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Resumo

As Ficobiliproteinas sdo pigmentos proteicos fluorescentes com atividade fotossintética.
Especificos das Cianobactérias, usadas como indicadores da qualidade da agua nas
albufeiras. As Cianobactérias podem produzir Cianotoxinas, constituindo um importante
problema de salde puablica. Otimizou-se o protocolo para determinacdo das
Ficobiliproteinas e correlacionou-se a sua concentracdo com 0s parametros fisico-
quimicos e biolégicos de amostras de aguas doces de Portugal e Cabo Verde. Aplicaram-
se técnicas de Biologia Molecular nas amostras de Cabo Verde. Observou-se que existe
uma correlacdo entre as Ficobiliproteinas totais e a Clorofila a, e que fatores fisico-
quimicos influenciam a ocorréncia desses pigmentos. Constatou-se presenca de espécies
de Cianobactérias potencialmente toxicas nas amostras de Cabo Verde, e essa ocorréncia
esta relacionada com os fatores ambientais, e que 0 uso de técnicas moleculares pode ser
um recurso complementar. As Ficobiliproteinas podem ser utilizadas como potencial
indicador da qualidade da &gua, juntamento com a Clorofila a, nas massas de agua

fortemente modificadas.

Palavras chaves: Cianobactérias, Cianotoxinas, Clorofila, Pigmentos fotossintéticos,
Qualidade da agua das albufeiras.
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Protocol optimization for determination of Phycobiliproteins and their relationship
with characterization physicochemical and biological water reservoirs of Portugal
(Alqueva) and Cape Verde.

Abstract

Phycobiliproteins are fluorescent protein pigments with photosynthetic activity.
Cyanobacteria specific, used as indicators of water quality in the reservoirs.
Cyanobacteria can produce cyanotoxins, which is a major public health problem. The
protocol for the determination of phycobiliproteins was optimized and its concentration
was correlated with the physicochemical and biological parameters of freshwater samples
from Portugal and Cape Verde. Molecular Biology techniques were applied to the Cape
Verde samples. It was observed that there is a correlation between total phycobiliproteins
and chlorophyll a, and that physicochemical factors influence the occurrence of these
pigments. Potentially toxic cyanobacterial species were found in Cape Verde samples,
and this occurrence is related to environmental factors, and the use of molecular
techniques may be a complementary resource. Phycobiliproteins can be used as a
potential indicator of water quality, together with Chlorophyll a, in strongly modified

water bodies.

Keywords: Chlorophyll, Cyanobacteria, Cyanotoxins, Photosynthetic pigments, Water

quality from reservoirs.
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l. Introducéo

As Cianobactérias sdo microalgas potencialmente produtoras de toxinas, que podem pro-
vocar problemas de saide publica tanto no homem como nos animais. Usualmente co-
nhecidas como cianotoxinas, constituem uma ampla fonte de produtos naturais, que por
vezes sao toxicos, com possivel funcdo protetora das Cianobactérias e que sdo libertadas
para 0 meio quando as células se rompem, podendo ocasionar efeitos agudos e crénicos

nos outros seres vivos (Carmichael 1992; Zurawell et al. 2005).

Intoxicacdes de populagdes humanas por consumo de agua contaminada por cianotoxinas
tém sido relatadas em diversos paises (Chorus & Bartram 1999). E recomendado que se
faca a monitorizacdo das Cianobactérias presente nas massas de agua assim como nos
pontos de captacdo (Hamilton et al. 2016), em termos de numero de células e abrangendo
as toxinas ligadas as células, e as reservas de toxinas extracelulares, dissolvidas na agua
(Chorus & Bartram 1999).

A Clorofila a tem sido muito utilizada como indicador de qualidade da dgua das reservas
hidricas, e é considerado bom indicador. Associada aos pigmentos recorre-se a avaliagdo
dos parametros fisico-quimicos que servem de suporte para complementar as informacdes
dos elementos biologicos, que por sua vez sdo utilizados na avaliacdo ecoldgica da agua
(INAG I.P. 2009).

Para além da Clorofila a, as Cianobactérias contém as Ficobiliproteinas com a funcéo de
otimizar a eficiéncia fotossintética das espécies que as possuem. Como apenas existe em
alguns grupos de algas como criptofitas, rodofitas e glaucocistéfitas que sdo normalmente
pouco abundantes e frequentes em aguas doces, esse pigmento considera-se especifico
das Cianobactérias, pelo que a sua avaliacdo permite obter informacdes acerca da
dindmica de Cianobactérias presente numa determinada reserva aquatica em estudo
(Lauceri et al. 2017).

O seu estudo remonta ao ano 1973 com Bennett & Bogorad, 0s primeiros a propor as
equacOes para a determinacdo da concentracdo dos diferentes tipos de Ficobiliproteinas.
Posteriormente, o estudo das Ficobiliproteinas foi aprofundado e foram surgindo algumas
alteracdes relativamente as equacdes iniciais, para a determinacdo da sua concentracdo
(Stewart & Farmer 1984; Sarada et al. 1998; Viskary & Colyer 2003; Lawrenz et al. 2010;
Sobiechowska-Sasim et al. 2014; Lauceri et al. 2017).
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Em conjunto com a Clorofila a podem auxiliar na classificagdo da qualidade de &gua,
sendo um parametro que pode ser mais especifico que a Clorofila a pois esta Gltima é
encontrada noutros grupos que fazem parte do Fitoplancton (Fernandes et al. 2009;
Khatoon et al. 2018).

A aposta em projetos sobre os recursos hidricos atualmente tem emergido numa realidade
onde cada vez mais a dgua se torna um bem escasso. O projeto “Sistemas de observacao
e previsdo no Alentejo — ALOP” é um desses projetos cujo objetivo € aperfeicoar uma
atividade multivalente no controlo da interacdo atmosfera, dgua e ecossistema. No ambito
deste projeto, sdo realizados estudos na regido da albufeira de Alqueva — Alentejo, de
forma a aprimorar o conhecimento dessa grande albufeira. Adicionalmente, pretende-se
desenvolver, de maneira integrada, ferramentas que possibilitem a observacéo, o alerta e
a previsdo na area da meteorologia e da agua (em termos de quantidade e de qualidade),
incluindo a avaliacdo da evolugdo atmosférica e da sua relacdo com a agua, e do impacte
na vida das pessoas e em atividades econdémicas. Um dos objetivos especificos consiste
em recorrer a tecnologia de forma a fazer uma avaliacdo célere da qualidade da agua
(ecoldgica e quimica) em eventuais situacdes de risco, sendo neste &mbito que se

enquadra o presente estagio.

A agua é um recurso imprescindivel para a sobrevivéncia neste planeta, no entanto, varios
paises sofrem com a caréncia desse liquido precioso, facto que condiciona 0 seu
desenvolvimento, pois interfere nos aspetos sociais, economicos e ambientais (Paz et al.
2000). Paz et al. (2000), na sua publicacdo, apontou Cabo Verde como um pais, entre
varios outros, que sofrem problemas de caréncia hidrica, consequentemente o governo de
Cabo Verde apostou na construcdo de Albufeiras como forma de resolver essa

problematica (Santos 2013).

Entretanto Cabo Verde dispde de poucos recursos para fazer o estudo das bacias
hidrogréaficas, devido a escassez financeira, nesse sentido surgiu uma cooperacdo com
Portugal (Universidade de Evora) para realizar em conjunto um estudo a fim de avaliar a

qualidade de &4gua presente em seus reservatorios.
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1.1 Problematica

Devido a sua capacidade de sobreviverem em uma ampla variedade de ambientes, as
Cianobactérias tém uma distribuicdo Ubiqua. A sua proliferacdo e a sua capacidade de
produzir toxinas tem despertado muito interesse no mundo da investigacao cientifica, pois

representa um problema de saude publica.

A sua densidade em células/mL é utilizada como um dos parametros de avaliacdo da
qualidade da &gua das albufeiras e lagos, sendo a sua determinacdo feita com base na
andlise por Microscopia Optica de inversdo. Outro parametro bioindicador da qualidade
da &gua é a Clorofila a, que ja possui uma metodologia reconhecida, no entanto este
pigmento ndo é especifico das Cianobactérias, pelo que os resultados com base na
avaliacéo da Clorofila a podem néo refletir com exatiddo a presenga de Cianobactérias

numa massa de 4gua em estudo.

Nesse sentido, a aposta na determinacéo das Ficobiliproteinas, um pigmento especifico
das Cianobactérias como um parametro complementar a Clorofila a, pode oferecer uma
informacéo mais eficiente sobre a qualidade da agua da albufeira. Entretanto a extracéao e
determinacdo desse pigmento deve ser muito bem estudada, pois esse processo pode
apresentar dificuldades devido ao tamanho da célula e a resisténcia da parede celular.
Acredita-se que a aplicacdo dessas metodologias na albufeira do Algueva seja pertinente,

pela importancia que representa para Portugal.

Relativamente ao estudo nas albufeiras de Cabo Verde, a problematica assenta na
insuficiéncia de estudos sobre a qualidade da agua presente nesses reservatorios, nesse
sentido acredita-se que a aposta em técnicas diferentes, porém complementares, possa
fornecer informacdes para a avaliacdo da qualidade hidrica, recorrendo a cooperacéo com

Portugal que em termos do estudo hidrico encontra-se mais avangado.
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1.2 Objetivos do estudo

Otimizar protocolos de extracdo e determinagédo da concentragédo de Ficobilipro-

teinas em amostras de &guas doces superficiais;

Aplicar o protocolo para determinar a concentragdo dos pigmentos
Fotossintéticos, nomeadamente Clorofilas e Ficobiliproteinas em amostras de
agua da albufeira de Alqueva - Portugal, recolhidas no &mbito do projeto ALOP
e das albufeiras de Cabo Verde;

Relacionar os resultados obtidos da determinacdo da concentracdo das
Ficobiliproteinas com a concentracdo de Clorofila a, b, ¢, Feopigmentos e com 0s

parametros fisico-quimicos e biologicos;

Estudar a hipoOtese das Ficobiliproteinas poderem ser utilizadas como um
potencial indicador da qualidade da agua, juntamente com a Clorofila a, nas

massas de agua fortemente modificadas.

Detetar a presenca de Cianobactérias e genes que codificam a producdo de

Cianotoxinas, em diferentes albufeiras de Cabo Verde, por Biologia molecular.
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II. Fundamentos tedricos

2.1 Fitoplancton

O Fitoplancton é composto por organismos unicelulares microscopicos com capacidade
fotossintética que vivem comummente suspensos na coluna hidrica, podendo estar
agrupados (coloniais) ou serem solitarios (ndo coloniais), com dimensdes que variam
entre 1 a 500 um. Por dependerem da luz solar vivem na zona Eufética e alguns criaram
estratégias de adaptacdo como vaclolos de gas e flagelos. Engloba uma grande
diversidade de algas, entre elas as Cianobactérias, com distingdo em termos taxonémicos,
fisiolégicos e morfologicos e que apresentam diferencas quanto a condicdes e respostas
a parametros fisico-quimicos como a temperatura, luz, e concentracdo de nutrientes. A
complexidade fisiologica do fitoplancton possibilita a convivéncia de multiplas espécies
e a interacdo constante num mesmo volume de agua, e também uma distribuicédo sazonal

da comunidade como resposta a alteracdes dos parametros ambientais (INAG I.P. 2009).

Em termos taxonOmicos destacam-se 0s grupos seguintes: Bacillariophyceae
(Diatoméceas), Conjugatophyceae (e.g. Desmidiaceas), Chlorophyceae (Clorofitas, algas
verdes), Chrysophyceae (Crisoficeas), Cryptophyceae (Criptoficeas), Cyanobacteria
(Cianobactérias), Dinophyceae (Dinoflagelados) e Euglenophyceae (Euglenofitas), sendo
essa classificacdo baseada na morfologia celular, cor, tipo de reservas alimentares, e
pigmentos fotossintéticos (INAG 1.P. 2009).
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2.2 Cianobactérias

As Cianobactérias sd@0 micro-organismos procariotas, fotossintéticos que habitam
principalmente em lagos, rios, albufeiras, embora possam estar presentes em rochas e
solos. Sdo estruturalmente semelhantes as bactérias e funcionalmente semelhante as
algas, sendo por isso designadas comumente de algas azuis (Graham et al. 2008; Markl
et al. 2018).

Estima-se que a sua origem remonta a cerca de 2,5 bilhdes de anos, sendo assim
considerado os primeiros produtores primarios, responsaveis pela libertacdo de oxigénio
elementar na atmosfera primitiva (Veiga 2008; Schirrmeister et al. 2016; Soo et al. 2017).

Sé&o providos de Clorofila a e diversos pigmentos acessorios, dos quais se destacam as
Ficobiliproteinas (Ficocianinas, Ficoeritrinas e Aloficocianinas) que representam cerca
de 40% do seu teor total de proteinas soluveis (Rizzo 2015; Khatoon et al. 2018). Por essa
razdo pode-se dizer que as Ficobiliproteinas sdo pigmentos caracteristicos/especificos das
Cianobactérias. Fatores ambientais como temperatura, pH e disponibilidade de nutrientes
influenciam significativamente as Cianobactérias e consequentemente a producdo de
Ficobiliproteinas (Rizzo 2015; Khaton et al. 2018).

A composicdo da parede celular é a base de peptidoglicano (mureina), associado a alguns
aminoacidos e glucosaminas, caracteristicas semelhantes a das bacterias, reforcando a
questdo da sua evolucdo anadloga. A sua reserva energeética é a cianoficina, associada a
lipidos. A reproducdo é feita de forma assexuada por processos de divisdo celular ou

formacéo de esporos (Fernandes et al. 2009).

As Cianobactérias estdo presentes em diferentes habitats, onde exercem importante papel
guanto a manutencdo de processos funcionais do ecossistema e na reciclagem de
nutrientes, porém ambientes aquaticos sdo os preferidos desse grupo, onde a maioria das
espécies possui melhor crescimento, com condi¢cdes como pH neutro alcalinas (pH 6-9),
temperatura entre 15 a 30 graus Celsius e elevada concentracdo de nutrientes com

destaque para azoto e fosforo (Azevedo 1998).

Ao longo dos anos, as Cianobactérias foram sofrendo alteracdes decorrente de processos
externos, originando diversas estratégias adaptativas almejando a eficiéncia

principalmente quanto a situacfes de stress ambiental. A sua ecologia € muito
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diversificada, o que Ihes confere grande capacidade de responder com sucesso e de forma
celere a eutrofizacdo tanto de lagos naturais como reservatérios, sobressaindo de forma

clara na comunidade fitoplanctonica (Fernandes et al. 2009).

A capacidade de assimilar compostos organicos de baixo peso molecular que Ihes permite
sobreviver em ambientes com caréncia ou sem luz, é uma estratégia adaptativa que se
torna proficua em ambientes com elevada turbidez. Outra estratégia é a producdo de
quelantes que as salvaguardam dos metais (removem o0s metais), justificando o facto de
as Cianobactérias serem encontradas em locais com grande impacto da atividade do
Homem. Possuem outras estratégias como capacidade de assimilar ortofosfato em
excesso, producdo de vesiculas gasosas (aerétopos), producdo de bainhas ou matriz de
mucilagem (Fernandes et al. 2009).

Adicionalmente, podem produzir toxinas, derivadas de processos metabolicos muitas
vezes regulados por genes especificos ou em parte resultantes do mecanismo de defesa
do microrganismo (Zurawell et al. 2005). S&o produzidas intracelularmente na fase de
crescimento exponencial, e a sua libertacdo para o espaco externo pode ocorrer durante a
senescéncia ou morte celular, porém podem ser libertadas devido a alguma estratégia
adaptativa face as condigdes do meio (Merel et al. 2013). As cianotoxinas sdo
classificadas em hepatotoxicas (microcistinas, nodularinas e cilindrospermopsinas),
neurotdxicas (Anatoxin-a e Saxitoxinas) e por Ultimo as dermotoxicas (Carmichael et al.
2001; Merel et al. 2013). Na tabela 1 encontram-se os principais tipos de cianotoxinas e

0s possiveis efeitos na satide humana.

O primeiro caso relatado de contaminacao por cianotoxinas foi no ano de 1878, numa
populacdo de ovelhas (Salgado 2010; Buratti et al. 2017; Veal et al. 2017). InUmeras
doencas em humanos vém sendo correlacionadas com espécies toxicas de Cianobactérias,
pois essas toxinas podem ser extremamente inflamatorias, podendo causar patologias a
varios niveis (Funari &Testai 2008; Buratti et al. 2017).

Casos de envenenamento pela presenca de cianotoxinas nas aguas sdo cada vez mais
recorrentes, apresentando registos de ocorréncia a nivel global e acredita-se que o
contexto das alteracdes climaticas se apresente como condicao que favoreca a formacéo
e desenvolvimento das Cianobactérias e consequentemente das toxinas (Macario et al.
2015).
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Essa incidéncia consideravel de cianotoxinas pelo mundo e os riscos que representa para
a salde publica, podendo também causar problemas econémicos além de comprometer a
qualidade da agua (Bortoli & Pinto 2015; Macario et al. 2015), levantou uma certa
preocupacdo das autoridades competentes quanto a medidas para a monitorizacdo das
Cianobactérias com carater toxico (Rastogi et al. 2015).

Por caracterizar-se como problema de satde publica, a Organizacdo Mundial de Salde
definiu categorias de riscos para Microcistina-LR avaliado como sendo:

e Baixo — inferior a 10 pg/L

e Moderado — 10-20 pg/L

e Alto—20-200 pg/L

e Muito alto — superior a 2000 pg/L

Tabela 1.Tipos de Cianobactérias e seus mecanismos de acéo - adaptado de Merel et al.2013.

Cianotoxina Modo de ac¢do ‘ Efeitos causados
M'%Kﬁfgma Inibe a fosfatase proteica Insuficiéncia hepéatica e hemorragia hepatica
No(c'i\lucl)a[;;na Inibe a fosfatase proteica Insuficiéncia hepéatica e hemorragia hepatica
Clllndr?ép:?[r)nopsma Inibe a sintese de proteinas Insuficiéncia hepética e renal
. Liga-se aos recetores nicotinicos - .
Anatoxina SR g Lo Paralisia muscular, fraqueza muscular, dis-
de acetilcolina. Inibe a acetilcoli- . ~
(ANTX-a) pneia e convulsdes
nesterase
Saxitoxinas . . - . ~ -
(STXs) Liga-se aos canais de sodio Ataxia, convulses e paralisia

Entre os grupos de cianotoxinas, as mais comuns encontradas em agua doce sdo as
Hepatotoxinas, que além de terem potente hepatotoxicidade, sdo também promotores
tumorais devido a proliferacdo de células cancerigenas causada pela inibicdo das
fosfatases (Panteli¢ et al. 2013). E dessas a mais relatada é a microcistina, que compde a
principal familia de cianotoxinas, com ocorréncia em vaérias partes do mundo (Asia,
Africa, Europa e América do Norte), por isso tem sido alvo de varios estudos. Essa toxina
é produzida principalmente por Microcytis (primeiro género no qual foi identificada),
entretanto pode ser produzida por outros géneros como Oscillatoria, Nostoc, Anabaena e
Anabaenopsis (Merel et al. 2013).
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Na Europa ndo se tém registado casos de intoxicacbes por Cianobactérias, apesar de
diversos estudos demonstrarem a presenca de Cianobactérias toxicas em reservatorios,

ainda que algumas vezes seja em quantidades minimas (Dias et al. 2011).

2.2.1 Floragdes de Cianobactérias e seus impactes

O crescimento das Cianobactérias é influenciado por diversos fatores como a temperatura
da &gua, pH, intensidade da luz, concentracdo de dioxido de carbono, assim como pela
disponibilidade de nutrientes indispensaveis, caracteristicas fisicas da massa de agua
como a profundidade e a forma, estabilidade da coluna de &gua, caudal (rios) ou
movimentos horizontais, vento e tempo de retencéo da agua (Kuo et al. 2018).

E de ressaltar que o enriquecimento em nutrientes responsaveis pela ocorréncia de
floragdes ou blooms de Cianobactérias deriva de causas naturais, assim como de
atividades humanas, nomeadamente multiplas atividades agricolas, industriais e urbanas
que potenciam consideravelmente fendmenos naturais, associados aos fenomenos de

alteracdes climaticas (Davis et al. 2009; Paerl & Paul 2012).

Uma vez que os blooms de Cianobactérias dependem das condi¢es ambientais, assim
como da disponibilidade de nutrientes, essa dindmica pode ser diferente de pais para pais.
Estudos indicam que em Portugal os blooms de Cianobactérias ocorrem desde a
primavera até ao principio do outono, devido as caracteristicas do clima mediterranico,
por outro lado, em regiGes de clima tropical como o Brasil essa dindmica ¢é observada o
ano inteiro (Bellém 2014).

A dindmica da comunidade fitoplanctonica em Portugal, como em outros paises € sujeita
a variagdes sazonais, causadas pela variacdo das condi¢cBes ambientais, por exemplo
Diatoméaceas dominam sob condic6es de baixa temperaturas e altos niveis de nutrientes ,
por outro lado a dominancia de Cianobactérias coincide com temperaturas mais altas
(Figueiredo et al. 2006; Ahn et al. 2011). Estudos sobre a avaliacdo de Cianobactérias sdo
levados a cabo em muitos paises como forma de ter mais conhecimento sobre a
problematica a elas associada, e devido a potencial toxicidade para animais e humanos
(Pilon et al. 2019).
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2.2.2 Biologia molecular na determinacdo de Cianobactéria e de

genes que codificam a producao de toxinas

A classificagdo das Cianobactérias € geralmente baseada numa abordagem mais
tradicional, considerando especialmente as caracteristicas morfolégicas. Porém essa
abordagem pode ser questionada, pois as caracteristicas morfolégicas podem sofrer
alteracdes, podendo oferecer informacdes enganosas (Kumari et al. 2009).

As técnicas moleculares surgem como técnicas auxiliares da identificagdo morfoldgica,
complementares, confiaveis no registo da informacdo da diversidade das Cianobactérias
(Kumari et al. 2009), nomeadamente os avangos na sequenciacdo de nova geracao de
genes amplificados de DNA ambiental tornaram possiveis estudos mais aprofundados das
Cianobactérias (Pilon et al. 2019).

Atualmente, espécies de Cianobactérias podem ser identificadas com auxilio a técnicas
moleculares, imprescindiveis na detecédo prévia, assim como na disponibilizacao de dados
sobre a abundancia e dominancia dessas espécies. Estas técnicas conseguem detetar
Cianobactérias tdxicas mesmo antes delas libertarem as toxinas para a agua, pelo que
podem ser utilizadas como um método de alerta, com capacidade de detectar a
composicdo taxondémica do bloom e a sua potencial toxicidade antes de se tornar um
problema real (Al-Tebrineh et al. 2012).

Dentre inUmeras técnicas moleculares, destaca-se a Reacdo em Cadeia da Polimerase, do
inglés, Polymerase Chain Reaction — PCR. A PCR em tempo real revela-se como uma
técnica rapida e eficiente para discriminar a complexidade da dinamica dos blooms de
Cianobactérias, podendo identificar os genes especificos para as Cianobactérias, assim
como 0s genes das toxinas e assim fazer a monitorizacdo das espécies que Sao

potencialmente produtoras de toxinas (Pearson & Neilan 2008).

A maioria dos métodos baseados em PCR utiliza sequéncias de 16S rRNA, apesar de
muitos outros marcadores terem sido testados (Kumari et al. 2009). Entretanto como esse
marcador pode ser muito limitado para a grande variedade de Cianobactérias, incluindo
as produtoras e ndo produtoras de toxinas, torna-se pertinente testar 0s genes que
codificam os potenciais agentes toxicos, como forma a fazer a monitorizacdo das massas
de 4gua (Rantala et al. 2008; Cordeiro 2015).
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Usualmente como forma de complementar o PCR, aplica-se a Eletroforese em gel de
Agarose - método utilizado para estimar o tamanho dos fragmentos de acidos nucleicos,
DNA ou RNA (Videira 2001).

2.3 Clorofilas

A Clorofila € um dos principais pigmentos com capacidade fotossintética, processo esse
imprescindivel para a variedade da vida na terra. A sua descoberta (1817) é atribuida a
dois quimicos franceses Pelletier e Caventou. Desde a época da sua descoberta até hoje
algumas variedades de Clorofilas foram descobertas, existindo atualmente 5 tipos:
Clorofilas a, b, ¢, d e f, sendo esta Gltima descoberta recentemente. E caracteristico de
organismos aerdbicos com capacidade de fotossintese, das quais destacam grande parte

das plantas, algas e cianobactérias (Matos 2016).

Em termos estruturais, com exce¢do da Clorofila ¢, s@o todos semelhantes (a, b, d, f)
possuindo um ndcleo tetrapirrdlico, com um atomo de magnésio na posi¢cdo central,
ligado a uma cadeia de fitol (Tabela 2). Devido a essas diferencas em termos estruturais,

cada um dos tipos de Corofila possui espectros de absorcédo distintos (Matos 2016).

Tabela 2. Estrutura das Clorofilas - adaptado de Matos 2016

Radical 1 Radical 2 Radical 3 Radical 4 Tipo ‘:ﬁacmm'

CHs CH=CH; CH;s CH2-CHa Clorofila a
CHs CH=CH; CHO CH>-CHa Clorofila b
CHs CHO CH;s CH>-CHa Clorofilad
CHO CH=CH; CH;s CH>-CHj3 Clorofila f

A Clorofila b é encontrada nas plantas, enquanto as clorofilas ¢ e d sdo caracteristicas de
espécies de diatoméaceas, algas castanhas e vermelhas. A Clorofila f comparativamente a

Clorofila a, possui uma capacidade de absorcdo maior (Matos 2016).
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Para a determinacdo de clorofila, apesar de ser um método muito utilizado, é necessario
ter em atencdo algumas consideracdes, visto que as suas moléculas apresentam uma
instabilidade podendo até sofrer degradacdo, condicionado por fatores como pH,
temperatura e excesso de luminosidade. Em 1952 investigadores propuseram o método
espetrofotométrico para avaliar os pigmentos do Fitoplancton, esse método envolve a
medicdo das absorvancias em 3 comprimentos de onda diferentes. A concentracdo da
Clorofila pode ser determinada atualmente recorrendo a varios métodos, incluindo
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), espetrometria e fluorometria (INAG I.P.
2009).

A medicgdo da Clorofila é comummente utilizada para avaliar a biomassa da comunidade
fitoplanctonica, servindo como parametro indicador para avaliar a qualidade da agua.
Essa medicdo surgiu como complemento do método tradicional de contagem das algas
(baseado em quantificacdo em microscopia 6tica), sendo a quantificacdo da Clorofila
menos cara e mais rapida, podendo assim ajudar na otimizacdo de procedimentos que
visam melhorar a qualidade da agua e reduzir o custo do tratamento em casos necessarios
(Jones & Lee 1982).

A analise tradicional de Clorofila baseava-se na sua quantificacdo, porém com a evolugédo
cientifica esta tem sido utilizada em associacdo com técnicas de monitoriza¢do via
satélite, na qual a concentracdo de Clorofila a € demonstrada através da refletividade,
geralmente de cor verde, que reflete as suas propriedades 6ticas (Hellweger et al. 2004).
Estudos indicam que esse sistema de monitorizagéo é confiavel pois os resultados obtidos
equivalem as medidas reais de Clorofila a analisado pela leitura espetrofotométrica. A
associacdo destes dois métodos disponibiliza dados que possibilitem programas de
monitorizacao e controlo do local estudado, e sdo pertinentes na avaliacdo do processo de
eutrofizacdo e classificacdo da qualidade da dgua de uma bacia hidrografica (Harvey et
al. 2015).

A classificacdo das massas de dgua fortemente modificadas em Portugal engloba a analise
do potencial ecoldgico, incluindo os parametros bioldgicos, fisico-quimicos de suporte e
quimicos. Nesta avaliacdo a Clorofila a € um dos pigmentos avaliados a fim de
disponibilizar informacdes sobre a variabilidade fitoplanctonica, pois desde ha muito
tempo, diversos estudos vém demonstrando uma importante e significativa relagéo entre

a biomassa fitoplancténica e a Clorofila a assim como a disponibilidade de importantes
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nutrientes (APA 2016). A clorofila a é degradada em feofitina e feoforbide que s&o
compostos designados de Feopigmentos, que sdo comumente determinados na avaliagcdo
da clorofila (Figueiredo 2018).

2.4 Ficobiliproteinas

As Ficobiliproteinas sdo complexos constituidos por proteina-pigmento fluorescentes e
hidrossollveis, com capacidade para absorverem luz em certas regides do espetro,
considerada com atividade fotossintética. Para além das Cianobactérias, podem também
estar presentes em algumas algas eucaridticas do grupo das criptéfitas, roddfitas e
glaucocistofitas (Lawrenz et al. 2011; Johnson et al. 2014).

Os primeiros cristais de Ficobiliproteinas foram isolados no final do século XIX por
Molisch Hans, destacando a sua natureza proteica, facto que veio ser provado por diversos
estudos posteriores. Logo depois, no inicio do século XX, a composi¢do dos aminoacidos
das Ficobiliproteinas foi estudada pela primeira vez, e a sequéncia completa foi
conseguida em 1978 (Nobre 2015).

A nivel estrutural as Ficobiliproteinas sdo constituidas por cromdéforos tetrapirrdlicos de
cadeia aberta, comummente chamados ficobilinas e encontram-se organizados em
complexos moleculares designados ficobilissomas (Matos 2016). Esses ficobilissomas
possibilitam a organizacdo em termos geométricos das Ficobiliproteinas a fim de
potenciar a captura de luz, na qual realizam a transferéncia de energia de excitagcdo por
processos isentos de radiacdo, direcionando-o0s para reacdo nas membranas fotossintéticas
para transformacdo em energia quimica (Viskari & Colyer 2003; Nobre 2015). Essa
eficiéncia é importante principalmente para algas/Cianobactérias que se encontram em
ambientes ou regides onde ocorrem grandes variacdes da intensidade da luz solar, sendo
assim, as Ficobiliproteinas absorvem comprimentos de onda da luz solar que a Clorofila

a nao conseguiria absorver (Nobre 2015).
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Figura 1. Estrutura das Ficobiliproteinas - Adaptado de Hoek et al. 1995

Com base nas caracteristicas espetrais e pela composicdo dos pigmentos, as Ficobilipro-
teinas dividem-se em 3 principais grupos como mostra a figura 1: as Ficoeritrinas (PE)
que absorvem a luz entre 0s 495 e 540 — 570 nm, Ficocianinas (PC) com maxima absor¢édo
em 610 — 620 nm e Aloficocianinas (APC) que absorvem entre os 650 - 655 nm (Figura
2), e no geral s&o sollveis em &gua, muito estaveis em pH fisiologico (Viskari & Colyer

2003) e séo bastante fluorescentes.

ABSORBANCE

700

Figura 2. Espectros de absor¢do das Ficobiliproteinas (PE- Ficoeritrina, PC- Ficocianina, APC-
Aloficocianina) e da Clorofila a (adaptado de MacColl & Guard-Friar 2018)

Na luz visivel as Ficocianinas aparecem de cor azul, as Ficoeritrinas de cor vermelha e as

Aloficocianinas com cor parpura, pois cada grupo possui um cromoforo de ficobilina
diferente (Matos 2016; Chisti 2018).
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Geralmente a extragdo de Ficobiliproteinas é feita por associa¢do de diversos métodos
fisico-quimicos, como trituracdo, sonicacdo, maceracao fazendo uso de azoto liquido, sul-
fato de amonio para fazer fracionamento, e uso de tampéo fosfato (Nobre 2015). Para a
determinacéo e quantificacdo de Ficobiliproteinas, uma das técnicas mais relatadas é ba-
seada nas propriedades espetrais de extratos aquosos para se avaliar 0s pigmentos presen-
tes na amostra analisada (Lage-Yusty et al. 2013).

E imprescindivel que os métodos para extracio e quantificacdo da Ficobiliproteinas sejam
métodos céleres e confidveis pois, esse pigmento tem despertado grande importancia no
campo tecnoldgico (Lage-Yusty et al. 2013) e como parametro que disponibiliza infor-
mac0es sobre a composi¢do da populacéo fitoplanctonica, especialmente Cianobactérias,
contribuindo para a avaliacdo da qualidade da agua (Stewart & Farmer 1984; Horvath et
al. 2013).

Alguns trabalhos vém sendo realizados com o objetivo de extrair e quantificar as Ficobi-
liproteinas, no entanto ainda se pretende encontrar um protocolo padronizado. Essas di-
ferencas estdo desde a forma de colheita da amostra, até ao méetodo de extragédo, tendo
estudos que apenas utilizam tampéo fosfato, outros defendem o uso de enzimas para fa-
cilitar a rutura da parede da célula (Lawrenz et al. 2011). Entretanto essas tentativas sao
necessarias e indispensaveis, uma vez que estudos indicam que a extracao de Ficobilipro-
teinas é normalmente dificil devido ao tamanho da célula, sua distribuicdo limitada, re-
sisténcia da parede celular e dificuldade na sua purificacdo (Reis et al. 1998; Viskari &
Colyer 2003; Lawrenz et al. 2011).

A sua extracdo difere da das Clorofilas e dos carotenoides, pois elas sdo sollveis em agua
pelo que a extracdo deve ser feita a base de tampdo fosfato, enquanto as Clorofilas e

carotenoides apresentam solubilidade em solventes organicos (Lawrenz et al. 2011).

2.4.1 Bioatividades das Ficobiliproteinas

Ultimamente surgiu um grande interesse sobre 0s produtos naturais bioativos pois esses
vém demonstrando capacidade de melhorar a salide humana, e esse interesse recaiu tam-
bém sobre as Cianobactérias, pois as Ficobiliproteinas sdo compostos de produtos natu-

rais com elevado potencial biolégico (Pagels et al. 2019). As Ficobiliproteinas tém sido
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comparadas a outros compostos fitoquimicos, apresentando capacidade antioxidante e,
por ser estruturalmente semelhante a bilirrubina também é atribuido a capacidade de re-
mover espécies reativas de Oxigénio (Hirata et al. 2000; Pagels et al. 2019).

Entretanto essas atividades s6 foram confirmadas em experiéncias in vitro, ou em estudos
em modelos animais, porém ja se observaram alguns efeitos fisioldgicos do consumo ali-

mentar de Ficobiliproteinas.

Devido a sua cor intensa e brilhante também tém sido utilizadas na inddstria alimentar
como pigmento natural em produtos lacteos, geleias, gelados, refrigerantes, sobremesas,
decoracdo de bolos doces e ainda na industria farmacéutica e cosmética (Sonani et al.
2016; Chisti 2018).

Gragas as suas propriedades fluorescentes tém sido utilizadas como agentes fluorescentes
em imunoensaios, citometria de fluxo, microscopia de fluorescéncia auxiliando no diag-
nostico e nas pesquisas biomédicas (Sonani et al. 2016). Numa linha de investigacdo com-
pletamente diferente, a administracédo de Ficobiliproteinas em ratinhos diabéticos mostrou
ter um efeito antidiabético, podendo ser utilizado como agente preventivo de algumas

complicacOes da Diabetes, nomeadamente nefropatia (Pagels et al. 2019).

No geral, observa-se que as Ficobiliproteinas para alem de ser um parametro que deter-
mina a presenca de Cianobactérias, contribuindo para avaliacdo da qualidade de agua,

possuem uma grande variedade de utilidades aplicaveis em diversas areas.
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2.5 Caracterizacdo da albufeira de Alqueva — Alentejo

A histéria da albufeira de Alqueva remonta ao ano de 1920, com a recolha de registos
territoriais da regido, confirmada em 1958 pelo Plano de Rega do Alentejo. Anos depois,
no &mbito do acordo bilateral entre Espanha e Portugal, objetivando a melhoria de gestéo
e planificacdo das aguas da Peninsula Ibérica foi decidida a construcéo da albufeira do
Alqueva pelos representantes politicos desses Paises. Entretanto a obra foi suspensa
inimeras vezes, decorrente de problemas politicos, sociais e ambientais (Wateau 2011).

A albufeira de Alqueva, inaugurada em 2002, € o maior lago artificial da Europa, situado
no curso principal rio Guadiana, € uma imensidao de agua circundada por uma paisagem
natural (Arvela 2013; Rodrigues 2016). Constitui uma das mais potentes obras publicas
e investimentos de Portugal no que diz respeito a dimensdo e quanto a tentativa de

resolver a problematica de recursos hidricos no Alentejo (Arvela 2013).

O espelho de agua com cerca de 250 km? encontra-se repartido por oito concelhos de
Portugal, sendo elas: Alandroal, Elvas, Evora, Moura, Mour&o, Portel, Reguengos de
Monsaraz e Vila Vicosa, e 0s restantes 35 km2 encontram-se em Espanha concretamente
na provincia de Badajoz (Comunidad de Extremadura), completando assim um volume
total de 4 150 hm? dos quais cerca de 3150 hm?® so de capacidade Gtil (Rodrigues 2016).

Foi construida com multiplos aproveitamentos, sendo o principal a constituicdo de uma
reserva hidrica estratégica que possa por cobro as necessidades da regido, tendo em conta
a irregularidade do rio Guadiana, e os periodicos anos de seca que costumam surgir na
regido. Entre outros aproveitamentos estdo: reforco da capacidade de producéo de energia
hidroelétrica a partir da instalacdo de uma central hidroelétrica, abastecimento hidrico
regular as industrias e populacdes, rega destinado as atividades agricolas, assim como
reforco dos atuais reservatorios distribuidos pelo territério; criacdo de potenciais
turisticos, monitorizacdo/combate a desertificacdo e as alteracBes climaticas e
dinamizacdo do emprego na regido, desde a construcdo do empreendimento até a sua

plena exploragdo (Arvela 2013).

dez-19 | Pagina 17



_

7

A sua construgdo contribuiu de forma incontestavel para o desenvolvimento e
sustentabilidade dessa regido do pais, pois é responsavel pela irrigacdo de cerca de 120.
000 hectares de terra agricola na regido alentejana. O sistema de irrigacdo é constituido
por 69 pequenas albufeiras, represas e reservatorios, associado a 382 km de uma rede que
faz a conexd@o entre as pequenas barragens, 1.620 km de redes de condutas secundarias
responsaveis por conduzir a agua ao terreno dos produtores agricolas, 47 estacOes de
bombagem de agua e 6 pequenas centrais hidroelétricas e uma Unica central fotovoltaica
(Dias-Sardinha et al. 2018).

O empreendimento de Alqueva envolve uma vasta area de rega e compreende varios
reservatorios. Neste estudo apenas se considerou a albufeira de Alqueva, recorrendo a
plataformas flutuantes localizadas em varios pontos de norte a sul da albufeira (Figura 3).

Redondo

Terena

Santo Antonio de
Capelins lataforma

Lucefécit

Cheles

Monsaraz
Reguengos de
Monsaraz
Plataforma
Mourao Mourdo

Plataforma
@® Alamos

® Povoa de Sdo

Alqueva Plataforma
Montante

Miguel Amareleja

Figura 3. Localizagdo das plataformas do projecto ALOP na albufeira de Alqueva
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2.6 Enquadramento geografico e problematica hidrica em Cabo Verde

O Arquipelago de Cabo Verde, um pais insular, encontra-se situado no Oceano Atlantico,
a Oeste da costa do Senegal, a uma distancia de cerca de 500 km (Ministério do Ambiente
e Agricultura de Cabo Verde 2007; Santos 2011). E constituido por 10 ilhas, 15 ilhéus, e
tendo em consideracdo os ventos alisios de nordeste que atingem o arquipélago
encontram-se divididos em dois grupos: Barlavento (Santo Antdo, S&o Vicente, Santa
Luzia (desabitada), Sdo Nicolau, Sal e Boavista e seis ilhéus) e Sotavento (Maio,
Santiago, Fogo e Brava e sete ilhéus) (Costa 2013; Barreto 2015; Santos 2015).

Localiza-se na zona do Sahel, situacdo que condiciona a sua condicdo ambiental
caracterizada por um clima tropical seco, com temperatura média anual de 25°C, e grande
variacgdo de precipitacdo, demonstrando-se cada vez mais escassa (Santos 2015). Segundo
Oliveira (2011) a média da temperatura do ar apresenta uma certa regularidade anual,
com 0 més de janeiro o mais frio com uma média de 23,5° e 0 més de Outubro o mais

quente com uma média de 27,5 °C.

Destacam-se duas épocas climaticas distintas: a estacdo seca (Novembro a Junho) e a
estacdo hdmida ou estacdo das chuvas (Julho a Outubro) (Ministério do Ambiente e
Agricultura, 2007). As chuvas sdo irregulares e escassas distribuindo-se pelas ilhas de
forma heterogénea, com reflexos negativos no abastecimento de agua, na pecuaria e nas

condicdes de exploracao agricola (Correia et al. 2010; Varela 2016).

A maior ilha do arquipélago ¢ a ilha de Santiago onde fica sediada a cidade da Praia,
capital do pais. Esta € composta por nove concelhos, onde se distribuem cerca de duzentos
mil habitantes (Lima 2014; INE 2018). As principais atividades desenvolvidas séo a
agricultura (base econémica dos concelhos do Interior), a pecuaria (como meio de

subsisténcia) e a pesca.

Por disp0r de escassos recursos naturais e enfrentar varios problemas causados pela es-
cassez de agua, tem-se observado grande impacto na agricultura, a nivel econémico e no
desenvolvimento do Pais (Monteiro 2013). Nesse sentido, o governo de Cabo Verde
desde meados dos anos 80 vem apostando em estratégias de captacdo de dguas das chuvas
e recentemente, na construgéo de Albufeiras, aposta com o intuito de satisfazer as neces-

sidades agricolas no pais (Santos 2013).
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O plano de captagdo de agua das chuvas estabelecia a construcdo de 17 barragens, 29
diques e mais de 70 furos almejando a captacdo de aproximadamente 75 milhdes m3/ano
até ao ano 2017, entretanto ndo se pdde pdr em prética todos os planos por diversas razées,
relacionadas com a politica e disponibilidade de recursos financeiros assim como coope-
ragdes (Shahidian et al. 2014).

No ano 2006, com o apoio do Governo Chinés foi construida a primeira barragem de
Cabo Verde — barragem de Poiléo, localizada na bacia de Ribeira seca, no concelho de
Santa Cruz - Ilha de Santiago, com uma capacidade de cerca de 1,7 milhdes de metros
cubicos (Shahidian et al. 2014). Anos depois foram-se inaugurando novas barragens no-
meadamente a de Saquinho, Salineiro, Faveta, Figueira Gorda, Flamengos (Santiago),
Canto Cagarra (Santo Antdo) e Banca Furada (Sao Nicolau) (Figura 4).

A albufeira de Figueira Gorda considerada uma das maiores infraestruturas no ramo da
hidraulica em Cabo Verde, reine boas condigdes topogréaficas, geograficas e possui uma
bacia hidrografica com um grande indice de pluviometria, que é considerado superior a
média de toda a ilha de Santiago. Possui uma capacidade de armazenamento superior a
das outras barragens (1,8 milhdes de metros cubicos de a4gua, chegando a armazenar o
triplo quando comparada com outras barragens (Ferreira 2016; Moreira 2018). A albu-
feira de Flamengos localizada no Concelho de S&o Miguel possui capacidade de armaze-

nar aproximadamente 852.600 m® de agua.

Poilao

LT

Saquinho Figueira Gorda Canto Cagarra

Figura 4. Albufeiras de Cabo Verde, adaptado de Rodrigues 2014
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A construcdo das albufeiras vem trazendo varios impactos nos varios setores do pais: no
setor agricola juntamente com a¢des de aprimoramento da agricultura, implementacéo do
sistema de rega gota-gota, adocdo de culturas hidropdnicas e culturas protegidas em
estufas, tem contribuido para o crescimento exponencial na producéo agricola. A nivel
social vem gerando postos de trabalhos aos jovens do meio rural que atualmente
trabalham nas estufas gerando autoemprego ou empregos sazonais como forma de

geracdo de rendimento (Rodrigues 2014).
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I11. Metodologia

3.1 Recolha de amostras

e Amostras da albufeira de Alqueva - ALOP

No ambito do projeto ALOP foram realizadas 5 campanhas de amostragem na Albufeira
de Alqueva em 4 plataformas: Lucefécit, Mourdo, Montante e Alamos durante 0os meses
de Abril, Junho, Julho, Setembro e Novembro do ano 2018.

Em cada plataforma recolheu-se 6 -7 litros de agua a diferentes profundidades (superficie,
1 metro, 2 metros, 3 metros, fim da zona eufética, meio da albufeira e fundo da albufeira)
utilizando uma garrafa de VVan Dorn, com 3,2 L de capacidade. Mediram-se os parametros
in situ (Temperatura, pH, turbidez, condutividade e oxigénio dissolvido) apresentados na

tabela 3 recorrendo a uma sonda multiparamétrica.

Preencheu-se a ficha de campo com as informacdes sobre as condi¢cdes meteoroldgicas,
e se determinou a profundidade da zona eufdtica multiplicando a profundidade do disco

de Secchi x 2.5. No total foram recolhidas 140 amostras no projeto ALOP.

e Amostras de Cabo Verde

Foram recolhidas amostras de &gua em 3 Albufeiras da ilha de Santiago (Poildo, Figueira
Gorda e Flamengos) no més de outubro de 2018. Congelaram-se as amostras para trazer
para Portugal. Mediram-se os parametros in situ — tabela 3 (Temperatura, pH, Turbidez,

condutividade e oxigénio dissolvido).

Tabela 3. Parametros in situ medidos para a caracterizagao Fisico-quimica.

Parametros Unidades Método de analise

Temperatura (°C)
pH Escala de Sorensen
- Sonda multiparamétrica
Condutividade (uS/cm) (AquaTROL 600 IN-SITU)
Oxigénio dissolvido %sat O,
Turbidez NTU
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3.2 Anadlise Laboratorial

e Determinacéo de Clorofila a: foi feita com base na norma NP 4327:1996 e EN
ISO 10260:1992, no Standard Methods 10200H. Essa analise foi efetuada pelos

técnicos do Laboratorio da Agua.

Resumidamente baseia-se na filtracdo da amostra em filtros de fibra de vidro (Papel filtro
fibra vidro GF/C 47mm cx 10u 0002418 48,20 Whatman), introduzi-los nos respetivos
tubos devidamente identificados, adicionar 8 ml de acetona a 90% com uma micropipeta,

macerar e deixar no frio (4°C) durante 8 — 20 horas.

Centrifugar (centrofriger - BL Il P selecta) durante 20 minutos a 4000 rpm e realizar a
leitura espetrofotométrica do extrato imediatamente apos a centrifugacao.

Realizou-se a acidificacdo das amostras adicionando 100 pl de acido cloridrico (HCI
0.1N) na couvette e misturar cuidadosamente, esperar 1 minuto e medir outra vez a
absorvancia do extrato da amostra a 750 nm e a 665 nm contra o branco de acetona a
90%. Esse procedimento é feito para corrigir a Clorofila e so é feita quando se pretende

determinar a Clorofila usando as equacdes de Lorenzen.

Determinar a concentragdo de Clorofila utilizando uma das duas equacoes:
Monocromatica de Lorenzen - 1967 (tabela 4) ou Tricromatica de Jeffrey & Humphrey-
1975 (tabela 5).

Tabela 4. Equacao monocromatica de Lorenzen - Determinacao de Clorofila a e de Feopigmentos.

Pigmento Equacéo
Clorofila a Chl a (mg/m3) =114x KX [(Aees - A750) - (AGGSA - A750A)] X V1/(V2 X |)
Feopigmentos Feo (mg/m®) = 11.4 x K X [R X (Asesa - Azsoa) - (Asss - Azso)] X Vi/(V2 X 1)

Tabela 5. Equacg0es tricromaticas de Jeffrey & Humphrey - Determinacdo da Clorofilaa, b e c.

Pigmento ‘ Equagéo

Clorofila a Chl a (mg/m®) = [11.85 (Asss-Arso) - 1.54 (Aga7-Arso) - 0.08(Ass0-Azso)] X Vi/(V2 x 1)
Clorofilab Chl b (mg/md) = [-5.43 (Asss-Arso) + 21.03 (Asar-Arso) - 2.66 (Asso-Arso)] X Vo/(V2 X )
Clorofilac Chl ¢ (mg/m?®) = [-1.67 (Ases-Arso) - 7.60 (Aga7-Arso) + 24.52 (As30-Azso)] X Vi/(V2 X 1)
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e Determinacdo de Ficobiliproteinas: Inicialmente realizou-se um teste de
otimizagao com amostras recolhidas num charco préximo do Laboratério da Agua

e a sua andlise foi feita em triplicado para a cada condigdo testada

A sociedade cientifica tem pautado por escolhas de métodos otimizados como forma de
aprimorar o trabalho laboratorial, diminuindo os gastos e aumentando a eficiéncia e

eficacia da técnica/método.

Neste trabalho, com o intuito de otimizar o protocolo para a determinacdo de
Ficobiliproteinas testou-se algumas condicfes, ja anteriormente utilizadas em outros
trabalhos de pesquisas, a fim de verificar qual das condi¢des apresentava um resultado

mais eficiente na determinacdo desse pigmento.

Para extracdo de Ficobiliproteinas usualmente utiliza-se 0 metodo de congelamento/
descongelamento, demonstrando grande grau de efetividade, pois esse método provoca a
destruicdo da barreira de permeabilidade celular, permitindo a saida do material interno
da célula. O ciclo de congelacédo/descongelacdo geralmente é feito a uma temperatura de
-20°C para congelar e 4°C ou temperatura ambiente para o processo de descongelamento.
Geralmente, em associagdo com o método congelacdo/descongelacao, usa-se a sonicagdo
que é um método que utiliza ultrassons para destruir estruturas celulares gerando elevadas

pressdes sobre uma amostra em solucéo.

A sua aplicacdo € aconselhavel apenas em amostras pequenas, uma vez que para amostras
volumosas, é necessario mais tempo e muitas vezes é dificil conduzir energia de forma
suficiente para atuar em todas a amostras. Por outro lado, a energia das ondas pode ser
convertida em calor, que consequentemente ird influenciar o equilibrio da porcéo proteica
dos pigmentos (Li et al. 2019). As condi¢Oes testadas para a otimizacdo do protocolo

estdo apresentadas na tabela 6.

Tabela 6. Condigdes testadas no teste de otimizacéo para a extracdo de Ficobiliproteinas

Condicoes H Caracteristicas
. . Tubo de vidro
Tipo de material dos tubos - De 10 ml
Tubo de plastico
Temperatura do banho de | Temperatura ambiente 209C
ultrassom Fria 4°C
Com Nacl 10 mM de (Na;HPO4.2H,0) e 150 mM
Tipo de solugio tampio de NaCl, pH 7
P § P 10 mM (10 mM de Na;HPO,.2H,0), pH
Sem NacCl 7
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Para a preparacdo do tampdo de extracdo pesaram-se 0S compostos, misturou-se agua
destilada e adequou-se o pH (7) com auxilio de um medidor de pH (Metrohm),
adicionando &cido cloridrico (HCI).

Seguindo procedimento adaptado do estudo de Horvéth et al. 2013, apresentado
em detalhe no Anexo 1

1. Filtrar um volume de amostra em filtro (Papel filtro fibra vidro GF/C
47mm cx 10u 0002418 48,20 Whatman).
2. No tubo, colocar o filtro e macerar adicionando 6 mL de solugédo tampéo

fosfato e transferir para um tubo de vidro. (Alternativa: se possivel macerar o filtro
dentro do tubo de vidro).

3. Fazer ciclos de congelacdo: 1) congelar durante 3 horas a -20°C; 2)
descongelar a temperatura ambiente; 3) congelar durante a noite a -20°C e 4)
descongelar durante 24 horas a 4°C.

4. Colocar os tubos no aparelho de ultrassom (Transsonic T660/H Elma)
durante 60 segundos, com pausa de 60 segundos, repetir 4 vezes. Fazer os ciclos
com o banho a temperatura ambiente ou a frio.

5. Centrifugar (Centrofriger — BL Il P selecta) a 5000 rpm durante 40
minutos, a 10°C.

6. Transferir o sobrenadante para outro tubo (este sobrenadante é o que
contém maior concentracdo de Ficobiliproteinas.

7. Com auxilio do espectrofotometro ler as absorvancias a 562, 620, 652, 675

e 750 nm no sobrenadante e fazer analise espetrofotométrica.

Apls o teste de Otimizacdo, tendo em conta a melhor condicdo para a
determinacdo da concentracdo das Ficobiliproteinas, seguiu-se o protocolo que
apresentou melhores resultados, aplicando-o as 143 amostras que se pretendia
estudar. A determinacdo da concentracdo de Ficobiliproteinas foi calculada tendo

em conta as equagOes propostas por Lauceri et al. 2017 (tabela 7).

dez-19 | Pagina 25



_

7

Tabela 7. Equaces para determinagdo da concentracao de Ficobiliproteinas (mg/mL).

‘ Ficobiliproteina Equacéo
Ficocianina [PC] = (Abs620 — 0.474Abs652)/5.34
Aloficocianina [APC] = (Abs652 — 0.208Abs620)/5.09
Ficoeritrina [PE] = (Abs652 — 2.41[PC] — 0.849[APC])/9.62
PC — Ficocianina, APC — Aloficocianina, PE - Ficoeritrina

e Medicéo dos parametros Fisico-quimicos: Para todas as amostras, realizou-se a
medicdo dos pardmetros fisico-quimicos seguindo os métodos abaixo indicados
na tabela 8. A analise destes parametros foi efectuada pelos técnicos do

Laboratério da Agua.

Tabela 8. Parametros fisico-quimicos medidos no Laboratério e respetivo método de analise.

Parametros Unidades Método de analise Referéncia
Nitratos (mg/L N) Coluna de Cadmio + SMEWWA4500NO3E™*
Azoto total (mg/L N) Espectrofotometro SMEWWA4500NO3E*
Nitritos (mg/L N) SMEWW4500NO2B*
Fosfatos (mg/L P) Espetrometria de Absorcéo SMEWW4500-PE*
Fosforo total (mg/L P) molecular Rodier
*SMEWW 2012

Identificacdo Fitoplanctonica: foi feita usando cadmaras de sedimentacao e com auxilio
de microscopio otico de inversdo, seguindo o método de Utermohl, baseados na norma
EN 15204: 2006, no Standard Methods 10200F e 10200I. Essa anélise foi efetuada pelos

técnicos do Laboratorio da Agua, e so foi realizada nas amostras de Cabo Verde.

e Analise por Biologia molecular

Essa técnica foi aplicada somente as amostras das albufeiras de Cabo Verde, pois tem-se
ainda poucas informac6es acerca do estudo das albufeiras de Cabo Verde usando recurso
a biologia molecular, e porque serve como uma técnica complementar no estudo das

Cianobactérias usando pigmentos fotossintéticos.
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Para a extracdo de DNA total das amostras de agua das albufeiras de Cabo Verde
recorreu-se ao kit de extracdo E.Z.N.A.® Water DNA Kit seguindo as instrugdes do
fabricante, seguido de determinagéo da concentracdo de DNA total por Espetrofotometria
de Absorcdo Molecular usando a referéncia Dortch et al. (1983), seguindo a referida

equacéo:

[DNA total] (ng/(puL) =Abs260nm™> 50 ng/pL*fator de dilui¢io

De seguida aplicou-se a técnica de PCR em tempo real e Eletroforese.

e PCR em tempo real

Para a determinacdo da presenca de Cianobactérias e genes produtores de toxinas, por
PCR em tempo real, foram selecionados 7 genes. As sequéncias de primers utilizados, o
respetivo tamanho do produto esperado em pares de bases (pb) e as referéncias podem

ser observadas na tabela 9.

Essa técnica foi aplicada as amostras das albufeiras de Flamengos, Figueira Gorda e

Poildo.

Tabela 9. Sequéncias dos primers especificos para 0s genes alvos estudados com os respetivos tamanhos
do produto PCR esperados e referéncias bibliogréaficas.

Gene Alvo Sequencia do primer 5’-3’ Tam an © Referéncia Observacoes

§ 1 165 rRNA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 780 Neilan et al.1997,; Gene universal para Cia-
N\ GCTTCGGCACGGCTCGGGTCGATA Jungblut et al.2005 nobactérias
N AAAATTAAAAGCCGTATCAAA Hisbergues et
2 mcyA 297
§ Y AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT al.2003 Genes especificos para
TGGGAAGATGTTCTTCAGGTATCCAA Nonneman e Zimba | regifes A, B e E do gene da
E 8 W AGAGTGGAAACAATATGATAAGCTAC 350 2002 Microscistina (2, 3 e 4)
CGCAAACCCGATTTACAG . gene especifico para regido
§ 4 s CCCCTACCATCTTCATCTTC 755 Quahid et al 2005 comum de Microscistina e
TTTGGGGTTAACTTTTTTGGCCATAGTC Jungblut e Neilan Nodularina (5)
N
§ 2 meyE/nda AATTCTTGAGGCTGTAAATCGGGTTT ar2 2006
A of GGCAAATTGTGATAGCCACGAGC Schembri et al. Genes especificos para Pép-
3 & | Peptidosintetase GATGGAACATCGCTCACTGGTG 597 2001 tido sintetase e
N S GAAGCTCTCTGGAATCCGGTAA . Poliquetido sintetase da Ci-
N\ 7 Poliquetido sintetase AATCCTTACGGGATCCGGTGC 650 Schembiri et al.2001 lindrospermopsina

_

Para cada corrida de PCR utilizaram-se os reagentes descritos na tabela 10 e seguiu-se 0

protocolo na tabela 11.
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Tabela 10. Reagentes utilizados na reagdo de PCR em tempo real com respetivas concentracdes.

Concentracdo | Concentragdo dentrode | Volumes
Reagente 9 x
solucéo stock cada tubo por reagdo
iTag Supermix (Bio-Rad) 2X 1X 10
Forward primer 10 uM 250 nM 0,5
Reverse primer 10 uM 250 nM 0,5
BSA 10 uM 0,5uM 1,0
Agua estéril - - 7
DNA - - 1puL
Volume por pogo 20 pL
Tabela 11. Protocolo de cada corrida de PCR em tempo real.
Passo Temperatura ‘ Tempo ‘ Nr. ciclos ‘
Desnaturacéo Inicial 95°C 5 min 1
Desnaturacéo 95°C 10 seg
Alinhamento 58 °C 20 seg 40
Alongamento 72°C 30 seg
“Melting” point 65 -95°C De 0,5 segem 0,5 seg -

O resultado do PCR em tempo real foi analisado recorrendo ao software Bio-Rad CFX
manager Industrial Diagnostic edition 2.2. e confirmado por eletroforese em gel de

agarose 1%.

3.3 Analise estatistica

A andlise estatistica fez-se recorrendo ao software Excel e aos programas estatisticos
STATISTICA 8.0 (StatSoft Inc. 2001), e SigmaPlot 12.0 (Systat Software Inc., Chicago,
IL)”. Os testes realizados foram, teste de Normalidade, Teste ndo paramétrico (Kruskal-

Wallis test e Mann-Whitney tests), assim como teste correlacdo de Pearson.

O teste de normalidade foi realizado para ver se os dados seguiam uma distribuicéo nor-
mal, mesmo sabendo que no geral as amostras ambientais ndo seguem uma distribuicéo
normal, foi necessario realiza-lo para poder a partir dai dar sequéncia a outros testes.

Os testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis test e Mann-Whitney tests foram usados para

analisar a significancia ou ndo entre as matrizes no caso observar se existia diferenga ou
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IV. Resultados e Discussao

4.1 Otimizacao de Protocolos para extragdo e determinacéo da

concentracéao de ficobiliproteinas

De todas as condicGes testadas, observou-se que a condi¢do na qual se obtiveram valores
de Ficobiliproteinas superiores foi em tubo de vidro, com sonicacdo em agua fria (4°C) e
a extracdo feita com tampéao com NacCl (tabela 12, valores assinalados a negrito e com *),
para todos os subtipos de Ficobiliproteinas (Ficocianina, Ficoeritrina e Aloficocianina).

Por essa razao escolheram-se estas condi¢cdes para aplicar as amostras alvos de estudos.

Tabela 12. Resultados da otimizacédo - determinacéo de Ficobiliproteinas (mg/mL). Os valores a negrito

nos resultados representam os valores mais elevados.

‘ Plastico ‘ Vidro ‘
‘ Agua 20°C = Agua 4°C ‘ Agua 20°C | Agua 4°C
. com NaCl 1,658 1,749 1,85 4,813*
sem NacCl 2,759 1,421 2,65 1,936
com NaCl 1,006 1,009 1,302 4,329*
APC
sem NaCl 1,38 0,98 1,758 1,437
e com NaCl 1,99 2,046 2,262 4,614*
sem NaCl 2,963 1,497 3,338 2,267
PC — Ficocianina, APC — Aloficocianina, PE - Ficoeritrina

O banho de sonicacéo teve melhor prestacdo em agua fria, 0 que ja se esperava, pois, 0
processo de sonicacdo em si gera uma corrente de calor que pode degradar esses
pigmentos. Logo, ao efetuar a sonicacdo com agua a baixa temperatura diminui o risco
de degradacao desses pigmentos (Horvath et al. 2013; Li et al. 2019). O uso de tampéo

fosfato salino é muito importante na medida que a sua funcédo é manter o pH da solucéo.
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4.2 Amostras Alqueva - Projeto ALOP

4.2.1 Clorofilaa

A agéncia Portuguesa do Ambiente no Plano de Gestdo de Regido hidrografica
2016/2021, estabelece o valor de referéncia de Clorofila a para as albufeiras do Sul para
1,6 ug/L, um racio de qualidade ecolédgica (RQE) de 0,17, e 0 valor guia estabelecido para
a fronteira Bom/Razoavel é de 9,5 ug/L. Recordando que para as albufeiras do Sul o
calculo do RQE os valores a utilizar deverdo corresponder a médias anuais (INAG 2009).

Com base nesses dados calculou-se o RQE dos valores da Clorofila a, e verificou-se que
0 RQE ultrapassou os valores guia de fronteira Bom/Razoavel praticamente em todas as
campanhas e plataformas, com alguns valores abaixo da fronteira observados no meio e

fundo. Os resultados encontram-se apresentados no Anexo 2 (tabela Al).

4.2.1.1 Diferencas entre plataformas e campanhas

Os valores das medianas, minimos e maximos atingidos durante as campanhas de

amostragem, nas diferentes plataformas, estdo apresentados na tabela 13.

Tabela 13. Valores de Clorofila a (ug/L) [Mediana (minimo - maximo)], nas diferentes plataformas ao longo das

campanhas de amostragem. (n=140). Os valores a negrito representam os valores mais elevados.

Lucefécit Mourao Montante Alamos el %igs!atafor—
\bril 211(1,77-452) | 1,55(0,89-257) | 11,08 (0,42-12,70) | 31,03 (0,59 - 44,66) | 2,33 (0,42 — 44,66)
§ Junho | 18,26 (0,18-24,29) | 2,13(0,30-2,55) | 3,58(0,09-580) | 19,72 (0,27 -23,71) | 3,30 (0,09  24,29)
\ Julho 3,60 (1,66 -10,25) | 2,14(0,28-295) | 212(0,09-298) | 3,97(078-803) | 2,59 (0,09 10,25)
\ Setembro | 69,14 (1,11-76,90) | 8,64 (0,11-10,08) | 7,85(0,09-14,04) | 7,48(0,89-10,99) | 8,42 (0,09 - 76,90)
§\ Novembro | 1,02(0,44-129) | 028(016-037) | 1,39(044-231) | 840(288-9,60) | 1,11 (0,16 9,60)
§ C;;‘;g; ﬁ; . | 255(018-76,60) | 1,55(0,11-10,08) | 2,49 (0,09 14,04) | 8,03 (0,27 - 44,66)

Com base nos resultados obtidos observou-se que os valores maximos de Clorofila a

A

foram atingidos na plataforma de Lucefécit no més de Setembro. Mouréo foi a plataforma

com os valores inferiores (tabela 13/Figura 5).
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Figura 5. Concentracao de Clorofila a (ug/L), nas varias campanhas de amostragem, nas diferentes
plataformas. Caixa = intervalo interquartil, Traco = mediana, Bigodes = mé&ximos e minimos.

O Kruskal-Wallis test comprova que de uma forma geral existem diferencas significativas
entre as Plataformas ao longo das campanhas (p=0,0025). Observa-se que a plataforma
de Lucefécit apresentou maior variabilidade e valores maximos superiores as restantes
plataformas, exceto na campanha de Abril, quando valores superiores foram registados

nas plataformas de Montante e Alamos.

Registou-se em Lucefécit (tabela 13) uma grande diferenca entre os valores minimos e
méaximos (0,18 - 76,90 ug/L). Como antes citado, 0 més de Setembro foi o que teve maior
variacdo dos valores de Clorofila a registados, porém também se verifica que no més de
Abril teve valores elevados, mantendo-se 0 més de Junho e Julho com medianas
semelhantes. Os valores mais baixos de Clorofila a foram detetados no més de Novembro

com valor maximo de 9.60 pg/L, detetado em Alamos (tabela 13).

Nesse sentido tendo em conta o valor guia estabelecido para a fronteira Bom/Razoavel
pela agéncia Portuguesa do Ambiente no Plano de Gestdo de Regido hidrografica
2016/2021, podemos referir que no més de Novembro, de uma forma geral, todas as
plataformas registaram valores de clorofila a abaixo do valor limite para o Bom Potencial
ecoldgico que é de 9.5 pg/L, com excecdo de Alamos que ultrapassou um pouco o valor

de referéncia.
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4.2.1.2 Diferencas entre plataformas e profundidades

Os valores das medianas, minimos e maximos atingidos ao longo da coluna de agua, nas

diferentes plataformas, estdo apresentados na tabela 14.

Lucefécit

Mourao

Montante

Alamos

Tabela 14. Valores de Clorofila a (ug/L) [mediana (minimo - maximo)] nas diferentes plataformas por

profundidade na coluna de agua. (n=140). Os valores a negrito representam os valores mais elevados.

Todos as platafor-

ES

\\\ Superficie | 4,52(1,29-76,90) | 1,98(037-9,75) | 580(2,31-14,04) | 9,33(4,54-42,85) | 517(0,37 - 76,90)
\ 1m 342 (1,20-64,71) | 233(0,28-820) | 4,34(1,39-12,70) | 8,40 (3,51-44,66) | 3,93 (0,28 - 64,71)
N 3,60(092-73,13) | 2,14(0,32-10,08) | 3,99 (1,85-11,57) | 9,60(3,97-40,38) | 3,98(032-733)
N 3m 5,63(0,74-69,14) | 257(016-9,42) | 3,02(1,39-9,97) | 9,38(4,25-31,03) | 4,94(0,16-69,14)

FimZE. | 1025(1,02-69,14) | 0,89(0,32-864) | 3,58(0,83-12,28) | 10,99 (5,54 -21,45) | 6,79 (0,32 - 69,14)
\\ Meio 1,20(0,53-1,99) | 030(0,18-155) | 028(0,18-102) | 089(0,62-542) | 0,68(0,18-5,42)
% Fundo 1,11(0,18-255) | 035(0,11-1,02) | 0,09(0,09-0,74) | 078(0,27-288) | 0,52(0,09 - 2,88)
\ TOdr?dSIZZ oo | 255(018-76,90) | 155(011-10,08) | 2,49 (0,09-14,04) | 8,03 (027 - 44,66)

"k

Verifica-se que as maiores concentracdes de Clorofila a como mostram a tabela 14 e

Figura 6, foram registadas até ao fim da zona eufética. A zona eufotica reflete a

profundidade em que a radiacdo fotossintética é disponivel (Lee et al. 2007).
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Figura 6. Concentracao de Clorofila a (ug/L), nas varias profundidades amostradas, nas diferentes

plataformas. Caixa =

intervalo interquartil, Traco = mediana, Bigodes = m&ximos e minimos.

Fato comprovado pelo Kruskal-Wallis test que demonstrou que de uma forma geral existe

diferenca de concentragdo de Clorofila a por profundidade (p=1.26x1079), entretanto o

Pairwise Mann-Whitney tests mostrou que da superficie até ao fim da zona eufética ndo

teve diferenca significativa (p=0.5792), uma vez que os valores encontrados mostraram

7
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grande variabilidade. Por outro lado, quando comparadas com os valores do meio e fundo
existe uma diferenca significativa (p=0.001), pois as concentracGes de Clorofila a
encontradas a essas profundidades foram muito baixas comparadas as encontradas nos

niveis superiores.

O teste de Kruskal-Wallis mostra que relativamente a profundidade, para os meses de
Abril (p=0,078) e Novembro (p=0,893) ndo existem diferencas significativas nos valores
de Clorofila a registados. Por outro lado, os meses de Junho, Julho e Setembro
apresentaram diferencas significativas relativamente a profundidade com p=0,0074;
0,0063; e 0,0061 respetivamente.

Esse facto pode estar relacionado com a estratificacdo da albufeira no periodo do veréo,
no qual, perante temperaturas elevadas ocorre aquecimento das aguas superficiais que a
torna menos densa, enquanto que as zonas mais profundas da albufeira a temperatura da
agua é baixa e por conseguinte mais densa, ocorrendo assim o fenémeno de estratificacéo
térmica, onde ha formacéo de diferentes camadas. Entretanto quando a temperatura da
atmosfera comeca a baixar, consequentemente ha uma reducdo da temperatura da agua,
0 que faz com que a densidade da dgua aumente também, o que faz com que a agua a
superficie comece a descer e assim se inicia 0 processo de turnover, onde se formam

correntes de conveccgdo e o que esta acumulado no fundo vem até a superficie.

A Clorofila a é o pigmento mais utilizado para avaliar a biomassa fitoplanctonica, pois
quando a quantidade de fitoplancton aumenta a de Clorofila a também aumenta (Sriyasak
et al. 2015), no entanto € muito influenciada pela disponibilidade de nutrientes. Porém
em reservatorios eutroficos esse problema ndo se verifica, pois, 0s nutrientes encontram-
se distribuidos ao longo da coluna de &gua, no entanto a intensidade de luz diminui com
a profundidade (Rocha-Janior 2018), isso justifica o facto das maiores concentracGes de

Clorofila a serem encontradas nas profundidades onde ha incidéncia da luz solar.

Nas camadas mais profundas dos reservatorios, a intensidade da luz é menor porque 0s

fotbes geralmente sdo absorvidos pela agua ou pelas espécies fitoplanctonicas que
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4.2.2 Ficobiliproteinas

Uma grande variedade de pigmentos compde as espécies fitoplanctdnicas, e as suas
quantidades sdo utilizadas inimeras vezes a fim de definir a biomassa fitoplanctonica.
Desses pigmentos destacam-se 3 grupos responsaveis pela captacdo da luz e pela
fotoprotecdo que séo as Clorofilas, Carotenoides e Ficobiliproteinas (Ismail & Osman
2016).

A Ficobiliproteina é o principal pigmento fotossintético das Cianobactérias, responsavel
por cerca de 50 % da captura de luz desse grupo. Assim sendo a sua determinacao oferece
informacGes da quantidade de Cianobactérias presente em uma determinada amostra em

estudo.

4.2.2.1 Diferencas entre plataformas e campanhas

Observa-se que os valores maximos de Ficobiliproteinas (tabela 15) foram registadas no
més de Setembro para todas as Plataformas, sendo a mais elevada em Lucefécit, seguido
de Mourdo, Montante e Alamos. O Kruskal-Wallis test que demonstrou que de uma forma

geral existe diferenca de concentracdo de Ficobiliproteina por campanha (p= 0,001482).

Das 4 plataformas, observa-se que a que teve maior concentracdo de ficobiliproteina foi
a que se localiza mais a montante do pareddo da albufeira (Figura 7). Acredita-se que a

variacao hidrodindmica tenha interferido nesse resultado.

Esse resultado era esperado pois estudos indicam que em Portugal os blooms de
Cianobactérias ocorrem, geralmente, desde a primavera até o principio do outono (Bellém
2012). Outro estudo realizado afirmou que as Cianobactérias sdo dominantes entre 0s
meses de Junho a Setembro (Morais et al. 2018), que sdo os meses de Verao, quando as

temperaturas sdo mais elevadas.

As Cianobactérias ttm um aumento de crescimento e desenvolvimento no verdo, pois
temperaturas elevadas ¢ um fator determinante no dominio e crescimento de suas
floracBes, nessas condi¢cdes conseguem assimilar melhor os nutrientes, facilitando o seu

crescimento (Wejnerowski et al. 2018).
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Lucefécit

Mourao

Montante

Alamos

Tabela 15. Valores de Ficobiliproteinas totais (mg/mL) [Mediana (minimo- méximo)] nas diferentes
plataformas ao longo das campanhas de amostragem. (n=140). Os valores a negrito representam os
valores mais elevados.

Todos as platafor-
WES

Abril 0,30 (0,12 - 1,89) | 0,32(0,00-0,66) | 0,24 (0,10-0,97) | 0,76 (0,26 - 1,41) | 0,33 (0,00 - 1,89)
Junho | 0,71(0,27-2,10) | 0,24 (0,00-0,62) | 0,00 (0,00 - 0,00) |0,39 (0,00-1,33)| 0,26 (0,00 - 2,1)
Julho | 1,03 (0,12-4,67) | 0,34 (0,00-0,70) | 0,16 (0,00 - 0,45) |0,24 (0,00-1,32) | 0,26 (0,00 - 4,67)
Setembro 13,92 (0,00 - 17,77)| 0,27 (0,00 - 15,90) | 5,63 (0,00 - 9,38) | 2,49 (0,00 - 6,87) | 3,02 (0,00 - 17,77)
Novembro | 0,00 (0,00 - 1,27) | 0,00 (0,00-0,62) | 0,00 (0,00 - 0,45) | 0,95 (0,20 -1,32) | 0,00 (0,00 - 1,32)
§§§§£$ﬁa;mwwmﬂw)mﬂwmmm)Qmmmﬂw)qwmmwm)

Em contrapartida o més de Novembro (Figura 7) foi onde se determinou menor

concentracdo de Ficobiliproteinas, isso pode ser explicado devido ao facto desse

pigmento ser caracteristico das Cianobactérias, que por conseguinte sofrem variagdes

com as alteracGes climaticas, e no inverno com a diminuicdo da temperatura ha menos

ocorréncia de Cianobactérias e consequentemente das Ficobiliproteinas (Wejnerowski et
al. 2018

—_ = = N

—_

Ficobiliproteinas totais (mg/mL)

Figura 7.
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Concentracéo de Ficobiliproteinas totais (mg/mL), nas varias campanhas de amostragem, nas

diferentes plataformas. Caixa = intervalo interquartil, Traco = mediana, Bigodes = maximos e minimos.

7
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4.2.2.2 Diferencas entre plataformas e profundidades

Semelhante a Clorofila a, as maiores concentragdes de Ficobiliproteinas (tabela 16/Figura
8) foram determinadas até ao nivel de incidéncia de luz solar - zona eufotica, sendo que
neste caso a diferenca é menos visivel comparada com a da Clorofila a. No meio e no

fundo a concentracdo de Ficobiliproteinas determinada foi muito baixa.

As Cianobactérias possuem a capacidade de regular a sua posi¢do na coluna da agua,
comummente sdo encontradas na superficie aquética, no entanto estudos indicam que
podem formar floragdes na coluna de agua em diferentes profundidades (Rapala et
al.1997). Posto isso, justifica-se o facto de serem determinadas concentragdes, ainda que

baixas, de Ficobiliproteinas em zonas mais profundas (meio e fundo).

Tabela 16. Valores de Ficobiliproteinas totais (mg/mL) [mediana (minimo - maximo)] nas diferentes
plataformas por profundidade na coluna de agua.(n=140). Os valores a negrito representam os valores
mais elevados.

L ucefécit M M Allaras Todos arlz ¢’ss!atafor-

_

Superficie | 1,89 (0,00 - 13,92) 0,32 (0,00 - 15,90)| 0,45 (0,00 - 7,03) | 0,95 (0,12 - 2,74) | 0,85 (0,00 - 15,9)
im 0,60 (0,00 - 14,46) 0,33 (0,00 - 13,72)| 0,16 (0,00 - 3,29) | 0,77 (0,24 - 1,85) | 0,40 (0,00 - 14,46)
2m 0,84 (0,00 - 17,77) 0,66 (0,00 - 14,14)| 0,39 (0,00 - 5,63) | 1,11 (0,36 - 2,49) | 0,64 (0,00 - 17,77)
3m 1,42 (1,27 - 15,69) | 0,48 (0,00 - 0,62) | 0,13 (0,00 - 6,77) | 0,95 (0,25 - 4,86) | 0,57 (0,00 - 15,69)

Fim Z.E. | 0,27 (0,00 - 4,67) | 0,00 (0,00 - 0,30) | 0,20 (0,00 - 9,38) | 0,60 (0,00 - 6,87) | 0,24 (0,00 - 9,38)
Meio 0,12 (0,00 - 0,71) | 0,23 (0,00 - 0,27) | 0,00 (0,00 - 0,10) | 0,00 (0,00 - 1,09) | 0,05 (0,00 - 1,09)
Fundo 0,14 (0,01 - 0,67) | 0,16 (0,00 - 0,57) | 0,16 (0,00 - 0,22) | 0,20 (0,00 - 0,40) | 0,16 (0,00 - 0,67)

7

7

De acordo com a tabela 16 observou-se que as concentracdes mais elevadas de
Ficobiliproteinas foram encontradas em Lucefécit com um méaximo de 17,77mg/mL (2m),
15.69mg/mL (3m), seguido de Mourao (15,90 mg/mL, superficie). Os valores minimos
das medianas das concentrac6es de Ficobiliproteinas (tabela 16) foram registados no meio
(0.05mg/mL) e no fundo da albufeira (0.16mg/mL) para todas as plataformas. E visivel
uma grande diminuicdo de concentracdo de Ficobiliproteinas determinadas nessas
profundidades em todas as plataformas. Estudos indicam que alguns géneros de
Cianobactérias sdo capazes de alterar a sua flutuabilidade, permitindo-lhes sobreviver em

aguas mais profundas (Paerl & Paul 2012).

O Kiruskal-wallis test demonstrou que de uma forma geral, existem diferencas

significativas na concentracdo de Ficobiliproteinas por profundidade com valor de (p=
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0.001). Entretanto analisando separadamente 0s meses ndo existe diferenca significativa
das concentrac@es de Ficobiliproteinas por profundidade com valores de p=0,091; 0,831;
0,263; 0,69 respetivamente para os meses de Abril, Junho, Julho e Novembro, porém para

0 més de Setembro observou-se diferenca significativa com p=0,036.
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Figura 8.Concentracéo de Ficobiliproteinas totais (mg/mL), nas varias profundidades amostradas, nas
diferentes plataformas, Caixa = intervalo interquartil, Traco = mediana, Bigodes = m&ximos e minimos.

Estudos indicam que as espécies fitoplanctonicas dos ecossistemas aquaticos sao
influenciadas pelo espaco-tempo, pelas variacbes da dindmica do curso de agua,
parametros hidroquimicos, assim como pela pelas atividades desenvolvidas pelo homem
(Bianchi et al. 2015). Cardoso & Marques (2004) ao avaliar a influéncia hidrodinamica
na variacao fitoplanctonica afirmaram que a variacao hidrodindmica interfere na dinamica

dos pigmentos.
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4.2.3 Relacao entre concentracao de diferentes pigmentos fotossintéticos

Para a monitorizacdo da qualidade da agua em sistemas fortemente modificados utiliza-
se, entre outros parametros, a Clorofila a e a densidade de Cianobactérias. Assim sendo
acredita-se que existe uma correlacdo entre esses dois parametros, pois a Clorofila a
encontra-se presente nas Cianobactérias, e assim um aumento no valor da Clorofila a
poderé ser indicio de um aumento na densidade de Cianobactérias e consequentemente

das Ficobiliproteinas (Marino 2017).

Para o teste de correlagdo escolheu-se os seguintes valores limites: correlagdo superior ou
igual a 0.7 ¢ forte, > 0,5 moderada e >0,3 fraca. O teste de correlagéo de Pearson, tal como
vemos na tabela 17, mostra que existe uma correlacdo forte entre as Ficobiliproteinas
totais e as diferentes subclasses (Ficocianina, Ficoeritrina e Aloficocianina). Observa-se
que existe, como se esperava, uma correlacio moderada positiva entre as
Ficobiliproteinas totais e a Clorofila a (R=0.5870), a correlacdo entre a Clorofila a e as
diferentes subclasses de Ficobiliproteinas também é moderada porém um pouco mais
fraca do que com as ficobiliproteinas totais (Ficocianina 0.528*; Ficoeritrina 0.487%;

Aloficocianina 0.440%*), no entanto significativa.

Parece que para algumas subclasses de Ficobiliproteinas (Ficocianina e Aloficocianina)
existe uma correlacdo negativa fraca com a Clorofila b. Este facto é espectavel, uma vez

que o Unico tipo de Clorofila presente nas Cianobactérias é a Clorofila a.

Tabela 17. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre diferentes pigmentos * p <0,05. Correlacfes
significativas sdo destacadas em negrito. Geral para todas a Plataformas, (n=140).

Pigmento Fiigisto' PC PE APC CIo;ofiIa Clogofila Clorofilac
RC 0.812*
PE 0.8630* | 0.579*
APC 0.8310* | 0.076* 0.693*
Clorofila a 0.5870* | 0.528* 0.487* 0.440*
Clorofila b -0.120 -0.282* -0.015 -0.227* -0.150
Clorofilac 0.0404 0.132 0.012 0.076 0.163 -0.542*
Feopigmentos 0.0121 0,003 0.064 0.060 0.155 -0.139 0.451*
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4.2.4 Parametros Fisico-quimicos

E reconhecido que as atividades antropogénicas tém acelerado o processo de eutrofizagao,
pois sdo responsaveis pelo aumento da entrada de sedimentos e nutrientes nas reservas
hidricas (Mudroch 2017). A Diretiva Quadro Agua (DQA, Directiva 2000/60/CE)
estabeleceu um quadro de acdo comunitaria sobre a politica hidrica para implementar a
avaliacdo ecoldgica como contribuinte essencial da analise da agua (Baptista & Santos
2016).

A distribuicdo e abundancia das Cianobactérias sdo afetadas pelas interacfes de vérias
condi¢Bes ambientais, como luz, temperatura, nutrientes, salinidade e pH (Baldia et al.
2003). A avaliacdo dos parametros fisico-quimicos nesse contexto é importante, pois séo
usados como elementos de suporte para complementar as informacdes dos elementos

bioldgicos, que por sua vez séo utilizados na avaliagéo ecologica da agua.
4.2.4.1 Diferencas entre plataformas

As maiores diferencas observadas nos parametros fisico-quimicos, entre as diferentes
plataformas (tabela 18), foram na temperatura, turbidez, nitratos, nitritos e azoto total,

que na sua maioria foram superiores na plataforma de Lucefécit.

Estudos indicam que niveis elevados de nitratos e fosforo podem estar relacionados com
a aplicacdo de fertilizantes, como sulfato de aménio, cloreto de potéssio, carbonato de

potassio e outros compostos de fosforo (Soveral Dias 1999).

Tabela 18.Resultados dos parametros fisico-quimicos [Mediana (minimo- maximo)], nas diferentes plataformas ao longo das
campanhas de amostragem, assim como valores de p resultantes do teste Kruskal-Wallis para as diferencgas entre plataformas (*
p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001). Os valores a negrito nos resultados representam os valores medianos mais elevados e, na coluna
das Diferencas entre plataformas, as diferencas significativas.(n=140

Montante

Diferencas entre

Parémetro (unidades) Lucefécit Mouré&o Alamos

777 plataformas
Temperatura (°C) 20,5 (14,5 - 29,0 15,0 (12,0 - 28,6) 16,7 (12,5 - 26,6) 16,8 (12,5 - 27,7) 1,6E-02*
\ pH (Sorensen) 8,1(7,3-10,2) 8,3(7,5-91) 8,5(7,4-94) 8,7(7,4-91) 9,5E-01
\\ Condutividade (uS/cm) 471 (392 - 575) 450 (434 - 580) 443 (400 - 543) 433 (369 - 563) 6,7E-02
x Turbidez (NTU) 1,9 (0,8 - 49,1) 1,3(0,4-57,3) 1,3(0,1-4,7) 2,0(0,8-7,0) 1,3E-08***
\ Oxigénio Dissolvido (%sat O,) | 69,6 (0,0 - 172,8) 62,7 (0,0 - 117,6) 72,7 (0,0 - 125) 89,5(0,0-119,1) 4,3E-01
\ Nitratos (mg N/L) 0,255 (0,000 - 0,482) | 0,195 (0,000 - 0,291) | 0,103 (0,003 - 0,258) | 0,064 (0,003 - 0,174) 6,9E-04***
§ Nitritos (mg N/L) 0,048 (0,000 - 0,101) | 0,007 (0,000 - 0,028) | 0,004 (0,000 - 0,029) | 0,002 (0,000 - 0,074) 9,7E-04***
\ Azoto total (mg N/L) 1,21 (0,49 - 2,5) 0,91(0,39-1,7) 0,83 (0,45 - 3,23) 0,73 (0,37 - 1,27) 1,8E-04%***
Fosfatos (mg P/L) 0,030 (0,000 - 0,268) | 0,017 (0,000 - 0,197) | 0,007 (0,000 - 0,396) | 0,013 (0,000 - 0,339) 5,2E-02
\ Fésforo total (mg P/L) 0,33 (0,04 - 0,89) 0,30 (0,06 - 1,15) 0,36 (0,11 - 1,29) 0,41 (0,07 - 1,23) 2,4E-01

O
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4.2.4.2 Diferencas entre campanhas

A analise dos parametros fisico-quimicos (tabela 19) mostra que os valores maximos dos
parametros in situ (temperatura, pH, condutividade e oxigénio dissolvido) foram
registados em Setembro. E de recordar que as maiores concentracdes de Clorofila a e
Ficobiliproteinas também foram registadas no més de Setembro, o0 que sugere que esses
fatores possam ter contribuido para o aumento da densidade de Cianobactérias nesse més.

Os valores de temperatura da agua registados estdo dentro da faixa para o 6timo
crescimento das cianobactérias. Ahn et al. (2011) afirmam que a temperatura é um dos

fatores que mais influencia as floracGes de Cianobactérias em reservatdrios eutréficos.

E comum usar esses produtos quimicos nas vinhas. Os nitratos ndo sio muito estaveis e
podem variar sazonalmente (Glavan et al. 2013), o que justifica o facto de haver menos
quantidade de nitratos nos meses mais secos, nomeadamente, julho e setembro. O ido
nitrato € muito sollvel em agua e ¢é absorvido pelo solo, sendo facilmente lixiviado pela
percolacdo da agua até a zona saturada (Ribeiro 2009). Os meses de chuva fazem
aumentar os niveis de nitratos na agua, pois o facto do ido nitrato ser muito soltvel, faz
com este seja arrastado até a agua do reservatdrio, aumentando assim a sua concentragdo
(Dao et al. 2016).

Tabela 19. Resultados dos parametros fisico-quimicos [Mediana (minimo- maximo)], nas diferentes campanhas de amostragem,
assim como valores de p resultantes do teste Kruskal-Wallis para as diferencas entre campanhas (* p<0,05, ** p<0,01 e ***
p<0,001). Os valores a negrito nos resultados representam os valores medianos mais elevados e, na coluna das Diferengas entre
campanhas, as diferencas significativas.(n=140
Diferencas
Maio Julho Setembro entre Cam-

anhas

Novembro

Parametro (unidades)

t Temperatura (°C) 13,8 (12,0 - 15,9) 18,5 (12,5 - 20,5) 25,6 (13,2 - 29,0) 26,6 (14,2 - 28,6) 16,4 (147-16,8) | 1,3E-14%+
B pH (Sorensen) 84(79-89) 8,5(7,7-10,2) 88(74-92) 9,0 (7,5-94) 78(7,3-84) 7,3E-09% %
N Condutividade (uS/cm) 410 (369 - 460) 407 (395 - 451) 496 (472 - 529) 541 (421 - 581) 443 (431 - 514) 1,9E-19%%*
N Turbidez (NTU) 15(0,4-7,0) 1,6 (05-3,6) 1,6 (08-50) 2,5(0,4-49,1) 1,4(0,1-57,3) 1,4E-01

N Oxigénio Dissolvido (%sat Oz) | 84,2 (59 - 116) 60,9 (24 - 109) 98,4 (0,2 - 119,1) 111,6 (0,0 - 172,8) 58,3(53-794) | 11E-05%**
: Nitratos (mg N/L) 0,134 (0,079 - 0,479) | 0,211 (0,017 - 0,482) | 0,040 (0,000 - 0,286) | 0,005 (0,000 - 0,123) | 0,210 (0,084 - 0,337) | 2,5E-15%**
: Nitritos (mg N/L) 0,011 (0,001 - 0,05) | 0,014 (0,000 - 0,074) | 0,001 (0,000 - 0,016) | 0,001 (0,000 - 0,029) | 0,014 (0,000 - 0,101) | 3,3E-10%**
: Azoto total (mg N/L) 1,08 (0,72 - 2,5) 1,10 (0,68 - 2,41) 0,75 (0,39 - 1,51) 0,66 (0,37 - 3,23) 073(047-132) | 2,7E-09%**
: Fosfatos (mg P/L) 0,000 (0,000 - 0,031) | 0,030 (0,000 - 0,396) | 0,060 (0,000 - 0,339) | 0,000 (0,000 - 0,268) | 0,038 (0,005 - 0,254) | 8,0E-09***
Y  Fésforo total (mg P/L) 0,35 (0,22 - 0,6) 0,46 (0,30 - 1,29) 0,16 (0,04 - 0,57) 0,12 (0,06 - 1,15) 0,86 (0,42-1,03) | 1,5E-18%**

_

7

dez-19 | Pagina 42




_

O plano de Gestdo de Regido Hidrografica 2016/2021 estabelece para as albufeiras do
Sul os limites para um bom potencial ecoldgico tendo como base as condi¢fes dos
elementos fisico-quimicos. Assim, estabelece uma taxa de saturacdo de Oxigénio entre
0s 60 e 140%, pelo que se observa que no més de Setembro os valores registados
ultrapassaram o valor de referéncia, sugere-se que esteja relacionado com a atividade
fotossintética das Cianobactérias na albufeira (Jardim et al. 2014). O potencial
Hidrogenionico (pH) deve estar entre 6 e 9, e observa-se que os valores de pH das
amostras rondaram 7 e 9, logo encontra-se dentro do esperado para um bom potencial

ecoldgico.

Estudos indicam que a abundéncia das Cianobactérias depende em parte da relagdo entre
0 Azoto total e o Fosforo total, com aumento de dominéncia de Cianobactérias quando a

relacdo Azoto:Fosforo for baixa (Harris et al. 2016).

As Cianobactérias presentes nos reservatorios de agua doce sdo particularmente
adaptadas ao aumento de cargas de Azoto:Fosforo, pois desenvolveram adaptacOes

fisioldgicas para resistir a baixa concentracfes de Fdsforo total (Erratt et al. 2018).

Quanto ao Fdsforo total o valor de referéncia é estipulado em < 0,07 mg P/L e observa-
se que para todas as plataformas os valores de Fdsforo ultrapassaram os valores de
referéncia. Observa-se que relativamente aos Nitritos e Fosforo total, os valores maximos
foram registados no més de Novembro. A estratificacdo faz com que, nos meses de verao,
haja andxia no fundo da albufeira e o fosforo que estd no fundo passa para a coluna de
agua quando se da o turnover. Quando a temperatura da atmosfera comeca a baixar,
consequentemente ha uma reducdo da temperatura da 4gua, o que faz com que a densidade
da 4gua aumente também, o que faz com que a agua a superficie comece a descer e assim
se inicia o processo de turnover, onde se formam correntes de conveccao e o0 que esta

acumulado no fundo vem até a superficie.

Relativamente aos fosfatos, estudos indicam que as Cianobactérias possuem capacidade
de armazena-los como corpos de polifosfatos, demonstrando que esse nutriente €

consumido como forma de obter energia para o crescimento.

Quanto ao azoto os valores maximos foram registados em Maio (tabela 19) e a mediana
mais baixa foi registada em Setembro. A disponibilidade de Azoto desempenha um papel

importante na biomassa das Cianobactérias, porém ha relatos de que a forma dominante
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de Azoto disponivel nas bacias hidrograficas pode ser fundamental para estruturar

comunidades de algas, resultando na potencial dominancia de grupos em relagao a outros.

Sendo assim, faz sentido observar menor concentracdo de nitrato no més de Setembro, é

de recordar que foi 0 més com maior concentracdo de Ficobiliproteinas, leva a crer que

as Cianobactérias consumiram os nitratos como forma de absorverem Azoto para 0s seus

processos metabolicos.

4.2.4.3 Diferencas entre profundidades

As Unicas diferencas significativas observadas foram nos valores de temperatura, pH e

oxigeénio dissolvido (tabela 20), sendo estes valores sempre superiores na superficie e

inferiores no fundo. Este facto pode dar indicacdo de que a albufeira se encontra

maioritariamente estratificada. A estratificacdo € devida a diferencas entre densidade da

agua. Na superficie a agua mais quente € menos densa ao contrario do que acontece no

fundo.

Tabela 20. Resultados dos parametros fisico-quimicos [Mediana (minimo- maximo)], nas diferentes profundidades,assim como
valores de p resultantes do teste Kruskal-Wallis para as diferencas entre as mesmas (* p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001). Os valores
a negrito nos resultados representam os valores medianos mais elevados e, na coluna das Diferencgas entre profundidades, as
diferencas significativas.(n=140).

Diferencas en-

(ISP SIS I IS I IS IS IS4

Parametro (unidades) Superficie 1 metro 2 metros 3 metros fim Z.E. Meio albufeira Fung(i)re;llbu- tre Profundi-
I dades
195 195 195 195 179 162 145
. , , , , , , , g
UGB () (138-290) | (140-290) | (13.0-290) | (130-285) | (120-27.0) | (120-229) | (120-190) | "BE06
88 88 87 88 83 79 79 P
pH (Sorensen) (716-94) | (16-102) | (75-92) (76-91) | (76-92) | (73-86) | (13-94) | 22V
» 248 447 446 446 448 449 443
Condutividade (US/em) | 370 _581) | (371-569) | (370-568) | (370-575) | (369-561) | (395-519) | (395-539) | LOEY00
. 17 17 18 17 17 10 17
Turbidez (NTU) (05 - 24) (04-182) | (05-205) | (04-124) | (05-5) (04-36) | (0.1-573 | 2°E01
OXigénio Dissolvido 94,4 95,2 89,9 84.2 668 356 244 B
(%sat O2) (49-1728) | (464-1483) | (449-1384) | (407-125) | (161-1146) | (00-840) | (00-840) |
S —— 0,098 0,091 0,083 0,09 0128 0152 0129 1EOL
g (0,003-0,386) | (0,000-0,437) | (0,000-0,468) | (0,000-0,449) | (0,000 - 0479) | (0,000 - 0.482) | (0,000-0,439) | *
B 0,006 0,006 0,007 0,007 0,005 0,003 0,007 0 6E01
g (0,000-0,100) | (0,000-0,099) | (0,000-0,101) | (0,000 - 0,100) | (0,000 - 0,094) | (0,000 - 0,094) | (0,000-0,074) |
090 095 073 082 079 079 095
Azotototal (Mg NL) 19 42" 228) | (039-323) | (037-23) | (041-229) | (045-250) | (041-228) | (047-241) | *9E01
E— 0018 0023 0,003 0022 0015 0018 0045 05500
g (0,000-0,111) | (0,000-0,396) | (0,000 -0,106) | (0,000 - 0,204) | (0,000 - 0,128) | (0,000 - 0,118) | (0,000-0,339) |
) 028 034 030 032 033 036 050
Fosforototal (Mg P/L) | 006-123) | (0,04-1,08) | (007-099) | (0.08-097) | (0,08-129) | (0,08-107) | (0.11-115) | >1E01

_

Pode-se observar que houve uma variabilidade do pH nas amostras de meio e fundo

apresentando o valor de mediana (tabela 20) relativamente mais baixo das restantes

profundidades. O pH, assim como outros pardmetros, é influenciado por flutuagdes

7
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sazonais, essa flutua¢do nas camadas mais profundas é menor (Hinners et al. 2015). O pH
tende a ser superior a superficie devido a maior atividade fotossintética (Hendriks et al.
2014)

Quanto ao oxigénio dissolvido, pode-se observar na tabela 20, que foi superior nas
camadas superficiais, talvez relacionado com a producdo fotossintética das
Cianobactérias na albufeira e pode ser também devido & estratificacdo que faz com que,
nos meses de verdo, haja anoxia no fundo da albufeira devido a maior respiragéo no fundo
(Jardim et al. 2014).

De uma forma geral, a solubilidade do oxigénio na agua aumenta com a diminuicao da
temperatura. Portanto, as aguas frias retém mais oxigénio que as dguas mais quentes
(Beutel & Horne 1999). No entanto, neste caso, 0 aumento da temperatura a superficie
estd relacionado com o aumento de blooms de microalgas, nomeadamente,
Cianobactérias, que por sua vez, aumenta a taxa de fotossintese, logo o aumento da

concentracdo de oxigenio dissolvido nas camadas mais superficiais.
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4.2.5 Relagdo com os parametros fisico-quimicos

Tabela 21. Coeficientes de correlacéo de Pearson entre as Ficobiliproteinas totais e Clorofila a, por plataforma, com os parametros fisico-quimicos* p <0,05.

Correlac0es significativas sdo destacadas em negrito, (n=140).

Condutividade Turbidez | 9Xigénio

pH dissolvido Nitratos Nitritos

Plataforma Pigmento UG

Azoto total

Fosfatos

Fésforo to-

(°C) (uS/cm) (FNU) (Yosat) (mg/LN)  (mg/LN) | (mg/L N) (mg/L P) tal (mg/L)
L ucefécit Fico 0,56* 0,49* 0,68* 0,43* 0,80* -0,48* -0,45* -0,27 -0,40* -0,46*
Chl a 0,51* 0,43* 0,55* 0,33 0,63* -0,46* -0,44* -0,27 -0,42* -0,47*
Mourio Fico 0,51* 0,50* 0,63* -0,04 0,42* -0,563* -0,33 -0,29 -0,23 -0,41*
Chl a 0,74* 0,73* 0,82* -0,11 0,62* -0,70* -0,27 -0,35* -0,33 -0,57*
T —— Fico 0,62* 0,42* 0,71* 0,76* 0,57* -0,54* -0,34* 0,09 -0,21 -0,32
Chl a 0,26 0,44* 0,12 0,52* 0,6* -0,39* -0,18 0,17 -0,21 -0,3
Alamos Fico 0,33 0,00 0,37* -0,05 -0,11 -0,31 -0,19 -0,35* -0,30 -0,32
Chl a -0,32 0,30 -0,60* 0,14 0,20 0,07 -0,11 0,563* -0,32 0,04
Fico — Ficobiliproteinas totais; Chl a — Clorofila a
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Tabela 22. Coeficientes de correlacéo de Pearson entre as Ficobiliproteinas totais e Clorofila a, nas diferentes campanhas, com os parametros fisico-
guimicos* p <0,05. Correlagdes significativas sdo destacadas em negrito.(n=140

- Temp. Condutividade  Turbidez OXIgeNio 4 ratos Nitritss =~ AZ0t010-  pogpares  FOSTOrO
Pigmento C) pH (us/cm) (FNU) dissolvido (Mg/LN) | (mg/L N) tal (mg/L P) total
(Yosat) (mg/L N) (mg/L)
Abril Fico 0,70* 0,27 -0,47* 0,14 0,36 0,03 0,20 0,22 0,10 -0,33
ri
Chl a 0,84* 0,84* -0,67* 0,23 0,65* -0,46* -0,27 -0,22 -0,37 -0,23
o Fico 0,20 0,37 -0,24 0,23 0,18 0,30 0,39* 0,15 -0,05 -0,14
unho
Chl a 0,23 0,52* -0,59* 0,62* 0,37 -0,15 0,17 -0,13 -0,10 0,24
Julh Fico 0,35 0,38* 0,12 0,70* 0,11 -0,33 -0,06 0,22 -0,26 -0,34
ulho
Chl a 0,41* 0,38* -0,25 0,55* 0,23 -0,44* -0,18 -0,01 -0,10 -0,22
Fico 0,63* 0,50* 0,67* 0,24 0,65* -0,36 -0,30 -0,12 -0,35 -0,44*
Setembro
Chl a 0,39* 0,22 0,46* 0,39* 0,39* -0,26 -0,22 -0,06 -0,20 -0,28
Fico 0,34 0,08 -0,34 -0,17 0,41* -0,44* 0,01 -0,35 -0,26 0,42*
Novembro
Chl a 0,48* 0,01 -0,41* -0,17 0,55* -0,58* -0,05 -0,41* -0,37 0,55*
Fico — Ficobiliproteinas totais; Chl a — Clorofila a

Observa-se que por campanha a temperatura teve uma correlacdo forte no més de Abril e moderada no més de Setembro tanto com as
Ficobiliproteinas como com a Clorofila a. Relativamente ao pH observa-se que mostrou uma correlagdo forte com a Clorofila a em
Abril, no més de Julho uma correlagdo moderada com os dois pigmentos e em Setembro uma correlagio moderada com as
Ficobiliproteinas. Estudos experimentais demonstraram que a diminuicdo do pH afeta o crescimento das Cianobactérias (Hinners et al.

2015). Relativamente a condutividade, Hamed (2008) afirma em seu estudo que a condutividade exerce uma influéncia sobre a
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distribuicdo das Cianobactérias, e a condutividade por sua vez é condicionado pelas condi¢des geoldgicas e climaticas e pelo aumento
dos ides Sadio e Cloro.
Observa-se que relativamente ao oxigénio teve uma correlacdo moderada nos meses de Setembro e Novembro, como anteriormente

referido a concentragdo de oxigénio esta intimamente ligada a atividade fotossintética das Cianobactérias na albufeira.

Tabela 23. Coeficientes de correlacédo de Pearson dos pigmentos por profundidade com os parametros fisico-quimicos* p <0,05. Correlagdes significativas sdo
destacadas em negrito. (h=140

Azoto to-

Temp. Condutivi-

. - 3 Turbidez Oxigénio dis- Nitratos Nitritos Fosfatos Fésforo total
Profundidade | Pigmento € (uia;g;) (FNU) | solvido (%sat) = (mg/LN) | (mg/L N) (mgf: Ny (MILP) (mg/L)
s fici Fico 0,12 0,53* 0,67* 0,63* 0,63* -0,41 -0,25 -0,17 -0,35 -0,37
uperticie

. Chl a -0,06 0,50* 0,08 0,86* 0,66* -0,28 -0,15 -0,04 -0,25 -0,08
0 Fico 0,48* 0,33 0,66* 0,71 0,60* -0,44 -0,24 0,05 -0,26 -0,35

m
Chl a 0,07 0,38 0,05 0,81* 0,48* -0,28 -0,13 0,02 -0,26 -0,20
2 Fico 0,46* 0,44 0,68* 0,77* 0,59* -0,42 -0,25 -0,18 -0,23 -0,42

m
Chl a 0,10 0,41 0,12 0,87* 0,44 -0,25 -0,13 0,19 -0,25 -0,21
g Fico 0,41 0,33 0,59* 0,95* 0,46* -0,31 -0,15 -0,26 -0,22 -0,37

m
Chl a 0,16 0,37 0,22 0,90* 0,29 -0,25 -0,16 -0,05 -0,26 -0,21
. Fico 0,04 0,26 0,39 0,27 0,16 -0,47* -0,23 -0,24 -0,28 -0,40

im ze

Chl a -0,08 -0,03 0,16 0,05 -0,32 -0,35 -0,17 -0,03 -0,10 -0,17
: Fico 0,13 0,07 -0,26 -0,14 0,22 0,28 0,19 0,09 -0,24 0,16

melo
Chl a 0,21 0,01 -0,09 0,08 0,24 0,00 0,15 -0,09 0,07 0,46
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Fico -0,02 -0,14 -0,02 -0,22 -0,14 -0,01 -0,17 0,50* -0,13 -0,16
Chl a 0,15 -0,20 0,26 -0,21 0,21 011 0,25 0,07 -0,01 0,05
Fico- Ficobiliproteinas totais, Chl a- Clorofila a; Z.E.- zona eufética

fundo

Em relacdo a correlacdo positiva dos pigmentos com a turbidez por profundidade é normal, na medida que estudos indicam que grandes
populacbes de Cianobactérias podem aumentar a turbidez da &gua devido a altas concentragcdes de seus pigmentos presentes na
superficie da agua, reduzindo assim a intensidade de luz que penetra na agua (Shi et al. 2017).
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Diversos estudos indicam que a composi¢cdo e a diversidade fitoplanctonica sdo
fortemente relacionadas com varidveis espaciais, temporais ou ambientais como
temperatura, pH, e concentracdo de nutrientes. Acredita-se que esses fatores estejam
relacionados com a ocorréncia de blooms de Cianobactérias, entretanto ainda existem
incertezas pois ha estudos que afirmam que a disponibilidade de nutrientes é o que mais
esta relacionado com a ocorréncia de Cianobactérias. Por outro lado, existem estudos que
afirmam que a temperatura seja o fator que tenha mais relagdo com o crescimento e

dominancia desse grupo fitoplancténico (Cha et al.2017).

A ocorréncia de blooms de Cianobactérias ao longo do tempo pode ser relacionada em
parte com o aquecimento global, pois evidéncias indicam que d&gua com temperatura mais
elevadas e estratificadas sdo as preferenciais das Cianobactérias (Briand et al.2002), pelo

que se justifica uma correlacdo positiva com a temperatura.

Acredita-se que a importancia relativa de nutrientes e temperatura possa estar relacionado
com fatores intrinsecos da bacia hidrografica. Em caso de lagos, a concentragdo de
nutrientes e temperaturas seriam os principais fatores, por outro lado nos rios, acredita-se
que a dindmica hidrologica pode influenciar na ocorréncia de Cianobactérias (Zhao et
al.2016; Cha et al. 2017). Dao et al. (2016) afirma que parametros como azoto, fosforo,

turbidez sofrem alteracGes com mudangas sazonais.
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4.3 Amostras de Cabo Verde

4.3.1 Ficobiliproteinas totais e Clorofila a

A construcéo de reservatdrios em paises com escassez de 4gua tornou-se recorrente, Como
forma a fazer cobro a essa problematica. Entretanto muitas vezes esses reservatorios
localizam-se em paises que ndo tém muita facilidade em realizar um controlo periddico
da qualidade de agua desses reservatdrios (Landim et al. 2018; Morais et al. 2018). E esse
caso aplica-se a Cabo Verde, onde poucos estudos sdo direcionados a manutencdo da

qualidade de &gua presente em seus reservatorios.

Dos trés reservatérios analisados observa-se que a maior concentracdo de
Ficobiliproteinas foi encontrada na albufeira de Figueira Gorda, seguido pela de
Flamengos, com grande diferenca de valores encontrados. A albufeira do Poil&o foi onde
se obteve a menor concentracao de Ficobiliproteinas. O mesmo padrao pode ser visto para

os valores de concentracao de Clorofila a (tabela 24).

Tabela 24. Concentracéo de Ficobiliproteinas totais e Clorofila a, nas diferentes albufeiras de Cabo
Verde estudadas.

Local Ficobiliproteina: Clorofilaa
totais (mg/mL /L

Flamengos 0,05 63,20
Figueira Gorda 0,80 72,40
Poilao 0,02 9,40

4.3.2 ldentificacdo Fitoplanctédnica - Cianobactérias

A andlise da identificacdo fitoplanctonica (tabela 25) demonstra que existe uma
dominéncia de Cianobactérias sobre os outros grupos fitoplantonicos, nas albufeiras de
Flamengos e Figueira Gorda, enquanto que na albufeira de Poildo o grupo das Clordfitas

foi o dominante.

As Cianobactérias tém mostrado uma capacidade de dominancia sobre outros grupos,

devido a sua longa histéria evolutiva, que permitiu criar estratégias adaptativas as
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mudangas geoldgicas, quimicas e também antropogénicas, como excesso de nutrientes
derivados de atividades humanas, desvios dos cursos de agua e salinizacdo
(Fernandes et al. 2009).

_

Tabela 25. Abundancia relativa dos diferentes grupos fitoplancténicos - albufeiras de Cabo Verde.
‘ Abundancia Relativa (%0)

\ ‘ Bacilariofitas Carofitas Cianobactérias | Clorofitas ‘ Criptofitas ‘ Euglendfitas  Pirrofitas

\ Flamengos 0,02 0,00 98,45 1,46 0,06 0,00 0,00

§ Figueira Gorda 0,00 0,00 99,95 0,02 0,04 0,00 0,00
Poildo 5,42 0,03 0,03 91,18 0,00 0,00 3,34

Essas adaptacOes fazem com que elas consigam crescer mesmo a temperaturas muito ele-

-

vadas, pelo que o problema de aquecimento global tem favorecido o seu crescimento,
expansdo e permanéncia. Assim sendo muitas vezes as suas floragdes tornam-se prejudi-
ciais a outras espécies do Fitoplancton com as quais competem por nutrientes (Paerl &
Otten 2013).

Tabela 26. Lista das principais Cianobactérias nas albufeiras de Cabo Verde
N° de célu-

Espécies de Cianobactérias

las/mL

Anabaenopsis elenkinii V.V. Mill. 920

Aphanizomenon sp. Flahault 330
Coelosphaerium kuetzingianum Nageli 576827

Flamengos .

Gloeocapsa sp. Kiitz. 36

Merismopedia tenuissima Lemmerm. 893
Planktolyngbya limnetica Lemmerm. 47136
. Aphanizomenon manguinii Bourr. 83 086

Figueira Gorda - ]
Leptolyngbya sp. Anagnostidis et Komarek 33120
Poiléo Geitlerinema sp. (Anagnostidis et Komarek) Anagn. 9

Observa-se que relativamente a abundéancia relativa (tabela 25) dos diferentes grupos
fitoplantonicos houve dominancia das Cianobactérias, sendo mais expressivo na albufeira
de Figueira Gorda com cerca de 99.95%. Porém a analise das espécies de Cianobactérias
presentes nas albufeiras (tabela 26) demonstra que Flamengos apresentou densidade

superior comparativamente a Figueira Gorda e Poildo.
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Esse facto pode ser justificado com base na morfologia das células, pois na observagdo
microscopica foi possivel observar que a espécie dominante (Coelosphaerium
kuetzingianum) encontrada em Flamengos morfométricamente é muito mais pequena do
que as espécies presentes em Figueira Gorda (Aphanizomenon manguinii e Leptolyngbya
sp.), pelo que essa caracteristica possa interferir no contetdo de Ficobiliproteinas nela
presente.
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4.3.3 Detecao de Cianobacteérias potencialmente tdxicas, por Biologia

Molecular PCR em tempo real

Reconhece-se que a identificacdo de Cianobactérias por microscopia 6Otica é demorada e
é necessario um grande conhecimento taxonémico, devido a essa limitacdo os testes

moleculares vém sendo utilizados nesse tipo de estudos (Koker et al. 2017).

Um dos testes moleculares mais utilizados nesse ambito € o PCR (Reacdo de Cadeia de
Polimerase). No PCR em tempo real, ao longo da corrida, observa-se as curvas de
amplificacdo em tempo real. Com o término da corrida pode-se observar as curvas de
temperatura de Melting, que séo especificas de cada produto esperado. Desta forma nas
proximas corridas usando 0s mesmaos primers, 0s picos obtidos serdo os correspondentes
ao produto esperado, e nesse caso recorreu-se a eletroforese em gel de agarose como
técnica auxiliadora para confirmar (Figura 9). Baseia-se no principio de que a molécula
de DNA possui carga negativa, e quando submerso num gel de agarose (atua como
peneira) sob efeito de corrente elétrica, migra em direcdo ao polo positivo formando
bandas, essa migracdo € dependente do tamanho da molécula, por isso moléculas
diferentes encontram-se em diferentes pontos do gel, que podem ser visualizadas com

auxilio de luz ultravioleta (Videira 2001; Westermeier 2016).

Marcador

(bp) 1000 ;
800 1
700 s

600 ‘
500 .

400 . ‘
300 :
200 ‘
100

M 16S rRNA moyA mcyE/nda P.sinte  moyB mcyE Poliquetosintetase
bp 780 bp 297 bp 472 bp 597 bp 350 bp 755 bp 597 bp

Figura 9. Eletroforese de gel de agarose do resultado de PCR em tempo real sobre teste de detecéo de
Cianobactérias e genes responsaveis pela produgdo de toxinas em amostras das Albufeiras de Cabo
Verde.
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O gel de eletroforese demonstrou bandas dos seguintes genes: 16S rRNA, mcyA, mcyB,
mcyE/nda, mcyE, Peptido sintetase e Poliqueto Sintetase.

4.3.3.1 Gene que identifica a presenca de Cianobactérias (16S rRNA)

Segundo Koker et al. (2017), o gene 16S rRNA é o mais utilizado para determinar
presenca, ou ndo de Cianobactérias numa determinada amostra ambiental, devido a

natureza conservada que 0 gene apresenta.

g 8

&

ARFUPAT
g 8

7 7 &
Temparature, Celisius Temperature, Celslus Temperature, Celslus

Poilio Flamengos Figueira Gorda

Figura 10. Curvas de temperatura de desnaturacdo (temperatura de Melting) correspondentes ao gene
16SrRNA de Cianobactérias nas diferentes albufeiras de Cabo Verde.

Observa-se que o gene identificativo da presenca de Cianobactérias esta presente nas
amostras provenientes de duas albufeiras, a de Flamengos e de Figueira Gorda pois, 0s
valores da curva temperatura de Melting para as duas albufeiras estdo acima da baseline,
com maior quantidade atribuida a da Figueira Gorda. Além de saber se existem ou nédo
espécies de Cianobactérias em um determinado reservatdrio, o estudo da dinamica da
distribuicdo de Cianobactérias produtoras de toxinas é importante, e geralmente faz-se

com base em genes especificos (Koker et al. 2017).
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4.3.3.2 Genes que codificam a producao de Toxinas

e Microcistinas

Alguns generos de Cianobactérias tém sido relatados como principais responsaveis pela
ocorréncia de cianotoxinas, dos quais se destacam Microcystis, Nodularia,
Aphanizomenon, Planktothrix, Anabaena e Cylindrospermopsis. O grupo mais estudado
de cianotoxinas sdo os péptidos ciclicos que incluem as Microcistinas e Nodularinas.
Esses dois grupos sdo estruturalmente semelhantes, entretanto a Nodularina foi isolada
de uma Unica espécie de Cianobactéria (Nodularia spumigena) enquanto a microcistina
pode ser encontrada em varios generos de Cianobactérias, com destaque para Microcystis
e Planktothrix. E de realcar que ja se identificou cerca de mais de 100 variantes de

Microcistinas e mais de 10 variantes de Nodularinas (Koker et al. 2017).

O cluster de gene encarregue pela producao de microcistinas (mcy) tem 10 subespécies
(open reading frames - ORFs) mcy a-c e mcy d-j que se encontram organizados de forma
bidirecional. As microcistinas e nodularinas apresentam praticamente 0 mesmo modo de
acdo, atuando sobre os hepatocitos, ou seja, essas toxinas tém acdo hepatotdxica
(Ufelmanna et al. 2012; Cordeiro 2015).

Esse cluster de gene € muito utilizado, pois é considerada uma regido muito conservada
e encontra-se presente em praticamente todas as estirpes de Cianobactérias produtoras de
microcistinas (Neilan et al. 1999; Tanabe et al 2004).

Weelt Poak gt Praai Mialt Poak

150

3 m % 80 8 0 &5 [ 0 5 80 85 % o5 85 m [ 80 &
Temperature, Celsius Temperature, Ceisius

Temparature, Celsius

a5

Poilio Flamengos Figueira Gorda

Figura 11. Curvas de temperatura de desnaturacdo (temperatura de Melting) correspondentes ao gene
mcyA de Cianobactérias nas diferentes albufeiras de Cabo Verde.
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Observa-se que o gene que codifica a producao de microcistina A (mcy A) sé se encontra
presente na albufeira de Figueira Gorda, pois é a Unica que a curva de temperatura de

Melting esteve acima da baseline.
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Figura 12. Curvas de temperatura de desnaturacao (temperatura de Melting) correspondentes ao gene
mcyB de Cianobactérias nas diferentes albufeiras de Cabo Verde.

O gene de microcistina B (mcy B) s6 foi encontrada na albufeira de Figueira Gorda.
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Figura 13. Curvas de temperatura de desnaturacdo (temperatura de Melting) correspondentes ao gene
mcyE de Cianobactérias nas diferentes albufeiras de Cabo Verde.

Presenca de gene de microcistina E (mcy E) na amostra da albufeira de Figueira Gorda.
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e Microcistinas e Nodularinas: mcyE/nda
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Figura 14. Curvas de temperatura de desnaturacdo (temperatura de Melting) correspondentes ao gene
mcyE/nda de Cianobactérias nas diferentes albufeiras de Cabo Verde.

Presenca de gene codifica a Microcistina e Nodularina apenas na amostra da Albufeira de
Figueira Gorda.

e Cilindrospermopsina: Péptido sintetase

A cilindrospermopsina ¢ uma das cianotoxinas que tem despertado muito interesse em
termos de saude publica e da qualidade ambiental. Pode ser produzida por varios géneros
de Cianobactérias dos quais destaca o Aphanizomenon. Estudos realizados com tecidos
de peixes em lagos demonstraram que essa toxina € capaz de causar alteracfes
histopatoldgicas em diversos 6rgaos dos peixes, pelo que despertou uma atencéo no que

diz respeito a seguranca alimentar (Guzman - Guillén et al. 2013).
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Figura 15. Curvas de temperatura de desnaturacdo (temperatura de Melting) correspondentes ao gene
Peptido sintetase de Cianobactérias nas diferentes albufeiras de Cabo Verde.
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Observa-se na figura 15 a presenca de gene que codifica Cilindrospermopsina apenas na
amostra da albufeira de Figueira Gorda.

e Cilindrospermopsina: Poliquetido sintetase
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Figura 16. Curvas de temperatura de desnaturacdo (temperatura de Melting) correspondentes ao gene
Poliquetido sintetase de Cianobactérias nas diferentes albufeiras de Cabo Verde.

Presenca de gene que codifica de Cilindrospermopsina (Figura 16) encontrada apenas nas

amostras da albufeira de Figueira Gorda.

Talvez a presenca dos genes péptido sintetase (Figura 15) e poliquetido sintetase (Figura
16) na albufeira de Figueira Gorda deve-se ao facto da identificacéo fitoplanctonica ter-
se observado a presenca de espécies do género Aphanizomenon, pois Guzman-Guillén et
al. (2013) afirma que espécies do género Aphanizomenon sdo das principais produtoras

de Cilindrospermopsina.

Com base na identificacao por Biologia molecular, tendo como base a técnica de PCR em
tempo real observa-se que na albufeira do Poildo nao foi possivel detetar Cianobacteérias,
entretanto acredita-se que esse resultado foi condicionado pela quantidade reduzida de
amostra para realizar esse teste. Pois num estudo anterior realizado por Landim et al.
(2018) sobre a caracterizacdo fisico-quimica e biolégica de cinco albufeiras da ilha de
Santiago Cabo Verde, afirma que a analise fitoplactonica demonstrou que das 5 albufeiras
analisadas (Faveta, Flamengos, Figueira Gorda, Poildo e Saquinho) todas apresentaram

presenca de cianobactéria com potencial capacidade de produzir toxinas.
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Nas amostras de Flamengos observou-se a presenca de Cianobactérias, porém ndo séo
espécies potencialmente toxicas, por outro lado nas amostras de Figueira Gorda observou-
se presenca de Cianobactérias e com potencial toxicolédgico, destacando as Microcistinas,
Nodularinas e Cilindrospepsinas.

E de referir que das 3 albufeiras estudadas a de Figueira Gorda é a maior, com a
capacidade de armazenar o triplo da &gua armazenada na albufeira de Poildo, pelo que a
dimensdo da albufeira de alguma forma possa influenciar os resultados. A &gua
armazenada nessas albufeiras € exclusiva das precipitacdes, que devido as caracteristicas
vulcanicas do arquipélago contribui para o escoamento para a bacia hidrogréafica
(Gominho 2010).

Estudo realizado por Landim et al. (2018) afirma que Cabo Verde dispde de alguns fatores
que propiciem as floracdes de Cianobactérias nas suas albufeiras, pois apresenta valores
elevados de temperaturas que ronda uma média anual de 25°C (Hernandez 2008),

salinidade, pH, e disponibilidade de nutrientes.

Das espécies de Cianobactérias encontradas na identificacdo Fitoplanctonica
encontramos espécies que sdo potenciais produtoras de toxinas assim como aquelas que

ndo tém capacidade toxicoldgicas (tabela 26).

De entre as que apresentam grande capacidade de produzir toxinas temos o Anabaenopsis
elenkinii que é uma espécie comummente encontrada em Africa, Asia, México, Filipinas
(Ballot et al. 2008) e tem preferéncia para Lagos alcalinos (Santos et al. 2011) e produzem
alcaloides com atividade hepatotdxicos e neurotoxicos (Marsalek et al. 2000) outra
espécie produtora de cianotoxinas € a Aphanizomenon sp. (Menezes et al. 2016; Koker
et al. 2017).

Por outro lado, as espécies como Coelosphaerium sp., Gloeocapsa sp., Merismopedia
tenuissima, Planktolyngbya limnetica, Leptolyngbya sp., Geitlerinema sp. ndo sdo

consideradas produtoras de toxinas (Bowling et al. 2016; Liyanage et al. 2016).

Dessa forma, podemos afirmar que os resultados da detecdo de Cianobactérias e seus
possiveis genes que codificam a producdo de cianotoxinas vao de encontro aos resultados

da identificacdo fitoplanctonica, uma vez que segundo a tabela 26 observa-se que a
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albufeira de Flamengos € a que tem mais espécies de Cianobactérias, entretanto a espécie
dominante (Coelosphaerium sp.) ndo é potencialmente tdxica, encontrando também

espécies toxicas (Anabaenopsis elenkinii e Aphanizomenon sp.) em pequena quantidade.

Facto esse que talvez justifique ndo se ter encontrado presenca de genes toxicos nessa
albufeira. Por outro lado, na albufeira de Figueira Gorda apesar do nimero de espécies
na identificacdo fitoplanctonica ter sido inferior, observou-se grande nimero de uma
espécie potencialmente produtora de toxinas (Aphanizomenon manguinii), facto que veio

a ser confirmado pela técnica de Biologia molecular.
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4.3.4 Parametros fisico-quimico das Albufeiras de Cabo Verde

Tabela 27. Parametros fisico-quimicos analisados nas amostras das albufeiras de Cabo Verde.

T oy oo Niatse G postaos | P e

(Yosat) (mg/L N) (mg/L)

Flamengos 29,2 8,9 89,3 0,008 0,61 1,451 1,45
Figueira Gorda 30,0 9,4 95,3 0,001 1,59 0,685 0,69
Poiléo 30,0 9,3 98,5 0,060 2,46 1,014 1,01

Ao analisar os pardmetros fisico-quimicos das amostras das albufeiras de Cabo Verde,
observa-se que a temperatura rondou os 30 graus, temperatura considerada elevada,

entretanto para a realidade de Cabo Verde (tabela 27).

Quanto ao pH, observam-se valores ligeiramente basicos, estes valores podem ser
considerados normais, tendo em conta o ambiente vulcanico e pela influéncia do clima
arido associado a baixa precipitacdo registada no Pais. Observa-se que a albufeira da

Figueira Gorda foi a que teve o valor de pH mais elevado

A concentracdo de nitratos foi superior na Albufeira de Poildo, de uma forma geral
sugere-se que essa concentracdo seja de origem aloctone procedente da bacia de
drenagem. Os valores do Fosforo foram elevados em todas as albufeiras, registando
valores superiores em Poildo e Flamengos. De todas as formas os valores de fosforo foram
superiores a 0,035 mg/L — que é o valor limite de classificacdo de um sistema como sendo
eutrofico (Morais et al. 2018)

Em relacdo ao Oxigeénio dissolvido observa-se que rondou os 89 e 100%, esse parametro
€ muito importante na dindmica do fitoplancton, pois esta relacionada com a densidade
das espécies. A guantidade de Oxigénio dissolvido correlaciona-se com a quantidade de
Clorofila a que na maioria dos casos resulta da biomassa fitoplanctonica (Kunlasak et al.
2013). De uma forma geral pode-se dizer que as atividades metabdlicas das espécies
fitoplanctonicas leva ao aumento da concentracdo do Oxigénio Dissolvido (Adloff et al.
2018).
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V. Conclusao

Em suma, conseguiu-se otimizar um protocolo para determinacdo da concentracdo das
Ficobiliproteinas totais, assim como para cada um dos grupos das Ficobiliproteinas

individualmente.

Devido a forte correlacgdo entre as Ficobiliproteinas totais e a Clorofila a, pode-se concluir
que as Ficobiliproteinas podem ser utilizadas como potencial indicador da qualidade da
agua, juntamento com a Clorofila a, nas massas de agua fortemente modificadas. E
porque as Ficobiliproteinas sdo um pigmento especifico das Cianobactérias,
possivelmente seria considerado um bioindicador mais viavel que a Clorofila a, para a
avaliacdo da qualidade da agua. Este facto foi verificado no més de Abril, na plataforma
dos Alamos, onde se observou um valor de concentracio de Clorofila a elevado, mas néo
da concentracéo de Ficobiliproteinas totais, indicando assim que o bloom que estdvamos
perante ndo seria de Cianobactérias, mas sim de outro grupo de Microalgas. A plataforma
mais a montante do rio (Lucefécit) apresentou valores superiores de Clorofila a e
Ficobiliproteinas, e as concentracdes mais elevadas dos pigmentos estudados foram

encontradas na zona até onde hé incidéncia de luz solar, ao longo da coluna da agua.

Os fatores fisico-quimicos tém uma relacdo intrinseca com a ocorréncia de Cianobactérias
e consequentemente com concentracdo dos pigmentos (Clorofila a e Ficobiliproteinas),

das quais destaca-se a temperatura que € um fator muito relevante.

Nos estudos das albufeiras de Cabo Verde, podemos referir a presenca de espécies de
Cianobactérias potencialmente toxicas, e que essa ocorréncia esta relacionada com os
fatores ambientais, que sdo propicios a formacao de blooms de Cianobactérias. Pelo que

se recomenda a aposta em medidas de gestdo que visem melhorar a qualidade de agua.

O uso das técnicas de biologia molecular pode ser um recurso rapido para a detecdo de
Cianobactérias e respetivas toxinas, que ndo conseguimos identificar pela técnica de

microscopia oética.
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ANEXO 2- Calculo do Réacio da qualidade ecoldgica

Tabela A 1 Calculo do Racio da qualidade ecoldgica (RQE), destacados a negrito*.
Cs ‘ Co ‘ Cio

Profundidade = Abril ‘ Junho ‘ Julho ‘ Setembro Novembro
sup 26,78 14,82 2,84 4,27 5,83
1m 27,91 9,92 2,19 4,68 5,25
2m 25,24 12,33 2,48 5,02 6,00
Alamos 3m 19,39 13,41 2,66 5,86 5,26
fim ZE 12,64 13,41 5,02 6,87 3,46
meio alb 0,46 0,39 0,81 0,55 3,39
fundo 0,37 0,17* 0,49 0,97 1,80
sup 7,62 3,62 1,67 8,77 1,44
1m 7,94 2,72 1,10 3,92 0,87
2m 7,23 2,49 1,33 4,91 1,15
Montante 3m 6,23 1,89 1,86 6,00 0,87
fim ZE 6,93 2,24 1,56 7,68 0,52
meio alb 0,26 0,17* | 0,12* 0,17* 0,64
fundo 0,46 0,06* | 0,06* 0,06* 0,28
sup 1,20 1,59 1,24 6,09 0,23
1m 0,97 1,45 1,50 5,13 0,17*
2m 1,27 1,45 1,34 6,30 0,20
Mouré&o 3m 1,61 1,33 1,67 5,89 0,10
fim ZE 0,55 0,55 1,85 5,40 0,20
meio alb 0,97 0,19 0,17* 0,21 0,12*
fundo 0,62 0,22 0,64 0,07 0,10*
sup 2,83 15,18 2,59 48,06 0,81
1m 1,18 10,69 2,14 40,45 0,75
2m 1,32 12,80 2,31 45,71 0,58
Lucefécit 3m 1,11 11,41 3,52 43,22 0,46
fim ZE 1,59 11,64 6,41 43,22 0,64
meio alb 1,25 0,33 1,18 0,69 0,75
fundo 1,59 0,11* 1,04 0,69 0,28
Sup- superficie; Z.E- zona euf6tica; meio alb- meio albufeira
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ANEXO 3- Teste de Correlacédo por Plataforma

Tabela A 2. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre diferentes pigmentos relativos a Montante * p
<0,05. Correlacdes significativas sdo destacadas em negrito n= 35

Montante
Ficobiliproteinas ‘
totais
Ficobiliproteina
PC 0.976*
PE 0.922* 0.876*
APC 0.802* 0.749* 0.759*
Clorofila a 0.578* 0.600* 0.585* 0.545*
Clorofila b -0.615* -0.573* -0.591* -0.632* -0.353*
Clorofila c 0.282 0.271 0.235 0.336* 0.536* -0.445*
Feo -pigmentos -0.070 -0.094 -0.030 0.020 0.399* 0.004 0.678*

Tabela A 3. Coeficientes de correlagdo de Pearson entre diferentes pigmentos relativos a Mour&o * p
<0,05. Correlacdes significativas sdo destacadas em negrito h= 35

Ficobiliproteinas

totais
Ficobiliproteina
T 0.509*
PE 0.938* 0.322*
APC 0.740* 0.531* 0.704*
Clorofila a 0.321* 0.042 0.257 0.018
Clorofila b -0.228 0.164 -0.247 -0.076 -0.313
Clorofila c 0.108 0.035 0.051 -0.145 0.321 -0165
Feo -pigmentos -0.0009 0.145 -0.045 -0.009 0.454* -0.191 0.248
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Tabela A 4. Coeficientes de correlacéo de Pearson entre diferentes pigmentos relativos a Alamos * p
<0,05. Correlacdes significativas sdo destacadas em negri

Ficobiliproteinas

totais Chla Chl b
Ficobiliproteina
PC 0.869*
PE 0.597* 0.249
APC 0.807* 0.848* 0.349*
Clorofila a 0.572* 0.305 0.615* 0.346*
Clorofilab -0.240 0.193 0_3;19* 0.023 -0.220
Clorofila c -0.009 -0.085 0.122 -0.024 0.097 -0.747*
Feo -pigmentos -0.063 -0.121 0.092 -0.184 0.212 -0.496* 0.681*

Tabela A 5. Coeficientes de correlagdo de Pearson entre diferentes pigmentos relativos a Lucefécit * p
<0,05. Correlacdes significativas sdo destacadas em negrito (n= 35

Lucefécit
Ficobiliproteinas

totais

Ficobiliproteina
PC 0.920*
PE 0.940* 0.801*
APC 0.948* 0.865* 0.885*
Clorofila a 0.606* 0.682* 0.507* 0.665*
Clorofila b -0.002 -0.057 -0.049 -0.0006 -0.040
Clorofila c -0.070 -0.0003 -0.019 -0.063 -0.024 -0.562*
Feo -pigmentos -0.096 -0.043 -0.112 -0.135 0.013 0.241 0.108
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ANEXO 4- Tabela descritiva dos parametros fisico-quimicos

Plataforma

Lucefécit

Tabela A 6. Tabela descritiva dos parametros fisico-quimicos ao longo das campanhas de amostragem. Os valores representados sdo as medianas (minimos-
maximos), (n=140).

Mourao

Montante

Alamos

Camparva | TOTRISURS | PH | Condaiiade  Tutier | Oxine 099 s oy Niros(ro )| Aol Fosis | Fstore
Abril - 81(7.9-84) | 392(392-392) | 2,0(1,6-48) | 84,0(83,0-88,3) |0,440 (0,380-0,470) | 0,040 (0,040-0,050) | 2,28 (2,12-2,5) |0,027 (0,026-0,030)| 0,36 (0,29 - 0,59)
Junho | 20,5 (14,5-20,5) | 8,9 (7,9-10,2) | 408 (405-423) | 1,9 (1,6-24) | 66,0 (24,0-69,9) | 0,290 (0,230-0,480) | 0,600 (0,020-0,060) | 1,63 (1,09-2,40) (0,037 (0,027-0,072)| 0,33 (0,31-0,46)
Julho | 28,5(19,0-29,0) | 9.1(7,6-9,2) | 511 (486-517) | 1,7 (1,6-50) | 80,8 (7,8-99,0) |0,004(0,000-0,110) |  9e-4 (3e-4-0) | 0,75 (0,59-1,51) {0,010 (0,000-0,110)| 0,08 (0,04-0,26)
Setembro | 26,9 (17,8-27,9) | 9,1(7,6-9.4) | 562 (468-574) 19,4 (0,8-49,1) | 128,0 (0,0-173,0) | 0,004 (0,000-0,010) |  6e-4 (6e-4-0) | 0,85 (0,61-1,79) [0,003 (0,000-0,260)| 0,14 (0,09-0,62)
Novembro | 16,3 (16,1-16,4) | 7.6 (7,3-7,6) | 471 (470-514) | 1,7 (1,5-16,7) | 44,5 (22,7-49,0) | 0,300 (0,200-0,340) | 0,090 (0,070-0,100) | 0,84 (0,49-1,32) [0,050 (0,020-0,060)| 0,68 (0,65-0,89)
Abril | 13,0 (12,0-150) | 83(8,2-8,4) | 450 (448-460) | 0,5(0,4-14) | 89,5 (84,0-950) | 0,160 (0,110-0,220) | 0,010 (0,000-0,020) | 1,07 (0,71-1,29) (0,000 (0,000-0,017)| 0,30 (0,23-0,54)
Junho | 19,5(14,0-19,5) | 84 (7,9-8,6) | 436 (434-451) | 0,6(0,5-0,8) | 60,0(38,2-62,0) |0,230 (0,210-0,290) | 0,020 (0,000-0,030) | 1,36 (1,10-1,70) {0,030 (0,010-0,030)| 0,37 (0,29-0,41)
Julho | 27,8(13,9-27,8) | 88(7,5-88) | 507 (505-529) | 1,4(0,9-2,1) | 113,0 (0,2-115,0) | 0,100 (0,080-0,290) | 0,010 (0,000-0,020) | 0,89 (0,38-1,30) |0,000 (0,000-0,190)| 0,210 (0,10-0,32)
Setembro | 27,1 (152-28,6) | 9,0 (7,9-9.1) | 561 (442-580) | 1,7 (0,3-2,0) | 114,0 (0,0-118,0) | 0,003 (0,000-0,070) | 6e-4 (3e-4-1e-2) | 0,52 (0,40-0,84) (0,000 (0,000-0,130)| 0,11 (0,05-1,14)
Novembro | 14,7 (14,7-147) | 81(7,8-82) | 442 (441-445) | 19 (1,3-57,3) | 61,7 (35,8-650) | 0,210 (0,190-0,280) | 0,000 (0,000-0,010) | 0,70 (0,66-0,92) [0,040 (0,010-0,090)| 0,45 (0,42-0,61)
Abril | 13,8 (125-142) | 85(8,3-8,6) | 411 (410-450) | 1,2(0,5-1,3) | 83,0 (72,7-86,0) | 0,120 (0,100-0,130) | 0,000 (0,000-0,010) | 0,97 (0,76-1,09) (0,000 (0,000-0,000)| 0,32 (0,22-0,41)
Junho | 19,5(13,5-19,5) | 85(7,8-8,7) | 402 (400-435) | 1,2 (0,9-1,9) | 56,6 (359-74,0) | 0,100 (0,060-0,170) | 0,010 (0,000-0,010) | 0,87 (0,67-1,04) {0,013 (0,000-0,396)| 0,63 (0,51-1,28)
Julho | 254 (13,2-25,6) | 89 (7.4-8,9) | 478 (478-513) | 1,3(0,8-1,6) |110,0 (14,8-111,0)| 0,030 (0,003-0,170) | 0,000 (0,000-0,000) | 0,77 (0,58-1,21) |0,090 (0,000-0128)| 0,15 (0,15-0,19)
Setembro | 26,3 (14,2-26,6) | 8,9 (8,6-9,3) | 536 (432-543) | 3,1(0,3-4,6) | 115,0 (0,0-125,0) | 0,006 (0,002-0,120) | 6 e-4 (3e-4-3e-2) | 0,71 (0,44-3,22) (0,000 (0,000-0,000)| 0,13 (0,11-0,73)
Novembro | 16,6 (15,7-16,8) | 7.8 (7.6-8,4) | 443 (439-444) | 0,9 (0,1-1,1) | 58,0 (53-58,0) | 0,170 (0,080-0,260) | 0,000 (0,000-0,010) | 0,66 (0,49-1,01) (0,040 (0,010-0,250)| 0,90 (0,86-1,00)
Abril | 150(12,8-15,9) | 88(8,1-8,9) | 370 (369-431) | 2,8(2:8-69) | 92,0 (59,0-116,0) | 0,090 (0,070-0,140) | 0,000 (0,000-0,010) | 1,05 (0,82-1,26) |0,000 (0,000-0,000)| 0,40 (0,22-0,55)
Junho | 17,0 (12,5-18,5) | 87 (7.7-8,8) | 397 (395-400) | 2,0 (1,7-3,6) | 76,9 (35,7-109,0) | 0,040 (0,016-0,150) | 0,000 (0,000-0,070) | 0,82 (0,69-0,95) |0,020 (0,000-0,060)| 1,01 (0,69-1,23)
Julho | 258 (14,6-258) | 88 (7.4-88) | 477 (472-477) | 1,7 (1,4-3,6) | 119,0 (0,2-119,0) | 0,020 (0,006-0,120) | 0,000 (0,000-0,000) | 0,72 (0,55-1,11) {0,100 (0,005-0,330)| 0,19 (0,11-0,56)
Setembro | 26,5 (17,8-27,7) | 9,0 (7,5-9,1) | 538 (420-562) | 2,8 (0,8-3,6) | 107,0 (0,0-111,0) | 0,005 (0,002-0,033) | 0,000 (0,000-0,000) | 0,61 (0,36-0,94) |0,000 (0,000-0,110)| 0,12 (0,06-0,32)
Novembro | 16,5 (16,2-16,6) | 8,0 (7,5-8,1) | 433 (431-433) | 1,2(0,9-3,4) | 70,7 (60,0-79,4) | 0,120 (0,090-0,170) | 0,020 (0,020-0,020) | 0,57 (0,47-0,74) |0,015 (0,004-0,028)| 0,97 (0,80-1,03)
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Tabela A 7. Tabela descritiva dos parametros fisico-quimicos por diferentes profundidades. Os valores representados séo as medianas (minimos-maximos),
(n=140).

Plaaorna_bote) TR [ B Conduidade Turbider 0ol B0 o ) irios oy | Al oy Fioriaa
Superficie | 24,1 (16,4-29,0) | 8,9 (7,6-9,4) | 471 (392-559) | 1,9 (1,6-42,0)| 840, (49,0-172,8) | 0,260 (0,000-0,380) | 0,040 (0,000-0,100) | 1,13 (0,73-2,28) | 0,020 (0,000-0,030) | 0,29 (0,07-0,89)

1m 23,8 (16,4-29,0) | 9,1 (7,6-10,2) | 471 (392-566) | 1,9 (1,6-18,2) | 84,4 (46,4-148,3) | 0,200 (0,004-0,430) | 0,040 (0,000-0,090) | 1,20 (0,75-2,30) | 0,020 (0,000-0,050) | 0,31 (0,04-0,79)

2m 23,8 (16,4-29,0) | 9,0 (7,5-9,2) | 471 (392-568) | 1,9 (1,7-20,5)| 83 (44,9-138,4) | 0,260 (0,000-0,460) | 0,040 (0,000-0,100) | 0,93 (0,49-2,30) | 0,020 (0,000-0,050) | 0,32 (0,10-0,68)

Lucefécit 3m 23,7 (16,3-28,5) | 8,9 (7,6-9,1) | 471 (393-575) | 1,7 (1,6-12,3)| 80,3 (44,6-119,6) | 0,240 (0,000-0,440) | 0,050 (0,000-0,090) | 0,84 (0,59-2,28) | 0,030 (0,000-0,060) | 0,32 (0,08-0,66)

Fim Z.E. | 205 (16,35-27) | 8,4 (7,6-9,2) | 440 (392-503) | 2,2 (1,7-5,0) | 72,2 (43,5-87,0) | 0,290 (0,000-0,470) | 0,050 (0,000-0,090) | 1,64 (1,00-2,50) | 0,020 (0,010-0,060) | 0,32 (0,08-0,68)
Meio 18,8 (16,3-22.9) | 7,7 (7,3-8,1) | 471 (395-519) | 1,6 (0,8-2,2) | 24,0 (0,8-84,0) | 0,240 (0,000-0,480) | 0,040 (0,000-0,090) | 0,77 (0,71-2,27) | 0,050 (0,020-0,110) | 0,40 (0,13-0,65)
Fundo | 17,0 (14,5-19,0) | 7,9 (7,28-8,1) | 468 (395-514) |3,1(1,7-49,1)| 22,7 (0,0-84,0) | 0,290 (0,000-0,430) | 0,020 (0,000-0,070) | 1,79 (1,32-2,40) | 0,070 (0,020-0,260) | 0,59 (0,26-0,87)
Superficie | 19,5 (14,7-28,6) | 8,6 (8,2-9,1) | 450 (439-581) | 1,2 (0,5-2,0) | 91,0 (62,3-117,6) | 0,170 (0,000-0,270) | 0,010 (0,000-0,020) | 1,00 (0,52-1,52) | 0,000 (0,000-0,040) | 0,23 (0,05-0,42)

1m 19,5 (14,0-28,0) | 8,5(8,1-9,1) | 450 (435-569) | 1,7 (0,4-2,1) | 91,5 (61,1-117,2) | 0,110 (0,000-0,290) | 0,010 (0,000-0,020) | 0,84 (0,38-1,34) | 0,020 (0,000-0,040) | 0,27 (0,06-0,42)
2m 19,5 (13,0-27,8) | 8,5 (8,1-9,0) | 448 (436-565) | 1,4 (0,5-2,0) | 95,0 (60,9-116,6) | 0,200 (0,000-0,210) | 0,010 (0,000-0,020) | 1,17 (0,43-1,70) | 0,000 (0,000-0,070) | 0,26 (0,07-0,59)
Mour&o 3m 19,5 (13,0-27,8) | 8.4 (8,1-9) | 448 (434-562) | 15 (0,4-2,0) | 88,0 (60,0-114,6) | 0,120 (0,000-0,270) | 0,010 (0,000-0,020) | 0,84 (0,40-1,36) | 0,010 (0,000-0,070) | 0,30 (0,15-0,42)

FimZ.E. | 17,0 (12,0-26,8) | 8,2 (7,6-8,9) | 454 (435-561) | 1,7 (0,5-1,9) | 55,2 (16,1-110,0) | 0,170 (0,000-0,210) | 0,000 (0,000-0,010) | 0,68 (0,66-1,41) | 0,010 (0,000-0,020) | 0,40 (0,11-0,61)
Meio 14,7 (12,0-17,6) | 7.9 (7,5-8,3) | 453 (443-519) | 05 (0,4-1,3) | 455 (0,0-84,0) | 0,190 (0,000-0,280) | 0,000 (0,000-0,010) | 1,07 (0,43-1,30) | 0,000 (0,000-0,080) | 0,29 (0,10-0,48)
Fundo | 14,0 (12,0-15,2) | 7,9 (7,5-8,4) | 451 (443-529) | 0,9 (0,4-57,3)| 35,8 (0,0-84,0) | 0,190 (0,070-0,280) | 0,000 (0,000-0,010) | 0,91 (0,60-1,14) | 0,090 (0,010-0,190) | 0,38 (0,27-1,14)
Superficie | 19,5 (13,8-26,6) | 8,7 (7,7-9,0) | 444 (400-543) | 1,3 (0,9-3,1) | 83,0 (58,5-115,0) | 0,090 (0,000-0,240) | 0,000 (0,000-0,010) | 0,95 (0,64-1,23) | 0,000 (0,000-0,110) | 0,39 (0,12-0,94)

im 19,5 (14,2-26,6) | 8,6 (7,8-9,0) | 443 (401-541) | 1,2 (0,9-4,7) | 859 (58,2-119,2) | 0,100 (0,000-0,230) | 0,000 (0,000-0,010) | 1,01 (0,90-3,22) | 0,090 (0,000-0,390) | 0,59 (0,15-0,86)
2m 19,5 (13,9-26,4) | 8,5 (7,8-9,1) | 444 (400-536) | 1,3 (0,9-3,9) | 84,2 (58,1-123,3) | 0,060 (0,000-0,130) | 0,000 (0,000-0,010) | 0,63 (0,49-0,94) | 0,000 (0,000-0,050) | 0,41 (0,15-0,91)
Montante 3m 19,5 (14-26,3) | 8,2 (7,7-9,0) | 443 (402-537) | 1,3(0,9-3,7) | 77,6 (56,6-125,0) | 0,060 (0,000-0,140) | 0,000 (0,000-0,010) | 0,87 (0,71-1,03) | 0,000 (0,000-0,100) | 0,30 (0,10-0,90)

FimZ.E. | 185(13,8-26,0) | 8,3 (7,6-8,8) | 442 (404-532) | 1,3 (0,5-2,5) | 65,0 (51,6-114,6) | 0,110 (0,000-0,170) | 0,000 (0,000-0,000) | 0,67 (0,44-0,88) | 0,010 (0,000-0,120) | 0,22 (0,16-1,28)
Meio 14,3 (12,6-16,2) | 8,3 (7,6-8,6) | 440 (427-502) | 0,8 (04-1,1) | 355 (0,5-72,7) |0,150 (0, 080-0,250)| 0,000 (0,000-0,000) | 0,80 (0,76-0,96) | 0,000 (0,000-0,020) | 0,32 (0,13-0,93)
Fundo 13,5 (12,5-15,7) | 8,3 (7,4-9,4) | 440 (435-513) | 0,5(0,1-1,9) | 14,8 (0,0-81,8) |0,120 (0, 080-0,170)| 0,000 (0,000-0,020) | 0,83 (0,62-1,21) | 0,010 (0,000-0,110) | 0,25 (0,10-1,00)
Superficie | 18,5 (159-27,7) | 8,8 (8,1-9,1) | 434 (370-563) | 2,1 (1,3-2,8) | 111,6 (79,4-119,1) | 0,030 (0,000-0,170) | 0,000 (0,000-0,020) | 0,74 (0,41-1,03) | 0,020 (0,000-0,090) | 0,25 (0,06-1,23)

im 18,5 (15,7-27,7) | 8,8(8,0-9,1) | 434(371-562) | 1,7 (1,2-2,9) | 109,0 (77,4-119,1) | 0,040 (0,000-0,090) | 0,000 (0,000-0,020) | 0,69 (0,57-1,05) | 0,010 (0,000-0,100) | 0,22 (0,16-1,08)
2m 21,4 (16,6-27,3) | 8,73 (8,0-9,1)| 455 (396-544) | 1,9 (1,3-2,8) | 106,7 (76,1-119,1) | 0,020 (0,010-0,150) | 0,000 (0,000-0,020) | 0,66 (0,36-0,81) | 0,000 (0,000-0,100) | 0,56 (0,07-0,99)
Alamos 3m 17,0 (15,0-26,6) | 8,8 (7,8-9,0) | 432 (370-538) | 2,2 (1,2-3,6) | 92,0 (40,7-119,1) | 0,020 (0,000-0,110) | 0,000 (0,000-0,020) | 0,68 (0,52-1,26) | 0,020 (0,000-0,200) | 0,41 (0,18-0,97)

FimZ.E. | 205 (14,8-26,3) | 8,6 (7.9-9,0) | 453 (369-537) | 2,2 (1,1-2,9) | 94,6 (66,8-104,7) | 0,050 (0,000-0,110) | 0,000 (0,000-0,020) | 0,85 (0,51-1,11) | 0,000 (0,000-0,010) | 0,33 (0,11-0,80)
Meio 16,3 (12,8-22,2) | 7,6 (7,5-8,2) | 431 (399-477) | 14 (0,8-3.6) | 35,7 (1,3-66,0) | 0,120 (0,000-0,150) | 0,000 (0,000-0,020) | 0,73 (0,41-0,91) | 0,010 (0,000-0,060) | 0,45 (0,07-1,07)
Fundo 14,6 (12,5-17,8) | 8,1(7,4-8,2) | 431 (400-472) | 3,4 (0,8-6,7) | 51,3(0,0-60,0) | 0,120 (0,000-0,120) | 0,000 (0,000-0,070) | 0,93 (0,47-0,95) | 0,040 (0,000-0,330) | 0,56 (0,32-1,03)
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