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Efeitos dos incéndios florestais na decomposicao da folhada em rios: estudo
em microcosmos

Sumario

Os incéndios florestais sao um disturbio cada vez mais frequente na regido do Mediterraneo com
diversas repercussbes ao nivel econodmico, social e ambiental. Entre os problemas ambientais
associados a este disturbio, os efeitos da contaminacédo dos cursos de agua por substancias
piroliticas provenientes dos incéndios, nomeadamente hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(PAHs) e metais, tém sido relativamente negligenciados.

Neste estudo, para compreender os efeitos nos rios das escorréncias provenientes de areas
ardidas, foram avaliados os efeitos de extratos aquosos de cinzas na decomposicdo da folhada
conduzida por microrganismos e invertebrados detritivoros. Para isso, foram colhidas cinzas
apés um incéndio florestal decorrido na localidade da Varzea (Viseu, Portugal) e preparados
extratos aquosos de cinzas nas proporcdes 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100%. Os efeitos dos
extratos aquosos de cinzas foram testados na perda de massa de folha promovida pelos
microrganismos, nas taxas de esporulacdo e na biomassa de fungos, bem como no
comportamento alimentar de invertebrados detritivoros da espécie Alogamus ligonifer. A anélise
quimica dos extratos aquosos de cinzas indicou a presenca do fenantreno e de cinco metais
(manganés, cobre, zinco, niquel e crémio). A exposicdo aos extratos de cinzas estimulou a
decomposicdo microbiana, assim como a taxa de consumo de folhada pelo invertebrado
detritivoro. Contudo, nao foram observados efeitos significativos na taxa de esporulacdo nem na
biomassa dos fungos. O aumento da decomposicao da folhada com o aumento da concentracao
dos extratos aquosos de cinzas, pode ser explicado pelas baixas concentracdes de PAHs e de
metais nos extratos, assim como pela presenca de concentracoes elevadas de nutrientes que
poderao ter tido um efeito estimulador da atividade microbiana mascarando os potenciais efeitos

toxicos dos PAHs ou dos metais.
Palavras-chave: Incéndios florestais, extratos aquosos de cinzas, hidrocarbonetos aromaticos

policiclicos, metais, decomposicao dos detritos vegetais, microrganismos, invertebrados

detritivoros, ecossistemas aquaticos



Effects of wildfires on leaf-litter decomposition in streams: studies in
microcosms

Abstract

The occurrence of wildfires is increasing in the Mediterranean region with several economic,
social and environmental impacts. Among the environmental problems associated with wildfires,
contamination of freshwaters by pyrolytic substances, including polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs) and metals, has been neglected. This study was designed to evaluate the effects of
aqueous extracts of ashes to simulate the runoff from burned areas in the process of litter
decomposition in rivers, carried out by microorganisms and invertebrates. We collected ashes in
a postfire event in a forest in Varzea (Viseu, Portugal) and we prepared aqueous extracts of
ashes in the proportions of 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 and 100%. The effects of aqueous extracts of
ashes were assessed on leaf litter decomposition by microorganisms, on sporulation rates and
biomass of fungi and on the feeding behavior of invertebrates of the species Alogamus ligonifer in
microcosms experiment. Chemical analysis of the aqueous extracts of ashes indicated the
presence of phenanthrene (PAH) and five metals (manganese, copper, zinc, nickel and
chromium). The exposure to aqueous extracts of ashes stimulated microbial decomposition of
leaf litter and the rate of leaf consumption by the invertebrate shredder. However, no significant
effects were observed on the rate of sporulation or biomass of fungi. The stimulation of litter
decomposition promoted by increased concentrations of the agueous extracts of ashes might be
explained by the low concentrations of PAHs and metals. Furthermore, our results suggested that
the presence of elevate concentrations of inorganic nutrients might have stimulated microbial

activity counterbalancing the putative negative effects of metals and PAHs.

Keywords: Wildfires, aqueous extracts of ashes, polycyclic aromatic hydrocarbons, metals, plant

litter decomposition, microbes, invertebrate detritivores, freshwater ecosystems
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1. Introdugdo

1. Introducao

1.1. Os incéndios florestais no contexto global

Todos os anos, os incéndios florestais queimam grandes areas de floresta, especialmente na
América do norte, no sudeste da Australia e no Mediterraneo (Food and Agriculture Organization,
[FAQ],2001), representando uma importante ameaca para a biodiversidade e para os recursos
naturais. Apesar da zona do Mediterraneo e da costa atlantica serem marcadas por uma longa
historia de incéndios florestais desde o final do periodo quaternario (Carrién et al., 2003) e da
existéncia de registos fosseis com 300-350 milhdes de anos da sua ocorréncia (Komarek, 1973),
a maior preocupacdo sobre os efeitos dos incéndios florestais surgiu a partir da década de 1960,
devido ao aumento exponencial de ocorréncias (Pausas, 2004). Atualmente, cerca de 50 000
incéndios sao reportados anualmente na zona do Mediterraneo Europeu, incluindo paises como
Espanha, Portugal, Italia e Grécia, queimando em média 600 000 hectares de floresta (Rulli et
al., 2006). O aumento da atividade de fogo nestes paises pode ser atribuido a varios fatores
naturais, nomeadamente as caracteristicas climaticas peculiares, ao forte crescimento vegetativo
durante a época chuvosa, o que origina uma alta carga de combustivel, bem como a ocorréncia
de verdes muito quentes e secos, 0 que propicia a ocorréncia de incéndios (Lloret et al., 2009).
Os fatores antropogénicos como a plantacdo de espécies vegetais altamente inflamaveis, como
por exemplo o eucalipto, e o abandono das terras, provocado pela ampla mudanca socio-
econdmica dos ultimos anos, sao vistos como importantes impulsionadores no aumento da
ocorréncia de incéndios nestas regides (Moreira et al., 2009). O aumento da ocorréncia de fogo
nas ultimas décadas (Pausas et al., 2008; Shakesby, 2011) transformou este fendomeno natural
num problema social e ambiental preocupante, pois os seus efeitos traduzem-se em maleficios a
nivel da saude e seguranca humanos, prejuizos economicos, poluicao do ar e da agua, impactes
na biodiversidade e no uso sustentavel da terra (Campos et al., 2012). Deste modo, embora o0s
incéndios florestais em pequena escala facam parte da dinamica natural dos ecossistemas do
mediterraneo e contribuam para a gestao dos recursos naturais, a crescente intensificacao dos
mesmos nas ultimas décadas, contribuiu substancialmente para a reducao da capacidade de
regeneracao natural de certas areas, verificando-se extensas zonas marcadamente afetadas por

perdas de biodiversidade, pela erosdo dos solos e pela escassez de agua (Olivella et al., 2006).
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1.2. Impactes dos incéndios florestais no solo, na vegetacao e nos processos

hidrolégicos

Os incéndios florestais sao considerados um dos principais agentes de degradacao e erosao dos
solos na zona do Mediterraneo (Ferreira et al., 2008; Lloret et al., 2009). Os efeitos dos
incéndios no solo podem ser divididos em (1) efeitos diretos, decorrentes das altas temperaturas
sobre a componente organica dos solos, o que proporciona 0 aumento da mineralizacéo da
matéria organica existente no solo, tornando-a deste modo, mais facilmente exportavel pelos
processos erosivos e hidrologicos e (2) efeitos indiretos, derivados do desaparecimento da
cobertura vegetal, levando a que o solo seja mais facilmente erodivel e proporcionando
alteracdes consideraveis nos processos hidrologicos (Alegre et al., 2010). Estes efeitos estao
dependentes de uma série de fatores, nomeadamente das caracteristicas do solo, como a
humidade e o teor de matéria organica, da severidade do fogo, que corresponde a quantidade de
biomassa que ¢é destruida durante o fogo, as condicdes meteoroldgicas locais, a frequéncia com
que ocorrem os fogos, as caracteristicas do combustivel e as caracteristicas do terreno, como o
declive e a topografia (Ferreira et al., 2008; Neary et al., 1999). Deste modo, ha uma série de
mudancas a nivel fisico, quimico, mineralégico e biologico dos solos que sdo impulsionadas
pelos fogos (Shakesby e Doerr, 2006). O aumento da erosdo dos solos apds fogo, compromete
negativamente certas propriedades do solo que contribuem para o bom funcionamento
hidrologico, nomeadamente a porosidade, a condutividade, as taxas de infiltracdo e a capacidade
de armazenamento de agua (Neary et al., 1999), aumentando deste modo o escoamento
superficial. Para além destas mudancas, o fogo pode também reduzir a estabilidade estrutural
dos solos e dos seus agregados bem como consumir as raizes superficiais que contribuem para
a coesao/forca do solo (Hyde et al., 2007). Além disso, em solos afetados pelo fogo, o
escoamento superficial pode ser reforcado pela formacdo de uma camada repelente de agua.
Esta camada repelente da agua (hidrofobica) perto da superficie do solo, é gerada devido a
vaporizacao e a condensacdao de compostos do solo, estando a sua formacao diretamente
relacionada com as altas temperaturas de combustao decorrentes do incéndio bem como dos
combustiveis disponiveis. Esta camada é formada quando as temperaturas do solo sado
superiores a 176°C o que impossibilita a agua de molhar os agregados do solo, levando a uma

acentuada reducdo das taxas de infiltracdo de agua (DeBano, 2000; Letey, 2001), aumentando
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a escorréncia superficial que, deste modo, facilita a mobilizacdo da camada de cinzas hidrofilica,

sendo lixiviados uma importante fonte de nutrientes até aos cursos de agua a jusante.

1.3. Os incéndios florestais nos ecossistemas aquaticos

1.3.1. Implicacdes dos incéndios florestais no transporte de nutrientes

Devido a alta conectividade existente entre o habitat terrestre e aquatico, os incéndios florestais
acabam por afetar significativamente os sistemas aquaticos, especialmente os rios de baixa
ordem, uma vez que a area ardida circundante é consideravelmente mais restrita e, deste modo,
mais suscetivel de ser queimada (Minshall et al., 1997).

Os efeitos que os fogos podem ter nos ecossistemas aquaticos podem ser divididos em (1)
consequéncias a curto prazo, que incluem a mobilizacdo de nutrientes, o aumento da
temperatura da agua e alteracdes na composicdo quimica da agua (Gresswell, 1999; Minshall et
al., 1989) e (2) respostas a longo prazo, resultantes da remocéo e substituicdo da cobertura
vegetal (Minshall et al., 1989). Os efeitos a médio prazo (1-10 anos) incluem mudancas mais
dramaticas e geralmente ocorrem na primeira década a seguir ao incéndio, e os efeitos a longo
prazo (> 10 até 100-300 anos) correspondem a fase de re-vegetacdo das areas queimadas.
Como referido anteriormente, os efeitos diretos que o fogo tem sobre a cobertura vegetal e as
propriedades do solo, alteram substancialmente os processos hidrolégicos aumentando o
transporte de sedimentos, de nutrientes e de poluentes para os cursos de agua (Shakesby e
Doerr,2006). No caso do transporte de nutrientes e dos seus efeitos na qualidade da agua, os
resultados obtidos na literatura sdo bastante limitados e inconsistentes. Geralmente, a entrada
de nutrientes nos cursos de agua esta dependente de varios processos como a lixiviacao das
cinzas, a difuséo de gases ou o processo de nitrificacao, o que aumenta consideravelmente a
entrada de nutrientes como o azoto, o fosforo, o nitrato e a amdnia nos cursos de agua (Certini,
2005; Spencer et al., 2003). Contudo, alguns autores nao encontram alteracdes significativas na
qualidade da agua apos um incéndio florestal (Davis, 1989; McColl e Grigal, 1977). Apesar do
efeito especifico das cinzas sobre a qualidade das aguas ser dificil de distinguir do efeito dos

sedimentos minerais que entram nos rios, um estudo, onde foi examinada a influéncia da
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entrada de cinzas provenientes de areas ardidas num rio de primeira ordem, mostrou que apos
a entrada de cinzas, a qualidade da agua mudou significativamente, estando a concentracao de
idbes e de nutrientes significativamente aumentados. Neste estudo, o tempo, a duracdo e a
quantidade de precipitacdo, foram os principais fatores que influenciaram a quantidade de
cinzas libertadas nos rios (Earl e Blinn, 2003). A incoeréncia dos resultados, nos estudos acima
referidos, deriva muito provavelmente da existéncia de multiplas variaveis que influenciam o
impacto dos fogos nos ecossistemas de rio, nomeadamente a intensidade e a duracao do fogo, o
tipo de solo, a quantidade e o tipo de vegetacdo, as condicdes climatéricas e a geomorfologia
(Britton, 1991). Como resultado, os efeitos do fogo na composicdo quimica da agua variam
substancialmente entre as areas de estudo (Robison e Beschta, 1990). Alguns estudos
demonstram que, apés um incéndio, os organismos podem exibir respostas diferentes a este
disturbio. Por exemplo, Minshall et al. (1995) mostrou haver uma significativa reducdo da
biomassa do perifiton apos fogo enquanto Earl e Blinn (2003) mostraram que a biomassa do
perifiton nao era significativamente afetada pelo fogo, no entanto, documentaram algumas
alteracdes nas comunidades de diatomaceas, nomeadamente variacdes na abundancia relativa

dos diferentes taxa.

Nas ultimas décadas, muitos estudos tém-se focado na analise dos efeitos dos incéndios
florestais na comunidade de macroinvertebrados e peixes. Os efeitos dos fogos sobre estes
organismos podem ser separados em efeitos diretos e indiretos. Os efeitos diretos fazem-se
sentir a curto prazo e englobam o aquecimento da agua, o aumento dos nutrientes, de cinzas e
de carvao vegetal, bem como a exposicao prolongada ao fumo (Rinne, 1996; Minshall et al.,
2001). Apesar de estes efeitos serem normalmente negligenciaveis podem, em casos
excecionais, causar a morte de macroinvertebrados e de peixes (Spencer e Hauer, 1991). Por
outro lado, os efeitos indiretos (médio/ longo prazo) sdo os que tem maior impacto nas
comunidades e estdo associados as alteracdes das caracteristicas fisicas do canal, do aumento
do escoamento superficial, bem como do transporte e deposicao de sedimentos (Minshall et al.,
1997, 2001). As comunidades de invertebrados aquaticos também mostram respostas
diferentes aos incéndios florestais. Enquanto alguns autores, referem aumentos significativos na
biomassa das comunidades de macroinvertebrados apds o fogo (Haggerty et al., 2004; Stone e
Wallace, 1998), Minshall (2003) detetou apenas efeitos minimos nas comunidades de
macroinvertebrados estudados. O aumento de nutrientes apds incéndio, pode contribuir para o

aumento da biomassa de macroinvertebrados bentdnicos (Scrimgeour et al., 2001). Contudo,
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Earl e Blinn (2003) mostraram que a densidade de certos grupos de macroinvertebrados como
os Diptera, Ephemeroptera e Trichoptera foi fortemente reduzida nos rios pela entrada de cinzas
provenientes de um incéndio florestal.

No que respeita a organismos de niveis troficos superiores, foi referida uma reducao significativa
da densidade de salmonideos, apds um incéndio florestal (Rinne, 1996). Também Spencer et al.
(2003) observaram um aumento significativo da morte de peixes (especialmente de
Oncorhynchus clarkif lewisi) num rio em Montana (EUA), sendo este declinio atribuido as altas
temperaturas decorridas durante o fogo, a difusdo de fumo e as altas concentracdes de aménia
na agua. O fogo pode ainda comprometer populacdes de anfibios que vivem associados aos
ecossistemas de agua doce, uma vez que os habitats ripicolas sdo importantes zonas para
alimentacao e reproducao destes vertebrados (Burke e Gibbons, 1995). Assim, apds o fogo, ha
uma série de alteracbes que comprometem a sobrevivéncia destes organismos, nomeadamente
a perda de vegetacdo, o que faz com que se tornem mais suscetiveis de serem capturados por
predadores, a intolerancia de algumas espécies as temperaturas elevadas da agua bem como a
mudancas na qualidade da agua, que podem comprometer os estados de vida aquaticos destes
vertebrados (Pilliod et al., 2003).

Apos um incéndio, as alteracdes ao nivel dos recursos vegetais, como por exemplo a perda de
vegetacao ripicola, faz com que a superficie da agua esteja exposta a uma maior radiacao solar,
promovendo uma maior producdo autotrofica (Mihuc e Minshall, 2005). Este facto faz com que o
regime alimentar das comunidades de macroinvertebrados dos rios possa mudar
consideravelmente apds o incéndio (Mihuc e Minshall, 2005). Num estudo efetuado por Mihuc e
Minshall (1995) foi examinada a ecologia tréfica de 11 macroinvertebrados bentdnicos em
Cache Creek, apos um incéndio. Neste estudo, das 11 espécies estudadas, apenas uma,
Paraleptophlebia heferonea, exibiu crescimento quando alimentada com folhas queimadas,
provavelmente porque esta espécie foi capaz de se adaptar a recursos alimentares de baixa
qualidade. Noutro estudo, o triturador Pleronarcella badia foi capaz de crescer quando
alimentado com folhas queimadas, no entanto, a intensidade deste incéndio foi
consideravelmente menor do que o que ocorreu em Cache Creek, sugerindo que 0s incéndios de
menor intensidade provocam efeitos menos adversos nos recursos alimentares e, portanto, nos
organismos. Além disso, os estudos demonstram que espécies oportunistas, bem como espécies
com uma maior diversidade de habitats e de recursos alimentares sdo as que se adaptam

melhor a perturbacdes como as provocadas pelo fogo (Resh et al., 1988). Num estudo feito por
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Gama et al. (2007) foram comparadas as taxas de decomposicdo, a biomassa microbiana
(fungos e bactérias) e a diversidade e abundancia de macroinvertebrados em folhas de eucalipto
expostas a fogo e em folhas de eucalipto “controlo”. Neste estudo as taxas de decomposicéo e a
biomassa fungica foram idénticas nos dois tratamentos, mas as taxas de esporulacdo dos fungos
e a respiracdo microbiana foram significativamente mais baixas nas folhas expostas ao fogo.
Contudo, os invertebrados detritivoros preferiram as folhas de eucalipto expostas ao fogo,
provavelmente porque as folhas sujeitas a combustdo perdem o6leos essenciais e compostos
fendlicos que sado reconhecidos inibidores do consumo de folhas pelos invertebrados. Deste
modo, os autores sugeriram que as mudancas na qualidade de matéria organica aloctone apds
um incéndio parecem ndo comprometer, a curto prazo, o funcionamento dos ecossistemas de

rio.

1.3.2. Principais contaminantes provenientes de incéndios florestais

Em ambientes aquaticos, os processos ecologicos, bem como as comunidades biologicas que os
conduzem, sdo afetados pelas propriedades fisicas e quimicas da agua. As alteracdes da
qualidade da agua, como a presenca de poluentes e contaminantes, podem afetar a estrutura
das comunidades e a atividade dos organismos que participam nos processos responsaveis pelo
bom funcionamento dos ecossistemas de rio (Dangles et al., 2004; Niyogi et al., 2003). Apds um
incéndio florestal, as cinzas que entram nos rios podem conter uma grande quantidade de
carbono na matéria organica particulada e elevadas quantidades de varios nutrientes, elementos
vestigiais, bem como metais e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) (Goforth et al.,
2005; Johansen et al., 2003; Smith et al., 2011).

Os PAHs sdo uma classe de compostos organicos, constituidos por dois ou mais anéis
benzénicos, conhecidos pelas suas propriedades mutagénicas e carcinogénicas, ubiquidade e
tendéncia para a bioacumulacdo (Vila-Escalé et al., 2007; Xue e Warshawsky, 2005). Os PAHs
sao compostos hidrofébicos cuja persisténcia nos ecossistemas esta associada a sua baixa
solubilidade em agua. No entanto, apesar de pouco sollveis em agua, os PAHs podem ligar-se a
matéria organica particulada e acumular-se em elevadas concentracées nos sedimentos dos rios
afetando a atividade dos organismos bentonicos (Gust e Fleeger, 2006). Alguns organismos
aquaticos bentonicos podem acumular no seu corpo este tipo de compostos (Kukkonen e

Landrum, 1995). Certos organismos, especialmente os microrganismos, tém a capacidade de




1. Introdugdo

metabolizar e degradar PAHs sendo utilizados em processos de biorremediacdo na recuperacao
de sitios contaminados com PAHs (Cerniglia, 1993). Os fungos desempenham um papel
determinante no metabolismo de varios hidrocarbonetos aromaticos tanto em ambientes
terrestres como em ambientes aquaticos, pois produzem metabolitos, por norma menos
inofensivos e mais sollveis em agua e que, geralmente, apresentam menor reatividade bioldgica
comparada com o composto de origem (Cerniglia e Sutherland, 2001). Por exemplo, o
hifomiceto aquatico Heliscus lugdunensis metaboliza o PAH 1-naphtol (Augustin et al., 2006), o
Fenantreno pode ser degradado pelo fungo decompositor do género Bjerkandera (Soares et al.,
2005; Terrazas et al., 2005) e pelo fungo terrestre Cunnighamella elegans (Lisowska et al.,
2006).

Os metais ocorrem naturalmente no meio ambiente mas, apés um incéndio florestal, a
mineralizacdo da matéria organica juntamente com a producdo de cinzas resultantes da
combustao, aumenta substancialmente o pH do solo, fazendo com que os metais alterem a sua
forma, para a forma ionica, aumentando o seu transporte até aos cursos de agua (Pereira e
Ubeda, 2010). Apesar de alguns metais serem essenciais para o crescimento dos organismos,
0s metais em concentracdes excessivas, podem tornar-se toxicos (Alloway, 1995). Assim, a
poluicdo dos ecossistemas aquaticos por metais é bastante preocupante, uma vez que os metais
ndo sao biodegradaveis e, portanto, tornam-se poluentes persistentes nestes ambientes (Rand et
al.,1995). Varios estudos tém demonstrado que os metais, acima de uma certa concentracao
limite, podem comprometer a atividade e a diversidade dos organismos. A atividade e a
diversidade de fungos aquaticos é negativamente afetada pela exposicdo a metais (Duarte et al.,
2004, 2008). A reproducao, o crescimento e o comportamento alimentar de muitas espécies de
invertebrados podem também ser afetados pela presenca de metais (Felten et al., 2008). O
aumento da temperatura pode aumentar a toxicidade de metais como o Cd, comprometendo a
reproducdo de fungos, a decomposicdo microbiana bem como o consumo de folha por
invertebrados detritivoros (Batista et al., 2012). No entanto, o efeito dos metais ao nivel dos
ecossistemas loticos torna-se dificil de prever uma vez que nestes ecossistemas, 0s organismos
estdo expostos a uma multiplicidade de agentes de stresse que atuam simultaneamente,
podendo nao responder da forma como previsto em experiéncias de laboratorio, onde os efeitos
dos agentes de stresse ambientais sao, geralmente, testados individualmente (Duarte et al.,
2008; Fernandes et al., 2009). Devido ao interesse no estudo da qualidade da agua para

consumo humano, a maioria dos estudos efetuados no que se refere ao impacte dos incéndios
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na qualidade da agua tendem a focar-se essencialmente no estudo dos sedimentos e nutrientes
(fosfatos, nitrato e amonia) (Spencer et al., 2003), sendo que apenas alguns estudos se focam
na entrada de contaminantes como metais e PAHs para os cursos de agua. Num estudo
efetuado por Olivella et al. (2006), cerca de um més ap6s um incéndio florestal decorrido no
norte de Espanha, houve um aumento significativo da concentracdo de PAHs que atingiram os
cursos de agua, no entanto, estes niveis de PAHs diminuiram substancialmente devido a fatores
como o efeito de diluicdo, provocado pela precipitacdo apds incéndio, a degradacdo de PAHs
(por foto-oxidacado) bem como com a adsorcao destes contaminantes a particulas (Olivella et al.,
2006). Outro estudo, efetuado no rio Gallifa (um afluente de primeira ordem, localizado na
Catalunha, Espanha) onde se avaliou a distribuicdo e permanéncia de PAHs considerados
poluentes prioritarios, constatou que a presenca de PAHs depende em grande parte da
intensidade e frequéncia da precipitacdo o que sugere que a estacdo do ano ¢ um dos principais
agentes que afeta o potencial téxico e possiveis efeitos dos PAHs nestes ecossistemas, sendo
que o decréscimo destes componentes € mais acentuado depois das primeiras chuvas apds um
incéndio (Villa-Escalé et al., 2007). Nestes estudos, os niveis de PAHs nos rios pareceram ndo
ser um problema uma vez que se encontravam abaixo dos limites considerados legais para o
consumo de agua potavel. Contudo, o aumento significativo de metais como o cobre, o chumbo
e 0 zinco em rios da Lituania, apos os incéndios ocorridos no verdo de 2002 (Ignataviéius et al.,
2006), permitem inferir que os incéndios florestais podem contribuir para a poluicdo das aguas.

O transporte de contaminantes como metais e PAHs para os cursos de dgua para além
de poder afetar a qualidade da agua para o consumo humano, pode também alterar a estrutura
e a composicdo das comunidades bioldgicas existentes nesses ecossistemas (Gupta e Singh,
2011). Campos et al. (2012) expds quatro espécies aquaticas de diferentes niveis tréficos,
nomeadamente, a bactéria Vibrio fischeri a alga Pseudokirchneriella subcapitata, a macrofita
Lemna minor e o invertebrado Daphnia magna a escorréncias recolhidas imediatamente apos o
incéndio e a escorréncias recolhidas um ano ap6s um incéndio. Os resultados mostram que as
escorréncias tiveram efeitos inibitdrios no crescimento de trés das espécies estudadas (Vibrio
fischeri, Pseudokirchneriella subcapitata e Lemna minor ), mas ndo afetaram a reproducdo da
espécie do nivel trofico mais elevado (Daphnia magna). Além disso, as escorréncias recolhidas
imediatamente apos o incéndio mostraram ser menos toxicas para os organismos do que as
escorréncias recolhidas um ano apos o incéndio. Uma vez que a concentracao de PAHs

presentes nas escorréncias recolhidas logo apds o incéndio eram quatro vezes superiores as
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escorréncias recolhidas um ano apods o incéndio, os autores sugeriram que o aumento da
toxicidade das escorréncias recolhidas um ano apds incéndio derivavam provavelmente das
diferencas na composicdo em PAHs, nomeadamente da predominancia do PAH Naftaleno,
presente nos lixiviados recolhidos um ano apds o incéndio. Deste modo, os autores sugeriram
que a composicdo em PAHs é mais relevante do que as cargas totais de PAHSs, e que os efeitos

destes contaminantes nos organismos néo se restringem ao periodo imediatamente apos o fogo.

1.4. A decomposicao da folhada nos rios e os organismos associados

Nos ecossistemas |6ticos, a matéria organica pode ter origem autoctone, sendo proveniente da
producédo primaria, ou origem aldctone sendo neste caso proveniente da vegetacao ribeirinha
circundante (Dobson e Frid, 1998). Nos rios de baixa ordem, a decomposicao do material
vegetal aloctone é um processo chave que assegura a obtencdo de carbono e energia
necessarios para o funcionamento das cadeias alimentares aquaticas (Allan e Castillo, 2007). A
decomposicao do material vegetal nos rios resulta da acdo combinada de processos fisicos,
quimicos e biolégicos (Webster et al., 1999) e ocorre em trés fases principais e inter-
dependentes: a lixiviacdo, o condicionamento microbiano e a fragmentacédo fisica e biotica
(Gessner et al., 1999). A lixiviacdo, processo através do qual as folhas perdem os seus
constituintes soluveis quando imersos em agua, esta dependente de uma variedade de fatores,
nomeadamente da composicao das espécies vegetais, das condicdes climatéricas, do tempo de
queda das folhas, da largura do rio e da morfologia e inclinacao do vale (Gessner et al., 1999).
Seguidamente, ocorre o condicionamento microbiano, processo resultante da colonizacdo e
atividade de microrganismos decompositores como o0s fungos e as bactérias. Por ultimo, a
fragmentacao fisica ocorre devido a abraséo fisica exercida pelo fluxo de agua, e a fragmentacao
biética é promovida pela atividade dos microrganismos e dos invertebrados trituradores (Gessner
et al,, 1999; Graca, 2001). Todo o processo de decomposicao dos detritos vegetais esta
depende de varios fatores nomeadamente da temperatura da agua (Suberkropp e Weyers,
1996), das caracteristicas quimicas da agua como o pH, alcalinidade e a concentracdo de
nutrientes dissolvidos (Suberkropp e Chauvet, 1995), das caracteristicas e composicdo quimica
das folhas (Barlocher et al., 1995) bem como pela presenca de invertebrados trituradores nos
rios que contribuem para a degradacdo foliar (Suberkropp, 1998; Pascoal et al., 2005). A

decomposicao da folhada é um processo dindmico em que participam ativamente
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microrganismos, como os fungos e as bactérias, e os invertebrados detritivoros (Suberkropp,
1998). De entre os microrganismos que participam neste processo, 0s fungos, especificamente
os hifomicetos aquaticos, sao particularmente relevantes. Os hifomicetos aquaticos séao um
grupo de fungos filogeneticamente heterogéneo com uma distribuicao ubiqua nos rios e ribeiros,
sendo particularmente comuns em aguas limpas e de corrente rapida (Barlocher, 1992). Estes
microrganismos possuem caracteristicas peculiares que contribuem para o seu sucesso no que
diz respeito a colonizacdo das folhas em ambientes I6ticos, nomeadamente: (1) elevadas taxas
de esporulacao e de germinacdo de conidias, (2) a forma tetraradiada das conidias que lhes
permitem maior contacto com o substrato, (3) a presenca de reservas de glicogénio, o que
permite a sobrevivéncia por longos periodos de tempo e (4) a capacidade de produzir enzimas
hidroliticas (pectinases, hemicelulases e celulases) que degradam os polissacarideos das
paredes celulares das plantas (Suberkropp, 1998; Barlocher, 2005). Além disso, os hifomicetos
aquaticos aumentam a palatabilidade e o valor nutritivo da folhada para os organismos de niveis
tréficos superiores, nomeadamente os invertebrados detritivoros (Suberkropp, 1998). Os
invertebrados detritivoros tém um papel fundamental na decomposicao dos detritos vegetais dos
rios uma vez que asseguram a transferéncia de energia para os niveis tréficos superiores (Graca
e Canhoto, 2006). Este grupo de organismos é bastante abundante nos rios, possuindo uma
distribuicao mundial. Além disso, sao organismos bastante sensiveis a contaminantes e a
toxicos, com ciclos de vida curtos e altas taxas de reproducao o que os torna especialmente
importantes em estudos de ecotoxicologia (De Schamphelaere et al., 2004; Gerhardt et al.,

2004).
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2. Objetivos

Os incéndios florestais constituem um importante problema ambiental na regido do
mediterraneo. Apesar dos conhecidos efeitos dos incéndios florestais nos ecossistemas
terrestres, estes podem constituir uma fonte de contaminacao dos ecossistemas aquaticos, uma
vez que, apds um incéndio, varias substancias piroliticas como os metais e os PAHs podem
entrar nos rios. Contudo, a informacao disponivel sobre os efeitos destes contaminantes
presentes nas escorréncias de areas ardidas nos ecossistemas de rio é escassa. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de escorréncias provenientes de incéndios florestais:
(1) nos decompositores microbianos, examinando a perda de massa foliar, a diversidade e a
atividade dos fungos aquaticos e (2) no consumo de folha pelos invertebrados detritivoros. Para
isso, foram preparados extratos aquosos de cinzas, diluindo as cinzas em agua nas proporcoes
0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100%, de maneira a simular as escorréncias provenientes das areas
ardidas. Em microcosmos, estes extratos foram usados para testar os efeitos na decomposicao
microbiana da folhada, nas taxas de esporulacdo e na biomassa de fungos associados as folhas
em decomposicdo, bem como no comportamento alimentar do invertebrado detritivoro

Allogamus ligoniter.
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3.1. Local de amostragem

O local de amostragem usado para a colonizacdo microbiana da folhada, situa-se no rio Algeriz
(Bacia do rio Cavado), um rio de baixa ordem, localizado no nordeste de Portugal (41° 350 "N 8°
220 "W). Neste rio, a vegetacado ripicola dominante é constituida por Eucalyptus globulus Labill.,
Quercus robur L., Alnus glutinosa (L.) Gaertn. e Rubus sp. A caracterizacdo fisico-quimica da
agua do rio no local de amostragem foi feita pela determinacéo /in7 situ do pH, da condutividade,
do oxigénio dissolvido e da temperatura utilizando a sonda Multiline F/set 3 n° 400327. A agua
do rio Algeriz apresentou baixa condutividade (31 pS cm-), alta concentracdo de oxigénio
dissolvido (99,2%) sendo o pH ligeiramente acido (Tabela 1). Ainda no local, foram recolhidas
amostras de agua em garrafas de plastico e transportadas numa caixa de refrigeracao (4°C) até
ao laboratorio para determinacédo da concentracao de nutrientes inorganicos por métodos
espectrofotométricos utilizando o HACH DR/2000 (Hach, Loveland, CO) de acordo com o
protocolo descrito pelo fornecedor. As concentracoes de nutrientes obtidas foram: nitratos ( 0,02
mg Lt NO,) ;nitritos (0,003 mg L + NO2); fosforo (0,01 mg L *PO,*) e amdnia (<0,01 mg L* NH, )
(Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas fisicas e quimicas da agua do rio Algeriz

Condutividade (uS cm?) 31

Oxigénio dissolvido (%) 99,2
pH 6,41
Temperatura (° C) 12

NO; (mg L") 0,02
NO, (mg L") 0,003
POz (mgL ) 0,01
NH, (mg L) <0,01
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3.2. Colonizacao microbiana da folhada

Folhas de Alnus glutinosa (L.) Gaertn (amieiro), colhidas em setembro de 2012, imediatamente
antes da abcisao, foram postas a secar, a temperatura ambiente, durante duas semanas.
Posteriormente, as folhas foram lixiviadas em &gua desionizada durante 72 horas. Apds
lixiviacao, as folhas foram cortadas em discos com 12 mm de didmetro. Conjuntos de 30 discos
de folhas foram posteriormente colocados em sacos de malha de rede com 0,5 mm (16 x 20
cm) sendo posteriormente colocados no rio para permitir a colonizacdo microbiana. Apés 11
dias de imersdo no rio, 0s sacos foram recolhidos e transportados para o laboratério para

posterior utilizacao na experiéncia em microcosmos.

3.3. Caracterizacao da area de recolha das cinzas

As cinzas utilizadas na experiéncia foram recolhidas apos um incéndio florestal ocorrido em
setembro de 2012 na localidade da Varzea, Viseu, centro de Portugal. A area ardida
correspondeu a povoamento de pinheiro (Pinus pinaster, Ainton). O incéndio, considerado de

severidade moderada-alta, consumiu uma area total de 3 000 hectares.

3.3.1. Obtencao dos extratos de cinzas e extratos aquosos de cinzas

Para preparar os extratos aquosos de cinzas, as cinzas foram moidas num moinho de café e
secas numa estufa a 42°C, durante trés dias. Seguidamente, as cinzas moidas foram passadas
por um crivo com uma malha de 0,35 mm sendo o po resultante, mantido no escuro, até a
preparacao das solucdes. As solucdes foram preparadas pesando as cinzas e diluindo-as em
agua na proporcao (5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100%). O 0% corresponde ao controlo, ou seja, sem
adicao de cinzas. Todas as solucdes foram sonicadas (VWN, P Selecta-Ultrasons, n°® 383350)
durante aproximadamente uma hora sendo posteriormente arrefecidas em gelo para utilizacao

nos microcosmos (Tabela 2).
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Tabela 2. Preparacao das solucdes correspondentes a cada concentracao a ser testada

Concentracao(%) Quantidade cinza (mg) Volume agua (mL)

5 11,25 300

10 22,5 300

20 45 300

40 90 300

60 135 300

80 180 300
100 225 300

Os discos de folhas recolhidos de cada saco foram lavados com agua desionizada e transferidos
para frascos Erlenmeyer de 150 mL com as solucdes correspondentes a cada nivel de
concentracao a ser testado num volume final de 70 mL. Foram feitas 4 réplicas por tratamento.
Todos os microcosmos foram mantidos protegidos da luz sob agitacao (140 rpm Certomat BS 3;
Braun, Melsungen, Germany) durante 21 dias a 16°C. As solucdes dos microcosmos foram
renovadas a cada 7 dias. No final da experiéncia, as suspensdes de conidias foram preservadas
com formaldeido (37%) e Triton X-100 (15%), a 16°C, até a contagem e identificacao das
conidias. Os discos de folhas de cada microcosmo foram recolhidos e lavados com agua

desionizada para estimar a perda de massa foliar e a biomassa dos fungos.

3.3.2. Caracterizacao quimica das cinzas e extratos aquosos de cinzas

O extrato aquoso de cinzas (EAC) correspondente a concentracdo 100% (C100) foi analisado
para quantificacdo de metais e PAHs. Os PAHs foram determinados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) segundo o método DIN 38407-F39. A
determinacao dos metais presentes nos EAC foi feita for digestdo assistida por microondas,
segundo o método DIN EN ISO 17294-2. As analises foram efetuadas num laboratorio de
analises acreditado de acordo com a norma DIN EN ISO / IEC 17025 ao abrigo do sistema de
acreditacdo DAkkS Alemao. A analise de nutrientes (azoto total - TN; fésforo total — TP e nitratos
- N-NO3-) foi efetuada por colorimetria, recorrendo a um analisador por injecao em fluxo (FOSS
FlAstar 5000 Analyser) de acordo com as normas ISO 15681-1, ISO 11905 e ISO 13395,

respetivamente.

14



3. Material e métodos

3.4. Perda de massa foliar

No final da experiéncia, os discos de folhas de cada tratamento foram congelados, liofilizados e
pesados. Um conjunto de discos de folhas colonizadas foram usados para estimar a massa seca
inicial das folhas usadas na experiéncia de microcosmo. A perda de massa foliar foi determinada
como sendo a diferenca entre o peso dos discos de folha no inicio da experiéncia e o peso dos

discos de folha no final da experiéncia sendo a diferenca transformada em percentagem.

3.5. Esporulacao de fungos

Apds os 21 dias de exposicao das folhas em microcosmos, as suspensdes de conidia foram
filtradas (5 mm tamanho do poro Millipore, Billerica, MA) e as conidias retidas no filtro foram
coradas com 0,05% de azul de algoddo em &cido lactico. Para determinar a contribuicdo de cada
espécie de hifomicetos aquaticos para a producéo total de conidias, as conidias retidas nos
filtros foram contadas e identificadas ao microscopio 6tico (Leica Biomed, Heerbrug, Switzerland)

na ampliacao de 400x. Foram contadas cerca de 300 conidias por lamina.

3.6. Biomassa de fungo

Para avaliar a biomassa de fungos associados a folhada, foi quantificada a concentracao de
ergosterol, que & uma molécula presente na membrana dos fungos e que pode ser usado como
uma medida da biomassa de fungos viaveis. Para isso foram usados 6 discos de folhas de cada
réplica, previamente liofilizados e pesados. Os lipidos foram extraidos dos discos de folhas por
aquecimento (80°C durante 30 minutos) numa solucao de KOH em metanol a 0,8% (p/v) sendo
0 extrato purificado por extracao em fase solida (Sep-Pak, Waters) e eluido em isopropanol. A
quantificacdo do ergosterol foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) num
sistema Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 Series (Thermo Scientific). O sistema consistiu
numa bomba e num detetor UV ligados a um computador controlo, equipado com uma coluna
RP18 Lichrospher com 25 cm de comprimento e 4,6 mm de didmetro. A eluicdo do ergosterol

da coluna foi realizada isocraticamente com uma solucdo de metanol para HPLC (Fisher
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Scientific) a um fluxo de 1,4 ml mint e o pico do ergosterol foi observado a 282 nm. A
quantificacao do ergosterol foi feita através duma curva de calibracdo obtida a partir de uma
solucéo stock de ergosterol em isopropanol (200 mg ml). Posteriormente, as concentracdes de
ergosterol foram convertidas em biomassa de fungo usando um fator de conversao de 5,5 mg de

ergosterol gt de massa de fungo (Gessner e Chauvet, 1993).

3.7. Experiéncia de alimentacao

Para avaliar o comportamento alimentar de um invertebrado detritivoro foi utilizada a espécie
Allogamus ligonifer (McLachlan, 1876), um invertebrado pertencente a familia Limnephilidae,
bastante comum nos rios de baixa ordem do norte de Portugal (Varandas e Cortes, 2010). Os
animais foram recolhidos no Rio Cavado e colocados em recipientes de plastico contendo agua
do rio e areia sendo transportados para o laboratério numa caixa refrigerada (4°C). No
laboratério, os animais foram colocados num aquario com agua e areia e mantidos sob
arejamento a temperatura 16°C. Os animais foram alimentados com folhas de A. glutinosa
(amieiro) durante duas semanas antes do inicio da experiéncia. Os animais usados na
experiéncia (40 animais), tinham cerca de 14 + 1 mm de comprimento e foram postos em jejum
durante 24 horas antes da realizacdo da experiéncia. Quinze discos de folhas, previamente
colonizados no rio e expostos as diferentes concentracdes de extratos aquosos de cinzas, foram
transferidos para frascos Erlenmeyer de 150 mL com as solucdes correspondentes a cada nivel
de concentracao a ser testado, num volume final de 70 mL. Foram feitas quatro réplicas por
tratamento, utilizando um animal por réplica. Todos 0s microcosmos foram arejados com
bombas de aquario e mantidos a temperatura de 16°C, durante 7 dias, sendo as solucoes
renovadas a cada 4 dias para remover os compostos excretados pelos animais. No decorrer da
experiéncia, a sobrevivéncia dos animais foi registada duas vezes por dia. No final da experiéncia
os discos de folhas e os animais de cada tratamento foram congelados e, posteriormente,
liofilizados. A massa seca de folha (DM) consumida pelos invertebrados (Le) foi determinada
como (Li-Lf), onde Li é o peso inicial da massa de folha seca (g) fornecida aos animais e Lf o
peso da massa de folha seca (g) no final da experiéncia de alimentacdo. A taxa de consumo da
folha foi calculada como Le/(If x t) onde If & a massa seca do animal e t o tempo de exposicao (7

dias). Os resultados foram expressos em mg folha DM mgtanimal DM d- (Ferreira et al., 2010).
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3.8. Tratamento estatistico dos dados

Para testar a decomposicao da folhada pelos microrganismos e invertebrados detritivoros em
funcdo das diferentes concentraces de extratos aquosos de cinzas, foram feitas regressoes
lineares.

Com o intuito de verificar a existéncia de efeitos significativos (a = 0,05) entre o controlo e as
diferentes concentracdes de cinzas na taxa de esporulacao e biomassa de fungo foram efetuadas
analises de variancia unifatorial (one way ANOVA). A distribuicdo dos dados e a homogeneidade
da variancia foram previamente testadas através da aplicacdo do teste de Kolmogorov-Smirnov e
do teste de Bartlett, respetivamente (Zar, 2009). Todos estes testes foram efetuados usando o

software Graph Pad Prism 5 (GraphPad software Inc., San Diego, CA).
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4.1. Concentracdes de PAHs e metais nos extratos aquosos de cinzas

A caracterizacdo quimica dos extratos aquosos de cinzas (EACs), no que respeita a
concentracdo de PAHs e de metais, é apresentada, respetivamente, na Tabela 3 e Tabela 4. As
analises dos EACs nao foram sujeitos a filtracao, logo a caracterizacdo quimica corresponde ao
total (fracdo dissolvida + fracdo particulada). A analise de PAHs no nosso estudo incluiu a
caraterizacdo de 16 PAHs considerados poluentes prioritarios por parte da Agéncia de protecao
ambiental dos Estados Unidos (USEPA). De entre os PAHs testados nos extratos aquosos de
cinzas, o fenantreno foi o unico PAH detetado, com uma concentracdo de 30 ng L *. Os
restantes PAHs apresentavam valores abaixo do limite de quantificacdo (LQ; <10 ng L) (Tabela
3). A nivel Europeu, segundo a diretiva relativa a normas de qualidade ambiental no dominio da
politica da agua (2008/105/CE), apenas 8 destes PAHs sdo considerados poluentes prioritarios:
o0 naftaleno, o antraceno, o benzo(a)-pireno, o fluoranteno, o benzo(b)-fluoranteno, o benzo(g,h,i)-
perileno e o indeno(1,2,3)-pireno. Os valores das concentracdes maximas admissiveis para estes
compostos de acordo com a Norma de Qualidade Ambiental (NQA-CMA) estdo especificados na

Tabela 3.

Nos EACs, o metal presente em maior quantidade foi o Cr (98 ug L) com uma concentracdo de
mais do dobro do valor do segundo composto presente em maior concentracéo, o Mn (41 ug ).
Os metais presentes em menor quantidade foram o Cu (16 pg L) e o Ni (6 pg L), sendo que os
restantes metais se encontravam a baixo dos limites de quantificacdo (<LQ) (Tabela 4). De entre
0s metais presentes nos EACs, apenas 3 (Cd; Ni e Pb) constam da lista de poluentes prioritarios,
segundo a diretiva relativa a normas de qualidade ambiental no dominio da politica da agua

(2008/105/CE). Os valores de NQA-CMA encontram-se especificados na Tabela 4.
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Tabela 3. Concentracdo de PAHs presentes nos extratos aquosos de cinzas (EACs) e concentracoes
maximas admissiveis para estes compostos, de acordo com a Norma de Qualidade Ambiental (NQA-CMA)
estabelecida com base na diretiva 2008/105/CE, no que respeita as substancias prioritarias no dominio
da politica da agua, para aguas de superficie interiores. LQ - limite de quantificacéo.

PAHs N, anets de EAC (ng L?) NQA-CMA (ng L)
LQ Quantificacao

Naftaleno 2 10 <LQ N.A!
Acenaftileno 3 10 <LQ -
Acenafteno 3 10 <LQ -
Fluoreno 3 10 <LQ -
Fenantreno 3 10 30 -
Antraceno 3 10 <LQ 0,4
Fluoranteno 4 10 <LQ 1
Pireno 4 10 <LQ -
Benzo(a) Antraceno 4 10 <LQ -
Criseno 4 10 <LQ -
Benzo(b)fluoranteno 5 10 <LQ N.A
Benzo(k)fluoranteno 5 10 <LQ N.A
Benzo(a) pireno 5 10 <LQ 0,1
Indeno(1,2,3-cd) pireno 6 10 <LQ N.A
Dibenz(a,h)antraceno 5 10 <LQ -
Benzo(g,h,i)perileno 6 10 <LQ -
Soma PAHs 30

'N.A Nao aplicavel

Tabela 4. Concentracdo de metais presentes nos EACs e concentracdes maximas admissiveis para estes
compostos de acordo com a Norma de Qualidade Ambiental (NQA-CMA) estabelecida com base na
diretiva 2008/105/CE, no que respeita as substancias prioritarias no dominio da politica da dgua. LQ -
limite de quantificacao.

Metais EAC (g L) NQA-CMA (ug L)
LQ Quantificacao
Manganés 5 41 -
Cobre 5 16 -
Zinco 10 40 -
Chumbo 5 <LQ N.A
Niguel 5 6 N.A
Cromio 5 98 -
Vanadio 10 <LQ -
Arsénio 5 <LQ -
Cobalto 5 <LQ -
Cadmio 1 <LQ 1,5
Molibdénio 20 <LQ -
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A analise da concentracao de nutrientes presentes nos extratos de cinzas mostrou a presenca de

fosforo total (TP, 0,539 mg L), azoto total (TN, 2,402 mg L*) e NO,( 0,216 mg L) (Tabela 5).

Tabela 5. Concentracao total de nutri entes presentes nos extratos de cinzas

Nutrientes Concentracao (mg L?)
Fosforo total 0,539
Azoto total 2,402
NO,-N 0,216

4.2. Efeito dos extratos aquosos de cinzas na decomposicao das folhas pelos

hifomicetos aquaticos

A decomposicao microbiana da folhada de amieiro em microcosmos expostos aos extratos
aquosos de cinzas variou entre 37,7 % no controlo e 56,4% nos extratos mais concentrados
(Figura 1). O aumento gradual da concentracdo dos extratos aquosos de cinzas afetou
significativamente a decomposicdo microbiana da folhada (regressao linear, p=0,0011;

r=0,3026; y= 0,1392x-292,6) (Figura 1).

Decomposicao
de folha (%)

O T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Concentracao(%)

Figura 1. Regressao linear da percentagem de decomposicdo microbiana da folhada de amieiro em funcao da
concentracao dos extratos aquosos de cinzas. As folhas de amieiro foram colonizadas no rio Algeriz e expostas em
microcosmos aos extratos aquosos de cinzas durante 21 dias. Regressao linear (y= 0,1392x-292,6; r=0,3026;

p=0,0011). Os nimeros no eixo do XX indicam a percentagem de diluicao do extrato (100% = extrato ndo diluido).
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4.3. Efeito dos extratos aquosos de cinzas na diversidade de fungos aquaticos

Durante a experiéncia em microcosmos foram observados um total de 22 espécies de
hifomicetos aquaticos. Os taxa dominantes de fungos foram as espécies Articulospora tetracladia
e infundibura sp. A espécie Lemonniera aquatica mostrou uma maior contribuicdo para o total
de conidias produzidas nos microcosmos controlo (0%:27,3%) e no tratamento com a
concentracdo mais baixa de extrato de cinzas (5%:17,9%), diminuindo para menos de metade a
sua contribuicao para a producao de total de esporos nos tratamentos com concentracées mais
elevadas de extratos aquosos de cinzas (20% a 100%).

Tabela 6. Percentagem de contribuicdo de cada taxa de hifomicetos aquaticos para a producéao total de
conidias em folhas de amieiro colonizadas no rio Algeriz e expostas a crescentes concentracdes de

extratos aquosos de cinzas (EACs) durante 21 dias em microcosmos. 0%, sem adicdo de extrato de
cinzas; 100%, extrato nao diluido.

Espécies Concentracao EAC (%)

0 5 10 20 40 60 80 100
Alatospora pulchella Marvanova 0,3 0,1 - - - - - -
Anguillospora filiformis Greathead - 1,0 0,2 0,2 0,2 0,5 0,1
Articulospora tetracladia Ingold 51,4 59,6 54,4 420 462 455 543 59,3
Flagellospora curvula Ingold 1,3 0,3 - - 0,2 0,3 0,1 -
Flagellospora penicillioides Ingold 1,6 1,1 0,2 0,5 1,1 0,7 0,5 0,2
Flagelospora sp 23 0,8 1,9 2,8 51 2,2 5,3 1,9
Fontanospora sp 0,3 - - - - - - -
Fontanospora eccentrica R.H. Petersen

0,2 0,1 - - - -

Fontanospora fusiramosa Maronava - - - - - 0,3 - -
Fusarium sp - - 0,2 - 0,1 - - -
Geniculospora infiata (Ingold) Sv.Nilsson - - - - 0,1 - - 0,5
Heliscella stellata Ingold e Cox 2,0 0,1 0,2 0,1 - - 0,1 -
Heliscus lugdunensis Sacc. et Thérry - - 0.1 - - - - -
Infundibura sp 15,6 18,3 32,1 4753 42,7 473 23,1 30,6
Lemonniera aquatica De Wildeman 27,3 17,9 8 59 3,9 2,5 5,8 6,9
Lemonniera terrestris Tubaki 1,3 0,6 0,1 - - - - -
Lunulospora curvula Ingold 1,7 1,1 1,4 0,9 0,5 0,5 1,4 0,4
Tetrachaetum elegans Ingold - - 0,2 - 0,3 - 0,2 0,1
Tricladium chaetocladium Ingold 0,1 - - 0,2 0,4 0,2 0,3 -
Tricladium splendens Ingold - - 0,2 0,2 0,1 0,2 0,3 0,1
Triscelophorus acuminatus Ingold - - - - - - 0,4 -
Varicosporium elodeae Kegel 0,1 - 0,1 0,3 0,2 0,2 0,3 -
N° total de espécies 13 10 15 12 14 12 14 10
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4.4, Efeito dos extratos aquosos de cinzas na taxa de esporulacao de fungos

Apds 21 dias em microcosmos, a taxa de esporulacdo dos hifomicetos aquaticos variou entre
4,7x10¢ conidias g' folha DM d* no controlo (0%) e 7,7 x 10 s conidias g' folha DM d* na
concentracdo mais elevada de extrato (100%) (Figura 2). As taxas de esporulacdo dos
hifomicetos aquaticos ndo foram significativamente afetadas pelo aumento da concentracdo dos

extratos aquosos de cinzas (one-way ANOVA, p> 0,05).

2x1006

1x1006

5x10°°

Taxa de esporulacao
(conidia g''folha DM d'!)

S I T S SR

Concentracio (%)

Figura 2. Taxa de esporulacdo dos hifomicetos aquaticos associados as folhas de amieiro em decomposicao
expostas a concentracdes crescentes de extratos aquosos de cinzas. As folhas de amieiro foram colonizadas no rio

Algeriz e expostas em microcosmos aos extratos aquosos de cinzas durante 21 dias.

4.5. Efeito dos extratos aquosos de cinzas na biomassa dos fungos

A biomassa dos fungos associada as folhas de amieiro em decomposicao variou entre 62,6 mg
g folha DM no controlo (0%) e 65,5 mg g folha DM folha na concentracado correspondente a
100%. A biomassa fungica nao foi significativamente afetada pelo aumento da concentracdo de

EACs (Figura 3; one-way ANOVA, p> 0,05).
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Fungal biomass
(mg g'lfolha DM)

1501

100+

50+

DR I I X
Concentracio (%)

Figura 3.. Biomassa de fungos associada as folhas de amieiro em decomposicdo expostas a concentracdes

crescentes de extratos aquosos de cinzas. As folhas de amieiro foram colonizadas no rio Algeriz e expostas em

microcosmos aos extratos aquosos de cinzas durante 21 dias.

4.6. Efeitos das concentracoes de extratos aquosos de cinzas no consumo de

folhada pelos invertebrados detritivoros

A taxa de consumo de folha pelo invertebrado A. /igonifer durante os 7 dias de experiéncia em

microcosmos variou entre 0,07 g folha DM gtanimal DM dia *no controlo (0%) e 0,16 g folha DM

g! animal DM dia * na concentracdo correspondente a 100% (Figura 4). O aumento da

concentracdo dos extratos aquosos de cinzas afetou significativamente a taxa de consumo de

folha (regressao linear, p= 0,0017; r>= 0,3013; y=0,0007969x-76,68) (Figura 4).
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Figura 4. Taxa de consumo de folha de amieiro pelos invertebrados detritivoros expostos 7 dias em microcosmos a
diferentes concentracdes de extratos aquosos de cinzas (Regressao linear, y=0,0007969x-76,68, r= 0,3013; p=

0,0017)

23



5. Discussao

5. Discussao

Os incéndios florestais através do transporte e exportacdo de substancias piroliticas
potencialmente toxicas, como os metais e os PAHs, podem constituir uma fonte de poluicao
difusa para os ecossistemas aquaticos, comprometendo a qualidade da agua e a integridade
ecoldgica desses ecossistemas. No presente trabalho, a caracterizacdo quimica efetuada aos
extratos aquosos de cinzas (EACs) permitiu quantificar apenas um PAH, o fenantreno (30 ng L),
foi possivel quantificar estando todos os restantes PAHs abaixo do limite de quantificacdo. Uma
vez que a solubilidade dos PAHs ¢ inversamente proporcional ao seu peso molecular, os PAHs
com menor peso molecular (2-3 anéis benzénicos) como o fenantreno e o naftaleno, séo
geralmente mais sollveis comparativamente aos PAHs com maior nimero de anéis benzénicos
(4-6 anéis benzénicos) (Geffard et al., 2003). Alguns estudos demonstram que, de todos os
PAHs que atingem os cursos de agua apds os incéndios, os PAHs de menor peso molecular
predominam face aos PAHs de maior peso molecular, sendo o fenantreno um dos PAHs
presente em maior concentracéo (e.g. Olivella et al., 2006; Vila- Escalé et al., 2007). No estudo
de Campos et al. (2012), embora o benzo(a)-antraceno (BaA), com 4 anéis benzénicos, tenha
estado presente em maior concentracdo na fracdo dissolvida, é dado igualmente destaque ao
naftaleno e ao acenaftileno, ambos constituidos por 2 anéis benzénicos. No presente estudo,
todos os PAHs considerados como poluentes prioritarios segundo a Diretiva 2008/105/EC
2008, encontravam-se abaixo do limite de quantificacdo, nao representando, deste modo, um
risco para a qualidade das aguas superficiais interiores (rios e lagos). No que respeita ao
fenantreno, a concentracdo obtida neste trabalho (30 ng L) foi inferior as concentracoes
encontradas para 0 mesmo composto em rios da Grécia (Manolli et al., 2000). Também, outros
estudos em rios Europeus (e.g. Fernandes et al., 1997; Gotz et al., 1998; Olivella et al., 2006;
Vila-Escalé et al., 2007) mostraram uma concentracdo de PAHs superior a encontrada no nosso

estudo.

A analise dos dados dos metais presentes nos EACs, mostrou que o crémio (98 pg L), o zinco
(40 ug L), o manganés (41 pg L) e o cobre (16 ug L) foram os metais presentes em maior
concentracdo. Todos estes metais sdo considerados essenciais, sendo o Zn e o Cu importantes
constituintes de enzimas como a citocromo oxidase e a superdxido dismutase (Walker et al.,
1996). Num estudo onde se pretendeu simular as escorréncias, a partir de uma amostra de

cinzas colhida numa zona ardida no sul da Califérnia, foram encontradas concentracdes de
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elementos como o Cr, Mn, Zn, Pb e As <0,005 mg L * (Plumlee et al., 2007). Contudo, apds um
incéndio em Cerro Grande, no Novo México (E.U.A) algumas amostras revelaram concentracdes
consideraveis de elementos como o Mn (102 mgL?), Zn (3,6 mgL?), As (0,14 mgL?), Al (995 mg
L1), Cr (0,51 mgL) e Pb (1,2 mgLt) (Gallaher et al., 2002). Também em amostras recolhidas do
rio Buckland, apds um incéndio, foram reportados elementos como As (0,28 mg L), Cr (0,92
mg L), e Pb (0,98 mg L) (Leak et al., 2003) em concentracdes muito superiores aos obtidos

nos nossos extratos.

Comparativamente com dados da literatura (Campos et al., 2012), os EACs utilizados neste
estudo sugerem que a concentracao de PAHs presentes era substancialmente inferior a obtida
em escorréncias que ocorrem naturalmente apds incéndios florestais. Deste modo, podemos
inferir que a quantidade de cinzas bem como as diluicoes efetuadas que utilizamos para
preparacao dos EACs podem ter resultado numa quantidade de substancias piroliticas inferior ao
que seria de esperar em escorréncias que ocorrem naturalmente apos incéndio. Além disso,
devido a baixa solubilidade dos PAHs em agua, o método de agitacdo a que foram submetidos
0s extratos podera ter levado a uma menor dissolucao destes componentes na agua, atenuando

0s possiveis efeitos adversos dos PAHs e dos metais presentes nas cinzas.

A quantificacao de nutrientes nos EACs usados no nosso estudo revelou uma concentracao de
fosforo total (TP) de 0,539 mg L, de azoto total (TN) de 2,402 mg L' e de nitratos (NO,)de
0,216 mg L. Apdés um incéndio, a concentracdo destes nutrientes na agua pode variar
consideravelmente. No que concerne ao contributo dos incéndios para a concentracdo de
nutrientes na agua, é referido que os valores de TP e de TN podem aumentar entre 5-60 vezes
alguns dias apds incéndio (Spencer e Hauer, 1991). Segundo estes autores, foram registados
valores maximos de TP de 0,21 mg Lt, de TN de 0,35 mg L* e de NO, de 0,06 mg L* como
consequéncia do incéndio. Ja Leak et al. (2003), 3 meses apds a ocorréncia de um incéndio em
Virginia, encontraram valores maximos de TN de 410 mg L e de TP de 110 mg L registados no

rio Buckland.

No presente estudo, os EACs ndo pareceram ser tdxicos para microrganismos decompositores e
0 aumento da concentracdo dos compostos nos EACs estimulou a decomposicao da folhada por
parte dos microrganismos. Estes resultados foram opostos ao verificado por Campos et al.
(2012), onde as escorréncias provenientes de areas ardidas causaram toxicidade em

organismos de niveis tréficos distintos. Comparando os perfis de PAHs dos nossos EACs e das
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escorréncias usadas nos ensaios ecotoxicologicos por Campos et al. (2012), algumas diferencas
sao verificadas, nomeadamente na composicao de PAHs. Nos EACs utilizados no nosso estudo,
apenas foi detetada a presenca de fenantreno, enquanto nas escorréncias provenientes de areas
ardidas foram detetados 5 PAHs (3190 ng L) na fase dissolvida, e 8 PAHs ( )1,104 ng L *) na
fase particulada, sendo os PAHs dominantes o benzo(a) antraceno, o naftaleno, e o acenaftileno
(Campos et al.,, 2012)). Estas diferencas na concentracdo e na composicdo em PAHs,
nomeadamente a presenca de Naftaleno, podem estar na origem da diferenca de toxicidade
observada entre os dois estudos, uma vez que o Naftaleno, um PAH de baixo peso molecular (2
anéis benzénicos), e portanto mais soluvel em agua, tende a produzir efeitos tdxicos mais
acentuados, pois esta mais biodisponivel para os organismos (Campos et al., 2012; Kayal e
Connel, 1995). Além disso, alguns estudos demonstram que os nutrientes presentes na agua,
mesmo a elevadas concentracdes, podem estimular a decomposicdo microbiana da folhada
(Gulis e Suberkropp 2003; Niyogi et al., 2003). Deste modo, as concentracdes de fosforo (P) e
azoto (N) presentes nos EACs podem ter estimulado a decomposicdo da folhada por parte dos
microrganismos. Alguns estudos sugerem que certas espécies de hifomicetes aquaticos séo
capazes de tolerar altas concentracdes de metais, nomeadamente cadmio (Guimardes-Soares et
al., 2007), e PAHs (Moreirinha et al., 2011), bem como metabolizar PAHs (Augustin et al.,
2006). Apesar dos contaminantes que entram nos rios como os metais e os PAHs poderem
ocorrer simultaneamente, poucos estudos consideram o efeito interativo destes dois tipos de
contaminantes. Num estudo onde foram testados os efeitos de misturas de cadmio e fenantreno
no processo de decomposicdo da folhada por microrganismos, verificou-se que houve um
aumento da inibicdo da biomassa de fungos, bem como uma diminuicdo da diversidade de
hifomicetes aquaticos nos tratamentos com misturas dos dois tdxicos, sugerindo que a presenca
do fenantreno acentua os efeitos negativos do cadmio na diversidade e atividade dos fungos
aquaticos decompositores (Moreirinha et al., 2011). Em contraste com esta evidéncia, Gust e
Fleeger (2006) verificaram que o fenantreno diminui a toxicidade do Cd (efeito antagonista) na
taxa de alimentacéo da oligoqueta /yodrilus templetoni. Apesar dos efeitos que estes compostos
podem ter nos organismos, as concentracdes de PAHs e metais usadas nos trabalhos acima
descritos foram bastante superiores aos valores presentes nos EACs usados no nosso estudo.
Além disso, alguns estudos demonstram que pequenas doses (0,015-1,5 mg L) de metais como
o Cd, podem acelerar a decomposicdo dos detritos vegetais pelos microrganismos (Batista et al.,

2012) bem como estimular a reproducdo e o crescimento de alguns organismos, como 0s

26



5. Discussao

caracois aquaticos (Lefcort et al., 2008) e as bactérias aquaticas luminescentes (Shen et al.,
2009).

As taxas de esporulacédo dos fungos associados a folhada nao foram afetadas significativamente
pela exposicdo aos EACs usados no presente estudo, embora um ligeiro aumento da taxa de
esporulacao tenha sido observado na concentracdo mais elevada de EAC. Apesar dos resultados
de outros estudos indicarem que as taxas de esporulacdo dos hifomicetos aquaticos sao
bastante sensiveis a diferentes stressores, como os metais e os PAHs (Duarte et al,. 2008,
Moreirinha et al., 2011), no nosso caso, as concentracdes do fenantreno e dos metais presentes
nos EACs pareceram nao ter sido suficientes para induzir mudancas significativas nas taxas de
esporulacdo dos hifomicetos aquaticos e, portanto, ndo comprometeram a sua reproducao. Além
disso, alguns metais, como o zinco, podem, em pequenas doses, estimular a producéao de
conidias por parte dos hifomicetos aquaticos (Duarte et al., 2004). A contribuicdo relativa das
espécies de hifomicetos aquaticos para a producdo total de conidias ndo variou
significativamente com a concentracdo de EACs. No entanto, verificou-se que a espécie
Infundibura sp aumentou a sua contribuicdo para quase o dobro entre o controlo e a
concentracdo maxima de EAC, e que a espécie Lemonniera aquatica diminuiu a sua contribuicao

para cerca de 1/3 entre o controlo e as concentracdes mais elevadas de EACs.

A producao de biomassa de fungos na folhada em decomposicao, nao foi afetada pela exposicéo
as diferentes concentracoes de EACs. Estes resultados vao ao encontro dos observados por Earl
e Blinn (2003) em que a producdao de biomassa associada as comunidades de
macroinvertebrados nao foi significativamente afetada pelas cinzas provenientes de areas
ardidas. Alguns estudos demonstram que algumas espécies de hifomicetos aquaticos parecem
ser tolerantes a metais. A exposicdo a metais, como o zinco ou o cadmio (< 1,2 mg L) nao
afetaram significativamente a producdo de biomassa de fungos associados a folhada em
decomposicao (Duarte et al., 2004; Moreirinha et al., 2011). Além disso, os fungos parecem ser
menos sensiveis aos metais do que as bactérias, como verificado pelos efeitos na biomassa
produzida por estes microrganismos quando associados a folhas em decomposicdo (Duarte et

al., 2008).

As folhas de amieiro sdo altamente nutritivas, e o seu valor nutritivo aumenta ainda mais apos
colonizacao pelos hifomicetos aquaticos (Graca, 2001). Efetivamente, os microrganismos

aumentam a palatabilidade da folhada para os invertebrados detritivoros. No nosso estudo, a
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taxa de decomposicao da folhada pelos invertebrados detritivoros da espécie Allogamus ligonifer
foi estimulada pelo aumento da concentracao de EACs, o que seria de esperar, uma vez que a
decomposicao microbiana também foi estimulada pelo aumento da concentracdo de EACs. Os
nossos resultados sugerem que mesmo nas concentracdes mais elevadas, 0os microrganismos
foram capazes de promover a palatabilidade das folhas para o invertebrado A. /igonifer. Além
disso, a presenca de nutrientes nos EACs pode ter atenuado os possiveis efeitos toxicos dos

PAHs e dos metais, como verificado por Campos et al. (2012).
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6. Consideracaoes finais

A exposicao aos extratos aquosos de cinzas (EACs) utilizados neste trabalho estimulou a
decomposicao microbiana da folhada, bem como a taxa de consumo foliar pelo invertebrado
detritivoro A. /igonifer. Contudo, as taxas de esporulacdo dos hifomicetos aquaticos e a biomassa
de fungos associados a folhada nédo foram afetadas pela exposicdo aos EACs. A analise quimica
efetuada aos EACs utilizados neste trabalho, revelou a presenca de apenas um PAH, o
fenantreno, e de alguns metais como Cr, Zn, Mn e Cu. Comparativamente aos dados da
literatura para escorréncias provenientes de areas ardidas e que causam toxicidade a algumas
espécies aquaticas (Campos et al., 2012), a composicdo e a concentracdo em PAHs nos EACs
usados neste trabalho foi notavelmente inferior. Além disso, a presenca de metais essenciais em
baixas concentracées bem como de nutrientes limitantes como P e N poderéo ter contribuido
para 0 aumento da atividade dos microrganismos e, portanto, para uma maior decomposicao da
folha. Aliado a este estimulo da atividade decompositora microbiana, o aumento da

palatabilidade das folhas assegurou um maior consumo por parte dos invertebrados detritivoros.

Sera importante salientar que a utilizacdo de EACs visou mimetizar as escorréncias provenientes
de areas ardidas. Neste sentido, ainda que as cinzas utilizadas para preparacao dos extratos
tenham sido de origem natural, a quantidade de cinzas utilizada no presente estudo, e o0 modo
de preparacao dos EACs, podera nao reproduzir a composicao e concentracao dos compostos
presentes nas escorréncias que ocorrem naturalmente nos rios. Uma vez que no ambiente
natural a concentracao de cinzas esta dependente de varios fatores, torna-se dificil avaliar qual a
quantidade de cinzas a utilizar de modo a melhor mimetizar as escorréncias provenientes de
areas ardidas. Nao obstante, podemos inferir que as concentracdes de cinzas utilizadas na
preparacao dos nossos EACs possam ter resultado numa concentracao de substancias piroliticas
(PAHs e metais) muito inferior ao que seria de esperar em rios sob influéncia de areas ardidas.
Além disso, as respostas dos organismos a exposicdo aos EACs devem ser interpretados com
cuidado pois & importante considerar que todos os ensaios foram realizados em condicdes
laboratoriais controladas. Assim, deveremos ter em conta que todos os fatores bidticos e
abidticos que exercem a sua influéncia num ambiente natural, podem levar a respostas

diferentes daquelas descritas neste estudo.
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