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1. Introducao

1.1. Enquadramento

Em limnologia, designa-se como macrdfito toda a vegetacao aquatica visivel
(embora ndo necessariamente identificavel) a olho nu, que se estabelece
dentro de agua, bem como em solos e ambientes encharcados ou himidos,
de sistemas dulcaquicolas. Do ponto de vista sistematico, englobam
macroalgas, bridfitos, pteridofitos e angiospérmicas (Wetzel, 2001; Figura 1).

Figura 1. Diferentes tipos de macrofitos que ocorrem nos leitos de rios: a)
macroalgas; b) bridfitos (Aneura maxima (Schiffn.) Steph); c) pteriddfitos (Osmunda
regalis L.) e d) angiospérmicas (Ranunculus sp. Viv./Oenanthe crocata L.).

Alguns macrdfitos, designados por hidréfitos, apresentam tecido de suporte
fraqgil, utilizando a coluna de agua para se sustentarem e viverem (Figura
2a); outros apresentam tipicamente parte do caule submerso e a restante
parte emersa e designam-se por heléfitos ou plantas emergentes (Figura 2b);
existem ainda macréfitos associados a ambientes e substratos humidos,
sendo designados genericamente por higrofitos (Figura 2c). No meio fluvial
podem também ocorrer espécies com carater terrestre.

Protocolo de amostragem e analise para o elemento de qualidade macrdfitos 1
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Figura 2. Diferenciacdo dos macrdéfitos em fungdo do tipo de adaptacdo e
especializacdo ao habitat aquatico: a) hidrdéfitos (Ranunculus trichophyllus Chaix ex
Vill.), b) heldfitos (Sparganium erectum L./Lythrum salicaria L.) e c) higrofitos
(Saponaria officinalis L. ).

Os macréfitos constituem uma importante componente dos ecossistemas
fluviais e sao designados, conjuntamente com outros elementos bioldgicos,
para a monitorizacao do Estado Ecoldgico das aguas superficiais interiores,
tal como previsto na Diretiva Quadro da Agua (DQA) - Diretiva n.0
2000/60/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 23 de outubro?,
transposta para a ordem juridica nacional pela Lei da Agua - Lei n.° 58/2005,
de 29 de dezembro? e pelo Decreto-Lei n.© 77/2006, de 30 de margo3.

A DQA estabelece que os Estados Membros (EM) protegerdao e melhorarao as
massas de agua, com o intuito de assegurar que todas alcancam o Bom
Estado. No caso das aguas superficiais, o Estado de uma massa de agua
engloba duas componentes: Estado Quimico e Estado Ecoldgico.
Relativamente ao Estado Ecoldgico, a sua avaliagdo é realizada em funcao
dos resultados associados a elementos de qualidade biolégicos, bem como de
elementos de qualidade fisico-quimicos de suporte aos elementos bioldgicos
e elementos de qualidade hidromorfolégicos de suporte aos elementos
bioldgicos, nos termos das definicdes normativas que constam do Anexo V,
item 1.2 da DQA, e do Decreto-Lei n.° 77/2006, de 30 de marco.

! Alterada por: Decisdo n.° 2455/2001/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 20 de
novembro de 2001; Diretiva 2008/32/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 11 de margo de
2008; Diretiva 2008/105/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro de 2008;
Diretiva 2009/31/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 23 de abril de 2009; Diretiva
2013/39/UE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 12 de agosto de 2013; Diretiva 2013/64/UE
do Conselho, de 17 de dezembro de 2013 e Diretiva 2014/101/UE da Comissao, de 30 de outubro
de 2014.

2 Alterada pelo Decreto-Lei n.© 245/2009, de 22 de setembro, pelo Decreto-Lei n.© 60/2012, de 14
de margo, pelo Decreto-Lei n.© 130/2012, de 22 de junho e pela Lei n.© 17/2014, de 10 de abril.

3 Alterado pelo Decreto-Lei n.© 103/2010, de 24 de setembro e pelo Decreto-Lei n.© 42/2016, de 1
de agosto.

Protocolo de amostragem e analise para o elemento de qualidade macrdfitos 2
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Neste contexto, o elemento bioldgico macrofitos € um dos elementos de
qualidade que os EM devem integrar nas respetivas avaliagdes da qualidade
ecoldgica em massas de agua superficiais da categoria rios.

Por forma a assegurar a comparabilidade dos resultados do sistema de
monitorizacdao dos elementos de qualidade bioldgica entre EM que pertencam
a mesma Ecorregido foi preconizada, no ponto 1.4.1 do Anexo V da DQA, a
realizagcao de um processo de validagao dos limiares de qualidade (Excelente-
Bom e Bom-razoavel) obtidos através dos sistemas de classificacdo dos EM
respetivos, sendo o processo denominado Exercicio de Intercalibragao.

No ambito da implementacdo da DQA e da realizacdao do Exercicio de
Intercalibracdo, o indice Bioldgico de Macrdéfitos de Rio (IBMR, desenvolvido
inicialmente por Haury et al., 2006) foi adotado em Portugal Continental para
a avaliagdo da qualidade ecoldgica relativamente ao elemento bioldgico
macroéfitos, nas massas de agua da categoria rios (com excecdao dos grandes
rios), conforme definido na Decisao da Comissao 2013/480/UE, de 20 de
setembro. O processo de intercalibracdo deste elemento bioldgico em rios
europeus, ao nivel do Grupo de Intercalibracdao Geografica dos Rios
Mediterranicos, encontra-se descrito no relatorio final deste grupo de trabalho
(MedGIG, 2012) e em Aguiar et al. (2014).

O método de amostragem descrito neste documento encontra-se adaptado
as especificidades dos macréfitos de sistemas fluviais portugueses,
permitindo assegurar a conformidade da amostragem com a aplicagao do
indice de qualidade ecolégica (IBMR)!. Assim, o protocolo é aplicavel a
aguas superficiais interiores de carater predominantemente lético,
concretamente a ribeiros ou trocos de ribeiros e rios ou trogos de rios
(excetuando os grandes rios), naturais ou modificados.

Este documento baseou-se no trabalho “"INAG, I.P. 2008. Manual para a
avaliacdo bioldgica da qualidade da agua em sistemas fluviais segundo a
Diretiva Quadro da Agua. Protocolo de amostragem e andlise para os
macrofitos. Ministério do Ambiente, do Ordenamento do Territério e do
Desenvolvimento Regional, Instituto da Agua, I.P.”, consistindo na sua
revisao e atualizagao. Em particular, foi tido em consideracao o estabelecido
na norma portuguesa NP EN 14184: Qualidade da agua - Orientacdo para o
levantamento dos macrdfitos aquaticos em aguas correntes, desenvolvida
pelo Comité Europeu de Normalizacdo (CEN), constituindo uma adaptacao
desta as condicOes especificas de sistemas fluviais mediterranicos.

! Para detalhes sobre 0 &mbito de aplicagdo do indice IBMR, consultar: “APA, I.P.. Manual para aplica¢éo
do IBMR (indice Bioldgico de Macréfitos de Rio) e apoio ao utilizador da plataforma informdtica de cdlculo
do indice. Agéncia Portuguesa do Ambiente, |.P., Departamento de Recursos Hidricos/Divisdo do Estado
Qualitativo da Agua, Ministério do Ambiente”.
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Foram também consideradas as normas gerais de amostragem,
nomeadamente EN ISO 5667-1 - Water Quality - Guidance on the design of
sampling programmes and sampling techniques, EN ISO 5667-3 - Water
quality - Sampling - Part 3: Preservation and handling of water samples e EN
14996: Water Quality - Guidance on assuring the quality of biological and
ecological assessments in the aquatic environment.

Classificacao do Estado Ecologico de massas de agua superficiais da
categoria rios

Para detalhes sobre os tipos de rios em Portugal Continental, consultar:

e INAG, I.P. 2008. Tipologia de Rios em Portugal Continental no &mbito da
implementacdo da Directiva Quadro da Agua. I - Caracterizacdo abidtica.
Ministério do Ambiente, do Ordenamento do Territério e do
Desenvolvimento Regional. Instituto da Agua, LP.

Para detalhes quanto aos critérios aplicaveis a classificacdo da qualidade
ecolégica de massas de agua da categoria rios com base no elemento
macrofitos, consultar as versées mais recentes dos seguintes documentos:

e APA, IP. 2017. Manual para aplicagdo do IBMR (Indice Biolégico de
Macrofitos de Rio) e apoio ao utilizador da plataforma informatica de
calculo do indice. Agéncia Portuguesa do Ambiente, I.P., Departamento de
Recursos Hidricos/Divisdo do Estado Qualitativo da Agua, Ministério do
Ambiente, ou versées mais recentes do mesmo documento.

e Critérios de classificacdo adotados nos Planos de Gestdo de Regido
Hidrogréfica do 2.9 ciclo de planeamento (aprovados pela Resolucdo do
Conselho de Ministros n.9 52/2016, de 20 de setembro, retificada e
republicada pela Declaragdo de Retificagdo n.° 22-B/2016, de 18 de
novembro), especificados no Anexo IV da Parte 2 dos PGRH.

Nota: Deve acompanhar-se a evolucdo que ocorra nestas matérias,
resultantes de alteracoes legislativas ou de orientacoes da APA. Neste
sentido, para além da consulta da legislacdo em vigor, aconselha-se a
consulta do website da APA: http://www.apambiente.pt/.

1.2. Principios tedricos

Nos termos da Lei da Agua, o “Estado das &guas superficiais” diz respeito a
expressao global do Estado em que se encontra uma massa de aguas
superficiais, determinado em funcdo do pior dos seus Estados, Ecoldgico ou
Quimico. O “Bom Estado das aguas superficiais” corresponde ao Estado global

Protocolo de amostragem e analise para o elemento de qualidade macrdfitos 4
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em que se encontra uma massa de agua superficial quando os seus Estados
Ecolégico e Quimico sdo considerados, pelo menos, Bons.

O “Estado ecoldgico” é a expressdo da qualidade estrutural e funcional dos
ecossistemas aquaticos associados as aguas superficiais, classificada nos
termos do Decreto-Lei n.© 77/2006, de 30 de margo, na sua redagao atual.
Em conformidade com o disposto nesse Decreto-Lei, o “Bom Estado
ecolégico” em termos do elemento macrofitos corresponde a ligeiras
modificagcdes da composicdo e abundancia dos taxa macrofiticos, em
comparacdo com as comunidades especificas do tipo (em condicdes de
referéncia). Para que se aplique o conceito de Bom Estado é necessario que
as modificacdes verificadas ndo indiqguem um crescimento acelerado de
plantas que dé origem a perturbagdoes indesejaveis do equilibrio dos
organismos presentes na massa de agua ou da qualidade fisico-quimica da
agua ou do sedimento.

No caso das massas de agua fortemente modificadas e das massas de agua
artificiais, o conceito de Estado Ecoldgico é substituido por um outro conceito:
o Potencial Ecolégico. O “Bom potencial ecoldgico” corresponde a ligeiras
modificacdes dos valores dos elementos de qualidade bioldgica, neste caso
os macrofitos, em relacdo aos valores préprios do potencial ecoldgico
maximo. No caso do Potencial Ecoldgico Maximo os valores dos elementos de
qualidade bioldgica refletem, tanto quanto possivel, os valores associados ao
tipo de massa de aguas superficiais mais aproximados, dadas as condicdes
fisicas resultantes das caracteristicas artificiais ou fortemente modificadas da
massa de agua.

No que aos macréfitos diz respeito, a avaliagdo do Estado/Potencial Ecologico
de uma massa de agua superficial da categoria rios é realizada considerando
a respetiva composicao e abundancia. Neste contexto, adicionalmente a
identificacdo dos taxa presentes, € necessario avaliar a sua abundancia,
estimando a cobertura relativa, tendo por base a extensdao espacial dos
agregados de cada espécie ou grupo taxonémico de macrofitos.

A atribuicdo de uma classificacdo aos resultados obtidos baseia-se na
determinacao do desvio registado para as comunidades macrofiticas de um
determinado trogo, por comparagao com as condicdes de referéncia definidas
para uma massa de agua do mesmo tipo. Por condicdes de referéncia
entende-se um estado, no presente ou no passado, que corresponde a
auséncia de pressdes antrdpicas significativas, ocorrendo apenas pequenas
alteracgoes fisico-quimicas, hidromorfoldgicas e bioldgicas.

Protocolo de amostragem e analise para o elemento de qualidade macrdfitos 5
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2. Amostragem

2.1. época de amostragem

Os inventarios devem ser efetuados no periodo 6timo de crescimento dos
macrofitos, ou seja, no final da primavera a principio de verdao, de forma a
serem inventariados o maximo de taxa de primavera e de verdao em
simultdneo. Alguma variacdao no seio deste periodo estard associada a
variagoes latitudinais, com os inventarios a serem realizados mais cedo no
sul do pais e mais tarde na regidao norte, e ainda a evolugao do ano
hidroldgico. A frequéncia interanual para a monitorizagdo deste elemento
bioldgico deve seguir os requisitos do Decreto-Lei n.© 77/2006, de 30 de
marco, referindo-se a titulo indicativo a monitorizacdo de trés em trés anos.

Os inventarios devem ser realizados preferencialmente apds alguns dias de
condicdes de baixo caudal, quando a transparéncia da agua se encontra
maximizada e a profundidade da agua é menor.

Normas de seguranga

O trabalho de amostragem de macrofitos em rios acarreta alguns riscos
potenciais para os inventariadores, pelo que as saidas de campo devem ser
realizadas por equipas com um minimo de duas pessoas.

Os inventariadores devem utilizar calcado e vestuario adequado a
amostragem de sistemas fluviais, bem como equipamento apropriado as
condicbes de amostragem, como barco e colete salva-vidas quando a
amostragem é realizada em trocos com aguas profundas. O percurso a pé no
leito submerso deve ser efetuado com a maxima precaucdo, assegurando que
todo o troco tem uma profundidade aceitavel.

Em cursos de agua potencialmente poluidos, devem ser utilizadas luvas de
protecao para a colheita dos macrdfitos, e deve ser realizada uma desinfecdo
no final do inventario.

Alerta-se finalmente para o facto de algumas plantas poderem causar
qgueimaduras ou reagoes alérgicas por contacto, como é o caso de espécies
do género Urtica. Os sistemas fluviais albergam também espécies faunisticas,
algumas das quais potencialmente lesivas para o0s inventariadores, e.g.
insetos; desta forma, recomenda-se utilizacdo de calcado e vestuario que
assegure a protecdo de todo o corpo.

Protocolo de amostragem e analise para o elemento de qualidade macrdfitos 6
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2.2,

Material e equipamento

Material e equipamento indispensavel:

Vestuario e calcado apropriado;
Luvas de protecao (para zonas potencialmente poluidas);
Barco e equipamento de seguranca necessario (para zonas profundas);

Material para recolha de espécimes: objetos raspadores, pa de bordos
cortantes, dragas (para zonas profundas), tesoura de poda (para
colheita de ramos) e ancinho (para colheita de bolbosas ou outras);

Material para acondicionar espécimes recolhidos: jornais e papéis
absorventes, sacos de plastico e de papel, tubos e frascos e etiquetas
e marcadores resistentes a humidade;

Alcool etilico com glicerina e dgua (liquido de Kew modificado) em
proporcao 65%, 5% e 30%, para conservagao de amostras;

Prensa de campo;

Protocolo de amostragem e codpias das fichas de campo para
amostragem de macrofitos (Anexo I do presente protocolo);

Material de registo, resistente a humidade, incluindo base e lapis;
Camara fotografica;

Guias de campo para identificacdo expedita e lista de espécies da
regiao;

Lente de campo, com ampliagao de 10 vezes;

Sonda multiparamétrica para determinacdo do pH, temperatura da
agua, oxigénio dissolvido, taxa de saturacao de oxigénio, turbidez e
condutividade;

"Metro graduado” ou fita graduada (em metros) ou aparelho medidor
de distancias;

Mapas, em escala adequada ao inventario;

GPS;

Estacas e tintas para marcagao dos trogos de amostragem;
Lupa ou microscoépio para a identificacdo no herbario;
Bibliografia da especialidade para a identificacdo no laboratério;

Material de laboratério para apoio a identificagao (por exemplo, placas
de Petri, agua destilada, pincas).

Protocolo de amostragem e analise para o elemento de qualidade macrdfitos 7
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Normas de seguranca

O é&lcool é um produto altamente inflamavel, pelo que o seu transporte e
acondicionamento deverado respeitar as normas de seguranca respeitantes a
substéancias inflamaveis vigentes em Portugal.

Material e equipamento extra ou opcional:

e Oculos com lentes polarizadas e/ou lente de visao subaquatica;

e Camara fotografica digital com lente polarizada (eventualmente dotada
de equipamento subaquatico);

e Fato de mergulho e tubo respiratério.

Normas de amostragem

Todos os materiais e equipamentos a utilizar no setor de amostragem devem
estar devidamente limpos, verificados e desinfetados, por forma a evitar a
introducdo ou disseminacdo de sementes e propagulos de espécies nao-
nativas ou de doencas.

2.3. Selecao da estacao de amostragem

Devem ser selecionadas estacdes de amostragem com caracteristicas
representativas do sistema fluvial a caracterizar, ou seja, que incluam os
diferentes tipos de mesohabitats adequados a macréfitos existentes no leito
fluvial, abrangendo também a variabilidade existente em termos de
substrato, ensombramento, profundidade e velocidade da corrente e tipos de
escoamento superficial.

2.4. Definicao dos trocos de amostragem

e Comprimento dos trocos de amostragem

O calculo do indice IBMR tem por base dados recolhidos considerando como
unidade um troco de amostragem com 100 m de comprimento, conforme
recomendado em Haury et al. (2006).

e Largura dos trocos de amostragem

Primeiramente, considera-se pertinente relembrar a definicao de “leito”, nos
termos da Lei da Agua: terreno coberto pelas dguas quando néo influenciadas
por cheias extraordindrias, inundagcbes ou tempestades, nele se incluindo os
mouchoées, lodeiros e areais formados por deposicao aluvial.

Protocolo de amostragem e analise para o elemento de qualidade macrdfitos 8
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O leito pode encontrar-se parcialmente ou totalmente emerso,
designadamente devido ao regime torrencial tipico de cursos de &gua
mediterranicos.

Importa notar que, para o calculo do indice IBMR, nao sao consideradas
as espécies macrofiticas presentes nas zonas emersas dos taludes
marginais, bem como nas margens. Assim, o processo de inventariacao
das espécies vegetais tendo em vista a classificacdo da massa de agua, nos
termos ja referidos, abrange unicamente o leito (submerso e emerso) do
curso de agua, excluindo as zonas emersas dos taludes marginais
(Figura 3a).

Neste contexto, uma eventual avaliacdo dos taxa presentes nos taludes
marginais ou nas margens, constituir-se-a sempre como uma avaliacao
adicional, uma vez que os dados recolhidos nestas zonas nao podem ser
considerados para calculo do indice de macroéfitos.

Assim, por forma a evitar erros no calculo do IBMR, na ficha de campo devem
ser registados apenas os dados recolhidos no leito (submerso e emerso)
do curso de agua, excluindo as zonas emersas dos taludes marginais.

(a) Zona do inventario:
leito submerso e
emerso, exceto
taludes emersos

Jusante

,,,,,,,

Galeria
ribeirinha

(b) NS e

Montante

Figura 3. Esquema ilustrativo do perfil transversal (a) e longitudinal (b) do sistema
fluvial a inventariar, com indicacdo dos limites transversais do troco de amostragem
(a verde e ponteado, em (a) e (b)), possivel localizacdo de transectos transversais
para calculo da area do inventario (b).
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Para efeitos da monitorizacao de macroéfitos com vista ao calculo do
indice IBMR deve ser selecionado um troco de amostragem
representativo da massa de agua a classificar, com uma extensao de
100 m e deve ser amostrado o leito (submerso e emerso), excluindo
a zona emersa dos taludes marginais.

e Area amostrada

Sendo conhecido o comprimento a considerar no calculo da drea amostrada,
torna-se necessario determinar a respetiva largura. Para tal, serdao definidos
5 transectos transversais em cada troco de amostragem, distribuidos de
forma a traduzir a heterogeneidade de larguras do leito ao longo da area de
amostragem (Figura 3b).

A area do troco de amostragem considerada no ambito da aplicacao do indice
normativo é o produto do comprimento do troco (= 100 m) pela média da
largura dos cinco transectos, considerando o leito submerso e emerso até a
zona emersa dos taludes marginais.

2.5. Grupos floristicos a inventariar e procedimento de colheita

No que respeita aos macrdéfitos a inventariar, deve ser realizado um
levantamento dos taxa de cada grupo (angiospérmicas, pteridofitos, bridfitos
e macroalgas) que ocorrem no leito submerso e emerso, com excegao das
zonas emersas dos taludes marginais. E importante que se proceda a um
inventario exaustivo (ou seja, ndo seletivo ou direcionado para determinados
taxa), de modo a evitar um “enviesamento da amostragem” e a permitir uma
caracterizagao mais rigorosa do trogo.

No Anexo II apresenta-se, a titulo indicativo, uma lista ndo exaustiva de
macrofitos de ocorréncia frequente no leito de sistemas fluviais
mediterranicos.

N3o obstante, para efeitos do calculo do indice de qualidade IBMR apenas
serao contabilizados os taxa que, de acordo com o0s pressupostos
estabelecidos para o desenvolvimento do indice, sdao considerados
indicadores da qualidade ecoldgica. Esta lista foi definida por Haury et al.
(2006) para a determinagao do IBMR, tendo sido considerado pelo grupo de
trabalho nacional que a mesma poderia ser adotada para Portugal
continental®.

! Para informac3o sobre os taxa considerados indicadores, no contexto de aplicacdo do indice IBMR,
consultar: APA, I.P. 2017. Manual para aplicacédo do IBMR (indice Biolégico de Macrdfitos de Rio) e apoio
ao utilizador da plataforma informdtica de cdlculo do indice. Agéncia Portuguesa do Ambiente, I.P.,
Departamento de Recursos Hidricos/Divisdo do Estado Qualitativo da Agua, Ministério do Ambiente.
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No que diz respeito aos restantes taxa, cuja cobertura relativa ndo é
considerada para efeitos de calculo do indice de qualidade, a importancia da
sua inventariacdo decorre, para além de questdes de rigor metodoldgico, da
possibilidade de proceder a validacdo da classificacdo ecoldgica obtida. A
titulo de exemplo de dados pertinentes para avaliacdo pericial da qualidade
ecoldgica, refere-se a presenca e abundancia de exodticas e o numero de taxa
por grupo floristico.

Deve ainda notar-se que os taxa lenhosos (arvores, arbustos, lianas) ou
lenhosos na base ndo sao contabilizados para efeitos de classificagdo com
base no indice IBMR, pelo que a sua inventariacao é opcional.

No que diz respeito aos briodfitos, sdao excluidos da amostragem os epifitos
que, embora ocorram dentro dos limites do troco de amostragem, se
encontram estabelecidos em superficies que ndao estdao em contacto direto
com o rio (isto &, briéfitos que ndo estdo sob influéncia direta do escoamento
ou de salpicos propagados desde o curso de agua). Neste contexto, pode
considerar-se, a titulo indicativo, a exclusao de briéfitos que ocorram a uma
altura superior a 1,5 m relativamente a superficie da dgua (estabelecidos, p.
ex., sobre rocha ou troncos).

Para assegurar a fiabilidade do inventario dos macrofitos e,
consequentemente, do calculo do indice IBMR, é necessario proceder
a inventariacao completa das angiospérmicas, dos pteridoéfitos, dos
briofitos e das macroalgas.

Sempre que existam espécimes desconhecidos ou de dificil reconhecimento
e/ou identificacdo no campo, estes deverdao ser colhidos e levados para
laboratério, evitando a colheita de espécies protegidas. Na colheita de
espécimes para identificacdo, deverao ser escolhidos individuos completos e
tendo especial atencdo as estruturas que permitam a sua analise (o que,
dependendo dos casos, pode incluir raizes, rizomas, flores, folhas, frutos,
etc.), sempre que tal for possivel atendendo a época de amostragem e ao
seu porte.

A colheita de material para confirmacao da identificacdao, ou para
colecoes deve ser efetuada na menor quantidade possivel, para nao
perturbar o troco e evitando a colheita de espécies protegidas.
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A colheita podera ser feita com auxilio de uma pequena pa ou ancinho, para
ndo danificar o sistema radicular. No que respeita aos pteridofitos e
angiospérmicas, se nao for possivel voltar para o laboratério de imediato,
€ necessario usar uma prensa de campo para conservacao (Figura 4).

Figura 4. Processo de colheita e prensagem no campo.

Os espécimes deverao ser devidamente acondicionados na prensa de campo
ou na prensa de laboratério, separados por jornais ou papel absorvente, por
forma a assegurar a manutencao das caracteristicas que permitirdo a sua
identificagdo. A técnica a utilizar para acondicionamento dependera das
caracteristicas dos grupos floristicos em causa, sendo que bolbos e rizomas
deverao ser cortados longitudinalmente para assegurar secagem adequada.
Quando os espécimes sao demasiado grandes, podera ser reduzido o numero
de folhas, ou outras estruturas, de modo a nao haver sobreposicdo de
material, que dificultard a secagem e a identificacdo, mas tendo o cuidado de
nao modificar a estrutura geral da planta.

As macroalgas devem ser conservadas em frascos com liquido de Kew
modificado, devendo os respetivos frascos ser etiquetados com a informagao
requerida a frente neste capitulo.

No que diz respeito aos briéfitos, recomenda-se o seu acondicionamento em
folhas de jornal, ou outro tipo de papel absorvente, devendo as mesmas ser
dobradas de forma a assegurar a manutencdao do material vegetal no seu
interior, formando um pequeno pacote ou embrulho. Uma vez que é frequente
a ocorréncia dos briéfitos em comunidades ocupando diferentes
microhabitats, a colheita deverd abranger uma porcao que seja
representativa da comunidade. Em caso da ocorréncia individual de
determinado taxon, este devera ser colhido de forma similar e em quantidade
suficiente para permitir a identificacdo em laboratério.
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A cobertura relativa de todos os taxa recolhidos deve ser registada na ficha
de campo e na etiqueta colocada no material usado para acondicionar as
amostras recolhidas. Para além da informacao referente a cobertura relativa,
a etiqueta deve conter a seguinte informacao:

e Equipa de amostragem (identificacao dos técnicos do inventario);
e Estacdo de amostragem (codigo, designacao);
e Data da amostragem (dd-mm-aaaa).

2.6. Técnica de inventario

Previamente a deslocagao para o local a amostrar, deve ser preparada uma
lista com o material de campo necessario, tendo por base o ponto 2.2. do
presente protocolo e procurando antecipar necessidades em fungao do tipo
de sistema fluvial (por exemplo, barco e respetivo equipamento de seguranca
no caso de existirem &guas profundas; instrumentos que facilitem a
realizacdo de colheitas, como objetos raspadores ou pas com bordos
cortantes). E igualmente necessario antecipar e preparar o numero de cépias
da ficha de campo (disponibilizada no Anexo I) necessarias ao trabalho a
realizar.

Uma vez no sistema fluvial a amostrar, e apds selecao ou localizacao da
estacdo de amostragem, é necessario proceder ao registo da posicao com
recurso a um GPS. O troco amostrado deve ser fotografado e ilustrado através
de um esquema (grupo G da Ficha de Campo), ao qual se deve juntar uma
descricdo de como chegar ao local, por forma a assegurar que o mesmo é
facilmente encontrado e amostrado em épocas de amostragem
subsequentes.

No decorrer do inventario, a ficha de campo deve ser totalmente preenchida,
sem exclusdao de nenhum dos seus 7 grupos (A a H).

O inventario inicia-se com a localizacdo do extremo jusante do troco de
amostragem. Em cursos de agua de pouca profundidade, o inventario deve
ser feito em ziguezague através do leito, de jusante para montante, de forma
a nao perturbar os habitats ainda nao inventariados (Figura 5 e Figura 6a).
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Zona do inventario:
(a) leito submerso e
emerso, exceto
taludes emersos

Jusante

(b)

Montante

Figura 5. Esquema do perfil transversal (a) e longitudinal (b) de um trogo de
amostragem e exemplo de percurso jusante-montante do inventariador em rios
pouco profundos (b).

Quando nao é possivel percorrer a pé a totalidade do troco (devido a
instabilidade do substrato ou profundidade do curso de &gua), o inventario
deve ser feito desde a margem ou de barco (Figura 6b).

Figura 6. Processo de amostragem e inventariacdo: a) em aguas pouco
profundas e b) a partir da margem, quando n&o é possivel percorrer a pé o leito
(a complementar com inventario de barco, se necessario).
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Sempre que se considere que o percurso realizado nao permitiu o
levantamento exaustivo dos macrofitos existentes no troco de amostragem,
o percurso deve ser refeito de montante para jusante, para assinalar taxa
gue nao foram antes detetados.

O inventario dos taxa existentes (espécies ou géneros, conforme secgao 2.7)
deve ser executado por inventariadores experientes. Em cada inventario deve
ser despendido tempo suficiente para assegurar que todos os taxa presentes
sdao detetados. Em geral, uma hora e meia a duas horas serao necessarias
para a observacao, incluindo o preenchimento da ficha de campo.

Tal como atrds referido, sempre que existam dificuldades de identificacao,
duvidas ou outros motivos que justifiquem o procedimento, deve ser
realizada colheita de material vegetal que permita a identificagdao em
laboratério, evitando sempre que possivel a colheita de espécimes cujo
estatuto de conservagao o desaconselhe.

No decorrer do inventario devem ainda ser tiradas fotografias do troco, da
vegetacdo no seu todo e de espécies que se destaquem pela sua importancia
ou para permitir posteriores confirmagdes da identificagao.

Para além da identificacdo dos taxa dos diversos grupos floristicos, o
inventario floristico contempla a determinacdo da sua cobertura relativa,
ou seja, percentagem de cobertura na area do troco de amostragem. A
cobertura deve ser estimada apds o preenchimento da lista de taxa (Anexo
I, grupo H), de modo a diminuir o erro da estimativa.

Para a atribuicdo da cobertura relativa de cada taxon no troco de amostragem
sao propostas duas abordagens de estimativa, direcionadas para diminuir a
subjetividade do método.

A primeira consiste na divisdo da area de amostragem numa matriz, com um
numero de parcelas a selecionar pelo inventariador, com base na qual se
procede a estimativa da cobertura relativa de determinado taxon através da
contabilizacdo do niumero de parcelas ocupadas (total ou parcialmente) por
esse taxon (Figura 7).

Protocolo de amostragem e analise para o elemento de qualidade macrdfitos 15



} AGENCIA
PORTUGUESA
DO AMBIENTE

Cobertura Cobertura
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Figura 7. Esquema ilustrativo da divisGo em parcelas (matriz) do troco amostrado e
da estimativa da cobertura relativa de determinado taxon. O numero de linhas e
colunas a considerar é exemplificativo e sera determinado pelo inventariador. Fonte:
adaptado de MAGRAMA, 2015.

Em alternativa, pode proceder-se a transposicao da distribuicdo observada
Nno campo para um cenario imaginario em que todos os exemplares de dado
taxon sao reunidos numa extremidade do troco, o que pode facilitar a
estimativa da area ocupada. Para o efeito pode também optar-se pela divisdo
do troco em parcelas (Figura 8).

Cobertura
Esquema do trogo amostrado Esquema para estimativa relativa

20%

50%

80%

Figura 8. Fsquema ilustrativo de uma das abordagens possiveis para estimativa da
cobertura relativa de determinado taxa, através da conversdo do cendrio amostrado
num cenario que facilita a quantificacao.

2.7. Identificacao do material vegetal em laboratério

Tal como atras referido, os inventariadores devem ter conhecimento
suficiente para identificarem uma parte substancial das espécies macrofiticas
no local, eventualmente com o auxilio de guias de campo que permitam a
identificacao expedita dos taxa.
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Para a identificacdo em laboratério (Figura 9) de taxa vasculares
desconhecidos ou para confirmacao da identificagao efetuada em campo pode
recorrer-se a Flora Iberica (Castroviejo coord., 1986-2012), Nova Flora de
Portugal (Franco, 1971, 1984; Franco e Rocha Afonso, 1994, 1998, 2003),
Flora Europaea (Tutin et al., 2010a, 2010b), sem prejuizo de utilizacdo de
outra literatura da especialidade sobre aspetos, grupos taxondmicos ou
espécies particulares, ou novos taxa.

Para resolucdo de problemas de sinonimia deve utilizar-se a Flora Iberica,
seguida da consulta da Nova Flora de Portugal, e finalmente, caso necessario,
de literatura cientifica especializada.

Figura 9. Processo de identificagdo em laboratoério: (a) uso de lupa binocular com
iluminacdo de intensidade regulavel e (b) recurso a floras e exemplares herborizados.

Para a identificacdo de bridfitos sugere-se o recurso a seguinte bibliografia:
Paton (1999), Casas et al. (2004, 2006, 2009) e dos novos volumes da Flora
Briofitica Ibérica (Brugués et al., 2007; Guerra et al., 2006, 2010, 2014).

Para a nomenclatura aplicdvel aos taxa briofiticos pode recorrer-se ao
trabalho de Sérgio e Carvalho (2003) e aos trabalhos de Sérgio et al. (2013)
para musgos, hepaticas e antocerotas. Para citacdao dos classificadores das
espécies propOe-se a utilizacdo dos que constam em Brummith e Powel
(1992).

A identificacdo de macroalgas necessita também de literatura cientifica
especializada, podendo recorrer-se, por exemplo, a Cirurjano et al. (2008),
Laplace-Treyture et al. (2015), entre outros e eventualmente a algotecas e
bases de dados (p.ex., Guiry e Guiry, 2015).
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No Anexo II do presente Protocolo de Amostragem é disponibilizada uma lista
de taxa macrofiticos baseada sobretudo na lista considerada por Haury et al.
(2006), tendo também sido adicionados outros taxa encontrados com
frequéncia em sistemas fluviais nacionais. Importa notar que esta lista
abrange diversos casos de sinonimia, por forma a permitir a identificacdo dos
macroéfitos pelos operadores conforme os termos taxondmicos que aceitam
como mais adequados.

Frisa-se ainda que esta lista ndo é de modo algum exaustiva, uma vez que
os inventarios poderdo abranger espécies de facies terrestre ou alguns taxa
higrofitos ou hidréfitos menos frequentes.

Os macrofitos devem ser identificados ao nivel da espécie, sendo que
no caso das macroalgas o nivel de identificacao requerido é o género
(excetuando-se o grupo das Characeae, cuja identificacdao devera ser
também ao nivel da espécie).

A nomenclatura a usar deve estar de acordo com a lista de taxa
apresentada no Anexo II.
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3. Controlo de qualidade

Os inventarios devem ser realizados por equipas com conhecimentos
especializados na identificacdo de macrofitos, que possuam formacao base
em inventario botanico, obtida em curso de formacdo, ou que demonstrem
conhecimentos adequados e experiéncia nesta area.

O curso de formacao consiste num maoddulo tedrico e num moddulo pratico. No
moddulo tedrico serdao efetuadas consideracdes de caracter geral sobre
inventariacdo de macrofitos em sistemas fluviais, bem como a apresentacdo
e analise detalhada deste manual e da ficha de campo. A componente pratica
sera realizada no campo, mediante a realizagdao de inventarios, e permitira a
consolidacdo dos conteldos tedricos ministrados e o esclarecimento de
duvidas que eventualmente surjam no decorrer da amostragem. O mddulo
pratico inclui colheita e prensagem de espécimes, bem como exercicios de
identificacdo de espécies e treino da estimativa da cobertura relativa das
espécies. No final, os candidatos deverdo realizar individualmente um
inventario, sob a supervisao dos monitores de formacdo, apds o que lhes sera
atribuido um Certificado, caso os resultados sejam satisfatorios.

Com o objetivo de assegurar a qualidade da amostragem recomenda-se que
sejam realizados inventarios de verificacdo. A qualidade do inventario sera
avaliada por equipas de verificacdo, constituidas por um minimo de dois
elementos, com experiéncia de campo e de identificagdo, bem como da
aplicacao do protocolo de amostragem. Para tal, a equipa de verificagao
realiza um inventario no trogco de amostragem, logo antes ou logo depois do
inventario de monitorizacdo, sendo confrontados os resultados com os da
equipa de monitorizagao. As equipas de monitorizacao desconhecerao sempre
os locais e dias dos trabalhos de verificagao, pelo que serao obrigadas ao
envio atempado ao coordenador do programa de monitorizacao da
calendarizacao dos inventarios (e das alteracdes que este sofra).

Recomenda-se igualmente que sejam realizados exercicios de
intercalibracdo, de modo a assegurar a comparabilidade dos resultados entre
diferentes equipas de monitorizacdo. Sempre que na mesma época de
amostragem existam varias equipas a trabalhar em simultéaneo, recomenda-
se a realizacdo dos referidos exercicios de intercalibragcdo. Para tal, serdo
selecionados trés ou mais locais de inventario, que sdo inventariados por
todas as equipas, com posterior comparacdo dos resultados obtidos. E
desejavel que este exercicio tenha lugar em cada ano de inventario e antes
do inicio deste, permitindo monitorizar a concordancia entre equipas de
amostragem e expondo eventuais erros de interpretacao e de aplicagao dos
métodos de amostragem.
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Legislacao base

Diretiva 2000/60/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 23 de
outubro, que estabelece um quadro de acao comunitaria no dominio da
politica da agua.

Decisao n.° 2013/480/EU da Comissao, de 20 de setembro de 2013, que
estabelece, nos termos da Diretiva 2000/60/CE do Parlamento Europeu e
do Conselho, os valores para a atribuicao de classificagdes com base nos
sistemas de monitorizagao dos Estados-Membros, no seguimento do
exercicio de intercalibracao, e revoga a Decisao 2008/915/CE.

Lei n.% 58/2005, de 29 de dezembro, que aprova a Lei da Agua, transpondo
para a ordem juridica nacional a Diretiva n.°© 2000/60/CE, do Parlamento
Europeu e do Conselho, de 23 de outubro, e estabelecendo as bases e o
quadro institucional para a gestdao sustentavel das aguas. Diario da
Republica n.° 249/2005, Série I-A de 29 de dezembro de 2005. (alterado
pelo Decreto-Lei n.© 245/2009, de 22 de setembro e pelo Decreto-Lei n.°
130/2012, de 22 de junho).

Decreto-Lei n.° 77/2006, de 30 de marco, que complementa a transposicao
da Diretiva n.© 2000/60/CE, do Parlamento Europeu e do Conselho, de
23 de outubro, que estabelece um quadro de agao comunitaria no dominio
da politica da agua, em desenvolvimento do regime fixado na Lei n.°
58/2005, de 29 de dezembro. Diario da Republica n.°© 64/2006, Série I-A
de 30 de margo de 2006.

Normas

NP EN 14184. Qualidade da agua - Orientacdo para o levantamento dos
macrdéfitos aquaticos em aguas correntes. European Committee for
Standardization (CEN).

EN 14996. Water quality - Guidance on assuring the quality of biological and
ecological assessments in the aquatic environment. European Committee
for Standardization (CEN).

EN ISO 5667-1. Water Quality - Guidance on the design of sampling
programmes and sampling techniques. International Organization for
Standardization (ISO)/European Committee for Standardization (CEN).

EN ISO 5667-3. Water quality - Sampling - Part 3: Preservation and handling
of water samples. International Organization for Standardization (ISO).
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5. Glossario

Aguas interiores - todas as dguas superficiais I8ticas (correntes) ou lénticas
(paradas) e todas as aguas subterraneas que se encontram do lado terrestre
da linha de base a partir da qual sao marcadas as aguas territoriais.

Angiospérmicas - designacdo vulgar das plantas vasculares da Divisdo
Angiospermae; podem ser lenhosas ou herbaceas e possuem Ovulos
encerrados num ovario fechado e endosperma secundario ou albumen.

Briofitos - plantas ndao vasculares da Divisao Bryophyta; inclui as Classes
Hepaticae (hepaticas), Anthocerotae (antocerotas) e Musci (musgos).

Cobertura relativa - medida da extensdo espacial (abundancia) dos
agregados de uma dada espécie ou grupo taxondmico na area de
amostragem, quantificada em proporcao relativamente a darea total
amostrada.

Condicdo de referéncia (no &mbito da Diretiva Quadro da Agua) - refere-
se a um estado, no presente ou no passado, que corresponde a auséncia de
pressdes antropicas significativas e sem que se fagam sentir os efeitos da
industrializacdo, urbanizagdao ou intensificagdao da agricultura, ocorrendo
apenas pequenas alteracoes fisico-quimicas, hidromorfoldgicas e bioldgicas.

Epifitos (no ambito do presente protocolo) - termo que descreve taxa
vegetais que se estabelecem e desenvolvem a superficie de outras plantas.

Estacao de amostragem (no ambito do presente protocolo) - local onde é
selecionado o trogco de amostragem. O local de amostragem é selecionado
considerando a ocorréncia de caracteristicas representativas da respetiva
massa de agua, ou seja, em funcao dos diferentes tipos de mesohabitats
adequados a ocorréncia de macrofitos.

Estado ecolégico (no &mbito da Diretiva Quadro da Agua) - expressdo da
qualidade estrutural e funcional dos ecossistemas aquaticos associados as
aguas de superficie (excluindo artificiais ou fortemente modificadas), de
acordo com os elementos de qualidade considerados para a sua classificagao.
Os elementos de qualidade utilizados na avaliacdo do Estado Ecoldgico sdo
os elementos bioldgicos (nos quais se incluem os macréfitos), os elementos
guimicos e fisico-quimicos de suporte aos elementos bioldgicos (elementos
fisico-quimicos gerais e poluentes especificos) e o0s elementos
hidromorfoldgicos de suporte dos elementos bioldgicos.

Helofitos - espécies que toleram longos periodos de submersao parcial. As
estruturas vegetativas destas espécies apresentam parte emersa e parte
submersa, as estruturas reprodutoras sdo aéreas e as estruturas radiculares
encontram-se em substratos saturados em agua.
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Herbario - colecdo dindmica de espécimes vegetais de referéncia,
devidamente conservados, identificados e com informagao sistematizada,
como coletor, ano e local de colheita.

Hidrofitos - plantas que apresentam a totalidade do aparelho vegetativo
debaixo de agua ou a sua superficie, precisando desta como meio de suporte
e para o transporte de pdlen na reproducao sexuada. De uma maneira geral,
os hidroéfitos passam a estacao desfavoravel submersos. Sinédnimo de plantas
aquaticas propriamente ditas ou euhidrofitos.

Higroéfitos - espécies que preferem ou toleram solos mais ou menos
permanentemente encharcados ou muito himidos, como sejam margens de
rios, lagos, charcos e pauis.

Inventario floristico - trabalho de campo relativo ao recenseamento e
identificacdo de taxa de plantas numa determinada area, com anotacdo de
parametros descritores, como percentagem de cobertura; também se aplica
a lista de taxa recenseados numa dada estacao.

Limnologia - ciéncia que se debruca sobre o estudo da estrutura e modo de
funcionamento dos sistemas de agua doce, considerando as relacdes
funcionais e a produtividade das comunidades de agua doce e o efeito nelas
causado pelo seu ambiente fisico, quimico e bioldgico.

Leito - compreende os terrenos cobertos pelas aguas quando nao
influenciadas por cheias extraordinarias, inundagdes ou tempestades, e inclui
parte submersa do leito e eventualmente os mouchdes, lodeiros e areais
formados por deposicao aluvial (conforme disposto na Lei da Agua).
Resultante das condicbes hidroldgicas e geomorfoldgicas dos cursos de agua,
o leito podera estar parcialmente ou totalmente emerso. No ambito do
presente protocolo, o troco de amostragem para realizacdo do inventario
compreende o leito com excegao das partes emersas dos taludes marginais.

Macroalgas - organismos aquaticos fotossintéticos e multicelulares, com
dimensdes que permitem a sua observacao a olho nu. Incluem taxa das
divisdes Chlorophyta, Xanthophyta, Rhodophyta e Cyanobacteria.

Macrofitos (no dmbito da Limnologia) - todas as plantas visiveis (embora
nao necessariamente identificaveis) a olho nu, e que se encontram dentro de
agua, e em solos e ambientes encharcados ou humidos. Podem incluir
macroalgas, bridfitos, pteridéfitos e angiospérmicas.

Massas de aguas superficiais (no dmbito da Lei da Agua) - uma massa
distinta e significativa de aguas superficiais, designadamente uma albufeira,
um ribeiro, rio ou canal ou um troco de ribeiro, rio ou canal, aguas de
transicdo ou uma faixa de aguas costeiras. O dmbito do presente protocolo
abrange as massas de Adagua superficiais interiores de carater
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predominantemente l6tico, sendo aplicavel a ribeiros (ou trogos de ribeiros)
e rios (ou trocos de rios) naturais ou modificados, excetuando os grandes
rios.

Mesohabitat (no ambito do presente protocolo) - unidade de habitat
aquatico hidrogeomorfologicamente distinta, cujas caracteristicas permitem
o estabelecimento de comunidades macrofiticas. Podem ser ilhas, depdsitos
sedimentares, pegos, bancos, bragos de rio isolados, entre outros.

Prensa de campo - equipamento transportavel, com capacidade de manter
os espécimes colhidos sobre pressao constante e firme, iniciando o processo
de secagem e conservacao do material biolégico, para posterior identificacdo
e/ou conservacdao em herbario.

Pteridofitos - plantas da Divisao Pteridophyta, possuem tecido condutor,
sao geralmente herbaceas e reproduzem-se por esporos; vulgarmente
designadas por fetos.

Ripario, ripicola ou ribeirinho - organismo que estabelece o seu habitat
em associacdo ou dependéncia com massas de agua superficiais interiores.
Termo também aplicavel a aspetos abidticos, referindo-se sempre a posicao
relativamente a massas de agua superficiais interiores.

Substrato (no ambito do presente protocolo) - materiais onde se fixam ou
desenvolvem os macréfitos; podem ser de origem rochosa, sedimentar,
orgéanica ou artificial.

Taxon/taxa (singular/plural) - unidade taxondmica, por exemplo familia,
género ou espécie.

Tipos de massas de agua - grupos de massas de dgua com caracteristicas
geograficas e hidrologicas relativamente homogéneas, consideradas
relevantes para a determinacao das condicOes ecoldgicas.

Trogo de amostragem - extensdo de rio onde é realizada a amostragem do
elemento bioldgico considerado; deve ser definido por forma a abranger a
diversidade de taxa existentes na estacdo de amostragem.
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