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As amostras da comunidade perifitica foram coletadas mensalmente, durante 42 meses,

compreendendo o periodo de outubro/2018 a mar¢o/2020 (exceto outubro/2019) e dezembro/2020 a

marc¢o/2022 (exceto marco/2021), devido ao alto risco de transmissdo da COVID-19, motivo também

da suspenséo das coletas no periodo de abril/2020 a novembro/2020. Totaliza-se, portanto, um total

de 32 amostragens. Cada amostragem foi realizada em 12 estagdes ao longo do Baixo Rio Doce, no

estado do Espirito Santo. Em cada uma das esta¢cdes amostrais localizadas em ambientes I6ticos,

foram coletadas duas amostras, sendo uma por margem. Nao foram encontrados substratos na
regido central da calha dos rios. Nas estacdes amostrais de ambientes |énticos, a comunidade
perifitica foi coletada na margem mais proxima a localizacdo do ponto amostral, onde houvesse

disponibilidade de substratos colonizados. Por questdes logisticas, ndo 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 estacfes em OUT19, e E23 entre NOV-19 e SET/21.

Coleta e Analise

Em cada uma das esta¢des amostrais foram coletadas, no minimo, trés unidades do mesmo substrato
de modo que a quantidade de material perifitico fosse suficiente para os procedimentos analiticos. Para
a padronizacdo do substrato coletado entre as estagfes amostrais, a seguinte ordem de escolha foi
utilizada: 1° - seixos (ou rochas); 2° - macréfitas aquaticas fixas (enraizadas); 3° - macréfitas aquéticas
flutuantes. Na maior parte das esta¢des amostrais, o substrato foi coletado de macrdfitas fixas (Tabela
1Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.). Sempre que possivel, o0 material perifitico foi coletado
de macroéfitas do mesmo género. Os substratos foram coletados de forma que a &rea colonizada pelo
perifiton fosse mais facilmente determinada apos a remocgdo do mesmo. No caso de substratos vivos
(e.g., macrdfitas), foi observada a idade do substrato, mantendo-se o cuidado para selecionar partes
ou individuos de mesma idade (para evitar efeitos da sucessao na comunidade perifitica) e ndo estarem
em fase de senescéncia (que também pode influenciar na estrutura da comunidade). Os substratos
coletados foram armazenados em frascos com pequena quantidade de agua destilada (cAmara umida),
acondicionados em baixa temperatura, até serem levados ao laboratorio. Em cada estacdo amostral foi
coletada a quantidade de material perifitico suficiente para a analise qualitativa, analise quantitativa, de

peso seco e da biomassa fotossintetizante (clorofila-a).

Tabela 1. Substratos coletados no monitoramento na bacia do Baixo rio Doce, sua classificagdo em relagdo a forma de vida,

em quais esta¢8es foram encontrados e o nimero de amostras.

Substrato Tipo Estacdo N° Amostras
Acanthaceae Macrdéfita fixa E21, E22 10
Amaranthaceae Macrdfita fixa E21, E26 5
Apocynaceae Macrdfita fixa E21 1
Bambusoideae Macrofita fixa E21 6
Cascalho Rocha EO, E17 63
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selloana Macrofita fixa EO 1
Cuphea melvilla Macrofita fixa E21, E22 52
Eichhornia spp. Macrdéfita flutuante E19, E20, E21, E22, E26 41
Eleocharis spp. Macrofita fixa E18, E23, E24 40
Euphorbiaceae Macrofita fixa EO 1

Galho Fixo EO, E22, E26 11
Ipomoea sp. Macrofita fixa EO 2
Limnocharis sp. Macrofita fixa E23, E24 2
Ludwigia sp. Macrofita fixa EO 1
Mimosa sp. Macrofita fixa E22 1
Morllitr::;::rzrdia Macrofita fixa E25a 1
Nymphaea spp. Macrofita fixa E18, E23, E24, E25a 48
Panicum spp. Macrdfita fixa EO, E20, E21, E26 53

nggsﬂ‘r;m Macréfita fixa EO 8

Poaceae Macrofita fixa EO, E20, E21, E22, E25a, E26 74
Polygonum sp. Macrdfita fixa EO, E21 2
Pontederiaceae Macrofita fixa E23 1

lS;ngCiitftglrii: Macrofita fixa E23 7
perr;e;ggi::ignse Macrofita fixa E26 29

dor:i)r,%;?]sis Macrdfita fixa E25 31

Processamento e analise das amostras em laboratério

Os substratos com perifiton foram levados ao laboratério e o material perifitico foi removido utilizando
escova de cerdas macias e jatos de agua destilada, sendo acondicionado em um volume conhecido
(~200 ml). Dessa amostra total, aliquotas foram separadas para as andlises qualitativas e quantitativas,
peso seco, clorofila-a e preparacéo de laminas permanentes de diatomaceas.

Para a andlise qualitativa da comunidade, a aliquota foi fixada com solucdo formalina a
aproximadamente 4% (4 ml de solucdo formalina para cada 100 ml de amostra). A identificac&@o
taxonémica foi realizada em microscépio 6ptico equipado com captura de imagem (camera fotogréfica)

e todos os taxons esquematizados em microscépio com camara clara e/ou fotografados.

Para analise taxon6mica das diatomaceas, parte do material perifitico foi oxidado, segundo Battarbee
et al. (2001), utilizando perdxido de hidrogénio (H202 35%) e acido cloridrico (HCI 10%) e laminas

permanentes foram montadas utilizando Naphrax® (IR = 1,73) como meio de inclusdo. Para a analise
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quantitativa, as amostras foram fixadas com solucdo de lugol acético 1% e a determinacdo da
densidade perifitica foi realizada em microscopio invertido (segundo UTERMOHL, 1958), com tempo
de sedimentacdo segundo Lund et al. (1958). A contagem foi realizada em campos aleatdrios
(UEHLINGER, 1964), e o limite de contagem foi determinado pela curva de rarefacdo de espécies
(quando nenhuma espécie nova foi observada em, pelo menos, cinco campos analisados) e pelo menos
100 individuos da espécie mais abundante foram contados por amostra (FERRAGUT et al., 2013). Os

calculos da densidade de individuos seguiram Ferragut et al. (2013).

O peso seco e peso seco livre de cinzas da comunidade perifitica foram determinados pelo método de
pesagem, segundo APHA (2005). A biomassa algal (representado pela clorofila-a, corrigida da feofitina)
foi determinada pelo método de extracdo em etanol 90% aquecido, sem maceracdo (SARTORY &
GROBELLAR, 1984) e os calculos baseados em Golterman et al. (1978).

Analise de dados

As andlises foram realizadas utilizando as médias entre margens para representar as estacdes
amostrais dos ambientes I6ticos (rio Doce e rio Guandu), considerando a similaridade entre as
comunidades das duas margens opostas (RRDM, 2019), a determinacao das condic6es ambientais da
estacdo amostral apenas na calha do rio (e ndo nas duas margens), e o objetivo do monitoramento
frente ao tamanho da malha amostral (pequenas diferencas entre as comunidades entre as margens
poderiam causar confusdo na interpretacao geral dos resultados). Foram utilizados os dados abiéticos

gerados pelos subprojetos Limnologia e Metais e Contaminantes Organicos.

Mapas de Vetores Assimétricos (Asymmetric Eigenvector Maps - AEM; BLANCHET, LEGENDRE &
BORCARD, 2008; 2009) foram utilizados para modelar a variagdo espacial da comunidade perifitica.
Este modelo espacial cria novas variaveis que levam em consideracao a direcéo dos fluxos de 4gua e
a conectividade das estacdes amostrais. O coeficiente | de Moran foi utilizado para a andlise dos
autovetores gerados e foram utilizados aqueles com autocorrelagéo espacial positiva e significante (P
< 0.05; BLANCHET et al., 2011; BERTOLO et al., 2012).

A partir dos dados quantitativos, foi avaliada a representatividade do esfor¢co amostral na determinagéo
do levantamento da biodiversidade de algas perifiticas pela curva de rarefacdo de espécies
(MAGURRAN, 2011); a distribuicdo e o compartilhamento de espécies entre os ambientes (rios, lagos
e lagoas) pelo diagrama de Venn; e a diversidade da comunidade perifitica a partir dos indices de
Shannon, equitabilidade, e dominéncia de Simpson (MAGURRAN, 2011). Para a ordenac¢do das
estacdes amostrais de cada ambiente de acordo com a comunidade perifitica, foi realizada a analise
de escalonamento multidimensional nao métrico (nMDS; LEGENDRE; LEGENDRE; 2012). Ainda,
foram avaliadas as variacGes dos grupos funcionais descritos por Passy (2007), e complementados por
Rimet e Bouchez (2011), baseados na forma de vida e adaptacao das algas: baixo perfil (algas aderidas
e dispostas préximas ao substratos), alto perfil (algas aderidas e dispostas em camadas superiores da

matriz perifitica), méveis (algas ndo aderidas com capacidade de rapida movimentacao), e
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mobilidade). Também foram avaliadas a partir de bibliografia especializada, as espécies e géneros de
microalgas tolerantes e sensiveis a metais.

Para calcular a diversidade beta taxonémica entre os anos, tipos de ambientes e periodos hidrolégicos
foi utilizada uma analise permutacional de dispers6es multivariadas (PERMDISP, funcdo "betadisper").
Este teste é baseado na dissimilaridade média de cada unidade amostral ao centréide daquele grupo
no espaco multivariado, através de um uma matriz de distancia. As tendéncias temporais na riqueza
(taxondmica), densidade e biomassa foram testadas usando modelos aditivos de efeitos mistos
generalizados (GAMM; fungéo "gamm4"). A curva com a tendéncia temporal foi obtida pelo método de
suavizagdo LOESS (Locally-Weighted Scatterplot Smoother) (fungao “plotGAMM”).

Todas as andlises foram realizadas no programa R (verséo 4.2.2; R CORE TEAM, 2022) utilizando o
pacote vegan (OKSANEN et al. 2013) e tydiverse (WICKHAM et al. 2019).
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