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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate mercury methylation sites at the
direct influence area of the Santo Antdnio reservoir construction in the
Madeira River (RondéOnia, Brazil). The following hypotheses were evaluated: i)
in situ methylmercury production in the rhizosphere and soil from Terra
Firme Forest; ii) methylmercury production stimulated by simulated Terra
Firme flooding; iii) methylmercury production in the rhizosphere and soil
stimulated by sazonal flooding pulse; iv) methylmercury production
influenced by decomposing microbial activity of litter leaf in an aquatic
environment. The samples were incubated with ***HgCl, to evaluate the
methylmercury production. The physical-chemical parameters (pH, redox
potential, dissolved oxygen, conductivity, temperature and suspended solids)
were related to the radioactive methylmercury formed in inundation (ii) and
decomposing (iv) experiments in order to evaluate their influence on
methylmercury formation. The results from Terra Firme Forest confirmed the
in situ methylmercury formation in rhizosphere (0.38+0.16 %MeHg/g dry
weight/24h, rainy season; 0.56+0.35 %MeHg/ g dry weight/24h, dry season)
and soil samples (0.08+0,03 %MeHg/g dry weight/24h, rainy season;
0.31+0.18 %MeHg/g dry weight/24h, dry season). After 20 days of flooding,
mercury methylation potential increased 38 fold in rhizosphere (1.49+0.55
%MeHg/g dry weight/24h) and 44 fold in soil (3.98+x1.11 %MeHg/g dry
weight/24h) when compared to non-flooding treatment (0.04+0.03 % MeHg/g
dry weight/24h, rhizosphere; 0.09+0.07%MeHg/g dry weight/24h, soil).
Methymercury formation was related to the flooding time (days), increased
conductivity, pH and suspended solids and decreased redox potential.
Regarding the Flooded Forest samples, the flooding pulse does no seem to
influence methylmercury formation in rhizosphere (0.40+£0.19 %MeHg/g dry
weight/24h, rainy season; 0.74+0.43 %MeHg/g dry weight/24h, dry season)
and soil samples (0.13+0.07 %MeHg/g dry weight/24h, rainy season;
0.58+0.31 %MeHg/g dry weight/24h, dry season). The higher mercury
methylation potentials (10.63+6.53 %MeHg/g dry weight/24h) and bacterial
carbon production (0.13+0.02 ng C/cm?h) in decomposing leafs from
Chamaecrista negrensis were observed at the first week of exposure in
stream. The latter finding evidenced the importance of the microbiological
community activity on methylmercury formation. Mercury methylation
potential was positively related to redox potential. The results indicate that
the area that will be affected by the construction of the reservoir has an
enormous potential for methylmercury formation. This potential material is
related with several environmental variables. Among these, the input of
organic to the aquatic system and its subsequent degradation are likely to be
the most important ones.



RESUMO

O objetivo desse trabalho foi investigar possiveis sitios de metilacdo na area
de influéncia direta do futuro reservatorio de Santo Antdnio no Rio Madeira
(Rondénia, Brasil). Foram avaliadas as seguintes hipoteses: i) producédo in
situ de metilmercario na rizosfera e solo da Floresta de Terra Firme; ii)
producdo de metilmercario na rizosfera e solo estimulada pela inundacéo
artificial da Floresta de Terra Firme; iii) producdo de metilmercurio na
rizosfera e solo da Floresta Inundavel estimulada pelo pulso de inundacgéo;
iv) producdo de metilmercurio influenciada pela atividade microbiana
durante a decomposicdo de folhas em um ambiente aguatico. Para avaliar a
producdo de metilmerclrio, as amostras foram incubadas com ?%*HgCl, e
posterior extracdo do metilmercurio radioativo formado. Os fatores fisico-
quimicos (potencial hidrogeniénico, potencial de redox, oxigénio dissolvido,
condutividade, temperatura e total de soélidos em suspensao) foram
relacionados com o potencial de metilagdo nos experimentos de inundacao
(i) e (iv) decomposicao para avaliar a influéncia destes na formacéo do
metilmercurio. Os resultados na Floresta de Terra Firme confirmaram a
hipotese de que ha formacdao in situ de metilmercuario na rizosfera (0,38+0,16
%MeHg/g peso seco/24h, na estacado cheia; 0,56+0,35 %MeHg/g peso
seco/24h, na estacdo seca) e solo (0,08+0,03 %MeHg/g peso seco/24h, na
estacdo cheia; 0,31+0,18 %MeHg/g peso seco/24h, na estacao seca). A média
do potencial de metilacdo 20 dias ap06s a inundacao foi cerca de 38 vezes
superior narizosfera (1,49+0,55 %MeHg/g peso seco/24h) e cerca de 44 vezes
superior no solo (3,98+1,11 %MeHg/g peso seco/24h) quando comparados ao
tratamento sem inundacgéo (0,04+0,03 % MeHg/g peso seco/24h, na rizosfera;
0,09+0,07%MeHg/g peso seco/24h, no solo). A formacao do metilmercurio no
experimento de inundacédo esteve relacionada com o tempo em que as
matrizes estiveram inundadas, com o aumento da condutividade, com o
potencial hidrogeniénico, com o total de sdlidos em suspensédo, e com a
diminuicdo do potencial redox. Com relacdo a Floresta Inundada, o pulso de
inundagdo parece néo ter efeito na producdo de metilmercuario na rizosfera
(0,40+0,19 %MeHg/g peso seco/24h, na estacado cheia; 0,74+0,43 %MeHg/g
peso seco/24h, na estacdo seca) e no solo (0,13+0,07 %MeHg/g peso
seco/24h, na estacdo cheia; 0,58+0,31 %MeHg/g peso seco/24h, na estacao
seca). Os maiores valores de potencial de metilacdo (10,63+6,53 %MeHg/g
p.s./24h) e producdo de carbono bacteriano (0,13+0,02 ng C/cm?/h) nas folhas
de Chamaecrista negrensis em decomposicdo foram encontrados na
primeira semana de exposicdo das folhas no igarapé, evidenciando a
importancia da atividade da comunidade microbiana na formacdo do
metilmercurio. O potencial de metilacdo esteve relacionado positivamente
com o potencial redox. Os resultados obtidos evidenciam que a area que
serd afetada pela criacdo do reservatorio possui um imenso potencial para a
formacdo metilmercurio e que estd relacionada com diversas variaveis
ambientais. Entre estas, possivelmente a mais importante seja a entrada da
matéria organica no meio aquatico e sua degradacdo pela comunidade
microbiana.



SUMARIO

1. INTRODUCAO

1.1. Bacia Hidrografica do Rio Madeira
1.2. Pulso de Inundacéo
1.3. O Mercurio na Amazénia

1.4. A Formacgéo do Metilmercdrio em Ecossistemas Amazoénicos

2. HIPOTESES SOBRE OS POTENCIAIS SITIOS DE METILACAO

2.1. Hipdtese 1. Producdo in situ de metilmercurio em ambiente terrestre

2.2. Hipotese 2. Producdo de metilmercurio estimulada pela inundacao artificial de
ambientes terrestres

2.3. Hipodtese 3. Producéo de metilmercurio estimulada pelo pulso de inundacao

2.4. Hipotese 4. Producdo de metilmercurio influenciada pela atividade microbiana
durante a decomposicéo de folhas em ambiente aquatico
3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Especificos

4. METODOLOGIA

4.1. Area de Estudo
4.2. Potencial De Metilacdo em Matrizes Terrestres

4.3. Potencial De Metilagdo em Matrizes Terrestres: Efeito da Inundacdo em um
Experimento de Laboratorio

Pagina

12

19

29

29

30

31

32

33

33

34

34
36

44



4.4.

4.5.

4.6.

Potencial De Metilagdo na Area Inundavel: Efeito da Inundagdo Sazonal

Potencial De Metilacdo na Serrapilheira: Influéncia da Atividade da
Comunidade Microbiana

Analise Estatistica dos Dados

5. RESULTADOS

5.1. Potencial de Metilagcdo em Matrizes Terrestres

5.2. Potencial de Metilagdo em Matrizes Terrestres: Efeito da Inundacdo em um
Experimento de Laboratorio

5.3. Potencial de Metilacdo na Area Inundavel: Efeito da Inundacdo Sazonal

5.4. Potencial de Metilacdo na Serrapilheira: Influéncia da Atividade da
Comunidade Microbiana

6. DISCUSSAO

6.1. Potencial de Metilagdo em Matrizes Terrestres

6.2. Potencial de Metilagdo em Matrizes Terrestres: Efeito da Inundacdo em um
Experimento de Laboratorio

6.3. Potencial de Metilacdo na Area Inundavel: Efeito da Inundacéo Sazonal

6.4. Potencial de Metilacdo na Serrapilheira: Influéncia da Atividade da

Comunidade Microbiana

7. CONSIDERACOES FINAIS

8. CONCLUSOES

9. REFERENCIAS

48

51

64

65

65

67

79

81

88

88

92

99

105

110

112

114



1. INTRODUCAO

1.1. BACIA HIDROGRAFICA DO RIO MADEIRA

A Bacia Hidrografica do Rio Madeira é uma sub-bacia da Bacia Hidrografica

do Amazonas. A Bacia do Amazonas ocupa uma area total de 6 869 674 km2 e
abrange territérios dos seguintes paises Brasil, Coldmbia, Bolivia, Equador,
Guiana, Guiana Francesa, Suriname, Peru e Venezuela, sendo assim considerada
a maior rede hidrogréfica do globo terrestre (GOULDING et al., 2003; AGENCIA

NACIONAL DE AGUAS, 2005; Figura 1).
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Figura 1. Bacia Amazobnica (adaptdo de GOULDING et al., 2003).



A Bacia do Amazonas esta limitada ao Norte pelo Escudo das Guianas, a
Oeste pela Cordilheira dos Andes, ao Sul pelo Escudo do Brasil Central e a
Leste pelo Oceano Atlantico ao longo da Planicie Amazénica (GUYOT 1993;

MOLINIER et al., 1997; Figura 2).

Figura 2. Limites das zonas geomorfoldégicas da Bacia do Amazonas (adaptado
de MOLINIER et al., 1997).



A Bacia do Rio Madeira esta localizada na margem direita do Rio
Amazonas e engloba na sua parte de montante os territérios do Peru e Bolivia e
a jusante o territorio do Brasil (GOULDING et al., 2003; Figura 3). O Rio Madeira
€ um dos maiores rios do mundo e possui a maior area de drenagem total

dentre os afluentes amazdnicos (GOULDING, 1979; GOULDING et al., 2003;

Figura 3).
BACIA % AREA DE DRENAGEM km?

Amazonas 100 6 869 000
Madeira 20,1 1380 000
Tocantins 11 757 000
Negro-Branco 10,1 696 B0
Xingu 73 504277
Tapajos 7,1 489 628
55 375 000

52 358 050

49 337519

42 289 000

32 217 000

22 148 000

19 133930

1.6 109915

15,7

Figura 3. Principais tributarios da Bacia do Amazonas e suas respectivas contribuicées
na area de drenagem total (GOULDING et al., 2003).



Os corpos hidricos que compdem a paisagem amazbnica possuem
diferengas consideraveis com relagdo a morfologia de seus leitos, suas
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas (SIOLI & KLINGE 1964, JUNK
1983). Essas diferengas levaram a atual classificacdo das aguas amazodnicas em
aguas branca, clara e preta.

As aguas brancas sdo ricas em solidos em suspenséo, alta concentragéo
de sais minerais em solugéo (condutividade elétrica: 60 — 70 uS/cm) e pH quase
neutro (6,5 — 7,3). Os rios de aguas brancas (e.g., Amazonas, Purus, Madeira e
Jurud) nascem na regidao Andina e pré-Andina (Figura 4). A cor branca da agua
€ causada pela alta carga de sedimentos resultante de intensos processos
erosivos que ocorrem na Cordilheira do Andes. Além disso, em areas de
altitudes mais baixas, mas com grande correnteza, a agua invade os barrancos
adicionando ao rio uma nova carga de sedimentos (SIOLI & KLINGE 1964,

JUNK 1983).
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Figura 4. Distribuicao dos rios de agua branca (GOULDING et al., 2003).

As aguas clara e preta sdo formadas na Bacia Amazoénica (Figuras 5 e 6).
A Bacia Amazénia possui um relevo mais suave e pouco movimentado com
processos erosivos menos acentuados. Como consequéncia 0s rios possuem
uma baixa concentracdo de solidos em suspensao, baixa concentracdo de sais
em solucgdo (condutividade elétrica: 8-10 uyS/cm e 6-50 yS/cm para a agua preta
e clara, respectivamente) e pH acido (3,8-4,3 e de 4,6-6,6 para a agua preta e
clara, respectivamente) ((SIOLI & KLINGE 1964, JUNK 1983).

Os rios de agua clara (e.g., Tapajos) sao transparentes e com cor
esverdeada, transportando pouco material em suspensédo. Os rios de agua preta

(e.g., Rio Negro e Urubu) sdo ricos em acidos humicos e fulvicos, que s&o



produtos soluveis dos processos de decomposicdo da matéria organica
proveniente da densa floresta, e possuem uma coloracdo marrom ou
avermelhada, provocando a cor escura da agua preta (SIOLI & KLINGE 1964,
JUNK 1983).

Em suma, a classificagdo das aguas amazbnicas € resultado das
diferengas entre as aguas aluviais, quimicamente ricas (grande quantidade de
material em suspenséo) de areas elevadas, de origem geoldgica recente (agua
branca), e as dguas pobres em matéria em suspensao e nutrientes, de areas de

baixo relevo, de origem geoldgica antiga (aguas pretas e claras).
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Figura 5. Distribuicao dos rios de agua clara (GOULDING et al., 2003).
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Figura 6. Distribuicao dos rios de agua preta (GOULDING et al., 2003).

Os principais formadores do Rio Madeira séo os rios Madre de Dios, Beni,
Mamoré e Guaporé (GOULDING et al., 2003; Figura 7). O Rio Madeira é o
unico afluente da Bacia do Amazonas cujos tributarios drenam todos os trés
tipos principais de zonas geomorfologicas, responsaveis pelas propriedades
fisico-quimicas das aguas da Bacia do Amazonas.

Os tributarios drenam os flancos altamente erosiveis da Cordilheira dos
Andes, o Escudo do Brasil Central desnudado e antigo, e as terras baixas
cobertas por florestas da Planicie Amazdnica (GOULDING, 1979; Figuras 2 e 3).
Devido a essa particularidade, os tributarios do Rio Madeira apresentam os trés
tipos de aguas amazodnicas segundo a classificacdo de Sioli e Klinge (1964) e

Junk (1983).
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Figura 7. Bacia Hidrografica do Rio Madeira e seus principais tributarios. (GOULDING
et al., 2003).



1.2. PULSO DE INUNDACAO

A Regidao Amazébnica é caracterizada por periodos de grande variagao
sazonal do nivel d’agua das bacias hidrograficas. Esse padrdo sazonal e
previsivel reflete a sazonalidade da precipitacdo pluviométrica da Bacia do
Amazonas, resultando em periodos bem definidos de aguas altas e aguas

baixas (FISCH et al., 1998; Figuras 8 e 9).
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Figura 8. Periodo de aguas altas na Bacia do Amazonas. (GOULDING et al., 2003).
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Figura 9. Periodo de aguas baixas na Bacia do Amazonas. (GOULDING et al., 2003).

A variagdo monomodal no nivel d’agua € denominada de pulso de inundagao
(Figura 10a), e € a principal for¢ca responsavel pela existéncia, produtividade e
interagbes da biota nos sistemas rio-solos alagaveis (JUNK et al., 1989; JUNK,
1997). O pulso de inundagao esta associado a um efeito de borda dindmico que
afeta a zona de transigdo aquatica/terrestre (area alagavel) ao “deslocar” a
regido litoranea para essa zona de transicdo (JUNK et al., 1989; Figura 10b),
causando alteragdes nos ciclos biogeoquimicos (JUNK, 1997).

As areas alagadas pelos rios amazdnicos ocupam cerca de 300 000 km? da
Bacia do Amazonas, sendo que aproximadamente 200 000 km? constituem as
planicies de inundagao dos rios de agua branca, conhecidas como varzeas. Os
restantes 100000 km? constituem as planicies de inundacdo dos rios de agua

preta, conhecidas como igapo, e rios de aguas clara (JUNK, 1993).
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Figura 10. Pulso de inundacéo. a)

Variagao anual do nivel do Rio Madeira (adaptado de
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aquatico/terrestre .
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1.3. 0O MERCURIO NA AMAZONIA

O mercurio € um elemento tragco que apresenta-se sob diversas formas
quimicas e fisicas nos ambientes aquaticos naturais. As espécies de compostos
mercuriais que possuem maior importancia do ponto de vista ecotoxicolégico
devido as transformagbdes que sofrem sdo: (a) as espécies de mercurio
inorganico Hg®, Hg®* e Hg,*"; e (b) as espécies de mercurio organico
metilmercurio e dimetilmercurio (RAVICHANDRAM, 2004).

O metilmercurio € um poluente altamente neurotéxico que se acumula nos
organismos e biomagnifica ao longo da cadeia tréfica (e.g., DOREA, 2003;
LAILSON-BRITO et al., 2008). O metilmercurio € formado através de uma
reacado de transferéncia de um grupamento metil para 0 mercurio inorganico
(JENSEN & JERNELOV, 1969; WOOD et al.,, 1974). Essa transformagao,
denominada metilagcdo, € mediada principalmente por microrganismos que
habitam ambientes andxicos (COMPEAU & BARTHA, 1985), tais como o
sedimento e as raizes de macrofita (GUIMARAES et al., 1995; Figura 11).

A metilacdo pode ser abidtica como resultado de uma reagdo néo-
enzimatica na transferéncia do grupamento metil por via fotoquimica ou
interagdo com substancias humicas presentes nos corpos d’agua (NAGASE et
al., 1992). Entretanto, a metilagdo abiotica se da a uma taxa inferior aquela

mediada por microrganismos (WEBER, 1993).
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Figura 11. Ciclo biogeoquimico do mercurio

No Brasil, o problema relacionado a contaminagdo de mercurio foi
marcante na década de 80, durante a corrida de ouro na regido amazoénica.
Durante as décadas de 80 e 90, diversos estudos atribuiram ao garimpo do ouro
as altas concentragcbes de metilmercurio na biota e em comunidades ribeirinhas

(e.g., LACERDA et al., 1987; 1989; 1990; MARTINELLI et al., 1988; PFEIFFER

& LACERDA, 1988; MALM et al., 1990; 1998; PFEIFFER et al., 1993; REUTHER,

1994; AKAGI et al.,, 1995; LODENIUS & MALM, 1998). Os rios Tapajés e
Madeira, importantes tributarios do Rio Amazonas, constituiram um dos
principais locais estudados em relagdo a pratica de garimpagem do ouro e a
contaminagao por mercurio (MARTINELLI et al., 1988; PFEIFFER et al., 1991;

VILLAS-BOAS et al., 2001).
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A corrida do ouro na bacia do Rio Madeira iniciou-se em 1975 como uma
atividade ndo mecanizada, realizada em sua maioria nas margens dos rios e
bancos de areia durante a estagao seca (LACERDA et al., 1989). Essa atividade
individualizada foi seguida pela introdugéo de balsas e dragas mecanizadas para
a extracdo do ouro (LACERDA et al., 1989). A bacia superior do Rio Madeira foi
a segunda regido de maior importancia com relagdo a produgdo de ouro de
garimpo na Amazébnia, atingindo o seu maximo durante a década de 80 (9,4
toneladas de ouro/ano), resultando em uma emissao anual de 12 toneladas de
mercurio (BASTOS & LACERDA, 2004).

O ouro é extraido através do processo de amalgamacédo utilizando o
mercurio, o que permite a concentracdo de pequenas particulas de ouro
aluvionar, caracteristico dessa regidao (LACERDA et al., 1987 congresso
brasileiro de geoquimica). Esse complexo amalgamado (ouro-mercurio) € entéo
separado por sublimagdo do mercurio. Estima-se que para cada kilograma de
ouro produzido, pelo menos 1,32 kg de mercurio acaba sendo perdido para o
ambiente, sendo cerca de 55% liberado para atmosfera por sublimacédo durante
a queima e cerca de 45% ¢é lancado diretamente no rio durante as diferentes
fases do processo de extragao, sob a forma de mercurio metalico (LACERDA et
al., 1989).

Com base nesses dados, Lacerda et al. (1987) propuseram um ciclo local
do mercurio na regidao do Rio Madeira (Figura 12). O mercurio metalico liberado
diretamente no Rio Madeira se deposita e acumula no sedimento de fundo,
permanecendo relativamente imovel, uma vez que as condig¢des fisico-quimicas

do Rio Madeira (pH 6,8-7,1 e condutividade elétrica 100-120 pS/cm) nao
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favorecem a sua remobilizacido. Entretanto, a fracdo sublimada liberada para a
atmosfera é rapidamente oxidada e carreada pela precipitagdo para areas
adjacentes ao rio.

Nos solos, rios e igarapés da floresta as condigdes fisico-quimicas (pH <
6 e condutividade elétrica < 20 pS/cm) poderiam favorecer a metilagcdo do
mercurio. Ao ser carreado de volta ao Rio Madeira o metilmercurio formado

poderia ser incorporado a biota.

Hg® vapor Oxidagdo P Hg?*
(55-60%) H,0/0;
Sublimagio _: Precipitagio

Hg® metalico
(40 - 45%)

Figura 12. Esquema simplificado do ciclo local do mercurio em area de garimpo de ouro
(adaptado de LACERDA et al., 1987).

Desse modo, a maioria dos trabalhos na regido se embasavam na
hipétese de que quanto maior fosse a atividade de mineracdo do ouro maior
seriam as concentragdes de metilmercurio na biota e nas populagdes ribeirinhas

(e.g., NRIAGU et al., 1992; AKAGI et al., 1995; MALM et al., 1995).
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Entretanto, a mineracdo de ouro decresceu expressivamente, porém o0s
niveis de mercurio na biota e na populacéo ribeirinha ndo diminuiram, sendo que
em alguns compartimentos houve um aumento das concentragdes dos ultimos
anos (LACERDA & BASTOS, 2009). Essa constatagdo aliada ao fato de que
concentragdes elevadas de metilmercurio eram encontradas em regides remotas
da Amazodnia e sem histérico de mineragdo de ouro (e.g., AULA et al., 1994;
ROULET & LUCOTTE, 1995; ZEIDEMANN & FORSBERG, 1996), fez com a
hipétese da mineragcdo do ouro ndo fosse suficiente para explicar as
concentragdes elevadas de mercurio nos compartimentos bidticos e abidticos da
Amazonia.

Como alternativa, a queimada intensa da regido amazénica também foi
sugerida como uma importante fonte de mercurio atmosférico (VEIGA et al.,
1994), uma vez que essas praticas continuam correntes na Amazbnia.
Entretanto, Lacerda (1995) considerou que o estudo de Veiga et al (1994) havia
superestimado a emissdo de mercurio na atmosfera em uma ordem de grandeza,
reafirmando a importancia do garimpo como principal fonte de contaminagéo de
mercurio.

ApOs os estudos realizados na Guiana Francesa (ROULET & LUCOTTE,
1995) e na Bacia do Rio Tapajés (ROULET et al., 1998b) foi proposto um novo
mecanismo sugerindo que a contaminagdo na Amazdnia seria proveniente das
grandes concentragdes de mercurio natural originado da decomposi¢ao da rocha
matriz (litogenético) e complexado com os oxidroxidos de ferro e aluminio. Esse
acumulo do mercurio seria o resultado da podzolizagao dos solos amazbnicos. A

podzolizagdo € um processo pedogenético responsavel pela formagédo do
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espodossolo, que consiste na eluviagao do horizonte superficial, Horizonte A, e
no acumulo de oxidroxido de ferro e aluminio, e matéria organica no horizonte
subsuperficial, Horizonte B (GUERRA & GUERRA, 2006). A podzolizagao
resultaria em uma exportagdo progressiva para os sistemas aquaticos dos
elementos constituintes da fragéo fina do solo (<63 um), entre eles o complexo
oxidroxido-mercurio.

Desse modo, os solos amazbnicos funcionariam como grandes
reservatorios de mercurio natural, sendo a erosao desses solos a principal fonte
de mercurio para o sistema aquatico, em detrimento das queimadas e do
garimpo do ouro, que possuiriam uma contribuicdo pouco significativa para a
dindmica do mercurio na Bacia Amazénica, sendo mais importante com relagao
ao ciclo local do mercurio (ROULET et al. 1999; 2000; 2001a; Figura 13). A
quantidade de mercurio nos sistemas aquaticos dependeria da velocidade e
intensidade dos processos erosivos, 0 que no caso da Regido Amazobnica é
acelerado pela pratica da agricultura de corte e queima (ROULET et al., 1998b;
2000).

Estudos posteriores realizados em solos de areas distantes dos garimpos
na Bacia do Rio Negro (FADINI & JARDIM, 2001), na Bacia do Rio Madeira
(LECHLER et al., 2000), na Bacia do Rio Tocantins (FOSTIER et al., 2000) e na
Bacia do Rio Acre (BRABO et al., 2003) corroboraram a via de contaminag&o por

mercurio natural proposto por Roulet & Lucotte (1995) e Roulet et al. (1998b).
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Figura 13. Esquema simplificado do ciclo local do mercurio na Bacia Amazdnica.
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14. A FORMACAO DO METILMERCURIO EM ECOSSISTEMAS

AMAZONICOS

A metilacdo do mercurio tem recebido atencido desde a descoberta de
que o metilmercurio presente em altos niveis em organismos aquaticos nao
provinha de nenhuma entrada de compostos organomercuriais nos
ecossistemas aquaticos (ROBINSON & TUOVINEN, 1984). Jensen & Jernelov
(1969) e Wood (1974) concluiram que a presenga de metilmercurio nos peixes
era devido a metilagdo bidtica do mercurio inorganico. A metilagdo do mercurio
ocorre pela transferéncia de um ou dois metilcarbénions (CH3;") ao mercurio
inorganico.

Trés coenzimas eram reconhecidas como possiveis doadoras do
grupamento  metil: (i) S-adenosilmetionina; (i) derivados do N°-
metiltetrahidrofolato; e (iii) derivados do metilcorrindide (WOOD, 1974).
Entretanto, a S-adenosilmetionina e os derivados do N°-metiltetrahidrofolato
doam o seu grupamento metil sob a forma de carbocation (CH3"), sendo a
vitamina B2 (metilcobalamina), um derivado do metilcorrindide, a unica
coenzima capaz de transferir o grupamento metil sob a forma de carbanion (CHs
) para o Hg* (WOOD, 1974). Acreditava-se que esse processo era mediado
pelas bactérias metanogénicas (WOOD et al.,, 1968), uma vez que esses
microrganismos eram capazes de produzir metilcobalamina (BLAYLOCK &
STADTMAN, 1964). Posteriormente foi visto que outros microrganismos eram

capazes de metilar o mercurio em laboratério (FURUTANI & RUDD, 1980,
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RUDD et al. 1980, ROBINSON & TUOVINEM, 1984), incluindo os
microrganismos eucariotos como o fungo Neurospora crassa (LANDNER, 1971).

Compeau & Bartha (1985), utilizando-se de um experimento com
amostras ambientais e inibidores especificos do metabolismo das bactérias,
notaram que ao se inibir a sulfato reducdo, as taxas de metilacdo de mercurio
baixavam drasticamente. Ao inibir a metanogénese, ndo havia alteragdo nas
taxas de metilagdo no sedimento. Desde entdo, muitos estudos foram realizados
enfocando as bactérias sulfato redutoras como os principais agentes metiladores
no ambiente (e.g., BERMAN et al.,, 1990, GILMOUR et al.,, 1992, CHOI &
BARTHA, 1993, KING et al., 2001).

Recentemente, Flemming et al. (2006) evidenciaram que as bactérias
ferro-redutoras seriam capazes de metilar o mercurio em condicdes ambientais
com uma eficiéncia de metilacdo semelhante a das bactérias sulfato redutoras.
Outros microrganismos podem atuar de maneira antagdnica no processo de
metilacdo, competindo por nutrientes ou por aceptores de elétrons (COMPEAU
& BARTHA, 1985), ou de maneira sinergistica, onde as bactérias metiladoras
fariam uso dos metabdlitos excretados por outros microrganismos (COELHO-
SOUZA et al., 2006, GUIMARAES et al., 2006b).

A eficiéncia da metilacdo bidtica do mercurio depende da atividade
microbiana e da concentragdo de mercurio biodisponivel, mais do que a
quantidade total de mercurio existente no ambiente. Diversos fatores ambientais
influenciam a forma e a disponibilidade do mercurio para os microrganismos tais
como a interagao quimica com complexos organicos e inorgéanicos, pH, potencial

redox e temperatura (COMPEAU & BARTHA, 1984).
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A via bioldgica para a metilagdo do mercurio necessita de uma quantidade
significativa de mercurio dentro da célula que ndo esteja complexado (CHOI et
al., 1994a). Desse modo a metilcobalamina intracelular pode catalisar a
transferéncia do grupamento metil ao mercurio “livre” (CHOI & BARTHA 1993,
CHOI et al.,, 1994a). Apesar de a metilcobalamina ser vista como a unica
possivel doadora do grupamento metil (WOOD, 1974), acredita-se que o
grupamento metil transferido pode ser proveniente de outros compostos
quimicos como o aminoacido serina (BERMAN et al, 1990), o
metiltetrahidrofolato, através da via da acetilcoenzima A (CHOI et al., 1994a,b)
ou através da via metiltransferase, uma via similar a de sintese da metionina
pela homocisteina (SICILIANO & LEAN, 2002). Devido a grande distribuigao e
diversidade de microrganismos envolvidos na transformacdo das diversas
formas de mercurio, € evidente que eles exercem um papel importante no ciclo
do mercurio no ambiente (ROBINSON & TUOVINEN, 1984).

A metilacdo abidtica do mercurio pode ser quimica ou fotoquimica.
Demonstrou-se que a metilagdo quimica pode ocorrer através de via ndo-
enzimatica, por meio de reagdo com a metilcobalamina, seja esta ultima
molécula excretada por bactérias cultivadas em laboratério (WOOD et al., 1968)
ou adicionada in vitro (BERTILSSON & NEUJAHR, 1971; NOBUMASA et al,,
1971; DeSIMONE et al., 1973). Essa reagcdo ocorre numa velocidade muito
inferior aquela promovida por via enzimatica. Uma outra maneira de ocorrer a
metilacdo abidtica é através da doacéo de grupos metil provenientes de material
humico (acidos fllvico e himico) ao Hg®* (NAGASE et al., 1982). A metilagdo

fotoquimica ocorre quando o metilmercurio é formado quimicamente através da
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transferéncia de um grupamento metil na presenca de radiagao ultravioleta
(SICILIANO et al.,, 2005). A concentragdo de metilmercurio presente num
ambiente é regulada pelo balangco entre os processos de metilagdo e
demetilacdo do mercurio.

Através da utilizacdo da técnica de incorporagao de mercurio radioativo,
foi visto que as raizes de macrdfitas apresentaram um maior potencial de
metilacdo do que outras matrizes aquaticas tais como sedimento e solos
inundados (GUIMARAES et al., 1998, 2000a, MAURO et al., 1999; 2002;
COELHO-SOUZA, 2003, COELHO-SOUZA et al., 2006).

Na bacia do Rio Tapajés e no Rio Beni, as raizes de macrdfitas aquaticas
apresentaram maior potencial de metilacdo e atividade bacteriana do que o
sedimento superficial (MIRANDA et al.,, 2004; COELHO-SOUZA et al., 2007),
além de maior formagao de metilmercurio quando comparada com material em
suspens&o, plancton e algas filamentosas (GUIMARAES et al., 2004).

O ciclo de inundagéao parece ter grande influéncia sobre o ciclo do Hg
(GUIMARAES et a., 2000b; ROULET et al., 2001b; COELHO-SOUZA et al.,
2007). As macrdfitas aquaticas podem ser o elo entre 0 aumento ou diminuigao
da metilacdo do Hg (COELHO-SOUZA et al., 2007). Durante o periodo de
chuvas, a composi¢cdao do perifiton associado as raizes de macrdfitas é
determinada pela erosao do solo de areas desmatadas, considerando tratar-se
da principal fonte de material particulado fino para o meio aquatico (COELHO-
SOUZA et al., 2007).

O material particulado fino contendo mercurio associado a oxidroxidos de

ferro e aluminio seria acumulado pelo perifiton, resultando em um maior
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acumulo de mercurio. No periodo de cheia, o perifiton parece receber maior
influéncia do carbono mais labil proveniente dos Igapds inundados, aumentando
a diversidade, densidade e atividade de microrganismos presentes nas raizes.
Um maior potencial de metilagdo e biomassa de macrofitas s&o observados e, a
maior diversidade biolégica pode intensificar a transferéncia trofica e,
consequente biomagnificagdo do mercurio (COELHO-SOUZA et al., 2007).

Na Bacia Amazénica ha uma grande diversidade de sistemas distribuidos
em gradiente de diferentes niveis de alagamento, que definem habitats desde
permanentemente aquaticos até totalmente terrestres, tais como as florestas de
Terra Firme, a extensa area das planicies sazonalmente inundadas dos rios
amazoénicos localmente conhecidas como florestas de varzea e igapds, entre
outros sistemas (JUNK, 1980; Figura 14). Esses sistemas ainda necessitam de
uma avaliagdo abrangente do potencial de metilagdo em seus distintos

compartimentos abiético e bidtico (GUIMARAES, 1992).
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Figura 14. Corte esquematico do vale do Amazonas mostrando a diversidade dos
ecossistemas amazodnicos (Junk, 1980).
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A area escolhida foi a Bacia do Rio Madeira, uma vez que a mesma se
encontra sob grande transformagdo em face da construcédo de dois grandes

Aproveitamentos Hidroenergéticos (AHEs Santo Anténio e Jirau) no Rio Madeira

(Figura 15).
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Figura 15. Localizagéo das AHEs de Santo Antbnio e Jirau e as suas respectivas areas
de influéncia (adaptado de LEME ENGENHARIA, 2006).

Além disso, esta prevista a implementagdo de um conjunto de obras de
infra-estrutura denominado de Complexo Hidrelétrico e Hidroviario do Rio
Madeira (Figura 16). Esse Complexo Hidrelétrico e Hidroviario e faz parte do

projeto da Iniciativa pela Integracdo de Infra-estrutura Regional Sul-America
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(IIRSA), promovido pela Corporacdo Andina de Fomento, o Banco
Interamericano de Desenvolvimento e os governos locais (SWITKES, 2008).
Além da construcdo das AHEs citadas, ainda esta prevista a instalacdo das
redes de linhas de transmissio para a conexao nacional, a extensao da hidrovia
a montante de Porto Velho e a construcdo de duas AHEs, uma no Rio Beni
(AHE Cachuela Esperanza) e a outra no Rio Guaporé na fronteira entre Brasil e
Bolivia (AHE Ribeirdo).

O objetivo primario da IIRSA é a integracéo fisica através da expanséao da
infra-estrutura regional das “sub-regides isoladas” (e.g., Amazdnia, Pantanal,
Chaco e Cordilheira dos Andes) para estimular o desenvolvimento politico, social
e econOmico. Os principais focos da IIRSA sao projetos de transporte, energia e
comunicagao, sendo a orientacdo basica facilitar a exportagao de produtos para

portos do Atlantico, Pacifico e Caribe (SWITKES, 2008).
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Figura 16. O Complexo Hidrelétrico e Hidroviario do Rio Madeira (SWITKES, 2008).
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A area de influéncia direta e indireta do Complexo Hidrelétrico e
Hidroviario do Rio Madeira afetara as seguintes sub-bacias do Rio Madeira: Sub-
bacia do Rio Madre de Dios (Peru/Bolivia), Sub-bacia do Rio Beni (Bolivia), Sub-
bacia do Rio Mamoré (Bolivia), Sub-bacia do Rio Guaporé (Brasil), Sub-bacia do
Rio Jacy-Parana (Brasil) e a Sub-bacia do Rio Jamari (Brasil), além dos
pequenos tributarios localizados ao longo do curso do Rio Madeira (SWITKES,
2008).

Esse empreendimento alterara de maneira drastica o ciclo hidrolégico do
Rio Madeira, podendo influenciar o ciclo do mercurio nessa bacia. O processo
de enchimento para a formagdo de reservatérios tende a aumentar a
concentracdo de metilmercurio nos diversos compartimentos bidticos e abidticos
(KELLY et al., 1997; HEYES et al., 1998; PORVARI, 1998; TREMBLAY et al.,
1998; LUCOTTE et al., 1999; SCHETAGNE et al., 2000; BOUDOU et al., 2005;
MURESAN et al., 2008).

Durante o enchimento do reservatério, 0 mercurio presente nos sistemas
terrestres (solos e vegetagdo inundados) pode seguir diversas vias: a) o
metilmercurio ja presente pode ser liberado de modo passivo (lixiviagdo) ou ativo
(decomposigédo microbiana) para a coluna d’agua disponibilizando-o para a biota
(LUCOTTE et al., 1999); b) aumento da taxa de metilagdo do mercurio presente
nos sistemas terrestres impulsionada pela decomposicdo microbiana da matéria
organica inundada (aléctone) durante o enchimento do reservatério (LUCOTTE
et al.,, 1999; HALL et al., 2005); c) aumento da taxa de metilagdo do mercurio
presente nos sistemas terrestres impulsionada pela decomposi¢ao microbiana

da matéria organica autoctone (fitoplancton e perifiton) apds o enchimento do
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reservatério (LUCOTTE et al., 1999). A contribuicdo de cada uma dessas vias
para o aumento do metilmercurio na biota dependera das caracteristicas
hidrolégicas do reservatorio.

A hidrologia do reservatorio determina a extensdo da anoxia da coluna
d’agua (o grau de anoxia influencia positivamente a metilagdo do mercurio),
influencia na ciclagem de nutrientes e da matéria orgéanica, e determina a
extensdo da exportagdo do mercurio para jusante do reservatorio (LUCOTTE et
al., 1999).

Em fungdo desses fatores coloca-se em evidéncia a necessidade de se
avaliar o potencial de metilagdo em areas destinadas a criagdo de barragens e
reservatorios, em especial no que concerne aos ambientes amazdnicos que tem
como caracteristica uma enorme diversidade e quantidade de matéria organica.
De modo a abranger uma maior variedade de condigcbes ambientais e
experimentais, avaliamos o potencial de metilagdo em diferentes ambientes

(aquatico e terrestre) e matrizes (rizosfera e solo) .
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2. HIPOTESES SOBRE OS POTENCIAIS SIiTIOS DE METILACAO

2.1. Hipotese 1: Producdo in situ de Metilmercurio em Ambiente Terrestre

Roulet et al (1995), ao analisarem a concentragdo de metilmercurio em
um perfil de solo numa area de floresta na Guiana Francesa, encontraram
maiores concentracdes de metilmercurio nas camadas superficiais do que nas
camadas inferiores. Esse perfil pode indicar duas situagbes: i) deposigao
atmosférica do metilmercurio (RUDD, 1995); ii) o metilmercurio foi produzido no
ambiente terrestre, i.e., producéo in situ (BECKERT et al., 1974).

Alguns autores consideram que a contribuicdo da deposi¢gao atmosférica
de metilmercurio pode ndo ser suficiente para explicar as concentracbes
encontradas no runoff, de modo que poderia haver uma maior contribuicdo da
producao in situ de metilmercurio (e.g. BISHOP & LEE, 1997; GRIGAL, 2002).

O ambiente terrestre da Floresta de Terra Firme apresenta algumas
condigdes favoraveis ao processo de metilagdo tais como um grande estoque de
carbono (NEPSTAD et al., 1994; FEIGL et al.,, 1998), intensa atividade
microbiana (FEIGL et al., 1998), e um grande estoque de mercurio inorganico
(ROULET et al., 1998b, FADINI & JARDIM, 2001; ALMEIDA et al., 2005).

As matrizes com maior atividade e biomassa microbiana em ambientes
terrestres sdo a rizosfera e a camada superficial do solo, aonde se concentra a
maior parte do carbono labil e nutrientes (MAIER & PEPPER, 2009). Tendo em
vista esses fatores, acreditamos que essas matrizes desempenhem um

importante papel no ciclo biogeoquimico terrestre do mercurio.
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2.2. Hipotese 2: Producdo de Metilmercurio Estimulada pela Inundacéo

Artificial de Ambientes Terrestres

A area total prevista para a construcéo do reservatério de Santo Anténio é
de 271 km?. As areas inundadas compreendem as Florestas de Terra Firme e a
floresta sazonalmente inundavel ao longo do Rio Madeira e seus tributarios.

A criacao do reservatorio resulta na inundacao e eventual decomposigao
dos solos e vegetagdo presentes no interior dos limites do reservatério. O
resultado é a liberagdo da matéria organica e nutrientes para a coluna d’agua do
reservatorio modificando a qualidade da agua e possivelmente a producgéo
primaria (LUCOTTE et al., 1999). E reconhecido atualmente que o aumento na
concentracdo da matéria organica e nutrientes resulta no aumento das taxas de
metilacdo (HALL et al., 2005).

Experimentos de laborat6rio demonstraram um consideravel aumento na
concentracdo de metilmercurio nos solos inundados (MORRISON & THERIEN,
1991; PORVARI & VERTA, 1995; THERIEN & MORRISON, 1999). A
investigacado exposta neste documento trabalha a partir do ponto de vista de que
a inundagao da biomassa vegetal e solos dessas areas possuam uma grande
influéncia sobre a produgcdo de metilmercurio dentro do futuro reservatorio,
principalmente por propiciarem as condigdes redutoras necessarias ao
metabolismo anaerdbico da microbiota metiladora, possibilitando que a

metilacdo seja impulsionada pela degradagao da matéria organica.
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2.3. Hipoétese 3. Producdo de Metilmercario Estimulada pelo Pulso de

Inundacéo

A regido amazbnica € caracterizada por periodos de grande variagéo
sazonal do nivel d'agua das bacias hidrograficas. Essa variagdo, também
conhecida como pulso de inundacido, € a principal forca responsavel pela
existéncia, produtividade e interagdes da biota nos sistemas rio-solos alagaveis
(JUNK et al., 1989).

O pulso de inundacao esta associado a um efeito de borda dindmico que
afeta a zona de transigdo aquatica/terrestre (area alagavel) ao “deslocar” a
regido litordnea para essa zona de transicdo (JUNK et al., 1989), causando
alteragdes nos ciclos biogeoquimicos (JUNK, 1997).

A grande quantidade de matéria organica em decomposicdo gera
condi¢cdes anoxicas na zona de transicdo e na coluna d'agua (JUNK, 1997). A
metilacdo do mercurio ocorre tanto em condi¢cdes éxicas quanto em condigdes
anodxicas, entretanto as maiores taxas de metilacdo em sedimentos ocorrem em
condigbes anoxicas. A microbiota associada a ambientes redutores e com baixa
concentracéo de sulfetos parece ser mais apta a converter o mercurio inorganico
em metilmercurio (COMPEAU & BARTHA, 1985; GUIMARAES, 2001).

O presente estudo lida com a possibilidade de que o processo de
inundacao sazonal estimule a producdo de metilmercurio na floresta inundavel
durante a sua “fase aquatica”, de modo a exibir maiores valores do que durante

a sua “fase terrestre”.
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2.4. Hipotese 4: Producdo de Metilmercurio Influenciada pela Atividade

Microbiana Durante a Decomposicéo de Folhas em um Ambiente Aquatico

A alta taxa de precipitagcdo na Regido Amazénica contribui para que
exista uma rede muito densa de igarapés e pequenos rios que transportam a
descarga superficial das chuvas. A rede de igarapés da Bacia Amazébnica é a
mais densa quando comparada com qualquer outra bacia (JUNK, 1985). Essa
extensa rede contribui para a formagao dos grandes rios como o Rio Madeira.

A densa floresta amazénica acompanha o curso desses igarapés fazendo
gue os mesmo nao recebam luz. Como resultado a producéo aquatica autdctone
€ reduzida devido ao sombreamento. A entrada de carbono e nutrientes que
sustentam a cadeia alimentar aquatica é de origem aléctone, em especial a
serrapilheira constituida em grande parte pela biomassa foliar (WALKER, 1987).

Devido a importancia da serrapilheira na composicdo e atividade da
microbiota nos ciclos biogeoquimicos e ao fato de que as bactérias
heterotréficas sao responsaveis por uma grande fragdo da producéo secundaria
nos ambientes aquaticos amazénicos (BENNER et al., 1995), o presente estudo
trabalha a partir do ponto de vista de que as folhas em decomposi¢do nos
igarapés podem ser consideradas como potenciais locais de formacdo de

metilmercurio no ambiente aquatico.
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3. OBJETIVOS

Avaliar potenciais sitios de metilagdo no Rio Madeira e tributarios na area de
influéncia direta da construcdo do Aproveitamento Hidroenergético de Santo

Antonio durante o pré-enchimento do reservatorio.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1.2. Avaliar o potencial de metilacdo da rizosfera e solo provenientes da

Floresta de Terra Firme.

3.1.3. Comparar o potencial de metilacdo da rizosfera e solo provenientes da

Floresta de Terra Firme submetidas a inundacido em mesocosmo.

3.1.4. Comparar o potencial de metilagao sazonal da rizosfera e solo da Floresta
Inundavel durante a fase aquatica (estagdo cheia) e terrestre (estacéo

seca) das matrizes.

3.1.5. Avaliar a influéncia da atividade microbiana durante a colonizagdo e
decomposicdo da biomassa vegetal nos processos de metilagdo do

mercurio.
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4. METODOLOGIA

41. AREA DE ESTUDO

A area de estudo compreende a area de influéncia direta da AHE Santo
Antdnio, compreendendo uma area com cerca de 2 530 km? e englobando a
quase totalidade das microbacias hidrograficas dos igarapés que drenam
diretamente para o Rio Madeira (Figuras 17 e 20).

A barragem da AHE Santo Antdnio sera construida sobre a Ilha do
Presidio, cerca de 10 km da cidade de Porto Velho. A AHE Santo Antonio possui
como caracteristicas principais: nivel d’agua maximo e minimo normal na cota
de inundagdo 70 m (acima do nivel do mar), com area do reservatério de 271
km? (da area do reservatorio, cerca de 164 km? correspondem a inundagéo
natural, resultando um acréscimo de area inundada de 107 km?); poténcia
instalada de 3150 MW, (energia média de 1973 MW); queda bruta de 14 m; 44
turbinas bulbo com poténcia unitaria de 73 MW; e barragem tipo

concreto/enrocamento com altura maxima de 60m (LEME ENGENHARIA, 2006).
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Figura 17. Localizacao da AHE Santo Antdnio e sua area de influéncia (adaptado de
LEME ENGENHARIA, 2006).
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4.2. POTENCIAL DE METILACAO EM MATRIZES TERRESTRES

A Bacia Amazbnica apresenta uma topografia essencialmente plana
recortada por uma rede de rios e igarapés. Essa complexa rede drena os platds
de terrenos ndo sujeitos ao pulso de inundagéo. Nesses platds se desenvolvem
as Florestas de Terra Firme (WALKER, 1990).

A area total de Floresta de Terra Firme pode ser estimada em
aproximadamente 4 469 218 km? (MENDONCA-SANTOS et al.,, 2008). A
principal caracteristica da Floresta de Terra Firme é a elevada riqueza e
diversidade de espécies. Entretanto, os solos predominantes da Floresta de
Terra Firme sdo o Latossolo (34%) e o Argissolo (33%), considerados como
solos de baixa fertilidade natural e altamente intemperizados (MENDONCA-
SANTOS et al., 2008). Esses solos ainda possuem uma baixa capacidade para
reter nutrientes, devido em parte as altas concentracbes de aluminio e
hidrogénio, que ocupam os sitios de ligagdo dos nutrientes (JORDAN, 1985).

Para explicar o paradoxo da alta diversidade da floresta e a baixa
disponibilidade de nutrientes, foi proposto um sistema de circulagao fechada de
nutrientes na floresta sem a participacdo das eventuais reservas do solo
(JORDAN, 1985, HERRERA, 1985; SIOLI, 1990). Essa circulagao fechada teria
como elemento principal um sistema radicular superficial extremamente denso,
também conhecido como trama radicular (Figura 18). Essa trama agiria como
um filtro, reabsorvendo os nutrientes liberados durante a decomposicdo da
serrapilheira, além de excrementos dos animais (JORDAN, 1985, HERRERA,

1985; SIOLI, 1990).
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Figura 8.Iguns spectos da Floresta .de Terra Fime A) Floresta de Terra Firme. B)
Camada de serrapilheira cobrindo o solo da Floresta de Terra Firme. C) Detalhe
da trama radicular aderida a serrapilheira.

Mais especificamente, a remineralizagdo da serrapilheira e a reconducao

dos nutrientes ocorrem na rizosfera (HERRERA et al., 1978). A rizosfera é a
regido que compreende a superficie da raiz e o seu entorno (Figura 19), onde os
nutrientes estdo mais prontamente disponiveis, o que estimula o crescimento
microbiano e influencia diretamente na estrutura das comunidades microbianas

na rizosfera (DAVEY & O'TOOLE, 2000; ZOE et al.,, 2006), suportando
populagdes de microrganismos diversas vezes mais numerosas que as

populagdes do solo adjacente (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002)
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Figura 19. Esquema simplificado da rizosfera (adaptado de CARDON & GAGE, 2006)

As amostras foram coletadas em 4 pontos de Floresta de Terra Firme
adjacentes ao curso do Rio Madeira (MDCP, MDO0O1, MD02 e MDO03), em 5
tributarios (Rio Caripunas, Rio Jacy-Parana, Rio Contra, Rio Branco, e Igarapé
Jatuarana |) na area de influéncia da AHE Santo Anténio. Além desses pontos,
amostras de rizosfera e solo foram coletadas fora da area de influéncia da AHE
Santo Anténio (Figura 20) em 1 ponto no Rio Madeira (MD04) e em 2 tributarios
(lgarapé Jatuarana Il e Igarapé Belmont). As amostragens foram realizadas
durante estacdo de seca (Maio) e estacao cheia (Agosto) para avaliar a

influéncia sazonal na formagao do metilmercurio.
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Figura 20. Pontos de coleta na Bacia do Rio Madeira: CP — Rio Caripunas; MDCP - Rio Madeira Ponto em frente ao Rio Caripunas; JP — Rio Jacy-
Parana; CT — Rio Contra; RB — Rio Branco; MDO1 - Rio Madeira Ponto 1; JAT | — Igarapé Jatuarana |; MDO2 - Rio Madeira Ponto 2; MDO3 - Rio
Madeira Ponto 3; JAT Il — Igarapé Jatuarana Il; BLM — Igarapé Belmont; MD04 — Rio Madeira Ponto 4.

A borda (___) delimita a area de influéncia da AHE Santo Antonio (Adaptado de LEME ENGENHARIA, 2006).
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As amostras foram coletadas com o auxilio de um perfilador de PVC
(100cm de comprimento x 20cm de didametro). O perfilador foi inserido no solo ha
uma profundidade de 15 cm (incluindo a rizosfera). A camada de rizosfera foi
acondicionada separadamente do solo em sacos de polietileno. As amostras
foram transportadas no escuro ao Laboratério de Biogeoquimica Ambiental
Wolfgang Christian Pfeiffer para posterior processamento.

Para obter as medidas do potencial de metilagdo do mercurio, utilizamos

a técnica radioquimica desenvolvida por Guimaraes et al. (1995) através de

203
incubagbes com o isétopo radioativo  Hg (1mCi, Eikert & Ziegler Isotope

Products). Esse is6topo apresenta meia-vida de 46,6 dias e emite radiagbes
beta e gama, permitindo a sua determinagdo por espectometria gama e
cintilac&o liquida.

Cerca de 1,5 g de rizosfera e 0,7g de solo (equivalente a 0,5 g de peso
seco para ambas matrizes, n = 12) foram transferidas separadas para tubos de
borossilicato (50 mL) previamente preenchidos com 25 mL de agua filtrada (filtro
Sartorius 0,22 ym de poro) a partir de cada ponto coleta. As amostras foram
incubadas em duplicata apds a adicdo de 25 pL da solucéo de ?>*HgCl, (8-10nCi;
200 ng de Hg/g peso seco).

Apd6s um periodo de 24 horas no escuro a 25°C foi adicionado 1 mL de
acido cloridrico 4N para finalizar as incubacdes. Um controle acidificado com 1
mL de acido cloridrico 4N contendo amostras de rizosfera e solo como descrito
acima foi adicionado a cada ponto para subtrair a formagdo abidtica de

metilmercurio e evitar que o potencial de metilacdo biotico seja superestimado

40



(Figura 21). Ao término das incubac¢des as amostras foram congeladas

imediatamente a -18°C.

Réplicas Controle
acidificado
Incubacao com
203HgCl,
24h/25°Clescuro

il |

Réplicas Controle
acidificado

Figura 21. Esquema simplificado da incubagao das amostras de rizosfera e solo com 2**HgCls.

A extracdo do metilmercurio radioativo (Me?**Hg) iniciou-se com a adicéo
de 4 mL de brometo de sédio 3 M (dissolvido em acido sulfarico 11%) e 1 mL de
sulfato de cobre 0,5 M. As amostras foram agitadas por 5 minutos em agitador
orbital (200 rpm/min). Ap6s a agitagdo, os tubos foram centrifugados por 5
minutos a 3000 rpm. Ao término da centrifugag¢ado, transferimos 24 ml do
sobrenadante para funis de separagédo (60 mL). Em seguida, 8 mL do coquetel
de cintilagdo [composto por 7g de 2,5-difeniloxazol (POP) e 1g 1,4-bis-2(5-
feniloxazolil)-benzeno (POPOP) dissolvidos em 1 litro de tolueno] foram
adicionados aos funis de separagdo. Os funis foram submetidos a agitagao

orbital (200 rpm) por 15 minutos
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A fase aquosa foi descartada e 7 mL da fase orgéanica foram transferidos
para tubos de ensaio (15 mL). Os tubos de ensaio foram centrifugados por 5
minutos a 1000 rpm para separar algum resquicio da fase aquosa e romper a
emulsdo formada apés a agitagédo orbital. Apos a centrifugacéo, a fase organica
(6 mL) foi transferida para frascos de cintilagdo de vidro (20 mL) previamente
preenchidos com 0,3 g de tiossulfato de sédio e agitados manualmente por 10
segundos.

O tiossulfato de sodio € um sal altamente higroscopico e tem como
funcdo a remocgéao de particulas de agua da fase organica que poderiam conter
23HgCl,. Apds agitacdo, a fase organica (5 mL) foi transferida para novos
frascos de cintilagdo de vidro (20 mL). A radiacdo das amostras (expressa em
decaimento por minuto, dpm) foi medida em um detector de cintilagdo liquida
(Hydex).

Os dados obtidos em dpm foram usados para calcular o percentual do
Me?**Hg em funcdo da quantidade de ?®*HgCl, adicionado. Os resultados foram
expressos em %MeHg/g p.s./24h, apds a corregdo do decaimento radioativo,
eficiéncia de extragcdo e extingdo (quenching) . A metodologia de extragdo do

Me?*Hg esta sintetizada na Figura 22.
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Adicionar

4mL de Brometo de Sodio 3 Mem
Acido Sulfirico (11%)
+

1mL de Sulfato de Cobre 0,5 M
Agitar 5 min
Centrifugar 3 000 rpm/5 min

Extracao do Me?™Hg do
sobrenadante por agitagao durante 15
minutos com coquetel de cintilagao
(Tolueno + POP + POPOP)

Cenfrifugar 1 000 rpm/5 min

Adicionar Tiossulfato de Sodio

\4

Transferir para frascos de cintilacao

Medida do Me?*3Hg por
cintilacao liquida

Figura 22. Esquema simplificado da extragé&o do metilmercurio radioativo para medidas
de potencial de metilagdo (GUIMARAES et al., 1995).
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4.3. POTENCIAL DE METILACAO EM MATRIZES TERRESTRES: EFEITO

DA INUNDACAO EM UM EXPERIMENTO DE LABORATORIO

Tendo em vista 0 aumento das concentragdes de metilmercurio na biota
como consequéncia do alagamento para a construgcdo de reservatorios,
realizamos uma simulagao da inundacao das matrizes terrestres em mesocosmo.

A area escolhida para esse experimento esta localizada no Campus José
Ribeiro Filho da Universidade Federal de Rondbénia (UNIR), Porto Velho,
Rondoénia (Figura 23), e se insere na area de influéncia direta do AHE Santo
Anténio.

O Campus UNIR situa-se na margem direita da Rodovia BR 364, km 9,5,
sentido Rio Branco (AC). A area do Campus UNIR possui uma extensdo de 100

ha, sendo que cerca de 52 ha de floresta cobrem o Campus (REIS, 2007).

el

L
‘QDE % Area de Estudo

Porto Velho

'\

Figura 23. Area de estudo para o experimento de inundagdo de matrizes terrestres
(adaptado de REIS, 2007).
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Essa area esta coberta por uma Floresta Ombréfila Aberta, vegetacéo
dominante no estado de Ronddnia. Esse tipo de formagéo vegetal caracteriza-se
pela descontinuidade do dossel, o que permite a entrada de luz solar (REIS,
2007). O solo predominante € o Latossolo Vermelho-Amarelo caracterizado pelo
alto intemperismo, baixa fertilizacdo e concentragdes intermediarias de 6xido de
ferro (MENDONCA-SANTOS et al., 2008). A area possui trechos cortados por
igarapés que alagam as regides mais baixas durante a estacéo chuvosa (REIS,
2007).

Realizamos 15 perfis de solo utilizando tubos de PVC (100 cm de
comprimento com 20 cm de didmetro), a uma profundidade de 15 cm (Figura 24).
As amostras foram levadas ao Laboratério de Biogeoquimica Ambiental
Wolfgang Christian Pfeiffer (UNIR) para o inicio do experimento. Apos a adigao
de 1,5 L de agua do igarapé, 12 dos tubos foram tampados e vedados com fita
de teflon e cola de silicone (Figura 25).

Cerca de 1,5 — 2g de rizosfera e 0,7 — 1g solo (equivalente a 0,5g peso
seco, n = 3) foram incubadas com 25 pL da solucdo de 2**HgCl, (10-12 nCi; 200
ng Hg/g peso seco) em 2, 5, 9 e 20 dias apds a inundagdo. As amostras de
rizosfera e solo (n = 3) dos tubos restantes foram incubadas com 2**HgCl, no
mesmo dia da coleta e utilizadas como tratamento controle (sem inundagéo). As
amostras foram incubadas por 24h/25°C no escuro em triplicata e 1 controle
acidificado foi adicionado para subtrair a metilagdo abidtica (Figura 25). A
extracdo do Me?®Hg foi realizada como descrito acima. Os resultados do

potencial de metilagdo foram expressos em %MeHg/g peso seco/24h.
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Figura 24. Preparo do experimento de inundagdo. a) Perfil de solo. b) Enchimento
dos tubos com agua do igarapé. c) Tubo inundado com 1,5 L de agua do igarapé.
d) Tubos de PVC vedados contendo os perfis do solo e agua do igarapé.
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Figura 25. Esquema simplificado da incubagédo das amostras de rizosfera e solo
com ?**HgCl, no experimento de inundacao.

Os dados dos parametros fisico-quimicos (condutividade, potencial
hidrogeniénico, potencial redox, oxigénio dissolvido e total de sodlidos em
suspensdo) da agua dos tubos foram obtidos antes da coleta das amostras
utilizando a Sonda Horiba Multiparametros, calibrada semanalmente no
Laboratorio de Biogeoquimica Ambiental Wolfgang Christian Pfeiffer (UNIR).
Esses dados foram relacionados com o potencial de metilagdo para avaliar a
participacdo de cada parametro na formacdo de metilmercurio nesse

experimento.
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4.4. POTENCIAL DE METILACAO NA AREA INUNDAVEL: EFEITO DA

INUNDAGAO SAZONAL

A Bacia do Amazonas e suas sub-bacias s&o caracterizadas
principalmente por uma extensa area de planicies sazonalmente inundadas
pelos rios. A mudanga entre a fase aquatica e a fase terrestre afeta
drasticamente as condicdes fisico-quimicas, a fauna, a flora e o balango de
nutrientes das areas inundadas (JUNK, 1980). Durante a cheia o rio invade as
florestas baixas trazendo material dissolvido e particulado aumentando a
produtividade dos organismos aquaticos e as taxas de decomposigdo da matéria
organica (JUNK, 1980), o que poderia aumentar a formagcédo do metilmercurio
(GUIMARAES, 2001).

Para avaliar a influéncia do pulso de inundacdo na formacao de
metilmercurio amostras de solo e rizosfera da area sujeita a inundagéo foram
coletadas em 5 pontos de floresta inundada de 5 tributarios do Rio Madeira (Rio
Caripunas, Rio Jacy-Parana, Rio Contra, Rio Branco, e Igarapé Jatuarana |) na
area de influéncia do AHE Santo Antbnio, e em 2 tributarios (Igarapé Jatuarana
Il e Igarapé Belmont), fora da area de influéncia do AHE Santo Anténio (Figura
20).

As amostras foram coletadas na fase aquatica da area inundada durante
a estacdo cheia e na fase terrestre durante a estagdo seca (Figura 25).
Diferentemente dos solos de Floresta de Terra Firme, os solos das areas
inundaveis séo classificados como Gleissolo (Figura 25), que tem como

caracteristica principal a coloragédo acinzentada ou esverdeada devido a redugao
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do ferro (SHINZATO et al., 2008). Apds a coleta das amostras com o uso de um
perfilador de PVC, o material foi acondicionado em sacos de polietileno e
levados ao Laboratério de Biogeoquimica Ambiental Wolfgang Christian Pfeiffer
para posterior processamento.

Durante a fase aquatica, cerca de 2 g de rizosfera e 1g de solo
(equivalente a 0,5 g de peso seco para ambas matrizes, n = 7) foram
transferidas para tubos de borossilicato (50 mL) previamente preenchidos com
26 mL de agua filtrada (filtro Sartorius 0,22 ym de poro) de cada ponto coleta.
Durante a fase terrestre, foram utilizados cerca de 1,7 g de rizosfera e 0,9 g de
solo (equivalente a 0,5 g de peso seco para ambas matrizes, n = 7).

As amostras foram incubadas em duplicata apés a adicdo de 25 uL da
solucdo de 2®*HgCl, (8-10 nCi; 200 ng de Hg/g peso seco). Apds um periodo de
24 horas no escuro a 25°C foi adicionado 1 mL de &cido cloridrico 4N para
finalizar as incubagdes. Um controle acidificado com 1 mL de acido cloridrico 4N
contendo amostras de rizosfera e solo como descrito acima foi adicionado a
cada ponto para subtrair a formagédo abidtica de metilmercurio e evitar que o
potencial de metilagao bidtico fosse superestimado. Ao término das incubagdes

as amostras foram congeladas imediatamente a -18°C.
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Figura 26. Coleta das amostras na floresta inundada. a) Fase aquatica (Maio). b) Fase
terrestre (Agosto). c) Perfil do solo. d) Amostra de rizosfera e solo.
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4.5. POTENCIAL DE METILACAO NA SERRAPILHEIRA: INFLUENCIA DA

ATIVIDADE DA COMUNIDADE MICROBIANA

A serrapilheira possui um papel central na ciclagem de nutrientes na
Regido Amazébnica pela grande contribuicdo na entrada de nutrientes no
ambiente aquatico (WALKER, 1987). A decomposic¢ao de folhas inclui uma fase
inicial em que os componentes soluveis em agua sao rapidamente lixiviados,
seguido por uma rapida colonizagdo por microrganismos decompositores
(fungos e bactérias), e subsequente fragmentacéo foliar por agcdo mecanica de
invertebrados e forgcas hidraulicas.

Durante o processo de decomposigdo microbiana, algumas condigdes como
a disponibilidade de matéria orgénica e um ambiente com pouco oxigénio
(devido a alta taxa de degradagao aerdbica) podem favorecer a metilagdo do
mercurio (HEYES et al., 1998; BALOGH et al., 2002).

Uma das contribuigbes mais importantes dos microrganismos
decompositores nos ciclos biogeoquimicos é a conversdo de matéria organica
dissolvida e particulada em biomassa, o que contribui para o fluxo do carbono
nos ecossistemas aquaticos (CHIN-LEO, 1997).

A sintese protéica é uma boa indicadora da producdo de biomassa
bacteriana, uma vez que as proteinas compdem cerca de 60% da biomassa
bacteriana em ambientes naturais (SIMON & AZAM, 1989), e a sintese protéica
consome uma grande porcentagem da energia celular (CHIN-LEO, 1997).

Atualmente, a técnica mais utilizada para se medir a sintese protéica na

area de ecologia microbiana se da através da mensuragao da incorporacéo da
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leucina radioativa (KIRCHMAN et al., 1985, SIMON & AZAM, 1989;
JORGENSEN, 1992; SMITH & AZAM, 1992; THOMAZ & WETZEL, 1995;
TUOMINEN, 1995; MARXSEN, 1996; SUBERKROPP & WEYERS, 1996;
FURTADO & CASPER, 2000; BAATH et al, 2001; BASTVIKEN & TRANVIK,
2001; MIRANDA et al., 2007b). A leucina € um aminoacido apolar de baixo peso
molecular (131,2 Da), que compde uma fracdo constante das proteinas
bacterianas (KIRCHMAN et al., 1985).

O aumento da incorporagao de leucina radioativa (marcada com *H ou
'“C) coincide com o aumento no nimero de células e proteinas (KIRCHMAN et
al.,, 1986). Uma vez que as proteinas compdem uma fragdo constante da
biomassa bacteriana, as taxas de sintese protéica podem ser convertidas em
producdo de biomassa total conhecendo-se a razao entre proteinas e a
biomassa total (SIMON & AZAM, 1989; KIRCHMAN 1993). Além disso, A
producdo de carbono bacteriano pode ser utilizada como um indicador do
processo de decomposigao da serrapilheira (GRACA & CANHOTO, 2006).

Para avaliar a influéncia da colonizacdo e decomposi¢cdao microbiana da
biomassa vegetal nos processos de metilacdo do mercurio e produtividade
bacteriana, foram realizadas no presente estudo experimentos em um igarapé
inserido na area de influéncia indireta do AHE de Santo Anténio.

O Igarapé Mato Grosso esta localizado no CAMPUS UNIR e a sua
drenagem se da em direcdo ao Rio Madeira. O pulso de inundagdo altera
drasticamente o nivel da agua no igarapé, apresentando uma variagdo média de

5 metros entre as estagcdes de seca e cheia (Figura 27). Durante a seca a agua
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do igarapé é classificada como agua clara e nos periodos de cheia como agua
branca (grande aporte de material em suspensao).

A area de estudo (em destaque na figura 27) possui uma area equivalente a
0,5 hectare dividido em 50 parcelas contiguas de 10 x 10 m. Essas parcelas
estdo distribuidas em um gradiente de inundacdo de modo a contemplar
diferentes estandes da floresta (SANTOS, 2007). A vegetacdo dessa area foi
classificada como Floresta Ombrdfila Densa Aluvial por tratar-se de uma
tipologia florestal que ocorre ao longo dos corpos d’agua (SANTOS, 2007).

O seu relevo é predominantemente suave-ondulado permitindo a inundagao
das regides mais baixas. Os solos predominantes s&o o Latossolo Amarelo,

Latossolo Vermelho-Amarelo e o Gleissolo (SANTOS, 2007).

53



Fams

155

RQOND

Area de Estudo

PARCELA 50 x 100m

100

10A | 10B 10C | 10D 10E
9A 9B 9C 9D 9E
8A 8B 8C 8D 8E
7A | 7B 7C 7D 7E
6A 6B 6C 6D 6E
5A 5B 5C 5D 5E
4A 4B 4C 4D 4E
3A 3B 3C 3D 3E
2A 2B 2C 2D 2E
1A 1B 1C 1D 1E
0s

Figura 27. Localizagéo do Igarapé Mato Grosso e a area de estudo.
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Santos (2007) realizou o levantamento fitossocioldgico e estrutural da
area em destaque na figura 27 e registrou 1077 individuos, distribuidos em 243
espécies, 112 géneros e 52 familias botanicas (SANTOS, 2007). As familias
com maior porcentagem de individuos foram a Fabaceae (17%), Arecaceae
(11%), Annonaceae (8%), Moraceae e Euphorbiacea (7%), Lauraceae e
Araliaceae (6%), Chrysobalanaceae e Lecythidaceae (4%), Meliaceae e
Icacinaceae (3%), e as demais familias com 24% (SANTOS, 2007).

Com o objetivo de padronizar o estudo, as folhas foram pré-selecionadas
utilizando-se uma espécie de planta que possuia uma boa representatividade na
area estudada. Para essa finalidade foram utilizadas folhas da Chamaecrista
negrensis (Figura 28). A Chamaecrista negrensis pertence a familia Fabaceae e
€ uma das 4 espécies com o maior indice de valor de importancia na area
estudada (SANTOS, 2007).

Para o calculo do indice de valor de importancia séo utilizados a
frequéncia das espécies sobre a area, a densidade e a proje¢do do corpo da
planta no solo (REIS, 2007). Possuindo uma altura média de 9,5 m na area
estudada, essa leguminosa pode alcancar 23 m de altura. Outra caracteristica
importante para o uso dessa espécie nos estudos com decomposicao foi a sua
distribuicdo tanto em Floresta de Terra Firme quanto na floresta inundada

(Figura 28).
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Figura 28. Distribuicdo da Chamaecrista negrensis na area estudada do lgarapé Mato
Grosso.



O experimento de decomposicao foi realizado no final da estacado cheia
(Maio) e teve uma duracéo de cerca de 3 meses. Para o preparo do experimento
foram retiradas folhas frescas da Chamaecrista negrensis de diversos individuos.
Cerca de 10 folhas foram agrupadas em “Leaf Packs” com o auxilio de um
grampeador e dispostas em 3 pontos do Igarapé Mato Grosso (Figuras 29 e 30).
Os “Leaf Packs” foram retirados de cada um dos pontos do igarapé em 3, 7, 17,
51 e 83 dias apds a sua imerséao (Figura 30), e entdo transportadas em sacos de
polietileno para o Laboratorio de Biogeoquimica Ambiental Wolfgang Christian

Pfeiffer (UNIR).

Figura 29. Esquema do experimento de decomposicao de folhas de Chamaecrista
negrensis no Igarapé Mato Grosso. Em destaque os “Leaf Packs” usados nas
incubacdes com 2**HgCl, e [*H]Leucina.
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Figura 30. Preparo do experimento no Igarapé Mato Grosso. a) Floresta inundada pelo
Igarapé Mato Grosso. b) Colocacgéo dos “Leaf Packs” no Igarapé Mato Grosso. c) Coleta das
folhas de Chamaecrista negrensis dispostas em “Leaf Packs”.

No laboratorio as amostras foram preparadas para a incubagcdo com o
2BHgCl, e a [PH]Leucina (atividade especifica de 62 Ci/mmol, Amersham
Biosciences) descrita a seguir e ilustrada na Figura 31.

Para avaliar o potencial de metilagdo do mercurio, as folhas foram
cortadas em pedagos (8x4 cm) com o auxilio de uma tesoura, e
aproximadamente 2 g de folhas frescas (cerca de 0,5 g de peso seco) foram
colocadas em frascos de borossilicato (60 mL) previamente preenchidos com 20
mL da agua do igarapé filtrada (filtro 0,22 pm).

As amostras foram incubadas em triplicata com 35uL da solugcdo de

2B3HgCl, (10-15nCi; 200 ng Hg/g peso seco) durante 24 horas no escuro a 25°C.
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Para interromper a incubacao procedeu-se a adicao de 1 mL de acido cloridrico
4N aos tubos. Para a subtracdo da metilacdo abidtica foi adicionado um controle
acidificado. Apds a acidificagdo, as amostras foram congeladas a -18°C. A
extracdo do metilmercurio radioativo foi realizada como descrita anteriormente.

Para a incubac&o com [*H]Leucina foram recortados disco foliares (0,5cm
de didmetro) com o auxilio de um furador de papel. Os discos foliares foram
colocados em microtubos de centrifuga (2 mL) previamente preenchidos com 1
ml de agua do igarapé filtrada em filtros de 0,22 uym de poro (6 réplicas
analiticas).

As amostras foram incubadas com 400 nM de [°H]Leucina (concentragao
final; adigdo de £30nCi) no escuro a 25°C. Apds 1 hora foram adicionados 60 pL
de formaldeido 37% aos microtubos para interromper a incubagdo. Em seguida,
as amostras foram congeladas a -18°C para posterior extracdo das proteinas.

Para evitar que a produgdo bacteriana seja superestimada foram
utilizados 2 controles com adi¢cao prévia de 60 pL de formaldeido 37% e

subtraidos das amostras (Figura 31).
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Figura 31. Incubacdes com ?**HgCl, e [*H]Leucina nas folhas de Chamaecrista negrensis.

As proteinas marcadas foram extraidas de acordo com o protocolo adaptado
de Miranda et al. (2007b). Os microtubos foram colocados em banho de
ultrassom por 10 min. Apdés o banho, foram adicionados 50 pL acido
tricloroacético 100%. As amostras foram mantidas no escuro por 30 minutos
para a precipitacdo das macromoléculas. Os discos foliares foram retirados dos
microtubos e o sobrenadante centrifugado por 10 min a 14 000 x g para a
formacéao do “pellet”.

Apods a centrifugagao, o sobrenadante foi descartado e o “pellet” (contendo
as proteinas marcadas) foi lavado com 1 mL de acido tricloroacético 5%,
homogeneizado (10 s no vortex) e centrifugado (10 min a 14 000 x g). Esse
passo foi repetido mais uma vez. Como etapa final do “clean up” das proteinas,
o “pellet” foi lavado com 1 mL de etanol 80% e centrifugado (10 min a 14 000 x
g). O sobrenadante foi descartado e 1 mL de liquido de cintilacdo (Ecolite) foi

adicionado aos microtubos. Apds dois dias no escuro para evitar a
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quimioluminescéncia das amostras os microtubos foram colocados dentro de
frascos de cintilacdo e a radioatividade mensurada em um cintilador liquido
Perkin Elmer. Os valores obtidos em dpm foram convertidos para producio de
carbono bacteriano (ng C/cm2/h). Os principais passos da extragcao das

proteinas marcadas estdo sumarizados na figura 32.
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Figura 32. Extracédo das proteinas marcadas (adaptado de MIRANDA et al., 2007b).
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Ao longo da coleta foram obtidos dados de paréametros fisico-quimicos
(condutividade, potencial hidrogeniénico, potencial redox, oxigénio dissolvido e
total de sdlidos em suspensdo) da agua do igarapé utilizando a Sonda Horiba
Multiparametros (Figura 33), calibrada semanalmente como recomendado no
manual. Esses dados foram relacionados com o potencial de metilagao para
avaliar a participagao de cada parametro na formacao de metilmercurio nesse

experimento.

Figura 33. Obtengao dos parametros fisico-quimicos no lgarapé Mato Grosso.
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4.6. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para a analise dos dados foi utilizado o pacote estatistico BioEstat 5.0. Os
dados obtidos foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para que a
normalidade dos dados fosse investigada. Quando da ocorréncia da distribuicdo
normal, os dados foram analisados através de testes paramétricos. As variaveis
que ndo apresentaram distribuicdo normal foram submetidas a testes nao-
paramétricos. Para avaliar a dependéncia de uma variavel em relagao a variavel

independente foi utilizada a analise de regressao (ajuste de curvas).
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5. RESULTADOS

5.1. POTENCIAL DE METILAGAO NAS MATRIZES TERRESTRES

A média do potencial de metilacdo nas amostras de rizosfera coletadas
na estacao cheia foi de 0,38+0,16 %MeHg/g peso seco/24h e na estagcdo seca
foi de 0,56+0,35 %MeHg/g peso seco/24h (Figura 34). Entretanto, ndo ha
diferencga significativa entre os valores de potencial de metilagdo das amostras
de rizosfera quando as duas estagdes sdo comparadas (p = 0,40; a = 0,05;

Mann-Whitney).
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Figura 34. Potencial de metilagao na rizosfera da Floresta de Terra Firme coletada na
estacao cheia e na estacéo seca. A linha horizontal representa a média dos pontos
amostrados (n = 12).
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A média do potencial de metilagdo nas amostras de solo coletadas na
estacdo cheia foi de 0,08+0,03 %MeHg/g peso seco/24h e na estagédo seca foi
de 0,31+0,18 %MeHg/g peso seco/24h (Figura 35). Assim como na rizosfera,
nao ha diferenga significativa entre os valores de potencial de metilagdo das
amostras de solo quando as duas estagbes sdo comparadas (p = 0,84; a = 0,05;

Mann-Whitney).
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Figura 35. Potencial de metilacdo no solo da Floresta de Terra Firme coletado na
estacdo cheia e na estagao seca. A linha horizontal representa a média dos pontos
amostrados (n = 12).
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5.2. POTENCIAL DE METILACAO EM MATRIZES TERRESTRES: EFEITO

DA INUNDACAO EM UM EXPERIMENTO DE LABORATORIO

Foi observada diferenca significativa no potencial de metilagdo na
rizosfera (p = 0,03; Kruskal-Wallis; Figura 36) e no solo (p = 0,01; Kruskal-Wallis;
Figura 37) durante o experimento de inundagéo atingindo valores maximos de
1,50+0,96 %MeHg/g peso seco/24h para a rizosfera e 3,98+1,12 %MeHg/g peso
seco/24h para o solo no ultimo dia de experimento. Em relacdo aos controles
(sem inundacéo), a média do potencial de metilagdo 20 dias apds a inundagéo
foi cerca de 38 vezes superior na rizosfera (p = 0,01; Student-Newman-Keuls) e

cerca de 44 vezes superior no solo (p = 0,002; Student-Newman-Keuls).

%MeHg/g peso seco/24h

controle 2 5 9 20
Tempo (dias)

Figura 36. Potencial de metilagao na rizosfera da Floresta de Terra Firme submetidos
a inundacao experimental (médiaterro padrao, n = 3).
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Figura 37. Potencial de metilacdo no solo da Floresta de Terra Firme submetidos a
inundacao experimental (médiaterro padrao, n = 3).

Nao houve diferencga significativa entre as matrizes (p = 0,54; Kruskal-
Wallis). Para avaliar a dependéncia do potencial de metilagdo em relagdo ao
tempo de inundagdo submetemos os dados ao ajuste de curvas, uma vez que o
modelo de distribuicdo pode n&o ser linear. Apds a verificagdo do coeficiente de
determinacdo (R?) os dados foram ajustados a um modelo linear, exponencial,

logaritmico ou geométrico.
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O melhor ajuste para os dados de potencial de metilagéo na rizosfera em
relagcédo ao tempo de inundacgao foi utilizando uma curva logaritmica (85,8%; p =

0,0237; Figura 38 e Tabela 1).
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Figura 38. Modelo de regressao logaritmica da variavel potencial de metilagéo na
rizosfera em relagdo ao tempo de inundagao do mesocosmo. Na figura estéao
representados os valores médios.

Tabela 1. Anélise dos modelos de regressao simples do potencial de metilagao na
rizosfera em relagdo ao tempo de inundacgéo.

Linear Exponencial Logaritmica Geométrica
Intercepto (a) 0,2795 0,1238 0,0106 0,0578
Coef. regresséo (b) 0,0675 0,1538 0,5128 12,675
Coef. determinagao (R?) 62,64% 52,80% 85,80% 85,18%
Var. independente Tempo Tempo Tempo Tempo
Var. dependente %MeHg %MeHg %MeHg %MeHg
Equacao Y=a+bX Y =a*eMbX) Y =a+b*In(X) Y =a*X"
(p) 0,1106 0,1643 0,0237 0,0254
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O melhor ajuste para os dados de potencial de metilagdo no solo em
relagéo ao tempo de inundagéo foi utilizando uma curva geométrica (99,47%; p =

0,0023; Figura 39 e Tabela 2).
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Figura 39. Modelo de regressdo geométrica da variavel potencial de metilagdo no solo
em relacédo ao tempo de inundacdo. Na figura estao representados os valores médios.

Tabela 2. Analise dos modelos de regressao simples do potencial de metilagao no solo
em relacido ao tempo de inundacéo.

Linear Exponencial Logaritmica Geométrica
Intercepto (a) -0,26 0,1654 -0,5001 0,0968
Coef. regressao (b) 0,206 0,1753 11,773 12,224
Coef. determinacéo (Rz) 98,82% 86,08% 76,66% 99,47%
Var. independente Tempo Tempo Tempo Tempo
Var. dependente %MeHg %MeHg %MeHg %MeHg
Equacédo Y=a+bX Y =a*eMbX) Y =a+b*In(X) Y =a*X"
(p) 0,0006 0,023 0,0517 0,0023

Os resultados dos parametros fisico-quimicos estdo representados na

figura 40.
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Figura 40. Parametros fisico-quimicos do experimento de inundagéo.
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O potencial redox da coluna d’agua apresentou uma diminuicdo
significativa apés o 5° dia de inundacéo (p = 0,01; Student-Newman-Keuls),
variando de um sistema mais oxidante para um sistema mais redutor.

Nao houve variacdo significativa da temperatura ao longo do experimento
(p > 0,05, Kruskal-Wallis).

A concentragdo de oxigénio dissolvido variou significativamente apés o 2°
dia de inundacgao (p < 0,01; Tukey) com um decréscimo de mais de 60%.

O potencial hidrogeniénico da coluna d’agua variou significativamente
aproximando-se da neutralidade a partir do 5 dia de inundac&o ((p < 0,05;
Student-Newman-Keuls).

A condutividade apresentou uma variagdo significativa ao longo do
experimento, variando de 10 a 155 yS/cm no inicio e no final do experimento (p
= 0,01; Student-Newman-Keuls), respectivamente.

O total de sdlidos em suspensdao também apresentou uma variagao
significativo ao longo do experimento, variando de 0,01 a 0,1 mg/L no inicio e no
final do experimento (p = 0,01; Student-Newman-Keuls), respectivamente.

Os parametros fisico-quimicos da coluna d’agua foram relacionados com
o potencial de metilacdo na rizosfera e no solo para avaliar a influéncia dessas
variaveis na formacao do metilmercurio.

ApoOs a anadlise das variaveis ambientais, verificou-se que potencial de
metilacado na rizosfera apresentou relagcdo de dependéncia com a condutividade
(86%), o potencial redox (98%), o potencial hidrogeniénico (81%) e o total de

solidos em suspensao (82%).
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O melhor ajuste para os dados de potencial de metilagdo na rizosfera em

relagdo a condutividade foi utilizando uma curva exponencial (85,89%; p =

0,0235; Figura 41 e Tabela 3).

%MeHg/g peso seco/24h

Potencial de Metilagao x Condutividade
Rizosfera

R2 =0,8589
p =0,0235

40 60 80 100 120 140
Condutividade (uS/cm)

160 180

Figura 41. Modelo de regressao exponencial da variavel potencial de metilacdo na
rizosfera em relagdo a condutividade. Na figura estao representados os valores médios.

Tabela 3 Analise dos modelos de regressao simples do potencial de metilagdo na

rizosfera em relagido a condutividade.

Linear Exponencial Logaritmica Geométrica
Intercepto (a) -0,1936 0,0317 -12,050 0,0017
Coef. regressao (b) 0,0106 0,0272 0,4722 12,979
Coef. determinagao (Rz) 80,08% 85,89% 62,87% 77,18%
Var. independente Condutividade  Condutividade Condutividade = Condutividade
Var. dependente %MeHg %MeHg %MeHg %MeHg
Equagéo Y =a+bX Y =a*eMbX) Y =a+b*In(X) Y =a* X"
(p) 0,0402 0,0235 0,1095 0,0499
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O melhor ajuste para os dados de potencial de metilagdo na rizosfera em

relagdo ao potencial redox foi utilizando o modelo geométrico (97,63%; p =

0,0165; Figura 42 e Tabela 4).

Potencial de Metilagdo x Potencial Redox
Rizosfera
4.5

4 -
<
& 3,5
3 3 -
&
o 2,5
g 27
2 5 - R*=0,9763
é D p =0,0016
s 0,5

0 X| X1

U T T T E——

-50 -0,5-0 50 100 150 200 250
Potencial Redox (mV)

Figura 42. Modelo de regressao geométrico da variavel potencial de metilacdo na
rizosfera em relacdo ao potencial redox. Na figura estdo representados os valores

médios.

Tabela 4. Analise dos modelos de regressao simples do potencial de metilagao na
rizosfera em relagdo ao potencial redox (Eh).

Linear -— - Geométrica
Intercepto (a) 11,238 - - 12,511
Coef. regresséo (b) -0,0059 - - -0,5711
Coef. determinagao (R?) 92,72% 97,63%
Var. independente Eh - - Eh
Var. dependente %MeHg — - %MeHg
Equacao Y=a+bX - - Y =a*X"b
(p) 0,0085 ——- - 0,0016
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O melhor ajuste para os dados de potencial de metilagdo na rizosfera em

relagdo ao pH foi utilizando o modelo linear (81,85%; p = 0,0348; Figura 43 e

Tabela 5).

Potencial de Metilagao x pH

Rizosfera

%MeHg/g peso seco/24h
N

o

S
o
(=}
©
—
©

N
D

pH

Figura 43. Modelo de regressao linear da variavel potencial de metilagdo na rizosfera
em relagéo ao potencial hidrogenidnico. Na figura estao representados os valores

médios.

Tabela 5. Analise dos modelos de regressao simples do potencial de metilacdo na

rizosfera em relagdo ao potencial hidrogenidnico (pH).

Linear Exponencial Logaritmica  Geomeétrica
Intercepto (a) = 4.5605 4.5528 5.8793 5.8548
Coef. regressao (b) = 1.1395 0.2179 0.453 0.0859
Coef. determinagao (R?) = 81.85% 81.68% 79.59% 78.07%
Var. independente = pH pH pH pH
Var. dependente = %MeHg %MeHg %MeHg %MeHg

Y=a+ Y=a* Y=a+b*
Equacéo = bX e (bX) In(X) Y’ =a* X"
(p) = 0.0348 0.0353 0.0418 0.0468

75



O melhor ajuste para os dados de potencial de metilagdo no solo em
relacado ao total de sdlidos em suspenséo foi utilizando uma curva exponencial

(82,19%; p = 0,0338; Figura 44 e Tabela 6).

Potencial de Metilagdo x Total de Sélidos em Suspenséo
Rizosfera

%MeHg/g peso seco/24h

0 E— T T T T T
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Total de Sélidos em Suspensdo (mg/L)

Figura 44. Modelo de regressao exponencial da variavel potencial de metilagcao na
rizosfera em relagdo ao total de sélidos em suspensdo. Na figura estdo representados
os valores médios.

Tabela 6. Analise dos modelos de regressao simples do potencial de metilagao na
rizosfera em relacdo ao total de sélidos em suspensdo (TDS).

Linear Exponencial Logaritmica Geométrica
Intercepto (a) -0,2087 0,0314 26,006 533,123
Coef. regressao (b) 168,426 427,969 0,5919 16,011
Coef. determinagao (R?) 78,34% 82,19% 67,17% 79,89%
Var. independente TDS TDS TDS TDS
Var. dependente %MeHg %MeHg %MeHg %MeHg
Equacédo Y=a+bX Y =a*eMbX) Y =a+b*In(X) Y =a*X"
(p) 0,0459 0,0338 0,0894 0,0408
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O potencial de metilacdo no solo apresentou relagao de dependéncia com
a condutividade e o total de sdlidos em suspenséo (p < 0,05).

O melhor ajuste para os dados de potencial de metilagdo no solo em
relagdo a condutividade foi utilizando uma curva exponencial (97,15%; p =

0,0021; Figura 45 e Tabela 7).

Potencial de Metilagdo x Condutividade
Solo

3 R2=09715
25 b =0,0021

1,5

%MeHg/g peso seco/24h
N

o
o O -
I I

80 100 120 140 160 180
Condutividade (uS/cm)

o
N
o
N
o
(@]
o

Figura 45. Modelo de regressao exponencial da variavel potencial de metilagao no solo
em relacdo a condutividade. Na figura estédo representados os valores medios.

Tabela 7. Analise dos modelos de regressao simples do potencial de metilagado no solo
em relacdo a condutividade.

Linear Exponencial Logaritmica Geométrica
Intercepto (a) -0,8596 0,0564 -24,146 0,0046
Coef. regresséo (b) 0,0232 0,0259 0,8756 11,601
Coef. determinacao (Rz) 64,71% 97,15% 36,64% 77,42%
Var. independente Condutividade ~ Condutividade Condutividade Condutividade
Var. dependente %MeHg %MeHg %MeHg %MeHg
Equacao Y’ =a+bX Y=a*eMbX) Y =a+b*In(X) Y’ =a*X"b
(p) 0,1007 0,0021 0,2793 0,049
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O melhor ajuste para os dados de potencial de metilagdo no solo em
relacado ao total de sdlidos em suspenséo foi utilizando uma curva exponencial

(98,93%; p = 0,0005; Figura 46 e Tabela 8).

Potencial de Metilagao x Total de Sélidos em Suspenséo

%MeHg/g peso seco/24h
N

0 T T T T T
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Total de Sélidos em Suspensao

Figura 46. Modelo de regressao exponencial da variavel potencial de metilagdo no solo
em relacao ao total de sélidos em suspensao. Na figura estdo representados os valores
médios.

Tabela 8. Analise dos modelos de regressao simples do potencial de metilagdo no solo
em relacdo ao total de sélidos em suspenséao (TDS).

Linear Exponencial Logaritmica Geométrica
Intercepto (a) -10,254 0,0518 48,391 545,611
Coef. regresséo (b) 390,409 419,057 11,615 14,629
Coef. determinagao (R?) 71,34% 98,93% 43,85% 83,72%
Var. independente TDS TDS TDS TDS
Var. dependente %MeHg %MeHg %MeHg %MeHg
Equacao Y=a+bX Y =a*eMbX) Y =a+b*In(X) Y =a*X"%
(p) 0,0717 0,0005 0,2233 0,0293
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5.3. POTENCIAL DE METILACAO NA AREA INUNDAVEL: EFEITO DA

INUNDAGAO SAZONAL

A média do potencial de metilagdo das amostras de rizosfera da floresta
inundavel coletadas na estagao cheia foi de 0,40+£0,19 %MeHg/g peso seco/24h
e na estacdo seca foi de 0,74+0,43 %MeHg/g peso seco/24h (Figura 47).
Entretanto, ndo ha diferenga significativa entre os valores de potencial de
metilacdo das amostras de rizosfera quando as duas estacbes sdo comparadas

(p = 0,90; a = 0,05; Mann-Whitney).
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Figura 47. Potencial de metilagao na rizosfera da Floresta Inundavel coletada na
estacdo cheia e na estagado seca. A linha horizontal representa a média dos pontos
amostrados (n = 7).
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A média do potencial de metilagdo nas amostras de solo coletadas na
estacdo cheia foi de 0,13+0,07 %MeHg/g peso seco/24h e na estagédo seca foi
de 0,58%0,31 %MeHg/g peso seco/24h (Figura 48). Assim como na rizosfera,
nao ha diferenga significativa entre os valores de potencial de metilagdo das
amostras de solo quando as duas estagdes sdo comparadas (p = 0,90; a = 0,05;

Mann-Whitney).
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Figura 48. Potencial de metilagdo no solo da Floresta Inundavel coletado na estagao
cheia e na estagéo seca. A linha horizontal representa a média dos pontos amostrados
(n=7).

Portanto, ndo ha diferengca na producdo de metilmercurio entre as fases

aquatica (estacao cheia) e terrestre (estacdo seca) na rizosfera e no solo da

Floresta Inundavel.
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5.4. POTENCIAL DE METILACAO NA SERRAPILHEIRA: INFLUENCIA DA

ATIVIDADE DA COMUNIDADE MICROBIANA

Os maiores valores de potencial de metilagcdo nas folhas da Chamaecrista
negrensis em decomposi¢gdo foram encontrados nos primeiros dias do
experimento, com uma média de 7,44+3,45 %MeHg/g peso seco/24h no terceiro
dia de submerséo das folhas e de 10,6316,53 %MeHg/g peso seco/24h no
sétimo dia (Figura 49). A partir do dia 17 ha uma diminuigdo significativa do
potencial de metilagdo nas folhas em decomposicédo (p = 0,01; Student-

Newman-Keuls).

20
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Figura 49. Potencial de metilagao nas folhas em decomposi¢cao de Chamaecrsita
negrensis (médiaterro padrao).
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Os maiores valores de producédo de carbono bacteriano nas folhas em
decomposicdo de Chamaecrista negrensis foram observadas no 7° dia apds o
inicio do experimento com uma média de 0,13+0,02 ng C/cm?h (Figura 50). A
partir do 17° de exposi¢do ha uma diminuigdo da atividade microbiana (p = 0,01;

Student-Newman-Keuls).
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Figura 50. Producao de carbono bacteriano nas folhnas em decomposicao de
Chamaecrista negrensis (médiaterro padrao).

Os parametros fisico-quimicos estdo expostos na figura 51.
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Figura 51. Parametros fisico-quimicos do Igarapé Mato Grosso.
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O potencial redox da coluna d’agua apresentou uma variagao significativa
ao longo do tempo, variando de 242+2,0 mV no dia 3 a 200+£4,12 no dia 83 (p <
0,05, Student-Newman-Keuls).

A temperatura oscilou ao longo do experimento (p = 0,01, Kruskal-Wallis),
com uma média de 24°C no dia 7 e 26°C no dia 83.

A concentragdo de oxigénio dissolvido teve variou significativamente ao
longo do experimento, apresentando as menores médias nos dias 3, 7 e 17 apos
a exposigao (6,6+0,06 mg/L) e as maiores médias a partir do dia 51° (7,37+0,07
mg/L) (p = 0,03; Student-Newman-Keuls).

O potencial hidrogeniénico da coluna d’agua nao variou ao longo do
tempo com uma média inferior a 5 em todo os dias amostrados (p > 0,05,
Kruskal-Wallis. .

A condutividade da coluna d’agua também n&o variou ao longo do tempo
com uma meédia igual a 10 uS/cm em todos os dias amostrados (p > 0,05,
Kruskal-Wallis). .

O total de sdlidos em suspensao n&o variou ao longo do tempo com uma
meédia igual a 0,01 mg/L em todos os dias amostrados (p > 0,05, Kruskal-Wallis).

Os parametros fisico-quimicos do igarapé, a produgédo bacteriana e o
tempo de exposi¢cado das folhas no igarapé foram relacionados com o potencial
de metilagdo nas folhas em decomposicdo para avaliar a influéncia dessas

variaveis na formagao do metilmercurio.
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O melhor ajuste para os dados de potencial de metilagdo nas folhas em

decomposicdo em relacdo ao tempo de exposicdo se deu através da utilizacio

de uma curva geométrica (87,11%; p = 0,0204; Figura 52 e Tabela 9).

Chamaecrista negrensis

%MeHg/ g peso seco/24h
»

R? = 0,8711
p = 0,0204

20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (dias)

Figura 52. Modelo de regressao geométrica do potencial de metilagdo nas folhas em
decomposi¢ao em relagao ao tempo de exposicao das folhas na agua.

Tabela 9. Analise dos modelos de regressao simples do potencial de metilagdo nas
folhnas em decomposicao em relagéo ao tempo de exposi¢ao das folhas na agua.

Linear Exponencial Logaritmica Geométrica
Intercepto (a) 76,535 73,491 119,748 232,148
Coef. regressao (b) -0,0963 -0,0278 -26,078 -0,7192
Coef. determinagao (R?) 58,98% 80,78% 69,93% 87,11%
Var. independente Tempo Tempo Tempo Tempo
Var. dependente %MeHg %MeHg %MeHg %MeHg
Equacao Y=a+bX Y =a*eMbX) Y =a+b*In(X) Y =a*X%
(p) 0,1293 0,038 0,0775 0,0204
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O melhor ajuste para os dados de potencial de metilagdo nas folhas em
decomposicdo em relacdo a producédo de carbono bacteriano se deu através da

utilizacdo do modelo linear (80,41%; p = 0,0392; Figura 53 e Tabela 10).

Chamaecrista negrensis
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10 1

R? = 0,8041
p = 0,0392

%MeHg/ g peso seco/24h
»
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0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
Producédo Bacteriana (ng C/cm2/h)

Figura 53. Modelo de regressao linear da variavel potencial de metilacao nas folhas em
decomposi¢ao em relagdo a producao de carbono bacteriano. Na figura estéo
representados os valores médios.

Tabela 10. Analise dos modelos de regressao simples do potencial de metilagdo nas
folhas em decomposicdo em relacdo a producao de carbono bacteriano (PB).

Linear Exponencial Logaritmica Geométrica
Intercepto (a) -62,768 0,2968 339,692 16,474,418
Coef. regressao (b) 1,230,773 262,847 118,874 25,495
Coef. determinacao (R2) 80,41% 60,06% 80,14% 60,37%
Var. independente PB PB PB PB
Var. dependente %MeHg %MeHg %MeHg %MeHg
Equacao Y=a+bX Y =a*eMbX) Y =a+b*In(X) Y =a*X%
(p) 0,0392 0,1236 0,04 0,1221
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O melhor ajuste para os dados de potencial de metilagdo nas folhas em
decomposicdo em relacao potencial redox se deu através da utilizacido de uma

curva exponencial (87,43%; p = 0,0197; Figura 54 e Tabela 11).

Chamaecrista negrensis
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%MeHg/ g peso seco/24h
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Figura 54. Modelo de regressao exponencial da variavel potencial de metilacdo nas
folhas em decomposicao em relagcéo ao potencial redox. Na figura estao representados
os valores médios.

Tabela 11. Andlise dos modelos de regressao simples do potencial de metilagao nas
folhas em decomposi¢do em relagdo ao potencial redox (Eh).

Linear Exponencial Logaritmica Geométrica
Intercepto (a) -377,214 0 -2,194,444 0
Coef. regresséo (b) 0,1894 0,0527 414,413 115,622
Coef. determinagao (R?) 69,05% 87,43% 68,14% 86,87%
Var. independente Eh Eh Eh Eh
Var. dependente %MeHg %MeHg %MeHg %MeHg
Equacao Y=a+bX Y =a*eMbX) Y =a+b*In(X) Y =a*X"
(p) 0,0812 0,0197 0,0851 0,021
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6. DISCUSSAO

6.1. POTENCIAL DE METILAGAO NAS MATRIZES TERRESTRES

A exportacao do mercurio para os sistemas aquaticos é funcao dos ciclos
biogeoquimicos, do uso da terra, da carga acumulada de mercurio (natural e
antropogénica) e do clima na bacia de drenagem (BISHOP & LEE, 1997;
GABRIEL & WILLIAMSON, 2004). Na regido amazébnica, o solo é considerado
como O maior reservatorio de mercurio natural e a erosdo desses solos a
principal via de contaminagdo dos ecossistemas aquaticos (e.g., ROULET et al.,
1998b, 1999; FADINI & JARDIM, 2001; LECHLER et al.,, 2003; ROULET &
GRIMALDI, 2001). Além disso, os solos amazlnicos sdo considerados
sumidouros do mercurio atmosférico antropogénico (FADINI & JARDIM, 2001;
OLIVEIRA et al., 2001; LECHLER et al., 2003; GUEDRON et al., 2003; 2006;
2009; GRIMALDI et al., 2008).

Até o momento desse estudo ndo foi encontrado nenhum trabalho relativo
a producao de metilmercurio em Floresta de Terra Firme da Regido Amazénica,
apesar do ambiente terrestre ser um local de produgdo de metilmercurio
(BECKERT et al., 1974; ROGERS, 1976; LODENIUS, 1994; FISHER et al., 1995;
MUNTHE et al., 2001; OIFFER & SICILIANO, 2009), a maioria dos trabalhos
esta concentrada em avaliar o potencial de metilagdo nas matrizes da area
inundavel (GUIMARAES, 2001), tais como as varzeas e igapos (GUIMARAES et
al., 2000b) e aquaticas como o sedimento (GUIMARAES et al., 2000b),
macrofitas aquaticas (GUIMARAES et al., 2000b), biofilme perifitico (MIRANDA

et al., 2004; ACHA et al., 2005; HUGUETT et al., 2010).

88



O potencial de metilacdo encontrado tanto na rizosfera quanto no solo

estd na mesma faixa que os valores encontrados em outras matrizes da Regido

Amazobnica e Pantanal (Tabela 12).

Tabela 12. Potencial de metilagdo em diferentes matrizes da Regido Amazénica e Pantanal.

Local de Coleta

%MeHg/g peso seco/24h

Referéncia

Pantanal

Bacia do Rio Tartarugalzinho
Bacia do Rio Beni

Guiana Francesa

Bacia do Rio Madeira

Sedimento

0,37-0,41
0,38 - 0,50
0,2-0,37

0,001 -0,72

Biofilme Rizosfera
Perifitico Terra Firme
0,04-0,2
0,38 (cheia)
0,56 (seca)

Solo

Terra Firme

0,08 (cheia)
0,31 (seca)

GUIMARAES et al., 1998
GUIMARAES et al., 1999
MIRANDA et al., 2004
HUGUETT et al., 2010
GUIMARAES et al., 1995
Este estudo

Este estudo

As altas precipitacdes parecem néo ter efeito no potencial de metilagdo

nos ecossistemas terrestres, uma vez que ndo foi encontrada diferenca

significativa entre as amostras coletadas na estacdo seca e cheia. A mesma

observacao foi feita por Guimaraes et al. (2000b) ao avaliar a formagao de

metilmercurio em solos inundados e sedimentos num transecto lago-floresta na

Bacia do Rio Tapajos. A alta incidéncia de precipitagdo na estagao cheia parece

nao alterar os fatores ambientais responsaveis pela produgcdo de metilmercurio

no solo e na rizosfera, mas pode ter um papel fundamental no transporte do

metilmercurio formado no ambiente terrestre para o aquatico (HULTBERG et al.,

1994).
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As principais fontes de metilmercurio para os ecossistemas aquaticos de
agua doce sdo a precipitagdo (aporte atmosférico), o runoff e a formagéo do
mercurio no proprio corpo hidrico (metilagéo in situ) (RUDD, 1995). Atualmente,
a contribuicdo da metilacdo in situ € considerada como a principal fonte de
metilmercurio nos ambientes aquaticos. Entretanto, alguns trabalhos indicam
que pode haver uma transferéncia significativa de metilmercurio presente nos
ecossistemas terrestres para o meio aquatico (BISHOP et al., 1995;
BRANFIREUN et al., 1998; GABRIEL & WILLIAMSON, 2004).

O metilmercurio seria remobilizado do solo para a agua do solo como
resultado da mineralizagdo da matéria orgénica, e em seguida transportado pelo
fluxo da agua superficial para o meio aquatico (LEE et al., 1994). Uma vez que a
concentracdo de metilmercurio na precipitacdo € considerada extremamente
baixa (GRIGAL, 2003), o metilmercurio carreado pelo runoff seria resultado da
producdo de metilmercurio no ambiente terrestre (BISHOP et al., 1995;
BRANFIREUN et al., 1998; GRIGAL, 2002, 2003; GABRIEL & WILLIAMSON,
2004; MITCHELL et al., 2008).

A concentragdo de metilmercurio no ambiente terrestre € maior na
superficie do solo do que nos horizontes mais profundos (ROULET & LUCCOTE,
1995; GRIGAL, 2003). Os horizontes superficiais possuem uma maior atividade
e biomassa microbiana do que nos horizontes mais profundos (MAIER &
PEPPER, 2009), o que poderia resultar em uma maior formagéo e acumulo de
metilmercurio nesse horizonte.

Na Bacia do Rio Madeira, a carga acumulada de mercurio nos solos

superficiais (0-20 cm de profundidade) é de 31 mg/m? na Floresta de Terra Firme,
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18 mg/m? na pastagem, 24 mg/m? na silvicultura e 30 mg/m? na area desmatada
(ALMEIDA et al., 2005). Esses valores estdo na mesma faixa dos encontrados
em outras areas da Regido Amazobnica, tais como na Guiana Francesa
(ROULET & LUCOTTE, 1995), na Bacia do Rio Tapajos (ROULET et al., 1998b)
e na Bacia do Rio Tocantins (AULA et al., 1994).

Entretanto, a concentragdo de metilmercurio nos peixes da mesma
espécie e peso da Bacia do Rio Madeira € maior do que na Bacia do Rio
Tapajés (MALM, 1998). Isso pode indicar que ha uma maior producdo de
metilmercurio nessa bacia. Essa maior producdo de metilmercurio pode estar
ligada aos fatores ambientais tais como pH, potencial redox, concentragéo de
oxigénio dissolvido, condutividade, concentragdo de matéria organica labil e
nutrientes e disponibilidade de mercurio labil, que propiciariam condi¢gdes mais
favoraveis a atividade da comunidade microbiana metiladora.

Entretanto, o Rio Madeira ndo possui as condi¢des idéias para o processo
de formacado biolégica do mercurio, sendo os tributarios mais propensos a
metilagdo do mercurio (LACERDA et al., 1987). A exportacdo do metilmercurio
formado nos ambientes terrestres de Floresta de Terra Firme para o meio
aquatico poderia contribuir significativamente para o aumento das concentragoes
de metilmercurio nos peixes. Em lagos boreais mais de metade do metilmercurio
presente no meio aquatico € proveniente da erosao dos solos (HULTBERG et al.,
1994). A planicie da Bacia do Rio Madeira ainda recebe uma consideravel
contribuicdo de mercurio terrestre proveniente dos Andes, como resultado de
processos erosivos antropogénicos (MAURICE-BOURGOIN et al.,, 2000;

MAURICE-BOURGOIN, 2001; GOMES et al., 2006).
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6.2. POTENCIAL DE METILACAO EM MATRIZES TERRESTRES: EFEITO

DA INUNDACAO EM UM EXPERIMENTO DE LABORATORIO

A inundacdo de ecossistemas terrestres acarreta em um aumento
significativo da concentragdo de metilmercurio nos peixes nos primeiros anos do
enchimento do reservatorio (HALL et al., 2005).

Esse aumento na concentragdo de metilmercurio pode ser explicado da
seguinte forma: i) durante a inundagdo o metilmercurio presente no solo e na
vegetacdo pode ser liberado de modo passivo (lixiviagdo) ou ativo
(decomposigdo microbiana) para a coluna d’agua (LUCOTTE et al.,, 1999;
BODALY et al., 1997); ii) aumento da produgao de metilmercurio estimulada pela
maior disponibilidade de nutrientes e decomposicdo da matéria orgéanica
(HECKY et al., 1991; HEYES et al., 1998; LUCOTTE et al., 1999; HALL & St.
LOUIS, 2004; HALL et al., 2004, 2005) iii) aumento da produgdo de
metilmercurio impulsionado pela maior disponibilidade de mercurio inorgénico
liberado do solo e da vegetacdo (MORRISON & THERIEN, 1995; PORVARI &
VERTA, 1995; THERIEN & MORRISON, 1999). Atualmente, a hipdtese mais
aceita € a de que a produgcdo de metilmercurio esta relacionada com a
quantidade da matéria organica inundada e sua decomposi¢cdo (PORVARI &
VERTA, 1995; GUIMARAES et al., 2000ab; HALL et al., 2004, 2005).

Ao final do experimento de inundacgado o potencial de metilacdo teve um
aumento significativo na rizosfera e no solo, chegando a atingir valores 34-44
vezes maiores que o grupo controle (sem inundagao). Isso indica que ha uma

relacdo direta entre a inundagdo de ecossistemas terrestres amazbnicos e a
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formacdo de metilmercurio, 0 que poderia explicar as altas concentragdes de
metilmercurio encontradas nos peixes em alguns dos reservatdrios amazonicos
(e.g., AULA et al., 1994; PORVARI 1995; SCHETAGNE et al., 2000; MURESAN
et al., 2008). Hall et al. (2005) acompanharam as concentragbes de
metilmercurio em solos de trés reservatorios experimentais com diferentes
quantidades de estoques de carbono (30 820 kg C/ha, 34 930 kg/ha e 45 860
kg/ha) e ao longo de trés anos de inundagdo. Os autores observaram que as
concentracbes de metilmercurio aumentaram de 9 a 70 vezes nos solos
inundados, quando comparados aos solos amostrados no periodo de pré-
enchimento.

O aumento dos estoques de metilmercurio apresentou uma relacéo
positiva com o tamanho dos estoques de carbono dos ecossistemas terrestres.
O estoque de carbono para o ambiente terrestre da Bacia Amazébnica foi
calculado por Feigl et al. (1998) em 101 000 — 142 000 kg C/ha para a fitomassa
da floresta, 4 500 — 6 800 kg/ha para a fitomassa de pastagem e 40 000 kg/ha
para o solo (0-20 cm de profundidade). Desse modo, o processo de enchimento
de um reservatério em um ambiente amazdnico pode levar a um aumento da
producdo de metilmercurio em varias ordens de grandeza.

Com relacédo as variaveis fisico-quimicas, o potencial de metilacdo no
experimento de inundacédo apresentou relacdo positiva com a condutividade, o
pH, o total de sdlidos em suspensao, e uma relagado inversa com o potencial
redox.

O processo de inundacdo altera drasticamente as condigcdes fisico-

quimicas do solo, sendo o potencial redox, o potencial hidrogeniénico e a

93



condutividade as mais evidentes (CAMARGO e al, 1999). Os ciclos
biogeoquimicos que ocorrem nos solos submersos dependem principalmente
das reagdes de oxidagao e reducdo (redox) que passam a ocorrer assim que o
oxigénio é excluido do solo (KIRK, 2004).

Quando o solo é inundado surgem regides de anaerobiose devido a
deplecédo do oxigénio e do aumento de dioxido de carbono, produzido pela
respiragdo microbiana (CAMARGO et al., 1999). Em condigbes anaerdbias, os
microrganismos do solo utilizam outros aceptores de elétrons para a oxidagao da
matéria organica.

O perfil do solo inundado é caracterizado por um gradiente de potencial
redox com um zoneamento progressivo de aceptores de elétrons cada vez mais
redutores em fungéo da profundidade (KIRK, 2004). Nas zonas mais profundas
do solo os Unicos aceptores de elétrons sdo o hidrogénio (H*) e o didxido de
carbono (CO;), sendo essa zona dominada pela fermentagdo microbiana e a
metanogénese. Nas zonas com profundidade intermediaria surgem zonas
sucessivas de sulfato-redugdo, ferro-redugdo, manganés-redugdo e
desnitrificagéo (KIRK, 2004).

Essa mudanga de um ambiente mais oxidante para um ambiente mais
redutor pode ocorrer horas ou poucos dias apdés a inundagdo (MITSCH &
GOSSELINK, 2000). A concentracdo de oxigénio no experimento de inundagéo
teve um decréscimo de mais de 60% logo no segundo dia de inundagéo,
permanecendo em uma faixa de concentracdo de 2,07+0,07 mg/L na coluna

d’agua e propiciando a formagado de um gradiente redox no solo. As condi¢des
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mais redutoras no experimento foram registradas a partir do 5 dia de inundacdo
(Eh =-18,7£4,1 mV).

O potencial de metilacdo na rizosfera apresentou uma relagdo inversa
com o potencial redox. Entretanto o mesmo ndo foi observado no solo. E
possivel que a rizosfera inundada possua condi¢gdes mais redutoras que o solo,
uma vez que ha uma maior quantidade de matéria organica labil no sistema
radicular que no solo (e.g., FEIGL et al., 1998; MELO, 2008).

No experimento de inundacgao foi encontrada uma relagao positiva entre o
aumento da condutividade elétrica e a formacdo de metilmercurio. Entretanto,
Mauro et al. (1999) observaram que a formagédo do metilmercurio em raizes de
macrofita diminui com o aumento da condutividade, em fungcdo da formacao de
complexos CI-Hg (e.g., HgCl; e HgCls) tornando o mercurio menos disponivel
para a incorporagao pelos microrganismos metiladores.

De acordo com Camargo et al. (1999), o aumento da condutividade
elétrica ao longo do tempo no experimento de inundagao pode estar relacionado
principalmente com a mobilizacédo do Fe** e Mn?*. Esse aumento na mobilizagao
de Fe?*, deve-se em sua maior parte a redugdo do Fe** pelas bactérias ferro-
redutoras ao oxidar a matéria organica (LOVLEY & PHILIPS, 1986).

Uma das principais caracteristicas dos solos amazénicos é a abundancia
de ferro e manganés (e.g., SHUBART, 1983; JORDAN, 1985), com um aumento
significativo desses elementos em solugdo nas primeiras semanas da inundagao
(LIMA et al., 2005). A mobilizagdo desses elementos para a coluna d’agua pode
estar relacionada com o aumento do metabolismo das bactérias ferro-redutoras

(LOVLEY & PHILIPS, 1986). De acordo com a literatura, os principais
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microrganismos metiladores sédo as bactérias sulfato-redutoras (e.g., COMPEAU
& BARTHA, 1985; WARNER et al., 2003) e as ferro-redutoras (FLEMING et al.,
2006; KERIN et al., 2006).

Apesar das condicdes termodinamicas desfavoraveis para a oxidacéo da
matéria organica, os metabolismos microbianos predominantes em ambientes
anaerobicos sao a ferro-redugdo (LOVLEY & PHILIPS, 1986), a sulfato-redugéo
(JORGENSEN, 1982) e a metanogénese (KELTJENS & VAN DER DRIFT, 1986).
Isso se deve a maior concentracdo desses substratos que sio utilizados pelas
bactérias como aceptores de elétrons (KIRK, 2004).

A zona de sulfato-reducéo possui uma sobreposi¢ado com a zona de ferro-
reducdo, isto é, as duas reagdes podem ocorrer concomitantemente (KIRK,
2004). Geralmente, a eficiéncia da produgao de metilmercurio pelas bactérias
sulfato-redutoras esta relacionada com a disponibilidade de mercurio e
nutrientes, abundancia de aceptores de elétrons (GILMOUR et al., 1992), taxas
de sulfato redugdo (KING et al. 2000, 2001), composi¢cdo da comunidade
microbiana (MACALADY et al. 2000, KING et al. 2001, ACHA et al. 2005,
DESROSIERS et al. 2006, GUIMARAES et al. 2006b), distribuicdo das
populagcdes de bactérias sulfato redutoras (DEVEREUX et al. 1996) e
produtividade bacteriana (GUIMARAES et al 2006a).

Assim como na sulfato-redugdo, a influéncia da ferro-reducdo na
formagao do metilmercurio esta associada a decomposi¢cdo da matéria organica
e parece depender da concentragdao do aceptor de elétrons e das condicbes

ambientais (WARNER et al., 2003; MEHROTRA & SEDLA, 2005).
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A metilacdo do mercurio ocorre tanto em condi¢cbes 6xicas quanto em
condicbes anoxicas, entretanto as maiores taxas de metilagdo ocorrem em
condigdes andxicas (OLSON & COOPER, 1975). Aparentemente, quando o
potencial redox esta negativo favorece a metilagdo do Hg2+ em funcado da
selecdo das comunidades microbianas com relacdo a disponibilidade de
aceptores de elétrons (COMPEAU & BARTHA, 1984).

A microbiota associada a ambientes redutores e com baixa concentragao
de sulfetos parece ser mais apta a converter o mercurio inorganico em
metilmercurio (COMPEAU & BARTHA, 1984). Em um experimento com
sedimento de fundo Olson & Cooper (1975) notaram que as taxas de metilagao
em condigdes anodxicas foram maiores do que em condi¢gdes aerdbicas. Uma
possivel explicagdo fornecida pelos autores seria de que 0s microrganismos
desmetiladores possuiriam uma maior atividade em condi¢gdes aerdbicas de
modo que a degradag¢ao do metilmercurio ocorreria mais rapidamente do que em
condi¢cdes anaerdbicas.

As alteragdes nos parametros fisico-quimicos observadas no experimento
de inundagdo seguem a mesma tendéncia que o observado em outros trabalhos
(CAMARGO et al.,, 1999; MITSCH & GOSSELINK, 2000; KIRK, 2004). A
diminuicdo do oxigénio pela atividade bioldgica leva a alteragdes significativas
no potencial redox, no potencial hidrogeniénico e na condutividade elétrica. Tais
fatores apresentaram uma relacdo com a produgdo de metilmercurio no
experimento.

N&o ha um consenso acerca da influéncia do pH na metilagdo. Algumas

hipéteses foram levantadas com relagcdo ao pH, tais como o aumento da
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biodisponibilidade do mercurio para a microbiota, alteracdo da estrutura das
comunidades microbianas e consequentemente a sua atividade, o que poderia
levar tanto a um aumento da metilagdo quanto ao seu decréscimo (WINFREY &
RUDD 1990, GILMOUR & HENRY 1991).

Em um estudo do potencial de metilacdo em raizes de macréfitas
aquaticas, Mauro et al. (1999) encontraram uma maior formagado de
metilmercurio quando o pH estava préximo a neutralidade, em comparagao com
as faixas de pH mais acidas e alcalinas. Coincidentemente, as maiores taxas de
sulfato-redu¢do ocorrem préximas ao pH neutro (MITSCH & GOSSELINK, 2000).

Miller & Akagi (1979) notaram que as alteragdes no pH ndo afetaram o
processo de metilagdo do mercurio no sedimento, e sim a distribuicdo do
metilmercurio entre o sedimento e a coluna d’agua.

A inundacdo dos ambientes terrestres no experimento parece propiciar
condigdes fisico-quimicas ideais para o aumento da atividade metabdlica dos
grupos bacterianos metiladores, o que resulta em maiores potenciais de

metilag&o na rizosfera e solos ao longo do tempo.
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6.3. POTENCIAL DE METILACAO NA AREA INUNDAVEL: EFEITO DA

INUNDAGAO SAZONAL

O potencial de metilagdo encontrado tanto na rizosfera quanto no solo foi
superior ao encontrado por Guimarées et al. (1994) em solos inundados da
Bacia do Rio Negro,e na mesma faixa que na Bacia do Solimbées . Na Bacia do
Rio Tapajos, Guimardes et al. (2000b) encontraram valores de potencial de
metilacdo que variaram de 1,07-1,20% em solos da floresta inundada e 0,77-

2,97% em solos inundados ricos em carbono (Tabela 13).

Tabela 13. Potencial de metilagcdo na floresta inundada da Regido Amazénica.

Local de Coleta %MeHg/g peso seco/24h Referéncia

Floresta Inundada

Rizosfera Solo
Bacia do Rio Negro 0,02 GUIMARAES et al., 1994
Bacia do Rio Solim&es 0,33 GUIMARAES et al., 1994
Bacia do Rio Tapajos 1,07-1,20 GUIMARAES et al., 2000b
0,77-2,97 GUIMARAES et al., 2000b
Bacia do Rio Madeira 15,36 — 17,76  GUIMARAES et al., 1995
(UHE Samuel)
0,40 (cheia) 0,20 (cheia) Este estudo
0,74 (seca) 0,58 (seca) Este estudo

Assim como na Floresta de Terra Firme, ndo foi encontrada influéncia da
sazonalidade na formacao de metilmercurio tanto na rizosfera quanto no solo da
floresta inundada, como observado por Roulet et al. (2000, 2001b) na Bacia do
Rio Tapajés. Essa mesma tendéncia foi observada por Guimardes et al.

(2000b) ,que sugeriram que os solos inundados periodicamente conservariam as
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condi¢cbes necessarias para a metilagdo durante a estacido seca, desta forma a
metilacdo poderia ser expressa assim que se iniciasse a estacio cheia ou a alta
precipitacao.

No presente estudo, as amostras foram coletadas no final da estagéo
cheia (Maio). Apés um longo periodo de inundagao pode ocorrer uma diminuigao
da produtividade microbiana, devido a deficiéncia de nutrientes, esgotamento
dos aceptores de elétrons com consequente degradagao incompleta da matéria
organica, producao de inibidores da atividade microbiana e maior concentragao
de matéria organica refrataria (SAHRAWAT, 2004).

Apesar de nao haver diferenca na producdo do metilmercurio na estagao
cheia, os solos da floresta inundada poderiam ter um papel fundamental no
aumento da carga acumulada do metilmercurio, devido ao aumento dos sitios de
metilacdo nos ambientes aquaticos, assim que os solos entrassem na fase
aquatica (GUIMARAES et al., 2000b; Roulet et al., 2000, 2001b; COELHO-
SOUZA et al., 2007).

Durante a inundagado, a comunidade metiladora aquatica recebe um maior
aporte de carbono mais labil proveniente da floresta inundada, o que conduz a
um aumento da diversidade, densidade e atividade desses microrganismos,
intensificando a formagao de metilmercurio (COELHO-SOUZA et al., 2007).

Em sistemas boreais, as areas sazonalmente alagadas funcionam como
uma fonte de metilmercurio para o ambiente aquatico (BRANFIREUM et al.,
1998; PORVARI 2003) e o seu alagamento permanente, para a construgdo de
reservatorios, pode aumentar em até 39 vezes as concentracbes de

metilmercurio nos compartimentos abioticos e bidticos, mesmo décadas apos o
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enchimento (KELLY et al.,, 1997). As éareas alagadas dos sistemas boreais
possuem um grande estoque de carbono, que pode sustentar a atividade
microbiana decompositora e, consequentemente, a producdo de metilmercurio
(KELLLY et al., 1997).

A carga acumulada de metilmercurio calculada por Roulet et al. (2001b)
em solos sazonalmente inundados da Bacia do Rio Tapajos variou de 13 pg/m?
para os solos da floresta inundada durante a fase terrestre (estagédo seca) para
33 pg/m2 para 0 mesmo solo durante a fase aquatica (estagdo cheia),
apresentando uma relagdo positiva com a concentragdo de carbono organico
labil. A mesma tendéncia foi observada por Guimarées et al (2000b), que avaliou
a formagcao de metilmercurio em perfis de solo e sedimento sazonalmente
inundados, onde o maior potencial de metilacdo estava relacionado com a maior
concentragcdo de matéria organica labil na camada mais superficial.

O pulso de inundagdo causa profundas alteracbes nos ciclos
biogeoquimicos (Junk, 1997). A grande quantidade de matéria organica em
decomposic¢do, disponivel durante a inundagdo gera condigbes anoxicas na
zona de transicdo e na coluna dagua (Junk, 1997). Desse modo, a
decomposi¢cdo da matéria orgénica labil em condi¢des andxicas pode aumentar
a produgao de metilmercurio (Heyes et al. 1998).

Benner et al. (1995) observaram uma maior eficiéncia do crescimento
bacteriano durante a estacdo cheia e associaram-no a maior biodisponibilidade
de substratos provenientes das areas inundadas.

As florestas inundadas (varzea e igapds) sao ecossistemas

caracteristicos da Bacia Amazbdnica e possuem um importante papel na
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formacdo do metilmercurio (GUIMARAES et al., 2000b) e na exposi¢do da
populagao local através da ingestdo do pescado (PASSOS et al., 2007).

Em ambientes amazébnicos, a inundacido sazonal pode afetar a formagao
do metilmercurio, aumentar a area de forrageamento e a entrada de material
aléctone, alterando a biomagnificagdo do mercurio (DOREA et al., 2006).

Belger & Forsberg encontraram uma relagdo positiva entre a
concentracdo de metilmercurio em peixes predadores (Hoplias malabaricus e
Cichla spp) e a porcentagem de area inundavel na Bacia do Rio Negro. Para
uma das espécies (Hoplias malabaricus) ainda foi encontrada uma relagéo
positiva da concentracdo de metilmercurio no musculo com o pH e o carbono
organico dissolvido.

Bastos et al. (2007), ao avaliarem o efeito sazonal no acumulo de
metilmercurio em peixes da Bacia do Rio Madeira, observaram que a
bioacumulagdo do metilmercurio seria regida pela mudanga de habito alimentar
dos peixes em fungcdo do aumento das areas de forrageamento na estagao
chuvosa.

Na Bacia do Rio Tapajés, Sampaio da Silva et al. (2006, 2009) também
encontraram uma relacdo entre a concentracdo do metilmercurio e a
sazonalidade. A variabilidade nas concentragdes de metilmercurio nos peixes
esteve relacionada com a extensdo da area de inundagao. Durante o final da
estacdo cheia (vazante), os peixes coletados em ambientes Idticos
apresentaram uma maior concentracdo de metilmercurio do que os peixes

coletados em ambientes Iénticos.
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Cerca de 67% das areas alagadas na Bacia Amazénica sao constituidas
pelas planicies de inundacéo dos rios de agua branca (JUNK, 1993). A Bacia do
Rio Madeira possui uma das maiores planicies de inundacdo da Bacia
Amazonica ficando atras das Bacias do Rio Amazonas, Purus, Jurua, Tocantins-
Araguaia e Negro (GOULDING et al., 2003).

O Rio Madeira possui uma alta carga de sedimento em suspensao
proveniente dos processos erosivos da cadeia andina (BABY et al., 1999, 2009;
MCCLAIM & NAIMAN, 2008). A maior parte dessa carga (270 000 000 t/ano) é
depositada na planicie de inundagao da Bacia do Rio Madeira, e o restante (230
000 000 t/ano) exportado para a Bacia do Rio Amazonas (BABY et al., 1999,
2009). O Rio Madeira contribui com mais de 50% da carga total de sedimento
em suspensao para a Bacia do Rio Amazonas (GUYOT, 1993; GOULDING et al,
2003).

Associada a essa carga estd uma grande quantidade de nutrientes e
matéria organica capazes de sustentar uma alta produtividade primaria nas
areas alagadas (florestas de varzea), bancos de macrofitas e lagos sazonais
durante a inundagdo. Os produtos da produtividade primaria podem influenciar a
atividade dos microrganismos heterotroficos dessas areas (MCCLAIM &
NAIMAN, 2008).

O sedimento em suspensdo possui um importante papel no transporte do
mercurio na Bacia do Rio Madeira (GOMES et al., 2006) . Maurice-Borgoin et al.
(2000, 2001) avaliaram as concentragdes de mercurio total na fragdo dissolvida
e particulada desde a porgédo andina até jusante da foz do Rio Madeira. Foram

distinguidas trés grande zonas longitudinais com diferentes concentracdes: i) a
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fonte andina (2 ng/L); ii) a Bacia do Rio Madeira (8,6 ng/L); e ii) a confluéncia do
Rio Amazonas com o Rio Madeira (14 ng/L).

De acordo com esses autores, a presenca do mercurio na por¢ao andina
seria resultado das altas taxas de erosao causadas pela pratica da agricultura na
regido. Essa erosao seria mais acentuada na estagao chuvosa contribuindo para
um maior aporte de mercurio durante o pulso de inundagdo. Desse modo, a
planicie de inundagcdo da Bacia do Rio Madeira, caracterizada por um grande
aporte de nutrientes, grande quantidade de matéria orgénica, atividade bioldgica
e mercurio natural e antropogénico, pode ter um importante papel no ciclo

biogeoquimico na Bacia Amazoénica.
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6.4. POTENCIAL DE METILACAO NA SERRAPILHEIRA: INFLUENCIA DA

ATIVIDADE DA COMUNIDADE MICROBIANA

O potencial de metilacdo nas folhas em decomposi¢cdo de Chamaecrista
negrensis foi maior nas duas primeiras semanas do experimento (Figura 9)
apresentando valores que ultrapassaram os 10% MeHg/g peso seco/24h. A
partir da terceira semana houve uma diminui¢do no potencial de metilagcdo com
valores que né&o ultrapassaram 2,35% MeHg/g peso seco/24h. Os valores
encontrados na primeira semana sao menores do que encontrados nas raizes
de macrofitas (MIRANDA et al., 2004; ACHA et al., 2005). Entretanto, esses
valores foram maiores do que os encontrados em outras bacias da Regido

Amazobnica e pantanal (Tabela 14).

Tabela 14. Potencial de metilagcao nas raizes de macréfita e folhas em decomposicao .

Local de Coleta %MeHg/24h Referéncia
Raiz de Folhas em
Macroéfita Decomposicao
Bacia do Rio Negro 0,05 GUIMARAES et al., 1994
Bacia do Rio Solimdes 0,28 GUIMARAES et al., 1994
Pantanal 1,97 - 11,33 GUIMARAES et al., 2000a
1,80 - 3,90 GUIMARAES et al., 1998
Bacia do Rio Tapajos 1,13-1,80 GUIMARAES et al., 2000b
0,91 - 10,58 COELHO-SOUZA, 2003
2,20-44 MIRANDA et al., 2004
Bacia do Rio Beni 0,20 - 36 MIRANDA et al., 2004
28 — 36 ACHA et al., 2005
Bacia do Rio Madeira 0,90 - 10,63 Este estudo
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A partir do 17° dia do experimento o potencial de metilagdo, mensurado
nas folhas de Chamaecrista negrensis, estava na mesma faixa que o encontrado
por Guimaraes et al (2000b) em folhas em estado avangado de decomposicéo.

O padrdao geral de decomposigdo da serrapilheira em ambientes
aquaticos amazoénicos inicia-se logo apo6s a submersao das folhas (WALKER,
1986). Junk & Furch (1991) notaram que em cerca de 2 semanas as folhas de
diferentes espécies perdiam em torno de 50% dos nutrientes. Em apenas 4
semanas cerca de 67-90% do peso total das folhas havia se perdido. O perfil da
producdo de carbono bacteriano nas folhas de Chamaecrista negrensis
evidenciou que a atividade microbiana foi maior nas primeiras semanas da
colonizagédo das folhas. O mesmo padrdo foi observado por Thomaz (1995) e
Greenwood et al. (2007).

Como o processo de metilagcdo do mercurio € dependente, entre outros
fatores, da qualidade do carbono, as maiores médias encontradas nas duas
primeiras semanas podem estar relacionadas com a maior quantidade de
carbono labil, de mais facil degradagado e absorgdo pelas bactérias, que é
liberado nos primeiros dias da decomposi¢ao das folhas assim que submersas,
em detrimento do carbono mais refratario, de mais dificil degradagéo e absorgao
(WEBSTER et al.,, 2001; BALDY et al., 2002; BERG & LASKOWSKI 2006;
DOCHERTY et al., 2006; GREENWOOD et al., 2007).

Ao longo do processo de perda de massa, a proporgéo de lignina (matéria
organica mais refrataria) aumenta. Para que haja a hidrdlise enzimatica da
lignina e posterior absor¢gdo € necessario que os microorganismos utilizem os

nutrientes do ambiente circundante, uma vez que esse composto € pobre em
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nitrogénio e fosforo (BERG & LASKOWSKI 2006).

Uma das principais caracteristicas das &guas claras é a baixa
concentracdo de nutrientes na coluna d’agua. Essa baixa concentracdo de
nutrientes disponiveis na coluna d’agua pode ter influenciado o metabolismo dos
microorganismos metiladores a partir do 17" dia do experimento.

Geralmente, as maiores taxas de metilacdo de mercurio estao
relacionadas com a atividade da microbiota metiladora e a presenca de matéria
organica em decomposicdo em condi¢gdes redutoras (ULRICH et al. 2001;
COELHO-SOUZA et al., 2007; MIRANDA et al., 2007a). No presente estudo, o
potencial de metilagdo nas folhas de Chamaecrista negrensis em decomposi¢céo
apresentou forte relacdo negativa de dependéncia com o tempo de exposigao
das folhas no igarapé (87%) e com o potencial redox (87%), e uma forte relagéo
positiva com a produgao de carbono bacteriano (80%).

Uma vez que a producdo de carbono bacteriano esta associada ao
processo de decomposi¢cdo (GRACA & CANHOTO, 2006) os nossos resultados
indicam que ha uma grande participagdo dos microorganismos heterotroficos
nos estagios iniciais da decomposi¢cdo da matéria organica vegetal. O processo
de decomposigdo normalmente atinge um estagio final no qual o processo quase
para ou continua mais devagar. Este estagio € considerado como o valor limite
para a decomposi¢cdo, em que para a serrapilheira foliar de diferentes espécies
normalmente varia de 50-100% da perda da massa (BERG & LASKOWSKI,
2005). Desse modo a atividade heterotrofica em ambientes amazdnicos pode
ser considerada como limitada pela qualidade do substrato (BENNER et al.,

1995).
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Em comparagdo com o experimento da presente investigagcédo, outros
estudos de decomposigao encontraram valores 5-20 vezes superiores (FINDLAY
& ARSUFFI, 1989; THOMAZ & WETZEL, 1995; FISHER & PUSCH, 2001). Essa
baixa produtividade, quando comparada aos demais trabalhos, pode ser
resultado de diferencas na composicdo da microbiota colonizadora, da
disponibilidade de carbono labil e nutrientes.

Tsui et al. (2008) realizaram um trabalho utilizando diferentes espécies de
planta e corregos quimicamente distintos e concluiram que os fatores fisico-
quimicos e a comunidade microbiana sdo os fatores-chave que regulam a
formacdo de metilmercurio durante a decomposicdo da biomassa foliar, com
uma menor influéncia da espécie da planta.

Comparado aos lagos, reservatérios, estuarios e sistemas marinhos, os
cérregos (aqui representados como igarapés) apresentam uma forte
conectividade hidrologica com a sua bacia de drenagem (BRIGHAM et al., 2009).
Consequentemente, o impacto das caracteristicas da bacia de drenagem nas
propriedades fisico-quimicas do corrego exercem uma maior influéncia no ciclo
do mercurio nesse ambiente (MARVIN-DIPASQUALE et al., 2009).

Ao contrario do observado no experimento de inundacido, a decomposicao
das folhas de Chamaecrista negrensis resultou em uma expressiva formacao de
metilmercurio nos primeiros estagios de colonizagdo microbiana. Os
microrganismos decompositores iniciam a degradacado da matéria organica labil
em uma taxa relativamente alta (BERG & LASKOWSKI 2005).

De acordo com Lucotte et al. (1999), a metilagdo do mercurio durante a

decomposicado da biomassa foliar em reservatoérios € maior quando comparada a
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biomassa né&o foliar, tais como galhos e troncos. Essa diferenga pode estar
diretamente ligada a qualidade da matéria organica e ndo a sua quantidade.

Os nutrientes liberados durante a decomposicao das folhas sao rapidamente
incorporados as cadeias alimentares da fauna aquatica (WALKER 1987), que
por sua vez podem servir de alimento para niveis troficos superiores da fauna
terrestre (WALKER 1990).

Como a maior parte da concentracao de metilmercurio nos animais topo de
cadeia é dependente de sua dieta, a fauna aquatica associada a serrapilheira
pode ser um vetor efetivo para a transferéncia do metilmercurio para os niveis

troficos mais elevados (HALL & St. LOUIS, 2004).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos 30 anos, a Bacia do Rio Madeira tem sido impactada por
diversas atividades antropogénicas, tais como o desmatamento da floresta e sua
posterior utilizagdo para atividades agropastoris e a atividade de extragdo de
ouro aluvionar (BASTOS et al.,, 2007). Atualmente, os projetos para o
desenvolvimento da Regido Norte incluem a construgdo de diversas usinas
hidrelétricas nos principais rios da Bacia Amazénia. Somente na Bacia do Rio
Madeira, estdo em fase de construgcdo duas hidrelétricas, e ha a previsao da
construcao de mais duas nos proximos anos.

O processo de enchimento do reservatério tende a promover o aumento da
concentragcdo de metilmercurio na biota aquatica, como ja verificado em diversos
reservatérios (KELLY at al.,, 1997; HEYES et al., 1998; PORVARI, 1998;
TREMBLAY et al. 1998; SCHETAGNE et al., 2000; BOUDOU et al., 2005;
MURESAN et al., 2008).

A formacdo do metilmercurio pode continuar expressiva mesmo apos o
enchimento. Gray & Hines (2009) ao estudarem um reservatorio eutrofizado nos
Estados Unidos utilizando a mesma técnica radioquimica adotada no presente
estudo, encontraram valores no sedimento de fundo que variaram de 2-17%
MeHg/g peso seco/24h. A eutrofizagéo do reservatério, as baixas concentragdes
de oxigénio, as condi¢des redutoras e a disponibilidade de nutrientes oriundo da
degradacdo da biomassa vegetal foram os fatores identificados como
reguladores da alta formag&o de metilmercurio. Nos experimentos realizados no

presente estudo, foi possivel evidenciar a influéncia dessas mesmas variaveis, o
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que pode indicar um mecanismo em comum no controle da biogeoquimica do
metilmercurio.

Esse fato coloca em evidéncia a necessidade de se avaliar o potencial de
metilacdo em areas destinadas a criacdo de barragens e reservatérios, em
especial no que concerne aos ambientes amazbnicos, que tem como
caracteristica uma enorme diversidade e quantidade de matéria organica e um
grande estoque de nutrientes.

Tendo em vista os resultados obtidos na presente investigagdo e a
complexidade dos fatores que podem afetar a formacdo de metilmercurio, um
maior aprofundamento dos estudos desses fatores ambientais e um
acompanhamento das medidas de potencial de metilacdo durante o processo de

pré e pés-enchimento sdo recomendados.
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CONCLUSOES

RY

X/

X/

As matrizes da Floresta de Terra Firme (rizosfera e solo) sdo potenciais
sitios de formacdo de metilmercurio, confirmando a hipétese de que o

composto em questédo pode ser formado em ambiente terrestre (Hipdtese

1).

A formagdo do metilmercurio nessas matrizes n&o apresentou

dependéncia da sazonalidade.

A inundacdo das matrizes terrestres elevou em diversas vezes a
formagao do metilmercurio ao longo do tempo de inundagao, confirmando
a hipétese de que a inundagéo estimula a formagao de metilmercurio em

matrizes terrestres (Hipotese 2).

Com relacédo as variaveis fisico-quimicas, o potencial de metilagcdo no
experimento de inundagdo apresentou relacdo positiva com a
condutividade, o potencial hidrogeniénico, o total de sdlidos em

suspensdo, bem como uma relagao inversa com o potencial redox.
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As matrizes da Floresta Inundavel (rizosfera e solo) também podem ser
consideradas como potenciais sitios de formagao de metilmercurio, como

ja descrito na literatura.

A formagdo do metilmercurio nessas matrizes(rizosfera e solo) ndo se
apresentou diferente em suas fases terrestre ou aquatica, o que contraria
a hipotese de que a inundagao sazonal poderia estimular a formacgao de

metilmercurio (Hipotese 3).

Os maiores valores de potencial de metilagao nas folhas de Chamaecrista
negrensis em decomposi¢cado estiveram relacionados com 0s maiores
valores de producao de carbono bacteriano, o que confirma a hip6tese de
que a atividade microbiana influencia a metilagdo do mercurio (Hipétese

4).

O potencial de metilacdo nas folhas de Chamaecrista negrensis

apresentou uma relagdo negativa de dependéncia com o tempo de

exposic¢ao das folhas no igarapé e com o potencial redox.
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