i b INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA
Escola Superior Agraria

Impactos ambientais em ecossistemas
|6ticos do Norte de Portugal. Estudo da
bio-ecologia e fisiologia de Anodonta
anatina (L.) (Bivalvia, Unionidae)

MONICA SOFIA REIS NOGUEIRA

Dissertacdo apresentada a Escola Superior Agraria de Braganca

para obtencao do grau de Mestre em TECNOLOGIA AMBIENTAL

BRAGANCA
NOVEMBRO DE 2011



i b INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA
Escola Superior Agraria

Impactos ambientais em ecossistemas
|6ticos do Norte de Portugal. Estudo da
bio-ecologia e fisiologia de Anodonta
anatina (L.) (Bivalvia, Unionidae)

MONICA SOFIA REIS NOGUEIRA

Dissertacdo apresentada a Escola Superior Agraria de Braganca

para obtencao do grau de Mestre em TECNOLOGIA AMBIENTAL

Orientador: Professor Adjunto Amilcar Antdnio Teiga Teixeira (ESA-IPB)

Co-Orientador: Professor Associado Jorge Machado (ICBAS-UP)

BRAGANCA
NOVEMBRO 2011



Editado por

INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANGA — ESCOLA SUPERIOR AGRARIA DE BRAGANGA
Campos de Santa Apolonia Apartado - 1172

5301-855 BRAGANCA

Portugal

Telefone: (+351) 273 303 200 ou (+351) 273 331 570

< sacd@ipb.pt ou grei@ipb.pt

(® http://www.esa.ipb.pt

Reproducbes parciais deste documento serdo autorizadas na condicdo que seja
mencionado o Autor e feita referéncia a Mestrado de Tecnologia Ambiental —
2010/2011, Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Braganca.

As opinides e informagfes incluidas neste documento representam unicamente o
ponto de vista do respectivo Autor, ndo podendo o Editor aceitar qualquer
responsabilidade legal ou outra em relagdo a erros ou omissfées que possam existir.

Este documento foi produzido a partir de versao electrénica cedida pelo respectivo
Autor.


mailto:sacd@ipb.pt
mailto:grei@ipb.pt

A0s meus pais,

(Por Monica Nogueira)



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, o Professor Doutor Amilcar Antdnio Teiga Teixeira, pela sua
simpatia, disponibilidade, paciéncia, boa disposi¢cdo, apoio incondicional prestado ao
longo destes dois anos e em especial pelos cinco pontos na méo esquerda que ficardo
de recordacao das saidas de campo.

Ao meu co-orientador, o Professor Associado Jorge Machado, por me ter aberto as
portas do seu laboratério de Fisiologia Aplicada do Instituto de Ciéncias Biomédicas
Abel Salazar da Universidade do Porto com tanto carinho e disponibilidade.

A Dra. Mariana Hinzmman e ao Dr. Manuel Lopes-Lima, do Instituto de Ciéncias
Biomédicas Abel Salazar da Universidade do Porto pela sua simpatia, sua

incondicional paciéncia e por terem sido tédo essenciais na minha evolugéo.

Ao pessoal do Laboratério de Fisiologia Aplicada do Instituto de Ciéncias Biomédicas
Abel Salazar da Universidade do Porto, em especial a dona Dores pela sua amizade,
ao Senhor Andrade pelos sustos pregados nos corredores, a Anabela, a Sandra e ao

Sr. Rocha pela sua disponibilidade e boa disposicao.

A Professora Doutora Simone Varandas da Universidade de Tras-os-Montes e Alto
Douro e ao Professor Doutor Ronaldo Sousa pela colaboragéo no trabalho de campo e

laboratorial.

A Professora Coordenadora Leticia Estevinho da Escola Superior Agraria do Instituto
Politécnico de Braganca pelo apoio prestado ao longo deste trabalho através do
Laboratério de Microbiologia da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de

Braganca.

Ao Mestre Daniel Saraiva, pela sua disponibilidade, simpatia e companheirismo em

todas as saidas de campo.

Aos meus colegas, Telmo, Patricia, Tiago, Maria Jodo e Catherine pelos tempos

partilhados no laboratério e nas saidas de campo.
A Micaela, pela sua amizade.
A minha Familia.

As espécies de Anodonta anatina, peixes e invertebrados sacrificados neste trabalho.



indice

AGRADECIMENTOS ...oonvevieeeieteeeteteeeetete et tese et et etete e eseteaseaesessesesessesesesesesessesesesesensasesensasases \Y
RESUMO GERAL ...ttt ettt ettt et ae et et seesetens et etensetesenseseseasesesenseseseanne 7
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt et ettt et et et et e s et et et et ese s et ete s et ese s et ese s et ene et et ene et etene et esenneseaes 8
CAPITULO Lottt ettt ettt et ae et ae et eae et et ae s et ete s et ene s eteseseteseneeeenens 9
INTRODUGAOD GERAL.....evvvieetetieeteeeeeetese ettt aeteas et tese et ete e esesensetetens et esensesesenseseseseeseseanne 9

Objectivos e organizagao do trabalho ... 11
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ettt b st a et a st bese s e b ese st et ese st ese s esene e 13
CAPITULOD 2.ttt ettt ettt s ettt ess et s s e st esessss s s s s eseseseas 15

IMPACTOS AMBIENTAIS RESULTANTES DO COLAPSO DAS ESCOMBREIRAS DAS MINAS DO
PORTELO: EFEITOS DE CURTO-TERMO NAS COMUNIDADES DE MACROINVERTEBRADOS

AQUATICOS (NE DE PORTUGAL). .....ovvvitieieieetetetetete et ese et s st sessasseseseseseseseas 15
RESUIMO ...ttt ettt sttt sttt e s sttt e st e e s s e e s anreeeenans 15
ABSTRACT .ttt ettt ettt ettt e s st e st e e s st e e st e s e e e e s 16
2.1, INTRODUGAD ..ottt ettt sttt a e ss et enesans 17
2.2. MATERIAL E METODOS ......ouveviveieteeeieteeeeieteseie et ese s ss b ssenas 19

2.2.1. Area de @StUTO.......vcuieiieeieiietcet ettt 19

2.2.2. AMOSTragem NO CamPO. ... iiiuueeiiiiiieieiiie et eeiies e ettt e e ettt s eeeaisserernseeaaannsesnsnnsans 23

2.3  RESULTADOS ...ttt ettt ettt sttt ee e st e e st e e s snreeeenans 37

2.3.1. Parametros fisico-quimicos e microbioldgicos da dgua............evvvvvvvvvvivevivenennnnns 37

2.3.2. Parametros do habitat aquatico e ribeirinho .............ovvvviiiiiiiiiiiiiiiens 39

2.3.3. Parametros ecoldgicos baseados nas comunidades de invertebrados ............... 39

2.3.4. Andlise MUItIVariada ........oeeiiiiiieeiiee e 46

2.4, DISCUSSAD ......ccuiieuiitiieteeiee et ste et sttt s ebe st s be s esesseseeba s esessessesessens 51

2.5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......vvmivriiniieieiietieteistseietsetie e 54

CAPITULO 3.ttt bbbttt 59

CONTRIBUICAO PARA O ESTUDO DO CICLO DE VIDA DO BIVALVE DE AGUA DOCE Anodonta
anatina (L.). AMEACAS PARA AS POPULACOES AUTOCTONES DO NORDESTE DE PORTUGAL

.......................................................................................................................................... 59
RESUIMO ...ttt ettt sttt ettt e e sttt e e s et e e s snbee e e eenbeeeeeans 59
ABSTRACT .ttt ettt ettt ettt ettt e e st e e e ettt e e e e nbe e e e saabb e e e e eabbeeeesaanes 60
3.1 INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt et s st et e st enaesneenee s 61

I 0 Y 4= o Y- 63
3.1.2. CIiclo dE Vida.. e s e e e 65
0 I T Y 1 =T o V7 Tor- o 1 67



3.2. MATERIAL E METODOS ......ovcuieeeveeeeeeteeeeseteeeeteteeees ettt eseaess st eneeseseanesenas 69

3.2.1. Area de EStUAO.....ucueiceceeeietceceeeteee ettt ettt ese et a et se et eteneenenas 69

3.2.2. MEtOUOIOZIA ..ttt s 70

3.3  RESULTADOS ...ttt ettt e e et e e et e e e et s e e et s e eesa s e eeenaaseenenn 74

3.3.1. Processo de SamEtOZENESE.....uuuuuuuuuuuue s 74

3.3.2. ProCESSO U8 OVOZENESE . uuuuuuuuuuunnuununiiiitiaaiia e aan 75

3.3.3. Gametogénese em individuos hermafroditas.......cccccceeeeeieeiiiieiiiiiine e, 76

3.3.4. Variaga0 MENSAl.....uuuuuuuuiiiiii s 77

3.3.5. Observacgado dos gloquideos Nas branquias ........ccccceeeeeeeeeeeiieiieieiiieccecccccceee e 77

3.3.6. Determinagao dos peixes hOSPEAEIr0S ......uuuuuuuuuuuii e 78

3.3.7. Cultivo de juvenis de Anodonta anating ..........cccccceeeeeeeeeeeeeeceeieieeiseeeeeeeeeeeeeeeean 81

3.3.8. Bioensaios de toxicidade com gloquideos de A. anating..........ccccceeeeeeeeeeeeeinennn. 84

3.4. DISCUSSAO E CONCLUSAD. .......cietiietiereieiesteseetesieseetessesessesesesseseesesseseesanas 85

3.5, BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt e e e s 88

CAPITULOD 4.ttt 90
CONCLUSOES GERAIS E CONSIDERAGOES FINAIS .....cutivevietiietisierietesieeetessesestesere s s esesseseseens 90
ANEXOS (CAPITULOD 2)...vviuivetieieteteeetetet ettt ettt se st b e s et ess et et e s st e s s bess st ese s esess s senens i
ANEXO [l ettt st e st e e s e s s vi

ANEXO Lttt ettt st e s s e s s e s e e e e smnes vii

ANEXOS (CAPITULOD 3)...vviviietieiieteieee ettt sttt ettt s et ss st se st ese st essssebe s esesenn e ix
FAY 1= (o 1 RSP PPPPPPPR X

FAY 1= (o 1 | OO P P PPPPPPPPRN Xiv

Vi



RESUMO GERAL

Sado véarios os impactos ambientais que ameagam 0s ecossistemas dulgaquicolas,
sendo responsaveis pela diminuicdo e extincdo de muitas popula¢des, muitas delas
pertencentes a bivalves de dgua doce. Fen6menos como a regularizacdo de caudais,
poluicdo, eutroficacdo e degradacdo do habitat aquatico e ribeirinho sédo os principais
factores que originam a diminuicdo das populacdes de Unionoida. Neste estudo foi
seleccionada a espécie-alvo Anodonta anatina (L.), um bivalve que habita os sectores
médio e terminal dos rios Sabor, Tua e Tamega, no Nordeste de Portugal. Avaliaram-
se diferentes aspectos relacionados com a bio-ecologia e fisiologia da espécie,
especialmente associada a reproducdo. Foi detectada a ocorréncia simultanea de
exemplares didicos e outros hermafroditas, provavelmente como resposta adaptativa a
flutuagbes nas condigbes ambientais e na dindmica populacional. Verificou-se ainda
gue para A. anatina todas as espécies piscicolas autoctones testadas (truta, escalo,
bordalo, ruivaco, boga, barbo e verdema) e apenas uma espécie exotica (truta arco-
iris) funcionaram como hospedeiros desta espécie. Este facto tem elevada relevancia
em termos de conservacdo da espécie, uma vez que a dominancia de espécies
piscicolas em albufeiras de barragens inviabiliza, a médio prazo, a sobrevivéncia das
naiades. Para além do impacto da regularizacdo foi ainda testada a influéncia de
fendmenos associados a contaminacdo quimica. Os resultados obtidos permitiram
verificar que mesmo para baixissimas concentracdes de metais pesados, como o
cobre e o cobalto, o efeito é extremamente letal para estes bivalves. Foram avaliados
os efeitos de curto-termo decorrentes do input de sedimentos na ribeira do Portelo, em
oito locais distribuidos ao longo de 20 Km da rede hidrica. Mensuraram-se Varios
parametros fisico-quimicos da agua e determinaram-se as respostas bidticas,
nomeadamente das comunidades de macroinvertebrados e microbiolégica
(amostragem pontual). Os resultados mostraram: i) um aumento significativo da acidez
da agua (pH <5 na proximidade das escombreiras) e da condutividade (EC25 > 250
uS.cm™); i) um aumento na concentracéo de alguns metais pesados, nomeadamente
dos elementos aluminio (Al), cobre (Cu), e cobalto (Co); iii) uma grande disperséao e
deposicéo de sedimentos grosseiros e finos no leito dos cursos de agua; iv) a perda de
habitat (e.g. elevada colmatagdo dos intersticios do substrato por sedimentos) e a V)
elevada mortalidade na fauna macrobentdnica. Nao foram registados, em termos
espacio-temporais, sinais de recuperacdo na comunidade de macroinvertebrados,

particularmente na ribeira do Portelo (aproximadamente com 3 km de extenséo).

Palavras-chave: Anodonta anatina, reproducdo, hospedeiros, impactos ambientais

qualidade da &gua, sedimentos, macroinvertebrados



ABSTRACT

Several environmental impacts are threatening freshwater ecosystems and are
responsible for the diminishing and extinction of many populations, some of them
belonging to freshwater bivalves. Regulation, pollution, eutrophication, aquatic and
riparian habitat degradation are the main fenomena linked to the Unionoida populations
reduction in the river ecosystems. In this study it was selected a key-species, Anodonta
anatina (L.) that can be found in the middle and lower parts of Sabor, Tua e Tamega
rivers in northeastern Portugal. Different aspects of bio-ecology and physiology of A.
anatina were evaluated, in particular the reproduction features. It was detected a
simultaneous occurrence of dioicous and hermaphrodite individuals in the same
population. This occurrence is probably related with an adaptation answer to the
fluctuations of environmental condition and population dynamics. It was verified that,
for A. anatina, all native fish species tested (Salmo trutta, Squalius carolitertii, Squalius
alburnoides, Achondrostoma oligolepis, Pseudochondrostoma duriense, Luciobarbus
bocagei and Cobitis paludica) and just one exotic species (Onchorynchus mykiss)
functioned as host species. This fact has a relevant importance for the conservation of
mussel populations, since exotic fish species dominate all modified environments like
reservoirs, diminishing the survival of all bivalve populations. Furthermore, it was tested
other type of disturbance, like chemical contamination. The results showed that the
lower concentrations of heavy metals, like copper and cobalt, can have a lethal effect
on these bivalve species. The short-term effects of sediment input in the Portelo stream
was analysed during 7 successive months (January to July 2010). Physicochemical
water and sediment parameters were measured and biotic responses of
macroinvertebrate community evaluated in eight sampling sites distributed along the 20
km of river drainage. The results showed: i) a significant increase in water acidity (pH
<5, near the mine) and conductivity (EC25 > 250 uS.cm™); ii) an increase in some
heavy metals concentrations, namely for aluminum (Al), copper (Cu) and cobalt (Co)
elements; iii) a large spread of coarse sediments deposited in the river bed and iv)
habitat loss (high embebedness in the sediments) and physical (death by asphyxia)
and chemical (i.e. heavy metals and lowering pH) water pollution and v) high mortality
of macroinvertebrate fauna. No signs of macroinvertebrate community recovery were
detected, in both spatial and temporal analyses, particularly in the Portelo stream

(approximately 3 km long).

Key-words: Anodonta anatina, reproduction, host fishes, environmental impacts, water

guality, sediments, macroinvertebrates



CAPITULO 1
INTRODUCAO GERAL

A distribuicdo de bivalves em Portugal e especificamente de mexilhdes de agua doce
(também conhecidos por ndiades), caso das espécies Margaritifera margaritifera, Unio
delphinus, Potomida littoralis e Anodonta anatina, tem sido seriamente posta em causa
por sucessivas alteracdes no seu habitat, provocadas pela exploracdo excessiva dos
recursos naturais, responsavel pela introducao continua de poluentes no ecossistema
aquatico. VARANDAS et al. (2010) referem que as populacdes de naiades sdo muito
sensiveis a modificacdes subitas e bruscas do habitat, provocadas, por exemplo, pelas
secas, construcdes de barragens, descargas continuas de téxicos, sobre-exploragcéo
dos recursos hidricos e introducdo de espécies exéticas e invasoras que levam ao
desaparecimento dos peixes hospedeiros especificos e por conseguinte a extingdo
destas espécies em muitos rios. O almeijao-de-rio, Anodonta anatina (L.), € entre os
Unionoida, uma das espécies ainda relativamente abundante no nosso pais, dado
possuir uma capacidade de resisténcia superior, quando comparada com outras
naiades como por exemplo a Margaritifera margaritifera. No entanto, apesar de nao
constar no Livro Vermelho da IUCN, como a M. margaritifera, é, na actualidade, uma

espécie fortemente ameacada em Portugal.

LOAYZA-MUROA & ELIAS-LETTSA (2007) salienta a importancia das cabeceiras de
rios, que qualifica como sendo imprescindiveis como fonte de biodiversidade e na
prépria preservacéo da qualidade do rio ao longo de todo o seu curso. O problema da
constante degradacao dos cursos de agua e perda de biodiversidade, comum a muitos
paises europeus, obrigou a Unido Europeia a tomar posi¢ado, dando origem a Directiva
Quadro da Agua (DQA) (DIRECTIVA 2000/60/CE), com o intuito de aumentar, numa
primeira fase, o conhecimento do estado ecoldgico dos cursos de agua superficiais
europeus e, numa segunda fase, proceder a sua monitorizacdo e reabilitacdo. Para
cumprir os objectivos delineados pela DQA, até ao ano de 2015, é necessario
restaurar muitos cursos de agua, no sentido da sua renaturalizacdo e proceder a
integracdo funcional dos processos de recuperacdo e monitorizagdo em escalas
espaciais e temporais mais vastas do que aquelas que tém sido realizadas. Por fim, é
fundamental proceder a uma monitorizagdo conveniente que avalie, para essas
escalas, os resultados obtidos tendo em conta os estados de referéncia de cada area
geogréafica (CORTES s.d.).

Os macroinvertebrados tém um papel ecologico essencial em muitos sistemas para
além de serem um dos grupos mais ambiguos e com maior diversidade de organismos
(NICOLA 2010). PEETERS (2004) refere que a abundancia da comunidade benténica
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é funcéo das condi¢des de habitat sendo sensiveis tanto a perturbacdes fisicas como
quimicas. Por esta raz&o, séo utilizados como bioindicadores na aplicagdo da DQA. A
implementacéao desta Directiva induz a obrigatoriedade de um estudo pormenorizado
dos factores que influenciam as comunidades de macroinvertebrados, nomeadamente
relacionados com impactos ambientais de origem antropogénica. A distribuicao e
abundéancia das comunidades de organismos estdo influenciadas pelas condigbes
hidrologicas, composicdo do substrato, temperatura e quimica da agua. E sabido que
a estrutura e funcionamento dos ecossistemas dependem das respostas a multiplos
factores de stress, de origem natural e antrépica, que influenciam a fisiologia e
comportamento de organismos, interac¢ées ecoldgicas dentro das comunidades e 0s
préprios processos nos ecossistemas (BREITBURG et al. 1998). Um dos maiores
efeitos negativos decorrentes destes impactos consiste no rapido declinio da
biodiversidade, a escala local, regional e mundial, como resultado das altera¢c6es nas
funcbes dos ecossistemas, caso da produtividade primaria, reciclagem e conservacao
do carbono e de diversos nutrientes (e.g. azoto e fosforo), decomposicao, cadeias
alimentares e resiliéncia dos ecossistemas (PERRINGS et al. 1995; SCHWARTZ et al.
2000). Existe uma panodplia de factores quimicos, fisicos e bioldgicos potencialmente
stressantes, que podem actuar isolada ou de forma sinergistica e originar os impactos
citados (FOLT et al. 1999). Estes efeitos negativos podem manifestar-se a diferentes
niveis de organizacdo, desde o sub-organismo a populacdo e comunidade presente

num dado ecossistema (Figura 1.1).

Ec ologlcal Risk
ASSESSI‘I"IEI’K

Fopulation
Populstion
structure

El energaics

Physiologicel e

Biochericd Histopathological’

Biomolecul =r

SI_IB ORGANISMAL INDIVIDUAL POPULATION

Stress

Figura 1.1- Resposta hierarquica dos organismos a factores de stress
ambiental (ADAMS & GREELEY 2000)
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Entre os invertebrados, os bivalves sdo vistos como espécies-sentinela,
desempenhando um papel essencial na manutencdo da integridade ecoldgica através
da sua funcdo filtradora, removendo dos cursos de agua o fitoplancton, as bactérias e
os solidos suspensos (VAUGHN & HAKENKAMP 2001; MCIVOR 2004). No entanto,
sd0 poucos 0s estudos na regido transmontana envolvendo o conhecimento do ciclo
de vida destas espécies, as suas exigéncias em termos de habitat, assim como o
reconhecimento dos factores de perturbacdo ambiental que as afectam. A
sobrevivéncia de Anodonta anatina e das demais néiades (Margaritifera margaritifera,
Potomida littoralis e Unio delphinus) presentes no Nordeste de Portugal esta
seriamente ameacada pelo Programa Nacional de Barragens com Elevado Potencial
Hidroeléctrico (PNBEPH), assim como por mdultiplas mini-hidricas distribuidas pelas
diferentes bacias hidrograficas (e.g. Sabor, Tua e Tamega). O Plano de Bacia
Hidrogréfica do rio Douro e a Lei-Quadro da Agua (Lei n°58/2005 de 28 de Dezembro)
estabelecem bases para a preservacao e recuperacdo dos ecossistemas aquaticos.
Assim, nesta preservacao esté incluida a necessidade de conservar as naiades, visto
gue as barragens irdo modificar o seu habitat natural e, por certo, dizimar muitas
populacdes (CORTES s.d.). A falta de interesse por parte do poder local e nacional,
explica-se pelos interesses politico-econébmicos numa regido muitas das vezes

ameacada pela falta de agua.

Objectivos e organizacao do trabalho

Fizeram parte dos objectivos mais especificos deste trabalho:

1) Proceder ao diagnéstico dos impactos ambientais da contaminacao fisica e
guimica sobre o ecossistema aquéatico e ribeirinho, na proximidade da mina do
Portelo. Mais especificamente constituiram objecto de estudo o0s seguintes
aspectos:

i. Avaliar os impactos sobre as caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas da agua;

i. Mensurar potenciais alteragbes ao nivel dos habitats aquaticos e
ribeirinhos;

iii. Recorrer as comunidades de macroinvertebrados benténicos para
perceber as respostas bibticas a perturbagéo, tendo em conta a evolugéo
espacial e temporal.

2) Proceder ao estudo do ciclo de vida da espécie Anodonta anatina,
nomeadamente:

i. Perceber aspectos relacionados com a reproducédo da espécie, incluindo o

estudo da gametogénese;

1



ii. Determinar, entre a ictiofauna dul¢aquicola, quais os peixes que funcionam
como hospedeiros;
3) Avaliar o comportamento da espécie relativamente a fenomenos de

perturbacdo relacionados com a contaminacao quimica;

A dissertacao estad organizada em quatro capitulos, correspondendo o primeiro, 0
CAPITULO 1, a presente introducdo na qual é feita, para além da definicdo dos
objectivos uma caracterizacdo sucinta da espécie Anodonta anatina e principais
ameacas destas populagbes. Os dois capitulos seguintes (capitulos 2 e 3) sao

apresentados sob a forma de artigos cientificos e sédo os seguintes:

CAPITULO 2: Impactos Ambientais Resultantes do Colapso das Escombreiras
das Minas do Portelo: Efeitos de Curto-Termo nas Comunidades
de Macroinvertebrados Aquéticos (NE de Portugal).

CAPITULO 3: Contribuicdo para o Estudo do Ciclo de Vida do Bivalve de Agua

Doce Anodonta anatina (L.).

No CAPITULO 4 séo feitas as conclusdes gerais e consideracdes finais do estudo,
baseadas nos varios estudos parcelares realizados e apresentados separadamente

nos capitulos 2 e 3.
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CAPITULO 2

IMPACTOS AMBIENTAIS RESULTANTES DO COLAPSO DAS
ESCOMBREIRAS DAS MINAS DO PORTELO: EFEITOS DE CURTO-TERMO
NAS COMUNIDADES DE MACROINVERTEBRADOS AQUATICOS (NE DE
PORTUGAL)

RESUMO

Foram estudados os impactos ambientais decorrentes da entrada duma grande
guantidade de sedimentos na ribeira do Portelo, localizada no Parque Natural de
Montesinho (Nordeste de Portugal), em Dezembro de 2009, depois de um periodo de
precipitagcdo intensa. Para avaliar os efeitos de curto-termo, realizaram-se, de Janeiro
a Julho de 2010, amostragens mensais em oito locais distribuidos ao longo de 20 Km
da rede hidrica. Foram mensurados varios parametros fisico-quimicos e
microbioldgicos (amostragem pontual) da agua e avaliadas as respostas bidticas,
nomeadamente das comunidades de macroinvertebrados. Os resultados mostraram
as seguintes condicdes abidticas: i) um aumento significativo da acidez da agua (pH
<5 na proximidade das escombreiras) e da condutividade (EC25 > 250 uS.cm™); ii) um
aumento na concentracdo de alguns metais pesados, homeadamente dos elementos
aluminio (Al), cobre (Cu) e cobalto (Co); iii) uma grande dispersdo e deposicado de
sedimentos grosseiros e finos no leito dos cursos de agua e iv) uma fraccdo
substancial de materiais inorganicos finos permanentemente suspensos na coluna de
agua. Esta mudanca subita das condicbes ambientais conduziu a catastréfica reducéo
na abundancia e diversidade das comunidades de invertebrados, atingindo a completa
deplecdo na proximidade da zona de input dos sedimentos ha ribeira, como resultado
da ocorréncia de efeitos sinergisticos como sejam: 1) a perda de habitat (e.g. elevada
colmatagem dos intersticios do substrato por sedimentos) e a 2) poluicao fisica (e.qg.
morte por asfixia) e quimica (e.g. metais pesados e diminuicdo do pH). Nao foram
registados, em termos espacio-temporais, sinais de recuperacdo na comunidade de
macroinvertebrados, particularmente na ribeira do Portelo (aproximadamente com 3
km de extensdo). Uma vez que ndo foram tomadas quaisquer medidas de
reabilitacdo/recuperacéo e outras de protec¢édo da entrada continua de sedimentos na
ribeira, especialmente em épocas chuvosas, serdo de esperar condi¢cdes

inapropriadas a recolonizacdo pelo biota tipico da regiéo.

Palavras-chave: minas, habitat, qualidade da agua, sedimentos, macroinvertebrados
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ABSTRACT

The environmental effects of a large amount of mining deposits collapsed and sudden
incorporated into a small stream, located in the Montesinho Natural Park (northeastern
Portugal), were studied monthly, from January to July 2010. Physicochemical and
microbiological water parameters were measured and biotic responses of
macroinvertebrate community evaluated in eight sampling sites distributed along the 20
km of river drainage, inside the protected area. The results showed the following abiotic
conditions: i) a significant increase in water acidity (pH <5, near the mine) and
conductivity (EC25 > 250 uS.cm™); ii) an increase in some heavy metals
concentrations, namely for aluminum (Al), copper (Cu) and cobalt (Co) elements; iii) a
large spread of coarse sediments deposited in the river bed and iv) a substantial
fraction of fine inorganic materials suspended in the water column. This sudden change
of environmental conditions, lead to a catastrophic reduction in abundance and
diversity of invertebrate communities, reaching the complete depletion near stream
input zone, as a result of synergic events like habitat loss (high embebedness in the
sediments) and physical (death by asphyxia) and chemical (i.e. heavy metals and
lowering pH) water pollution. No signs of macroinvertebrate community recovery were
detected, in both spatial and temporal analyses, particularly in the Portelo stream
(approximately 3 km long). Furthermore, since no stream restoration or other protective
measures were taken, a continuous input of water and sediments from mine runoff
occurred, namely after rainy periods, contributing to maintain the harsh conditions to
the biota.

Key-words: mining, habitat, water quality, sediments, macroinvertebrates
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2.1. INTRODUCAO

O crescimento da populacdo mundial € uma das principais razbes para a exploragao
exaustiva a que, hoje em dia, estdo submetidos os recursos naturais. A actividade
mineira das jazidas existentes e a descoberta de novos fildes implicam a destruicédo de
muitos ecossistemas terrestres e aquaticos, alguns deles de elevado valor em termos
de conservacado de espécies e habitats. Os despojos das minas sdo responsaveis pela
degradacdo de muitos rios em diferentes regides do mundo. Entre os muitos impactos
ambientais referenciados por diversos estudos (e.g. KELLY 1988) merecem destaque
as alteracdes fisico-quimicas da &gua, nomeadamente relacionados com a
biodisponibilidade de metais pesados. Outros efeitos adversos referem drasticas
mudancas na estrutura do leito dos cursos de agua como resultado da deposicdo de
sedimentos grosseiros e especialmente de particulas de dimenséao diminuta (e.g. areia
e silte) que colmatam os intersticios e inviabilizam a capacidade de colonizacdo na
zona bentoénica, de vital importancia para o biota. No processo de dispersdo das
particulas originarias das escombreiras de minas, os metais sofrem diversas reaccdes
de oxidacao-reducédo ao percorrerem diferentes tipos de solo e agua, podendo ficar
imobilizados nos sedimentos ou estar sujeitos a fenbmenos de resuspensdo e/ou
solubilizacdo e perpetuar o efeito negativo no espaco e tempo (MARTINEZ-CONDE et
al. 1999; MARQUES et al. 2001). Segundo KELLY (1988) os efeitos da actividade
mineira nos ecossistemas aquaticos podem ser agrupados sumariamente em
mudancas substanciais nas seguintes variaveis: (i) pH; (i) concentracdo de i6es; (iii)
transparéncia da agua e (iv) estrutura do leito dos cursos de agua. Varios estudos
realcam claramente os impactos negativos decorrentes da exploracdo de minério nos
ecossistemas aquaticos, embora muitas vezes seja dificil discernir entre efeitos
especificos (MARTINEZ-CONDE et al. 1999; MARQUES et al. 2001, BATTY et al.
2005). Paralelamente, muitas destas mudangas sdo muito instaveis, dada a elevada
inter-relacdo com as condi¢cdes meteoroldgicas que transformam estes impactos ainda
mais imprevisiveis. Como refere FREEDMAN (1989), as comunidades aquaticas
estdo, afortunadamente, acostumadas a regimes hidricos variaveis, que contribuem
para tolerar certas mudancas. No entanto, dependendo da intensidade e severidade
do evento, estas mudancas na composicdo e estrutura do biota podem ser

irreversiveis.

O uso da comunidade de macroinvertebrados benténicos tem sido vulgarmente
utilizado desde o inicio do século XX, no sentido de averiguar potenciais impactos em
ecossistemas fluviais (KOLKWITZ & MARSSON 1908; CARPENTER 1928;
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RICHARDSON 1928). A sua eficiéncia tem sido suficientemente demonstrada em
muitos artigos de publica¢des cientificas que sdo hoje classicos (WOODIWISS 1960,
1964; CHANDLER 1970; HILSENHOFF 1977), tendo sido bastante utilizados como
instrumento para a mensuracdo da recuperacdo de ecossistemas aquaticos sujeitos a
diversas perturbagbes (HILSENHOFF 1988; PLAFKIN et al. 1989; CLEMENTS et al.
1992; RESH & JACKSON 1993; CLEMENTS 1994; KERANS & KARR 1994; KIFFNEY
& CLEMENTS 1994; LENAT & BARBOUR 1994; LOEB & SPACIE 1994; WILSON
1994; FRANQUET et al. 1995; HANNAFORD & RESH 1995; RESH et al. 1995). Ainda
hoje, continuam a ser muito utilizados e, inclusive, especificamente adaptados a rios
da Peninsula Ibérica (ALBA-TERCEDOR & SANCHEZ-ORTEGA 1988, ALBA-
TERCEDOR 2000; OLIVEIRA & CORTES 2006; MUNNE & PRAT 2009; INAG 2009;
VARANDAS & CORTES 2010). Parametros biéticos relacionados, por exemplo, com a
densidade, a riqueza taxondémica e a dominancia em zonas afectadas pela actividade
mineira e sua comparagéo, mediante indices de similaridade, com locais de referéncia
localizados na proximidade, s@o ferramentas privilegiadas por diversos estudos para
avaliacdo da intensidade do impacto (PERKINS 1983). Comparativamente com outros
indices, os indices de similaridade sdo muito sensiveis a perturbacées relacionadas
com metais. De forma complementar, varias espécies de invertebrados séo vistas
como ferramentas apropriadas para estudos de ecotoxicologia ambiental, como por
exemplo na avaliacdo da toxicidade revelada por certos sedimentos (DUCROT et al.
2005).

No final do ano de 2009, apds um periodo de precipitacdes intenso, ocorreu o colapso
de escombreiras existentes na area mineira do Portelo, inserida no Parque Natural de
Montesinho, proximo da fronteira com Espanha. Refira-se que estas minas foram
desactivadas ha mais de 20 anos, encontrando-se em fase de recuperacédo desde 6 de
Marco de 2007, quando foi estabelecido um protocolo entre a Camara Municipal de
Braganca e a Empresa de Desenvolvimento Mineiro S.A. Segundo o SIORMINP,
Sistema de Informacdo de Ocorréncias e Recursos Minerais Portugueses, 0 recurso
mineral viadvel explorado nestas minas foi o Estanho (Sn). O volume de sedimentos
gue entrou na rede hidrica foi enorme, justificando o objectivo deste estudo que
consistiu em avaliar alguns impactos ambientais ocorridos no sistema aquatico e

ribeirinho, na proximidade das minas do Portelo. Mais concretamente pretendeu-se:

i) Avaliar os impactos sobre as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas da

agua decorrentes das alteragdes ambientais promovidas;
i) Mensurar potenciais alteracdes ao nivel dos habitats aquaticos e ribeirinhos;

iil) Recorrer as comunidades de macroinvertebrados bentonicos para perceber as

respostas bioticas a perturbacéo e perceber a evolugéo espacial e temporal.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Caracterizacédo da area de estudo

O estudo foi realizado de Janeiro a Julho de 2010, na ribeira do Portelo, afluente da
ribeira da Aveleda que por sua vez desagua no rio Sabor (bacia hidrografica do rio
Douro) na proximidade do limite sul do Parque Natural de Montesinho, situado no

Nordeste de Portugal (Figura 2.1).

fio Tuela
\ Rio e
e Ba\:e.-'rc

PORTUGAL

Area de estudo
10 Km

Figura 2.1. Localizagdo das Ribeiras do Portelo e Aveleda e rio Sabor (Bacia do Douro).

A ribeira da Aveleda é um curso de agua de baixa ordem (Ordem 3, segundo o critério
de Strahler), com aproximadamente 20 km de extensdo, sujeita a baixa pressao
antropogénica. A paisagem estd dominada por vegetacdo natural composta por
guercineas, caso do carvalho-negral (Quercus pyrenaica) e da azinheira (Quercus
ilex), embora se possam também encontrar outras folhosas, como o castanheiro
(Castanea sativa), plantado para producdo de fruto (soutos), e povoamentos de
resinosas, nomeadamente diferentes espécies de pinheiros (Pinus pinaster, P. nigra e
P. silvestris). Nos vales encaixados é frequente ocorrerem ainda lameiros e na

proximidade de aglomerados rurais o uso do solo contempla ainda zonas de

agricultura e pecuéria.
Na regido montanhosa da Serra de Montesinho, os cursos de &gua apresentam

caracteristicas peculiares. S&o comuns elevados gradientes e um regime de caudais
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variavel, capaz de transportar grandes quantidades de sedimentos ao longo da rede
hidrica. Por tal motivo, predominam substratos grosseiros (e.g. grandes blocos,
pedras) que proporcionam habitat diversificado para a fauna aquética. A litologia,
composta por xistos e granitos, esta na base duma baixa taxa de mineralizacdo da
agua, cuja composicao fisico-quimica apresenta valores médios relativamente baixos
de condutividade EC25 <50 uS.cm™, alcalinidade <30 mg HCOj5'.I", dureza total <25
mg CaCOs.I', e de nutrientes, como nitratos NOs <0,5 mg.I"* e fosfatos PO,* <0,1
mg.I". Paralelamente, a presenca de galerias ripicolas, dominadas por amieiros (Alnus
glutinosa), bem estruturadas e desenvolvidas, condiciona a produtividade primaria e
secundaria destes sistemas I6ticos, por norma altamente dependentes, sob o ponto de
vista energético, do input de materiais aléctones (TEIXEIRA 1994 & TEIXEIRA et al.
2006). Ocorrem também desvios da condicdo natural resultantes, por exemplo, da
regularizacéo (e.g. barragem da Serra Serrada) ou da presenca de escombreiras (e.g.
minas do Portelo) (Figura 2.2).

Serra de Montesinho

\\f | Vrragem da Serra Serrada

Figura 2.2. Paisagem tipica e alguns impactos detectados na area de estudo.

Normalmente, estes ecossistemas dulgcaquicolas possuem um status oligotrofico, dada
a baixa capacidade tamponizante e a fraca resisténcia a fenébmenos de perturbacéo.

Perante tais condigcbes ambientais, predominam as comunidades de organismos
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tipicamente estenobiontes. Por exemplo, ao nivel da comunidade piscicola nos tro¢os
de cabeceira da regido é comum encontrar-se a truta de rio (Salmo trutta), um
salmonideo, muitas vezes em populacdes exclusivas. Os requisitos ecoldgicos desta
espécie sdo bastante exigentes, habitando em zonas com &guas frias, bem
oxigenadas e muito limpas. Para além desta espécie ocorrem, nos trocos de jusante
da area de estudo quatro espécies de ciprinideos autéctones, caso do escalo-do-Norte
(Squalius carolitertii), da boga-do-Norte (Pseudochondostroma duriense), do bordalo
(Squalius alburnoides) e do barbo-comum (Luciobarbus bocagei) (Figura 2.3).

X

e
L\l

Figura 2.3. Comunidade piscicola presente na area de estudo, composta por espécies
pertencentes as familias Salmonidae e Cyprinidae.

A integridade ecologica pode ainda ser corroborada pela ocorréncia de predadores
naturais como a lontra (Lutra lutra), cobras-d’agua (Natrix maura e Natrix natrix), a

garca cinzenta (Ardea cinerea) e o guarda-rios (Alcedo atthis) (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Principais predadores naturais encontrados no Alto Sabor.

A comunidade de invertebrados apresenta uma elevada diversidade de espécies, cuja
variedade de modos de existéncia e regimes troficos permitem explorar todos os
recursos disponiveis. Contudo, para além da diversidade global, a presenca de
espécies muito sensiveis a perturbagdo, caso das ordens de insectos pertencentes
aos EPT- Ephemeroptera, Plecoptera e Trichoptera revela o “bom estado de saude”

da maioria dos ecossistemas de cabeceira da bacia hidrografica do Sabor (Figura 2.5).

Trichoptera? 'ephemeroptera ' Trichopterq

Figura 2.5. Familias de macroinvertebrados (EPT) representadas no Alto Sabor.
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Alteracbes substanciais das condicbes ambientais provocadas por perturbacdes
diversas, como sejam a regularizagdo, a poluicdo quimica e fisica, cortes de
vegetacao ribeirinha e degradacao do habitat aquatico (e.g. sedimentagéo) provocam,
por norma, variagbes na estrutura e composicdo da comunidade de invertebrados com

dominio de taxones euribiontes, pertencentes, por exemplo, aos grupos faunisticos

dos vermes (Oligochaeta), moluscos (Gastropoda) e insectos (Diptera) (Figura 2.6).

-. Gastropoda /% Chironomidae 4 Oligochaeta A\gly & Chironommidae AA\GASHIGRDS

Figura 2.6. Invertebrados presentes no Alto Sabor em condi¢Bes ambientais adversas.

2.2.2. Amostragem no Campo
2.2.2.1. Localizacéao e critérios de selec¢do dos trocos de amostragem

Foram seleccionados 8 locais de amostragem distribuidos pela ribeira do Portelo (5),
Ribeira de Calabor (1), Ribeira de Bacal (1) e no rio Sabor (1) (Figura 2.7). A escolha
dos locais teve em conta uma avaliacdo pericial prévia, acontecida logo apés a
ocorréncia do evento. Teve-se o cuidado de escolher dois locais de referéncia,
situados na mesma bacia hidrogréfica, com caracteristicas similares ao curso de agua
afectado pela entrada de sedimentos, que pudessem funcionar como termo de
comparagdo. Um deles (P2) corresponde a um afluente ndo perturbado que se
encontra imediatamente a montante da confluéncia com a linha de 4gua proveniente
da zona das escombreiras das minas do Portelo. Outro (P6), pertence a ribeira de
Calabor e tem uma dimensao superior, comparavel a foz da Ribeira do Portelo. Por
sua vez, os locais P1 (imediatamente a jusante das escombreiras), P3 (a jusante da
confluéncia com P2), P4 (aldeia do Portelo) e P5 (proximo da foz com a ribeira de
Calabor) estéo distribuidos ao longo da ribeira do Portelo, enquanto P7 (Ribeira de
Bacal) e P8 (ap6s a confluéncia com o rio Sabor) pretendem avaliar o efeito de
diluicdo e os impactos ao longo do sistema de drenagem, numa perspectiva ndo sé

espacial como temporal.
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2.2.2.1.1. Caracterizacdo dos locais de amostragem
Seguidamente € apresentada uma caracterizacdo sumaria dos locais de amostragem
Figuras 2.8 a 2.15.

Local: P1 Coordenadas Geogréficas
Estado: Perturbado Latitude: 41°56'0.33"N
Sinais: forte eroséo e aprofundamento do canal Longitude: 6°44'14.93"W

ot A *on S LadE

Figura 2.8. Local P1, situado a jusante das escombreiras das Minas do Portelo.

Local: P2 (afluente) Coordenadas Geograficas
Estado: Nao Perturbado Latitude: 41°55'57.58"N
Sinais: dgua limpa e habitats sem alteracfes Longitude: 6°44'16.25"W

Figura 2.9. Local P2, situado num afluente a montante da confluéncia com a ribeira que
atravessa as escombreiras das Minas do Portelo.
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Local: P3 Coordenadas Geogréficas
Estado: Perturbado Latitude: 41°55'57.74"N

Sinais: forte colmatacdo do leito com sedimentos Longitude: 6°44'13.73"W
finos; margens sem erosdo; galeria
ripicola estéavel

Figura 2.10. Local de amostragem P3: situado a jusante da confluéncia com a ribeira do

local P2.
Local: P4 (aldeia do Portelo) Coordenadas Geograficas
Estado: Perturbado Latitude: 41°55'42.43"N

Sinais: aprofundamento e alargamento do canal e Longitude: 6°43'46.27"W
deposicao elevada de sedimentos finos no
leito de cheia; galeria ripicola instavel

Figura 2.11. Local de amostragem P4: situado na aldeia do Portelo.
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Local: P5 (Foz da Rib. do Portelo) Coordenadas Geogréficas
Estado: Perturbado Latitude: 41°55'59.29"N

Sinais: substrato obliterado por sedimentos finos; Longitude: 6°43'3.34"W
menor declive fomenta a acumulagédo
observada; galeria ripicola estavel

Figura 2.12. Locais de amostragem P5: situados proximo da foz com aribeira de Calabor.

Local: P6 (alfuente- Rib. Calabor) Coordenadas Geogréaficas
Estado: Nao Perturbado Latitude: 41°56'4.54"N

Sinais: ecossistema aquéatico e ribeirinho em bom Longitude: 6°42'53.12"W
estado de integridade ecoldgica; mosaico
heterogéneo de habitats

3 i o A - 3 = ; . A
& g ,'-.‘".f" 2 Tt S A2 v . - ‘-

Figura 2.13. Local de amostragem P6: situado naribeira de Calabor.
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Local: P7 (Rib. de Bacal) Coordenadas Geogréficas
Estado: Perturbado Latitude: 41°51'48.47"N

Sinais: maior distancia (~20 km) a fonte, mas Longitude: 6°44'4.80"W
grande quantidade de sedimentos finos,
depositados e circulando na coluna de
agua, sinais de erosdo nas margens

LN

Figura 2.14. Local de amostragem P7: situado naribeira de Bagal, proximo de Rabal.

Local: P8 (Rio Sabor) Coordenadas Geogréaficas
Estado: Pouco Perturbado Latitude: 41°51'22.17"N

Sinais: continuacéo da deposicéo e circulagdo de Longitude: 6°44'39.96"W
sedimentos finos, forte diluigdo; sinais de
erosdo nas margens

Figura 2.15. Local de amostragem P8: situado a jusante da confluéncia da ribeira de
Bagal com o Rio Sabor.
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2.2.2.1.2. Analises fisico-quimicas e microbiol6gicas da agua

Nas analises fisico-quimicas da agua foram medidos diversos parametros no campo,
por estimativa visual (escala qualitativa), como por exemplo a transparéncia/turvacao e
outros baseados em equipamentos potenciométricos portateis, nomeadamente: 1)
oxigénio dissolvido (mg O./L e % saturacdo); 2) temperatura (°C); 3) sdlidos
dissolvidos totais (TDS, mg/L) e 4) condutividade eléctrica (uS/cm) (Figura 2.16), e
avaliados de acordo com o Decreto-Lei 236/98 de 1 de Agosto. Foram ainda
recolhidas amostras de &agua (1,5 L), em cada local, tendo sido devidamente
refrigeradas (arcas térmicas com temperatura de 4° C) e transportadas para o
laboratério para determinacdo dos metais pesados (andlises realizadas pelo
Laboratério Actlabs, Activation Laboratories Ltd., Canada), tendo sido avaliados
através do D.L. 236/98 e INAG 2009. Foram ainda realizadas analises microbiol6gicas

da agua, nomeadamente dos parametros coliformes totais, coliformes fecais e

estreptococos fecais, de acordo com as metodologias analiticas definidas em APHA
(1989).

Figura 2.16. Mensuracao, in situ, de parametros fisico-quimicos da agua e recolha de
agua para andlises laboratoriais.
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2.2.2.1.3. Avaliacdo de habitats aquéaticos e ribeirinhos

Na avaliagdo dos habitats aquaticos e ribeirinhos foram mensuradas diferentes
variaveis relacionadas com o substrato organico e inorganico e com a cobertura de
plantas aquéticas e ribeirinhas, de acordo com a classificacdo apresentada no Quadro
2.1.

Quadro 2.1. Parametros do habitat avaliados em cada local de amostragem, de Janeiro a
Julho de 2010.

Parametro Classes consideradas

Morfologia Largura média da area molhada (m)
Largura média do leito de cheia (m)
Profundidade média (m)
Profundidade méxima (m)

Velocidade da corrente (m/s)

Rocha dura

Blocos: > 256 mm (> folha A4)

Pedras: 64-256 mm (ovo < pedras <A4)
Cascalho: 20-64 mm (< ovo)

Gravilha: 2-20 mm

Areia: 0,2-2 mm

Finos: < 0,2 mm

Substrato inorgéanico
(%)

Macrofitos

Algas filamentosas e do perifiton

LWD: detritos lenhosos (ramos, troncos)

CPOM: matéria organica particulada grosseira (folhas)
FPOM: matéria orgéanica particulada fina

Substrato Orgéanico
(escalalab)

Helofitos

Hidrofitos

Tipo de hidrdéfitos (algas, fanerogamicas, musgos)
Ensombramento;

Pequenos detritos lenhosos

Grandes detritos lenhosos

Raizes e ramos submersos

Cobertura area molhada
(escalalab)

Finalmente recorreu-se a dois indices, especificamente adaptados a rios da Peninsula
Ibérica (Anexo I), que permitem fazer a classificacdo da qualidade ao nivel da

hidromorfologia fluvial e da zona riparia envolvente. Foram utilizados os indices:
1) indice de Qualidade do Bosque Ribeirinho- QBR (MUNNE et al. 1998); e
2) indice de Qualidade do Canal- GQC (CORTES et al. 1999)

Nos Quadros 2.2 e 2.3 estdo discriminadas as amplitudes de variagdo consideradas

para cada indice e o0 seu significado ecoldgico.
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Quadro 2.2. Amplitudes do indice QBR e significado (adaptado de MUNNE et al. 1998).

Amplitude Classe Significado em termos de qualidade
>95 I Cortina riparia sem alteracdes, estado natural
75-90 - Cortina riparia ligeiramente perturbada, boa qualidade
55-70 ] Inicio de uma importante alteracéo, qualidade aceitavel
30-50 Forte alteracdo, ma qualidade
0-25 Degradacao extrema, péssima qualidade

O uso generalizado destes indices permite comparar diferentes ecossistemas
aquaticos e permitir, por parte dos gestores, o estabelecimento de estratégias
prioritarias que visem a mitigacdo e/ou a reabilitacdo de habitats degradados,
maioritariamente perturbados pela accdo do homem. Entre eles, sdo vulgares os
cortes excessivos da vegetacao riparia, a construcdo de acudes/represas, a extraccao
de areias, as captacdes de agua para irrigacdo e os fendbmenos de eutroficacdo e

poluicdo localizada e difusa que afectam toda a bacia hidrografica do rio Sabor.

Quadro 2.3. Amplitudes do indice GCQ e significado (adaptado de CORTES et al. 1999).

Amplitude Classe Significado em termos de qualidade

>31 Canal sem altera¢fes, estado natural

I
26 -30 - Canal ligeiramente perturbado

20-25 Il Inicio de uma importante altera¢é@o do canal
14-19 Grande alterag&o do canal
8-13 Canal completamente alterado (canalizado, regularizado)

Foram ainda consideradas variaveis FAME (Quadro 2.4), avaliadas de acordo como o
Anexo Il, de modo a contribuir para aferir melhor todos os impactos humanos no
ecossistema.

Quadro 2.4. Parametros usados para avaliagcdo complementar dos impactos humanos.

Parametro Classes consideradas
Impactos Humanos e Uso do Solo
(escalalab) e Urbanizacao
e Zona Ripéria
e Carga de Sedimento
e Outros impactos
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2.2.2.1.4. Amostragem das comunidades de macroinvertebrados benténicos

A caracterizagcdo do biota baseou-se na amostragem das comunidades de
invertebrados com base nos protocolos estabelecidos em Portugal pelo Instituto da
Agua no ambito da implementacdo da Directiva Quadro da Agua (DQA) (INAG 2008).

Figura 2.17. Comunidade de macroinvertebrados benténicos e método de amostragem

usado (rede de méo) na sua captura. Verdo 2010.

Os macroinvertebrados foram amostrados mensalmente, de Janeiro a Julho de 2010,
nos 8 locais definidos. Seleccionaram-se tro¢cos de 50 m, que abrangessem todos os
habitats presentes, escolhendo para centro uma unidade de eroséo (fluxo turbulento) a
partir da qual se amostraram as unidades de sedimentagéo adjacentes (fluxo laminar).
Em cada local foi obtida uma amostra composta resultante da amostragem cumulativa
de seis microhabitats (arrastos de 1 metro), seleccionados proporcionalmente a sua
representatividade (e.g. desde materiais organicos e inorganicos, finos e grosseiros
presentes nas zonas de riffle e pool na area amostrada). Foi utilizada com uma rede
de méo (500 um de malha) (Figura 2.17). Teve-se em atencdo a recolha de alguns
invertebrados com grande capacidade de fixacdo ao substrato, mediante o uso de
pingas e escovas apropriadas. Os invertebrados foram capturados e conservados
vivos (em frascos de polietilieno com agua do rio, transportados em caixas térmicas a
temperatura baixa), de modo a facilitar o processamento das amostras obtidas. Em
laboratorio, procedeu-se a triagem dos invertebrados e subsequente preservagdo em
alcool a 70%. Posteriormente foram contados e identificados mediante o uso de uma
lupa estereoscopica SMZ10 com zoom de ampliacdo de 10-132x. A identificagcéo foi
feita com base em chaves dicotomicas apropriadas (e.g. TACHET et al. 1981, 2010)
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até ao nivel taxonémico referenciado no Quadro 2.5, embora em casos particulares se

tenham identificado alguns taxa até a espécie.

Quadro 2.5. Nivel taxondmico de identificacao seguido para cada grupo faunistico.

Grupo Nivel Grupo Nivel

Faunistico Taxonomico Faunistico Taxonomico
Diptera Familia Mollusca Género
Plecoptera Género Nematoda Super-familia
Trichoptera Género Isopoda Género
Heteroptera Género Oligochaeta Familia
Odonata Género Hirudinea Género
Ephemeroptera Género Tricladida Género
Megaloptera Género Collembola Familia
Coleoptera Género Hydracarina Ordem

2.2.2.1.5. Métricas seleccionadas para avaliacdo da qualidade ambiental

A resposta bittica baseada nas comunidades de macroinvertebrados foi avaliada

considerando um conjunto de variaveis uni e multimétricas:
1) nimero de individuos (N);
2) numero de taxa (S);
3) diversidade (e.g. indice H de Shannon-Wiener);
4) equitabilidade (e.g. indice J’ de Pielou);

5) abundancia relativa de Ephemeroptera, Plecoptera e Trichoptera (% EPT)

vs. % Diptera e Oligochaeta;

6) Grupos funcionais, baseada em informacgédo obtida em MERRITT & CUMMINS
(1978, 1996) e OLIVEIRA (2006);

Foram considerados cinco grupos funcionais, abaixo definidos, classificados de
acordo com as adaptacdes alimentares dos macroinvertebrados bentonicos e

das categorias de recursos nutricionais disponiveis (Quadro 2.6).
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Quadro 2.6. Grupos funcionais relativos a comunidade de macroinvertebrados.

Grupo Funcional

Modo de alimentacéo preferencial

Detritivoros

Colectores

filtradores

Colectores de
deposito

Fit6fagos ou
raspadores

Predadores e
Parasitas

alimentam-se de CPOM (matéria organica particulada grosseira),
previamente condicionada por  microorganismos  (fungos
hifomicetas e bactérias). Da sua actividade resulta FPOM devido a
actividade trituradora do alimento e a propria producéo de fezes;

alimentam-se de matéria organica particulada fina (FPOM),
embora estejam adaptados a captura-la circulando suspensa na
coluna de agua.

alimentam-se de FPOM, depositado no leito, resultante da
actividade dos detritivoros e do mecanismo da abrasdo fisica
determinada pelos caudais verificados no sistema aquatico;

alimentam-se de matéria verde, especialmente de algas de
periphyton e estdo dependentes da producdo autoctone do
ecossistema.

sdo macroinvertebrados que se alimentam de presas vivas ou
entdo sdo seus parasitas, alimentando-se de fluidos ou tecidos
ViVOS.

7) Modos de existéncia

Os macroinvertebrados aquaticos podem ainda ser analisados pelo seu modo de

existéncia ou habito de vida, considerando 8 categorias (Quadro 2.7). A
classificacdo foi feita com base em MERRITT & CUMMINS (1978, 1996) e

OLIVEIRA (2006);

Quadro 2.7. Modos de existéncia relativos a comunidade de macroinvertebrados.

Tipo

Modo vida preferencial

Patinadores (skaters)

“patinam” a superficie onde se alimentam

Plancténicos (planktonic) habitam na zona limnética de aguas paradas.

Mergulhadores (divers) possuem mecanismos de natacdo que lhes permitem

mergulhar para obter alimento ou refagio.

Nadadores (swimmers) efectuam certos movimentos natatorios

Coladores (clingers)

tém adaptacbes comportamentais e morfoldgicas que
Ihes permite colarem-se aos substratos grosseiros

Estendedores (sprawlers) habitam entre folhas flutuantes e sedimentos finos

Trepadores (climbers)

Mineiros (burrowers)

possuem adaptacdes para se deslocarem verticalmente
em hidréfitos vasculares, fragmentos organicos e
vegetacao ribeirinha

habitam zonas de sedimentos finos de rios e lagos
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8) indice bidtico IBMWP (ALBA-TERCEDOR 2000)

O indice IBMWP consiste nhum método rapido e simples que permite avaliar a
gualidade biolégica de sistemas dulcaquicolas, dado necessitar apenas da
identificacdo dos organismos até ao nivel taxondmico de familia. A cada familia
atribuida uma pontuacéo, que varia entre 10 e 1, segundo um gradiente de menor a
maior toleréncia a poluicdo. Depois de efectuar o somatoério das pontuacbes das
familias presentes em cada amostra, pode-se classificar a qualidade da agua com
base em 5 classes definidas (Anexo ).

9) indice Portugués de Invertebrados do Norte- IPtly (INAG 2009).

O indice multimétrico IPtly, recentemente desenvolvido e aplicado de acordo com
a Directiva-Quadro da Agua, integra diferentes métricas, abaixo definidas, como o
n° de taxa, EPT, equitabilidade de Pielou J' (Evenness), indice de diversidade de
Shannon-Weaner H’, IASPT e Sel. ETD que aparecem combinadas na seguinte

féormula:

IPtly = N° taxa*0,25 + EPT*0,15 + Evenness*0,1 + (IASPT - 2)*0,3 + Log (Sel. ETD+1)*0,2

sendo:
= EPT: N° de familias pertencentes aos Ephemeroptera, Plecoptera, Trichoptera;

= Evenness: Designado por indice de Pielou ou Equitabilidade, é calculado

comao:

E=H/LnS | que:

H’ - diversidade de Shannon-Wiener
S - nimero de taxa presentes
Ln - logaritmo natural ou neperiano

O indice Shannon-Wiener calcula-se pela expressao

H =-3 piLn p; em que:

Pi = ni/N
n;- n° de individuos de cada taxon i

N- n° total de individuos presentes na amostra
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= |ASPT: ASPT Ibérico, que corresponde ao IBMWP (ALBA-TERCEDOR 2000)

dividido pelo niumero de familias presentes.

= Log (Sel. ETD+1) - Logl0 de (1 + soma das abundancias de individuos
pertencentes as familias Heptageniidae, Ephemeridae, Brachycentridae,
Goeridae, Odontoceridae, Limnephilidae, Polycentropodidae, Athericidae,
Dixidae, Dolichopodidae, Empididae, Stratiomyidae);

Registe-se que o valor de IPtly depende do somatoério das métricas ponderadas. No
calculo deste indice séo efectuados dois passos de normalizagdo, para ser expresso
em termos de Racios de Qualidade Ecoldgica (RQE). As normalizacdes sédo
determinadas através do quociente entre o valor observado e o valor de referéncia de
cada tipo de rio (mediana dos locais de referéncia). No Anexo lll, sdo apresentados os
valores de referéncia para as diferentes tipologias de rios de Portugal Continental e os

valores das fronteiras entre as classes de qualidade em RQE (INAG 2009).

2.2.2.1.6. Tratamento estatistico dos dados

A avaliacdo das diferencas entre os grupos de locais considerados, i.e. 1) Referéncia
(P2 e P6), 2) Pouco perturbados (P7 e P8) e 3) Muito perturbados (P1, P3, P4 e P5),
para os parametros fisico-quimicas e métricas usadas, foi feita através de testes de
KRUSKALL-WALLIS (H) e de MANN-WHITNEY (U), uma vez que os dados ndo se
ajustavam a uma distribuicdo normal (foi realizado o teste de BARTLET). Estas
analises, assim como os graficos BOX-WHISKERS foram realizadas com o package
STATISTICA 7.0 (STATSOFT 2004).

Foi aplicada uma técnica de analise multivariada aos dados obtidos, nomeadamente a
analise nao-métrica multidimensional (NMDS), que consiste num método de
ordenacdo baseado em ranks estabelecidos a partir da matriz de similaridades de
BRAY-CURTIS e que foi aplicada a matriz de dados das abundancias de
macroinvertebrados. Para avaliar a ligacdo estabelecida entre as variaveis ambientais
e a comunidade de macroinvertebrados foi feita uma analise de redundancia baseada
em distancias (dbRDA). A dbRDA permite testar a significancia dos termos através
duma analise comparativa de duas matrizes de dados de natureza distinta, envolvendo
as matrizes de dados ecolégicos e ambientais (LEGENDRE & ANDERSON 1999).
Realizou-se ainda uma andlise multivariada de similaridades mediante a aplicacdo de
um teste nao-paramétrico (one-way ANOSIM test) & matriz de similaridade de BRAY-
CURTIS para avaliar as diferengas significativas entre os locais de amostragem. Estas
andlises foram efectuadas com o package PRIMER 6 & PERMANOVA+317 (CLARKE
& GORLEY 2006). Os dados foram transformados [log (x+1)] e as variaveis ambientais

estandardizadas.
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2.3. RESULTADOS

Os resultados obtidos permitiram fazer uma andlise das caracteristicas fisico-quimicas

e microbioldgicas da &gua, assim como avaliar os impactos nos habitats aquéticos e

ribeirinhos e nas comunidades de macroinvertebrados.

2.3.1. Parametros fisico-quimicos e microbiolégicos da agua
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locais amostrados,
agrupados de acordo com o grau de perturbacéo: Ref- Locais de referéncia P2 e P6;
PPert- locais Pouco Perturbados P7 e P8; e MPert- locais muito perturbados P1, P3,
P4 e P5. Parametros obtidos com periodicidade mensal de Janeiro a Julho de 2010.

A andlise dos paradmetros fisico-quimicos da agua determinados afastam-se do

intervalo estipulado entre os Valores Maximos Recomendaveis e Admissiveis (VMR-

VMA) definidos pela legislacdo (D.L. 236/98), nomeadamente para:
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1)

2)

3)

4)

pH- as amostras dos locais perturbados sofreram um decréscimo assinalavel,
como no Local P1, que atingiu valores minimos de 4,0;

condutividade EC25- cursos de agua de cabeceira possuem normalmente
valores muito baixos EC25 < 30 uS/cm (e.g. P2) tendo sido detectados valores
sempre superiores a EC25 > 140 uS/cm (e.g. P1, P3, P4, P5);

Sélidos Dissolvidos Totais (TDS)- deteccdo de valores muito superiores,
observavel pela simples comparacédo dos valores obtidos para P1 (25 mg/L + 2
SD) vs. P2 (9 mg/L + 2 SD), como resultado da incorporacdo de sedimentos e
da continua diluicdo e arrastamento de particulas no periodo post-evento
catastrofico (e.g. colapso das escombreiras);

Turvacdo- manutencdo durante o periodo de estudo de uma clara turvacao,
mais acentuada em P1, P3, P4 e P5, da agua apesar da diluicdo proveniente
dos inputs dos afluentes e da existéncia de periodos prolongados sem

precipitacdo, especialmente nos meses de Junho e Julho;

Os gréficos de disperséo (Figura 2.18), construidos com base nos agrupamentos dos

locais de amostragens nas 3 classes definidas na metodologia (i.e. Ref- referéncia;

PPert-

pouco perturbado; MPert- muito perturbado), apresentaram para a maioria das

varidveis um bom poder discriminante. De facto, foram detectadas diferencas

altamente significativas (P< 0,001; Teste H de Kruskal-Wallis), especialmente entre os

grupos de Referéncia vs. Muito perturbados, considerando as variaveis fisico-quimicas

da condutividade, pH, TDS e turvacgéo.

Das analises realizadas aos metais pesados (Anexo IV) realcam-se as concentracdes

elevadas registadas na ribeira do Portelo (P1, P4 e P5), nomeadamente de Aluminio
(1490 pg/L), Cobalto (190 pg/L) e Cobre (> 200 pg/L) (Quadro 2.8).

Quadro 2.8: Concentracdo de metais pesados detectados (Janeiro 2010)

Elemento Mn Fe Co Ni Cu Zn As Al
Unidades pe/L pe/L pe/L pe/L pe/L pe/L pe/L pe/L
Limites de detec¢do 0.1 10 0.005 0.3 0.2 0.5 0.03 2
Método analitico ICP - MS ICP - MS ICP - MS ICP-MS  ICP-MS  ICP-MS  ICP-MS  ICP-MS

‘ P1 905 <10 190 127 >200 246 2,35 1490
(7] 3,7 <10 1,1 2,5 2,2 9 0,71 28

‘ P4 341 <10 56,5 40,7 155 100 1,58 319

‘ ] 35,7 <10 3,21 3,8 1,5 6,9 1,78 16

‘ Branco do Método 04 <10 0,108 0,6 2,1 27 <0,03 8

Parametros avaliados: Au, Ag, Cu, Cd, Mo, Pb, Ni, Zn, S, Al, As, Ba, Be, Bi, Br, Ca, Co, Cr, Cs, Eu, Fe, Hf, Hg,
Ir, K, Se, Rb, Sr, Y, Zr, Nb, Ru, Pd, Sc, Ti, In, Sn, Sb, Te, |, La, Ce, Pr, Sm, Tb, Yb, Lu, Li, Mg, Si, Re, Os, V, Mn,
Ga, Gd, Dy, Ho, Er, Tm, Ta, W, Pt, Tl, Th, U.
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Relativamente a caracterizacdo microbiol6gica da dgua nao foi detectada qualquer tipo
de contaminagdo microbiana, nomeadamente de origem antropica. Provavelmente a
acidificacdo do meio aquético e a toxicidade mineral podem estar na base da reducéo
destes (Quadro 2.9) e doutros microorganismos presentes no ecossistema aquético.

Quadro 2.9: Avaliacdo microbioldgica da qualidade da agua

Parametro Ref PPert MPert
Estreptococos fecais n.d. n.d. n.d.
Coliformes totais n.d. n.d. n.d.
Coliformes fecais n.d. n.d. n.d.

n.d.- nada determinado

2.3.2. Parametros do habitat aquatico e ribeirinho

A andlise feita para a avaliacdo da qualidade dos habitats ribeirinhos e aquaticos,
baseada respectivamente nos indices QBR e GQC, foi sensivel aos impactos sofridos
pelos ecossistemas (Quadro 2.10). Efectivamente a maior perturbacdo corresponde a
ribeira do Portelo, mais propriamente aos locais P1, P3, P4 e P5 que receberam o
maior volume de sedimentos responsaveis pela alteracdo da morfologia do canal e
pelas modificacdes no espaco envolvente, nomeadamente na galeria ripicola. Nos
locais P7 e P8, outros impactos, como a agricultura desenvolvida nas margens estao

cumulativamente na base da menor qualidade registada (Classe lll).

Quadro 2.10. Avaliacdo dos habitats ribeirinhos (QBR) e aquaticos (GQC).

Local QBR Pontuacdo QBR Classe GQC Pontuagdo GQC Classe

P1 (MPert) 60 1 15

P2 (e v s -
P3 (MPert) 60 1 22 1l

P4 (MPert) 10 _ 23 I

P5 (MPert) 70 1l 22 1l

5 e vo NN -
P7 (PPert) 65 1l 25 1l

P8 (PPert) 60 1l 28 I

2.3.3. Parametros ecoldgicos baseados nas comunidades de invertebrados

Foram identificados 6 320 individuos distribuidos por 70 géneros e 17 familias,
considerando que nas ordens Diptera e Oligochaeta, o nivel taxondémico de
identificacdo ndo ultrapassou a familia, tendo em conta a globalidade das
comunidades de macroinvertebrados de 7 locais (P2 a P8) e dos 7 periodos de
amostragem (Janeiro a Julho de 2010). Refira-se que em P1, local situado

imediatamente a jusante do colapso das escombreiras das Minas do Portelo, ndo foi
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capturado qualquer exemplar de invertebrado durante o periodo de estudo. Com
efeito, € facilmente visivel (Figura 2.19) que a perturbacdo ocorrida provocou uma
diminuicdo drastica no numero total de organismos (N) e de género/familias (S)
capturados nos locais de amostragem classificados de muito perturbados,
nomeadamente aqueles situados ao longo de toda a ribeira do Portelo (P1 a P5), com
extensdo de 4 km. A analise comparativa com os locais de referéncia (P2 e P6) e
mesmo com os locais classificados de menos perturbados (P7 e P8), situados a mais
de 20 km da fonte de perturbacéo, revelou apenas diferencas altamente significativas
(Teste U de Mann-Whitney; P < 0,001) entre o Grupo MPert- Muito Perturbado (N=8,3
+ 2,8 SE; S=4,4 £ 1,2 SE) e os restantes grupos considerados, Ref- Referéncia
(N=250,4 + 40,6 SE; S=20,4 + 1,6 SE) e PPert- Pouco Perturbado (N=192,7 + 44,4 SE;
S=19,0 + 2,0 SE).
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Figura 2.19. Nomero médio de individuos (N) e de taxa (S) capturados na amostragem da
comunidade de macroinvertebrados, de Janeiro a Julho de 2010.
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A composicdo faunistica revela um predominio tipico das ordens Ephemeroptera,
Plecoptera e Trichoptera (i.e. %EPT> 50) que dominam usualmente nos trocos de
cabeceira de rios com boa integridade ecoldgica (Figura 2.20). A sua abundancia
relativa tende a diminuir com perturbacfes diversas mas também ao longo do eixo
longitudinal dos cursos de agua.

"lP

H Plecoptera B Ephemeroptera M Trichoptera H Diptera
H Coleoptera u Megaloptera B Hemiptera B Odonata
Annelida (Oligochaeta) m Annelida (Hirudinea) m Mollusca m Platyhelminthes

Figura 2.20. Composicéo faunistica distribuida por 3 grupos: Referéncia (P2 e P6); Pouco
Perturbado (P7 e P8) e Muito Perturbado (P3, P4, P5), considerando a
globalidade dos periodos de amostragem (de Janeiro a Julho de 2010).
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Comparativamente com o grupo de referéncia (i.e. P2 e P6), detectou-se uma
diminuicdo na proporcdo de Plecoptera, composto por espécies tipicamente
estenobiontes, muito pouco resistentes a qualquer distarbio de origem antrdpica no
meio aquatico, e um aumento substancial de Diptera, tAxones precisamente adaptados
a resistirem em ambientes de degradacdo ambiental acentuada. As diferencas sao
também evidentes, quando a andlise é feita com base na diversidade de Shannon-
Weaner (H’) embora, estranhamente, se assista a um valor inferior em P6,
aparentemente com boa classificagdo em termos de habitats aquaticos e ribeirinhos.
Apesar da avaliagdo pericial ndo detectar sinais macroscopicos de perturbacdo, a
elevada proporgéo nos Diptera e Oligochaeta (i.e. atingiu 78% nos meses de Junho e
Julho) faz pressupor que a massa de agua (Ribeira de Calabor) possa também estar
sujeita a algum tipo de stress ambiental (Figura 2.21).
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Figura 2.21. Diversidade H’ de Shannon-Weaner e de Equitabilidade J’ de Pielou (valores
médios + erros-padréo) distribuidos pelos 3 grupos: Referéncia (P2 e P6);
Pouco Perturbado (P7 e P8) e Muito Perturbado (P3, P4, P5).
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A equitabilidade Pielou (J°) ajuda a perceber o dominio que efectivamente ocorre em
P2 por parte da familia Lumbriculidae (Oligochaeta), estando as propor¢ées dos
restantes grupos faunisticos mais equilibrada nas restantes comunidades distribuidas
pelos diferentes locais amostrados (Figura 2.21). De facto nos locais de referéncia e
em alguns periodos nos locais pouco perturbados, a melhor qualidade biol6gica
aparece expressa pelo dominio de taxones pertencentes aos Ephemeroptera (e.g.
Calliarcys humilis, Habrophlebia fusca, Ecdyonurus gr. venosus, Epeorus silvicola,
Ephemerella ignita), Plecoptera (e.g. Leuctra sp., Capnioneura sp., Amphinemura
sulccionis, Protonemura sp., Brachyptera sp., Perla madritensis, Isoperla sp.,
Siphonoperla torrentium) e Trichoptera (Allogamus ligonifer and Allogamus laureatus,
Chaetopteryx lusitanica, Anomalopterygella chauviniana, Limnephilus sp., Halesus
radiatus, Sericostoma sp., Philopotamus sp., Larcasia partita). Por sua vez, nos locais
degradados da-se a substituicio em termos de representatividade por
macroinvertebrados pertencentes, por exemplo, aos Oligochaeta (e.g. Lumbriculidae e
Lumbricidae), Hirudinea (e.g. Erpobdella sp.) Diptera (e.g. Chironomidae, Simuliidae).
Relativamente aos modos de vida, observou-se uma diminuicdo da importancia dos
habitos pelagicos, tipicos dos organismos nadadores (e.g. Ephemeroptera- Baetidae,
Leptophlebiidae) (Figura 2.22). De qualquer forma o baixo ndmero de individuos
capturados nos locais perturbados (N=8,3 + 2,8 SE; S=44 + 1,2 SE) e sua
transformacdo em termos de abundancia relativa pode conduzir a interpretacfes
erréneas. Por outro lado, a grande severidade do evento pode, de facto, caso se
mantenham as condicbes ambientais inviabilizar a recolonizacéo e sobrevivéncia das

espécies pioneiras.
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Figura 2.22. Modos de existéncia das comunidades de invertebrados para os 3 grupos:
Referéncia (Ref); Pouco Perturbado (PPert) e Muito Perturbado (MPert).
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Também a andlise dos grupos funcionais em termos relativos pode estar mascarada
pelos valores absolutos referentes aos tdxones presentes, especialmente nos locais
referenciados como muito perturbados. Contudo, percebe-se que para os locais de
referéncia a importancia dos detritivoros € superior, realcando a elevada dependéncia
em termos energéticos dos inputs exdgenos provenientes da galeria ripicola que
margina os cursos de agua. Este caracter heterotrofico esta, contudo, patente em
todos os grupos dada a baixissima propor¢cédo de fitéfagos e/ou raspadores, que se
alimentam directamente dos produtores primarios (e.g. algas do perifiton, macrdfitos).
Obviamente a grande turvacao da agua impede a entrada de luz no leito do sistema,
acrescendo o dominio absoluto de materiais inorganicos finos (e.g. areias, limos,
gravilhas) altamente instaveis e incapazes de permitir a colonizacdoffixacdo das
plantas e organismos que se alimentam directamente de tal recurso energético (Figura
2.23).
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20% -

10% -
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Figura 2.23. Grupos troficos referentes as comunidades de invertebrados para os 3
grupos: Referéncia (Ref); Pouco Perturbado (PPert) e Muito Perturbado (MPert).

A avaliacdo e afericdo de impactos ambientais baseada no célculo do IBMWP,
comummente empregue em anos transactos na Peninsula Ibérica, e mais
recentemente o IPtly, permitiram diferenciar claramente a qualidade ecolégica entre
locais de amostragem/grupos, sendo bastante sensiveis para apurar o efeito da
contaminacdo quimica e poluicdo fisica a que foi sujeita a rede hidrica situada a
jusante das escombreiras. Destaca-se 0 excelente/bom status ecolégico em P2 e P8 e
a flutuabilidade entre o bom e o razoavel detectado para P6, e P7. Obviamente o
cenario para a Ribeira do Portelo (P3, P4, P5) é vincadamente contrastante com o0s
demais grupos, pela confirmagdo do mau/mediocre estado biolégico da massa de
agua (Quadro 2.11).
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Quadro 2.11. Avaliacéo da evolucao espacial e temporal ao nivel da qualidade ecoldgica
baseada nos indices biéticos IBMWP e IPtIN. Os blocos sem informagédo (*)
referem-se a amostras onde ndo foram capturados macroinvertebrados.

indices P21 P22 | | | ‘
0,86 0,85 0,79 0,79 0,74
Classificagao Bom Bom _—- Bom Bom
indices Pl | P62 | P63 | Peda | P65 | P66 | P67
86 43 75 102 62
Classificagiio I _ m I T
0,73 0,70 0,84 0,46 0,72 0,63 0,47
Classificagao Bom Bom Bom Razoavel Bom Razoavel Razoavel
indices P31 P32 P33 P34 P35 P36 P37
10 * 14 * 61 55
Classificagao * _ * ! n
0,54 * 0,50 * 0,21 0,45 0,50
Classificagdo | Razoavel * Razoavel * - Razodvel Razoavel
indices | pax | pa2 | Pa3 | Paa | pas | pas | paz
* 15 1 4 19 4 *
* _ v - *
* 0,52 0,30
Classificagao * Razoavel _M__
indices P51 P52 P53 P54 P55 P56 P57
* 10 * 7 24 66 *
Classificagao * _ * - v ! *
* 0,54 * 0,37 0,41 0,49 *
Classificagao * Razoavel * Mediocre Mediocre Razoavel *
indices P71 | P72 | P73 | P74 P75 P76 P77
59 130 113 44 67 74 79
mo P I I I
0,56 0,83 0,81 0,59 0,51 0,50 0,48
Classificagao | Razoavel Bom Bom Razodvel Razodvel Razoavel Razoavel
indices P81 | P82 | P83 | Psa | P85 | Pse | P87
97 173 133 72 146 153 121
I I
0,67 1,09 1,02 0,85

Classificagao
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2.3.4. Analise Multivariada

A andlise PERMANOVA permitiu verificar que ambos os factores séo significativos,
com os valores assumidos para 1) Factor Impacto (Imp.): Pseudo-F = 4,216; P = 0,001
e 2) Factor Periodo (Pe.): Pseudo-F = 1,738; P = 0,001. Obviamente o baixo numero
de graus de liberdade, nomeadamente para o tipo de impacto, condiciona as analises
(Quadro 2.12).

Quadro 2.12. Resultados da analise PERMANOVA aos factores impacto (imp) e periodo

(pe).
Source df SS MS Pseudo-F P(perm) Unique perms
Imp. 2 22335 11168 4,216 0,001 998
Pe. 6 27621 4603,6 1,738 0,001 992
Imp. x Pe. 12 31167 2597,2 0,981 0,565 996
Res. 21 55623 2648,7
Total 41 1,3887*10°

Relativamente as componentes de variacao de cada termo de andlise, verifica-se que
a variabilidade dos termos aleatorios, i.e. S (Res.)= 54,0%, € algo superior ao
somatério dos termos fixos, i.e. S (Imp. E Pe)= 46%, expressando que existe
aproximadamente metade da variancia que ndo € explicada pelos factores

mencionados nesta andlise (Quadro 2.13).

Quadro 2.13. Resultados da analise PERMANOVA aos factores impacto (imp) e periodo

(pe).
Source Estimate Sg. Root %
S (Imp.) 644,8 25,4 26,7
S (Pe)) 339,2 18,4 19,3
S (Res.) 2648,7 51,5 54,0

As andlises Pair-Wise elaboradas para os diferentes niveis dentro de cada factor
considerado, i.e. Periodo (n=7) e Impacto (n=3) mostram diferencas significativas entre
(Quadro 2.14 e 2.15):
1) Todos os grupos definidos para o factor Impacto (P< 0,05);
2) Para os seguintes grupos dentro do factor Periodo:
a) més de Julho e os restantes meses (com excepc¢do de Maio e Junho);

b) més de Junho e os meses de Janeiro, Fevereiro, Margo e Abril;
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Quadro 2.14. Analise Pair-Wise do factor Periodo.

Groups t P (perm) Unique perms
julho, junho 1,3838 0,055 998
julho, maio 1,2496 0,124 998
julho, abril 1,5839 0,021 992
julho, margo 1,5919 0,037 995
julho, fevereiro 1,5530 0,027 997
julho, janeiro 1,8231 0,025 982
junho, maio 0.9713 0,533 997
junho, abril 1,6002 0,011 996
junho, marco 1,5636 0,019 999
junho, fevereiro 1,5840 0,011 999
junho, janeiro 1,9211 0,006 998
maio, abril 1,0429 0,427 998
maio, margo 0,9954 0,504 997
maio, fevereiro 1,0124 0,513 998
maio, janeiro 1,4210 0,064 998
abril, margo 0,9043 0,655 992
abril, fevereiro 1,0336 0,457 992
abril, janeiro 1,2769 0,149 996
marco, fevereiro 0,8658 0,677 997
marco, janeiro 1,4183 0,082 993
fevereiro, janeiro 1,2807 0,147 993

Quadro 2.15. Andlise Pair-Wise do factor Impacto.

Groups t P (perm) Unique perms
ref, mpert 2,2448 0,001 999
ref, ppert 1,7712 0,005 999
mpert, ppert 2,061 0,001 999

Relativamente aos valores da Média de Similaridades entre/intra grupos a maior
percentagem de similaridade pertenceu ao grupo dos locais de referéncia, aquele que

menos modificagdes sofreu nas condi¢des ambientais naturais (36,9%) (Quadro 2.14).
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Quadro 2.16. Média de Similaridade entre/intra grupos para o Factor Impacto.

ref mpert ppert
ref 36,867
mpert 10,047 7,859
ppert 29,868 9,360 31,024

No que respeita a Média de Similaridades entre/intra grupos (Quadro 2.16) verificou-se
uma baixa similaridade entre os diferentes meses. Para além da prépria sucessao das
comunidades ao longo das épocas do ano, devidas a natureza do seu ciclo de vida, as
condi¢des adversas promovem aleatoriedade no padrao de colonizacdo das espécies.
Contudo as maiores percentagens de similaridade foram obtidas precisamente para os
meses onde a variabilidade climatica (menos precipitacdo e caudais fortes na rede

hidrica) ndo foi tdo acentuada.

Quadro 2.17. Média de Similaridade entref/intra grupos para o Factor Periodo.

julho junho maio abril marco fevereiro janeiro
julho 32,941
junho 30,284 34,409
maio 20,241 26,030 16,082
abril 9,5103 15,580 14,100 11,562
marco 16,546 21,174 18,601 17,255 19,581
fevereiro 15,953 19,501 17,417 14,582 22,284 17,542
janeiro 18,913 21,897 16,322 14,746 18,784 20,657 27,488

A andlise NMDS, baseada na comunidade de macroinvertebrados, revelou
relativamente ao tipo de impacto uma separagdo evidente entre 0s grupos de
Referéncia (Ref) e menos perturbados (PPert) e o grupo Mais Perturbado (MPert), que
apesar de tudo apresenta uma dispersdo acentuada fruto da heterogeneidade e

caracter aleatério dos individuos desses locais (Figura 2.24).
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Figura 2.24. Ordenacdo NMDS dos locais de amostragem, baseada nas comunidades de
invertebrados, considerando os 3 grupos definidos para o tipo de impacto:
Referéncia (Ref); Pouco Perturbado (PPert) e Muito Perturbado (MPert).

No caso da NMDS relativo ao periodo de analise, i.e. de Janeiro a Julho de 2010, ndo
se encontra um padrao especifico para qualquer més, apresentado uma grande
dispersdo que reflecte ndo s6 as diferencas conhecidas entre as comunidades de
macroinvertebrados dos diferentes locais como a prépria variabilidade ambiental,
mesmo quando ndo ocorrem impactos gravosos no sistema aquatico (Figuras 2.25 e

2.26). Destaque para o valor 2D-stress de 0,11, que confirma uma boa ordenacao.
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Figura 2.25. Ordenacdo NMDS dos locais de amostragem, baseada nas comunidades de
invertebrados, considerando os 7 grupos referentes a amostragem mensal,
realizada de Janeiro a Julho de 2010.
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Figura 2.26. Ordenacdo NMDS das comunidades de macroinvertebrados capturadas no
estudo, de Janeiro a Julho de 2010.

Por fim, da aplicacdo do método de ordenacédo dbRDA procedeu-se a uma correlacédo
entre os parametros ambientais, i.e. varidveis fisico-quimicos da agua e variaveis do
habitat, e as comunidades de macroinvertebrados amostradas. Foram excluidos da
analise os parametros ambientais com um coeficiente de correlacdo de Pearson
inferior a 0,4 (Figura 2.27).

50—+ v v v tipo
ref
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RDAZ2 (21.8% offitted, 21.7% of total variation)

-50 + 1 ! } |

T
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RDA1 (43.7% of fitted, 43.5% of total variation)

Figura 2.27. Analise dbRDA referente as variaveis ambientais e aos 3 grupos: Referéncia
(Ref); Pouco Perturbado (PPert) e Muito Perturbado (MPert).
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Registo para o facto dos dois primeiros eixos da analise dbRDA (dbRDA1 e dbRDA2)
explicarem 65,5% da relacédo entre as comunidades de invertebrados e os parametros
ambientais. De facto as varidveis relativas ao substrato grosseiro (blocos, pedras e
cascalhos), tipico de rios montanhosas, aparecem associadas aos locais de
referéncia. Por sua vez, os impactos mais pronunciados relacionados com o acréscimo
substancial da condutividade e dos TDS assim como a sedimentagédo promovida pelas
areias e finos (limos e argilas) definem claramente os locais mais perturbados.
Também no que respeita aos locais menos perturbados, situados em trocos médios da
rede hidrica, aparece visivel uma correlacdo entre a profundidade e o substrato de
dimens@es intermédias que normalmente caracterizam ambientalmente estes trocos

dos rios.

2.4. DISCUSSAO

O estudo efectuado permitiu avaliar os impactos ambientais resultantes do colapso
das escombreiras das minas do Portelo e identificar os efeitos de curto-termo (Janeiro
a Julho de 2010) ocorridos sobre as comunidades de macroinvertebrados aquaticos
das ribeiras do Portelo, Calabor, Bacal e rio Sabor, numa extensdo de
aproximadamente 20 km. Com efeito, a entrada subita de grande quantidade de
sedimentos na rede hidrica e posterior arrastamento para zonas de jusante veio a
revelar-se como um evento catastrofico que modificou, por completo, as

caracteristicas da 4gua, habitats e comunidades de macroinvertebrados presentes.

O impacto da acidificacdo da agua esta documentado noutros estudos como uma das
causas da diminuicdo da diversidade de ecossistemas aquaticos, sendo um dos
principais factores de perturbacdo em zonas industrializadas (WINNER et al. 1980;
FELDMAN & CONNOR 1992; GRAY 1998; SOLA et al. 2004; BATTY et al. 2005). Um
dos efeitos sinérgicos associados a diminuicdo do pH consiste no aumento da
solubilidade de metais pesados na agua (CAMPBELL & STOKES 1985). De facto, os
resultados obtidos neste estudo mostraram uma elevada concentragdo de alguns
metais pesados, nomeadamente de aluminio, cobre e cobalto, podendo fomentar
fendmenos persistentes de toxicidade pela potencial bioacumulagdo ao nivel dos
organismos presentes no meio aquatico. No entanto, os impactos poderdo ser ainda
mais nefastos se ocorrerem fendmenos de bioamplificacdo na cadeia trofica. De
gualquer modo, o acréscimo substancial de sélidos dissolvidos e particulados,
depositados e/ou circulando na coluna de agua, produz por si s6 impactos notaveis

pela colmatagem dos intersticios na zona benténica dos cursos de agua, precisamente

51



o local onde se concentra a maior frac¢cdo de organismos nos ecossistemas aquaticos.
Esta mudanca subita das condi¢ces ambientais esta na base da reducgdo drastica na
abundancia e diversidade das comunidades de invertebrados, completamente
eliminada na proximidade da zona de input dos sedimentos na ribeira do Portelo. Para
além da perda de habitat (obliteracdo dos intersticios), a asfixia dos organismos
(colmatagem das branquias) e a qualidade da agua (e.g. acidez e teores elevados de
metais pesados nos sedimentos e coluna de agua) foram os principais factores que
explicam o desaparecimento de muitos taxones. A semelhanca doutros trabalhos
(WINNER et al. 1980; MASON 1996) passaram a dominar os grupos faunisticos
tolerantes a poluicdo, como sejam os Diptera (e.g. Chironomidae); Hirudinea (e.qg.
Erpobdella sp.) e Oligochaeta (e.g. Lumbriculidae e Lumbricidae). Taxones muito
sensiveis e anteriormente dominantes, pertencentes as ordens Ephemeroptera (e.g.
Calliarcys humilis, Habrophlebia fusca, Ecdyonurus gr. venosus, Epeorus silvicola),
Trichoptera (e.g. Allogamus ligonifer, Chaetopteryx lusitanica, Anomalopterygella
chauviniana, Halesus radiatus, Sericostoma sp.) e Plecoptera (e.g. Leuctra sp.,
Capnioneura sp., Amphinemura sulccionis, Brachyptera sp., Perla madritensis,
Siphonoperla torrentium) ndo conseguiram resistir face a severidade do evento. Outras
métricas usadas no estudo, i.e. 0 numero de individuos e de familias/géneros
presentes, a diversidade de Shannon-Weaner, H’, a equitabilidade de Pielou, J', a
%EPT, demonstraram ser suficientemente sensiveis para diferenciar os 3 grupos
considerados no estudo (e.g. Nao perturbado; Pouco perturbado; Muito perturbado).
Também a andlise efectuada ao nivel do modo de vida preferencial dos organismos
(e.g. pelagico vs. bentdnico) e o regime tréfico dominante (e.g. detritivoro vs. colector
filtrador) tem sido utilizada noutros estudos, como traits em testes de avaliacdo da
toxicidade da agua e sedimentos (GERHARDT et al. 2004; BATTY et al. 2005;
DUCROT et al. 2005). A heterogeneidade de métricas foi ainda ampliada mediante o
uso de indices bi6ticos unimétricos (IBMWP) e multimétricos (IPtly) que, associados as
ferramentas de analise multivariada, permitiu encontrar um elenco de métodos e
métricas que deverdo continuar a ser utilizados em estudos futuros de monitorizacéo,
a médio-longo prazo, nestes cursos de agua que pertencem a uma area protegida, o
Parque Natural de Montesinho, onde os valores da conservagdo de espécies e
habitats assumem caracter prioritario. Refira-se que a selecgdo de métricas
responsivas a degradagdo ambiental é fundamental para a definicdo mais adequada
da monitorizagdo de impactos ambientais e estudo das melhores alternativas para a
reabilitacdo de sistemas perturbados. Varios trabalhos comprovam a importancia do
uso de Standard Rapid Bioassessment Methods e analise multivariada como métodos
apropriados de integragdo dos efeitos da presenca de tdxicos, contaminagdo organica
e perturbacBes de habitat sobre a fauna (GERHARDT 1999; SOLA et al. 2004).
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N&o foram registados, em termos temporais, sinais evidentes de recuperacdo na
comunidade de macroinvertebrados, particularmente na ribeira do Portelo
(aproximadamente com 3 km de extensdo). Foi encontrada uma baixa resisténcia e
resiliéncia do sistema afectado, especialmente da ribeira do Portelo, embora esta
andlise corresponda a um periodo de tempo relativamente limitado. Contudo, tudo leva
a crer que o retorno as caracteristicas oligotroficas presentes na cabeceira do rio
Sabor e afluentes e as funcbes e processos anteriormente presentes nos
ecossistemas aquaticos possam necessitar de periodos de tempo mais alargados.
Uma vez que nao foram tomadas quaisquer medidas de reabilitacdo/recuperacdo e
outras de proteccdo da entrada continua de sedimentos na ribeira, especialmente em
épocas chuvosas, serdo de esperar condicbes menos favoraveis a recolonizacdo pelo
biota tipico da regido. Nesta medida afigura-se essencial o estabelecido de um Plano
de Reabilitacdo/Recuperacdo, complementado por um Programa de Monitorizagcdo na

zona afectada.
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CAPITULO 3

CONTRIBUIQAO PARA O ESTUDO DO CICLO DE VIDA DO BIVALVE DE
AGUA DOCE Anodonta anatina (L.).

RESUMO

Os bivalves de agua doce do Nordeste de Portugal estdo ameacgados pelas alteracdes
ambientais promovidas nos sistemas aquaticos. Fenbmenos como a regularizacdo de
caudais, poluicdo e eutroficacdo, degradacdo do habitat aquético e ribeirinho séo
alguns dos factores que estdo na base da reducdo das populacbes de naiades dos
rios transmontanos. No presente trabalho foi dedicada especial atencédo ao ciclo de
vida da naiade Anodonta anatina, um bivalve presente nos sectores médio e terminal
dos rios Sabor, Tua e Tamega. Procedeu-se a avaliacdo de aspectos relacionados
com a bio-ecologia e fisiologia da espécie, nomeadamente com o ciclo reprodutivo. Os
estudos efectuados permitiram verificar, com base na observacao das goénadas, que a
espécie é essencialmente didica, embora tenham sido detectados casos de
hermafroditismo. Foram também realizadas experiéncias que determinaram quais 0s
peixes hospedeiros desta espécie de naiade. Ao contrario doutras espécies como a
Margaritifera margaritifera que apresenta um leque de hospedeiros muito especifico
(e.g. salméo e truta), verificou-se que para A. anatina todas as espécies piscicolas
autdctones funcionam como hospedeiros, embora as maiores taxas de transformacdes
de gloquideos para juvenis tenham sido alcancadas para Salmo trutta (16,5 juvenis por
peixe) e Squalius carolitertii (16,4). No entanto o processo de metamorfose foi mais
rapido nas espécies Pseudochondrostoma duriense (196 + 40 dias grau) e
Luciobarbus bocagei (231 + 19 dias grau). A zona preferencial de infestacédo
correspondeu as barbatanas ventrais (i.e. peitorais e pélvicas), estando intimamente
relacionada com o modo expulsdo dos gloquideos (fios mucilaginosos). Das espécies
exobticas apenas Onchorynchus mykiss funcionou como hospedeiro. Tal facto tem
elevada relevancia em termos de conservacgdo da espécie, uma vez que em ambientes
modificados predominam peixes exdticos que inviabilizam, pela via dos mecanismos
de reproducéo, a preservacdo deste bivalve. No entanto, foram ainda testadas outras
ameacas como a poluigdo quimica. Os resultados obtidos permitiram verificar que
mesmo para baixissimas concentracdes de metais pesados, como o cobre e o0 cobalto,

o efeito pode ser letal para estes bivalves.

Palavras-chave: Anodonta anatina, reproducéo, hospedeiros, impactos ambientais
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ABSTRACT

Freshwater mussels of northeastern Portugal are threatened by the environmental
changes promoted in the aquatic systems. Regulation, pollution and eutrophication,
aquatic and riparian habitat degradation are the main factors linked to the naiads
population reduction in the river ecosystems of the region. In the present study, special
focus was dedicated to the life-cycle of a naiad, Anodonta anatina, which is present in
the middle and lower parts of Sabor, Tua and Tamega rivers. The bio-ecology and
physiology of A. anatina was evaluated, namely related with reproductive cycle. The
experiments showed, based on the gonad observations, that this species is mainly
dioicous, although some hermaphroditism had been detected. Furthermore, it was also
realized several experiments in order to find the host fishes for this naiad. In opposition
to Margaritifera margaritifera, which have specific host species belonged to salmonids
(e.g. salmon and brown trout) the results showed that all native fish species tested in
this study are natural hosts of A. anatina. The best transformation rates of gloquidia
into juveniles were obtained for Salmo trutta (16.5 juveniles/fish) and Squalius
carolitertii (16.4). On the other hand, the faster metamorphosis process occurred for
Pseudochondrostoma duriense (196 * 40 degree days) and Luciobarbus bocagei (231
+ 19 degree days). The preference zones for the infestation process corresponded to
the ventral fins (i.e. pectoral and pelvic fins) and are related with the dispersion way of
gloquidia for this naiad species (mucilaginous filaments with gloquidia, located near the
benthic zone). From the exotic fish species tested, only Onchorynchus mykiss
functioned as host fish species for A. anatina. This fact has a relevant conservation
meaning, since modified environments are dominated by exotic species conditioning
the preservation of A. anatina populations. The diminishing of host native species and
chemical pollution are environmental impacts studied and related with the presence of
mussel populations in the rivers of the region. It was also confirmed that lower
concentrations of heavy metals, like copper and cobalt, can have a lethal effect for

these bivalve species.

Key-words: Anodonta anatina, reproduction, host fishes, environmental impacts
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3.1. INTRODUCAO

Os bivalves de agua doce (Bivalvia, Unionoida) pertencem ao grupo de animais mais
ameacados no mundo (NEVES et al. 1997; STRAYER et al. 2004). Inserem-se no
Phyllum Mollusca, um dos grupos com maior niumero de espécies. Apareceram
aproximadamente ha 200 milhées de anos e, hoje, estdo presentes nos 5 continentes
povoando essencialmente o meio marinho e, apesar de em menor quantidade, o0 meio
dulgaquicola. Sao caracterizados por possuirem uma concha composta de duas
valvas calcarias unidas por um musculo adutor que lhe confere a capacidade de
abertura. Movimentam-se através da contraccao do pé num sé sentido e em funcao da
guantidade de alimento disponivel no seu habitat. Nao obstante, estes movimentos
sdo reduzidos e por esta razao sédo considerados letargicos (REIS 2010).

Nos Estados Unidos as populacbes de bivalves de agua doce sofreram um
decréscimo de 70% e em certos casos, ocorreu mesmo a extingdo de algumas
espécies. NAIMO (1995) associa o desaparecimento dos bivalves na América a
exposicao a metais pesados dissolvidos na agua e, salienta que o sedimento mais
contaminado encontra-se nos primeiros trinta centimetros, correspondendo ao habitat
dos bivalves. Na Europa nao é conhecida tanta diversidade de bivalves de agua doce
e poucos estudos foram realizados até agora. No entanto, sabe-se que desde 1900, as
populacdes de Margaritifera margaritifera e Unio crassus diminuiram cerca de 90%
devido as alteracfes substanciais no seu habitat, essencialmente devido aos impactos
ambientais, originados essencialmente pelo Homem (BAUER 1988; BOGAN 1993). A
Revolucéo Industrial trouxe com ela o progresso mas também a fonte de degradacao
dos cursos de &gua, nomeadamente através da introducdo de elementos
extremamente tdxicos, como sdo, por exemplo, os metais pesados. PANDOLFO et al.
(2009) identificam o cobre como um dos téxicos mais comuns encontrados nos
sistemas aquaticos e salientam que os bivalves de agua doce, nomeadamente as
espécies pertencentes a familia Unionidae, sdo dos mais sensiveis a este composto.
No entanto, outros elementos, caso do cobalto, aluminio, niquel ou zinco também se
manifestam extremamente perigosos para a fauna aquatica e para a integridade
ecoldgica dos ecossistemas aquaticos. HAVLIK & MARKING (1987) designa o cobre
como um dos metais pesados mais toxico, seguido do zinco. PANDOLFO et al. (2009)
refere também os efeitos sinérgicos decorrentes da interacgdo dos diversos factores
resultantes da poluicdo quimica, exemplificando com o caso do aumento da
temperatura que potencia a toxicidade do cobre, quando associados. Alguns
parametros essenciais no bom funcionamento do sistema aquatico, quando alterados
podem revelar um elevado potencial téxico, como é o caso do pH cuja acidez fomenta

a solubilidade de muitos metais pesados. BEREZINA (1999), baseado em estudos
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efectuados com vérias espécies, indica ainda uma maior diversidade quando os
valores do pH estdo compreendidos entre 4,09 e 8,65.

As espécies da ordem Unionoida sdo muito utilizadas na monitorizacdo da qualidade
da &gua por serem excelentes bioindicadores. Segundo REIS (2006), a naiade
Margaritifera margaritifera filtra por dia 50 litros de dgua e consegue sobreviver em
locais com mais de 700 individuos por metro quadrado. MCIVOR (2004) salienta que
os bivalves conseguem filtrar até meio litro de 4gua por hora e num troco de 4gua com
10 km removem 7 a 30% da matéria suspensa no ecossistema aquatico. Os bivalves
diminuem a quantidade de clorofila a e de matéria sélida suspensa, contribuindo de
forma natural para a depuracdo dos ecossistemas aquaticos (VAUGHN &
HAKENKAMP 2001).

Os bivalves de agua doce sao um grupo heterogéneo constituido pelas ordens
Veneroida (esferideos) e Unionoida (naiades), sem relacao evolutiva directa entre elas
e com um papel fundamental muito das vezes ignorado ou esquecido (REIS 2006). Em
Portugal, a ordem Unionoida €& representada pelas familias Unionidae e
Margaritiferidae. A ordem Unionoida é exclusiva do meio dul¢aquicola ocorrendo em
rios, lagos ou lagoas e prefere habitats de fundos moles com aguas calmas, podendo
também ser encontradas em fundos de gravilha e zonas de corrente. Sdo geralmente
de grande dimensado e de consideravel longevidade. Possuem caracteristicas Unicas
por parasitarem a ictiofauna, através de uma larva denominada de gloquideo, de modo
a garantirem a sua sobrevivéncia. As espécies pertencentes a esta ordem apresentam
polimorfismo pois adquirem formas distintas consoante o meio em que se inserem.
Este polimorfismo pode representar a principal origem de uma sucinta descricdo de
novas espécies que nao sdo mais do que variedades morfolégicas de uma so.
Segundo REIS (2006), a diversidade das espécies pertencentes ao género Anodonta
na Peninsula Ibérica esta relacionada com a sua colonizacdo pelo facto destas serem
mais semelhantes as espécies da Europa Central e de Africa do Norte do que entre si.
REIS (2010) acrescenta que nos Pirenéus, as varias bacias formadas durante o
periodo Terciario e o isolamento do macigo Bético-rifenho levaram a diferenciacéo
destas espécies, provocada pelo seu isolamento. O conhecimento de um antigo
registo fossil aumenta significativamente o interesse biolégico depositado nesta
espécie. Alguns autores consideram a sua origem no Paleozb6ico, h4 mais de 350
milhdes de anos. O primeiro trabalho dedicado as néiades data de 1845, realizado por
Morelet que identificou 13 espécies em Portugal das quais 8 foram consideradas
novas para a ciéncia. Considerou-se também durante muito tempo que 0s sinénimos
correspondiam a espécie Anodonta cygnea. No entanto, diferencas consideraveis

existentes entre Anodonta anatina e Anodonta cygnea levaram a concluséo que a
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maioria sdo na realidade variacdes de A. anatina. Esta pode ser didica ou hermafrodita
dependendo de processos determinados por niveis de hormonas que variam com
factores internos e influéncias exteriores (REIS 2006).

3.1.1. Anatomia

A espécie A. anatina € polimérfica, dotada de uma concha fragil de cor negra ou
parda, por vezes verde (Figura 3.1). REIS (2006) descreve-a como um bivalve que
pode adquirir grandes dimensdes (até 15 cm) consoante o habitat em que se encontra.
Apresenta uma forma sélida e de silhueta extremamente variavel, desde quase circular
ou rombdide até alongada, sendo mais frequentemente oval. O bordo dorsal é
geralmente recto, com um angulo obtuso muito pronunciado na parte posterior, dando
a concha uma forma de cunha. Possui um umbo geralmente bem pronunciado, visivel
guando se observa a superficie interna da concha. O seu ligamento € mais marcado e
predominante do que o da A. cygnea. O seu bordo ventral é geralmente curvo ou recto
desenhando, neste 2° caso, os lados de um triangulo: um anterior que ascende até ao
vértice da ala e um posterior que descende bruscamente. E caracterizada por um
umbo plano e largo, mais saliente do que a A. cygnea. A escultura do umbo quando
presente é sempre mais ondulada, concéntrica e pequena ndo alcancando os bordos
da concha. As papilas do sifao inalante sdo de forma coénica e distribuidas em varias
filas. Os juvenis sdo geralmente mais achatados e apresentam franjas radiais mais
claras. Tal como o seu nome indica, a Anodonta anatina ndo possui dentes na
charneira. A idade dos bivalves € determinada pelas linhas de crescimento,
considerando a formacao de um anel num Inverno (ALDRIDGE 1998). O ciclo de vida
reprodutivo dos bivalves poderd ser afectado pela maturidade e as taxas de
crescimento. No caso das Anodonta anatina sdo caracterizadas por um crescimento

irregular, de aproximadamente vinte milimetros no primeiro ano, até um maximo de

cinco centimetros nos dez primeiros anos, trata-se de um crescimento exponencial
(ALDRIDGE 1998).

Figura 3.1- Aspecto do Almeijdo-de-rio, Anodonta anatina
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Este bivalve possui gbénadas responsaveis pela espermatogénese — producdo de
gametas masculinos e pela ovogénese — producdo de gametas femininos e uma
regido intestinal na qual encontramos o cristalino (impulsiona os alimentos até ao
estbmago), o estbmago e o intestino, que ndo é mais que um canal onde circulam as
pseudofezes (alimento ndo catalisado pelo bivalve libertado posteriormente no curso
de 4gua) (Figuras 3.2 e 3.3).

Apresentam ainda uma regido mais escura designada por hepatopancreas e todos
estes Orgdos estdo envolvidos por um tecido rijo e musculado que formam o pé do
organismo (WILBUR 1983; REIS 2010).

Concha
Orgdos
excretores R
Glandula
Mdsculo digestiva
adutor central
Cavidade Intestino
respiratoria I
P Orgaos

" . reprodutivos
Branquia P

Pé

Figura 3.2- Modelo anatémico de Anodonta anatina

S&0 compostos por duas branquias largas ligadas a concha, uma de cada lado do pé,

muito similares na maioria dos bivalves e cada uma delas formada por duas lamelas.

Glandula
Pericardial Glandula
digestiva
Estdmago central
Cristalino
Esofago
Boca
Intestino Orgao

reprodutivo

Figura 3.3- Modelo anatémico de Anodonta anatina, sem a parte do pé.
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As branquias estéo divididas em septos e num sistema de tubos de 4gua, nas lamelas
exteriores, designadas também por marsupiais, onde se acumulam e desenvolvem o0s
gloquideos (WILBUR 1983; REIS 2010). Tém um papel importante na extrac¢do do
oxigénio da &gua, na alimentacdo e na reproducdo do bivalve. A 4gua atravessa a
branquia e sai do bivalve por um sifao exalante. No que diz respeito a alimentacgéo, o
facto de serem filtradores permite-lhes retirar do curso de agua o fitoplancton
necessario a sua alimentacao, envolvendo-o num muco e transportando-o até a sua
boca. Para além destas func¢des, as branquias acumulam micropérolas (carbonato de
calcio) que estédo na origem da formacéao da concha dos gloquideos (MACHADO 1989;
LOPES-LIMA 2007).

3.1.2. Ciclo de vida

Os bivalves ndo possuem verdadeiros 6rgdos reprodutores, modificam parte de um
orgdo para se reproduzirem. Um dos casos mais curiosos ocorre nas familias
Unionidae e Margaritiferidae, em que o pé e as branquias desempenham essa funcéo.
A fecundacao e o crescimento dos gloquideos da-se nos ductos das branquias, onde
ficam até atingirem o estado de maturacdo e serem lancados para 0 meio aquatico
(REIS 2010). Os gloguideos possuem a mesma forma que os adultos mas com um
tamanho bem mais reduzido (200 a 350 pm), possuindo uma cor vermelha a
amarelada. Para além do tamanho, as rugosidades presentes na parte dorso-ventral

das conchas formando um reticulo sao a Unica forma de os diferenciar.

No ciclo de vida da espécie Anodonta anatina os gloquideos mantém-se na branquia
durante todo o inverno. Factores como o pH, a salinidade, a disponibilidade de
alimento e a temperatura condicionam o ciclo reprodutor desta espécie (BEREZINA
1999; REIS 2010). As branquias possuem uma grande elasticidade para conseguirem
reter uma quantidade enorme de gloquideos. Os gloquideos séo revestidos por um
material viscoso e elastico que lhes confere proteccdo e alimento (WILBUR 1983;
REIS 2010). A quantidade de ovos produzidos é funcdo do comprimento do bivalve
(ALDRIDGE 1998). Na familia dos Unionidae, podem-se encontrar gloquideos nas
duas lamelas de cada branquia (individuos tetragénicos) ou, como é o0 caso da
Anodonta anatina, apenas numa das lamelas (individuos endogénicos), assinalando
uma das estratégias de sobrevivéncia utilizada pela espécie. No caso de individuos
didicos, as fémeas inalam os espermatozéides libertados no curso de agua pelos
machos permitindo fertilizar os ovos situados nos tubos de agua das branquias. Nas
espécies hermafroditas, a ovogénese e a espermatogénese podem ocorrer nas

gonadas do mesmo bivalve apresentando foliculos femininos e masculinos.
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Apesar de ndo existirem estudos precisos sobre a fase parasitaria do gloquideo no
peixe hospedeiro (Figura 3.4), sabemos que este se fixa na sua barbatana e/ou
branquia através de um gancho forte presente na extremidade da concha,
enquistando-se apos 48 horas, em média. Este periodo € essencial para garantir a
viabilidade dos gloquideos, caso contrario, estes sdo desintegrados na corrente
sanguinea do peixe que, de seguida, cria imunidade (REIS 2010). Os peixes reagem a
presenca deste corpo estranho produzindo e envolvendo-os com epitélio conferindo-
Ihes proteccao, nutricdo (através da sua corrente sanguinea) e locomocao (aumenta a
dispersdo de uma espécie com muito pouca capacidade de locomocdo). A sua
sobrevivéncia, apo6s chegarem ao estado juvenil e libertarem-se do seu peixe
hospedeiro, depende de inimeros factores, tal como o substrato onde se encontram,
as condicdes do curso de agua, a possivel existéncia de predadores e a quantidade de
alimento disponivel (VAUGHN & HAKENKAMP 2001; REIS 2006).
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Figura 3.4- A) Ciclo de vida das naiades (adaptado de Reis, 2006); B) branquia com

gloquideos apds infestacgéo.

Os bivalves ndo possuem todos a mesma espécie de peixe hospedeiro, alguns séo
especificos, aumentando por tal motivo o risco de extincdo da espécie. Segundo a
bibliografia existente, sdo conhecidos os seguintes peixes hospedeiros de Anodonta
anatina: Barbus graellsii Steindachner, Chondrostoma miegii Steindachner, Salaria
fluviatilis (Asso), Gobio gobio (L.), Squalius pyrenaicus (Gunther), S. cephalus (L.),
Perca fluviatilis L., Gymncephalus cernuus L., Puntius tetrazona e uma larva de

salamandra Ambystoma tigrinum Green (REIS 2010).

7

A idade dos bivalves é determinada a partir das suas linhas de crescimento
(ALDRIDGE 1998; REIS 2006). E geralmente aceite que um anel se forme num
inverno (ALDRIDGE 1998). A longevidade e o tamanho maximo de um bivalve podera
afectar o tempo de reproducdo, por sua vez, o ciclo de vida reprodutivo podera ser

afectado pela maturidade e as taxas de crescimento (ALDRIDGE 1998).
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3.1.3. Conservacgéo

A perda de biodiversidade induz perdas incalculaveis, sendo do interesse humano
preserva-la através de estratégias de conservacdo que implicam conhecimentos
aprofundados da bio-ecologia das espécies ameacadas. Relativamente ao grupo
faunistico dos bivalves, um dos mais ameacados no planeta, sdo varios os factores
gue estdo na origem da sua diminuicdo e mesmo extingdo, estando muitas vezes
directamente ligados ao ciclo de vida das espécies (BOGAN 1993). Por exemplo, para
as espécies da familia Unionidae, a sobrevivéncia e longevidade depende
grandemente da fase critica associada ao seu ciclo reprodutor. De facto, estas
espécies dependem directamente dos peixes hospedeiros que viabilizam o processo

de infestacdo dos gloquideos, dado que estas larvas tém vida parasitaria obrigatoria.

As alteracdes climaticas (e.g. secas prolongadas, cheias), sdo seguramente um dos
factores que tem contribuido para a reducdo das populacdes de naiades. Contudo, a
accao antropogénica, com a exploracdo abusiva dos cursos de agua conduziu a
degradacédo da qualidade quimica e organica (excesso de sedimentacao e diminuicédo
do teor de oxigénio) da agua, reduzindo drasticamente a quantidade de peixes
hospedeiros e, consequentemente, as espécies de bivalves. As industrias foram
durante muitos anos as principais causas de degradacao da qualidade dos cursos de
agua. A esta lista de ameacas, podem-se acrescentar as espécies exoéticas que
competem directamente com as espécies nativas, geralmente menos resistentes.
Muitas das vezes, sdo também potenciados pela regularizacdo, com a criacdo de
ambientes modificados resultante da brusca passagem do regime Iético para Iéntico
(VAUGHN & TAYLOR 1999).

No caso dos Unionidae, as estratégias de conservacdo deverdo contemplar a
minimizacdo dos impactos e a recuperacdo do seu habitat, pelo reforco dos efectivos
de peixes hospedeiros. Por outro lado, poder-se-a, em casos pontuais, desenvolver
uma conservagao “ex-situ” com a criagdo de juvenis em cativeiro e 0 consequente
repovoamento dos cursos de A&gua entretanto reabilitados. As estratégias de
conservacgdo deverdo no futuro ser aliadas a um conhecimento da bio-ecologia das
espécies a nivel local de modo a poder definir as medidas mais adequadas a
protecc@o das espécies e, inclusive, requerer um estatuto de conservagdo em termos
de legislacdo abrangendo ndo s6 espécies como também populagdes ameacadas
(REIS 2010).
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Objectivos
Com este trabalho pretendeu-se aprofundar o conhecimento de diferentes aspectos do
ciclo de vida de uma espécie de bivalve de 4gua doce, o almeijdo-de-rio (Anodonta
anatina L.), com o intuito de, no futuro, avaliar e prever estratégias adequadas de
conservacgédo. Especial énfase foi dada ao:
1) Ciclo reprodutor da espécie, nomeadamente na identificacdo dos peixes
hospedeiros das populacdes do Norte de Portugal. Para tal, o processo de
infestacdo e acompanhamento até a libertacdo dos primeiros juvenis foi

reproduzido em laboratério;

2) Impacto das alteragdes das condigbes ambientais na sobrevivéncia das larvas
de A. anatina, decorrente da entrada de metais pesados no meio aquatico.
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3.2. MATERIAL E METODOS
3.2.1. Caracterizacdo da area de estudo

As populacdes de Anodonta anatina estéo distribuidas pelos sectores médios e finais
dos principais afluentes do rio Douro em territério portugués, nomeadamente pelos rios

Sabor, Tua e Tamega (Figura 3.5).
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Figura 3.5- Bacias hidrograficas dos rios Tamega, Tua e Sabor, afluentes do rio Douro.

No inicio do século XX, os rios Sabor, Tua e Tamega apresentavam boas condicbes
ecoldgicas, sem sinais de perturbacdes acentuadas e povoados por uma fauna
diversificada. Ao longo do rio, os salmonideos como a truta (Salmo trutta) podiam ser
encontrados na cabeceira, enquanto nos trocos situados mais a jusante ocorriam
ciprinideos, como o escalo (Squalius carolitertii), o bordalo (Squalius alburnoides), a
boga-do-norte (Pseudochondrostoma duriense), o ruivaco (Achondrostoma oligolepis)
e 0 barbo (Luciobarbus bocagei). Destaque ainda para o registo doutras espécies,
caso do esturjao (Acipenser sturio) e de migradores diddromos como o salméo (Salmo
salar) e a enguia (Anguilla anguilla), actualmente extintos na bacia do Douro. As
pressGes de origem antropogénicas deste Ultimo século exercidas sobre estes rios
(e.g. construcdo de barragens e aumento continuo da polui¢éo) levaram a uma perda
e fragmentagdo do habitat. Inclusive, em muitos trogos o rio perdeu o caracter
oligotréfico para assumir um status eutréfico, com consequéncias inevitaveis sobre as
espécies de peixes e, por conseguinte, sobre as espécies de bivalves de agua doce.
As populacdes de Anodonta anatina (das mais abundantes em Portugal) tém vindo a
demonstrar uma maior resisténcia a condi¢des de eutrofizacdo, embora estejam cada

vez mais ameacadas, face ao agravamento das condi¢cdes ambientais.

69



3.2.2. Metodologia

Em cada experiéncia, foram seleccionados seis exemplares de Anodonta anatina, que
foram transportados para o laboratério do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel
Salazar num recipiente térmico com 4gua e armazenadas em tanques de 40 L. Todos
0os tanques foram equipados com arejamento e o0s bivalves alimentados com
microalgas até ao seu processamento. Na selec¢do dos individuos, entreabriu-se
delicadamente a concha tendo sido escolhidos apenas os individuos que
apresentassem branquias inchadas, indicio da presenca de gloquideos.

As espécies de peixes, autéctones e exoticos, presentes nos rios do Norte de
Portugal, foram capturadas através de pesca eléctrica (aparelho portatil Hans Grassl
ELT, com output de corrente continua, 300-600V). Foi usada a metodologia definida
no Manual para a Avaliacdo Biolégica da Qualidade da Agua em Sistemas Fluviais
segundo a Directiva Quadro da Agua: Protocolo de amostragem e anélise para a fauna
piscicola (INAG 2008). Houve ainda o cuidado de capturar os exemplares piscicolas
em locais de amostragem onde ndo ocorresse a espécie em estudo, Anodonta
anatina, prevenindo qualquer situagdo de imunidade prévia. As espécies usadas no
estudo foram a truta-de-rio (Salmo trutta), a truta arco-iris (Onchorynchus mykiss), o
gobio (Gobio lozanoi), o verdema-do-sul (Cobitis paludica), a boga
(Pseudochondrostoma duriense), o escalo (Squalius carolitertii), o bordalo (Squalis
alburnoides), o ruivaco (Achondrostma oligolepis), o barbo (Luciobarbus bocagei), a

enguia (Anguilla anguilla) e o achigd (Micropterus salmoides).

Para perceber o ciclo reprodutor de Anodonta anatina, foram sacrificados
mensalmente, de Fevereiro de 2010 a Novembro de 2010, varios exemplares de modo
a
1) analisar o processo de gametogénese, através de cortes histologicos tratados
e observados ao microscopio ;
2) observar a formacdo de gloquideos nas branquias, através de microscopia

electrénica de transmisséao.

As observacgdes destes cortes permitiu determinar a altura mais propicia para a

realizacdo do processo de infestacao.
3.2.2.1. Observacédo da gametogénese e formagao de gloquideos nas branquias

O material recolhido foi fixado em Bouin para garantir a preservagéo dos tecidos até
ao seu processamento. As amostras foram desidratadas com diferentes alcoois
através do processador Citadel 2000 e incluidas em parafina em suporte de cassetes
na mesa de inclusdo SHADON HISTOCENTRE 2. Por fim, os cortes foram realizados

num micrétomo e a montagem em lamina foi feita com DPX (Figuras 3.6 a 3.8).
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Figura 3.8- Amostras de branquia ou gonada e moldes usados para a inclusdo em
parafina.

3.2.2.2. Processo de infestagao

Foram recolhidos gloquideos das branquias de A. anatina, verificando previamente a
sua viabilidade com uma solucdo saturada de NaCl. Os animais sacrificados foram
também usados para a observacdo da gametogénese. No processo de infestagéo,
colocaram-se conjuntamente num recipiente com agua e oxigenacgdo artificial, os

gloquideos e todos os peixes envolvidos no estudo, durante um periodo aproximado
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de 30 min. Posteriormente, as espécies foram separadas e mantidas em aquarios até
finalizar o periodo de formacgéo dos juvenis de A. anatina (Figuras 3.9 e 3.10).

Figura 3.9- A) Branquia seccionada para recolha dos gloquideos para a infestacéo; B)

Processo de infestacdo (peixes em contacto com os gloquideos)

Figura 3.10- Tanques utilizados no processo de infestacéo.

No estudo da metamorfose dos gloquideos para juvenis, realizados quer nas
branquias quer nas barbatanas, foi utilizado o barbo, um peixe hospedeiro ja
conhecido da espécie. O procedimento da infestacdo foi repetido mantendo-os num
tanque de 300 L. Foi sacrificado um peixe de forma sequencial de acordo com a
seqguinte periodicidade: 0; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 24; 48 horas. Removeu-se uma amostra de
branquia e de barbatana para realizacdo de SEM (scanning electron microscopy) e
observacdo ao microscopio Optico. Para a observagcdo em SEM, as amostras de
branquia e barbatanas foram preservadas numa solucdo de 2% de gluteraldeido e
num tampdo de cacodilato, com pH de 7,4 por 24 horas a 4°C. ApoOs lavagem com o

tampao e uma pos-fixacdo com 6smio a 2% numa solug¢édo tampao, as amostras foram
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desidratadas em séries de etanol graduadas de 5% a 100%. Para a observacéo no
microscopio Optico, as amostras foram fixadas com uma solugcdo de Bouin e
desidratados com séries de etanol desde 5% a 100%, seguido da colocagdo em xilol e
parafina. Os blocos de parafina foram de seguida seccionados em cortes com uma
espessura de 5-8 um e corados com Hemalumen (acido, cora os nucleos de roxo) e
Eosina (basico, cora o citoplasma de rosa claro). Os cortes foram observados e
fotografados com um microscépio Olympus BX71 equipado com camara digital DP70
(Anexos | e lI).

3.2.2.3. Teste de toxicidade com cobre (CuCl) e cobalto (CoCl)

Com o objectivo de estudar a toxicidade de metais pesados como o cobre e o cobalto,
usaram-se gloquideos bem activos, tendo sido repartidos, em média, 20 individuos por
poco em duas caixas de seis pocos contendo um fundo de agua destilada. As caixas
foram colocadas numa camara de incubacao, para garantia de condi¢cBes assépticas.
Foram testados diferentes niveis de toxicidade (0,2 g/L; 0,02 g/l e 0,002 g/L) em
funcdo do tempo de exposicdo (0; 6; 24; 48 e 72 horas) registando a mortalidade nos

gloquideos, salvaguardando sempre um controlo para fins comparativos (Quadro 3.1).

Quadro 3.1- Disposicao das caixas consoante diluicdo do téxico

Caixa 1 1 2 3
A 0,2 0,2 0,2
g/L
B 0,02 0,02 0,02
Caixa 2 1 2 3
A 0,002 0,002 0,002
g/L
B Controlo Controlo Controlo

ApoOs cada intervalo de tempo, a mortalidade dos gloquideos foi determinada
acrescentando uma gota de solucdo saturada de NaCl, sendo observado (microscopio
estereoscopico Olympus) e registado os gloquideos vivos através do movimento das

valvas.
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3.3. RESULTADOS
3.3.1. Processo de gametogénese

Nas figuras 3.11 a 3.13 é possivel visualizar diferentes fases da gametogénese em A.

anatina, mediante a observacao ao microscépio éptico de cortes da gbnada.

Figura 3.12- A) Corte masculino com moérulas espermaticas bem desenvolvidas em que
algumas ja libertaram os espermatidios; B) Corte masculino com
espermatidios livres.

Estrutura
citoplasmatica

Espermatidio Morula espermatica

livre em fase de divisdo
interna
Estrutura
muscular

libertacao (Margo 2010).
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3.3.2. Processo de ovogénese

Por sua vez, nas figuras 3.14 e 3.15 é possivel visualizar o processo de ovogénese em
A. anatina, mediante a observacdo ao microscopio Optico de cortes da gbnada.

Figura 3.15- Cortes de génada do més de Abril apresentando foliculos femininos com
o6citos desenvolvidos observados a diferentes ampliagdes no microscopico
optico.

Com base nos resultados obtidos através dos cortes estudados (Figuras 3.11 a 3.15),
identificou-se a maior quantidade de gametas maturas no periodo de Fevereiro a
Junho. O més de Setembro destacou-se como o inicio de um novo ciclo, com a
presenca de muito muasculo nos cortes. Assim sendo, 0 processo da ovogénese
decorre essencialmente na primavera e verdo, com temperaturas da agua amenas.
Observamos uma relagdo directa entre a presenga de muasculo no corte e a
gametogénese, de facto, os cortes dominados por musculo correspondiam aos meses

em que 0s gametas se apresentavam pouco maturos.
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3.3.3. Gametogénese em individuos hermafroditas

Foi observada a gametogénese em individuos hermafroditas, com a presenca de
espermatideos e odcitos livres (Figuras 3.16 e 3.17).

x

Foliculo masculino

contendo mérulas

Figura 3.16- Corte com foliculos masculinos e femininos separados em fase de
maturacdo indicando a ocorréncia de hermafroditismo (Abril 2010).

Figura 3.17- Corte hermafrodita com mérulas maturas e espermatidios livres. Presenca
de odcitos livres e outros em fase de maturagao (Abril 2010).

Todos os individuos hermafroditas observados apresentavam separacgéo dos foliculos,
nao tendo encontrado em nenhum caso o6citos e mérulas espermaticas no mesmo

foliculo. Nem todos os individuos se encontravam no mesmo estado de maturagao.

ALDRIDGE (1998) identifica o periodo reprodutivo da Anodonta anatina em Janeiro,
Fevereiro, Margo, Agosto, Setembro, Outubro, Novembro e Dezembro. No caso de
GIUSTI (1975), os gametas mais maturos aparecem em Julho, Agosto, Setembro e
Outubro. O declinio inicia-se no més de Novembro, retomando actividade em Janeiro.
Apesar de ndo ter sido seguida esta tendéncia, foi confirmado o periodo de
reproducdo da espécie nos meses com temperaturas menos adversas. Este mesmo
autor explica este facto pela dependéncia do ciclo reprodutor da espécie as condi¢des
ambientais e a disponibilidade de peixes hospedeiros.
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3.3.4. Variagdo mensal

Entre os meses de Fevereiro e Novembro de 2010, apenas se encontraram casos de
individuos hermafroditas em Abril e Junho, ndo podendo excluir-se a sua presenca nos
restantes meses, visto que se trata de uma amostra aleatéria com relativamente
poucos exemplares analisados. Paralelamente, foram amostrados, de forma geral,
mais exemplares de Anodonta anatina masculinos do que femininos, com excluséo do
més de Abril, no qual ndo foi encontrado qualquer exemplar (Figura 3.18).
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Figura 3.18- Quantificacdo mensal dos sexos de Anodonta anatina.

3.3.5. Observacéo dos gloquideos nas branquias

O processo de formacgdo dos gloquideos nas branquias pode ser acompanhado ao

longo das figuras 3.19 a 3.21.

Figura 3.19- A) Corte sem glogquideos com presenca de numerosas concrecdes
(coloracdo mais escura). B) Corte com inimeras concre¢des na parte
mais superficial da branquia e presenca de gloquideos no restante.
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Figura 3.20- A) Branquia com ductos de agua vazios induzindo que os gloquideos ja
foram libertados; B) Branquia com ductos de agua dilatados cheios de gloquideos.

Figura 3.21- A) Corte de branquia com numerosas concre¢gdes e com o inicio de
formacdo de gloquideos; B) Corte de branquia com formacgao de gloquideos.

As concrecdes presentes na branquia acompanham o aparecimento de gloquideos em
gue vao desaparecendo desde o interior para o exterior desta. Observou-se uma
tendéncia para o desaparecimento de concrec¢des a volta de gloquideos ja formados.
No caso das branquias, verificou-se uma relagdo directa entre as concrecdes e a
formacgédo dos gloquideos. Segundo MACHADO (1989) as concrec¢des sdo compostas
por carbonato de célcio, elemento fundamental na formac¢éo da concha. Observou-se
uma tendéncia para um desaparecimento destas concreg¢fes do interior da branquia
para o exterior (parte mais superficial) como se o carbonato de célcio estivesse a ser
consumido na formacdo dos gloquideos que seguiriam a mesma direccdo de

migracao.
3.3.6. Determinacgao dos peixes hospedeiros

As experiéncias realizadas em Fevereiro e Margo de 2010, mostraram os gloquideos
extremamente activos (i.e. no seu auge de maturacdo), confirmado pela intensa
actividade quando adicionada uma gota de solucéo saturada de NaCl. No processo de
infestacdo os gloquideos fixaram-se preferencialmente nas guelras e barbatanas dos

peixes (Figura 3.22).
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Figura 3.22- A) Gloquideos de A. anatina antes da infestacdo; B) Gloquideos presentes
na barbatana de peixes; C) Gloquideos presentes na branquia dos peixes.

Os resultados obtidos demonstraram que, a infestacdo no goébio e achiga, duas
espécies exoticas, teve sucesso limitado, dado que os gloquideos rapidamente se
soltaram. De facto, para o achigd, as larvas do bivalve soltaram-se apés um periodo
de 24 horas, inviabilizando-se o0 enquistamento e subsequente transformacdo em
juvenis (Figura 3.23). Por sua vez, a boga revelou-se como a espécie com taxa
superior de infestacdo, embora tal facto ndo seja sinbnimo de maiores taxas de
transformacéo de larvas para juvenis de A. anatina (Figura 3.24).

4500
4000 M Enguia
2 3500
o i Boga
S 3000 g
§- 2500 i Barbo
E" 2000 M Verdem3
© 1500
or H Bordalo
2 1000
500 M Escalo
0 H Achiga
24 48 72 96 168 192 216 240 .
H gbbio
Horas

Figura 3.23- Quantificagdo dos gloquideos presentes nas barbatanas e branquias
dos peixes (Fevereiro 2010).
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Figura 3.24- Numero total de gloquideos presentes nas branquias e nas barbatanas
dos peixes (Fevereiro 2010).
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Realce para o facto dos gloquideos de Anodonta anatina terem enquistado e
transformado em juvenis para todas as espécies piscicolas nativas (Quadro 3.2). As

melhores taxas de transformagdo couberam ao escalo e a truta-de-rio,

respectivamente com 16,4 e 16,5 juvenis por peixe.

Quadro 3.2- Resultados da infestacdo de peixes com gloquideos de A. anatina.

Média Temp.

. A _ Metam. i Dias

Juvenis N Réplica /p(Jelf)\(/(-:‘) (dias) m(oeg)la grau
Nativas
A. oligolepis 71 18(9) 3 7,9 16-23 19,0+0,9 347142
C. paludica* 3 12(6) 2 0,5 16-20 19,7+1,7 341 + 50
L. bocagei 32 18(8) 3 4,0 13-17 18,1+15 231+19
P. duriense 93 18(9) 3 10,3 7-20 195+51 19640
S. trutta 99 6(6) 1 16,5 22-24  150+35 331+5
S. alburnoides 204 18(16) 3 12,8 16-23 16,6 £1,6 311 +8
S. carolitertii 115 17(7) 3 16,4 12-23 19,0+£1,2 301 + 36
Introduzidas
C. carpio 0 4 2 -- -- -- --
G. lozanoi 0 18(16) 3 -- -- - -
L. gibbosus 0 18(18) 3 -- -- - -
M. salmoides 0 5(4) 1 -- -- - -
O. mykiss 75 6(6) 1 12,5 23-24  150+3,5 3585

*espécie nativa do sul de Portugal

Por sua vez, o verdema-do-sul (Cobitis palidica), uma espécie introduzida nos rios do
Norte de Portugal como isco na actividade da pesca desportiva, foi aquela onde
ocorreram as menores taxas de transformacdo em juvenis. Registou-se ainda que
apenas para a truta arco-iris, espécie exética originaria da América do Norte, se
obteve sucesso na transformagdo de larvas para juvenis. Apesar do sucesso
observado no processo de infestagdo e enquistamento para 0s restantes peixes
exoticos, ndo foram obtidos quaisquer juvenis para estas espécies.

Relativamente a metamorfose dos gloquideos, verificou-se que o tempo de
transformacdo ndo depende unicamente da temperatura mas também da espécie
piscicola em causa (Quadro 3.2). Assim, os resultados obtidos confirmaram que a
boga e o barbo sdo as espécies onde ocorreram as taxas de transformacdo mais
rapidas, i.e. 196 + 40 e 231 + 19 dias-grau, respectivamente, enquanto para o ruivaco,
com 347 + 42, e para o verdema-do-sul, com 341 + 50, o numero de dias-grau foi

superior.
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No que respeita a preferéncia dos locais de infestacdo pelos gloquideos de A. anatina,
os dados obtidos revelaram uma similitude para ambas as espécies estudadas, caso
do barbo e do gdbio, correspondendo a diferenca mais relevante a localizacdo nas
guelras dos peixes, i.e. G. lozanoi com 6,2% e L. bocagei com 13,2% (Quadro 3.3).

Quadro 3.3- Preferéncia dos locais de infestacdo pelos gloquideos de A. anatina.

Localizacao Percentagem de infestacéo por gloquideos
Gobio lozanoi Luciobarbus bocagei

Guelras 6,2 13,2
Barbatana Anal 8,2 6,1
Barbatana Dorsal 8,3 7,7
Barbatana Caudal 11,9 13,8
Barbatana Peitoral 44.4 40,0
Barbatana Pélvica 21,0 19,2

Uma analise mais pormenorizada ao processo de infestacdo permitiu verificar que a
capacidade das larvas de A. anatina se fixarem ao peixe (neste estudo correspondente
a espécie Luciobarbus bocagei), é superior nas primeiras horas (i.e. < 6 horas) a partir

das quais decresce rapidamente (Figura 3.25).
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Figura 3.25- Quantificagdo do processo de infestacdo por gloquideos no barbo.

3.3.7. Cultivo de juvenis de Anodonta anatina

O cultivo dos juvenis de A. anatina, realizado durante um periodo de 60 dias, permitiu
observar algumas estruturas, como as branquias e o pé expandido, e ainda outros

detalhes importantes na formacéo do bivalve, conforme aparece ilustrado nas figuras

3.26 a 3.29.
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Figura 3.27- Juvenil de A. anatina observado no sistema de manutencéo de juvenis no
meio de microalgas que lhe servem de alimento.

200 pm

Figura 3.28- A) Gloquideo observado ao microscdpio 6ptico (pormenor do gancho); B)
Juvenil observado ao microscopio éptico (pormenor do pé).
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Figura 3.29- Pormenores observado ao microscopio electrénico de transmissao (SEM)

para gloquideos (A) e juvenis (B) de Anodonta anatina.

As figuras ilustram a complexidade do gancho dos gloquideos de Anodonta anatina
usado para se agarrarem aos peixes hospedeiros. Observa-se ainda a granulometria
da concha de um juvenil, com pequenas saliéncias que conferem rugosidade a
concha, muito provavelmente no intuito de uma melhor adesdo ao substrato,

complementando assim o papel do pé ainda em formagéo.
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3.3.8. Bioensaios de toxicidade com gloquideos de A. anatina

Os resultados obtidos demonstraram a elevada vulnerabilidade das larvas de A.

anatina relativamente a presenca de metais pesados, mesmo para concentracées

muito baixas no meio aquatico (Figuras 3.30 e 3.31).
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Figura 3.30- Toxicidade do cobre em gloquideos de Anodonta anatina.

A mortalidade atingiu 100% para periodos de exposicdo superiores a 6 horas, tendo

sido registada uma ac¢do mais nefasta para a presenca de cobre, mesmo para as

concentracdes mais diluidas (0,002 mg CuCI/L).
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Figura 3.31- Toxicidade do cobalto em gloquideos de Anodonta anatina.

84



ks 502um

Figura 3.32- Ensaio de toxicidade nos larvas de Anodonta anatina com cobre (A) no
tempo 0 com concentracdo de 2 g/L e com cobalto (B) no tempo 6 com
concentragdo de 0,2 g/L.

Os resultados obtidos através dos ensaios de toxicidade revelaram o cobre como o

elemento mais téxico cujo efeito é mais visivel por agregar-se a concha dos

gloquideos.
3.4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

O presente estudo permitiu verificar que o almeijao de rio, Anodonta anatina, exibe
uma grande selectividade relativamente aos peixes hospedeiros. De facto, a fauna
piscicola nativa dos rios do Norte de Portugal pertencente as familias dos
salmonideos, ciprinideos e cobitideos funcionaram, com maiores ou menores taxas de
transformacdo, como espécies hospedeiras. Verificou-se que, com excepc¢do da truta
arco-iris (Onchorynchus mykiss), as espécies exdéticas testadas ndo revelaram
gualquer sucesso na producédo de juvenis, apesar da elevada fixacdo dos gloquideos,
detectada durante o processo de infestacdo. Esta evidéncia reforca a necessidade de
estabelecer medidas que visem a proteccdo integrada da fauna autéctone,
nomeadamente das espécies de bivalves cada vez mais ameacgadas e dos peixes
hospedeiros nativos. Os habitos da maioria das espécies de salmonideos e
ciprinideos, nomeadamente através das migracdes potamddromas reprodutivas, séo
essenciais na dispersdo das naiades, uma vez que promovem a colonizacdo de novos
habitats para montante. Estas tendéncias ndo séo, contudo, observadas nas espécies
alienigenas, que possuem comportamentos distintos, mais estaciondrios, caso da
familia Centrarchidae, cujas espécies mais representativas no nosso pais sao a perca-
sol e 0 achigé, e que tendem a adquirir domin&ncia e eliminar as espécies autdctones
em ambientes modificados. Efectivamente, a regularizacdo continua dos sistemas
I6ticos, com a construgdo de pequenas e grandes barragens, tem vindo a potenciar o
caracter invasor de espécies exoticas que se tém revelado altamente nefasto para a

sobrevivéncia e reproducdo das populacdes de ndiades, outrora abundantes nestes
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rios onde assumem uma funcdo chave na depuracdo natural e funcionamento do

ecossistema.

Como seria de esperar, as taxas de transformacdo dos gloquideos estdo
correlacionadas positivamente com a temperatura, embora também estejam
dependentes da associacdo especifica com a espécie piscicola (REIS 2010). Por
exemplo, a boga, Pseudochondrostoma duriense, foi a espécie que revelou a taxa de
transformacao mais rapida, com 196 + 40 dias grau, enquanto a truta arco-iris,
Onchorynchus mykiss, uma espécie exética, foi a mais lenta com 358 + 5 dias grau.
Relativamente ao local preferencial no processo de infestacéo, ficou demonstrado pelo
estudo efectuado que € a zona ventral dos peixes (i.e. barbatanas pélvicas e
peitorais), comparativamente com outras (i.e. guelras e barbatanas dorsais) aquela
onde ocorreram as taxas maiores de infestacdo e enquistamento. Tal situacdo pode
ficar a dever-se a uma estratégia do género Anodonta, dado o peculiar modo de
disseminacao dos gloquideos, através de filamentos de mucus expelidos pelo bivalve

e mantidos em suspenséo a partir da zona benténica (WILBUR 1983).

Nao é conhecida a relacdo entre a producdo de gametas nas gonadas e a formacéao
dos gloquideos nas branquias visto que os gloquideos apresentaram um auge de
actividade a partir do més de Fevereiro enquanto a observacdo dos cortes ao
microscopio, independentemente do sexo, demonstrou 0 mesmo periodo como sendo
0 inicio do desenvolvimento dos gametas nos seus respectivos foliculos. A explicacéo
deste facto pode, muito provavelmente, residir na capacidade de retencdo das
Anodonta anatina dos gloquideos nas branquias durante um longo periodo de tempo
dando assim indicios de uma continua actividade por parte das génadas, cujo papel

seria um abastecimento de forma continuo das branquias.

A elevada quantidade de gloquideos armazenados nas branquias demonstra uma
baixa probabilidade de sucesso no processo de infestacdo, explicado pela sua
dependéncia relativamente aos peixes hospedeiros especificos. No entanto, com o
langamento para o curso de 4gua de uma grande quantidade de gloquideos, a naiade
permite viabilizar a possibilidade de um peixe poder estar envolvido nha metamorfose
de varios gloquideos em juvenis de vida livre. Normalmente, um peixe depois de

infestado desenvolve imunidade, tornando inviavel qualquer infestacdo subsequente.

Também a quantidade média de juvenis obtidos apenas serve de comparativo entre as
espécies de peixes estudados, destacando-se nesta situagdo as bogas como o0s
peixes hospedeiros onde se transformaram mais larvas em juvenis. De facto, numa
situacdo real, a incidéncia de factores externos como o pH, a temperatura, a
velocidade da corrente, a quantidade de peixe disponivel, entre outros, ndo permite o

estabelecimento de valores médios.
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Nem todos os individuos capturados no meio selvagem, num dado momento,
apresentaram 0 mesmo grau de desenvolvimento dos 6rgaos reprodutores, podendo
representar uma estratégia de sobrevivéncia da espécie. O desfasamento dos estados
de maturacdo entre individuos de sexos opostos podera colocar em risco a
compatibilidade entre os respectivos gametas, podendo até justificar o aparecimento
de casos de hermafroditismo, identificados em alguns cortes das goénadas,
especialmente nos meses de Abril e Junho. Esta situagdo pode expressar uma
adaptacdo do género Anodonta a perturbagdes que possam colocar em risco o seu
processo de fecundacdo. A separagdo dos foliculos indicia também uma maior
adaptabilidade, tendo sido detectado estruturas femininas mais desenvolvidas do que

as masculinas.

Este estudo permitiu ainda determinar o impacto que potencialmente podera ter
acontecido pela poluicdo quimica ocorrida em 2009, resultante do colapso e entrada
duma grande quantidade de sedimentos contendo metais pesados, no troco de
cabeceira do rio Sabor. Conforme comprovou o estudo, baixissimas concentra¢cdes de
cobre e o cobalto (dois dos metais cuja concentracdo atingiu valores elevados) foram
suficientes para eliminar completamente (100%) as larvas de A. anatina no primeiro
intervalo da experiéncia. Este tipo de perturbacdes podera ter ocorrido ao longo do
eixo longitudinal do rio Sabor, com a ocorréncia de impactos significativos ao nivel dos
organismos mais sensiveis ou em fases ontogénicas precoces, mais susceptiveis a
contaminacdo por residuos mineiros. Segundo NAIMO (1995), os 6rgdos mais
afectados pelos metais pesados sdo o manto e as branquias. Provavelmente, apesar
da diluicdo e imobilizacdo nos sedimentos de grande parte dos téxicos incorporados
Nno meio aquatico, a concentracdo existente € seguramente motivo de preocupacao
pela capacidade de bioacumulacdo que o0s bivalves possuem. Paralelamente,
destaque ainda para a possibilidade dos fendmenos de toxicidade poderem ter sido

amplificados pela transferéncia dos contaminantes ao longo da cadeia alimentar.

Como concluséo, foi determinado por este estudo que A. anatina usa as espécies
piscicolas nativas como 0s principais hospedeiros no processo de metamorfose (larva
para juvenil) e dispersado e sofrera ndo somente pelo impacto directo da construcao de
barragens como também pelo desaparecimento das espécies piscicolas resultantes
das alteracBes subitamente ocorridas derivadas da transformagdo de ambientes

|6ticos em |énticos.
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CAPITULO 4

CONCLUSOES GERAIS E CONSIDERACOES FINAIS

O principal objectivo deste estudo passou pelo aprofundamento do conhecimento do

ciclo de vida de uma espécie particular de bivalve de 4gua doce, o almeijéo de rio, cuja

existéncia nos rios do Nordeste de Portugal podera, a breve trecho, estar seriamente

posta em causa. Especial énfase foi dado a aspectos diferentes mas complementares

da bio-ecologia e fisiologia desta espécie-alvo, i.e. Anodonta anatina, assim como dos

potenciais impactos decorrentes por exemplo de situacdes de fendmenos de poluicao

guimica por metais pesados que, apesar de pontuais, estdo também correlacionados

com qualquer organismo vivo presente no meio aquatico afectado. As principais

conclusdes do estudo realizado foram:

1)

2)

3)

4)

Relativamente ao colapso das escombreiras das minas do Portelo, assistiu-
se a eliminacdo completa da fauna macrobenténica do troco inicial da
ribeira. A alteragdo profunda em termos quimicos, avalizada pelos valores
obtidos pelos parametros pH (< 5), condutividade (> 200 uS/cm) e TDS (> 50
mg/L) e metais pesados (Al, Cu, Co) e em termos fisicos, com a colmatacéo do
canal e deposicdo de materiais finos margens provenientes da mina, estdo na
origem do desaparecimento dos organismos aquaticos;
Ndo se verificaram para a escala temporal observada (7 meses) sinais
evidente de recuperacdo em termos da recolonizacdo dos rios por parte da
fauna bentonica. Em termos espaciais, o efeito de diluicdo, retencdo e
imobilizacdo de compostos quimicos poderd estar na base da menor
mortalidades registada nos locais situados a jusante (> 20 km);
De qualquer forma, os impactos ecoldgicos e ambientais podem aparecer
mascarados e pouco visiveis a curto prazo. Por exemplo, neste estudo
verificaram-se taxas de mortalidade de 100%, mesmo para concentracdes
muito baixas de metais pesados (e.g. Cu e Co), nos testes com larvas de
Anodonta anatina, pertencente ao grupo faunistico dos bivalves de agua
doce, cujas fungbes de filtracdo no ecossistema para além duma capacidade
de bioacumulagdo conhecida podem atribuir-lhe um estatuto de espécies-
sentinela;
Para além dos impactos decorrentes da polui¢éo, outro factor de ameaga para
as populagbes de Anodonta anatina do Nordeste de Portugal consiste na
construcdo de pequenos e grandes empreendimentos hidroeléctricos. Em
Portugal multiplicam-se os projectos de regularizacdo dos caudais para
producdo de energia e o Norte do pais é uma das zonas privilegiadas para o
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5)

6)

seu desenvolvimento. Os impactos podem ser diferenciados: a) directos pela
alteracdo do habitat, seja pela sedimentacdo seja pela modificagcdo das
caracteristicas fisico-quimicas da agua, e b) indirectos, pela eliminacdo das
espécies nativas piscicolas em ambientes modificados (e.g. albufeiras de
barragens). Os estudos de determinacdo dos peixes hospedeiros de
Anodonta anatina, permitiram verificar que todos os peixes nativos testados
(truta, escalo, bordalo, boga, barbo, ruivaco e verdema) e apenas a truta
arco-iris, dentro dos peixes exoticos, funcionaram como hospedeiros deste
bivalve. As maiores taxas de transformacao corresponderam ao escalo e a
truta, enquanto os primeiros juvenis surgiram na boga e no barbo, para
condigbes ambientais controladas (e.g. temperatura).

Relativamente a reproducao em A. anatina, foram encontrados exemplares
didicos e outros hermafroditas, com separacdo dos foliculos femininos e
masculinos. Tal facto, pode resultar de uma adaptacéo a situacfes diferentes
como o0 aumento do stress no habitat natural, falta de individuos de um
determinado sexo, falta de comunicacédo dos gametas entre bivalves ou devido
ao isolamento/ desaparecimento dos individuos. A fase de maturacdo dos
gloquideos corresponde ao periodo de Fevereiro a Margo, estando
presentes antes, mas sendo demasiados imaturos. No decorrer do més de
Marco, foram observadas branquias vazias indicando o fim de um ciclo e a
preparacao para o inicio de outro.

As ameacas que poderdo no futuro contribuir para a extincdo das naiades dos
rios do Nordeste Transmontano, justificam a criacdo de medidas de
conservacdo especificamente adaptadas as condicionantes ambientais nos
locais onde ocorrem tais populacfes. Refira-se, no entanto, que o sucesso
desta medidas sé sera eficaz quando realizado num quadro de

sustentabilidade a escala do ecossistema.
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ANEXOS (CAPITULO 2)



INDICE QBR: CLASSIFICAGAO DA ZONA RIBEIRINHA DE ECOSSISTEMAS FLUVIAIS

ANEXO |

e Esta classificacdo deve ser aplicada a toda a zona ribeirinha
dos rios (margem e encostas propriamente dito). Zonas
inundadas periodicamente pelas cheias e caudais maximos)

e Os célculos serdo realizados sobre a drea que apresenta uma
potencialidade de suportar uma massa vegetal nas encostas.
N&o se contemplam as zonas com substrato duro onde ndo é
possivel enraizar uma massa vegetal permanente.

L Orilla
Canal bajo

A pontuacdo de cada um dos 4 blocos ndo pode ser negativa nem exceder os 25 pontos

1 — Grau de cobertura da zona ribeirinha - Pontuacdo entre 0 e 25

Estacdao

Classificacdo

Pontuagdo
25 > 80% de cobertura vegetal da zona ribeirinha (as plantas anuais ndo se contabilizam)
10 50-80% de cobertura vegetal da zona ribeirinha
5 10-50% de cobertura vegetal da zona ribeirinha
0 < 10% de cobertura vegetal da zona ribeirinha
+10 Se a conectividade entre o bosque ribeirinho e o ecossistema florestal adjacente é total
+5 Se a conectividade entre o bosque ribeirinho e o ecossistema florestal adjacente é superior a 50%
-5 Se a conectividade entre o bosque ribeirinho e o ecossistema florestal adjacente é entre 25 e 50%
-10 Se a conectividade entre o bosque ribeirinho e o ecossistema florestal adjacente € inferior a 25%
2 — Estrutura da cobertura (contabiliza-se toda a zona ribeirinha) - Pontuacdo entre 0 e 25
Pontuagdo
25 Cobertura de arvores superior a 75%
10 Cobertura de arvores entre 50 e 75% ou cobertura de arvores entre 25 e 50% e no resto da cobertura
0s arbustos superam os 25%
5 Cobertura de arvores inferior a 50% e o resto da cobertura com arbustos entre 10 e 25%
0 Sem arvores e arbustos abaixo dos 10%
+10 Se na margem a concentragdo de heldfitos ou arbustos é superior a 50%
+5 Se na margem a concentragdo de heldfitos ou arbustos € entre 25 e 50%
+5 Se existe uma boa conexdo entre a zona de arbustos e arvores com um sub-bosque
-5 Se existe uma distribuigdo regular (linearidade) nos pés das arvores e o sub-bosque é > 50%
-5 Se as arvores e arbustos se distribuem em manchas, sem uma continuidade
-10 Se existe uma distribuigdo regular (linearidade) nos pés das arvores e o sub-bosque é < 50%

3 — Qualidade da cobertura vegetal (depende do tipo geomorfolégico da zona ribeirinha*) - Pontuagdo ( 0 e 25)

Pontuagao Tipol Tipo 2 Tipo 3
25 Numero de espécies diferentes de arvores autdctones >1 >2 >3
10 Numero de espécies diferentes de arvores autdctones 1 2 3
5 Numero de espécies diferentes de arvores autdctones - 1 1-2
0 Sem arvores autdctones
+10 Se existe uma continuidade da comunidade ao longo do rio,
uniforme e ocupando > 75% da zona ribeirinha (em toda a sua
largura)
+5 Se existe uma continuidade da comunidade ao longo do rio (entre
50 — 75% da zona ribeirinha)
+5 Se existe uma disposigao em galeria de diferentes comunidades
+5 Se 0 nimero de espécies diferentes de arbustos é: >2 >3 >4
-5 Se existem estruturas construidas pelo homem
-5 Se existe alguma espécie de arvore introduzida (aldctone)** isolada
-10 Se existem espécies de arvores aldctones** formando comunidades
-10 Se existem lixos
4 — Grau de naturalidade do canal fluvial - Pontuacdo entre 0 e 25
Pontuagao
25 O canal do rio ndo estd modificado
10 Modificagdes nos terragos adjacentes ao leito do rio com redugdo do canal
5 Sinais de alteragdo e estruturas rigidas intermitentes que modificam o canal do rio
0 Rio canalizado na totalidade do trogo
-10 Se existe alguma estrutura sélida dentro do leito do rio
-10 Se existe alguma represa ou outra infraestrutura transversal no leito do rio

| Pontuagao final (soma das pontuagdes anteriores)




* Determinagéo do tipo geomorfolégico da zona ribeirinha (caracteristica 3, qualidade da cobertura vegetal)
Somar o tipo de desnivel da margem direita e da esquerda, e somar a pontuacao das restantes caracteristicas.

Pontuagdo
Tipos de desnivel da zonariparia Esquerda Direita
T
Vertical concavo (declive > 75°), com uma altura n&o 5 )
superavel pelas méaximas cheias a MAx cheiA 6 6
7\
| &
| T Nctei i Wordtais
f
Igual, mas com um pequeno talude ou margem inundavel
periodicamente (cheias normais) 5 5
Declive entre 45 e 75°, escalado ou ndo. O declive mede-
se apartir do angulo entre a horizontal e a recta entre a _tdX. ¢ HeiA 3 3
margem e o Ultimo ponto da ribeira. b,
Tall> zb ‘}\‘la. CARARACS
Declive entre 20 e 45°, escalonado ou néo.
sa>3b B srea crem 2 2
M C. NOATAL)
[ ® e
Declivll < 20°, zona ribeirinha uniforme e plana.
das. cEA 1 1
SRS CHELR poactnl
Existéncia de uma ilha ou ilhas no meio do leito do rio
Largura conjunta “@” > 5 m il ) oy N\s_, -2
oNS—
C o) /a:
Largura conjunta “a” entre0d0J e 5 m ]._‘\\——r—~—-—---.._.
T
Potencialidade de suportar umallmassa vegetal ribeirinha. Percentagem de substrato duro com incapacidade para enraizar uma
massa vegetal permanente
> 80% No se pode medir
60 — 80% +6
30 - 60% +4
20 - 30% +2

Pontuacéo Total

Tipo geomorfolégico segundo a pontuagao

>8 Tipo 1 Zonas ribeirinhas fechadas, normalmente de cabeceira, com baixa potencialidade para suportar um extenso
bosque de ribeira

Entre 5-8 Tipo 2 Zonas ribeirinhas com uma potencialidade intermédia para suportar uma zona vegetada, sectores médios
dos rios

<5 Tipo 3 Zonas ribeirinhas extensas, sectores baixos dos rios, com elevada potencialidade para possuir um bosque
extenso.

** Espécies frequentes e consideradas aldctonas
- Populus deltoides
- Populus x canadensis

- Populus nigra ssp. italica
- Salix babylonica

- Ailanthus altissima
- Celtis australis

- Robinia pseudo-acacia

- Platanus x hispanica




Anexo |
INDICE GQC: CLASSIFICACAO DA QUALIDADE DO CANAL

indice da qualidade de canal: Caédigo:

(realizado em pelo menos trés transectos com distancia entre si de 20 metros)

1. Presenca de estruturas de retencéo

Auséncia de estruturas 4
Acude rustico semi-desagregado 3
Acude rustico bem consolidado 2
Acude ou barragem de betéo 1
2. Estrutura do canal
W/D<7, ndo ocorre inundagédo das margens 4
W/D = 8-15, inundacédo das margens rara 3
W/D = 15-25, inundagéo frequente das margens 2
W/D> 25, inundagd@o muito frequente das margens 1
W — Média da largura do leito molhado obtida nos transectos
D — Média da profundidade maxima obtida nos transectos.
3. Sedimentos e estabilidade do canal
Auséncia de alargamento do canal ou de acumulagdes de materiais transportados; canal Unico; 4
Algumas acumulac6es de materiais transportados; canal Unico; 3
Linguas de cascalho, areia e limo; o leito de cheia apresenta canais independentes; 2
Canal dividido em multiplas linguas de areia e limo (ou rio canalizado). 1
4. Estrutura das margens
Margens estaveis com vegetacao riparia continua e estruturalmente complexa (arvores e 4
arbustos); sem sinais de eroséo;
Margens estaveis mas com vegetagao riparia fragmentada; alguns regos desprovidos de 3
vegetacéo;
Margens pouco consolidados mantidas por uma vegetagdo esparsa de herbaceas e arbustos; 2
Margens com vegetagdo muito escassa e uniforme, rebaixadas pela erosé&o ao longo do trogo. 1




5. Alteragéo artificial das margens

Auséncia quase completa de alteracao artificial das margens;

Uma das margens apresenta alteracdes moderadas (e.g. enrocamentos >30% do comprimento 3
troco);
Ambas as margens apresentam alteragdes moderadas (e.g. enrocamentos >30%), ou uma delas 2

estd alterada significativamente (e.g. linearizagdo da margem),

Como no caso anterior mas a estrutura da margem é de betdo armado ou ciclépico. 1

6. Heterogeneidade do canal

Canal curvilineo e sequencia l6tica/léntica muito marcada;

Canal rectilineo com reduzida sequencia lética/léntica;

Velocidade praticamente constante ao longo de todo o tro¢o;

Zona léntica artificial ou rio canalizado.

| N W s

7. Estrutura do leito

Tipo 1 | Trocos encaixados, normalmente de cabeceira e com muitarocha, baixa potencialidade de
suportar um extenso bosque ribeirinho;

Tipo 2 Trogos com desniveis médios das margens, potencialidade intermédia para suportar um bosque
ribeirinho; “zonas médias do rio”;

Tipo 3 Trogos com desniveis das margens muito pouco acentuadas, potencialidade elevada para
suportar um bosque ribeirinho; zonas baixas de alguns rios.

Tipo 1 (Trogo em que predomina a erosao)

>50% do material é constituido por granulometria >25 cm (blocos);

>50% do material é constituido por granulometria >6,5 cm (pedra);

>50% do material é constituido por granulometria >2,0 cm (salto);

= W O

Predomina a areia e o limo (>50%).

Tipo 2 (troco em que predomina o transporte)

> 50% do material é constituido por blocos e pedras (>6,5 cm);

50% do material é constituido por pedra ou superior (>6,5 cm);

w| o]

< 25% do material é de dimensdes superiores a cascalho (>1,5 cm);

O leito é exclusivamente de limo e areia fina (>1,5 cm) é inferior a 10%. 1




Tipo 3 (troco em que predomina a sedimentagao)

>50% do material é constituido por dimensées superiores a areia grossa (0,5 cm); 8
30-50% do material é constituido por dimensées superiores a areia grossa (0,5cm) e o resto é 6
formado por limo e areia fina;

<30% do material é constituido por dimensdes superiores a areia grossa (0,5 cm) e o resto é 3
formado por limo e areia fina;

O leito é exclusivamente de limo e areia fina (<0,125 cm). 1

8. Deposicao de finos intersticiais

A % definos e <5%; 4
A %de finos é de 5-25%; 3
A %de finos é de 25-50%; 2
A % definos € >50%. 1

. Para os rios Tipo 1 os finos consideram-se <0,5 cm.

. Para os rios Tipo 2 e 3 os finos consideram-se <0,125 cm.




ANEXO I

GUIA PARA PREENCHIMENTO DAS VARIAVEIS ANTHROPOGENIC IMPACTS

Land use [impacto de praticas agricolas/silvicolas

5 > 40% uso agricola (agricultura intensiva), impacto muito severo (e.g.,
arrozal)

4 > 40% uso agricola/silvicola (UAS), forte impacto (e.g., area com forte
lexploracéo florestal, incluindo cortes rasos; area de regadio)

3 < 40% UAS, impacto moderado (e.g., hortas p/subsisténcia)

2 < 40% UAS, pequeno impacto (e.g., montado)

1 < 10% UAS, sem impactos significativos

Urbanization

Impacto de aglomerados urbanos

lab

Avaliacdo pericial (5 — impactos muito severos (e.g., local junto a um
urbe com caréncias ao nivel do saneamento bésico) a 1 — sem
impactos significativos (e.g., habitacbes isoladas))

Riparian area

Desvio relativamente ao estado natural da ZONA RIPARIA

lab

Avaliacdo pericial (5 — impactos muito severos (e.g., corte regular e em
grandes extensdes da vegetacdo ribeirinha, acompanhado de
sobrepastoreio) a 1 — sem impactos significativos))

Sediment load |[Desvio relativamente a carga natural de sedimentos (tanto

transportada na coluna de 4gua como a depositada no leito do rio)

A % de finos > 75% e/ou carga sedimentos transportada muito elevada

A % de finos = 50-75% e/ou carga sedimentos transportada elevada

A % de finos = 25-50% e carga sedimentos transportada natural

A % de finos = 5-25% e carga sedimentos transportada natural

=l N wl M O

A % de finos < 5% e carga sedimentos transportada natural

Morphological|Desvio relativamente ao estado natural do leito e das margens

condition
5 |Canal
4 Sector canalizado, faltam a maior parte dos habitats naturais
3 Sector canalizado; faltam alguns tipos de habitats naturais, embora se

|mantenha grande parte da forma natural do canal

2 Uma das margens pode apresentar enrocamentos rdsticos, mas estao
presentes a maioria dos habitats
1 IteracBes morfolGgicas ausentes ou desprezaveis

Vi



ANEXO Il

Pontuacdes atribuidas as diferentes familias de macroinvertebrados aquéticos para o
célculo do IBMWP (adaptado de ALBA-TERCEDOR & SANCHEZ ORTEGA 1988).

FAMILIAS

PONTUACAO

: Siphlonuridae, Heptageniidae, Leptophlebiidae, Potamanthidae, Ephemeridae

: Taeniopterygidae,Leuctridae, Capniidae, Perlodidae, Perlidae,Chloroperlidae

: Phryganeidae, Molannidae, Beraeidae, Odontoceridae, Leptoceridae, Goeridae,
Lepidostomatidae, Brachycentridae, Sericostomatidae

. Athericidae, Blephariceridae

: Aphelocheiridae

= Tom

10

: Psychomyiidae, Philopotamidae, Glossosomatidae

. Lestidae, Calopterygidae, Gomphidae, Cordulegasteridae, Aeschnidae,
Corduliidae, Libellulidae

. Astacidae

: Ephemerellidae, Prosopistomatidae
: Nemouridae
: Rhyacophilidae, Polycentropodidae, Limnephilidae, Ecnomidae

sTom |0 O+ |TO

: Neritidae, Viviparidae, Ancylidae, Thiaridae, Unionidae
: Hydroptilidae

Gammaridae, Atyidae, Corophiidae

: Platycnemididae, Coenagrionidae

oo-z

: Oligoneuriidae, Polymitarcidae

: Dryopidae, EImidae, Helophoridae, Hydrochidae, Hydraenidae, Clambidae
: Hydropsychidae, Helicopsychidae

: Tipulidae, Simuliidae

. Planariidae, Dendrocoelidae, Dugesiidae

: Baetidae, Caenidae

: Haliplidae, Curculionidae, Chrysomelidae

: Tabanidae, Stratiomyidae, Empididae, Dolichopodidae, Dixidae, Sciomyzidae
Ceratopogonidae, Anthomyidae, Limoniidae, Psychodidae, Rhagionidae

Mg: Sialidae

Pl: Piscicolidae

A: Hidracarina

oom |TO-H0mMm

H: Mesovellidae, Hydrometridae, Gerridae, Nepidae, Naucoridae, Pleidae, Veliidae,
Notonectidae, Corixidae

C: Helodidae, Hydrophilidae, Higrobiidae, Dytiscidae, Gyrinidae

M: Valvatidae, Hydrobiidae, Lymnaeidae, Physidae, Planorbidae, Bithyniidae,
Bythinellidae, Sphaeriidae

Hr: Glossiphoniidae, Hirudidae, Erpobdellidae

C: Asellidae, Ostracoda

D: Chironomidae, Culicidae, Muscidae, Thaumaleidae, Ephydridae

O: Oligochaeta (Todas As Familias)
D: Syrphidae
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ANEXO Il

AMPLITUDES DE VARIAGAO PARA O INDICE IBMWP E SEU SIGNIFICADO.

Amplitude de valores Classe Significado
> 100 I Agua limpa
61-100 Agua ligeiramente poluida
36 - 60 Agua moderadamente poluida
16 -35 Agua muito poluida
<15 Agua fortemente poluida

MEDIANA DOS VALORES DE REFERENCIA E FRONTEIRAS PARA OS RIOS DE PORTUGAL CONTINENTAL

iIndice Valor de Exc./Bom Bom/Raz. Raz./Med. Med./Mau
WEECCLES adoptade  Referéncia (RQE) (RQE) (RQE) (RQE)
Rics Montanhosos do -
Norte IPtI, 0.98 0.86 0.60 0.40 0.20
Rios do Norte de - -
Epre D IPtI, 1.02 0.87 0.65 0.44 0.22
Rios do Norte de
Média-Grande IPtI, 1.00 0.88 0.66 0.44 0.22
Dimensiao
Rios do Alto Douro de
Média-Grande IPtI, 1.01 0.83 0.61 0.41 0.20
Dimensédo
Rios do Alto Douro de & -
ST Bl IPtI, 1.01 0.85 0.59 0.40 0.20
Rios de Transicdo
Norte-Sul IPtIy 1.00 0.86 0.64 0.42 0.21
Rios do Litoral Centro IPtIg 0.98 0.74 0.56 0.37 0.19
Rios do Sul de
ST E IPtIs 0.23 0.95 0.70 0.47 0.23
Rios do Sul de
Média-Grande IPtIs 0.98 0.97 0.72 0.48 0.24
Dimensao
Rios Montashososde  ypyy,, 0.99 0.82 0.56 0.38 0.19
Depdsitos
Sedimentares do Tejo IPtIs 1.05 0.88 0.65 0.44 0.22
e Sado
Calcarios do Algarve IPtIs 0.29 0.95 0.70 0.47 0.23
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ANEXO IV

Report Date: 3/9/2010

Anaiyte Symbol au oI B N o M o e e Wb ¢ K v
Unit Symbol ppb ppm ppm ppm ppm ppm ppm %  ppm ppm ppm ppm  ppm % ppm _ppm ppm  ppm % ppm ppm  ppb % %
Detection Limit Fo2 03" 1 03" ¥ 3F 17 1 0.01 0.01 057 507 17 2 05 001" 1 2F 1 02 o0tF 1F 1F s 001 001
Analysis Method INAA MULT INAA /TD-ICP TD-ICP TD-ICP TD-ICP TD-ICP MULTINAA/TD-ICP MULTINAA/TD-ICP TD-ICP TD-ICP INAA INAA TD-ICP TD-ICP INAA TD-ICP INAA INAA INAA INAA INAA INAA INAA INAA TD-ICP TD-ICP
1(Aguarecolhida junto as escombreiras)
2 (Aguado rio amontante das escombreiras)
3 (Aguarecolhidano Portelo)
4 (Aguarecolhida ajusante do Portelo)
5 (Branco do método)
A (Sedimentos recolhidos no Portelo) <2 139 105 <0.01 9,08 550 U <05 0,06 136 12 344 2 <5 3,35 0,69
B (Sedimentos recolhidos nas escombreiras) <2 u4 0,02 7,93 530 7 <05 0,04 148 11 404 2 <5 3,08 0,56
Minas Classe zClasse 1Minas Classe 1Classe 1 Classe 1e 2 Classe «Minas Minas Minas Minas Classe 2 Classe 1?
EE - P rofBE sc  se St Ta ioth vl w Y La Ce Nd Sm Sn Tb Yb Lu Mass Na L Be Mg Al si K ca sc Ti v cr Mn Fe
ppm % % ppm ppm ppm ppm ppm  ppm % ppm  ppm ppm  ppm ppm  ppm ppm ppm  ppm % ppm ppm  ppm g ng/L Hg/L ug/L ug/L ng/L Hg/L ug/L ng/L ng/L Hg/L ug/L ng/L Hg/L Hg/L
r 1 o001 o0001" 1 o1 01" 37 1 05 001 02 o057 2 1" 1 05" 3¥ 5 01 o001 05 02 005 r s” 1 2" 200" 30" 7007 1 0.1 0.1 05 01" 0
TD-ICP INAA TD-ICP INAA INAA INAA INAA TD-ICP INAA TD-ICP INAA INAA TD-ICP INAA TD-ICP INAA INAA INAA INAA INAA INAA INAA INAA INAA ICP-MS ICP-MS ICP- Ms ICP- MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS
270 - 4830 l 5600 1540 6000 T o/
2080 3000 1590 1200 <1 04
2100 4100 940 3000 <1 05
1980 3400 370 2800 <1 04
43 <200 <30 <700 <1 <0,
03 0063 329 13 <3 20 <05 025 95 36 52 B 2 359 56 20 46 <00l <05 23 032 252 Doc INAG oc INAG DL 1998 Doc INAG ¢ INAG DL 1998 DL 1998
- 023 0085 332- 03 <3 9 13 027 96 <05 55 B 1 329 53 20 43 <001 <05 19 026 296
Co Ni Cu Zn Ga Ge As Se Br Rb Sr Y Zr Nb Mo Ru Pd Ag Ccd In Sn Sb Te | Cs Ba La Ce Pr Nd
ug/L Ho/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L ug/L ug/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L Hg/L g/L ug/L ug/L Hg/L
0.005 03 02 05 0.01 0.01 0.03 02" 3 0005 004  0.003 001  0.005 0.1 0.01 0.01 02 001  0.001 01 0.01 01" 1 0001 01 0001 0001 0001 0001
ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS ICP-MS
7 1838 25 i3 003 <0.005 007 <00l <02 <0.001] 0.7 <0.1 <1 20,6 551 19 194 9,87
0 2555 05 0065 002 <0.005 <001 <001 <02 <0.001] 03 <01 <1 15 0,045 0,03 0015 0055
0 8,62 8,7 2,04 002 <0.005 002 <001 <02 <0.001] 0,26 <01 <1 638 075 154 0211 0,98
6 131 04 0,06 001 <0.005 <001 <001 <02 <0.001] 0,33 <01 <1 0556 0032 0,076 001 0061
<3 0023 053 0031 <001 <0005 <001 <001 <02 <0.001] 0,6 <01 <1 0005 0,057 0,138 001 0042
oc INAG DL 1998 oc INAG oc INAG Doc INAG oc INAG Doc INAG Doc INAG DL 1998 Doc INAG Doc INAG
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ANEXOS (CAPITULO 3)



Anexo |

Microscopia Optica - Procedimento

1. Material e equipamentos

- Fixador Bouin - Processador

- Xilol - Mesa de incluséo
- Parafina - Hote

- Alcool (50; 70; 90; 95; 100 %) - Micropipeta

- Cassetes

2. Procedimento

- Recolher 0 material que se pretende analisar, colocar em cassetes e de seguida,
trabalhando na hote, no fixador Bouin pelo menos 24 horas.

- Lavar o material em alcool a 50 e 70% para remover 0 excesso de Bouin.

Nota: este passo tem como objectivo evitar a contaminacdo dos alcoois do
processador Citadel 2000.

- Procedemos a desidratacao do tecido através do processador Citadel 2000.

Nota: O equipamento passa 0 material nos alcoois a 70, 90, 95%, trés passagens no

alcool a 100% e trés passagens em xilol durante uma hora cada.

- Impregnar as cassetes em parafina | durante uma hora e uma segunda vez em
Parafina Il durante 3 a 4 horas. (Parafina | e Il: trata-se de diferentes recipientes

contendo ambos parafina)

- Colocar as cassetes em suportes de aluminio e Incluir em parafina na mesa de
inclusdo SHADON HISTOCENTRE 2.

Nota: para amostras com mais de 1 cm, duplicam-se os tempos em cada um dos

passos anteriormente referidos.



3. Realizacao de cortes no micrétomo

a. Material e equipamentos
- Micrétomo
- Recipiente de agua destilada morna contendo um pouco de alcool.
- Agulha lanceolada
- Pincel
- Laminas
- Estufa
- Suporte de laminas
- Banho-maria
b. Procedimento

- Colocar as cassetes algum tempo no frigorifico, em média uma hora, para facilitar o

corte.
- Colocar a cassete no micrétomo e regular o corte para 5 uym.

Nota: é aconselhado ndo considerar os primeiros cortes até que apanhe bem o

material e ndo figue com quebras.
- Colocar os cortes na tina de agua morna com alcool.

- Desenrolar os cortes com um pincel, de seguida, secciona-los com atencao para ndo

cortar o tecido.
- Colocar os cortes em laminas.
- Passar rapidamente as laminas no banho-maria para estica-lo.

- Colocar as laminas em tinas suportes e secar ha estufa por 12 horas.

Xi



4. Coloracdo dos cortes

a. Material
- Tinas - Xilol
- Alcool a 50, 75, 90 e 100 % - Suporte de laminas
- Agua desionizada - Laminas
- Corante Hemalumen - Lamelas
- Corante Eosina - DPX

b. Procedimento

Hidratacao:

- Tirar as laminas da estuda e proceder a desparafinizacdo colocando o material em

xilol por 10 minutos.
- Colocar de seguida em éalcool a 100% com alguma agitacéo durante 3 minutos.
- Repetir o processo anterior com alcoois a 90, 75 e 50% respectivamente.

- Lavar o material passando duas vezes por agua desionizada com bastante agitacao.

Coloracéo:

- Colocar as laminas no corante Hemalumen 5 a 10 minutos (cora os ndcleos).
- Passar por 4gua desionizada com agitagéo até ficar translucida.

- Colocar as laminas 5 minutos no corante Eosina (cora o citoplasma).

- Realizamos uma passagem rapida por agua desionizada.

Nota: os corantes apenas tém afinidade com material hidratado. A desidratacdo €

necessaria para a montagem.
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Desidratacéo:

- Passar as laminas rapidamente duas vezes em alcool a 50%.
- De seguida, uma passagem rapida em alcool a 75%,

- Deixar 3 minutos no alcool a 90%, 3 minutos no alcool a 100% e 3 minutos em alcool

a 100% (&lcool novo).
- Colocar de seguida 10 minutos em Xilol.

Nota: se as laminas apresentarem um aspecto leitoso aquando da passagem em xilol
significa que a amostra nao ficou bem desidratada, repetir a passagem pelo alcool a

100%. Manter as laminas em xilol até se proceder a montagem.

- Proceder a montagem das laminas colocando uma gota de DPX antes de colocar a

lamela.
- Pressionar a lamela para remover o excesso de DPX.

- Deixar secar até o DPX solidificar totalmente permitindo remover com um bisturi os

eXCessos.
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Anexo Il

Preparacédo de células para microscopia electronica de transmisséao

Reagente Tempo Observacao
Fixacéo
Gluteraldeido 2.5% em CAC 2 horas 4°C
Lavagem
Tampéo CAC 10 minutos 4°C
Tampéao CAC 10 minutos 4°C
P6s-fixacao
Tetroxido de 6smio 2% em CAC 1 hora 4°C
Lavagem
Tampéao CAC 15 minutos 4°C
Desidratacao
Alcool 30% 15 minutos 4°C
Alcool 50% 15 minutos 4°C
Alcool 70% (possivel ponto de )
paragem da experiéncia) 15 minutos ve
Alcool 90% 15 minutos 4°C
Alcool 95% 15 minutos Temperatura ambiente
Alcool abs. 20 minutos
Alcool abs. 20 minutos
Oxido de propileno 10 minutos
Oxido de propileno 10 minutos
*Impregnacao
Oxido de propileno + Epoxy (1:1) 3 horas Durante a noite
Oxido de propileno + Epoxy (1:3) 1 hora
Epoxy 2 hora
**Incluséo
Epoxy final em molde
(colocar etiqueta) 12 horas aote
24 horas 60°C
Alguns dias Temperatura ambiente

**No caso da microscopia electrénica de varrimento, nao foi realizado o passo da
Impregnacéo e da Incluséo.
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