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1. METODOLOGIA

A coleta para analise qualitativa do fitoplancton na calha dos rios e nos ecossistemas lacustres, foi
utilizado o método do arrasto superficial com rede de plancton de abertura de malha de 20um, na
subsuperficie (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 analise do material
vivo em laboratdrio. As espécies foram analisadas em microscopio éptico Motic Panthera, equipado
com camera e aplicativo de imagens. A identificacao foi realizada ao menor nivel taxonémico possivel
usando bibliografias especificas. Para o estudo quantitativo do fitoplancton na calha do Rio Doce e Rio
Guandu, foram coletadas amostras de 100 mL de agua em cada estagdo amostral, submergindo o
frasco a 20 cm de profundidade. Nos ambientes lacustres, amostras de 100 mL de agua foram
coletadas na subsuperficie e na profundidade de 1% da radiagéo solar incidente na superficie (PC),
com garrafa de Van Dorn. Todas as amostras quantitativas foram acondicionadas em frascos de vidro

ambar (100 mL) e fixadas com solucdo de lugol acético 5%.

A densidade do fitoplancton foi estimada pelo método de Uterméhl (1958), em microscopio invertido
Motic AE2000 em aumento de 400x, usando tempo de sedimentagdo de pelo menos 3 horas para cada
centimetro de altura da camara (MARGALEF, 1983). O volume sedimentado por amostra variou entre
2 a25mL, de acordo com as condicdes de cada amostra. A partir dos dados qualitativos e quantitativos
foram determinadas: a riqueza de espécies, a densidade total de individuos (ind/mL), densidade de
células de cianobactérias (cel/mL), a diversidade da comunidade fitoplanctdnica através dos indices de
diversidade de Shannon-Weaver (1949), equitabilidade segundo Pielou (1975) e dominancia através
do indice de Simpson (1949). A biomassa foi calculada a partir da concentracao de clorofila-a, segundo
método de Strickland e Parsons (1972) adaptado por Barroso e Littlepage (1998), conforme descrito no
subprojeto “A3D - limnologia (agua)” O biovolume de cada taxon presente na comunidade (um3.ml-1)
foi determinado pela multiplicagéo dos valores de densidade especifica e biovolume especifico (um3),
calculado a partir das formas geométricas, segundo Hillebrand et. al. (1999) e Sun & Liu (2003). A
determinacédo das cianobactérias com maior potencial de producdo de toxinas foi feita a partir do
registro de cepas comprovadamente toxicas para outros ecossistemas brasileiros, segundo Sant’Anna
et al. (2008).

Também foram avaliados o esfor¢co amostral na determinagdo do levantamento da biodiversidade de
algas fitoplancténicas, com uso da curva de rarefacdo de espécies (MAGURRAN, 2011), a diversidade
beta e seus componentes de substituicdo de espécies (turnover) e aninhamento (nestedness), segundo
Baselga (2010). A ordenacéo das estacBes amostrais de acordo com sua composi¢éo de espécies foi
avaliada utilizando a andlise de escalonamento multidimensional ndo métrico (nMDS; LEGENDRE &
LEGENDRE; 2012). A rigueza funcional foi estabelecida a partir dos grupos funcionais (sing.sp)
formados utilizando a funcdo dbFD do pacote FD, com base em cinco tracos funcionais: forma

(unicelular, colonial, cenobial ou filamentosa), fragdo da comunidade em relagdo ao tamanho (pico,
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nano, micro ou mesoplancton), motilidade (imovel, aerétopo ou flagelo), demanda por silica e presenca
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de heterdcito. As tendéncias temporais na riqueza (taxondmica e funcional) da comunidade
fitoplanctonica, foram testadas usando modelos aditivos de efeitos mistos generalizados (GAMM,;
funcdo "gamm4"). A curva com a tendéncia temporal foi obtida pelo método de suavizagdo LOESS
(Locally-Weighted Scatterplot Smoother) (fungao “plotGAMM”).

Mapas de Vetores Assimétricos (Asymmetric Eigenvector Maps - AEM; Blanchet, Legendre & Borcard,
2008; 2009) foram utilizados para modelar a variagdo espacial da regido do baixo rio Doce. A partir
deste modelo espacial foram criadas novas variaveis que levam em consideragéo a direcao dos fluxos
de 4gua e a conectividade entre as estagBes amostrais. O coeficiente | de Moran foi utilizado para a
andlise dos autovetores gerados e foram utilizados aqueles com autocorrelacdo espacial positiva e
significativas (p < 0.05; Blanchet et al., 2011; Bertolo et al., 2012). Os vetores espaciais foram utilizados
juntamente com o conjunto de variaveis ambientais (temperatura da agua, material particulado em
suspensao, condutividade elétrica, fésforo total, nitrogénio total e silicato) e metais (aluminio total, bario
total, cromo total, ferro total e manganés total) como conjuntos de variaveis preditoras na analise de
particionamento da variancia, com o intuito de avaliar os efeitos, puros e compartilhados, das variaveis
abidticas sobre a variabilidade da comunidade fitoplanctdnica. Os efeitos puros de cada conjunto de

variaveis foram testados a partir da analise de variancia ANOVA (p < 0.05).

Todas as andlises foram realizadas no programa R (versédo 4.0.3; R CORE TEAM, 2020).

1.1 COLETA E ANALISE

As amostras do fitoplancton na érea de estudo do Programa de Monitoramento da Biodiversidade
Aquatica da Area Ambiental (PMBA/Fest-RRDM), foram coletadas em superficie e proximo do fundo
conjuntamente com as amostragens para determinacdo das variaveis quimicas. Estas amostras foram
submetidas a analises quantitativas e qualitativas e a quantificagdo da concentracdo de clorofila-a e
feopigmentos em laborato6rio, bem como a determinacao da clorofila ativa.

As amostragens quantitativas serdo realizadas com o uso de garrafa oceanografica e fixadas com
solucao formalina a 2% neutralizada com hexametilenotetramina. A contagem do fitoplancton sera
realizada utilizando-se camara de sedimentagdo de Utermohl (UTERMOHL, 1958) em microscopio
invertido, apés um tempo minimo de 24 horas de sedimentacdo conforme Lund, Kipling e Le Cren
(1958).

As amostras para analise qualitativa foram coletadas através de arrastos verticais com o uso de rede
de plancton com malha de 60 um de abertura, a baixa velocidade, na superficie das estac6es amostrais
e foram separadas em dois grupos: amostras fixadas com solu¢cdes de formalina a 2% e amostras
fixadas com solucéo de lugol neutro. Em laboratério foi empregado o uso de microscépio biolégico
Optico, equipado com camera USB para registros de imagens e ocular de medicdo. Os organismos
foram esquematizados e identificados, analisando-se as suas caracteristicas morfoldgicas e
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morfométricas e utilizando-se bibliografia especializada. Os nomes cientificos das Espécies

encontradas nas amostras foram consultados junto ao banco de dados internacional ALGAEBASE

(http://vww.algaebase.org/).

Os resultados serdo expressos em organismos por mL e convertidos em organismos por litros

(abundancia ou densidade de organismos), conforme Equacdo 1 mostrada adiante:
N=nxAax1V (Equacéo 1)

Onde:

N = NUmero de organismos por ml

n = nimero de organismos contados

a = Area contada

A = Area total da camara

V = Volume total sedimentado

Além disso, o fitoplancton sera classificado em duas fragbes de tamanho durante a quantificacao:
nanofitoplancton (2 a 19 um) e microfitoplancton (maior que 20 um). Os indices de diversidade
especifica (bitseorganismo™) foram calculados a partir dos valores de densidade numérica do
fitoplancton, conforme o método proposto por SHANNON e WEAVER (1963). Tal indice fornecera uma
medida do grau médio de incerteza em predizer que Espécies e individuos serdo escolhidos
aleatoriamente de um total de S Espécies e N individuos (DAJOZ, 1973). MARGALEF (1976) ressalta
gue em comunidades naturais, os valores numéricos do indice de diversidade de Shannon-Weaver
raramente excedem 5 bits (unidade de medida de H, sem dimensdes vinculadas) por individuo.
Ademais, a diversidade em comunidades fitoplanctonicas, em bits por célula, estad normalmente entre

1 e 2,5 em aguas costeiras e entre 3,5 e 4,5 em aguas oceanicas.

A equabilidade das Espécies foi obtida através da expressdo de PIELOU (1977; 1966), cujos valores
se enquadram entre 0 e 1, sendo considerado alto ou equitativo os indices superiores a 0,50, o qual
representa uma distribui¢cdo uniforme dos tdxons na amostra analisada. Logo, quanto mais igualmente

distribuido estiver o total de individuos nas n Espécies, maiores serdo a equabilidade e a diversidade.

As amostras de clorofila-a e feopigmentos foram analisadas por réplicas, tendo como resultado final
uma média entre estas. As analises de clorofila-a e feopigmentos foram realizadas seguindo-se os
métodos descritos no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater da
APHA/AWWA/WEF (2005), enquanto a determinacdo espectrofotométrica da concentragdo de
pigmentos fotossintéticos foi obtida através das duas equac¢des monocroméaticas de LORENZEN

(1967). Ademais, a clorofila ativa (%) sera estimada a partir da razéo dos valores de clorofila-a pela

concentracéo total de pigmentos (clorofila-a e feopigmentos).
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Além da coleta de amostras de agua realizou-se a amostragem da radiagdo fotossinteticamente ativa
(RFA), onde os equipamentos Li Cor hidro radidmetro, acoplado a uma gaiola junto com a sonda YSI
EXO 2, realizaram perfilagens conjuntas, capturando dados na mesma frequéncia (1Hz). Através dos
dados de RFA obtidos pelo hidro radibmetro (que ndo possui profundimetro) e os dados de
profundidade obtidos pela Sonda YSI EXO 2, foram calculados perfis de RFA, fracdo de radiacao

incidente (%) para cada profundidade de coleta (superficie, meio e fundo), e calculado o coeficiente

vertical de atenuacao da luz — Kd (RFA) (KIRK, 1986), através das férmulas abaixo:

(RFA;%100)

o e _
(%)radiacio incidente RFA

(Equacéo 1)
Onde:

RFA, é a RFA aferida a determinada profundidade;

RFA, é a RFA aferida em subsuperficie (assim que 0 equipamento é imerso na agua);

Kd (RFA) — Ln(lo);Ln(Il)

(Equacéo 2)
Onde: I, é a RFA aferida na subsuperficie;
Z, € a RFA aferida na profundidade para a qual se deseja calcular o Kd(RFA);

e z é a profundidade em metros (m) para a qual se deseja calcular o Kd(RFA).

Foram feitas médias dos valores de meio e fundo (uma vez que Kd ndo se aplica a superficie), que

foram plotadas espacialmente no programa ODV (Ocean Data View).

1.1.1 AlteracBes metodolégicas na coleta de fitoplancton para o Ano 2

Algumas alteracdes metodoldgicas foram feitas nas coletas de fitoplancton estuarino e marinho para o
Ano 2 do Programa de Monitoramento da Biodiversidade Aquatica da Area Ambiental (PMBA/Fest-
RRDM). Dentre as mudancas teve-se a supressao da coleta do meio da coluna d’agua para as analises
gquantitativas e de pigmentos, enquanto continuou-se o procedimento de coleta adotado para as
profundidades de superficie e fundo da coluna d’agua. Também houve a exclusdo das amostras
qualitativas fixadas com solugdo de lugol neutro, pois observou-se que as amostras fixadas com
solugéo de formalina a 2% neutralizada com hexametilenotetramina séo suficientes para levantamento
qualitativo. Outra alteracdo metodolégica foi a reducdo dos volumes filtrados e coletados para as
analises quantitativas no Setor Abrolhos, reduzindo o volume filtrado das amostras de pigmentos de
dois litros (2L) por réplica para um litro (1L), e a redugdo no volume coletado das amostras quantitativas
em Abrolhos de um litro (1L) para 250 ml, seguindo o mesmo protocolo de coleta aplicado para os
outros setores. Além disso, a sonda YSI EXO2 passou a ser lancada como unidade stand alone (sem

cabo e handheld), devido a utilizagdo do cabo aumentar o risco de incidentes, como o ocorrido em abril
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de 2019 na estacdo ABR 02, onde o cabo acabou por se prender ao fundo exigindo grande manobra
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para a recuperacdo do equipamento que sofreu alguns danos como consequéncia.

Tais alteracdes foram realizadas pois, a principio, acreditava-se que dados quimicos da profundidade
de meio seriam coletados, o0 que possibilitaria conhecer outros parametros sobre as amostras nesta
profundidade para, desta forma, cruza-los com os resultados quantitativos e de biomassa da
comunidade fitoplanctdnica. Em suma, as amostragens de dados de parametros quimicos do meio da
coluna d’agua nao existiram, bem como n&o houve tempo habil para as analises quantitativas de
fitoplancton das amostras coletadas nessa profundidade, e ndo foi permitido aumento da equipe de
pesquisadores para o Ano 2 do PMBA/Fest-RRDM. Portanto, as coletas de meio foram suprimidas para
0 segundo ano, ao passo que se manteve a amostragem de dados de clorofila total através do
fluorimetro Aquaflash, sem acarretar prejuizo aos resultados do monitoramento do fitoplancton,

principalmente porque a maioria das estacgdes €é rasa.

Para 0 Ano 2 do PMBA/Fest-RRDM também foram inseridas nas analises as estimativas de Eficiéncia
Fotossintética (diferenca entre fluorescéncia maxima e minima), obtidas através do fluorimetro

Aquaflash com metodologia ja descrita anteriormente.

Quanto a reducao dos volumes de agua para Abrolhos, a deciséo foi tomada apds as primeiras andlises
demonstrarem que o ambiente néo era tao oligotréfico como se pressupés de inicio, tornando onerosa
e desnecessaria a filtragem de um volume de agua maior para as estaces desse Setor. Analogamente,
0 mesmo ocorreu no procedimento de sedimentacao das amostras para a contagem de organismos
fitoplanctonicos, que exigiu diluicdo das aliquotas apds a sedimentagcdo de um litro, demonstrando que
este volume impossibilitava a contagem de organismos, assim como acarretava retrabalho e perda de

tempo e material.

1.1.2 Alteragdes metodoldgicas na coleta de fitoplancton parao Ano 3

Para compor um indice de qualidade ambiental qualitativo e quantitativo para o fitoplancton marinho,
foram utilizados métodos de analise quantitativa de riscos ambientais. Esses métodos sdo amplamente
utilizados na industria, principalmente na industria do petréleo, sendo de facil entendimento ao publico
em geral (ALVES, 2015), e envolve o uso sistematico de informagfes para identificar &reas mais ou
menos afetadas por um evento, utilizando categorias de impacto (OLF e NOFO, 2007), sendo utilizado
com sucesso em diversos artigos publicados (por exemplo, SGRGARD, 1997; SCHOFIELD, 1998;
VINNEM, 1998; AVEN e VINNEM, 2005; HAAG e ALE, 2005; GEM/FOIG, 2001; BRUDE, 2007; BRUDE
etal., 2008; NISSEN-LIE e ASPHOLM 2008; SKOGDALEN e VINNEM, 2011; SKOGDALEN e VINNEM,
2012a; SKOGDALEN e VINNEM, 2012b; LIBRE et al., 2012; entre outros). Em geral esses métodos
sdo utilizados na prevencgédo dos riscos, mas neste capitulo estdo sendo utilizados para dimensionar
impactos ambientais. Em relacéo ao fitoplancton marinho, ha dois indicadores que comprovadamente
sofreram alteracdes apos o impacto da lama de rejeitos, comparando dados pretéritos, a fase aguda
do impacto e a fase cronica atual, que sdo a densidade numérica de organismos fitoplancténicos

(org.mIY) e a clorofila ativa (%). Com base nestes dois indicadores foram definidos valores criticos com
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base em estudos pretéritos (ARACRUZ CELULOSE, 1986; BRANDINI et al., 1997; RIBEIRO, 1996
apud MASUDA, 2009; CUPELO, 2000 apud MASUDA, 2009; TENEMBAU et al., 2007; DE SOUZA,
2010; 3,1 x 10%, MASUDA 2009; CEPEMAR, 2011 entre outros dados ainda ndo publicados), e assim
foi possivel ser feita uma analise quantitativa para todo o periodo monitorado (pré, pés impacto crénico
e agudo). Existem outros indicadores (composi¢cao da comunidade e biomassa em clorofila-a) que
também evidenciavam alteracéo de forma qualitativa, mas que para os quais ndo foi possivel quantificar

os limites por diversos motivos: falta de dados pretéritos, dados pretéritos com localizacdo e/ou

frequéncia amostral incompativeis, falta de um padrédo quantitativo pré, pés impacto agudo e crénico.

A densidade numérica e a clorofila ativa séo indicadores amplamente utilizados para avaliagdo da
gualidade ambiental em que se encontra uma comunidade fitoplancténica, além de terem sido
comprovadamente alterados pela introdu¢éo da lama de rejeitos de mineracdo (comparando dados
pretéritos, dados da fase de impacto agudo e dados do monitoramento referentes ao impacto crénico
e os fatores que afetam a densidade de organismos e a clorofila ativa na bibliografia serem alterados

pelas modificacBes ambientais causadas pelo acidente).

Varios estudiosos de comunidades fitoplancténicas utilizam a densidade da comunidade fitoplancténica
como indicador ou parametro indicador de alteracdes no meio em que vivem ha bastante tempo,
principalmente relacionados ao estado nutricional do ambiente ou estado tréfico (VILICIC, 1989;
VAREETHIAH e HANIFFA, 1988; ESTEVES, 1998; BIANCHI et al., 2003; DOMINGUES et al., 2008;
KOZAK et al., 2015; ABATE et al.,, 2017 entre outros), pelo fato da densidade fitoplanctdnica ser
influenciada diretamente pela entrada de nutrientes no sistema aquatico, que promove mudanga tanto
gualitativa quanto quantitativa, favorecendo as espécies que melhor se adaptam as condi¢des impostas

no meio, resultando em floragdes de algumas Classes como a Cyanophyceae (ESTEVES, 1998).

A clorofila ativa ela reflete a saude fisiolégica do fitoplancton, pois é calculada como uma razao da
clorofila em relacdo aos pigmentos (clorofila-a e feopigmentos) em % (Secdo 01, pagina 25, dltimo
paragrafo[H1] ). O feopigmento (feofitina) é o subproduto da degradagéo da clorofila, entdo quanto maior
a proporcdo de feopigmentos, maior € o nimero de células mortas na amostra (KIRK, 1994;
REYNOLDS, 2006).

Em relacdo a densidade numérica foram definidas duas categorias: as amostras que apresentassem
valores <200 org.ml* seriam consideradas com valor “normal”, e que as que possuissem densidades
acima de 200 org.ml* retratariam um ambiente “alterado”. Em relagéo a clorofila ativa, foi estabelecido
gue as amostras com percentuais =270% representariam um ambiente sem alteracéo, sendo classificado
como “normal” e que aquelas com montantes inferiores a 70% de clorofila ativa demonstrariam que o
ambiente foi “alterado”. Desta forma os dois indicadores quantitativos foram transformados por

representacdes qualitativas para facilitar a interpretacdo e entendimento dos resultados.

A partir das classificacdes qualitativas para cada indicador (densidade numérica e clorofila ativa),
explicadas anteriormente, cada amostra foi categorizada em um indice cruzando as informacdes dos

dois indicadores, da seguinte forma:
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Se os dois indicadores apresentaram a classificacdo “alterado”, o ambiente foi classificado como
“Altamente alterado”; Se um dos indicadores apresentou a classificagdo normal e o outro alterado ou
se s existia um valor de indicador para aquela amostra e a classificacéo era alterado, entéo o indice
seria “Moderadamente alterado”; Nos caso em que ambos indicadores apresentaram a classificacado

normal, ou em casos em que sO havia dados de um indicador para aquela amostra e que estava

identificado como normal, entao a classificagéo seria “Normal” (Quadro 1);

Relatoério Anual 2021 — PMBA/Fest-RRDM 8



ra FEST

Fundacdo Espirito-santense de Tecnologia

rede
RIQ
DOCE
MAR

Quadro 1: indice de qualidade ambiental da comunidade fitoplanctonica baseado em densidade numérica total de organismos

e saude ecofisioldgica (Clorofila ativa), representado em cores e os limites utilizados para cada parametro utilizado, baseados

em estudos anteriores ao rompimento da barragem e seu significado (interpretacéo).

Qualidade Ambiental

Densidade (organismos.L-1)

Clorofila ativa

Significado

Menor (<) que 200 x 103
organismos.L1

Maior (>) que 70%

Comunidade
fitoplancténica esta
similar ao que era
encontrado no ambiente
aquatico antes do
rompimento da barragem
em relacéo a densidade
de organismos e salde
fisiolégica no setor

amostral em questéo

Moderadamente alterado

Menor (<) que 200 x 103
organismos.L1

Menor (<) que 70%

Comunidade
fitoplancténica foi alterada
em relacéo a saude
fisiolégica, mas sem
alteracdes de densidade
de organismos em
relacdo aos valores
encontrados antes do
rompimento da barragem
no Setor amostral em

questao

Maior ou lgual (=) a 200 x

10° organismos.L1

Maior ou lgual a (=)

70%

Comunidade
fitoplanctdnica alterada
em relacé@o a densidade

de organismos em
relagdo aos valores
encontrados antes do
rompimento da barragem,
sem comprovado impacto
na fisiologia no Setor

amostral em questéo

Maior ou lgual (=) a 200 x

10° organismos.L1

Menor (<) que 70%

Comunidade
fitoplancténica alterada
em relacdo a densidade

de organismos e a saude
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Para a andlise estatistica com intuito de entender como os dados das comunidades fitoplanctdnicas se
comportam, foi utilizado o utilizado o teste de Kruskall-Wallis . O teste de Kruskal-Wallis € um
procedimento estatistico ndo paramétrico para comparar mais de duas amostras independentes ou ndo
relacionadas. O equivalente paramétrico a este teste € a andlise de variancia unilateral (ANOVA).
Quando o teste de Kruskal-Wallis leva a resultados significativos, pelo menos uma das amostras é
diferente das outras amostras. No entanto, o teste nao identifica onde as diferencas ocorrem. Além

disso, ndo identifica quantas diferencas ocorrem (Corder & Foreman, 2009).
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