOVAs), onde a variável dependente foi sempre a 

abundância de cada espécie e as variáveis explicativas foram ambiente (categórica) e tempo 

(contínua). Para tanto, quatro espécies foram selecionadas devido à sua natureza de altas taxas 

de crescimento em ambientes perturbados: Eichhornia azurea (Sw.) Kunth e E. crassipes (Mart.) 

Solms (Anthophyta - Pontederiaceae). 

 

1.1.4 Zooplâncton 

As campanhas compreendidas no RA2020 foram realizadas entre outubro de 2018 a março 

2020, sendo interrompidas a partir de março 2020 em função da pandemia do COVID-19. 

Seguindo as recomendações de isolamento social impostas pela UFOP, as amostras coletadas 

em março ainda não foram analisadas na sua totalidade em relação à biomassa, mas para a 

confecção do relatório foram analisadas amostras pontuais representativas de cada ponto 

amostral. Nos demais aspectos, a coleta, processamento das amostras e variáveis analisadas 

são os mesmos apresentados no relatório do Ano 1 (RRDM, 2019; RT 18I, Pág. 7-10).  

Para análise quantitativa do zooplâncton, a contagem dos organismos foi realizada por 

subamostragem, a partir da retirada de 3 sub-amostras (1 mL) para cada amostra analisada, 

visando estimar a densidade, biomassa e a riqueza dos organismos. O zooplâncton foi contado 

em câmara de Sedgwick-Rafter em microscópio Zeiss (Stemi 508) e câmera acoplada (Axiocam 

105). Para a obtenção da densidade do zooplâncton (ind.L-1), o número total de organismos 

contados na análise da amostra foi multiplicado pelo fator de diluição utilizado na contagem da 

amostra e dividido pelo volume de água filtrado no momento da obtenção da amostra, em campo 

(50 L). Para o cálculo da biomassa do zooplâncton, 30 organismos pertencentes a cada taxa 

registrado nas amostras foram medidos e tiveram suas biomassas estimadas (metodologia mais 

detalhada descrita abaixo). A média da biomassa individual de cada taxa foi multiplicada pela 

densidade desse taxa em todas as amostras analisadas, o que possibilitou a estimativa da 

biomassa total do zooplâncton em µg.L-1. Para a estimativa do recrutamento (ind.L-1), foi 

considerada a densidade de copépodes nos estágios de náuplio e copepodito.  

A riqueza (diversidade alfa) foi mensurada através da contagem do número total de espécies que 

ocorreram em cada amostra (S). A diversidade foi expressa através da função entre o número 

de espécies e a equitabilidade dos valores de importância da mesma. Para tanto, foi utilizado o 

índice de Shannon & Wiener (1949), o qual utiliza dos valores de riqueza e equitabilidade: 

H’ = - Ʃpi(log pi) 

Em que: pi é o valor importância e log será calculado na base 2, ou 10 ou neperiano. A 

diversidade H’ é adimensional. 

Para a análise dos espectros de biomassa do zooplâncton, cerca de 50-100 organismos foram 

fotografados em algumas amostras para a obtenção de métricas de tamanho para o cálculo da 



                                                                                             
 
biomassa individual (as amostras ainda estão em processo de análise). As fotografias foram 

obtidas com o uso do estereomicroscópio Zeiss (Stemi 508) e câmera acoplada (Axiocam 105), 

na interface do software Zen.  

O número de medidas obtidas em cada fotografia variou para cada taxa. Para rotíferos, de uma 

a três medidas individuais foram obtidas de acordo com o formato do corpo do espécime. Para 

cladóceros e copépodes, apenas uma medida foi obtida por espécime. Posteriormente, foi 

mensurado o biovolume individual de cada organismo que foi utilizado para as estimativas de 

biomassa individual (µg de peso seco) em equações específicas para cada taxa, segundo as 

recomendações de Bottrell et al. (1976) e Ruttner-Kolisko (1977). 

Análises estatísticas 

A densidade total do zooplâncton, o recrutamento, a biomassa total, a riqueza (número total de 

taxa), a diversidade (Shannon) e equitabilidade (Pielou) do zooplâncton foram avaliadas quanto 

à variação espacial (estações de amostragem), temporal (meses de amostragem) e sazonal 

(período chuvoso C1: outubro de 2018 a março de 2019; período seco: abril de 2019 a setembro 

de 2019; período chuvoso C2: outubro de 2019 a março de 2020). A densidade, recrutamento, 

biomassa, riqueza, diversidade e equitabilidade do zooplâncton foi testada em relação aos 

ambientes estudados (rio Doce e Guandu, lagos - na superfície e na profundidade de 

compensação da luz, e lagoas) com o teste Kruskal-Wallis e Mann-Whitney à posteriori. 

Para verificar uma possível associação dos dados de vazão do Rio Doce com as variáveis 

bióticas acima citadas, os dados foram previamente testados, quanto a normalidade, com o teste 

de Shapiro-Wilk. Como não apresentaram distribuição normal, a correlação de Spearman foi 

utilizada. Para visualizar as contribuições do zooplâncton para diferentes classes de tamanho de 

biomassa nos ambientes de coleta, foi utilizada a estimativa de kernel (kernel density estimation), 

que representa um histograma com a suavização de dados. 

As espécies registradas foram classificadas em diferentes grupos funcionais, baseando-se nos 

seguintes traços funcionais do zooplâncton: longevidade (curta e longa, até 30 dias e maior que 

30 dias de vida, respectivamente), capacidade de escape (ausente, intermediário e longo), 

tamanho (pequeno e grande, < 450 µm e > 450 µm, respectivamente) e estratégias de 

alimentação (rotíferos filtradores e supensívoros, cladóceros raspadores, copépodes filtradores, 

rotíferos filtradores, cladóceros filtradores e copépodes raptoriais). Os traços funcionais estão 

apresentados no Material Suplementar A3DZS1. 

Foi realizada uma análise de cluster com o objetivo de comparar similaridades entre os pontos 

amostrais em relação aos traços funcionais das espécies encontradas durante todo o período de 

estudo, utilizando o método de Charrad et al. (2014). Análises de redundância (RDA) foram 

realizadas com os dados de abundância de espécies do zooplâncton pertencentes a diferentes 

grupos funcionais (variáveis resposta), tendo como possíveis variáveis explicativas as 



                                                                                             
 
limnológicas (clorofila a, carbono orgânico total, material particulado em suspensão, nitrogênio e 

fósforo total) e as concentrações de metais na sua fração total (alumínio, ferro, zinco, bário e 

cobre). Posteriormente, a análise de variância (ANOVA) foi utilizada para avaliar a possível 

associação das variáveis resposta e explicativas consideradas na RDA. Todas as análises 

estatísticas consideraram um nível de significância de 0.05. 

 

 

1.2 Calha do Rio 

1.2.1 Avaliação espaço-temporal das comunidades bióticas e sua relação com as variáveis 

ambientais (Integração biótico/abiótico) 

Para a avalição espaço-temporal conjunta das variáveis ambientais, foi utilizada a Análise de 

Componentes Principais (ACP; Legendre & Legendre, 2012). A análise ordenou as amostragens 

de acordo com os metais (Fe total, Mn total, Zn total, Pb total, Cr total, Ba total, V total, As total), 

indicadores de poluição orgânica/nutrientes (fósforo total – PT, nitrato - NO3, SiO4, clorofila-a da 

coluna d’água, coprostanol) e variáveis de caracterização ambiental utilizada na ecologia de 

comunidades (material particulado suspenso - MPS, temperatura da água, oxigênio dissolvido – 

OD, condutividade elétrica, pH e vazão dos últimos 7 dias – Vazão7D). Arsênico total foi utilizado 

apenas para o Rio Doce e para as lagoas, uma vez que não foi observada variação nos outros 

ambientes. A vazão dos últimos 7 dias foi utilizada apenas para o Rio Doce pois não existem 

dados para os demais ambientes. Ainda para o Rio Doce e para as lagoas não foram utilizadas 

as variáveis NO3, coprostanol e pH, pelo maior número de dados ausentes. A ACP foi realizada 

para cada um dos ambientes: Rio Doce, Rio Guandu, Lagos e Lagoas. Além das definições das 

estações amostrais, as campanhas foram divididas, baseadas em dados pluviométricos, em 

estações chuvosas e seca, sendo: Chuvoso 1 (C1) entre Outubro/18 e Março/2019; Seco (S) 

entre Abril/19 e Setembro/19; e Chuvoso 2 (C2) entre Novembro/19 e Março/20. Para todas as 

análises, foram utilizadas as frações totais dos metais e estes serão tratados doravante apenas 

pelo nome do elemento. 

A partir dos resultados, os eixos serão definidos como tendências da variação ambiental, 

baseado nas correlações das variáveis com os eixos. Esses eixos serão, então, utilizados como 

variáveis na análise conjunta com os dados das comunidades bióticas: fitoplâncton, perifiton, 

macrófitas e zooplâncton. Os dois primeiros eixos da ACP serão utilizados por reunirem a maior 

explicabilidade das variações das variáveis utilizadas. 

As relações das variáveis ambientais (eixos da Análise de Componentes Principais) com as 

matrizes bióticas foram avaliadas por meio da Análise de Correspondência Canônica (ACC - 

Legendre & Legendre, 2012). Essa análise foi preterida considerando que, em análises prévias 

dessas matrizes bióticas por meio da Análise de Correspondência Destendenciada (ACD), foi 



                                                                                             
 
observado comprimento de gradientes maiores que 2,5 desvios padrões, indicando que métodos 

de ordenação baseados em distribuições unimodais (como a ACC) são mais indicados (Birks, 

2010). Para a ACC, foram utilizados, além dos eixos das análises de ACP, matrizes bióticas com 

espécies que ocorreram com abundância relativa maior que 5% em pelo menos uma das 

amostras, evitando assim ruído nas análises causadas por espécies raras (Gauch, 1982). Foi 

realizada uma ordenação para cada ambiente e cada comunidade neste ambiente. 

Os efeitos dos metais, fósforo total, MPS e vazão sobre a diversidade das comunidades bióticas 

(Riqueza e Índices de Shannon – H’) foram avaliados utilizando correlação de Pearson. A 

correlação foi avaliada entre cada comunidade e variável biótica, considerando as estações 

amostrais do PMBA no ambiente dulcícola. 

 

1.3 Lagos/Lagoas 

1.3.1 Avaliação espaço-temporal das comunidades bióticas e sua relação com as variáveis 

ambientais (Integração biótico/abiótico) 

Ver ITEM 1.2.1 

 

1.4 Conclusões (Avalia locais mais impactados/ menos impactados) 

1.4.1 Índice Integrado de Integridade Biótica (IIIB) 

O Índice Integrado de Integridade Biótica (IIIB) foi desenvolvido baseado no trabalho de Hill et al 

(2000), que utiliza diversas métricas das comunidades bióticas para inferir sobre diversos 

estressores ambientais (e.g. eutrofização e assoreamento). O IIIB foi calculado a partir da média 

dos Índices de Integridade Biótica (IIB) de cada uma das comunidades estudadas (fitoplâncton, 

perifiton, macrófitas e zooplâncton). Estes índices, por sua vez, foram calculados a partir da 

média dos valores indicativos da métricas utilizadas para cada comunidade. A métrica é 

específica de cada comunidade e seu valor indicativo varia entre 0 e 100, onde maiores valores 

indicam maior integridade. A comparação do IIIB entre as estações amostrais foi realizada com 

base do intervalo de confiança de 95%. O Quadro 1 mostra as métricas utilizadas para cada 

comunidade: 

Quadro 1. Cálculo das métricas utilizadas em cada comunidade biótica, a direção da relação com 

a integridade ambiental e o estressor que ela representa. 

 

Métrica Estressor 

Relação 
com a 

Integridad
e 

Cálculo do valor indicativo 



                                                                                             
 

F
it

o
p

lâ
n

c
to

n
 

Cianobactéria 
Poluição 
orgânica 

(nutrientes) 
Negativa 

100 −

𝐵𝑖𝑜𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒
𝐶𝑖𝑎𝑛𝑜𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎

𝐵𝑖𝑜𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
∗ 100 

Algas 
palatáveis 

Poluição 
orgânica 

(nutrientes) 
Positiva 

𝐵𝑖𝑜𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒
𝐴𝑙𝑔𝑎𝑠 𝑝𝑎𝑙𝑎𝑡á𝑣𝑒𝑖𝑠

𝐵𝑖𝑜𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
∗ 100 

Desmídias 
Poluição 
orgânica 

(nutrientes) 
Positiva 

𝐵𝑖𝑜𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝐷𝑒𝑠𝑚í𝑑𝑖𝑎𝑠

𝐵𝑖𝑜𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
∗ 100 

Diversidade Geral Positiva 
Índice de Dominância de Simpson 

(1-D) 

Densidade do 
Picoplancton 

Poluição por 
metais 

Negativa 
100 −

𝐵𝑖𝑜𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒
𝑃𝑖𝑐𝑜𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡𝑜𝑛

𝐵𝑖𝑜𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
∗ 100 

Algas 
potencialment

e tóxicas 

Floração de 
algas tóxicas 

Negativa 
100 −

𝐵𝑖𝑜𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑎𝑙𝑔𝑎𝑠 
𝑝𝑜𝑡𝑒𝑐𝑖𝑎𝑙𝑚𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑡ó𝑥𝑖𝑐𝑎𝑠

𝐵𝑖𝑜𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
∗ 100 

Clorofila-a 
Floração de 
algas tóxicas 

Negativa 100 − 𝐼𝐸𝑇𝑐𝑙𝑜 

P
e
ri

fi
to

n
 

Riqueza de 
espécies 

Geral Negativa 

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑔ê𝑛𝑒𝑟𝑜𝑠
𝑛𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑔ê𝑛𝑒𝑟𝑜𝑠 𝑛𝑜 𝑒𝑠𝑡𝑢𝑑𝑜
∗ 100 

Diatomáceas 
Poluição 
orgânica 

(nutrientes) 
Positiva 

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒
𝑑𝑖𝑎𝑡𝑜𝑚á𝑐𝑒𝑎𝑠

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
∗ 100 

Cianobactéria 
Poluição 
orgânica 

(nutrientes) 
Negativa 

100 −

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒
𝑐𝑖𝑎𝑛𝑜𝑏𝑎𝑐𝑡é𝑟𝑖𝑎𝑠

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
∗ 100 

Diatomáceas 
eutrafênticas 

Poluição 
orgânica 

(nutrientes) 
Negativa 

100 −

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒
𝑑𝑖𝑎𝑡𝑜𝑚. 𝑒𝑢𝑡𝑟𝑎𝑓𝑒𝑛𝑡𝑖𝑐𝑎𝑠

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
∗ 100 

Diatomáceas 
Móveis 

Assoreamento Negativa 
100 −

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒
𝑑𝑖𝑎𝑡𝑜𝑚á𝑐𝑒𝑎𝑠 𝑚ó𝑣𝑒𝑖𝑠

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
∗ 100 

M
a
c

ró
fi

ta
 

Espécies 
flutuantes 

livres 

Poluição 
orgânica 

(nutrientes) 
Negativa 100 −

𝐴𝑏𝑢𝑛𝑑â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝é𝑐𝑖𝑒𝑠
𝑓𝑙𝑢𝑡𝑢𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑙𝑖𝑣𝑟𝑒

𝐴𝑏𝑢𝑛𝑑â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
∗ 100 

Espécies 
hiper-

acumuladoras 
de metais 

Poluição por 
metais 

Negativa 
100 −

𝐴𝑏𝑢𝑛𝑑â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝é𝑐𝑖𝑒𝑠
ℎ𝑖𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜𝑟𝑎𝑠 𝑑𝑒 

𝑚𝑒𝑡𝑎𝑖𝑠
𝐴𝑏𝑢𝑛𝑑â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

∗ 100 

Espécies fixas 
Modificação do 
fluxo da água 

Negativa 
100 −

𝐴𝑏𝑢𝑛𝑑â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒
𝑒𝑠𝑝é𝑐𝑖𝑒𝑠 𝑓𝑖𝑥𝑎𝑠

𝐴𝑏𝑢𝑛𝑑â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
∗ 100 

Riqueza de 
formas de vida 

Homogeneizaçã
o de habitat 

Positiva 

𝑅𝑖𝑞𝑢𝑒𝑧𝑎 𝑑𝑒
𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑣𝑖𝑑𝑎

𝑅𝑖𝑞𝑢𝑒𝑧𝑎 𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎
𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑣𝑖𝑑𝑎

∗ 100 

Espécies 
naturalizadas 

Espécies 
invasoras 

Negativa 
100 −

𝐴𝑏𝑢𝑛𝑑â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒
𝑒𝑠𝑝é𝑐𝑖𝑒𝑠 𝑛𝑎𝑡𝑢𝑟𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎𝑠

𝐴𝑏𝑢𝑛𝑑â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
∗ 100 



                                                                                             
 

Z
o

o
p

lâ
n

c
to

n
 

Espécies 
indicadoras de 
eutrofização 

Poluição 
orgânica 

(nutrientes) 
Negativa 

100 −

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐𝑖𝑒𝑠
𝑖𝑛𝑑𝑖𝑐𝑎𝑑𝑜𝑟𝑎𝑠 𝑑𝑒

𝑒𝑢𝑡𝑟𝑜𝑓𝑖𝑧𝑎çã𝑜

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
∗ 100 

Cladóceros 
indicadores de 

metal 

Poluição por 
metais 

Negativa 100 −

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑙𝑎𝑑ó𝑐𝑒𝑟𝑜𝑠
𝑖𝑛𝑑𝑖𝑐𝑎𝑑𝑜𝑟𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑚𝑒𝑡𝑎𝑖𝑠

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
∗ 100 

Espécies 
tolerantes à 

turbidez 
Assoreamento Negativa 100 −

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝑟𝑜𝑡í𝑓𝑒𝑟𝑜𝑠
𝑡𝑜𝑙𝑒𝑟𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 à 𝑡𝑢𝑟𝑏𝑖𝑑𝑒𝑧

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
∗ 100 
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