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Resumo

A 4gua € um bem essencial para todos os seres vivos no planeta. Apenas temos
acesso a uma pequena percentagem da dgua doce nele existente. Infelizmente, essa
percentagem tem vindo a diminuir, devido ao uso excessivo que fazemos deste
recurso, pois grande parte do seu consumo nao € essencial & nossa sobrevivéncia.
Com o passar dos anos, temos contaminado esse recurso tdo precioso com as
atividades antropogénicas negativas tanto para o ser humano como para 0 meio
ambiente. Os animais adoecem e morrem quando bebem dessa &gua impropria, o
ecossistema dos cursos de &gua também morre devido as contaminacdes fisico-

quimicas e biolégicas.

Sabe-se que a variacdo do pH afeta negativamente os peixes [22; 23], mas ha pouca
informacé&o pertinente acerca dos efeitos da variagdo em macroinvertebrados, onde a

maioria dos trabalhos se centra especialmente em pH é&cido.

Neste estudo foi possivel confirmar que o pH tém influéncia na capacidade de
sobrevivéncia dos organismos no seu habitat, onde valores mais baixos ou mais altos
de pH aumentam a taxa de mortalidade dos Ephemeropteros mais sensiveis. Foi
possivel observar-se outros efeitos que a variacdo do pH tem nos organismos e que
envolvem um estado avancado de decomposicdo em pH alto bem como a realizacdo

de muda de carapaca em pH baixo.

Palavras-chave: acidificacdo; basificacdo; pH; macroinvertebrados; Ephemeroptera.
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Abstract

Water is an essencial good to every single living being in the planet. We only have
acess to a single fraction of the existing fresh water in the planet. Unfortunately, that
percentage has bem diminishing, because of the overconsumption that we make of this
resource, since the vast majority of that consumption is not essencial to our survival.
Over the years, we have been contaminating this precious resource with our
anthropogenic activities, which are not only bad for the human being but also bad for
the environment. Even the ecosystem itself from the water course dies, due to the

physicochemical and biological contamination.

It's known that the pH variation affects negativaly the fishes [22; 23], but there is few
important information about its effects on macroinvertebrates, whereas maost of the

studies focus solely on the acidic pH.

In this study was possible to confirm that the pH has influence in the survival capacity
of the organisms in their habitat, where higher or lower values of pH rises the mortality
rate of the most sensible Ephemeroptera. It was also possible to observe other effects
of the pH variation in the mayfly's nymphs, effects like the advanced state of
decomposition in high pH, ou carapace shedding in low pH.

Key-words: acidification; basification; pH; macroinvertebrates; Ephemeroptera.
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Capitulo 1

Introducao

A agua é um bem essencial para todos os seres vivos no planeta e, muito
possivelmente, o bem mais importante para que a vida se possa manter. Da superficie
do planeta Terra, 71% corresponde a agua salgada e apenas 2,5% a agua doce.
Desses 2,5%, uma pequena percentagem correspondente a 1% das aguas superficiais

cuja maioria corresponde aos lagos, rios e ao vapor de agua.

Com a evolucgéo das tecnologias e da industria, a agua tem-se tornado mais escassa e
poluida, em grande parte. Aguas que, antigamente, se podiam consumir sem
problemas, agora necessitam de cuidados minimos para se tornarem proprias para
consumo e, ainda assim, corremos riscos de contrair doengas transmissiveis ou até
intoxicagBes derivados do uso excessivo de pesticidas ou derivados de metais
pesados, resultantes de exploragfes mineiras [18, 26]. Esta contaminacdo das aguas
€ prejudicial para toda a comunidade biética dos ecossistemas aquaticos [6]. Com 0s
ecossistemas aquaticos a tornarem-se eutroficos, aparecem grandes “blooms” de
microrganismos nas camadas superficiais, tornando estas zonas anoxias, provocando
a morte dos organismos dependentes do oxigénio [43]. Além disso, esses mesmos

microorganismos podem libertar toxinas prejudiciais para 0s seres vivos.

Estes problemas de eutrofizacdo fazem com que as aguas figuem acidificadas e
alcalinas, tornando o meio improprio para a sobrevivéncia dos organismos. A
acidificacdo e a alcalinizacdo das 4guas ndo preocupou o homem, uma vez que ndo
tém impacto direto sobre ele. Contudo, sé aquando da contaminacdo da agua, se da
conta da importancia deste processo.

Este problema leva a que este trabalho tenha como objetivo complementar os dados
existentes sobre a qualidade da &gua em termos do pH e demonstrar que existe
informacédo pertinente sobre os efeitos do pH, pois, ao contrario dos pensamentos
populares, a acidez e a basicidade realmente tém efeitos nefastos sobre a
biodiversidade de um curso de agua, mesmo quando ndo existe qualquer outro tipo de

contaminacéao.
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Capitulo 2
Agua e tipos de Agua

Em termos geograficos, as bacias hidrograficas desempenham um importante papel
ao nivel da irrigacdo das areas interiores da terra, assim como na antiguidade eram o
principal limite ou fronteira das povoacdes e reinos. Em termos geoldgicos, a 4gua tem
um papel importante nas atividades geolégicas e vai afetar os padrées das falhas ao
nivel do manto que é responsavel por um conjunto de atividades que vao dar origem

aos vulcdes e as areas de subduccéo.

-

. Water storage
in ice and snow

Water storage
in oceans

Fig. 1 — Legenda do ciclo da &gua (imagem da autoria do USGS — Unitade States Geological Survey)

O ciclo da agua é um conjunto de processos de troca de agua entre a atmosfera,
aguas superficiais, aguas subterraneas e plantas. E através deste ciclo que a agua se
distribui por todo o planeta e onde a agua doce tem origem, resultando da evaporacao

da &gua marinha. Esse vapor de &gua é transportado para terra através da
precipitacdo. Parte dessa agua sera absorvida pelas plantas, outra ird escorrer e
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acumular-se em bacias, dando origem aos cursos de agua, uma Ultima parte, ira
infiltrar-se no solo dando origem as aguas subterraneas. Este processo é importante

uma vez que garante a constante renovagéo das aguas.

Infelizmente, o uso excessivo da dgua doce por parte do homem tem levado a sua
escassez. Em termos concretos, a nivel global existe a mesma quantidade, mas
aquela que esta disponivel para o consumo tem vindo a diminuir. Entre as varias
acOes do homem esta a poluicdo desmedida dos cursos de agua. Tratando-se de um
ciclo, a existéncia de uma interferéncia numa parte do ciclo acaba por influenciar todo
0 processo. Por exemplo, as chuvas acidas sdo uma grande/grave consequéncia da

atividade antropogénica.

Mais importante que a geografia e a geologia é o facto de a agua ser a base para os
organismos vivos. Na sua constituicdo a agua desempenha um papel importante,
mesmo quando 0s organismos se adaptam a prolongada auséncia deste bem. Devido
a atividade do homem, a manutencgéo deste recurso tem-se tornado cada vez mais um
dos obijetivos da sociedade, levando os estudiosos a realizar diversos trabalhos sobre
a temética da contaminacao das aguas.

A variacdo do pH nas aguas é um dos assuntos mais estudados pelos investigadores
[3; 4; 5; 8; 10; 15; 16] e a prevencdo e recuperacdo dos cursos de agua centrados
neste parametro tém tido, de forma geral, bons resultados, apesar do processo ser
lento e existirem outros fatores que influenciam o nivel de contaminacéo [2; 3; 10; 11;
12; 13; 15; 16; 17]. O parametro pH representa a atividade do ido de hidrogénio na
agua de forma logaritmizada, resultando inicialmente da dissociacdo da molécula da
agua e posterior acréscimo por um ido de hidrogénio proveniente de outra fonte. Fonte
essa que pode ser efluente industrial, chuvas acidas, atividade fotossintética e

decomposicdo do material organico na agua.
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2.1 Aguas Acidicas

Fig. 2 — Origem e consequéncias das chuvas acidas (imagem retirada do site http://www.askiitians.com)

As aguas éacidas ndo sao comuns no meio ambiente e sabemos que estas
aumentaram em numero com a atividade humana. Os principais fatores de
acidificacdo da agua sdo as exploracGes mineiras superficiais [4; 6], descargas de
efluentes industriais e a decomposicdo de material organico depositado nos rios e/ou
lagos. O &cido sulfarico resulta do processo oxidacdo-reducdo de metais existentes na
agua. Este processo liberta SO4 (sulfato), que ao reagir com os i6es H+ forma H2S04,
ou seja, o &cido sulfarico. Isto é um problema sério, pois a acidificacdo da agua, além
de alterar o equilibrio acido-base, também permite que metais perigosos se acumulem
na 4gua, como por exemplo o aluminio [37; 39]. O &cido humico resulta do processo
de decomposicdo de matéria organica. E constituido por diversos compostos, entre
eles o acido carboxilico e fenois. Este acido € bastante comum nos rios e lagos de
zonas tropicais, uma vez que as temperaturas altas e a grande diversidade aumenta a

taxa de decomposigéo.
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A “chuva acida” é outro importante contribuinte para a acidificacdo das aguas (Fig. 2).
De uma forma geral, este tipo de chuva resulta da deposi¢cdo seca e humida de
componentes da atmosfera com grandes concentragdes de acidos sulfurico e nitrico.
Os precursores desta chuva podem resultar tanto da atividade antropogénica como da
Natureza, por exemplo dos vulcGes e da vegetacdo em decomposi¢do,uma vez que
libertam para atmosfera SO2 e NOx (diéxido de enxofre e Oxidos de azoto,

respetivamente) [26; 37; 39].

Para concluir o tépico da “Acidez da agua” é necessario realgar que 0s organismos
reagem todos de diferentes maneiras a acidez. Por exemplo os peixes perdem a
capacidade de osmorregular devido ao excesso de ides H+ existentes na agua. Os
moluscos, em especial 0s bivalves, ficam com as suas conchas mais frageis devido a
perda de calcio. Os macroinvertebrados, de uma forma geral, sdo organismos que
demonstram sensibilidades variadas, mas todos eles s&o consideravelmente mais

sensiveis a acidez das aguas do que os organismos vertebrados [21; 38].

2.2 Aguas Basicas/Alcalinas

As 4guas alcalinas sdo um acontecimento raro, mesmo quando ha interferéncia
antropogénica no ecossistema aquatico. Normalmente, as aguas alcalinas estdo
associadas a aguas de dureza elevada ou que estejam no estado de eutrofizacao.
Relativamente aos ecossistemas, muitos organismos sdo afetados negativamente,
entre eles, os peixes. Infelizmente, a informacéo relativa aos macroinvertebrados é
nula, ndo se sabe concretamente se este tipo de agua tem alguma desvantagem para

estes organismos.

De uma forma geral, a alcalinidade da agua esta diretamente relacionada com a
quantidade de HCO3. O Bicarbonato e o Carbonato sao derivados de acidos fracos,
mas hidrolisam em contacto com agua formando bases fortes. Estas bases fazem com
que o pH da agua aumente consideravelmente, atingindo valores préximos de 10.
Uma forma de a agua atingir pH superior a 10 seria através do limo. O limo é um
conjunto de bactérias fotossintéticas (cianobactérias, por exemplo) que através da
fotossintese removem o0s compostos carbdnicos da agua formando compostos

alcalinos. Isto faz com que o pH nas zonas mais superficiais das aguas seja mais
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elevado. Descargas industriais de empresas que empregam o uso de bases fortes,
como o cal e a soda, também s&o importantes contribuintes para o aumento do pH dos
cursos de 4gua, assim como algumas estacdes de tratamento de dguas que podem

descarregar 4guas com grande quantidade de hidréxidos [34].

A grande preocupacdo das aguas alcalinas para peixes sdo os problemas que ela
causa a nivel da homeostasia. Isso pode ser uma explicacdo, porque um grande
namero de organismos morre quando surgem os “blooms” de cianobactérias e as
andlises as aguas ndo detetam a presenca de toxinas, isto ja contando com a possivel

perda de oxigénio [22; 23].
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Capitulo 3

Macroinvertebrados

Os macroinvertebrados sdo pequenos organismos visiveis a olho nu, ou seja, as suas
dimensdes séo superiores a 0,5 mm [28]. Existem em maior nimero nos rios, sendo o
seu habitat preferencial o fundo dos rios, debaixo de rochas, nas plantas aquaticas e
troncos submersos. S&o uma importante fonte de alimento para os peixes e incluem
varios grupos de animais, como anelideos, crustdceos, moluscos e insetos, sendo
estes Ultimos os mais representados. Devido as suas vastas sensibilidades, os
macroinvertebrados sdo muito utilizados como bioindicadores de qualidade da agua.
Assim sendo, qualquer habitat é caracterizado por um conjunto de fatores do meio que
fazem com que diferentes organismos de fauna e flora estejam presentes ou ausentes
nesse habitat. Dentro destes macroinvertebrados temos varias estratégias
alimentares: predadores, filtradores, raspadores, detritivoros, trituradores, parasitas e

furadores.

Sendo assim, através de varios indices de abundancia de macroinvertebrados (IBB) e
indices de presenca ou auséncia de familias taxonémicas, podendo em alguns casos
chegar a especie (BWMP), os cursos de agua podem ser caracterizados de acordo
com a qualidade biolégica da &gua. De entre a grande variedade de
macroinvertebrados, neste trabalho, optamos por estudar os Ephemeroptera por
serem os de maior sensibilidade.

3.1 Ordem dos Ephemeroptera

Os ephemeropteros, mais conhecidos popularmente por efémeras, s@o insetos

aquaticos pertencentes a ordem Ephemeroptera. S8o conhecidas cerca de 3000

espécies de efémeras mundialmente agrupadas em 400 géneros e 42 familias [25].

A ordem dos Efemeropteros, apesar de ter duas familias que apresentam consideravel

resisténcia, €, de uma forma geral, muito sensivel as variagdes fisico-quimicas da
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agua e, normalmente, estdo ausentes de cursos de agua que apresentam niveis de

poluicdo consideraveis.

Estes organismo s&o insetos relativamente primitivos e apresentam diversas
caracteristicas ancestrais provavelmente presentes nos primeiros insetos voadores.
Sendo insetos aquéticos, possuem estdgios imaturos denomidados ninfas que vivem
em 4gua doce e cuja presenc¢a, normalmente, € indicativo de um ambiente limpo. As
ninfas vivem nos cursos de agua, mais precisamente por baixo das rochas, vegetacao
em decompicdo ou no sedimento. Poucas espécies vivem em lagos, devido a

geografia destes, mas as poucas espécies que vivem estdo entre as mais prolificas.

As ninfas, que neste trabalho sdo o organismo em estudo, tém um corpo alongado e
cilindrico, passam por diversas mudas, aumentando o seu tamanho cada vez que
sofrem muda. Estes organismos, conforme as espécies, podem atingir um tamanho
entre 3 e 30 milimetros [27] e as cabecas tém um revestimento exterior de esclerotina,
uma proteina que habitualmente estd associada a quitina, formando, com
regularidade, altos resistentes e projecdes. A cabeca tem um par de olhos compostos,
3 ocelos e um par de antenas que se posicionam em frente dos olhos, anteriormente
ou entre os ocelos. As pecas bocais sdo designadas para mastigar e consistem num
labrum, mandibulas, uma hipofaringe membranosa semelhante a uma lingua e um
labio (Fig.14) [29].

O torax é constituido por 3 segmentos: o protorax, 0 mesotorax e o metatorax, estando
estes dois ultimos fundidos. Cada segmento do torax tem um par de patas, cada uma
delas terminando numa garra que pode ser denticulada ou ndo denticulada. Cada
segmento do membro pode possuir espinhos e/ou pélos, que dependendo da espécie
podem servir para filtrar alimento, cavar, agarrar ou proteger as branquias. As placas
alares formam-se no mesotordx e, em algumas espécies, placas alares traseiras

desenvolvem-se no metatorax (Fig. 13) [29].

O abdémem consiste em 10 segmentos, alguns dos quais podem ser ocultados por
um grande par de branquias operculadas, protegidas por um escudo ou placa toraxica,
gue é uma extensao do protorax, ou por placas alares. Dependendo das espécies, as
efémeras podem possuir até 7 pares de branquias, que podem estar localizadas
lateralmente no abdémem, ou em alguns casos, ventralmente. Ainda existem casos
em que as guelras podem situar-se na coxa (coxae) das patas [29]. Esta distribuicdo

das branquias permite aos investigadores identificar, juntamente, com outras
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caracterisitcas como as pecas bocais, 0s organismos até a espécie. Na extremidade

do abdomen h& um par ou um conjunto de 3 cercos.

Relativamente as branquias, as funcfes desta estrutura varia conforme as espécies e
0 seu habitat. De uma forma geral, as branquias n&o auxiliam o organismo no
consumo de oxigénio, indicando que estas estruturas tém como funcao a ventilagéo da
superficie respiratéria do corpo da ninfa. Mas, em outras espécies, quando o
organismo esté exposto a baixas concentracdes de oxigénio, as branquias ja adquirem
a funcdo de verdadeiro tracto respiratorio, cuja auséncia levaria @ morte do organismo.
Para espécies escavadoras, como é o caso da Ephemera vulgata, as branquias
apresentam sempre a funcéo de verdadeiro tracto respiratorio, seja em altas ou baixas

concentracdes de oxigénio [20].

Em termos de dieta, a maioria das espécies de ninfas sdo organismos herbivoros ou
detritivoros, mas também existem organismos predadores em menor numero. Estes
seres processam grandes quantidades de matéria organica e, juntamente com outros
macroinvertebrados, tém grande impacto em termos de “grazing” ou pasto nos

produtores primarios do leito dos cursos de agua e rios [30].

As ninfas de Ephemeropteros, de uma forma geral, sdo bastante suscetiveis a
poluicio e por isso sdo frequentemente utilizadas na biomonotorizacdo de
ecossistemas aquaticos. Em termos da variagdo do pH, as efémeras séo
particularmente sensiveis a acidificacdo, mas existem espécies que apresentam
consideravel resisténcia a baixo pH, entre eles as familias Caenidae e Siphlonuridae

(as familias mais resistentes da ordem Ephemeroptera) [32].

Para concluir, na tabela um estdo representados os diversos niveis, ou pontos, de
sensibilidade presente nas varias ordens de macroinvertebrados. Estes niveis de
sensibilidade foram calculados segundo o indice do BMWP (Biological Monitoring
Working Party), em que o valor 10 representa os organismos de maior sensibilidade, e
0 1 os de maior resisténcia. No caso da ordem Ephemeroptera, as familias
apresentam niveis de sensibilidade altos, apesar de existirem duas familias que
apresentam consideravel resisténcia, os Baetidea e os Caenidea, cujo nivel de

sensibilidade é 4.
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Tabela 1 — Nivel de sensibilidade das familias das varias ordens de macroinvertebrados, segundo o indice

BMWP
Familia Sensibilidade

CHIRONOMIDAE 2
DIXIDAE 4
EMPIDIDAE 4
PSYCHODIDAE 4
CERATOPOGONIDAE 4
ATHERICIDAE 10
LIMONIIDAE
BAETIDAE
CAENIDAE
LEPTOPHLEBIIDAE 10
HEPTEGENIIDAE 10
NEOEPHEMERIDAE 10
SIPHLONURIDAE 10
EPHEMERELLIDAE 7
GAMMARIDAE 6
VALVATIDAE 3
HYDROBIIDAE 3
BITHYNIIDAE 3
LYMNAEIDAE 3
VIVIPARIDAE 6
BERAEIDAE 10
POLYCENTROPODIDAE ’
SERICOSTOMATIDAE 10
HYDROPTILIDAE 6
LIMNEPHILIDAE 7
LEPTOCERIDAE 10

CORBICULIDAE -

Todas as Familias 1



DYTISCIDAE
ELMIDAE
HYDRAENIDAE
HALIPLIDAE
PLATYCNEMIDIDAE
AESHNIDAE
GOMPHIDAE
ERPOBDELLIDAE
LEUCTRIDAE
NEMOURIDAE
CAPNIIDAE
TAENIOPTERIGIDAE
CORIXIDAE
GERRIDAE
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Capitulo 4

Material e Métodos

4.1 Recolha e Triagem

O curso de 4gua amostrado foi o Rio Ave. Este rio foi escolhido para a recolha dos
macroinvertebrados devido a sua qualidade da &gua [36], pois € um rio bastante

poluido.

.

Fig. 3 — Esquema do Rio Ave com os pontos 6, 5 e 4.
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Fig. 4 — Esquema do Rio Ave com os pontos 3 e 2 (visivel a albufeira da barragem de Travessos, canto superior direito)

Fig. 5 — Esquema do Rio Ave com o ponto 1 (visivel a albufeira da barragem do Ermal)
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Tabela 2 — Pontos de Amostragem e respetivas Coordenadas

Ponto Local Coordenadas Foto

Ponte da Parada,
410 36' 11.06" N _
1 Agra Fig. 7

o _ 802'54.72" W
(Vieira do Minho)

Praia Fluvial da
410 33'28.36" N _
2 Rola, Areosa Fig. 8
80 12'58.68" W
(Fafe)

Calcada de Barco,
_ 410 28' 54.23" N _
3 Caldas das Taipas Fig. 9
, 8020'40.78" W
(Guimaréaes)

Azenha Velha,
_ 410 23'49.00" N ,
4 Riba D’'Ave Fig. 10
, 8023'28.73" W
(V.N. Famalic&o)
Parque Urbano da
. 41021'7.74" N _
5 Rabada, Burgées Fig. 11
) 80 27'46.12" W
(Santo Tirso)
Ponte da Lagoncinha,
410 20" 56.65" N _
6 Lousado Fig. 12
_ 8031'12.02" W
(Santo Tirso)

Nos pontos 5 e 6 0 pH da agua variava entre 8 e 10. Nos restantes, o valor do pH
rondou entre 5,5 e 7, sendo o valor mais préximo do que seria normal para este curso

de agua.

O protocolo para a recolha e triagem dos macroinvertebrados utilizado foi indicado
segundo as normas da DGQA, do INAG. As amostras recolhidas foram mantidas em
caixas de plastico para transporte, sem adi¢cdo de formol ou etanol, uma vez que a

triagem seria realizada in vivo, no laboratério.

Para se proceder a recolha dos macroinvertebrados da ordem Ephemeroptera, deve
ter-se em atencdo certos factos: as ninfas, a fase larvar das efémeras, séo organismos
gue apenas se dao em cursos de agua lento e baixo. Isto implica que as recolhas s6

possam ser realizadas nos periodos em que ndo haja precipitacdo;por outro lado, a
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época de acasalamento decorre nos periodos da primavera e outono, 0 que torna a
altura ideal para recolhas os meses de maio, julho e setembro [9]. Um ultimo facto
importante € a temperatura das aguas, uma vez que em aguas muito frias, como
acontece entre novembro e margo (tabela 2), o nUmero de organismos sera muito

reduzido.

O manuseamento dos organismos em laboratério deve privar de rigor e cuidado. Fora
do seu habitat natural as efémeras tém tendéncia a morrerem em poucos dias caso
nao se tenham os devidos cuidados. Isto exige que os testes tenham de ser realizados

0 mais brevemente possivel por forma a evitar a morte dos organismos.

4.2 Protocolo “Taxa de Mortalidade de Ephemeropteros”

O protocolo utilizado para os testes ecotoxicolégicos foi baseado nos protocolos da
OCDE - “Imobilizacdo Aguda de Daphnia sp.” e “Toxicidade Aguda em Embrides de
Peixe”. Foram feitas diversas adaptacfes de forma a adequar o protocolo ao estudo

pretendido.

Os quimicos utilizados no teste foram o acido sulfarico (H2SO4), visto ser o mais
comum, quando se trata da acidificacdo das aguas, e o hidroxido de sddio (NaOH),
sendo o um dos quimicos responsaveis pela alcalinizacdo em termos antropogénicos.
Estes quimicos serdo utilizados para permitirem variagdo de pH que pode existir na

Natureza.
Protocolo adaptado:

1° - A partir de uma solugédo mée de &cido sulfarico e de hidroxido de sodio, e usando
agua de diluicdo (4dgua da torneira envelhecida), preparar 250 ml de seis solu¢des
(para cada solucdo mée) com as seguintes valores de pH : 6,5; 5; 4; 8; 9; 10 (+/- 0,5).
Como controle usar 250 ml de agua de diluicdo com pH a 7 (ou mais proximo possivel)
e 250 ml de agua dos pontos de amostragem (de onde foram recolhidos os

macroinvertrados a serem estudados);
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2° - Colocar 10 ml de agua de diluicdo em 10 placas de Petri. Para cada placa,
transferir 10 macroinvertebrados; de seguida, retirar 0 maximo de agua possivel da
placa e adicionar 10 ml de solucdo de &cido/base/controle — Este passo serve para
impedir possiveis variagbes do pH no pogo de teste ao adicionar-se 0

macroinvertebrado;

3° - Em placas de pogos colocar 2 ml de solucéo de acido/base/controle em 10 pocos.
Transferir os macroinvertebrados das placas de Petri para as placas de pocos,

colocando um macroinvertebrado por pocgo (deverdo ser realizadas 3 réplicas);

4° - Incubar, se possivel, as placas com os macroinvertebrados em camara

climéatica/estufa entre 18°C e os 22°C;

5° - Contabilizar a mortalidade ao fim de 24h e ao fim de 48h. Anotar possiveis

anomalias observadas.
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Andalise dos dados obtidos

Para realizacdo deste estudo, foi necessario fazer uma primeira colheita de
macroinvertebrados dos pontos 1 a 6 selecionados no rio Ave para se poder fazer uma
primeira triagem e determinar quais as familias de Ephemeropteros bem como as mais
sensiveis existentes ao longo dos pontos selecionados. Também se aproveitou para
realizar uma analise dos parametros fisico-quimicos, de forma a poder fazer breves
comparacdes entre a densidade de certas familias e a qualidade da &gua do local

onde foram recolhidos.

5.1 Parametros Fisico-Quimicos

Tabela 3 — Dados dos parametros fisico-quimicos analisados

pH
jun/14 set/14 dez/14 fev/15 mai/15
Ponto 1 7,31 6,86 7,45 5,98 8,9
Ponto 2 7,5 6,4 7.8 7,56 7,95
Ponto 3 6,98 6,6 7,46 7,43 7,57
Ponto 4 7,04 6,8 7,83 7,7 7,55
Ponto 5 8,02 7,5 8,53 8,09 6,66
Ponto 6 8,6 7,3 8,18 7,63 8,5

Temperatura °C

jun/14 set/14 dez/14 fev/15 mai/15
Ponto 1 17 18,5 10,73 6,99 18,38
Ponto 2 22,18 26,6 13,26 10,68 20,91
Ponto 3 22,1 23 13,33 10,07 21,3
Ponto 4 20,1 22,8 13,4 10,49 19,4
Ponto 5 21 22,5 13,555 10,8 20,68

Ponto 6 23,78 22,4 13,32 10,96 19,74



Ponto 1
Ponto 2
Ponto 3
Ponto 4
Ponto 5
Ponto 6

Ponto 1
Ponto 2
Ponto 3
Ponto 4
Ponto 5
Ponto 6

Ponto 1
Ponto 2
Ponto 3
Ponto 4
Ponto 5
Ponto 6

Ponto 1
Ponto 2
Ponto 3
Ponto 4
Ponto 5
Ponto 6

jun/14
92,3
79
73
69,4
72
83,5

jun/14
14
48
75
139
141
245

jun/14

0,085
0,125
0,279
0,656
0,219

set/14
84
81,1
65,3
80
70,2
72,2

set/14
15
213
48
99
193
227

set/14
10
8,75
8,325
8,5
8,58
7,855

set/14
0,295
0,19
0,316
0,878
0,437
0,368

%02 dissolvido

dez/14
85
85
88,6
88,3
89,5
92,6

Condutividade (US)

dez/14
6,5
43,5
42
108
147,5
135

CBO5

dez/14
8,1075
8,885
9,0525
9,23
9,18
8,825

Amonia (mg/L)

dez/14

0,2185

0,2145
0,15
0,192
0,225
0,097

fev/15
95
84,4
90,4
93,7
98
94,5

fev/15
9
77
47
109
133
107

fev/15
11,07

10,465
10,28

10,17
8,24
8,97

fev/15
0
0
0
0
0,012
0,12

FCUP
Capitulo 5

mai/l5
95,1
99
91
93
91
88

mai/l5
32
74
94
170
222
274

mai/15
7,885
6,7
6
5,875
6,11
7,1

mai/15

0

0

0
0,158
0,101
0,223
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Nitritos (mg/L)
jun/14 set/14 dez/14 fev/15 mai/15
Ponto 1 0 0 0 0 0
Ponto 2 0 0 0 0 0
Ponto 3 0 0 0 0 0
Ponto 4 0 0 0,01 0 0,01
Ponto 5 0 0 0 0,022 0,01
Ponto 6 0 0 0,0085 0 0,02
Nitratos (mg/L)
jun/14 set/14 dez/14 fev/15 mai/15
Ponto 1 0 0,148 0,074 0 0,3
Ponto 2 0 0,443 1,846 0 0,8
Ponto 3 0,015 0 3,101 7,68 0,9
Ponto 4 0,295 1,329 3,175 4,73 15
Ponto 5 0,148 1,034 0 8,01 1,8
Ponto 6 2,806 1,92 4,3565 13,59 2
Fosfatos (mg/L)
jun/14 set/14 dez/14 fev/15 mai/15
Ponto 1 0 0,755 0,8125 0,623 0,546
Ponto 2 1,745 0,274 1,11 0,692 0,518
Ponto 3 1,86 0,1 0,1445 0,043 0,072
Ponto 4 14,167 0,337 0,1295 0,092 0,139
Ponto 5 33 1,533 0,3615 0,16 0,512
Ponto 6 12 1,197 0,491 0,304 0,497

Como é possivel verificar na Tabela 2, os pardmetros fisico-quimicos variaram entre
os 6 pontos de recolha. E preciso ter em conta que o ponto 1 é o mais proximo da
nascente do rio Ave, logo o que tem menos interferéncias por parte do homem. Ja nos
pontos 5 e 6 os valores registados mostraram valores que provavelmente séo

resultantes das atividades antropogénicas.

Em termos do pH, de uma forma geral, no ponto 1, a variagdo nunca foi muito
acentuada e, no caso da analise no més de fevereiro, o valor foi o mais baixo.
Individualmente, esse valor ndo teria grande significado, mas sabe-se que o pH é,

geralmente, mais acido quando a temperatura da agua é consideravelmente baixa, o
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que podemos verificar na analise da temperatura para a mesma data, cujo valor foi de
6,99° C. O mesmo acontece com o teor de oxigénio dissolvido, onde valores baixos de
temperatura tendem a fazer com que haja mais concentracdo de oxigénio na agua.
Outra explicacdo é o facto de, nesta altura, ter havido chuvas constantes, o que fez
com que o caudal da agua no ponto 1 fosse superior ao dos restantes meses. De uma
forma geral, a qualidade da 4gua manteve-se ao longo das recolhas, com excec¢éo da
dltima em maio de 2015, cujos valores de pH, condutividade e nitratos eram muito

superiores ao considerado normal no ponto.

O ponto 5, no més de maio, apresentou igualmente uma variacdo do pH diferente do
normal para aquele ponto de amostragem, tendo sido o valor muito inferior ao

esperado.

Relativamente aos valores da condutividade no ponto 2, na amostragem de setembro,
ndo ha explicacdo para o que tera acontecido para o valor ser consideravelmente
acima do valor esperado. Os restantes parametros estdo dentro dos valores normais

do local.

Em suma, é curioso notar que o CBO5 no ponto 1 mostrou sempre os valores mais
altos, apesar de ser o ponto com a agua de melhor qualidade e, relativamente aos
fosfatos, em junho de 2014 os valores foram consideravelmente mais altos que nas

restantes recolhas, para os pontos 2 a 6.

De uma forma geral, os parametros estiveram dentro dos valores esperados para o
tipo de curso de agua que o rio Ave é [36], e também através destas simples andlises

foi possivel verificar alteragdes no curso, seja a nivel antrogénico ou a nivel natural.



Capitulo 5

5.2 Dados da recolha de Macroinvertebrados

Tabela 4 - Dados da primeira recolha de macroinvertebrados (ordem Ephemeroptera)

Data: 16-06-2014 Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto

Ordem Diptera

‘Chironomini 377

Chironomus 7 0 0 0 0 0
Orthocladiinae 93 7 17 4 6 61
Tanypodinae 114 2 22 2 3 76
Tanytarsini 3 1 5

Ceratopogoninae 0 0 1 0 0 6
Atherix 0 0 0 0 0 1

Hexatomini 0 0 0 0 0 1
Ordem Ephemeroptera 16 3 9 7 1 368
Baetis 4 0 0 0 0 8
Raptobaetopus 0 0 0 0 0 2
Cloeon 0 0 0 0 0 1
Caenis 8 3 5 7 0 0
Brachycercus 1 0 0 0 0 0
Choroterpes 1 0 0 0 0 1
Paraleptophebia 0 0 0 0 1 8
Habrophlebia 0 0 0 0 0 343
Leptophlebia 0 0 0 0 0 1
Thraulus 1 0 0 0 0 0

Ecdyonurus

Neophemera
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Ephemerella 0 0 0 0 0 1
Ordem Amphipoda 0 24 15 0 0 0
Gammarus 0 24 15 0 0 0
Ordem Gastropoda 0 1 51 0 0 0

Lithoglyphus 0 0 1 0 0 0

Potamopyrgus 0 0 14 0 0 0
Bythiospeum

e

Viviparus parus
Ordem Acarina 0 1 4 8 24 6
Ordem Tricoptera

\ Oecismus monedula

Limnephilinae 0 1
Limnephilini 0 0 0 0 0 1
Ceraclea 0 0 0 0 0 5
Bivalvia 0 0 4 0 0 0
Corbicula 0 0 4 0 0 0
Ordem Oligochaeta 2 18 90 0 7 0
Ordem Arachnida 0 0 1 0 0 6
Ordem Coleoptera 0 0 0 0 0 22
Hydrovatus 0 0 0 0 0 11

\ Limnius
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Onychogomphus 0 0 1 0 1 0

S—
i
———

Ordem Hirudinae

Dina

Ordem Plecoptera

Leuctra 0 0 0 0 0 7

Euleuctra 0 0 0 0 0 3

Amphmemura

\ Capnia

Brachyptera

Ordem Heteroptera 0 0 0 0 0 62

Corixinae 0 0 0 0 0 29
Cymatia 0 0 0 0 0 11
Miconecta

I N

Ao observar-se a tabela 3, podemos verificar que os CHIRONOMIDAE sao a Unica
familia que esta presente em todos os pontos, 0 que se explica pelo facto de ela ser
uma das familias mais resistentes; segundo a tabela 1 tem nivel 2 de sensibilidade, e
da ordem Ephemeroptera podemos verificar que a familia CAENIDAE é a que esta
presente em mais pontos de amostragem, o que se explica pelo seu nivel de
resisténcia [32]. Também é de interesse notar que a familia LEPTOPHLEBIIDAE, cujo
nivel de sensibilidade é 10, tem uma grande presen¢a no ponto 1 e, se juntarmos o
facto desta familia ser bastante sensivel a poluicdo com os dados representados na
tabela 3 e os macroinvertebrados presentes no ponto 1 segundo a tabela 4, podemos
dizer claramente que a agua no ponto 1, no dia 16 de junho de 2014, era de boa
qualidade.



Capitulo 5

Tabela 5 — Dados da segunda recolha de macroinvertebrados (ordem Ephemeroptera)

to
Data: 26-05-2015 Pogto Pogto Po‘r:to Pogto Pogto Poi1
Ordem Diptera 105 25 459 179 1381 71
Chironomini 17 0 94 93 488 9
Chironomus 7 5 13 3 9 1
Orthocladiinae 18 11 75 2 269 1
Tanypodinae 15 6 76 25 148 35
Tanytarsini 26 2 170 56 441 11
6 0o 6 0 11 1

- DIXIDAE

Dela 6 0 6 0 11 1
~ EMPDDAE 0 0 1 0 0 1
Clinocerinae 0 0 1 0 0 1 _

. PSYCHODDAE 1 0 4 0O 0 0
~ TPUDAE 20O 7 0O 1 0

Forcipomyinae 2 0 0 0 0 0
Dasyheteinae 1 1 0 0 0 0
Ceratopogoninae 4 0 9 0 3 7

Hexatomini 2 0 0 0 0 5

Pediciini 0 0 1 0 0 0

Mochlonyx 0 0 0 0 10 0
Ordem Ephemeroptera 88

Baetis 48 0 0 4 52 0

Raptobaetopus 0 0 0 0 88 0

Cloeon

Caenis

Brachycercus

Choroterpes 0 0 0 0

Paraleptophebia 0 0 0 0 0 0

Habrophlebia 0 0 0 0 12 65

Leptophlebia 0 0 0 0 0 0

Thraulus 1 0 10 0 0 0
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Ecdyonurus 0 0 0 0 0 0
~ NEOEPHEMERDAE 0 0 0 0 0 0
Neophemera 0 0 0 0 0 0
~ SIPHLONURIDAE

0 o 0o 0 0 20

_Siphonurus .o 0 0O 0 0 20

- EPHEMERELLIDAE 0 0 15 2 1 0

Ephemerdla 0 0 15 2 1 0
Amelatus 0 0 0 2 10 3
Metreletus 0 0 0 0 0 0

Ordem Amphipoda

Gammarus 1 8 284 0 0 0
Ordem Gastropoda 13 2 169 1 45 0

Lithoglyphus 2 0 0 0 0 0
Potamopyrgus 2 0 41 0 2 0
Bythiospeum 0 0 0 0 0 0

~ BITHYNIDAE 5 1
Bityna. 5 1 4 0 8 0
~ LYMNAEIDAE

0 1 4 0 2 0
Radix 0 1 4 0 2 0
| | | | | |
WVivipagrus 0 0 72 0 0 0
|
Acroloxidae 3 0 0 0 21 0
Ordem Acarina 0 0 0 0 5 2

Ordem Tricoptera 24 0 21 4 25 33
- ODONTOCERDAE 0 0 0 0 0 1
_Odontocerym o0 0O O 0O 0 1
 BERAEDAE 0 0O 0O 0O 0O 0
Beraeodes 0 0O 0O 0O 0 0
~ POLYCENTROPODIDAE 0 0

Neureclipsis 0 0 0 0 0 10
Policentropus 0 0 0 0 1 0
Plectrocnemia 0 0 1 0 0 0
Sericostoma 0 0 0 0 0 14
Oecismus monedula 0 0 0 0 0 0
Tricholeiochiton 0 0 0 1 2 0
Oxyenthira 0 0 0 0 8 0

~ LIMNEPHILDAE 0 0 0O 0 0 3
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Limnephilinae 0 0 0 0 0 0
Limnephilini 0 0 0 0 0 0
Anabolia

%QQQQQQ
Hydropsyche 24 0 20 2 0 0

H

0 o 0 1 14 2
Ceraclea 0 0 0 1 0 0
Adicella 0 0 0 0 4 0
Athripsodes 0 0 0 0 10 2
~ GOERDAE 0O 0 0O 0 0 3
Silo 0 0 0 0 0 3
Bivalvia 0 0 120 0 0 0
Corbicula 0 0 120 0 0 0
Ordem Oligochaeta 0 0 17 0 3 4
Ordem Arachnida 3 1 0 0 0 0
Ordem Coleoptera 0 0 6 3 1
Hydrovatus
Riolus 0 0 0 2 0 0
Potamorphilus 0 0 0 0 2 0
Oulimnius 0 0 0 0 1 0
Elmis 0 0 0 0 0 1
Limnius 0 0 0 2 0 0
~ HYDRAENDAE 0 0 0 0
Hydroscapha 0 0 0 0O 0O 0
 HALPLDAE 0 0O 0O 0 0 0
Dryops 0 0 0 2 0 0
Ordem Odonata 0 0 3 2 8 12
Platicnems 0 0 0 0 0 0
| | | | | |
Cordulegaster 0 0 0 0 0O 6
| | | | | |
Aestna 0 0O 1 0 1 2
~ GOMPHDAE 0 0O 1 2 4 4
Gomphus 0 0 1 2 3 3
Onychogomphus 0 0 0 0 1 1

Calopteryx 0o 0 1 0 0 0
- CORDULLIDAE 0 o 0o 2 0
Epilheca bimaculata 0 0 0 0 2 0

Ordem Hirudinae 1 0 0 0 0 0
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Dina
Ordem Plecoptera 0 0 0 1 0 26
~ LEUWCTRDAE 0 0O 0O 0 0 6
Leuctra 0 0 0 0 0 0
Euleu ctra 0 0 0 0 0 6

Xanthoperia 0 0 0 1 0 0
Siphonoperla 0 0 0 0 0 10
Chloroperla 0 0 0 0 0 2

Ordem Heteroptera 0 0 0 0 1 5

Corixinae 0 0 0 0 0 0
Cymatia O O O O O 5
Miconecta

T —————mermermers
it 0 ® e ;0w oz

Da analise da tabela 5, ndo podemos aferir as mesmas conclusfes que tinhamos para
com a tabela 4, uma vez que, no numero total de individuos identificados no ponto 1,
em maio de 2015, foi muito inferior ao de junho de 2014. O mesmo acontece com 0S
pontos 4 e 2, mas nestes casos 0 numero total de individuos indicados foi muito
superior em maio de 2015. Mas deve ter-se em atencdo que a grande maioria destes
organismos identificados apresentam niveis de sensibilidade baixo, como € o caso da
familia CHIRONOMIDAE e das familias BAETIDAE e CAENIDAE, que sdo as mais
resistentes da ordem Ephemeroptera [32]. No ponto 2, além de existirem um grande
namero de familias resistentes, também existem familias sensiveis, 0 que juntamente
com os parametros na tabela 3 nos permite afirmar que, apesar de a agua do ponto 2
nao ser de optima qualidade, a sua qualidade era pelo menos aceitavel.

Relativamente ao ponto 1 e a diferenca existente entre as tabelas 4 e 5, ndo existe
explicacdo conhecida pelo facto de haver um decréscimo consideravel na presenca da
familia sensivel dominante na tabela 3.
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Também ¢é interessante notar que uma familia da ordem Ephemeroptera,
AMELETIDAE, ndo estava presente aquando da triagem realizada no més de junho de
2014, e surgiu aquando da triagem realizada em maio de 2015. Outra curiosidade é o
facto de no ponto 4, cuja 4gua € considerada de ma qualidade, surgiram na segunda
recolha macroinvertebrados considerados sensiveis, juntamente com 0s mais
resistentes que eram as familias dominantes. No caso da ordem Ephemeroptera,

mesmo as familias mais tolerantes surgiam em nimero reduzido.

As incognitas observadas nestes dados possivelmente estardo relacionadas com os
ciclos de vida dos organismos ou entdo havera outros factores desconhecidos que

tenham permitido a distribuicdo desigual entre as duas recolhas.

5.3 Teste da Variagao do pH

A forma como se testou os efeitos da variagdo do pH nos Ephemeropteros ja foi
descrita no Capitulo 4 deste trabalho. Os resultados obtidos apresentaram-se dentro
dos valores esperados [15; 19; 21], e o teste relativo ao pH de 4gua basica mostrou

valores pertinentes, como podemos observar nos graficos da Fig. 6.

Relativamente a acidez da agua, o teste confirma o que o estudo de Okland [21] ja
havia determinado, isto €, hd um decréscimo consideravel da taxa de sobrevivéncia
guando o pH varia dois valores relativamente aquilo a que os organismos estavam
adaptados, neste caso, pH 6. A revisdo de Matthias [40], resultado do observado em
diversos paises, afirma que no geral as espécies de Ephemeropteros tém tendéndia a
diminuirem conforme aumenta os valores de pH. Esta tendéncia € verificavel ao
observar-se a Fig. 16. Sempre que os valores de pH diminuiam num determinado
periodo de tempo, a densidade de macroinvertebrados também diminuia. Quando o

pH retomava os valores ideais, a densidade de macroinvertebrados aumentava.
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Fig. 6 — Graficos da taxa de mortalidade do organismo em estudo relativamente as variages de pH testadas

Ao observar-se a Fig. 15 deduzimos qual é a influéncia do pH sobre a taxa de
mortalidade dos Ephemeropteros, em termos da acidez, relativamente ao estudo que
foi realizado neste trabalho. O aumento de ides H+ provoca uma desregulacdo nos
sistemas de regulacao fisiolégicos dos organismos. Por exemplo, se 0 pH est4d em
baixo o sistema de regulacdo do sddio provoca consequéncias graves no organismo

em termos da osmoregulacdo. O equilibrio 4cido-base também tem influéncia nos
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sistemas de regulacao fisioldgicos e interfere na respiracdo, o que explica a taxa de
mortalidade quando este equilibrio desaparece [21]. Existindo interferéncia a nivel da
respiracdo, € possivel que o facto de que mesmo a agua tendo boas concentracdes de
oxigénio, os Ephemeropteros mais sensiveis ndo tenham capacidade para viver nesse
tipo de &gua, como € possivel observar-se nas Tabelas 5 e 6. Tratando-se de
problemas a nivel fisiolégico, independentemente da funcdo das guelras e do habitat
do organismo [20], estes terdo menos capacidade de sobreviver num meio cujo

equilibrio acido-base esteja cadtico.

Relativamente a basicidade da agua, podemos observar na Fig. 6 que a taxa de
mortalidade é inferior a da acidez da agua. Isto demonstra que 0s organismos
sensiveis sdo mais tolerantes a variacdo do pH em termos alcalinos. Segundo o
esquema de Okland [20], Fig. 15, conforme aumenta o pH, mais facilmente os
organismos conseguem captar os ibes necessarios a manutencdo do seu organismo.
Mas, sabe-se que em valores mais altos de pH, a taxa de mortalidade nos peixes
aumenta. Segundo varios estudos [41; 42], o aumento do pH vai causar problemas na
homeostasia dos peixes, isto é, vai interferir com as regulac¢des fisiolégicas internas
dos organismos. Outra consequéncia do aumento do pH € na falha da regulacéo
idnica e intoxicagdo por amoénia. Em termos dos Ephemeroptera, é possivel que as
espécies mais sensiveis sofram problemas de homeostasia. E um facto que existem
outros fatores, tanto fisicos-quimicos como bioldgicos, que influenciam taxa de

mortalidade, além dos efeitos que o pH poderia causar.

Tabela 6 - Analise estatisca ANOVA (realizado no programa SPSS)

Sum of Df Mean F Sig.
Squares Square
Between 11862,500 7 1694,643| 23,924 ,000
Groups
Within Groups 1133,333 16 70,833
Total 12995,833 23

Em termos estatisticos, como podemos observar na tabela 5, podemos afirmar que
existem diferencas significativas na taxa de mortalidade dos Ephemeropteros para as

diferentes varia¢tes do pH.
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Para concluir a andlise dos resultados, é de interesse e curiosidade notar que ao fim
de 24h horas de exposicdo dos Ephemeropteros aos diferentes valores de pH, a taxa
de mortalidade dos organismos para o valor de pH 4 rondou os 23%, o que demonstra
uma clara sensibilidade Ephemeropteros a variacdo do pH. Outras curiosidades séo o
facto de os Ephemeropteros expostos a valores baixos do pH terem procedido & muda
do seu exoesqueleto, coisa que ndo aconteceu aos que foram expostos aos valores
altos de pH. Pelo contrério, os que foram expostos aos valores de pH alto e que nédo

sobreviveram, demonstraram um estado de decomposicao bastante avancgado.
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Conclusdes

Apbés os estudos sobre os efeitos da variacdo do pH na taxa de mortalidade dos
Ephemeropteros sensiveis, ficou confirmado que os valores de pH realmente tém
influéncia na capacidade de sobrevivéncia dos organismos no seu habitat, onde os
valores baixos de pH sao o suficiente para que o0s organismos sensiveis deixem de ter
capacidade de viverem nos seus habitats. Ao analisar-se diversos estudos, foi possivel
verificar onde os valores baixos de pH interferem com a capacidade de sobrevivéncia
dos Ephemeropteros. Infelizmente, quanto a valores altos do pH, apesar do estudo
mostrar que existe uma relacdo entre o aumento do pH e a taxa de mortalidade dos
organismos, ndo existe bibliografia que explique exclusivamente quais os efeitos desta

variagdo sobre a sobrevivéncia das familias sensiveis.

Também foi possivel observar-se a distribuicdo de macroinvertebrados ao longo dos 6
pontos de recolha, o que, juntamente com as analises fisico-quimicas, permitiu fazer
uma analise da qualidade da agua ao longo do percurso do rio. A distribuicdo dos
macroinvertebrados ainda permitiu ver como ela varia ao longo do tempo, isto €, como

a distribuicdo pode variar ndo s6 em termos espaciais, como também temporais.

Seria de interesse para futuras investigacbes fazer um estudo da distribuicdo de
macroinvertebrados ao longo de todo o percurso do rio Ave, de forma temporal e
espacial, para se poder conhecer melhor a ecologia do rio. Também seria de interesse
estudar quais os efeitos fisioldgicos que a variacdo do pH para valores altos pode
causar nos macroinvertebrados no geral, e especificamente nos pertencentes a ordem
Ephemeroptera. Seria igualmente importante estudar o0s motivos porque a
decomposicdo das carcacas de Epheropteros é muito mais acelarada em valores de
pH mais altos. Poder responder a estas incOgnitas seria de interesse para explicar

possiveis mistérios existentes a volta da qualidade biolégica dos cursos de agua.
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Fotos / Outras Imagens

Fig. 7 - Ponto 1, Ponte da Parada, Agra (Vieira do Minho)

Fig. 8 - Ponto 2, Praia Fluvial da Rola, Areosa (Fafe)
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Fig. 10 - Ponto 4, Azenha Velha, Riba D’Ave (V. N. Famalicao)
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Fig. 12 - Ponto 6 — Ponte da Lagoncinha, Lousado (Santo Tirso)

Nota: Figuras de 1 a 6 sédo de autoria pessoal.
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