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MATERIAL SUPLEMENTAR 2 (A3DZS2)

Anexo 3 Dulcicola — Subprojeto Zooplancton

METODOLOGIA

As campanhas compreendidas no RA2021 foram realizadas entre outubro de 2018 a setembro 2021,
durante o ano de 2020 as coletas foram interrompidas entre os meses de mar¢o/2020 e novembro/2020,
sendo retomadas em dezembro/2020 em fun¢éo da pandemia do COVID-19. Em margo/2021 ndo houve

coleta novamente em funcédo da pandemia do COVID-19, sento retomadas em abril/2021.

Nos demais aspectos, a coleta, processamento das amostras e varidveis analisadas sdo 0os mesmos

apresentados no relatério do Ano 1 e Ano 2.

Para andlise quantitativa do zooplancton, 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 zooplancton foi contado em camara de Sedgwick-Rafter em
microscépio Zeiss (Stemi 508) e camera acoplada (Axiocam 105). As contagens foram realizadas até
obtencéo de coeficiente de variacao inferior a 20% (Bottrell et al., 1976). Para a obten¢&o da densidade do
zooplancton (ind.Lt), o nimero total de organismos contados na analise da amostra foi multiplicado pelo
fator de diluicdo utilizado na contagem da amostra e dividido pelo volume de 4gua filtrado no momento da
obtencdo da amostra, em campo (50 L). Para a estimativa do recrutamento (ind.L™1), foi considerada a

densidade de copépodes nos estagios de nauplio e copepodito.

Ariqueza (diversidade alfa) foi mensurada através da contagem do numero total de espécies que ocorreram
em cada amostra (S). A diversidade foi expressa através da funcdo entre o nimero de espécies e a
equitabilidade dos valores de importancia da mesma. Para tanto, foi utilizado o indice de Shannon & Wiener
(1949), o qual utiliza dos valores de riqueza e equitabilidade:

H' = - Zpi(log pi)

Em que: pi é o valor importancia e log sera calculado na base 2, ou 10 ou neperiano. A diversidade H’ é

adimensional.

A biomassa total do zooplancton foi obtida através das medidas de dimensdes lineares de 50-100
individuos de cada espécie. Os individuos foram fotografados para obtencéo das medidas lineares (um),
que foram posteriormente utilizadas em equacdes alométricas, seguindo as recomendacdes de Bottrell et
al. (1976) e Ruttner-Kolisko (1977) e Pinto-Coelho (2004). As fotografias foram obtidas com o uso do

estereomicroscopio Zeiss (Stemi 508) e camera acoplada (Axiocam 105), na interface do software Zen.
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Andlises estatisticas

As concentracfes de metais foram calculadas para todos os ambientes estudados para cada periodo (seco
e chuvoso) durante o monitoramento. O diagrama de Sankey foi calculado para analisar graficamente a

ocorréncia dos metais e abundancia do zooplancton por ambiente, ao longo dos 3 anos de estudo.

A densidade total do zooplancton, o recrutamento, a biomassa total, a riqueza (ndmero total de taxa), a
diversidade (Shannon) e equitabilidade (Pielou) do zooplancton foram avaliadas quanto a variacéo espacial
(estagGes de amostragem), temporal (meses de amostragem) e sazonal (periodo chuvoso: Cl —
dezembro/2018 a mar¢o/2019; C2 — novembro/2019 a mar¢o/2020; C3 — dezembro/2020 a fevereiro/2021
e periodo seco: S1 — abril a setembro/2019; S3 - abril a agosto/2021).

A densidade, recrutamento, biomassa, riqueza, diversidade e equitabilidade do zooplancton foi testada em
relacdo aos ambientes estudados (Lago, Lagoa, Rio Guandu e Rio Doce) com o teste Kruskal-Wallis e

Mann-Whitney & posteriori.

A curva de acumulacao de espécies foi aplicada para avaliar a estabilidade na riqueza das amostras para
0s ambientes estudados ao longo dos 3 anos, pois registra 0 nimero acumulativo de espécies detectadas
em cada ambiente especifico. A curva de acumulagéo é uma ferramenta imprescindivel na avaliacdo da

eficiéncia amostral.

As tendéncias temporais na riqueza (taxonémica e funcional), densidade e biomassa foram testadas
usando modelos aditivos de efeitos mistos generalizados (GAMM; funcdo "gamm4"). A curva com a
tendéncia temporal foi obtida pelo método de suavizacao LOESS (Locally-Weighted Scatterplot Smoother)
(funcéo “plotGAMM”).

A diversidade beta pode ser definida como a variagdo na composicao das espécies (abordagem
taxondmica) ou dos tracos (abordagem funcional, que considera as fun¢gbes que as espécies
desempenham no ambiente) ao longo do espaco ou do tempo. Essas duas abordagens sdo importantes

em estudos de conservacdo uma vez que podem dar indicios das condigbes ambientais.

Para calcular a diversidade beta taxonémica e funcional entre os anos, tipos de ambientes e periodos
hidroldgicos foi utilizada uma andlise permutacional de dispersdes multivariadas (PERMDISP, funcéo
"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. Além disso, também foi
utilizada uma PERMANOVA (funcdo "adonis") para testar possiveis diferencas na composicdo das

espécies e dos tracos funcionais entre os anos, tipos de ambientes e periodos hidrolégicos.

Uma regressdo linear foi utilizada para os indices de diversidade funcionais, calculados com a finalidade

de avaliar a influéncia dos metais na riqgueza e equitabilidade funcional.
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As espécies registradas foram classificadas em diferentes grupos funcionais, baseando-se nos seguintes
tracos funcionais do zooplancton: longevidade (curta e longa, até 30 dias e maior que 30 dias de vida,
respectivamente), capacidade de escape (ausente, intermediario e longo), tamanho (pequeno e grande, <
450 ym e > 450 ym, respectivamente) e estratégias de alimentagao (rotiferos filtradores e supensivoros,

cladoceros raspadores, copépodes filtradores, rotiferos filtradores, cladoceros filtradores e copépodes
raptoriais).

Analises de redundancia (RDA) foram realizadas com os dados de abundancia dos grupos zooplanctdnicos
(variaveis resposta), tendo como possiveis variaveis explicativas as variaveis limnolégicas (clorofila-a,
turbidez e fésforo total) e as concentracdes de metais na sua fracéo total (aluminio, ferro, zinco, béario e
manganés). Posteriormente, a analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para avaliar a possivel associacéo

das variaveis resposta e explicativas consideradas na RDA.

A andlise de particdo da variancia (pRDA) avalia o percentual de contribuicdo de grupos de variaveis
preditoras sobre um conjunto de varidveis resposta. Para avaliacdo da variagdo da estrutura da
comunidade zooplanctdnica da Bacia do Baixo Rio Doce, foram utilizadas o conjunto de variaveis que
representam as caracteristicas ambientais (turbidez, salinidade, fésforo total, alcalinidade total, oxigénio
dissolvido e clorofila-a) e conjunto de metais pesados (aluminio, béario, ferro, manganés e zinco). Além de
um conjunto de varidveis espaciais (distancia entre os ambientes) que foram derivadas das coordenadas
geograficas dos locais pelo método das coordenadas da matriz principal (PCNM), onde os eixos
(autovetores) sao usados como explicativos variaveis do modelo espacial. Sdo passiveis de teste de
significancia apenas os chamados efeitos puros, ou seja, aqueles efeitos de um dado conjunto de variaveis

ja desconsiderando os efeitos com interacao dos dois outros conjuntos de variaveis.

Todas as andlises estatisticas consideraram um nivel de significAncia menor que 0.05 e foram realizadas
no programa R (R Core Team, 2019).
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