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RESUMO

Novelli, A. Efeito do Vertimec® 18CE e de seu principio ativo, a abamectina, em
ambiente aquético: uma analise laboratorial e in situ. Tese (Doutorado) — Escola de
Engenharia de Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, So Carlos, SP, Brasil, 2010.

O Vertimec® 18CE, cujo principio ativo é a abamectina, tem sido comercializado no Brasil
desde 1994 como acaricida, inseticida e nematicida em fruticulturas, horticulturas e plantas
ornamentais; mas, apesar da ampla utilizacdo e de sua classificacdo toxicologica como
medianamente toxica, é considerado muito perigoso ao meio ambiente, altamente persistente e
extremamente toxico para microcrustdceos e peixes. Considerando essa periculosidade
ambiental, objetivou-se nesse estudo avaliar os efeitos diretos e indiretos do agrotoxico
Vertimec® 18CE nos ecossistemas aquaticos por meio de estudos experimentais laboratoriais
e in situ, contemplando diferentes etapas. Na Etapa 1 foram realizados experimentos de
campo associados aos testes laboratoriais, avaliando se a agua de escorrimento superficial
(decorrente da precipitacdo de 19 mm em solo contaminado com Vertimec® 18CE, em
concentracdo de 0,125 litros de calda m? recomendada para culturas de morango)
ocasionava toxicidade aos organismos-teste Daphnia similis, Ceriodaphnia dubia,
Chironomus xanthus e Danio rerio. Na Etapa 2 procurou-se avaliar a influéncia do agrotoxico
Vertimec® 18CE  na composicdo e densidade da comunidade zooplanctonica em
experimentos in situ (mesocosmos). Para tanto, utilizou-se a agua do escorrimento superficial,
a qual foi transferida para as unidades experimentais, nos seguintes tratamentos: 1) controle
dos mesocosmos - C; 2) runoff ndo contaminado - RNC, com 4gua de escorrimento do solo
ndo contaminado; 3) runoff contaminado - RC, com agua de escorrimento do solo
contaminado com o Vertimec® 18CE, 4) aplicacdo direta do Vertimec® 18CE - V e 5)
amostras coletadas aleatoriamente para verificar se houve contaminacao entre 0s mesocosmos
- A. A Etapa 3 incluiu a determinacéo da faixa de sensibilidade dos organismos-teste Daphnia
similis, Chironomus xanthus e Danio rerio a abamectina (ingrediente ativo). Os resultados
obtidos demonstraram toxicidade do Vertimec® 18CE, associado ao runoff, a todos os
organismos-teste, sendo C. dubia a mais sensivel, com toxicidade cronica ocorrendo na maior
diluicdo da amostra (3,125%). Com relacdo aos resultados da Etapa 2 verificou-se que o
Vertimec® 18CE, associado ao runoff e adicionado diretamente nos mesocosmos, causou
alteracdes na composicdo e densidade da comunidade zooplanctdnica, sendo observado
efeitos deletérios especialmente para Copepoda e Cladocera, com menores efeitos sobre
Rotifera. Os resultados obtidos na Etapa 3 demonstraram que a abamectina é altamente toxica
em concentragBes muito baixas, obtendo-se valores de CEsp, 48 h para D similis de 5,1 ng L™;
CLso, 96 h para C. xanthus de 2,67 ug Lt e CLg, 48 h para Danio rerio de 33 ug L. Diante
do exposto, conclui-se que o agrotéxico Vertimec® 18CE e o seu principio ativo, a
abamectina, causaram toxicidade em baixas concentracdes para 0S organismos aquaticos
avaliados neste estudo, o que sugere a adogcdo de medidas mais restritivas para 0 uso desse
agrotoxico.

Palavras-chave: Vertimec® 18CE, abamectina, ecotoxicologia aquatica, mesocosmos e
comunidade zooplancténica.



ABSTRACT

Novelli, A. Effects of Vertimec® 18EC and its active ingredient, abamectin, in the
aquatic environment: laboratory and in situ analyses. Thesis (Doctorate/PhD) — Escola de
Engenharia de Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, SP, Brazil, 2010.

The Vertimec® 18EC, whose active ingredient is abamectin, has been commercialized in
Brazil since 1994 as acaricide, insecticide and nematicide on fruit and vegetal crops and
ornamental plants. Despite its widespread use and toxic classification as moderately
hazardous, it is considered very dangerous to the environment, highly persistent and highly
toxic to fish and microcrustaceans. In this context, the present study aimed to evaluate the
direct and indirect effects of Vertimec® 18EC in aquatic ecosystems through experimental
laboratory and in situ studies, comprising different steps. In Step 1, field experiments were
performed associated to laboratory tests, evaluating if the runoff (from the precipitation of 19
mm in Vertimec® 18EC contaminated soil, in a concentration of 0.125 L m™, recommended
for strawberry crops) caused toxicity to test organisms Daphnia similis, Ceriodaphnia dubia,
Chironomus xanthus and Danio rerio. In Step 2 the effect of Vertimec® 18EC on the
composition and density of zooplankton were evaluated by in situ experiments (mesocosms).
Therefore, runoff water was transferred to the experimental units in the following treatments:
1) control of the mesocosm - C; 2) uncontaminated runoff - UC, runoff from the
uncontaminated soil); 3) contaminated runoff - CR, runoff from the soil contaminated with
Vertimec® 18EC; 4) direct application of Vertimec® 18EC - V; and 5) random sampling in
order to verify crossed contamination among the mesocosms - A. Step 3 comprised
determination of the sensitivity range of test organisms Daphnia similis, Chironomus xanthus
and Danio rerio to abamectin (active ingredient). Results obtained displayed Vertimec® 18EC
toxicity associated to runoff to all test organisms, with C. dubia being the most sensitive, with
chronic toxicity occurring at a higher sample dilution (3.125 %). Concerning the results for
Step 2, it was verified that Vertimec® 18EC associated with runoff and added directly into the
mesocosms caused changes in the composition and density of zooplankton with deleterious
effects especially to Copepoda and Cladocera with less effects to Rotifera. The results
obtained for Step 3 showed that abamectin is highly toxic to aquatic organisms, even at low
concentrations, yielding 48 h ECs values for D. similis of 5.1 ng L™, 96 h LCs for C. xanthus
of 2.67 ug L and 48 h LCs, for Danio rerio of 33 ug L. In this context, it was verified that
Vertimec® 18EC and its active ingredient, abamectin, caused toxicity to the test organisms
evaluated in this study in low concentrations, what demands restrictive measurements for the
use of this pesticide.

Key-words: Vertimec® 18EC, abamectin, aquatic ecotoxicology, mesocosms and
zooplankton.
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Efeito do Vertimec® 18CE e de seu principio ativo, a abamectina, em ambiente aqudtico: uma andlise laboratorial e in situ 1

Estruturacéo da tese

Esta tese é apresentada na forma de capitulos, os quais foram redigidos contemplando
os itens Resumo, Introdugdo, Metodologia, Resultados, Discussdo e Referéncias
Bibliograficas, além da insercdo de apéndices e/ou anexos, quando necessarios para uma
melhor compreenséo dos resultados obtidos e da discusséo realizada.

Assim, além de um capitulo inicial no qual se contextualizou a pesquisa, discorrendo
de forma ampla sobre os agrotoxicos (defini¢do, processos, interacdes, usos e efeitos toxicos)
e a ecotoxicologia, foram elaborados mais cinco capitulos, os quais estdo ordenados em
funcdo do periodo de desenvolvimento das diferentes etapas da pesquisa, conforme descrito
abaixo:

Capitulo 1 - Efeito do Vertimec® 18CE em organismos aquéaticos zooplanctonicos
e bentdnicos — neste capitulo procurou-se descrever os resultados obtidos na primeira etapa
da pesquisa, na qual foram realizados experimentos laboratoriais para avaliar os efeitos do
escorrimento superficial de culturas agricolas, tratadas com o agrotoxico Vertimec® 18CE,
sobre os organismos-teste Daphnia similis, Ceriodaphnia dubia e Chironomus xanthus.

Capitulo 2 — Andlise da sobrevivéncia, do crescimento e das alteracdes
histoldgicas de juvenis de Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae) expostos aos residuos
de Vertimec® 18CE — neste capitulo objetivou-se determinar os possiveis efeitos na
sobrevivéncia, crescimento e alteracbes morfoldgicas das branquias de juvenis de Danio rerio

mediante exposicao a dgua de escorrimento superficial contaminada ou ndo com o agrotoxico.

Capitulo 3 — Estudos de campo e laboratorio para avaliar o efeito dos residuos de
Vertimec® 18CE em Daphnia similis — a abordagem dessa segunda etapa da pesquisa foi
centrada na avaliacdo dos efeitos de toxicidade das amostras de agua provenientes dos
mesocosmos, aos quais foram aplicados diferentes tratamentos (runoff contaminado, runoff
ndo contaminado, adicdo direta do contaminante, controle dos mesocosmos e controle

aleatorio).

Capitulo 4 — Alteracgdes estruturais e funcionais de sistemas aquaticos ap6s adi¢ao
do agrotéxico Vertimec® 18CE, com énfase na comunidade zooplanctdnica - a partir de

experimentos in situ (mesocosmos) e da utilizacdo da agua de escorrimento superficial
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provenientes de areas contaminadas ou ndo, procurou-se, nesta etapa da pesquisa, avaliar 0s
riscos potenciais do uso desse agrotoxico na estrutura e funcionamento de ecossistemas
aquaticos, com énfase nas respostas estruturais (composicdo e densidade) da comunidade

zooplancténica.

Capitulo 5 - Efeito da abamectina em Daphnia similis, Chironomus xanthus e
Danio rerio — considerando que o agrotoxico em questdo contém diversos outros compostos
associados, procurou-se na ultima etapa da pesquisa avaliar somente a toxicidade da
abamectina, principio ativo de Vertimec® 18CE, por meio da determinacdo da faixa de
sensibilidade dos organismos-teste Daphnia similis, Chironomus xanthus e Danio rerio.

A fim de propiciar uma melhor compreensdo da pesquisa apresenta-se, na Figura 1,
um fluxograma com todas as etapas desenvolvidas, as quais contribuiram para testar a

hipotese e atender aos objetivos da pesquisa.

Anélise do efeito do Vertimec® 18CE e Abamectina
em ecossistemas aquaticos

Atividades pré-campo e laboratorio

Experimento em campo Teste de sensibilidade com os Experimento em campo

“Runoff ” diferentes organismos aquéticos “Runoff x Mesocosmos”

(Etapa 1) a Abamectina (i.a.) (Etapa 2)

(Etapa 3)
— Compartimento Compartimento
Testes de toxicidade com os biético (comunidade abidtico (anélises
diferentes organismos zooplancténica) limnolGgicas)
aquaticos expostos as amostras
do runoff

Aspectos estruturais
(composicao e densidade)

Anéalise dos dados

Figura 1. Fluxograma resumido das etapas desenvolvidas neste estudo. (i.a.: ingrediente ativo).
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Contextualizacgao e justificativa da pesquisa

1. Agrotdxicos
1.1. Definicéo

Agrotoxicos, defensivos agricolas, praguicidas, pesticidas e até biocidas s&o
denominacdes dadas a substancias quimicas, naturais ou sintéticas, destinadas a matar,
controlar ou combater de algum modo as pragas, ou no sentido mais amplo, tudo aquilo que
ataca, lesa ou transmite enfermidade as plantas, aos animais e ao homem (ZAMBRONE,
1986).

Tdo extensa quanto a lista de efeitos nocivos dos agrotdxicos aos ecossistemas e a
salde humana é a discussdo sobre a nomenclatura correta dessa gama de produtos. A
legislacdo brasileira, até a Constituicdo de 1988 (publicada em 1989), tratava esse grupo de
produtos quimicos por defensivos agricolas, denominagdo que, pelo seu prdprio significado,
excluia todos os agentes utilizados nas campanhas sanitarias urbanas. Fazia parte da portaria
3.214 de 1978, que aprova as Normas Regulamentadoras (NRs) relativas a Seguranca e
Medicina do Trabalho, especificamente da Norma Regulamentadora Rural n®5 (NRR 5), que
trata da utilizacdo de produtos quimicos no trabalho rural. A mesma Norma, alterada durante
0 processo Constituinte, passa a tratar esse grupo de produtos quimicos, a partir da data de sua
promulgacdo, por agrotéxicos (PERES; MOREIRA e DUBOIS, 2003). Assim, a NRR 5
acompanha a mencionada Lei Federal * e define os agrotdxicos como sendo “as substancias,
ou mistura de substancias, de natureza quimica quando destinadas a prevenir, destruir ou
repelir direta ou indiretamente, qualquer forma de agente patogénico ou de vida animal ou
vegetal, que seja nociva as plantas e animais Uteis, seus produtos e subprodutos ao homem”.

Dessa forma, optou-se por adotar a denominacgdo utilizada pela legislagéo brasileira
“agrotoxicos” e também porque, segundo Peres, Moreira e Dubois (2003), esse termo engloba
0 maior numero de caracteristicas necessarias a descri¢cdo das substancias que formam tal

universo.

1.1.1. Agrotoxicos, ambiente e satde: uma introducéo ao tema

A larga utilizacdo de agrotoxicos no processo de producdo agropecudria, entre outras
aplicacdes, tem trazido uma série de transtornos e modificacdes para o ambiente, seja pela

contaminagdo das comunidades de seres vivos que o compdem, seja pela acumulagdo nos

! Lei Federal n°7.802 de 1989, atualmente regulamentada pelo Decreto 4.074 de 4 de janeiro de 2002.
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segmentos bidticos e abidticos dos ecossistemas (biota, ar, solo, sedimentos, etc) (PERES;
MOREIRA e DUBOIS, 2003).

Muitos agricultores consideram o uso de agrotdxicos como sendo absolutamente
essencial e varios sdo os argumentos usados em seu favor, como, por exemplo, 0 aumento na
producéo agricola, na producdo de carne e leite na pecuaria, na diminui¢do das perdas de
alimentos armazenados e na erradicacdo de vetores de doengas, entre outros (DORES e DE-
LAMONICA-FREIRE, 1999). Infelizmente, tais substancias, ainda que empregadas de modo
correto, podem causar problemas de ordem ecoldgica ou de satude publica.

Os beneficios dos agrotoxicos no sentido de garantir a produgdo de colheitas
crescentes a um custo razodvel sdo questionaveis. Pois, com 0 aumento do uso desses
produtos, aumentam também as preocupacdes com a contaminacéo de solo e agua, bem como
seus efeitos sobre seres humanos e animais.

De um modo geral, o consumo desses agentes no meio rural decresce na ordem
herbicidas > inseticidas > fungicidas, sendo que outros grupos importantes compreendem os
rodenticidas, acaricidas, nematicidas, molusquicidas e fumigantes. Embora os herbicidas
sejam mais utilizados, a toxicidade deste grupo de substancias, em geral, é inferior a dos
inseticidas (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 1990). Estes englobam
compostos quimicamente diferenciados (ALMEIDA, 2002), conforme descrito abaixo:

» |nseticidas: organofosforados, carbamatos, organoclorados e piretroides;
» Fungicidas: etileno-bis-ditiocarbamatos, trifenil estanicos, captan, hexaclorobenzeno;
= Herbicidas: glifosato, pentaclorofenol, dinitrofendis, derivados do acido fenoxiacético

e bipiridilicos.

A toxicidade aguda dos agrotdxicos € um dos principais fatores utilizados na
classificacdo, controle e uso destes produtos. Atualmente os agrotoxicos sdo classificados
guanto a periculosidade ambiental, em classes que variam de | a IV: produtos impeditivos de
obtencdo de registro, produtos altamente perigosos ao meio ambiente (Classe I); produtos
muito perigosos ao meio ambiente (Classe I1); produtos perigosos ao meio ambiente (Classe
I11); e produtos pouco perigosos ao meio ambiente (Classe 1V).

A Classificagdo dos agrotoxicos em funcdo dos efeitos a saude, decorrentes da
exposicdo humana a esses agentes, pode resultar em diferentes classes toxicologicas. Essa
classificacdo obedece ao resultado de testes ou estudos realizados em laboratorio, que tentam
estabelecer a dosagem letal (DL) do agrotoxico em 50% dos animais utilizados naquela
concentra¢do. Um resumo da classificacdo dos agrotoxicos relacionando a sua DL50 ao grau

de toxicidade destes compostos é apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1. Classificagdo dos agrotoxicos no Brasil, seqgundo WHO (1990).

Faixa colorida

Classes Grupos DL50 Dose capaz de matar uma pessoa
| Extremamente toxicos <5mgKg* 1 pitada; algumas gotas
1l Altamente téxicos 5-50 mg Kg* Algumas gotas — 1 colher de cha

1] Medianamente toxicos ~ 50-500 mg Kg? 1 colher de cha — 2 colheres de sopa
v Poucos tdxicos 500-5000 mg Kg* 2 colheres de sopa — 1 copo

Muito pouco toxicos > 5000 mg Kg* 1 copo — 1 litro

Vermelha
Amarela
Azul

Verde

1.1.2. Processos que envolvem os agrotoxicos no ambiente

Muitos processos influenciam a persisténcia e mobilidade dos agrotdxicos no
ambiente. As interacGes dos agrotéxicos com o solo, aguas superficiais e subterraneas sao
complexas e controladas por processos fisicos, quimicos e biolégicos que ocorrem

simultaneamente (GRAVILESCU, 2005).

Os agrotoxicos podem chegar ao ambiente aquatico por diversas maneiras, envolvendo
desde o escoamento superficial em areas utilizadas na agropecuaria, descarga de efluentes
industriais de manufatura de agrotéxicos e de esgoto municipal, até a aplicacdo direta para o
controle de macrofitas e insetos (ZAMBRONE, 1986). Além disso, os agrotdxicos podem

alcancar a atmosfera e serem precipitados e/ou carreados/lixiviados para 0s ecossistemas

aquéticos, como demonstrado na Figura 2.
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contaminagdao por chuva Ag rotoxico contaminagdao por chuva
e também aplicacao e também aplicacéo
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Vertebrados—» Humanos

translocagao / A

Invertebrados

l T alimento esgoto
\A 4 \A 4

SOLO

Agricola
\ '

agua

escoamento plancton

“Xivm invertebrados aquaticos —ppeixes
Sedimento h

Figura 2. Transporte de agrotoxico no ambiente. Fonte: Modificado de Gravilescu (2005).

Dependendo da forma de aplicacdo, o agrotoxico usado na agricultura terd diferentes
destinos. A forma mais comum é a aplicacdo direta no solo, ou seja, a pulverizagcdo. Um dos
grandes problemas da pulverizacdo é o fato de que 99,8% do ingrediente ativo sdo
desperdicados (CHAIN, 1995). Segundo Pimentel (1991), em revisdo sobre a quantidade de
agrotoxicos aplicados, estima-se que uma por¢cdo menor que 0,3% do produto atinja 0s
organismos-alvo. No entanto, a relativa concentragdo de agrotoxico que percorre as diferentes
rotas no ambiente é bem controversa. De acordo com Plimmer (1992), a probabilidade de
perda por runoff € menor que 5%, e por percolacdo chega ser menor que 1%, enquanto a
volatilizagdo pode variar de 40 a 80%. Ainda segundo o autor, essas perdas estdo diretamente
relacionadas com as caracteristicas fisicas e quimicas do agrotéxico, bem como as do
ambiente. No entanto, Gravilescu (2005) acredita que as perdas da area-alvo sdo menores,

como demonstrado na Figura 3.
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100% da quantidade aplicada

45% na area-alvo

30% fora da area-akva;
deriva e mé aplicacdo

aminado da
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Figura 3. Distribuicdo dos agrotoxicos nas areas-alvo e ndo-alvo. Fonte: modificado de Gravilescu
(2005).

Independente das concentracdes que chegam a determinados ecossistemas, é esperado
que se produza efeitos negativos em espécies, comunidades ou no ecossistema, dado que o
uso destes compostos pela agricultura expde organismos, recursos naturais e seres humanos.

Quando a molécula de um determinado agrotéxico é aplicada no meio ambiente,
independentemente da forma com que for realizada essa aplicagdo, na maioria dos casos
atinge o solo. No solo, a molécula pode seguir diferentes rotas, isto é, pode ser retida pelos
coldides minerais e organicos e, a partir dai, passar para formas indisponiveis, ou ser
novamente liberada a solugdo do solo, processo conhecido como dessor¢do. A molécula
também pode ser transformada em outras, chamadas de produtos de transformacdo ou
metabolitos. O ponto final dessa transformacédo, para varias moléculas de agrotoxicos, € a
mineralizacdo a CO,, H,O e ions minerais, o que se da, geralmente, via microorganismos. Se
a molécula se encontra na solucdo do solo, ela pode ser absorvida pelas raizes das plantas, ser
lixiviada para camadas subsuperficiais do perfil do solo, sofrer escoamento superficial ou ser
volatilizada. Tudo isso ocorre no solo simultaneamente, em intensidades diferentes, e depende
das propriedades fisico-quimicas da molécula, das propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas
do solo e das condi¢Ges meteorologicas, constituindo um processo extremamente dinamico
(LAVORENTI, 1996).

O escoamento superficial, por outro lado, favorece a contaminacdo das aguas
superficiais, com o0s agrotoxicos sendo carreados e adsorvidos as particulas do solo erodido ou
em solucdo. Ja a lixiviacdo dos agrotoxicos através do solo agricola tende a resultar em
contaminacdo das &guas subterraneas e, neste caso, 0s produtos sdo carreados em solucao

juntamente com agua que alimenta os aquiferos. Esses processos concorrentes dependem das
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préaticas agricolas, das propriedades dos agrotdxicos, da precipitacdo pluviométrica, das
caracteristicas fisicas e quimicas do solo e da declividade do terreno. Em termos gerais é
possivel generalizar a tendéncia principal de movimento de um agrotdxico, tendo-se em
mente 0s processos de escoamento superficial e lixiviacdo, e a conseqiiente contaminacao das
aguas superficiais e subterraneas, de acordo com as caracteristicas predominantes dos solos
(SPADOTTO; GOMES e RODRIGUES, 1998).

Neste sentido, Filizola et al. (2002) realizaram um estudo com o objetivo de monitorar
e avaliar a possivel contaminacdo de agrotdxicos provocada pela atividade agricola em aguas
superficial e subterranea na regido de Guaira (SP). Os resultados indicaram que ndo houve
contaminacdo da &gua subterranea, mas que ocasionalmente houve uma contaminacéo direta
das aguas de superficie. A grande espessura dos Latossolos (textura argilosa e a grande
capacidade de armazenamento de agua) foi apontada pelos autores como 0s principais
motivos pelos quais a presenca das moléculas ndo foi constatada na dgua subterranea.

Os solos com horizonte B latossolico sdo geralmente profundos e bem drenados,
apresentando boa agregacdo de particulas e argilas de baixa atividade (capacidade de troca
catibnica - CTC), o que favorece o processo de lixiviagdo dos agrotoxicos até as aguas
subterraneas. Porém, os solos com horizonte B textural, geralmente sdo pouco profundos e
relativamente drenados ou mal drenados, com argila de alta atividade, favorecendo a adsorcéao
dos agrotéxicos as camadas superficiais do solo. Tais solos tendem a favorecer a
contaminacdo das &guas superficiais mediante a ocorréncia de erosdo e escorrimento
superficial, carreando os agrotoxicos (OLIVEIRA; JACOMINE e CAMARGO 1992).

Cada agrotoxico, em virtude do tipo e nimero de atomos que o compde e do seu
arranjo estrutural, possui uma série especifica de propriedades fisicas e quimicas. As
principais propriedades fisicas e quimicas relacionadas a seu comportamento ambiental sao:
solubilidade em &gua (Sw), pressdo de vapor (P), coeficiente de particdo n-octanol-agua
(Kow), constante de ionizacdo acido (pKa) ou base (pKb), constante da lei de Henry (KH) e a
reatividade ou meia vida (T1/2). Essas propriedades sd&o normalmente determinadas em

laboratorio, sob condic¢des controladas e por métodos conhecidos (DEUBER, 1992).

1.1.3. Caracteristicas ambientais que interferem na dinamica dos agrotdxicos

Segundo Dores e De-Lamonica-Freire (1999), dentre as caracteristicas ambientais que
mais influenciam a dindmica dos agrotéxicos podem ser citados o clima (temperatura

ambiente, pluviosidade, intensidade de luz solar e ventos), as propriedades fisicas e quimicas
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do solo (teor de matéria orgénica e argila, pH, umidade), a atividade microbioldgica, a
compactacao e a cobertura vegetal. No meio aquéatico sdo importantes o pH, potencial de oxi-
reducdo, &cidos humicos dissolvidos e particulados em suspensao, dentre outros. Além das
caracteristicas anteriores, a topografia da regido também deve ser considerada.

Altas temperaturas, por exemplo, favorecem a volatilizacdo e dessorcdo dos
compostos das particulas do solo. Nas regiGes tropicais, a radiacdo solar e as altas
temperaturas podem favorecer a remoc¢do dos organoclorados do ambiente ao gerar
volatilizacdo e degradacdo (AMATO; TORRES e MALM, 2002). As chuvas podem provocar
a deposicdo dos produtos presentes na atmosfera e causar o carreamento superficial quando os
solos estdo saturados ou a percolacao pela penetracdo da dgua da chuva.

A topografia do terreno, associada a forma de manejo do solo (como terraceamento,
curvas de nivel e aracdo), também influenciam o carreamento superficial dos agrotoxicos, seja
em solugéo ou adsorvido ao particulado (DORES e DE-LAMONICA-FREIRE, 1999).

A composicdo do solo em termos de porcentagem de matéria organica, argila e areia
afeta a quantidade de agrotdxico adsorvido ou dissolvido nele. Segundo Gravilescu (2005),
solo rico em matéria organica ou argila tem capacidade de adsor¢do maior que solo arenoso
pelo fato de possuir maior nimero de sitios de ligacdo para as moléculas de agrotdxicos.

A umidade do solo é outro fator importante na adsor¢do do agrotdxico as suas
particulas. Solos Umidos tendem a adsorver menos agrotéxicos do que solos secos, uma vez
gue as moléculas de &gua competem com o0s agrotoxicos por sitios de ligacdo
(GRAVILESCU, 2005).

As caracteristicas fisicas e quimicas dos ambientes aquaticos determinam a
probabilidade de degradacéo de determinado composto e/ou seu destino neste ecossistema. O
pH da &gua, por exemplo, pode influenciar a decomposi¢édo de agrotdxicos.

Os processos aos quais determinado agrotdxico pode sofrer quando se encontra num

ambiente aquético sdo ilustrados na Figura 4.
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Figura 4. Movimento dos agrotdxicos no ambiente aquatico. Fonte: Modificado de Schnoor (1992).

1.1.4. Acao dos agrotdxicos sobre os organismos

Uma vez no ambiente aquéatico os agrotoxicos podem sofrer uma série de interacdes,
porém as mais importantes envolvem a matéria em suspensdo e o sedimento de fundo. A
natureza destas interacdes dependerd da solubilidade dos agrotdxicos em é&gua e das
caracteristicas do sedimento (matéria organica, teor de argila e pH). O agrotéxico associado a
matéria em suspensdo eventualmente se depositara sobre o sedimento. Uma vez no sedimento,
pode entdo ser liberado novamente para a agua, ser absorvido por algum organismo, ser
alterado ou degradado por microorganismos ou ficar imobilizado (DORES e DE-
LAMONICA-FREIRE, 1999).

Diferentes organismos metabolizam os agrotoxicos por diferentes vias. A absorcao do
composto diretamente do meio abiotico, resultando em uma concentragdo no organismo maior
que no meio abidtico que o cerca, denomina-se bioconcentracdo (LEBLANC, 1997). A
proporcao entre a concentragdo do composto no organismo e a concentragdo externa consiste
no fator de bioconcentracdo. Os fatores de bioconcentracdo para peixes sdo geralmente
maiores quando comparados com os invertebrados, em relagédo aos organoclorados (WHO,
1990). Além da bioconcentracdo, pode ocorrer a bioacumulacdo, que é a absorcdo do
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composto pelo organismo do meio abidtico ou biotico, podendo ou ndo a concentragdo
exceder a fonte (LEBLANC, 1997).

A posicdo do organismo na cadeia trofica tem importante influéncia se a substancia
apresenta elevada absorcdo e baixa eliminacdo. A isto chama-se biomagnificacdo, onde a
concentragdo do composto aumenta ao longo da cadeia alimentar. A biomagnificacdo ocorre
qguando as concentragdes de um poluente nos tecidos de um organismo excedem as
concentracdes de um nivel tréfico inferior em mais de 100% (AMATO; TORRES e MALM,
2002). Em geral, seres vivos situados em niveis troficos superiores tendem a conter maior
concentracdo do contaminante.

Os efeitos dos agrotoxicos podem ser observados em multiplos niveis de organizagédo
bioldgica, incluindo moléculas, tecidos, 6rgaos, individuos, populacdes e comunidades, e uma
variedade de testes ecotoxicoldgicos é realizada para avaliar os seus efeitos. Em peixes 0s
agrotoxicos tém influéncia direta sobre a fecundidade, reduzindo o nimero de ovos ou crias,
além de alteracBes no crescimento e teciduais. Os peixes podem absorver agrotdxicos
diretamente da &gua, bem como pela ingestdo de alimentos contaminados, que pelo fluxo
sanguineo podem se distribuir nos tecidos, entrando, desta forma, na cadeia trofica (NIMMO,
1985; OKI e PEREIRA, 1999). O tamanho, idade e sexo do organismo podem afetar a taxa
de absorcdo, e além disso, o0 mesmo agrotoxico pode ser absorvido em diferentes
concentracfes por espécies distintas. As branquias e a superficie corporal sdo os locais
primarios de absorcdo (RAND e PETROCELLI, 1995) e, segundo Rudd (1964), a morte pode
ocorrer por asfixia, em funcdo do comprometimento e da obstrucdo da area necessaria as
trocas gasosas.

Em relacdo a outros grupos, os estudos indicam que os agrotéxicos tém influéncia na
estrutura da comunidade zooplancténica, bem como nas alteracbes comportamentais e
morfologicas (HANAZATO, 1991, 1999 e 2001). Nesse sentido, Hanazato (1991) realizou
experimentos com Daphnia ambigua e expds o organismo a Vvarios tipos de agrotoxicos,
sendo eles 2 carbamatos, 3 organosfosforados, 2 herbicidas e 1 fungicida. Os resultados
demonstraram que 0s inseticidas carbamatos e organofosforados induziram o
desenvolvimento de estruturas protuberantes em suas carapagas, como grandes elmos
(alongamento da cabeca), espinho do fornice e longos espinhos caudais nos individuos
examinados. Barry (1998) também documentou a inducdo do elmo em Daphnia longicephala
guando exposta ao inseticida endosulfan. Segundo os autores acima, alguns inseticidas tém a
propriedade de induzir o sistema nervoso na formagéo de estruturas protuberantes em suas

carapagcas, no entanto, essas modificacbes morfologicas ocorrem normalmente no ambiente,



Efeito do Vertimec® 18CE e de seu principio ativo, a abamectina, em ambiente aqudtico: uma andlise laboratorial e in situ 12

em respostas a substancias quimicas lancadas pelos predadores. Essas estruturas reduzem a
vulnerabilidade de Daphnia em ser predada, justamente por tornar a sua ingestdo mais dificil.
A inducéo de estruturas protuberantes em Daphnia é um efeito positivo e natural em resposta
ao “odor do predador”. No entanto, ha também um efeito negativo, pois este comportamento
anti-predacdo reduz a taxa de crescimento populacional, provavelmente pelo gasto energético
associado a essas mudancas comportamentais. Nesse sentido, a reducdo na taxa de
crescimento dos neonatos tem por conseqiiéncia a geracdo de adultos maduros com tamanhos

corporeos menores, acarretando, assim, no menor numero de descendentes (Figura 5).

Adultos grandes

com muitos ovos muitos
descendentes
Grandes Neonatos
{
\
NG
Estresse
N
QT
1
U
Pequenos Neonatos Adultos pequenos poucos
€Om poucos ovos descendentes

Figura 5. Esquema ilustrando um dos possiveis efeitos de substancias estressantes em zooplancton.
Fonte: Modificado de Hanazato (2001).

Um exemplo caracteristico de estresse na populacdo zooplanctonica em seu habitat
natural ocasionado por pressdes naturais e antropicas se constitui na migracao vertical diurna
(MVD) realizada por Daphnia. Durante o dia 0s organismos migram para baixo em aguas
escuras e encontram baixa concentracdo de oxigénio e escassez de recursos alimentares,
justamente para fugir da predacéo por peixes e sobem a noite para alimentar-se de algas. O
estresse provocado durante a MVD, em decorréncia da deficiéncia de alimento e oxigénio,
torna a Daphnia mais sensivel aos efeitos dos agrotoxicos em condi¢cBes naturais
(HANAZATO, 2001).

O grau de comprometimento em organismos Vvivos é bastante complexo e ird depender

de vérios fatores, tais como o tempo de exposi¢cdo do organismo ao agente toxico, as taxas de
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acumulacdo (variam entre as espécies) e as condi¢des ambientais, que interferem na dindmica
dos agrotéxicos. De maneira geral, essas substancias alteram os ciclos naturais de matéria e
energia, podendo provocar a desestabilizacdo dos ecossistemas aquaticos (BARRY, 1998;
HANAZATO, 2001; GRAVILESCU, 2005). Diante desse contexto, ¢ fundamental a
compreensdo da dindmica destas substancias nos ecossistemas aquaticos, assim, analises
limnoldgicas, ensaios ecotoxicoldgicos ex situ e in situ se tornam ferramentas fundamentais

na avaliacéo de risco de determinadas substancias quimicas.

1.2. Ecotoxicologia

Diante da contaminacdo dos recursos hidricos por agrotoxicos e outros compostos, a
ecotoxicologia aquatica surge como uma ferramenta necessaria para avaliar a toxicidade
destes a comunidade aquatica. Segundo Adams (1995), a ecotoxicologia é definida como o
estudo dos efeitos toxicos nos organismos, sendo que esta ampla defini¢do inclui o estudo dos
efeitos toxicos em niveis celular, individual, populacional e de comunidade.

Atualmente, a ecotoxicologia cresce a cada ano e os testes de toxicidade aquatica sao
desenvolvidos por varias instituicdes de pesquisa e 6rgdos de monitoramento ambiental. Sdo
realizados experimentos com agrotdxicos, metais, efluentes industriais, amostras ambientais
de &gua e sedimentos e varias outras substancias. Como organismos-teste sao utilizados algas,
bactérias, invertebrados aquéaticos zooplanctdnicos e bentbnicos e 0s peixes, entre outros.
Nesses estudos sdo considerados desde os parametros dos testes de toxicidade padronizados,
como sobrevivéncia ou mortalidade, crescimento e taxa de fecundidade, até pardmetros
bioquimicos, fisioldgicos, histolégicos, comportamentais, entre outros (RAND e
PETROCELLI, 1995; NEWMAN e CLEMENTS, 2008).

A andlise ecotoxicoldgica tem por finalidade compreender, em qual grandeza, as
substancias quimicas, isoladas ou em forma de misturas, sdo nocivas, e como e onde
manifestam seus efeitos. Nesse sentido, os testes de toxicidade constituem-se basicamente da
exposicdo de organismos aquaticos a substancias potencialmente toxicas, visando a
observacgdo e analise das respostas destes organismos ao contaminante testado. Os testes de
toxicidade comumente usados sdo os testes agudos de curta duracdo e cronicos de duragédo
mais longa, podendo ainda incluir todo o ciclo de vida do organismo. Em ambos 0s casos,
efeitos letais e subletais da substancia téxica sobre os organismos podem ser avaliados
(CAIRNS; NIEDERLEHNER e BIDWELL, 1998).

Assim, a ecotoxicologia envolve diversas areas de conhecimento, sendo que 0s

mecanismos observados nos ecossistemas sdo resultantes das combinacGes de diversos
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processos, que podem ser observados em diferentes niveis de organizagdo. A ecotoxicologia,
portanto é a ciéncia responsavel pela geracdo do conhecimento que subsidiara a formulagdo
segura de dispositivos legais, normas, programas e diretrizes gerenciais para enfrentar
questdes de risco ecotoxicologico potencial e real, geradas pela introducdo de agentes
quimicos no ambiente. Para tanto, existem métodos padronizados por uma série de
organizacOes e agéncias de normatizacdo, incluindo-se a APHA (American Public Health
Association), ASTM (American Society for Testing and Materials), U.S.EPA (United States
Environmental Protection Agency), AFNOR (Association Francaise de Normalisation), DIN
(Deutsches Institut fir Normung), ABNT (Associacdo Brasileira de Normas Técnicas), 1SO
(International Organization for Standardization) e OECD (Organization for Economic
Cooperation and Development), em que varios procedimentos e espécies sdo utilizados em
testes de toxicidade (BURATINI, 2002).

Para a avaliagdo de risco de uma determinada substancia quimica no ambiente
aquatico é necessario a realizacdo de multiplos ensaios ecotoxicoldgicos que englobem varios
niveis troficos. Segundo Van den Brink et al. (2000), os diversos organismos-teste respondem
diferentemente a uma determinada substancia quimica, assim quanto maior o namero de

espécies testadas em varios niveis tréficos, melhor serd a compreenséo dos efeitos toxicos.

1.2.1. Mesocosmos

Um aspecto importante que deveria ser levado em consideracdo no registro de
agrotoxicos é a compreensao das interac@es fisica, quimica, bioldgica e toxicoldgica de tais
compostos na ecologia de ecossistemas aquaticos. Para resolver essa questdo, € necessaria a
predicdo da resposta do ecossistema aquatico frente ao elemento estressor. Nesse sentido, a
utilizacdo de teste in situ (em micro e mesocosmos) tem sido sugerida como uma alternativa
ou complementacdo na avaliagdo de risco - apesar do custo envolvido e da dificuldade na
utilizacdo de replicas - pois estes estudos oferecem resultados ecologicamente relevantes e
podem ser utilizados para validar e melhorar modelos teoricos (BOYLE e FAIRCHILD,
1997; CAQUET; LAGADIC e STEVEN, 2000).

Mesocosmos podem ser definidos como um ecossistema artificial de pequena escala
mantido sob condi¢bes ambientais naturais (ODUM, 1984). Como muitas caracteristicas
bioldgicas destes sistemas dependem de seu tamanho, diversos autores tém sugerido
categorizar os experimentos de acordo com o volume de &gua. Entretanto, este limite ndo faz

referéncia aos pardmetros ecoldgicos relevantes, como estabilidade e auto-sustentabilidade,
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com a possibilidade de integrar os principais processos ecoldgicos e tolerar as simplificacfes
substanciais das estruturas da comunidade. O termo mesocosmos poderia melhor caracterizar
0s ecossistemas artificiais construidos sob condi¢cdes ambientais naturais, com suficiente
complexidade e estabilidade para ser auto-sustentdvel. Nesse sentido, LALLI (1990)
complementa a definicdo para tais estudos, considerando mesocosmo como um sistema
multitrofico confinado que possui tamanho suficiente para ser amostrado e mensurado sem
que ocorram seérias influéncias em sua estrutura e dinamica.

Os experimentos em mesocosmos apresentam vantagens em relagdo aos estudos de
laboratério, pois possibilitam que outros fatores sejam avaliados de forma conjunta, 0s quais,
nos experimentos laboratoriais, ndo poderiam ocorrer em funcdo das situagdes controladas.
Experimentacdes desenvolvidas em mesocosmos permitem o estudo dos efeitos de
contaminantes em organismos e comunidades sob condi¢des semi-naturais simuladas, porém
idénticas e controladas, sendo que ndo apenas os efeitos toxicoldgicos diretos podem ser
observados e quantificados, mas implicacfes ecoldgicas indiretas também se tornam
aparentes. Assim, estes estudos podem eventualmente permitir que dados de toxicidade
derivados de ensaios em laboratdrio sejam extrapolados para o meio ambiente (JAK, MAAS e
SCHOLTEN, 1996; GRANEY; GIESY e CLARK, 1995). Nesse sentido, a regulamentacao
de testes em micro e mesocosmos tém sido discutidas e avaliadas desde a década de 80 pela
Setac e por agéncias reguladoras como a US EPA (HALFFMAN, 1995).

Quanto a questdo de tamanho, a escala é relativa, variando de litros a milhares de
litros. Neste ponto existem divergéncias e, procurando definir um padrdo de tamanho, a
SETAC (Society of Environmental Toxicology and Chemistry) propde o termo mesocosmos
para represamentos artificiais maiores que 15 m*® (CAQUET; LAGADIC e STEVEN, 2000).
Entretanto, outros autores propdem volumes que variam entre 1 e 10 m® (LALLI, 1990), entre
0,1 e 1000 m®* (GRANEY; GIESY e CLARK, 1995) e entre 1 e 300 m*® (LA POINT et al.,
1989). Segundo Crane (1997), os estudos em mesocosmos realizados em grandes escalas,
para avaliar os riscos dos agrotoxicos nos ecossistemas aquaticos, geram um conjunto de
dados extenso e de dificil interpretagdo. Por conta disso, as agéncias européias estdo cada vez
mais recomendando a utilizacdo de mesocosmos em pequenas escalas para a avaliagéo dos
riscos ecoldgicos de agrotoxicos.

Os estudos em mesocosmos contaminados com agrotoxicos também vém sendo
bastante empregados em varios paises devido a necessidade de “validagdes de campo” dos
testes de toxicidade efetuados no laboratério, a exemplo da Holanda (SCHROER et al., 2004),
Dinamarca (FRIBERG-JENSEN et al., 2003), Alemanha (PEITHER et al., 1996), Espanha



Efeito do Vertimec® 18CE e de seu principio ativo, a abamectina, em ambiente aqudtico: uma andlise laboratorial e in situ 16

(LOPEZ-MANCISIDOR et al., 2008), Canada (SANDERSON et al., 2007), Estados Unidos
(DOWNING et al., 2008), Japdo (CHANG; SAKAMOTO e HANAZATO, 2005) e Austrélia
(PABLO e HYNE, 2009). Entretanto, em regides tropicais, como o Brasil, ainda sdo raros
estes estudos, sendo representados por Laabs et al. (2007) e Santos (2007). O
desenvolvimento de experimentos em mesocosmos em ambientes tropicais sul americanos sao
escassos, possivelmente, devido a complexidade e infra-estrutura necessaria para 0

desenvolvimento dos mesmos.

2. Justificativa

Algumas culturas sdo conhecidas pelo uso abusivo e indiscriminado de agrotéxicos
que, associados a algumas caracteristicas ambientais, como topografia acidentada e maior
incidéncia de chuvas, aumentam expressivamente o escoamento difuso, favorecendo o
carreamento dos agrotdxicos para os corpos d’agua, afetando a comunidade bioldgica e o
funcionamento dos ecossistemas.

O municipio de Bom Repouso, localizado no sul de Minas Gerais, € um exemplo de
locais onde a sua utilizacdo é frequente e intensa. A principal atividade econdmica do
municipio é a agricultura, sendo os principais produtos cultivados a batata inglesa e o
morango. As caracteristicas fisicas do municipio favorecem um maior impacto sobre os
corpos d’agua devido ao intenso uso deste agrotoxico associado ao fato de ser uma regido
com topografia acidentada e de alta incidéncia de chuvas, caracteristicos de regides de maior
altitude. Tais situacGes favorecem o aumento do escoamento superficial carreando para os
mananciais os insumos agricolas. De acordo com os estudos realizados por Nunes et al
(2009), no municipio de Bom Repouso os agricultores utilizam mais comumente o agrotoxico
Vertimec® 18CE nas culturas de morango. Além disso, os produtores rurais fazem o uso desse
agrotoxico ultrapassando a recomendacao da aplicacdo do produto por ciclo, estabelecido em
duas vezes. Desta forma, o delineamento experimental deste estudo foi baseado no panorama
descrito acima, associado ao fato de que existem poucas informacGes na literatura a respeito
do potencial risco do Vertimec® 18CE aos ecossistemas aquaticos.

O Vertimec® 18CE é utilizado como inseticida e acaricida em fruticulturas,
horticulturas e plantas ornamentais. A classificacdo toxicologica € Ill, medianamente toxica,
no entanto a classificacdo do potencial de periculosidade ambiental € Il, ou seja, é
considerado muito perigoso ao meio ambiente, altamente persistente e extremamente toxico
para microcrustaceos e peixes (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA,

2009). Em funcédo de sua ampla e intensa utilizacdo (sdo 24 culturas visando combater 17
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diferentes pragas) (MAPA, 2009), verifica-se que o emprego de Vertimec® 18CE na
agricultura pode resultar em impactos ambientais e riscos a sade humana.

A Abamectina, também conhecida com o nome comercial de Vertimec® 18CE,
pertence ao grupo quimico das Avermectinas (FISHER e MROZIK, 1989). As avermectinas
sdo lactonas macrociclicas, derivadas da fermentacdo da bactéria do solo Streptomyces
avermitilis. Nesse grupo encontram-se a ivermectina, a abamectina e a doramectina. A
ivermectina foi lancada no mercado como uma droga antiparasitaria em 1981, e anos mais
tarde, em 1985, a abamectina foi introduzida como inseticida e acaricida na agricultura, e
também como antiparasitario em criacdo de animais. A abamectina é uma mistura que contém
cerca de 80% de avermectina Bi, € 20% da avermectina By, e estes dois componentes tém
propriedades bioldgicas e toxicologicas similares (CAMPBELL, 1989; LANKAS e
GORDON, 1989; FISHER e MROZIK, 1992). Na Figura 6 ilustra-se a formula estrutural da

abamectina.

(il R =-CH,CH, (avermectin B )

{i) R =-CH, (avermectin B )
Figura 6. Formula estrutural da abamectina. Fonte: (FISHER e MROZIK, 1989).

De acordo com os autores Campbell (1989) e Tisler e Erzen (2006) as avermectinas
sdo rapidamente fotodegradadas em agua e se adsorvem rapidamente nas particulas de solos,
sedimentos e matéria organica, mas, mesmo degradando rapidamente, as avermectinas
oferecem risco a0 ambiente aquético, especialmente se o uso for fregliente. Os estudos
ecotoxicologicos realizados por Tisler e Erzen (op.cit.) demonstraram que as avermectinas séo
altamente toxicas para zooplacton e peixes em concentragdes muito baixas, com valores da
CEspe ClLsoda ordem de pg L™
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No entanto, existem poucos trabalhos sobre a toxicidade de abamectina nos
ecossistemas aquaticos, principalmente no que se refere a diferentes niveis tréficos e, mais
raros ainda, com a férmula comercial, o Vertimec® 18CE. Assim, pouco se conhece sobre as
interacdes entre 0s compartimentos e 0s organismos.

Como mencionado anteriormente, o Vertimec® 18CE é amplamente utilizado em
varias culturas, inclusive morango e batata, e varios 6rgaos de fiscaliza¢do estdo permitindo a
utilizacdo da abamectina e dos seus derivados baseados em poucos estudos. No entanto, as
informac@es a respeito dessa substancia ainda ndo sdo suficientes para comprovar se 0S Seus
efeitos sdo inofensivos a organismos ndo-alvo, faltando estudos sobre a toxicidade deste
produto sob condicdes realistas e, nesse sentido, torna-se pertinente um maior conhecimento
dos efeitos do Vertimec® 18CE no ambiente aquatico.

Frente a contaminacdo dos ambientes aquaticos por agrotoxicos, se faz necessario um
estudo mais complexo que envolva a influéncia do escorrimento superficial na toxicidade de
organismos aquaticos em varios niveis troficos e, aliados a isso, um estudo em escala de
mesocosmos que forneca uma melhor compreensdo sobre as interacdes entre os diferentes
compartimentos aquaticos e 0s organismos. Diante deste contexto, o presente estudo pretende
testar a hipotese de que o agrotéxico Vertimec® 18CE, utilizado na cultura de morango,
associado ao runoff e/ou puro, bem como o seu ingrediente ativo, a abamectina, ocasionam

toxicidade aos organismos aquaticos.
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Capitulo 1

Efeito do Vertimec® 18CE em organismos aquaticos zooplanctdnicos e bentdnicos

Resumo

A utilizacdo de agrotdxicos constitui uma realidade e uma preocupacdo crescente em
decorréncia dos diversos impactos e aos riscos associados a satde humana e dos ecossistemas.
Diversos sdo o0s agrotoxicos utilizados para diferentes finalidades e entre eles tem-se a
abamectina, também conhecida com o nome comercial de Vertimec® 18CE. Apesar de sua
elevada periculosidade ambiental e alta toxicidade é usado amplamente para o controle de
insetos e acaros em varias culturas agricolas, tais como fruticulturas, horticulturas e plantas
ornamentais. Considerando esse aspecto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar se o
escorrimento superficial de culturas agricolas tratadas com o agrotéxico Vertimec® 18CE
ocasiona toxicidade aos organismos aquaticos. Para tanto, foram contaminadas parcelas de
solos com o agrotoxico Vertimec® 18CE na concentragéo indicada para a cultura de morango
(0,125 litros de calda m™?) e ap6s simulacdo de elevada precipitagdo, a agua escoada
superficialmente foi avaliada em testes ecotoxicol6gicos com Daphnia similis, Ceriodaphnia
dubia e Chironomus xanthus. Os resultados obtidos evidenciam que as especies mais
sensiveis foram os organismos zooplanctdnicos, com valores de CEsg, 48h para D. similis
variando de 4,42% a 13,87%. Nos testes cronicos verificaram-se efeitos na reproducéo de C.
dubia na concentracédo de 3,125%. A CLsg, 96h para C. xanthus foi de 16,24%. Os valores em
porcentagem representam a diluicdo do runoff, com a concentracdo nominal de abamectina
minima e méxima de 1,25 e 6,50 pg L™, respectivamente. Tais resultados demonstram que o
agrotoxico, na concentracdo recomendada para uso na cultura de morango, é muito toxico
para 0S organismos-teste mesmo em baixas concentracGes, 0 que pode comprometer a biota
aquatica mediante eventos de exposi¢do aguda e cronica.

Palavras-chave: Vertimec® 18CE, abamectina, testes de toxicidade, Daphnia similis,
Ceriodaphnia dubia e Chironomus xanthus.

1. Introducgéo

Agrotdxicos, defensivos agricolas, praguicidas, pesticidas e até biocidas sdo
denominagBes dadas a substancias quimicas, naturais ou sintéticas, destinadas a matar,
controlar ou combater de algum modo as pragas, ou no sentido mais amplo, tudo aquilo que
ataca, lesa ou transmite enfermidade as plantas, aos animais e ao homem (ZAMBRONE,
1986).
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No entanto, o uso de agrotdxicos vem aumentando de forma significativa em diversos
paises, colocando em risco a salde dos ecossistemas e do homem. De acordo com o ultimo
relatorio publicado pelo Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola —
SINDAG (2010), o Brasil se tornou 0 maior consumidor mundial de agrotéxicos (734 milhdes
de toneladas), sendo os herbicidas e inseticidas responsaveis por 74% dos produtos
comercializados no pais. Ainda segundo esse relatorio, de 2003 a 2007 houve um crescimento
de aproximadamente 71% na comercializacdo de agrotdxicos.

Muitos agricultores consideram o uso de agrotdxicos como sendo absolutamente
essencial e varios sdo os argumentos em favor dessa pratica, incluindo o aumento na producao
agricola, na producdo de carne e de leite na pecuéria, a diminuigdo nas perdas de alimentos
armazenados e a erradicacdo de vetores de doencas, entre outros (DORES & DE-
LAMONICA-FREIRE, 1999). Verifica-se, portanto, que os beneficios dos agrotéxicos no
sentido de garantir a producdo de colheitas crescentes a um custo razodvel séao
inquestionaveis. No entanto, tais substancias, ainda que empregadas de modo correto, podem
causar problemas de ordem ecoldgica ou de salde publica, uma vez que 0 crescente uso
desses produtos tem implicado no aumento da contaminacdo do solo e da agua, bem como de
seus efeitos sobre seres humanos e animais (SPADOTTO; GOMES e RODRIGUES, 1998;
DOWNING et al., 2008).

Um dos maiores problemas relacionados com o uso de agrotoxico € que a maior parte
aplicada acaba ndo atingindo os organismos-alvo, sendo carreada pelas aguas das chuvas,
percolando ou volatilizando, representando uma ameaca aos ecossistemas como um todo,
principalmente os aquaticos. A contaminacdo por agrotoxico nos diferentes compartimentos,
terrestre e aquatico, tem sido registrada na literatura (FILIZOLA et al., 2002; VEIGA et al.,
2006; SCHAFER et al., 2007) e o escorrimento superficial de areas agricolas é considerado
um dos principais meios de contaminagdo das aguas superficiais (HUBER; BACH e FREDE,
1998; LERCH e BLANCHARD, 2003).

Diversos sdo os produtos comerciais disponibilizados para uso nas atividades
agropastoris, 0s quais apresentam principios ativos e classificacdo toxicologica/periculosidade
ambiental diferenciados. As avermectinas, por exemplo, sdo lactonas macrociclicas, derivadas
da fermentacdo da bactéria do solo Streptomyces avermitilis. Nesse grupo encontram-se a
ivermectina, a abamectina e a doramectina. A ivermectina foi langada no mercado como uma
droga antiparasitaria em 1981, e em 1985, a abamectina foi introduzida como inseticida e
acaricida na agricultura, além de seu uso como antiparasitario em criacdo de animais. A

abamectina € uma mistura que contém cerca de 80% de avermectina B1, € 20% avermectina
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Bip, as quais tém propriedades bioldgicas e toxicoldgicas similares (CAMPBELL, 1989;
LANKAS e GORDON, 1989; FISHER e MROZIK, 1992).

O agrotéxico Vertimec® 18CE é a formulacdo comercial da abamectina, o qual é
utilizado como inseticida e acaricida em fruticulturas, horticulturas e plantas ornamentais. A
classificagdo toxicoldgica do Vertimec® 18CE é IIl, medianamente toxica, no entanto, a
classificacdo do potencial de periculosidade ambiental é 1I, sendo considerado muito perigoso
ao meio ambiente, altamente persistente e extremamente toxico para microcrustaceos e peixes
(MAPA, 2009). Apesar de sua elevada periculosidade ambiental, o Vertimec® 18CE é
recomendado para uso em 24 culturas para combater 17 diferentes pragas, sendo a maioria
composta por acaros (MAPA, op.cit.). Verifica-se, portanto, que o emprego na agricultura
pode resultar em impactos ambientais e riscos a salde humana, 0 que requer O
desenvolvimento de novas abordagens experimentais para avaliacdo dos potenciais efeitos
diretos e indiretos do Vertimec® 18CE.

Nesse sentido, os experimentos realizados em campo, associados com o0s de
laboratdrio, podem gerar informacdes ecologicamente mais relevantes, uma vez que simulam
situacOes reais. Atualmente, diversos estudos com abordagem experimental in situ vém sendo
desenvolvidos devido a necessidade de se obter informacges mais realisticas para a avaliacéo
de risco (MOREIRA-SANTOS et al, 2005; BRADY et al., 2006; PABLO et al, 2008 e
DOWNING et al., 2008).

Diante desse contexto, procurou-se avaliar os efeitos de toxicidade do Vertimec®
18CE sobre organismos zooplancténicos (Daphnia similis e Ceriodaphnia dubia) e
bentonicos (Chironomus xanthus) por meio de estudos laboratoriais, utilizando amostras de
agua de escorrimento superficial provenientes de &reas experimentais, nas quais foram
aplicadas as dosagens recomendadas para a cultura de morango, atividade desenvolvida em
algumas regides do pais, e que utiliza Vertimec® 18CE de forma ampla e irrestrita (NUNES et
al., 2009)

2. Materiais e métodos
2.1. Delineamento experimental

No Centro de Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada (CRHEA), localizado no
municipio de ltirapina, Sdo Paulo, Brasil (22°01'22"S, 43°57'38"W), foram delimitadas duas
parcelas de solo de 8 m?, distantes entre si em 6 m, com declividade de 6%. Previamente ao
experimento, essas parcelas foram capinadas e aradas (Figura 1, A a D, em apéndice B). O
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solo da parcela era predominantemente arenoso, sendo a maior porgdo composta por areia fina
(54%) e 13,45% de matéria organica.

Uma das parcelas foi contaminada com o agrotéxico Vertimec® 18CE (Syngenta
Protecdo de Cultivos Ltda, Sdo Paulo, Brasil), cujo ingrediente ativo é a abamectina, e a
formulacdo comercial representa o concentrado emulsionavel a 18 g L™ do ingrediente ativo.
A aplicacdo foi realizada com o auxilio de um pulverizador costal, seguindo as instrucdes
recomendadas pelo fabricante para culturas de morango de 0,75 mL L™ (volume aplicado de
0,125 L m™). A outra parcela recebeu apenas uma aspersio com &gua, servindo como
controle. No momento da aplicacdo da parcela contaminada, a parcela controle ficou coberta
com uma manta plastica para evitar qualquer possivel contaminacdo (Figura 2, A a D, em
apéndice B). Em seguida, realizou-se uma simulacdo de chuva a montante do terreno. A
intensidade da precipitacdo (19 mm) baseou-se na série histérica do més de fevereiro de 2005
a 2007, obtida junto a Estacdo Climatolégica do CRHEA/EESC/USP (Figura 3, A e B, em
apéndice B). Este experimento foi conduzido no verdo, em fevereiro/2008, onde as
temperaturas de paises tropicais, como o Brasil, sdo elevadas.

As amostras de agua foram coletadas a jusante da area de drenagem, a qual recebeu o
runoff, através de uma manta plastica colocada dentro de uma depressao no terreno, cavada
anteriormente (Figura 3, C e D, em apéndice B). Posteriormente, parte da agua escoada
superficialmente pelo solo (runoff) foi levada ao laboratério para a caracterizacao fisica e
quimica, e realizacdo de testes ecotoxicolégicos com Daphnia similis, Ceriodaphnia dubia e
Chironomus xanthus, selecionadas para teste em funcdo da sua relevancia ecoldgica e por

serem recomendadas em testes de toxicidade.

2.2. Variaveis fisicas e quimicas da agua do runoff

As amostras de &agua do runoff foram analisadas quanto as variaveis pH
(potencidbmetro B374), condutividade (condutivimetro 145A) e oxigénio dissolvido (medidor
de OD YSI). A turbidez foi analisada em espectrofotémetro (Hach, DR/2000) (APHA, 1995)
e material em suspensdo por gravimetria em filtros de fibra de vidro (GF/C — 47 mm)
(TEIXEIRA; TUNDISI e KUTNER, 1965). A concentracdo de abamectina foi quantificada
somente na amostra de 100%, a qual foi realizada por meio de cromatografia liquida (modelo
SCL-10A, marca Shimadzu), com detector SPD-10A UV e a confirmagdo por GC-MS
(modelo QP2010, marca Shimadzu) (LANCAS, 2004).



Capitulo 1
Efeito do Vertimec® 18CE em organismos aqudticos zooplancténicos e bentonicos 27

2.3. Testes de toxicidade

Para a realizacdo dos testes de toxicidade, as amostras de agua provenientes do
experimento do runoff foram diluidas com agua de cultivo respectiva de cada organismo-teste,
em cinco concentracdes seriadas (3,125%, 6,25%, 12,5%, 25% e 50%), alem do runoff puro
(100%).

Os procedimentos para a realizacdo dos testes, bem como o preparo da agua de
cultivo, seguiram as normas da ABNT (2004) para Daphnia similis e ABNT (2005) para
Ceriodaphnia dubia. Para avaliar as condicdes fisioldgicas dos organismos, 0s mesmos foram
submetidos a testes de sensibilidade para determinar a CEsp ao cloreto de potéssio (D. similis)
e cloreto de sédio (C. dubia). Os testes de toxicidade com Chironomus xanthus Rempel
seguiram a metodologia descrita por Fonseca e Rocha (2004), e a substancia de referéncia
para os testes de sensibilidade (CLsp, 96h) foi o cloreto de potéssio.

Nos testes de toxicidade aguda com D. similis foram utilizados 5 organismos em 4
réplicas, em copos pléasticos atoxicos contendo 10 mL da solucéo-teste. A duracéo do teste foi
de 48 horas e 0 experimento foi mantido em temperatura de 24 +2 °C, fotoperiodo de 16:8h
claro/escuro e intensidade luminosa de 1000 lux. Com o objetivo de avaliar a degradacdo do
agrotoxico e os efeitos toxicos ao longo do tempo, foram realizados trés testes agudos em
intervalos de 1, 5 e 11 dias apds a aplicagcdo do contaminante e coleta do runoff. Para tanto, as
amostras do runoff foram acondionadas e preservadas a 4 °C para posterior realizacdo dos
testes ecotoxicoldgicos.

Nos testes crénicos com C. dubia foi adicioando um neonato (entre 6 e 24 horas de
idade) em copo pléstico atoxico, contendo 15 mL da solucdo teste de cada diluicdo em 10
réplicas. A cada dois dias foram efetuadas as trocas de agua. Os organismos foram
alimentados de acordo com o estabelecido pela norma e mantidos em temperatura de
24 £2 °C, fotoperiodo de 16:8h claro/escuro e intensidade luminosa de 1000 lux. A duracdo
do teste foi de oito dias, periodo necessario para a producéo da 32 ninhada, sendo registrado o
numero de neonatos produzidos ao longo do experimento.

Para a realizacdo dos testes com C. xanthus foram utilizadas 6 larvas (IV instar — 7/8
dias) em 200 mL da solucdo-teste, com 50 g de substrato natural e em 3 réplicas. A duracdo
do teste foi de 96 horas e o experimento foi mantido em sala climatizada com temperatura de
23°C +2 e fotoperiodo de 12 horas. Os organismos foram alimentados apenas no primeiro dia,

efetuando-se apds esse periodo a contagem de organismos Vivos.
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As medidas de pH (potencidometro B374), oxigénio dissolvido (medidor de OD YSI) e
condutividade (condutivimetro 145A) das amostras de agua testadas foram realizadas no

inicio e final de todos os testes de toxicidade com 0s organismos-teste.

2.4. Andlise dos dados

Os resultados dos testes de toxicidade aguda foram calculados pelo método estatistico
Trimmed Spearman-Karber e expressos em CEsg, 48h (D. similis) e CLsp, 96h (C. xanthus)
(HAMILTON; RUSSO e THURSTON, 1977). Os resultados dos testes de toxicidade cronica
foram submetidos a andlise de normalidade dos dados (teste de Chi-Quadrado) e
homogeneidade das variancias (teste de Bartlett) e, posteriormente, foram analisados através
do teste ndo paramétrico Many-one de Steel, o0 qual compara cada tratamento com o controle
experimental. O teste de Fisher foi utilizado para a verificacdo da diferenca significativa na
sobrevivéncia dos organismos-teste, comparando-se o controle com os demais tratamentos.
Os testes estatisticos foram realizados com o auxilio do programa computacional Toxstat 3.3
(GULLEY; BOELTER e BERGMAN, 1994).

A fim de verificar a diferenca significativa das variaveis limnoldgicas entre os
tratamentos, foi aplicado a Analise de Varidncia a um critério (ANOVA), sendo 0s
pressupostos de normalidade e homocedasticidade dos residuos previamente testados. As
analises descritas acima foram realizadas com auxilio do software Statistica versdo 7
(STATSOFT, INC., 2004).

3. Resultados
3.1. Andlises fisicas e quimicas das amostras de dgua do runoff

Pelos valores de pH, condutividade elétrica, turbidez, oxigénio dissolvido e material
em suspensdo ndo se verificam diferencas significativas entre os tratamentos do runoff néo
contaminado (RNC) e runoff contaminado (RC), (p > 0,05), demonstrando a homogeneidade
dos parametros envolvidos nas duas parcelas.

Os valores de pH nas amostras do runoff ndo variaram muito entre as diferentes
diluicdes, sendo 6,36 e 7,71 nos tratamentos 100% e 3,125%, respectivamente. Para a
condutividade foram obtidos valores minimo e méaximo nos tratamentos 100% (20,9

uS cm™) e 3,125% (182,6 pS cm™), respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Valores de pH e condutividade elétrica (uS cm™) obtidos nas amostras de 4gua provenientes
do RNC (A) e RC (B).

Com relagéo aos valores de turbidez e material em suspensdo (Figura 2), 0S mesmos

foram elevados nos tratamentos 100 e 50%, em funcdo da caracteristica da amostra, que é

proveniente de escorrimento superficial de solos agricultaveis sem cobertura. O valor maximo

de turbidez foi 930 NTU no tratamento 100% e, de acordo com os resultados de material em

suspensdo, a sua maior por¢do € composta por particulas inorganicas (84%).
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Figura 2. Valores de material em suspensdo inorganico, organico (mg L™) e turbidez (NTU) obtidos
nas amostras de dgua provenientes do RNC (A) e RC (B).

A concentragdo de oxigénio dissolvido ficou acima de 6,5 mg L™ (Figura 3), com

reduzida alteracdo na amostra 100% do runoff contaminado (RC). Os resultados também

podem ser observados na Tabela 1, em apéndice A.
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Figura 3. Valores de oxigénio dissolvido (mg L™) obtidos nas amostras de 4gua do RNC e RC.

Em relacdo a determinacdo de abamectina na amostra 100%, a anélise demonstrou sua
auséncia no RNC e a concentrago de 40,0 pg L™ no RC.

3.2. Teste com zooplancton

Com relagdo aos resultados dos testes de toxicidade aguda com Daphnia similis,
expostas as amostras da parcela ndo contaminada (RNC), somente na concentracdo de 100%
foi verificada diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo ao controle laboratorial, com
porcentagem média de sobrevivéncia de 75% (n=3) (Tabela 1).

Comparando-se o controle do laboratério com as amostras da parcela contaminada
(RC), verificam-se diferencas significativas a partir da concentragéo de 12,5%, com o valor de
CEsp, 48h de 13,87% (1° dia). No segundo teste (5° dia), esse valor foi menor, ocorrendo
diferencas significativas a partir da concentracdo de 6,25% e CEsg, 48h de 5,03%. No altimo
teste realizado (11°dia), a concentragdo do efeito toxico foi semelhante a do segundo (6,25%),
no entanto, o valor de CEso, 48h foi ainda menor (4,42%), demonstrando ser ainda mais toxica
no decorrer do tempo. Os valores acima representam uma concentragdo nominal de
abamectina de 5,54, 2,01 e 1,76 ug L™, respectivamente (Tabela 2). Os resultados de

toxicidade também podem ser observados nas Tabelas 1, 2 e 3, em apéndice C.
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Tabela 1. Valores médios (n=3) obtidos dos testes de toxicidade aguda com Daphnia similis, expostas
as amostras nao contaminadas do runoff (RNC). Os testes foram realizados nos 1°, 5° e 11 ° dias ap0s
0 experimento do runoff.

Concentragao (%)  Sobrevivéncia* (%) e DP

CL 98 (2,88)
3,125 98 (2,88)
6,25 100 (0)
12,5 90 (10)

25 97 (5,77)

50 90 (0)
100 75 (8,66)

*Valor médio; D.P.: Desvio Padrdo; C.L.: Controle Laboratorial.

Tabela 2. Resultados dos testes de toxicidade aguda com Daphnia similis, expostas as amostras
contaminadas do runoff (RC). Os testes foram realizados nos 1°, 5° e 11 ° dias ap6s o experimento do
runoff.

Periodo CEsg, 48h IC Abamectina*
(dias) (%) (95 %) (pgLh)
1° 13,87 11,96 — 16.08 5,54
5° 5,03 4,18 - 6,07 2,01
11° 4,42 3,79-5,16 1,76

I.C.: Intervalo de Confianga; * Concentra¢do nominal

No teste de toxicidade crbnica com Ceriodaphnia dubia, expostas as amostras do
RNC, verificou-se que em todos os tratamentos, com excecdo da concentracdo (6,25%),
ocorreram diferencas significativas em relacdo ao controle laboratorial (p < 0,05), sendo a
menor fecundidade registrada nas concentracbes de 50 e 100%, com 5 e O neonatos,
respectivamente. Os resultados de sobrevivéncia das fémeas adultas demonstraram diferencas
significativas (p < 0,05) nas concentra¢Ges 50 e 100%. Na Figura 4A, sdo apresentados 0s
resultados dos testes de toxicidade, sendo observado que com 0 aumento da concentracdo de
agua de runoff na amostra, menor foi o nimero de neonatos produzidos, indicando que a
turbidez ocasionou efeitos inibitorios na reproducdo de C. dubia.

Os resultados de reproducdo dos testes com o RC revelaram diferencas significativas a
partir da menor concentragdo, 3,125% (valor nominal de abamectina de 1,25 pg L™), com
fecundidade total de 97 neonatos. Os resultados de sobrevivéncia das fémeas adultas
revelaram diferengas significativas (p < 0,05) a partir da concentragdo de 6,25% (valor
nominal de abamectina de 2,50 pg L™) (Figura 4B). Embora a elevada turbidez tenha
interferido nos resultados dos testes, quando se compara os dois tratamentos RNC e RC,

observa-se no RC o efeito toxico do agrotoxico na reproducdo do organismo-teste a partir da
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menor concentragdo, 0 mesmo ocorrendo na sobrevivéncia, com valores bem inferiores aos do

RNC. Os resultados de toxicidade também podem ser observados na Tabela 4, em apéndice C.
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Figura 4. Resultados dos testes de toxicidade cronica com Ceriodaphnia dubia, expostas as amostras
de agua do runoff ndo contaminado (RNC) em A, e contaminado (RC) em B.

3.3. Teste com Chironomus xanthus

Os resultados dos testes agudos com Chironomus xanthus, expostos as amostras do
RNC, ndo revelaram diferencas significativas (p > 0,05) pelo método estatistico de Fisher
(Figura 5). Comparando-se o controle do laboratério com as amostras da parcela contaminada
(RC), verificam-se diferencas significativas a partir da concentracdo de 12,5%, sendo que o
valor de CLsg, 96h (16,24%) obtido representa a concentragdo nominal de abamectina de 6,50
ng L™ (Tabela 3). Os resultados de toxicidade com Chironomus xanthus também podem ser

observados na Tabela 5, em apéndice C.
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Figura 5. Resultados dos testes de toxicidade com Chironomus xanthus, expostos as amostras de agua
do runoff ndo contaminado (RNC).
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Tabela 3. Resultados dos testes de toxicidade com Chironomus xanthus, expostos as amostras
contaminadas do runoff (RC).

Periodo  ClLs, 96h IC Abamectina*
(dias) (%) (95 %) (gL
1 16,24 13,05 -20,22 6,50

I.C.: Intervalo de Confianca; * Concentracdo nominal

3.4. Sensibilidade dos organismos-teste

As premissas para a utilizacdo dos organismos-teste nos ensaios ecotoxicologicos
foram atendidas. O resultado da CLsg, 24h para D. similis ao cloreto de potassio foi de 501,9
mg L™, demonstrando estar dentro da faixa da carta controle, estabelecida entre 338 e 694
mg L™ (Figura 1, em apéndice C). Para C. dubia, a faixa de sensibilidade ao cloreto de sédio
foi de 1,06 a 1,76 g L™, sendo o valor da CEsp, 48h no periodo do teste de 1,66 g L™,
demonstrando que 0s organismos estavam aptos para serem utilizados em testes (Figura 3, em
apéndice C). A CLso, 96h para C. xanthus ao cloreto de potéssio foi de 5,15 g L™, em uma
faixa entre 2,58 e 6,30 g L™?, estando, portanto, dentro dos limites aceitos (Figura 4, em

apéndice C).

4. Discussao
4.1. Efeito do contaminante nos organismos-teste

A partir dos resultados de toxicidade com as amostras provenientes do runoff,
verifica-se que o organismo-teste mais sensivel foi Ceriodaphnia dubia e, embora a elevada
concentracdo de material em suspensdo (MS) tenha induzido efeito significativo, tanto na
reproducdo quanto na sobrevivéncia de C. dubia nas amostras controles, os demais
organismos nao foram afetados e responderam positivamente na avaliacdo da toxicidade do
contaminante. Contudo, mesmo que os valores elevados de MS tenham interferido nos
resultados de toxicidade de C. dubia, quando comparados os dois tratamentos (RNC e RC), é
evidente o efeito do contaminante na reproducdo e sobrevivéncia do organismo-teste,
demonstrando ser mais sensivel aos efeitos toxicos do Vertimec®18CE do que D. similis e C.
xanthus.

Em relagdo a D. similis, verifica-se que ocorreu um aumento da toxicidade em funcéo
do tempo de armazenamento da amostra, de forma que ap6s 11 dias a mesma amostra foi
cerca de trés vezes mais toxica do que no primeiro dia. Tais resultados demonstram que 0s

metabdlitos gerados durante o processo de degradacdo do agrotdxico foram mais toxicos do
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que o composto-mée. Estudos anteriores, como os realizados por Widenfalk; Lundgvist e
Goedkoop (2008), demonstram essa relacdo quando os autores expuseram Chironomus
riparius a clorpirifés e enriqueceram 0s testes com extratos microbianos. Os resultados
evidenciaram que o processo de degradacdo microbiana aumentou significativamente a
biodisponilidade deste agrotoxico e a consequiente acumulagdo nos tecidos.

Por outro lado, os estudos de Wislocki; Grosso e Dybas (1989) revelam que 0s
produtos gerados a partir da degradacéo de avermectina By, foram de uma a trés ordens de
grandeza menos toxicos para D. magna do que o composto-mde. No entanto, no presente
estudo, foi utilizado o produto comercial, o qual contém em sua formulagdo, além do
ingrediente ativo, outros compostos como 0s surfactantes, os quais sdo adicionados para
aumentar a eficacia do agrotoxico. Tais compostos podem gerar reacOes diferenciadas
daquelas que ocorrem apenas com o ingrediente ativo, podendo, inclusive, aumentar a
toxicidade. Nesse sentido diversos estudos tém demonstrado a elevada toxicidade dos
surfactantes para os organismos aquaticos (HENRY; HIGGINS e BUHL 1994; LEWIS,
1999; VAN DE PLASSCHE et al. 1999; YING, 2006).

Nesse sentido, os estudos desenvolvidos por Pereira et al. (2009) corroboram essa
observacdo. Os autores expuseram VArios organismos-teste, inclusive D. magna, a trés
diferentes tipos de agrotéxicos, com o objetivo de comparar a sensibilidade tanto da
formulacdo comercial quanto a do ingrediente ativo. Em geral, os resultados demonstraram
que a formulacdo comercial foi mais tdxica do que a do ingrediente ativo para dois dos
agrotoxicos testados.

Os valores da CEsp encontrados em literatura para dafnideos (CEsp, 48h para D. magna
de 0,25 a 0,34 pg L de abamectina, segundo TISLER e ERZEN, 2006; WISLOCKI;
GROSSO e DYBAS, op. cit., respectivamente) foram, em média, inferiores quando
comparados aos do presente estudo. No entanto, deve ser considerado que foram utilizadas
amostras provenientes de runoff e que a espécie testada foi D. similis, a qual se mostrou ainda
mais sensfvel, com o valor de 5,1 ng L™ (conforme apresentado no Capitulo 5). Para
ivermectina, derivado sintético da abamectina (LANKAS e GORDON, 1989), o valor da
CEso, 48h para D. magna é ainda mais baixo, variando de 2,5 a 5,7 ng L™ (HALLEY;
NESSEL e LU, 1989; GARRIC et al., 2007, respectivamente).

Por outro lado, verificou-se no presente estudo que os efeitos das particulas em
suspensdo foram evidentes nos organismos planctonicos, especialmente em C. dubia.
Segundo Bilotta e Brazier (2008), em sua revisao sobre a influéncia de material em suspenséo

nos organismos aquaticos, os efeitos deletérios nos organismos ndo podem ser previstos
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apenas com concentracdes elevadas de material em suspensdo, mas também deve ser levado
em consideragdo o tempo de exposicdo. Nesse sentido, os estudos realizados por Suren;
Martin e Smith, (2005) demonstram tal afirmacéo, pois os autores, ao exporem invertebrados
a diferentes concentracdes de material em suspensdo durante um periodo de exposicao
inferior a 24 horas, verificaram que ndo houve um aumento na mortalidade durante esse
periodo. Lopes et al. (2007), ao avaliarem a interferéncia do agrotoxico deltametrina nos
organismos zooplancténicos em experimentos de runoff versus microcosmos, também néo
relataram nenhum efeito toxico em funcéo da turbidez nos tratamentos controles em 24 horas
de exposic¢do. Os trabalhos citados acima corroboram os do presente estudo, demonstrando a
relagdo direta da toxicidade em funcdo do tempo de exposicéo, de forma que nos testes de 48
horas a elevada turbidez nas amostras controles ndo interferiu significativamente na
toxicidade, entretanto, em testes cronicos com maior duracdo (7 dias) a turbidez afetou os
organismos-teste. Neste contexto, um corpo d’agua natural sob intensa influéncia de areas
agricolas pode vir a sofrer sérios danos com a entrada intermitente de runoff associado a
poluentes, principalmente o Vertimec® 18CE, que se mostrou extremamente téxico para
microcrustaceos em baixas concentracfes, configurando a associacdo do efeito fisico da
turbidez com a toxicidade do contaminante.

O Vertimec® 18CE também foi toxico para C. xanthus, sendo os valores de toxicidade
bem proximos aos obtidos para D. similis, embora as espécies de Chironomidae tenham
sempre sido registradas na literatura com sensibilidade inferior as de Daphnidae (SUEDEL;
RODGERS e DEAVER, 1997; MASTIN e RODGERS, 2000; PHILLIPS et al., 2010). No
presente estudo essa elevada toxicidade pode ter ocorrido em funcdo da caracteristica do
contaminante, que é um potente inseticida/acaricida. Por outro lado, outros fatores podem
ainda ter influenciado na toxicidade, como a presenca de matéria organica, uma vez que 0S
organismos em condigdes de testes sdo alimentados. Os contaminantes organicos
hidrofébicos, como no caso o Vertimec® 18CE, tem a propriedade de complexar-se a matéria
organica presente no sedimento, através dos sitios de ligacdo. Assim, as particulas ingeridas
de sedimento pelas larvas de Chironomus complexadas com o agrotdxico, pode estar sofrendo
dessor¢do no trato gastro-intestinal do organismo, intensificando a toxicidade (WESTON,;
PENRY e GULMANN, 2000).

O teste com C. xanthus atendeu de forma positiva ao objetivo proposto, ndo so por
representar uma espécie local, caracterizando uma alta relevincia ecoldgica e
representatividade na cadeia de ecossistemas aquéaticos do Brasil, como também a escassa

informacdo em literatura sobre a toxicidade da abamectina para este organismo. Nesse
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sentido, outras investigacdes foram realizadas (vide Cap. 5) e os resultados da CLsp, 96h
apenas com o principio ativo, abamectina, foi de 2,67 pg L™, sendo um valor muito préximo
ao do presente estudo (concentracdo nominal de 6,50 pg L™), mesmo tendo sido submetido a
um runoff.

Os estudos de Ali; Xue e Alam (1997), também utilizando a formulagdo comercial,
corroboram os resultados do presente estudo, demonstrando toxicidade elevada em baixas
concentragdes. Os autores contaminaram lagoas experimentais com o agrotéxico AVID®
0,15CE (abamectina), em 5 tratamentos, com concentra¢fes estimadas minima e maxima de
3,13 e 50,0 ug L™?, respectivamente, verificando reducdo significativa na abundancia das
larvas de Chironomidae em todos os tratamentos até 14 dias ap0s a aplicacéo.

Embora ainda ndo exista uma norma especifica para testes com C. xanthus no Brasil,
ha varios trabalhos publicados na literatura envolvendo a investigacdo de contaminantes a este
organismo, a exemplo de Moreira et al. (2005), Dornfeld et al. (2006), Sotero-Santos; Rocha e
Povinelli (2007), Printes; Espindola e Fernandes (2007), os quais foram, em sua maioria,
baseados na metodologia descrita por Fonseca e Rocha (2004). Assim, torna-se evidente a
utilizacdo deste organismo em testes de toxicidade, uma vez que eles representam um elo
importante na cadeia alimentar, e também pelo fato de viver e se alimentar a partir de
particulas de sedimento, as quais representam o contato direto com o contaminante através do
corpo e, indiretamente, através da ingestao.

Além dos agrotdxicos causarem efeitos agudos como letalidade, baixas concentracdes
podem causar efeitos subletais, como disturbios no comportamento, diminuicdo da
reproducdo e crescimento, mudangas na estrutura da comunidade e, consequentemente,
alteracbes ecoldgicas importantes no sistema (GLIWICZ e SIENIAWSKA, 1986;
HANAZATO, 2001; WENDT-RASCH, 2003; DOWNING et al., 2008), ocasionando, efeitos
diretos e indiretos no ecossistema aquatico. Nesse sentido, a perda da abundancia e riqueza de
espécies, em conseqiiéncia da exposicdo de agrotoxico, é caracterizada como efeito direto,
mas, a mortalidade de zooplancton, por outro lado, pode resultar num efeito indireto no
fitoplancton, devido & diminuicdo da pressdo do grazing, aumentando, dessa forma, a
densidade populacional.

Diversos trabalhos tém demonstrado que a sensibilidade de algas a abamectina é bem
menor do que a dos organismos zooplancténicos e benténicos. Segundo os estudos realizados
por Tisler e Erzen (2006), os valores de CEsp, 72h para Scenedesmus subspicatus foi de 4,4
mg L* e para Pseudokirchneriella subcapitata foi de 15,5 mg L (VIEIRA, 2010).
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Comparando-se a sensibilidade de dafnideo e alga dos resultados dos autores acima
apresentados, D magna foi muito mais sensivel do que a alga S. subspicatus (TISLER e
ERZEN, 2006). No entanto, comparando-se a sensibilidade de D. similis e P. subcapitata,
essa diferenca foi bem maior (VIEIRA, 2010 e Cap. 5). Estes resultados demonstram que a
toxicidade da abamectina para as algas € menor em relagdo ao zooplancton, o que pode, em
situacOes reais, ocasionar um sério disturbio no equilibrio do sistema, com a mortalidade de
zooplancton e o conseqiliente aumento de fitoplancton. Diante desse contexto, 0 uso
indiscriminado desse agrotdxico pode acarretar em perda da diversidade biologica,

interferindo na dindmica dos ecossistemas aquaticos.

4.2. Acdo da abamectina nos organismos

De maneira geral, nos invertebrados, as avermectinas (AVM) interferem nas sinapses
neuromusculares bloqueando a neurotransmissdo, e embora a atividade antiparasitaria das
AVM tenha sido descrita em 1979, seu mecanismo de acdo ainda ndo foi totalmente
elucidado. A dificuldade em identificar os mecanismos de acdo se deve ao fato de o
agrotoxico atuar em mudltiplos sitios de ligacdo, e também por ser avaliado em sistemas
bioldgicos distintos, e portanto, com sensibilidades diferentes (TURNER e SCHAEFFER,
1989).

Nos vertebrados, as AVM causam a neurotoxicidade e o mecanismo de agdo esta
associado com o GABA (acido gama-aminobutirico) presentes no sistema nervoso central
(SNC). O GABA ¢ o principal neurotransmissor inibidor do SNC, e 0 seu mecanismo de acao
é representado pela ligacdo a receptores especificos. Essa ligagdo promove a abertura de
canais, permitindo a passagem de ions cloreto, 0 que torna a célula hiperpolarizada,
dificultando a conducdo dos impulsos elétricos, causando a sedacdo. A atividade do GABA
pode se excitatoria ou inibitoria, dependendo da dire¢do do fluxo idnico e da sua magnitude,
controlados pelos receptores GABA (WATANABE et al., 2002; MOHLER, 2006; LI e XU,
2008).

As AVM sdo bem menos toxicas para os vertebrados, pois apresentam alto peso
molecular e ndo atravessam facilmente a barreira hematoencefalica (BHE) no SNC
(LANKAS e GORDON, 1989). De maneira geral, as AVM ligam-se aos receptores
GABAEérgicos presentes na membrana pds-sinaptica estimulando o fluxo de ions cloreto para
o interior da celula nervosa, simulando o efeito "calmante” do GABA. Os valores de LDsg
encontrados na literatura para ivermectina em ratos e cachorros foram 50 e 80 mg Kg™,

respectivamente (FISHER e MROZIK, 1992). Os sintomas de toxicidade aguda, similares na
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maioria das espécies dos mamiferos, sdo ataxia, tremores, depressdo, convulsdes e morte
(LANKAS & GORDON, 1989). No entanto, em invertebrados, 0 GABA atua apenas em
receptores excitatorios nos nervos, mediando ativacdo muscular em sinapses entre 0s nervos e
células musculares, e também o estimulo de certas glandulas (LI e XU, 2008).

Em insetos e crustdceos o mecanismo de acdo das AVM consiste em induzir paralisia
tdnica da musculatura e imobilizagdo. A exposicdo & AVM pode resultar na ligacdo desse
agrotoxico ao sitio do receptor GABAeérgico, ativando canais de cloreto na membrana pos-
sinaptica, ocasionando um influxo de ions cloreto o que leva a uma hiperpolarizacdo
irreversivel e, consequentemente, inibindo a conducdo de impulsos nervosos. Contudo, a
AVM pode funcionar tanto como um agonista do GABA, quanto um estimulador da liberagéo
do GABA a partir de terminais pré-sinpticos inibitérios (ZUFALL; FRANKE e HATT,
1989; FREITAS et al., 1996; TISLER e ERZEN, 2006). As AVM podem interagir com canais
de cloreto mediados por outros neurotransmissores como o glutamato (MARTIN, 1997,
SANDERSON, et al., 2007; OMURA, 2008). Por outro lado, segundo Turner e Schaeffer
(1989), as AVM também podem ligar-se diretamente em sitios de canais do ion cloreto.
Verifica-se que as consequéncias fisiologicas das AVM ainda ndo estdo bem claras, no
entanto, independentemente dos sitios de ligacdo das AVM, é de consenso entre 0s autores
que a toxicidade é elevada para invertebrados aquéaticos em baixas concentracfes (FISHER e
MROZIK, 1992; TISLER e ERZEN, op. cit.; SANDERSON et al., 2007).

Conclui-se, pelo presente estudo, que o Vertimec® 18CE apresentou alta toxicidade
para 0s organismos-teste e ao extrapolar estes resultados para ecossistemas aquaticos naturais,
pode-se inferir que o escorrimento superficial de culturas tratadas com esse agrotéxico

representaria um sério risco a estrutura e funcionamento dos ecossistemas aquaticos.
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Capitulo 2

Analise da sobrevivéncia, do crescimento e das alteracdes histologicas de
juvenis de Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae) expostos aos residuos de
Vertimec® 18CE

Resumo

Os efeitos do agrotéxico Vertimec® 18CE, cujo principio ativo é a abamectina, foram
avaliados na sobrevivéncia, crescimento e na morfologia das branquias de juvenis de Danio
rerio a partir de testes de toxicidade cronico-parciais com &gua de runoff provenientes de
areas agricolas experimentais (cultura de morango), contaminadas e ndo contaminadas com o
agrotoxico. Os resultados demonstraram auséncia de efeitos na sobrevivéncia em todos 0s
tratamentos (6,25%; 12,5%; 25%; 50% e 100%), mas diferencas significativas (p < 0,05) em relacéo
ao controle foram registradas para o crescimento - com efeito hormese, além de alteracdes nas
branquias. Em geral, as alteracdes nas branquias foram de primeiro e segundo graus,
incluindo proliferacdo de células entre as lamelas secundarias, dilatagdo no &pice das lamelas,
descolamento do epitélio respiratério e aneurisma. Os resultados obtidos confirmam o
potencial téxico do Vertimec® 18CE mesmo em concentrages subletais, evidenciando riscos
ambientais em locais sob influéncia de &reas agricolas.

Palavras-chave: Vertimec® 18CE, abamectina, Danio rerio, toxicidade, morfologia de
branquias e runoff.

1. Introducéo

O Vertimec® 18CE é a formulacdo comercial do principio ativo abamectina e tem sido
comercializado no Brasil desde 1994 como acaricida, inseticida e nematicida em fruticulturas,
horticulturas e plantas ornamentais. A sua classificacdo toxicoldgica é medianamente toxica,
no entanto, a classificacdo do potencial de periculosidade ambiental é 1l, sendo considerado
muito perigoso ao meio ambiente, altamente persistente e extremamente toxico para
microcrustaceos e peixes (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2009).

A abamectina pertence a familia da avermectina (AVM) e neste grupo também estdo
incluidas as ivermectina e doramectina. As avermectinas, derivadas da fermentacdo do
actinomiceto Streptomyces avermitilis, sdo compostos altamente lipofilicos, com baixa
solubilidade na 4gua e alta adsorcdo em matéria organica (CAMPBELL, 1989; OMURA,
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2008). A abamectina € uma mistura que contém cerca de 80% de avermectina B, € 20%
avermectina Bjp, as quais tém propriedades bioldgicas e toxicologicas similares
(CAMPBELL, 1989; LANKAS e GORDON, 1989; FISHER e MROZIK, 1992).

As AVM atuam principalmente sobre o sistema nervoso dos organismos. Seu
mecanismo de ac&o ainda ndo foi totalmente elucidado, mas em geral esta relacionado com 0s
receptores GABA (acido gama aminobutirico) tanto em invertebrados quanto em vertebrados,
e com receptores glutamatérgicos em canais de cloreto em invertebrados. A maioria dos
autores menciona que as AVM podem atuar ndo s6 como agonista do GABA, mas também
podem estimular a liberacdo do GABA nos terminais pré-sinapticos inibitorios. Em ambos 0s
processos, aumentam a permeabilidade para ions cloreto, levando a uma hiperpolarizagdo de
células nervosas e musculares, o que acaba interferindo na transmissdo do sinal neural,
levando os organismos a morte (MELLIN; BUSCH e WANG, 1983; TURNER e
SCHAEFFER, 1989; CULLY et al., 1994). Em peixes as AVM podem atravessar a barreira
hematoencefélica e causar toxicidade (HZY; HORSBERG e NAFSTAD, 1990).

O impacto de poluentes em um determinado organismo pode ser observado por
alteracdes em diferentes niveis em termos de complexidade funcional. Nos peixes, 0 epitélio
branquial é a principal superficie de contato com o ambiente e constitui um importante alvo
dos poluentes presentes na agua, devido a sua extensa area superficial (WONG e WONG,
2000). A branquia é um 6rgdo multifuncional, responsavel pelas trocas gasosas, processos de
regulacdo osmotica, equilibrio acido basico e excrecdo de metabdlitos nitrogenados. Portanto,
é devida a essa multifuncionalidade que contaminantes podem entrar em contato direto com
as lamelas branquiais, penetrar na corrente sanguinea e causar danos em diversos niveis ao
animal (EVANS, 1987; STRIPP e TROMBETTA, 1994; EVANS; PIERMARINI e CHOE,
2005). Nesse sentido, o epitélio branquial tem sido utilizado em diversos estudos para a
avaliacdo do potencial toxico de xenobioticos tanto em ecossistemas aquaticos naturais quanto
em laboratério (RICHMONTS e DUTTA, 1989; CAMPAGNA et al., 2008; FRACACIO et
al., 2008; COSTA et al., 2009). As principais alteragdes histologicas que ocorrem nas
branquias, em fungdo do contato direto com contaminantes, sdo representadas por edema,
hiperplasia epitelial das lamelas secundarias, infiltragdo de células epiteliais, fusdo lamelar e
necrose na lamela secundaria (TAKASHIMA e HIBIYA, 1995).

A introducdo dos contaminantes nos ambientes aquaticos ocorre de forma diversa e
seus efeitos sobre a biota vdo depender da sua biodisponibilidade e da forma de acdo do
contaminante, podendo causar danos diretos e indiretos aos componentes bioldgicos do

sistema. Uma das formas de aporte de contaminantes é por meio do escorrimento superficial



Capitulo 2

Andlise da sobrevivéncia, do crescimento e das alteragoes histoldgicas de juvenis de Danio rerio... 46

de &reas agricultaveis, o que demonstra uma relacdo direta da aplicacdo de agrotoxicos com a
precipitacdo. Na regido sudeste do Brasil, entre outras, as chuvas torrenciais no verao séo
frequentes, fazendo com que uma parte da agua se infiltre no solo e a porcdo excedente a
capacidade de infiltracdo escoe superficialmente, promovendo a erosdo (BERTONI e
LOMBARDI-NETO, 1993) e, consequentemente, o arraste dos materiais adsorvidos as
particulas de solo. Diversos estudos ja tém demonstrado que o escorrimento superficial
provenientes de areas agricolas é considerado um dos principais meios de contaminacgédo das
aguas superficiais (HUBER; BACH e FREDE, 1998; LERCH e BLANCHARD, 2003;
CORREIA e LANGENBACH, 2006), trazendo sérias conseqiiéncias para a estrutura e
funcionamento dos ecossistemas aquaticos. No entanto, ainda € incipiente a abordagem
experimental in situ na qual se avalia as interacBes entre sistemas terrestres e aquaticos,
notadamente sobre os potenciais efeitos de contaminantes sobre as comunidades bidticas
aquaticas.

Nesse sentido, estudos experimentais em campo podem gerar informagdes mais
complexas e ecologicamente mais relevantes, reduzindo o grau de incerteza ao extrapolar 0s
resultados de toxicidade de um determinado agrotdxico para um cenario real (GRANEY;
GIESY e CLARK, 1995), uma vez que os agrotoxicos no ambiente sdo influenciados por
muitos processos que determinam sua persisténcia e mobilidade (GRAVILESCU, 2005).
Dentre as caracteristicas ambientais que mais influenciam a dindmica dos agrotoxicos podem
ser citados o clima (temperatura ambiente, pluviosidade, intensidade de luz solar e ventos), as
propriedades fisicas e quimicas do solo (teor de matéria organica e argila, pH, umidade), a
atividade microbiol6gica, a compactacgdo e a cobertura vegetal (WAXMAN, 1998; DORES e
DE-LAMONICA-FREIRE, 1999).

Diante desse contexto, este trabalho procurou testar a hipotese de que o escorrimento
superficial de culturas agricolas tratadas com o agrotéxico Vertimec® 18CE ocasiona efeitos
na sobrevivéncia, no crescimento e na morfologia das branquias de juvenis de Danio rerio a

partir de teste de toxicidade cronica parcial.

2. Materiais e métodos
2.1. Delineamento experimental

No Centro de Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada (CRHEA), localizado no
municipio de Itirapina, S&o Paulo, Brasil (22°01'22"S, 43°57'38"W), foram delimitadas duas
parcelas de solo de 8 m?, distantes entre si em 6 m, com declividade de 6%. Previamente ao

experimento, essas parcelas foram capinadas e aradas (Figura 1, A a D, em apéndice B). O
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solo da parcela era predominantemente arenoso, sendo a maior porgdo composta por areia fina
(54%) e 13,45% de matéria organica.

Uma das parcelas foi contaminada com o agrotoxico Vertimec® 18CE (Syngenta
Protecdo de Cultivos Ltda, Sdo Paulo, Brasil), cujo ingrediente ativo é a abamectina, e a
formulacdo comercial representa o concentrado emulsionavel a 18 g L™ do ingrediente ativo.
A aplicacdo foi realizada com o auxilio de um pulverizador costal, seguindo as instrucées
recomendadas pelo fabricante para culturas de morango de 0,75 mL L™ (volume aplicado de
0,125 L m™). A outra parcela recebeu apenas uma aspersio com &gua, servindo como
controle. No momento da aplicacdo da parcela contaminada, a parcela controle ficou coberta
com uma manta plastica para evitar qualquer possivel contaminagdo (Figura 2, A a D, em
apéndice B). Em seguida, realizou-se uma simulacdo de chuva a montante do terreno. A
intensidade da precipitacdo (19 mm) baseou-se na série histérica do més de fevereiro de 2005
a 2007, obtida junto a Estacdo Climatoldgica do CRHEA/EESC/USP (Figura 3, A e B, em
apéndice B). Este experimento foi conduzido no verdo, em fevereiro/2008, onde as
temperaturas de paises tropicais, como o Brasil, sdo elevadas.

As amostras da dgua foram coletadas a jusante da area de drenagem, na qual ocorreu o
runoff, através de uma manta plastica colocada dentro de uma depressao no terreno, cavada
anteriormente (Figura 3, C e D, em apéndice B). Posteriormente, parte da agua escoada
superficialmente pelo solo (runoff) foi levada ao laboratério para a caracterizacao fisica e

quimica, e realizacdo de testes ecotoxicoldgicos com juvenis de Danio rerio.

2.2. Variaveis fisicas e quimicas da agua do runoff

As amostras de &gua do runoff foram analisadas quanto as variaveis pH
(potencidbmetro B374), condutividade (condutivimetro 145A) e oxigénio dissolvido (medidor
de OD YSI). A turbidez foi analisada em espectrofotémetro (Hach, DR/2000) (APHA, 1995)
e material em suspensdo por gravimetria em filtros de fibra de vidro (GF/C — 47 mm)
(TEIXEIRA; TUNDISI e KUTNER, 1965). A concentragdo de abamectina foi quantificada
somente na amostra de 100%, a qual foi realizada por meio de cromatografia liquida (modelo
SCL-10A, marca Shimadzu), com detector SPD-10A UV e a confirmagdo por GC-MS
(modelo QP2010, marca Shimadzu) (LANCAS, 2004).

2.3. Testes de toxicidade cronica parcial
Para a realizacdo dos testes de toxicidade, as amostras de &gua provenientes do

experimento do runoff foram diluidas com agua de cultivo em quatro concentracgdes seriadas,
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6,25%; 12,5%; 25% e 50%, além da amostra integral de 100%. As concentra¢fes nominais de
abamectina (2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 pg L™) nas respectivas solucdes-teste do RC foram
estimadas a partir da quantificacdo cromatografica realizada na amostra de 100% (40 pg L™).

Os organismos-teste foram obtidos comercialmente e mantidos no laboratério para
aclimatacdo por um periodo de 7 dias em aquérios de 25 litros, com substitui¢do de 1/3 da
agua por agua reconstituida a cada 24h (ABNT, 2004). A alimentacdo ministrada foi racao
comercial Tetramin®, a qual foi suspensa 24h antes da realizac&o dos testes de toxicidade. Os
organismos utilizados apresentaram o comprimento médio de 1,16 cm (+ 0,10). Para avaliar
as condicBes fisiologicas dos organismos, os mesmos foram submetidos a testes de
sensibilidade ao cloreto de potassio por 48h, para determinar a CLso.

Os testes de toxicidade crbnica parcial seguiram a metodologia descrita na ABNT
(2007), modificando-se apenas a fase de vida do organismo-teste (de embriolarval para
juvenil) e a quantidade de réplicas (duas). Os testes foram montados em duas réplicas por
tratamento, com 10 organismos em cada (obedecendo a proporcdo de 1 g L), os individuos
foram mantidos em potes plasticos atdxicos, contendo 1 L de cada solucdo-teste, sendo a
duracdo dos testes de 7 dias em condicdes estaticas.

Todos os testes foram mantidos em sala climatizada, com fotoperiodo (12:12h
claro/escuro) e temperatura (25°C + 2) controlados, aeragdo constante e alimentacdo diaria.
Os parametros pH (potencidmetro B374), condutividade (condutivimetro 145A), dureza
(Hach, DR/2000) (APHA, 1995), oxigénio dissolvido (medidor de OD YSI) e mortalidade
foram avaliados a cada 24 horas.

2.4. Medidas de peso e comprimento

As medidas de peso total e comprimento padrdo foram feitas antes do inicio dos testes,
em 10% dos peixes, para avaliar a homogeneidade do lote e ao final dos testes nos peixes
sobreviventes (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis,
1987).

2.5. Avaliacao histoldgica das branquias

Apos a realizagdo da biometria, os individuos foram fixados inteiros na solugéo de
Bouin por 18 horas e lavados em agua corrente por 24 horas, permanecendo em alcool 70%
até o momento da desidratacdo. Posteriormente, os individuos foram desidratados em uma
série de alcoois e diafanizados em xilol para a inclusdo em parafina (TOLOSA et al., 2003).

Os cortes histologicos, de 4 a 6 um de espessura, foram feitos com navalha de aco em
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microtomo (Micron HM 340E). A coloracdo utilizada foi hematoxilina-eosina (HE) e a
avaliacdo qualitativa dos tecidos branquiais foi realizada por microscopia Optica. As
alteracdes foram identificadas seguindo Takashima e Hibya (1995) e a classificacdo proposta
por Poleksi¢ e Mitrovi¢-Tutundzi¢ (1994).

2.6. Andlise dos dados

O teste de Fisher foi utilizado para a verificagdo da diferenca significativa na
sobrevivéncia dos organismos-teste, comparando-se o controle laboratorial com os demais
tratamentos. Os testes estatisticos foram realizados com o auxilio do programa computacional
Toxstat 3.3 (GULLEY; BOELTER e BERGMAN, 1994),

Com relacdo aos resultados de biometria, a relacdo peso-comprimento dos individuos
do controle laboratorial foi comparada com a dos organismos-teste dos demais tratamentos,
através do teste Mann-Whitney, permitindo a deteccdo de efeitos crbnicos sobre o
crescimento e desenvolvimento dos organismos-teste. Os pressupostos de normalidade e
homocedasticidade dos dados foram previamente testados, sendo as andlises realizadas com
auxilio do software Statistica versdo 7 (STATSOFT, INC., 2004).

A fim de verificar a diferenca significativa das variaveis limnoldgicas entre os
tratamentos, foi aplicado a Anéalise de Variancia a um critério (ANOVA), com o0s
pressupostos de normalidade e homocedasticidade dos residuos previamente testados. As
analises foram realizadas com auxilio do software Statistica versdo 7 (STATSOFT, INC.,
2004).

3. Resultados
3.1. Analises fisicas e quimicas das amostras da agua do runoff

Pelos valores de pH, condutividade elétrica, turbidez, oxigénio dissolvido e material
em suspensdo ndo se verificam diferencas significativas entre os tratamentos do runoff néo
contaminado (RNC) e runoff contaminado (RC), (p > 0,05), demonstrando a homogeneidade
dos parametros envolvidos nas duas parcelas.

Os valores de pH nas amostras do runoff ndo variaram muito entre as diferentes
diluicdes, sendo 6,36 e 7,71 nos tratamentos 100% e 3,125%, respectivamente. Para a
condutividade foram obtidos valores minimo de 20,9 puS cm™ (em 100%) e maximo de 182,6
puS cm'l em 3,125% (Figura 1).
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Figura 1. Valores de pH e condutividade elétrica (uS cm™) obtidos nas amostras de 4gua provenientes
do RNC (A) e RC (B).

Com relagdo aos valores de turbidez e material em suspensdo (Figura 2), 0S mesmos
foram elevados nos tratamentos 100 e 50%, em funcdo da caracteristica da amostra, que é
proveniente de escorrimento superficial de solos agricultdveis sem cobertura. O valor maximo
de turbidez foi 930 NTU no tratamento 100% e, de acordo com os resultados de material em
suspensdo, a sua maior porgao € composta por particulas inorganicas (84%). Os resultados das
analises quimicas e fisicas das amostras do runoff, também podem ser observados na Tabela 1,

em apéndice A.
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Figura 2. Valores de material em suspensdo inorganico, organico (mg L™) e turbidez (NTU) obtidos
nas amostras de dgua provenientes do RNC (A) e RC (B).

A concentragdo de oxigénio dissolvido ficou acima de 6,5 mg L™ (Figura 3), com

reduzida alteracdo na amostra 100% do runoff contaminado (RC).
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Figura 3. Valores de oxigénio dissolvido (mg L™) obtidos nas amostras de 4gua do RNC e RC.

Em relacdo a determinacéo de abamectina na amostra de 100%, a analise demonstrou

sua auséncia no RNC e a concentracdo de 40,0 pg L™ no RC.

3.2. Sobrevivéncia e crescimento dos organismos-teste

De acordo com os resultados de sobrevivéncia dos testes de toxicidade cronica com
juvenis de Danio rerio, expostos as amostras das parcelas ndo contaminadas (RNC) e
contaminadas (RC), verificou-se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
(p>0,05) em relacdo ao controle laboratorial (Tabela 1). No entanto, com relacdo aos
parametros peso total e comprimento padrdo dos organismos-teste expostos as amostras do
RC, foram encontradas diferencas significativas (Tabela 2). Em rela¢do ao peso, em todas as
concentracdes ocorreram diferencas significativas em relacdo ao controle e, para o
comprimento padrdo, somente nas concentragdes do RC de 12,5; 50 e 100% foram observadas
diferencas significativas em relacdo ao controle. Entretanto, as diferencas significativas
observadas nos individuos expostos as amostras do RC sdo atribuidas ao maior ganho de peso
e comprimento dos mesmos, quando comparados ao controle laboratorial. Tais resultados
indicam uma resposta hormética do Vertimec® 18CE nos organismos, pois em baixas
concentragdes (subletais) acabaram estimulando o crescimento desses individuos. Os
resultados dos testes de toxicidade e biometria de Danio rerio também podem ser observados
nas Tabelas 6 e 7, apéndice C, respectivamente.

As premissas para a utilizacdo dos organismos-teste nos ensaios ecotoxicoldgicos
foram atendidas. O resultado da CLso,48h ao cloreto de potassio foi de 874 mg L7,
demonstrando estar dentro da faixa da carta controle, estabelecida entre 554

e 919 mg L™ (Figura 5, em apéndice C). Quanto a biometria inicial do lote utilizado, os
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resultados de correlagdo demonstram uma condicdo satisfatoria entre a relagdo peso total e
comprimento padréo (Figura 6, em apéndice C).

Tabela 1. Resultados dos testes de toxicidade crénica parcial de sobrevivéncia de juvenis de Danio
rerio, expostos as amostras ndo contaminadas (RNC) e contaminadas (RC) do runoff.

Concentracdo Sobrevivéncia Toxicidade

(%) (%)

C.L. 95 Aceito
RNC 6,25 95 NT
RNC 12,5 85 NT

RNC 25 80 NT
RNC 50 100 NT
RNC 100 90 NT
RC 6,25 100 NT
RC 125 95 NT
RC 25 100 NT
RC 50 100 NT
RC 100 100 NT

C.L. Controle laboratorial; NT: N&o toxico. Fisher (p > 0,05).

Tabela 2. Comparacdo dos pardmetros peso e comprimento de juvenis de Danio rerio (n=20),
expostos as amostras ndo contaminadas (RNC) e contaminadas (RC) do runoff, através da analise
estatistica de Mann-Whitney.

Concentracao (%) Comprimento (cm) £DP Peso (g) +DP
C.L. 1,14 0,08 0,02497 +0,006
RNC 6,25 1,17 +0,12 0,02511 +0,007
RNC 12,5 1,16 +0,16 0,02909 +0,016
RNC 25 1,17 +0,07 0,03054 +0,009
RNC 50 1,19 +0,12 0,02387 +0,015
RNC 100 1,15+0,12 0,02617 +0,007
RC 6,25 1,20 £0,12 0,03434* +0,012
RC 12,5 1,22* +0,14 0,03562* +0,014
RC 25 1,17 £0,15 0,03149* +0,015
RC 50 1,24* +0,09 0,03013* +0,008
RC 100 1,27* +0,09 0,03363* +0,008

C.L. Controle laboratorial; * Diferenga significativa em relagdo ao controle (p < 0,05).

3.3. Morfologia das branquias
As branquias dos organismos-teste expostos ao controle laboratorial apresentavam
morfologia normal, ou seja, desenvolvimento da area respiratdria com espacgos interlamelares

bem definidos, com o tecido epitelial justaposto as lamelas primarias e secundarias (Figura 4).
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Nos organismos-teste submetidos as concentracGes seriadas do RNC ndo foram
observadas lesdes nas branquias, verificando-se caracteristicas similares das branquias dos
individuos expostos ao controle laboratorial, com lamelas secundarias bem desenvolvidas e
espaco entre elas bem definidos. Observa-se, portanto, que a turbidez ndo interferiu na
sobrevivéncia e no crescimento, bem como na morfologia das branquias destes individuos. Na
Figura 5 podem ser visualizadas algumas das analises histoldgicas das branquias nas
concentracdes do RNC de 6,25; 25; 50 e 100%.

Figura 4. Corte longitudinal ao filamento branquial dos organismos-teste Danio rerio expostos ao
controle laboratorial, demonstrando as lamelas secundarias bem desenvolvidas (LS) e os espagos
interlamelares bem definidos (x). Em (A), aumento de 63x e em (B), 100x. (HE).

Figura 5. Corte longitudinal ao filamento branquial dos organismos-teste Danio rerio expostos as
diferentes concentragfes do runoff ndo contaminado (RNC). As figuras demonstram as lamelas
secundarias bem desenvolvidas (LS), os espacos interlamelares bem definidos (x) e filamento
branquial (F). (A) concentragdo do RNC de 6,25%, (B) RNC 25%, (C) RNC 50%, aumento de 63x,
respectivamente. (D) RNC 100%, 40x. (HE).

As alteracBes encontradas nas brénquias dos organismos-teste expostos as diferentes
concentragcdes do RC, de maneira geral, representam o primeiro (1) e segundo (II) graus. As

lesbes de | e Il graus sdo reversiveis, mas, se as condi¢cdes do ambiente ndo mudarem, as
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lesBes de 11 grau progridem para Ill, que sdo irreversiveis, causando alteragdes funcionais que
freqlientemente levam a morte.

Dentre as lesbes mais comumente encontradas, a partir da concentracdo mais baixa,
destacam-se a proliferacdo das células epiteliais entre as lamelas secundarias (), reduzindo a
area respiratodria; a dilatacdo no apice das lamelas secundérias (1) e o descolamento do epitélio
() (Figura 6, A e B). Essas alteragbes foram se intensificando com o0 aumento da
concentracdo, tendo sido verificada proliferacdo celular na maioria das lamelas secundarias,
resultando na juncdo de varias delas (11). Tais lesdes reduzem, sobretudo, 0s espacos para as
trocas gasosas em grande parte das brénquias (Figura 6, C e D). Contudo, as lesbes mais
graves foram encontradas nas branquias dos organismos-teste expostos ao RC 100%,
incluindo aneurisma (Il) (Figura 6, E e F, respectivamente), o que demonstra os efeitos do
Vertimec® 18CE.

A

Figura 6. Corte longitudinal ao filamento branquial dos organismos-teste Danio rerio expostos as
diferentes concentra¢fes do runoff contaminado (RC). (A) e (B) RC 6,25%, observar a proliferacéo de
células entre as lamelas secundéarias (x), dilatacdo no &pice das lamelas secundarias (D) e
descolamento de epitélio na lamela secundaria (—). (C) e (D) RC 50%, observar intensa proliferacéo
de células entre as lamelas secundarias (x) e intenso descolamento de epitélio na lamela secundéria
(—). Aumento de 63x, respectivamente. (E) RC 100%, aneurisma (A), 100x (HE).
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4. Discusséo

Nos testes de toxicidade cronica parcial com juvenis de Danio rerio néo foi verificado
nenhum efeito na sobrevivéncia dos organismos. Porém, no crescimento (principalmente em
relacdo ao peso total), os individuos expostos as amostras do RC evidenciaram maior tamanho
corporeo do que os do controle. E na morfologia das branquias foi verificado alteragcdes em
niveis diferenciados, o que demonstra o potencial de toxicidade do agrotéxico Vertimec®
18CE para peixes, mesmo em concentracfes subletais.

As concentracfes subletais dos contaminantes ndo estdo diretamente envolvidas na
letalidade, entretanto, a exposicdo em longo prazo pode produzir diversos efeitos negativos,
como diminuigéo das taxas de crescimento e reproducéo, alteracdes nos tecidos e aumento na
sensibilidade dos peixes a doencas infecciosas as quais, por sua vez, indiretamente podem
levar a morte (SIWICKI e STUDNICKA, 1994; LOCK; BALM e WENDELAAR BONGA,
1994; CAMARGO e MARTINEZ, 2007; COSTA et al., 2009).

No presente estudo, 0 aumento da taxa de crescimento registrada nos individuos
expostos as amostras contaminadas se deve ao efeito hormese, que segundo Calabrese e
Baldwin (2003), a resposta do crescimento em baixos niveis de substancias toxicas pode ser
maior do que no controle. Ainda segundo os autores, dos diversos produtos quimicos
avaliados em seus estudos de revisao, os parametros biolégicos mais predominates foram as
respostas do crescimento, seguidos dos efeitos metabolicos, longevidade, reproducdo e
sobrevivéncia. Como resultado de suas analises, concluiram que hormese € um fenémeno
amplamente observado, ainda que nem sempre seja relatado.

De fato, nos seus estudos desenvolvidos por Campagna et al. (2007), ao avaliarem 0s
efeitos de aldrin e heptacloro na sobrevivéncia, crescimento e alteracdes morfol6gicas de
juvenis de D. rerio, verificaram que 0 crescimento dos organismos nao estiveram
relacionados diretamente com o aumento da concentragdo. Os autores observaram que em
doses intermediarias houve um aumento de peso dos individuos quando comparados ao
controle.

O efeito hormético também foi observado por Bresch et al. (1990), que ao avaliarem a
toxicidade de 4-cloroanilina na reproducéo e crescimento de D. rerio durante trés geracoes,
observaram um aumento de peso dos individuos o qual diminuia em concentracdo mais
elevada.

Com relacdo as alteracbes morfologicas das branquias, os resultados foram
indicativos de que houve uma resposta biolégica diante da contaminacdo por Vertimec®

18CE. As alteracdes foram de primeiro e segundo graus, a partir da primeira concentracdo das
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solugdes-teste do RC. Na menor concentracdo, as alteragcdes encontradas foram hiperplasia
(reduzindo os espacos para trocas gasosas), dilatacdo no apice e descolamento do epitélio nas
lamelas secundarias. Segundo Takashima e Hibiya (1995), a proliferacdo de células do
epitélio respiratério e as microprojecdes da superficie epitelial em lamelas primarias e
secundarias sao 0s primeiros sinais de exposi¢do a agentes quimicos e fisicos.

Nas concentracdes subsequientes, a proliferacdo de células do epitélio branquial foi
mais intensa e progressiva, levando a fusdo de lamelas secundérias. Essas alteracGes séo
mecanismos de defesa, uma vez que as células se proliferam intensamente aumentando a
barreira agua-sangue, reduzindo, dessa forma, a area superficial branquial em contato com o
meio externo e com o contaminante (POLEKSIC e MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994; VAN
HEERDEN; VOSLOO e NIKINMAA, 2004). No entanto, as lesGes mais severas ocorreram
nas concentragdes do RC de 50 e 100%, verificando-se intenso descolamento do epitélio
lamelar (I) e aneurisma (I1). Segundo a classificagdo de Poleksi¢ e Mitrovi¢-Tutundzi¢ (op.
cit.), estas alteracdes podem ser reversiveis caso as condi¢fes adversas sejam minimizadas,
mas podem continuar progredindo, alcan¢ando um estagio de terceiro grau, como a necrose e
fibrose, ambas irreversiveis, provocando a morte do organismo por asfixia em funcdo do
comprometimento e da obstrucdo da &rea necessaria as trocas gasosas. As alteracOes
inflamatorias das branquias podem refletir uma adaptacéo fisiologica ao estresse (MALLATT,
1985), entretanto, estes mecanismos, apesar de protegerem as areas branquiais para assegurar
a manutencdo das funcdes osmorregulatorias, podem levar a disfuncdo ou ainda ao nao
funcionamento das branquias, resultando em asfixia (TAMSE; GACUTAN e TAMSE, 1995).

Todas as alteragdes encontradas no presente estudo tém sido verificadas nas branquias
de vérias espécies de peixes expostas a diferentes tipos de agrotoxicos (RICHMONDS e
DUTTA, 1989; SARAVANA e GERALDINE, 2000; FANTA et al., 2003; CAMPAGNA et
al., 2007; FRACACIO et al., 2008), incluindo aqueles agrotoxicos cujo principio ativo é a
abamectina. Jenci¢ et al. (2006), por exemplo, ao avaliarem as alteragdes histologicas nos
Orgdos da truta arco-iris expostas a abamectina, verificaram alteracfes degenerativas no
cérebro e nos rins do organismo-teste na concentragdo mais elevada (4,5 pg L™). Os estudos
de Athanassopoulou et al. (2002) também demonstraram altera¢fes histologicas no robalo
(Dicentrarchus labrax) ap6s a administracdo de ivermectina (alimentacdo, intubacdo oral e
injecdo), em concentragdes variando de 0,5 a 3,5 mg kg™. Os autores observaram alteracées
nos tecidos intestinais, renais e branquiais, sendo que nas branquias as alteracbes mais
comumente encontradas foram edema, necrose do epitélio das células e descolamento das

lamelas secundarias.
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No presente estudo ndo foi possivel determinar os valores da CEO (Concentracdo de
Efeito Observado) e CENO (Concentracao de Efeito N&do Observado), uma vez que ndo houve
mortalidade significativa para a realizacdo dos calculos. Contudo, os valores de sensibilidade
encontrados na literatura para abamectina e demais outros compostos da familia das
avermectinas demonstram o efeito tdxico em concentra¢es muito baixas, da ordem de ppb.
Os resultados da CLs,96h de abamectina para as diferentes espécies de peixes sao de 3,2; 9,6;
24 e 40 pg L™ para truta arco-fris (Oncorhynchus mykiss), “bluegill sunfish” (Lepomis
macrochirus) “channel catfish” (Ictalurus punctatus) e carpa (Cyprinus carpio),
respectivamente (WISLOCKI; GROSSO e DYBAS, 1989). Nos estudos realizados por
Halley; Nessel e Lu (1989), com ivermectina, observam-se valores de sensibilidade bem
proximos aos da abamectina, sendo 3,0 pug L™ para O. mykiss e 4,8 pug L™ para L.
macrochirus.

Por outro lado, nos estudos realizados por Tisler e Erzen (2006), o valor da CLs,96h
para Danio rerio expostos a abamectina foi superior aos demais trabalhos mencionados, sendo
de 55,1 ug L. No entanto, nos demais estudos desenvolvidos nesta tese (Capitulo 5), o valor
da CLso em 48 horas para juvenis de Danio rerio foi inferior (33 pg L™). Tais resultados
demonstram a toxicidade das avermectinas para peixes mesmo em baixas concentracdes, 0
que também foi observado para organismos zooplanctonicos (CEs,48h para Daphnia similis
foi 5,1 ng L") e bentdnicos (CLso,96h para Chironomus xanthus foi de 2,67 pg L™), conforme
dados apresentados no Capitulo 5.

Estudos sobre bioconcentragdo também vem sendo desenvolvidos desde a década de
90, como por exemplo os de Van Den Heuvel et al. (1996), que ao avaliarem a
bioconcentracdo e depuracdo da abamectina em L. macrochirus ndo verificaram a sua
bioacumulagéo nos tecidos pelo fato do seu alto peso molecular interferir na permeabilidade
da membrana. No entanto, nos estudos realizados por Jenci¢ et al. (2006), os resultados da
analise residual demonstraram acumulo de abamectina nos tecidos da truta arco-iris,
indicando consideravel adsorgdo/absor¢do atraves da pele e branquias, de forma proporcional
as concentragdes expostas. Hay; Horsberg e Nafstad (1990) também avaliaram a concentragdo
de *H-ivermectina no salmao (Salmo salar) apds administragdo oral (sonda), verificando que a
ivermectina foi absorvida lentamente, acumulando-se nos 6rgaos com maior teor de lipideos,
com concentracdo maxima apds 4 dias da administracdo. A eliminacdo da droga foi muito

lenta e a excrecdo ocorreu principalmente através da bilis. Os autores concluiram que a
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ivermectina atravessa facilmente a barreira hematoenceféalica dos peixes, sendo, portanto,
mais suscetivel a efeitos toxicos em peixes do que para mamiferos.

Diante dos resultados obtidos, é possivel considerar que o Vertimec® 18CE representa
um risco para 0s organismos aquaticos, uma vez que concentracdes subletais interferiram na
morfologia das branquias de juvenis de Danio rerio, com efeitos em niveis diferenciados.
Deve-se considerar ainda que os experimentos foram desenvolvidos a partir de uma Unica
aplicacdo em éarea de plantio e sob condicBes controladas (dosagem segundo especificacao
técnica), 0 que caracteriza uma situacdo um pouco diferente do sistema geralmente adotado
pelos agricultores, implicando em um fator de risco ainda maior e mais preocupante em

relacdo aos sistemas naturais e a satde do préprio agricultor.
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Capitulo 3

Estudos de campo e laboratorio para avaliar o efeito dos residuos de
Vertimec® 18CE em Daphnia similis

Resumo

A utilizacdo de teste in situ tem sido sugerida como uma alternativa ou complementacdo na
avaliacdo de risco, pois possibilita que outros fatores sejam avaliados de forma conjunta, 0s
quais, nos experimentos laboratoriais, ndo poderiam ocorrer devido as situacdes controladas.
Neste sentido, este experimento foi delineado para avaliar as interacbes do agrotoxico
Vertimec® 18CE nos ecossistemas aquéticos. Para tanto, foram contaminadas parcelas de
solos com Vertimec® 18CE na concentragéo indicada para a cultura de morango (0,125 litros
de calda m™). Ap6s a contaminagdo, foi simulada uma chuva torrencial, coletando-se a agua
escoada superficialmente pelo solo, a qual foi transferida para mesocosmos experimentais em
cinco tratamentos, em triplicatas: 1) controle dos mesocosmos - C; 2) runoff da parcela de
solo ndo contaminada - RNC; 3) runoff da(garcela de solo contaminada com Vertimec® 18CE
- RC; 4) aplicacdo direta do Vertimec™ 18CE na agua - V e 5) amostras coletadas
aleatoriamente para verificar se houve contaminagdo entre os mesocosmos - A. Amostras de
agua desse tanques foram coletadas para a realizacdo de testes ecotoxicologicos com Daphnia
similis e para avaliacdo das caracteristicas limnoldgicas, em cinco periodos de coletas, por 10
dias (240 horas). Foram verificadas diferencas fisicas e quimicas na agua, principalmente
relacionadas com o aumento da turbidez, material em suspensdo e nutrientes (formas
nitrogenadas e fosfatadas), sendo registrada toxicidade aguda em todo o periodo amostral
somente para o tratamento com aplicacdo direta do agrotéxico, e em alguns periodos no
tratamento RC (de 48h até 168h). Os resultados obtidos sugerem que ndo ocorreu a total
degradacédo do agrotoxico durante o periodo de estudo (10 dias) no tratamento com aplicagéo
direta, demonstrando que a presenca de outras substancias na formulagdo comercial esteja
contribuindo para a manutencdo da toxicidade, 0 que representa um risco potencial para 0s
ecossistemas aquaticos em areas adjacentes as aplicagoes.

Palavras-chave: ecotoxicologia aquatica, mesocosmos, runoff, Vertimec® 18CE e agrotéxicos.

1. Introducgéo

Os agrotoxicos tém por objetivo 0 aumento da produtividade no setor agricola por
meio do controle de pragas, no entanto, a utilizacdo indiscriminada e abusiva tem se tornado
cada vez mais preocupante. Um dos maiores problemas relacionados com a aplicacdo de

agrotoxico consiste no fato de que a maior parte acaba ndo atingindo os organismos-alvo,
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sendo carreada pelas aguas das chuvas, percolando ou volatilizando, o que representa uma
ameaca aos ecossistemas como um todo, principalmente os aquéticos. De forma adicional,
tem-se verificado que os efeitos ndo se restringem apenas a espécie-alvo, uma vez que outras
espéecies também estdo expostas ao agrotoxico, implicando em efeitos diretos e indiretos
severos a toda a comunidade.

A contaminagdo por agrotoxico nos diferentes compartimentos, terrestre e aquético,
tem sido reportada na literatura (FILIZOLA et al., 2002; VEIGA et al., 2006 e SCHAFER et
al., 2007), demonstrando que o escorrimento superficial € um dos principais meios de
contaminacdo das &guas superficiais (LERCH e BLANCHARD, 2003). No entanto, a
concentracdo que acaba chegando aos ecossistemas aquaticos varia em funcdo de varios
fatores, como a declividade do terreno, cobertura, umidade, praticas agricolas, precipitacéo,
caracteristicas quimicas do solo e do produto, mas, principalmente, da forma de aplicacdo. A
forma mais comum € a pulverizacdo, e um dos maiores problemas é que a maior parte do
ingrediente ativo é desperdicada, estimando-se que 90 % ndo atingem os organismos-alvo
(PIMENTEL, 1991; CHAIN, 1995; BETTIOL e GHINI, 2003). De acordo com Plimmer
(1992), a probabilidade de perda por runoff é menor que 5%, por percolacdo chega a ser
menor que 1%, enquanto por volatilizagdo fica em torno de 40 a 80%. Independente das
concentragfes que chegam a determinados ecossistemas, é possivel que se produzam efeitos
negativos em espécies, comunidades ou no ecossistema, dado que o uso destes compostos
pela agricultura expde organismos, recursos naturais e seres humanos.

No Brasil, o registro do agrotoxico é baseado nas caracteristicas agrondmicas,
toxicologicas e ecotoxicoldgicas de cada substancia/produto (PERES; MOREIRA e DUBOIS,
2003). No entanto, para os estudos ecotoxicoldgicos, em geral, sdo previstos o0s testes apenas
com o ingrediente ativo. Na formulacdo comercial é reconhecido que outros ingredientes,
como surfactantes, sdo adicionados ao ingrediente ativo para aumentar a eficacia do
agrotoxico, o que pode aumentar a toxicidade em organismos ndo-alvo (LEWIS, 1999; COX e
SURGAN, 2006; PEREIRA et al., 2009). Assim, testes de toxicidade com o produto
comercial sdo importantes, uma vez que podem fornecer informagBes mais realisticas dos
efeitos gerais decorrentes da aplicacdo dos agrotoxicos.

De forma adicional a avaliacdo ecotoxicologica do agrotoxico em laboratorio, 0s
experimentos conduzidos em campo tém sido sugeridos como uma alternativa ou
complementacdo na avaliacdo de risco, pois estes estudos oferecem dados ecologicamente

relevantes, possibilitando que outros fatores sejam avaliados de forma conjunta, os quais, nos
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experimentos laboratoriais, ndo poderiam ocorrer em fungdo das situacOes controladas
(BOYLE e FAIRCHILD, 1997; CAQUET; LAGADIC e STEVEN, 2000).

O agrotéxico Vertimec® 18CE, cujo principio ativo é a abamectina, ¢ utilizado como
acaricida, inseticida e nematicida em fruticulturas, horticulturas e plantas ornamentais
(FISHER & MROZIK, 1992). E uma mistura que contém 80% ou mais da avermectina By, e
20% ou menos de avermectina By, (WISLOCKI; GROSSO e DYBAS, 1989). A classificacdo
toxicoldgica do Vertimec® 18CE é 111, medianamente txica, no entanto, a classificagdo do
potencial de periculosidade ambiental é II, sendo considerado muito perigoso ao meio
ambiente, altamente persistente e extremamente tdxico para microcrustaceos e peixes. Em
fungéo de sua ampla e intensa utilizagdo, com uso recomendado em 24 culturas, combatendo
17 diferentes pragas (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2009), o emprego
de Vertimec® 18CE na agricultura pode resultar em impactos ambientais e riscos a satde
humana.

Diante desse contexto, procurou-se testar a hipétese de que o escorrimento superficial
de culturas agricolas tratadas com o agrotéxico Vertimec® 18CE ocasiona toxicidade aos
organismos aquaticos. Além disso, 0s experimentos realizados in situ, associados com os de
laboratério, utilizando a formula comercial do agrotoxico, podem gerar informacfes mais
realisticas e, dessa forma, fomentar discussdes junto as agéncias governamentais na tomada

de decisBes das praticas agricolas e areas afins.

2. Materiais e métodos
2.1. Delineamento experimental

No Centro de Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada (CRHEA), localizado no
municipio de Itirapina, Sdo Paulo, Brasil (22°01'22"S, 43°57'38"W), foram delimitadas duas
parcelas de solo de 8 m? com a declividade de 6%. Previamente ao experimento, essas
parcelas foram capinadas e aradas (Figura 1, A a D, em apéndice B). O solo da parcela era
predominantemente arenoso, sendo a maior por¢do composta por areia fina (54%) e 13,45%
de matéria organica.

Uma das parcelas foi contaminada com o agrotoxico Vertimec® 18CE (Syngenta
Protecdo de Cultivos Ltda, Sdo Paulo, Brasil), cujo principio ativo é a abamectina. A
formulacdo comercial representa o concentrado emulsionavel a 18 g L™ do ingrediente ativo.
A aplicacdo foi realizada com o auxilio de um pulverizador costal, seguindo as instrucées
recomendadas pelo fabricante para culturas de morango (de 0,75 mL L*, com volume

aplicado de 0,125 L m™). A outra parcela ndo foi contaminada e serviu como controle, sendo
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borrifada apenas com &gua. No momento da aplicagdo do agrotoxico, a parcela controle ficou
coberta com uma manta pléstica para evitar qualquer possivel contaminacao (Figura 2, A a D,
em apéndice B). Em seguida, simulou-se uma chuva de 19 mm, a montante do terreno,
baseando-se na serie historica do més de fevereiro de 2005 a 2007, obtida junto a Estacéo
Climatol6gica do CRHEA/EESC/USP (Figura 3, A e B, em apéndice B). Este experimento foi
conduzido no verdo, em dezembro de 2008, onde as temperaturas de paises tropicais, como 0
Brasil, sdo elevadas. No momento da aplicacdo ndo havia vento e a temperatura do ar era de
20°C.

As amostras foram coletadas a jusante da area de drenagem, na qual ocorreu o runoff,
através de uma manta plastica colocada dentro de uma depressdao do terreno, cavada
anteriormente (Figura 3, C e D, em apéndice B). Posteriormente, parte da dgua escoada
superficialmente pelo solo (runoff) foi levada ao laboratério para a caracterizacdo fisica e
quimica, e realizacdo de testes ecotoxicologicos com Daphnia similis. A outra parte foi
transferida para os mesocosmos, representados por 12 tanques cilindricos de polietileno de
alta densidade (PEAD), com cerca de 60 cm de diametro e 90 cm de comprimento
(aproximadamente 200 L), abertos na superficie e no fundo, os quais foram lavados
previamente com &cido nitrico 5%, acetona e dgua destilada.

Com o intuito de manter as condi¢cbes ambientais proximas as observadas em campo,
0s mesocosmos foram colocados dentro de um tanque de concreto de 10,24 m? por 1,14 m de
profundidade, construido as margens da represa do Lobo, também nas dependéncias do
CRHEA (Figura 1). Dentro desse tanque de concreto ja existia agua, sedimento (uma camada
de cerca de 8 cm) e uma comunidade bioldgica estabelecida. Os mesocosmos foram inseridos
no tanque de concreto e preenchidos com a agua local, mantendo-se em contato direto com o
sedimento. Pesos de concreto (de aproximadamente 12 kg cada um) foram presos na
superficie dos mesocosmos, evitando-se assim a flutuacdo dos mesmos e a passagem de agua,
sedimento e organismos entre os mesocosmos (Figura 4, A e B, em apéndice B). Apos a
montagem do experimento, 0s mesocosmos ficaram em repouso por dois dias, promovendo a
sedimentagdo do material particulado e uma maior estabilizagdo de cada unidade
experimental. Posteriormente deu-se inicio a adi¢cdo da agua do runoff (contaminado e néo
contaminado) e da adicdo direta do Vertimec® 18CE nos mesocosmos, em uma (nica
contaminacéo.

O experimento foi realizado em cinco tratamentos, todos em triplicatas, sendo
delimitados em: 1) mesocosmo controle - C, nenhum contaminante foi adicionado,

permanecendo na condicao ja encontrada no tanque de concreto; 2) mesocosmo com o runoff



Capitulo 3
Estudos de campo e laboratdrio para avaliar o efeito dos residuos de Vertimec® 18CE em Daphnia similis 67

ndo contaminado - RNC, este tratamento recebeu &gua de escorrimento do solo ndo
contaminado, para tanto, foi retirado 20 L de 4gua do mesocosmo e substituido pela agua do
runoff; resultando em 10% de runoff ndo contaminado em relacdo ao volume total (200 L); 3)
mesocosmo com o runoff contaminado - RC, este tratamento recebeu dgua de escorrimento
do solo contaminado com o Vertimec® 18CE, para tanto, foi retirado 20 L de agua do
mesocosmo e substituido pela dgua do runoff; resultando em 10% de runoff contaminado em
relacdo ao volume total (200 L); 4) mesocosmo com o Vertimec® 18CE - V, neste tratamento
foi adicionado o agrotoxico puro diretamente na agua, correspondendo a 0,4 mL de
Vertimec® 18CE/200L e 5) amostras coletadas ao lado externo dos tanques, aleatoriamente,
para verificar se houve contaminagdo entre os mesmos - A. Nos tratamentos contaminados
com o agrotoxico (RC e V) os valores correspondem a uma concentracdo nominal estimada
de 4 ug L™ e 40 pg L™ de abamectina, respectivamente. Este Gltimo tratamento baseou-se no
valor determinado em cromatografia do runoff puro de um experimento realizado
anteriormente. Sendo assim, representa cerca de 100% da concentracio de Vertimec® 18CE
escoada superficialmente (Figura 5, A a C, em apéndice B). Para a realizagao desse trabalho, a
concentracdo utilizada no experimento foi baseada naquela aplicada na cultura de morango.
Essa escolha foi em funcdo do histdrico na utilizacdo desse agrotdxico associado ao seu uso
indiscriminado. De acordo com os estudos realizados por Nunes et al. (2009), os produtores
rurais fazem o uso desse agrotoxico ultrapassando a recomendacdo da aplicacdo do produto
por ciclo, estabelecido em duas vezes.

Apds a montagem do experimento in situ, deu-se inicio a coleta de amostras de agua
para analises ecotoxicoldgicas e a determinacdo de algumas variaveis fisicas e quimicas. O
experimento teve duracdo de 10 dias (240 horas), com a periodicidade de coleta estabelecida
no tempo 0 (antes da contaminacao) e apos 3, 48, 96, 168 e 240 horas da contaminagdo. Os
testes de toxicidade com D. similis foram realizados a partir da contaminagéo (3 horas).

Durante todo o periodo de estudo, os mesocosmos ficaram cobertos com lona plastica
transparente no periodo noturno ou em dias de chuva, evitando-se, desta forma, os efeitos da

precipitacdo, principalmente em relacdo a diluicéo.
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Figura 1. Esquema da disposi¢do dos tanques no experimento em mesocosmos. C: controle; RNC:
runoff ndo contaminado; RC: runoff contaminado; V: Vertimec® 18CE. A figura em menor escala
ilustra os pontos aleatdrios (A) das coletas de amostras de agua.

2.2. Variaveis fisicas e quimicas da agua

A temperatura, pH, condutividade e a concentracdo de oxigénio dissolvido foram
medidas nos mesocosmos usando um medidor portatil (marca Horiba, modelo U-10). A
turbidez foi analisada em espectrofotdmetro (Hach, DR/2000) (APHA, 1995) e material em
suspensdo por gravimetria em filtros de fibra de vidro (GF/C - 47 mm) (TEIXEIRA;
TUNDISI e KUTNER, 1965). Os nutrientes (nitrogénio organico total e fésforo total) foram
analisados por espectrofotometria (APHA, 1995).

Foi quantificada, apenas para fins de confirmacdo, a concentracdo de abamectina
somente na amostra do runoff puro, sendo a determinacdo realizada por meio de
cromatografia liquida (modelo SCL -10A, marca Shimadzu), com detector SPD-10A UV e a
confirmagdo por GC-MS (modelo QP2010, marca Shimadzu) (LANCAS, 2004). N&o foi
possivel a determinacdo da concentracdo final de abamectina em cada mesocosmo, baseando-
se, portanto, apenas na concentragdo nominal inicial. Essa determinagdo foi considerada
desnecesséria pelo fato de que outros compostos fazem parte da formulagdo comercial com
igual ou maior toxicidade e também ndo seriam determinados em fungdo de sua néo

especificacdo pelo fabricante.

2.3. Testes de toxicidade

Para a realizacdo dos testes de toxicidade, as amostras de &gua provenientes do
experimento do runoff foram diluidas em cinco concentraces seriadas (3,125%; 6,25%;
12,5%; 25% e 50%), enquanto que os testes com as amostras dos mesocosmos foram
realizados sem diluicdo. Os procedimentos para a realizagdo dos testes com Daphnia similis,
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bem como do preparo da &gua de cultivo, seguiram as normas da ABNT (2004). Para avaliar
as condicBes fisiologicas dos organismos, os mesmos foram submetidos a testes de
sensibilidade ao cloreto de potassio por 24h, determinando-se a CEso (ABNT, 2004).

Nos testes de toxicidade aguda para D. similis foram utilizados 5 organismos em 4
réplicas, expostos em copos plésticos atoxicos contendo 10 mL da solugdo-teste. A duracdo
do teste foi de 48 horas, efetuando-se ap0s esse periodo a contagem de organismos Vivos.

As medidas de pH (potencidmetro B374), oxigénio dissolvido (medidor de OD YSI) e
condutividade (condutivimetro 145A) da agua foram realizadas no inicio e final dos testes de

toxicidade com zooplancton.

2.4. Analise dos dados

Os resultados dos testes de toxicidade aguda foram avaliados através do método
estatistico Trimmed Spearman-Karber e expressos em CEsp,48h (HAMILTON; RUSSO e
THURSTON, 1977). O teste de Fisher foi utilizado para a verificagdo da diferenga
significativa da sobrevivéncia dos organismos-teste, comparando-se o controle laboratorial
com os demais tratamentos. Os testes estatisticos foram realizados com o auxilio do programa
computacional Toxstat 3.3 (GULLEY; BOELTER e BERGMAN, 1994).

Para avaliar a variacdo espacial e temporal dos parametros limnolégicos dos
mesocosmos, 0s resultados foram analisados utilizando-se uma Anéalise de Componentes
Principais (ACP). Quando necessario, a fim de verificar a diferenca significativa das variaveis
limnoldgicas entre os tratamentos, foi aplicado o teste de Mann-Whitney, com o0s
pressupostos de normalidade e homocedasticidade dos residuos previamente testados. As
analises foram realizadas com auxilio do software Statistica versdo 7 (STATSOFT, INC.,
2004).

3. Resultados e discusséo
3.1. Variaveis fisicas e quimicas da agua

Com relagdo ao pH, houve pequenas variagdes quando comparados o inicio e o final
do experimento entre os diferentes tratamentos, com a média minima registrada de 6,82 no
inicio do experimento, no tratamento A, e a maxima de 7,41 no final do experimento
(tratamento V). Para a condutividade verificou-se aumento com o decorrer do experimento,
com valores médios variando entre 73 pS cm™ (inicio) e 111 puS cm™ (final), nos tratamentos
C e A, respectivamente (Tabela 1).
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A concentragdo de oxigénio dissolvido (Tabela 1) decresceu no decorrer do
experimento, sendo a média minima registrada em 96 horas, no tratamento RNC (2,7 mg L™),
muito provavelmente em funcdo da turbidez (Tabela 1) encontrada no sistema, a qual foi
elevada apds a introducdo do runoff (3h), com valores de 243,33 NTU (RNC) e 307,33 NTU
(RC). No decorrer do periodo experimental, o sistema foi estabilizando, de forma que ao final
do experimento, 0s respectivos tratamentos estavam com 27,67 NTU e 12,33 NTU. Diversos
estudos tém demonstrado que o aumento da turbidez reduz a penetracao de luz, diminuindo a
producdo primaria e, conseqlentemente, o oxigénio dissolvido (LLOYD; KOENINGS e
LAPERRIERE, 1987; SUREN; MARTIN e SMITH, 2005; BILOTTA e BRAZIER, 2008).

Em paralelo a andlise de turbidez, os resultados de material em suspensdo (Tabela 2)
também evidenciaram uma alta concentracdo de particulados apds a introducdo do runoff,
sendo a sua maior porcdo constituida de material em suspensao inorganico (MSI), cerca de
80% (81,44 mg L™). Assim como ocorreu com os valores de turbidez, os de material em
suspensao também diminuiram no decorrer do periodo, registrando-se ao final do experimento
cerca de 40% de material inorganico (4,65 mg L™) para o mesmo tratamento (RNC). Como o
objetivo deste experimento era o de simular cenadrios mais proximos de situacGes reais, essa
elevada turbidez representa, entre outros aspectos, as condigdes naturais de escoamento
superficial durante um evento de chuva num cérrego adjacente as culturas agricolas. Nesse
sentido, Bakri; Rahman e Bowling (2008) também registraram valores elevados de material
em suspensao total em corpos d’agua proximos de areas rurais, com valores maximos de 110
mg L™? e 387 mg L na estacdo chuvosa. Gomes et al. (2009) também encontraram valores
elevados de MST no rio Madeira (Rondénia, Brasil) na época da cheia, com valores minimo
e maximo de 326 e 996 mg L™, respectivamente.
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Tabela 1. Valores médios (+DP) das varidveis fisicas e quimicas da &gua obtidos nos mesocosmos
durante o periodo experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado,
V: aplicacdo direta do Vertimec e A: amostras aleatorias entre 0S mesocosmos).

Periodo (horas) 0 3 48 96 168 240
pH

C 7,82 (¥0,09) 847 (x0,02) 7,20 (x0,70) 6,79 (x0,39) 6,67 (x0,03) 6,74 (+0,04)
RNC 7,67 (x0,2) 7,90 (+0,38) 6,67 (+0,16)  6,55(+0,17) 6,54 (0,11) 6,45 (+0,08)
RC 7,17 (+0,12) 7,73 (0,03)  6,91(0,27) 6,77 (+0,27) 5,78 (¥0,10) 6,60 (+0,09)

\4 7,00 (£0,05) 8,34 (+0,06) 7,94 (+0,28) 7,88 (+0,37) 6,43 (+0,42) 7,41 (0,27)

A 6,82(£0,69)  833(+0,1)  7,44(x0,16)  7,15(+0,18) 6,14 (+0,60) 6,63 (+0,05)

Condutividade (uS cm™)

c 73,00 (£2,03) 74,83 (+2,02) 77,00 (+4,36) 80,67 (+551) 83,00 (+#4,00) 86,33 (+3,06)
RNC 73,33 (£2,33) 61,50 (+391) 68,67 (+3,51) 76,67 (+493) 83,33 (£6,43) 88,50 (+9,37)
RC 73,78 (+2,41) 60,83 (+2,47) 69,00 (+2,65) 7500 (+3,61) 82,00 (£#3,46) 87,33 (+4,25)

\4 75,67 (+0,58) 76,67 (+1,44) 77,00 (+1,00) 79,67 (+2,89) 82,00 (+1,73) 85,83 (+2,47)

A 83,22 (+0,69) 83,17 (+0,29) 88,83 (+0,29) 94,67 (+0,58) 104,33 (+0,58) 111,00 (0)

Oxigeénio dissolvido (mg L™

c 8,87 (+2,30) 10,46 (+1,39) 574 (+1,26) 4,77 (+1,80)  3,48(+0,88) 6,53 (+0,69)
RNC 9,07 (+0,25) 10,15 (+0,32) 5,28 (+0,82) 2,70(x1,01) 2,38 (x1,43) 4,15 (+2,58)
RC 10,56 (¥0,21) 10,03 (+0,65) 5,13 (¥0,49) 3,30 (+0,60) 2,79 (+0,19) 4,86 (+0,24)

\4 10,09 (¥0,77) 11,66 (x0,63) 7,62 (¥1,54) 6,10 (+0,38) 543 (+0,21) 8,28 (+0,33)

A 7,99 (£0,63) 10,26 (+146) 6,80 (+1,04)  505(+024)  358(+0,32) 6,42 (+0,05)

Turbidez (NTU)

C 1300 (+1,00) 1500 (+265) 1300 (x1,73) 1800 (x361) 1067 (x306) 9,33 (+1,15)
RNC 13,00 (+1,73) 24333(£69,64) 2000 (+121,02) 930 (£7621) 5167 (+5543) 27,67(:32,33)
RC 1333 (+1,53) 307,33 (:34,0) 19467 (+208) 9433(208) 3267 (+611) 1233 (+252)

v 1433 (+1,53) 1300 (173) 1433(x153) 17,67 (x208) 633 (225) 833 (2058)

A 16,00 (+1,73) 1467 (x208) 16,67(x0,58) 16,00 (+2,00) 1067 (+1,15) 1167 (+0,58)

Temperatura (°C)

c 2540 (+0,15) 28,00 (+0,18) 23,63 (+0,06) 2515 (+0,22) 26,6 (+0,10) 22,75 (+0,10)
RNC 25,61 (+0,23) 27,60 (+0,13) 23,63 (+0,06) 2503 (+0,08) 26,57 (+0,06) 22,75 (+0,13)
RC 25,68 (+0,27) 27,47 (+0,12) 23,70 (0) 25,03 (+0,06) 26,50 (+0,10) 22,78 (+0,12)

\4 2549 (+0,08) 27,62 (+0,30) 23,75 (+0,05) 2502 (+0,13) 26,42 (+0,08) 22,85 (+0,05)

A 2550 (+0,10) 27,57 (+0,08) 23,72 (x0,03) 25,15 (0,18) 26,50 (0) 22,80 (+0,05)

A avaliagdo fisica e quimica do runoff sem diluicdo também foi realizada por
Rochester; Hill e Yoo (1994). Os autores simularam o runoff em parcelas de solo cultivadas
com algoddo, no Alabama (USA), e os valores de MST para a mesma intensidade de
precipitacdo (19 mm) variaram de 0,6 a 1,3 g L™, em um terreno com declividade de 0,2%. Os
valores encontrados neste estudo foram em media 4 vezes superiores aos registrados pelos
autores acima citados (cerca de 4 g L™), o que pode ter ocorrido em funcdo da auséncia de

cobertura do solo associado com uma maior declividade.
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Tabela 2. Valores médios (xDP) de material em suspensdo inorgénico e organico das amostras de
agua coletadas dos mesocosmos durante o periodo experimental (C: controle, RNC: runoff ndo
contaminado, RC: runoff contaminado, V: aplicacdo direta do Vertimec e A: amostras aleatorias entre
0S Mesocosmos).

Periodo (horas) 0 3 48 96 168 240
Material em suspens&o inorganico (mg L)
C 1,44 (£0,30) 1,25 (+0,86) 3,70 (0,75) 2,03 (+1,16) 1,33 (+1,07) 0,55 (0)
RNC 1,56 (x0,74) 81,44 (£54,47) 43,02 (¥21,76) 19,87 (x14,71) 7,11 (+7,03) 4,65 (%6,11)
RC 1,34 (x0,82) 79,55 (+8,38) 49,61 (¥6,00) 19,88 (x¥2,95) 5,95 (+1,97) 2,40 (+1,44)
\% 0,82 (+0,56) 1,21 (0,73) 2,94 (+1,27) 1,10 (+0,86) 1,72 (0) 1,5 (0)
A 1,15 (¢0,11) 2,46 (+0,55) 3,05 (+0,08) 2,43 (+0,75) 2,28 (+0,34) 2,10 (+0,52)
Material em suspenséo organico (mg L™)
C 7,74 (x0,72) 8,88 (£0,89) 7,65 (+1,20) 7,10 (£3,73) 6,92 (+4,63) 8,00 (+0,01)
RNC 8,00 (+0,80) 19,87 (+11,67) 15,09 (+6,81) 14,37 (£9,69) 6,61 (+2,26) 6,81 (+1,75)
RC 7,48 (¥0,82) 24,31 (x1,72) 28,07 (+8,80) 12,55(%6,08) 6,90 (x2,04) 7,15 (+3,61)
\% 7,28 (x0,82) 9,25 (+1,83) 8,50 (+1,18) 4,56 (+0,95) 3,35 (0) 4,42 (0)
A 7,67 (£0,10) 9,04 (£0,54) 7,85 (+0,37) 5,65 (+0,94) 7,20 (x0,35) 6,54 (+0,09)

Com relacgdo aos nutrientes (Tabela 3), ndo se verificou aumento na concentracdo de
nitrogénio organico total (NOT) apds a introducdo do runoff (3h). No entanto, quando se
compara os demais tratamentos com o Controle (C), verificam-se diferencas significativas em
RNC e RC (p < 0,05). Para fosforo total (PT) verificou-se aumento da concentracdo apds a
introdugdo do runoff no sistema. Em RNC ocorreu um aumento de 3,5 vezes em relagédo a Oh
e para RC o aumento foi de 6 vezes. Deste modo, em todos os tratamentos foram observadas

diferencas significativas em relacdo ao C (p < 0,05).

Tabela 3. Valores médios (£DP) dos nutrientes, nitrogénio organico total e fosforo total em amostras
de agua coletadas dos mesocosmos durante o periodo experimental (C: controle, RNC: runoff ndo
contaminado, RC: runoff contaminado, V: aplicacdo direta do Vertimec e A: amostras aleatorias entre
0S Mesocosmos).

Periodo (horas) 0 3 48 96 168 240
Nitrogénio organico total (mg L™)
C 0,88 (+0,67) 0,23 (x0,03) 0,53 (x0,17) 0,52 (x0,19) 1,00 (¥0,08) 0,54 (+0,35)
RNC 1,08 (£0,26) 0,30 (+0,03) 0,53 (x0,17) 0,76 (x0,19) 1,12 (+0,08) 0,86 (+0,35)
RC 1,71 (+0,43) 0,30 (x0,12) 0,90 (¥0,05) 1,12 (#0,29) 1,00 (+0,34) 0,99 (+0,40)
v 1,45 (+0,28) 0,20 (+0,07) 0,59 (¥0,07) 0,53 (+0,38) 0,96 (+0,17) 0,57 (+0,44)
A 2,10 (+0,25) 0,28 (+0,07) 0,64 (+0,02) 1,07 (+0,20) 0,76 (+0,14) 0,76 (+0,07)
Fosforo total (ug L™)
C 49,26 (£3,99) 68,23 (+11,25) 66,11 (+5,00) 57,50 (+1,71) 93,53 (+20,99) 70,31 (+17,81)
RNC 35,13 (+6,32) 124,74 (+130,7) 309,34 (+149,5) 119,13 (+63,28) 137,25 (+58,58) 104,74 (+67,65)
RC 43,49 (+8,47) 270,33 (+36,85) 349,41 (+39,91) 161,32 (+28,60) 116,00 (+23,18) 102,26 (+51,59)
v 42,78 (+10,93) 167,37 (+50,40) 187,64 (+13,47) 71,36 (¥4,12) 118,69 (+12,91) 101,74 (+7,70)

A 4421 (+1,97) 7503 (+18,93) 203,63 (+27,11) 94,19 (+9,73) 139,27 (+8,81) 183,24 (+15,23)
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Os resultados da Analise de Componentes Principais (ACP) indicaram que o primeiro
eixo (fator 1) explicou 44,97% da variabilidade dos dados limnoldgicos considerados, e 0
segundo eixo (fator 2) explicou 24,61%, totalizando 69,58% de explicacdo dos dados (Figura
2). Essa anélise evidenciou a formacdo de gradientes espacial e temporal das variaveis
limnoldgicas consideradas, sendo possivel observar a distincdo entre as fases do experimento.
O grupo | representa o inicio (antes do runoff) e a fase final (com o sistema mais estabilizado)
e o grupo Il caracteriza o periodo mais critico do experimento, apos a introducgéo do runoff (3
h) até as 96h (Figura 2A). As variaveis limnoldgicas relacionadas com a formacao desses dois
grupos foram turbidez, MSI, MSO e PT, os quais foram elevados apés a introducdo do runoff
(Figura 2B). Os resultados da ACP podem ser observados na Tabela 2, em apéndice A.
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Figura 2. Dispersdao dos escores dos tratamentos ao longo do periodo de amostragem, ambos
representados nos dois primeiros eixos (em A) e dispersdo dos escores das variaveis limnoldgicas
consideradas (em B), sendo PT: fdsforo total, NT: nitrogénio organico total, MSI: material em
suspensdo inorgénico, MSO: material em suspensdo organico, Cond.: condutividade, OD: oxigénio
dissolvido, Temp.: temperatura e Turb.: turbidez.

3.2. Teste de toxicidade

As premissas para a utilizacdo dos organismos-teste nos ensaios ecotoxicolégicos
foram atendidas. O resultado da CLsp,24h para D. similis ao cloreto de potassio foi de 505,9
mg L™ durante o periodo, demonstrando estar dentro da faixa da carta controle, estabelecida
entre 373 e 638 mg L™. A carta controle (2009) pode ser observada na Figura 2, em apéndice
C.

No teste agudo com Daphnia similis, expostas diretamente as amostras do runoff, ndo
foi observado efeito toxico ao organismo-teste em nenhuma das concentracdes da parcela

controle (RNC), mesmo na amostra de 100%. Comparando-se o controle do laboratério com
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as amostras da parcela contaminada (RC), verificam-se diferencgas significativas a partir da
concentragdo de 6,25%, sendo o valor de CEs,48h de 9,78%. Esse valor representaria uma
concentracdo nominal de abamectina de 3,91 pg L™ (Figura 3), corroborando com a faixa
registrada no capitulo 1 (1,76 a 5,54 ug L™Y). Na Tabela 8, apéndice C, pode ser observado
uma comparacdo dos resultados dos testes com as amostras contaminadas e nao

contaminadas.
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Figura 3. Resultados dos testes de toxicidade aguda com Daphnia similis, expostas as amostras de
agua do runoff contaminado (RC) e ndo contaminado (RNC), e a sua relagdo com a média da turbidez
das duas parcelas (nivel de significancia de 5% no teste de Fisher).

Com relacdo aos testes de toxicidade aguda com D. similis, expostas as amostras do
mesocosmos, 0s resultados revelaram toxicidade para o tratamento RC, em todas as réplicas,
apenas no periodo de 48h. No quarto e sétimo dias de coletas (96 e 168h) a toxicidade ocorreu
em apenas uma das réplicas e para os demais periodos ndo se verificou mais toxicidade,
evidenciando a degradacdo do produto ao longo do tempo ou sua adsorcdo ao particulado e
posterior sedimentacdo (efeito fisico). O mesmo ndo aconteceu para 0 tratamento V,
verificando-se toxicidade em todos os periodos de coleta, demonstrando que o periodo de 10
dias (240h) ndo foi suficiente para degradar o produto (Tabela 4), ou mesmo outros
compostos presentes na formulacdo comercial se fizeram mais toxicos. Os resultados dos
testes de toxicidade com Daphnia similis também podem ser observados nas Tabelas 9 a 13,
em apéndice C.

Os resultados obtidos indicam reducdo da elevada turbidez provocada pela introducéo

do runoff, ocorrendo uma tendéncia a estabilizacdo no decorrer do periodo experimental. Os
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testes de toxicidade confirmam tal afirmacdo, pois no tratamento RNC n&o se verificou
nenhum efeito toxico ao organismo-teste, demonstrando que a turbidez ndo foi o principal
fator de estresse. Estes resultados sdo corroborados com os de Moreira-Santos et al. (2005) e
de Lopes et al. (2007), no quais os autores avaliaram a interferéncia do agrotoxico
deltametrina nos organismos fitoplanctonicos, zooplancténicos e bentdnicos em experimentos
de runoff versus microcosmos, e também ndo relataram nenhum efeito tdxico em fungéo da

turbidez nos tratamentos controles.

Tabela 4. Valores de imobilidade avaliados em testes ecotoxicolégicos com Daphnia similis,
referentes as cinco coletas realizadas nos mesocosmos ao longo de 10 dias (240h). (C: controle, RNC:
runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V: aplicacdo direta do Vertimec e A: amostras
aleatdrias entre 0s mesocosmos).

Periodo (horas) — 3 48 96 168 240
Trat. | Réplicas — | 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
C NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT
RNC NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT
RC NT|NT|NT] T T T T [NT | NT ] T | NT | NT| NT|NT|NT
\ T T T T T T T T T T T T T T T
A NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT

De acordo com andlise feita pelo método estatistico de Fisher, o simbolo T em negrito, indica efeito toxico
agudo, a um nivel de significancia de 5%. NT: ndo téxico.

No entanto, elevadas concentragdes de material em suspenséo podem causar danos ao
sistema filtrador dos organismos aquéticos, que associados a contamina¢do por agrotdxicos
podem deixa-los mais suscetiveis, inclusive a predacdo. Além disso, diversos estudos tém
demonstrado que o aumento de material em suspensao esta associado com a migracao vertical
de invertebrados (HANAZATO, 2001; SUREN e JOWETT, 2001; BILOTTA e BRAZIER,
2008). Nesse sentido, Gammon (1970) demonstrou que concentracfes de material em
suspens&o entre 40 e 80 mg L™ podem aumentar a migracéo de 25 a 90%.

Bilotta & Brazier (2008), em sua revisdo sobre a influéncia de material particulado nos
organismos aquaticos discutiram a importancia da duracdo da exposicdo como um fator
importante para determinar o seu efeito a biota aquatica. Os autores acima referidos
concluiram que os efeitos deletérios nos organismos aquaticos ndo podem ser previstos
apenas com valores elevados de material em suspensdo, mas também deve ser levado em
consideracdo o tempo de exposicdo. Os estudos realizados por Suren; Martin e Smith (2005)
comprovam tal afirmacdo. Os autores expuseram invertebrados a altas concentracdes de

material em suspensdo, em periodo de exposicao inferior a 24h, verificando que ndo houve
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um aumento na mortalidade durante esse periodo. No entanto, um corpo d’agua natural sob
intensa influéncia de &reas agricolas pode vir a sofrer sérios danos com a entrada constante de
runoff associado a contaminantes, principalmente o Vertimec®18CE, que Se mostrou
extremamente tdxico para microcrustaceos em baixas concentracées.

A elevada toxicidade registrada no tratamento V é corroborada com os estudos
ecotoxicologicos realizados por Tisler e Erzen (2006), no qual os autores demonstraram que a
abamectina € altamente toxica para zooplancton e peixes em concentra¢cbes muito baixas, com
valores de CEsg e CLsg da ordem de ng L™ e pg L™, respectivamente. A concentragdo nominal
utilizada neste tratamento foi de 40 pg L™ e os valores de CEsy,48h para Daphnia magna
registrados em literatura sdo de 0,25 e 0,34 ug L™, segundo Wislocki; Grosso e Dybas (1989)
e Tisler e Erzen (2006), respectivamente. Ou seja, a concentragdo obtida a partir da
recomendacdo para uso é quase 118 vezes superior ao encontrado em literatura, demonstrando
que o produto utilizado é altamente toxico em concentra¢Ges bem inferiores.

No presente estudo, apesar do agrotoxico ser facilmente fotodegradavel e das
condicdes climatologicas envolvidas em estudos de campo (com temperaturas elevadas,
tipicamente de regides tropicais), ndo foi verificada a reducdo da toxicidade no decorrer do
periodo como era esperado. Diversos autores relatam que a abamectina é rapidamente
fotodegradada em solo superficial (ty, = 8-21h), na lamina d’agua (ti, = 12h) e em lagos a
meia vida é de quatro dias (CAMPBELI, 1989; WISLOCKI; GROSSO e DYBAS op. cit,;
FISHER e MROZIK, 1992). Entretanto, de acordo com os resultados do presente estudo,
observou-se que a toxicidade ocorreu por um periodo maior do que a meia vida mencionada
em literatura. Esses valores vém corroborar a hipétese inicial de que a formulacdo comercial
do Vertimec® 18CE acaba se tornando mais téxica do que a do principio ativo em funco da
permanéncia no ambiente ser maior.

A concentracdo utilizada nos mesocosmos (tratamento V) representa os 100% de
runoff que possivelmente estaria sendo carreada pelas enxurradas, em dias de chuvas, a um
corpo d’agua adjacente a uma cultura agricola tratada com Vertimec® 18CE. Mesmo uma
concentragdo mais baixa, cerca de 10% de runoff (tratamento RC), foi suficiente para
ocasionar toxicidade em até 168h apds a contaminacdo. Nesse sentido, o teste de toxicidade
realizado s6 com a amostra do runoff, indicou um valor de CEsp, 48h muito proximo aos 10%
(cerca de 9,78%).

As propriedades da abamectina, mencionadas em literatura, como a sua répida
fotodegradacgéo na agua e a sua afinidade por particulas solidas, sugerem que este produto ndo

ficaria muito tempo no ambiente aquéatico. No entanto, os resultados obtidos com a férmula
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comercial indicam que a toxicidade para organismos aquéaticos é muito elevada e mesmo em
baixas concentragGes poderia causar sérios desequilibrios em ambientes aquaticos. Esses
valores representam 0 potencial toxico desse agrotoXico aos organismos aguaticos,
ressaltando a necessidade de ser realizar mais estudos com cenarios mais realisticos para
poder subsidiar as agéncias ambientais na tomada de decisfes das préaticas agricolas e areas

afins.
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Capitulo 4

Alterac0es estruturais e funcionais de sistemas aquéticos apds adi¢do do
agrotoxico Vertimec® 18CE, com énfase na comunidade zooplanctonica

Resumo

O agrotéxico Vertimec® 18CE, cujo principio ativo é a abamectina, é comumente utilizado
como acaricida, inseticida e nematicida em fruticulturas, horticulturas e plantas ornamentais.
Apesar do seu amplo uso na agricultua, diversos efeitos negativos diretos e indiretos estdo
associados ndo somente com o principio ativo, mas também com a formulacdo comercial,
para a qual ainda sdo raros os estudos sobre a toxicidade para organismos aquaticos.
Considerando o0 exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial risco deste
agrotoxico ocasionar alteracbes na comunidade zooplanctdnica em ecossistemas aquaticos
artificiais. Para tanto, foram contaminadas parcelas de solos com Vertimec® 18CE na
concentracdo indicada para a cultura de morango (0,125 litros de calda m™?). Apés a
contaminacdo, foi simulada uma chuva torrencial (19 mm), coletando-se a agua escoada
superficialmente pelo solo, a qual foi transferida para mesocosmos experimentais em cinco
tratamentos: 1) controle dos mesocosmos - C; 2) runoff da parcela de solo ndo contaminada -
RNC; 3) runoff da parcela de solo contaminada com Vertimec® 18CE - RC; 4) aplicagdo
direta do Vertimec® 18CE na agua - V e 5) amostras coletadas aleatoriamente para verificar se
houve contaminacdo entre os mesocosmos - A. A duracdo do experimento foi de 240h (10
dias), sendo que os mesocosmos foram contaminados apenas uma vez, nas concentragdes
nominais de abamectina de 4 e 40 pg L™, respectivamente para RC e V. Durante esse periodo,
amostras de &gua foram coletadas para analises fisicas e quimicas, além da coleta de
zooplancton. Os resultados demonstraram alteracfes fisicas e quimicas relacionadas com a
adicdo do runoff e do agrotéxico nos mesocosmos, verificando que o Vertimec®18CE,
associado ao runoff e adicionado diretamente nos mesocosmos, causou modificacbes na
estrutura (composicéo e densidade) da comunidade zooplanctonica. Os efeitos foram agudos e
crbnicos especialmente para Copepoda e Cladocera, enquanto que Rotifera foi menos sensivel
ao efeito do agrotoxico. O periodo de 10 dias ndo foi suficiente para o restabelecimento dos
microcrustaceos, mesmo considerando uma unica contaminacao, evidenciando, dessa forma, a
elevada toxicidade do Vertimec® 18CE para o zooplancton.

Palavras-chave: mesocosmos, runoff, Vertimec® 18CE, agrotéxicos e comunidade
zooplancténica.
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1. Introducgéo

A contaminagdo por agrotoxico nos diferentes compartimentos, terrestre e aquético,
tem sido amplamente registrada na literatura (FILIZOLA et al., 2002; VEIGA et al., 2006;
SCHAFER et al., 2007), sendo o escorrimento superficial proveniente de areas agricolas um
dos principais meios de contaminacdo das aguas superficiais (HUBER; BACH e FREDE,
1998; LERCH e BLANCHARD, 2003). Uma vez no ambiente aquatico os agrotoxicos sdo
influenciados por varios processos fisicos, quimicos e bioldgicos que interferem na
persisténcia e mobilidade, tornando as interagcdes com o sedimento, coluna d’4gua e biota
muito complexas (GRAVILESCU, 2005). Assim, se faz necessaria a adocdo de estudos que
possam avaliar de forma mais ampla os reais efeitos da adicdo de contaminantes, destacando-
se, entre estes, 0s experimentos in situ.

Nesse sentido, a principal razdo para realizacdo de experimentos in situ,
principalmente com agrotoxicos utilizados na agricultura, € o de gerar um regime de
exposicao mais realistico do que apenas as informagGes geradas em laboratério (GRANEY;
GIESY e CLARK, 1995), uma vez que os testes de toxicidade laboratoriais geralmente
subestimam a magnitude dos efeitos normalmente esperados em um sistema natural (PRATT;
BOWERS e CAIRNS, 1990), pois muitas interaces abioticas e bidticas entre 0s organismos
de uma comunidade e o ambiente ao redor s&o eliminadas nos testes de toxicidade
laboratoriais. Assim, realizar experimentos em larga escala, com multiespécies, significa ter
uma melhor compreensdo da estrutura e funcionamento dos ecossistemas aquaticos frente a
um elemento estressor, diminuindo, desta forma, as incertezas associadas com a extrapolacdo
dos resultados decorrentes apenas dos testes de toxicidade uniespecificos (GRANEY; GIESY
e CLARK op. cit.; CAIRNS, BIDWELL e ARNEGARD, 1996; CRANE, 1997).

Os estudos em mesocosmos contaminados com agrotdxicos vém sendo bastante
empregados em vdrios paises devido a necessidade de “validagdes de campo” dos testes de
toxicidade efetuados no laboratorio, a exemplo da Holanda (SCHROER et al., 2004),
Dinamarca (FRIBERG-JENSEN et al., 2003), Alemanha (PEITHER et al., 1996), Espanha
(LOPEZ-MANCISIDOR et al., 2008), Canada (SANDERSON et al., 2007), dos Estados
Unidos (DOWNING et al., 2008), Japdo (CHANG; SAKAMOTO e HANAZATO, 2005) e
Australia (PABLO e HYNE, 2009). No entanto, em regides tropicais como o Brasil, ainda séo
raros estes estudos, destacando-se aqueles desenvolvidos por Laabs et al. (2007) e Santos
(2007).

Entre os organismos que compdem a comunidade aquatica destaca-se o zooplancton,

que ocupa uma posicao central na cadeia alimentar, sendo responsaveis pela transferéncia de
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energia dos produtores primarios para niveis troficos superiores como os peixes. Além disso,
sua estrutura, biomassa e producdo influenciam toda a estrutura da cadeia alimentar dos
ecossistemas aquaticos por meio de diversas interacdes tréficas (MILLS e FORNEY, 1988).
Ao mesmo tempo, 0s organismos zooplanctdnicos, em geral, sdo mais sensiveis a substancias
toxicas (MAYER e ELLERSIECK, 1986) e entre as substancias toxicas, 0s agrotoxicos sdo
conhecidos por afetarem o zooplancton em niveis individual, populacional e de comunidade
(HANAZATO, 1991, 1998 e 2001; DODSON; HANAZATO e GORSKI, 1995; CHANG;
SAKAMOTO e HANAZATO 2005).

Entre os diversos agrotoxicos, o Vertimec® 18CE, cujo principio ativo é a abamectina,
é utilizado como acaricida, inseticida e nematicida em fruticulturas, horticulturas e plantas
ornamentais (FISHER e MROZIK, 1992), sendo constituido a partir de uma mistura que
contém 80% ou mais da avermectina B, e 20% ou menos de avermectina By, (WISLOCKI,;
GROSSO e DYBAS, 1989). Diversos autores relatam que a abamectina é rapidamente
fotodegradada em solo superficial (ty, = 8-21h), em agua superficial (ty, = 12h) e na coluna
d’4gua a meia vida ¢ de quatro dias (CAMPBELL, 1989; WISLOCKI; GROSSO e DYBAS,
op. cit.; FISHER e MROZIK, op. cit.). A classificacdo toxicolégica do Vertimec® 18CE é III,
medianamente tdxica, no entanto, a classificacdo do potencial de periculosidade ambiental é
Il, 0 que o caracteriza como muito perigoso ao meio ambiente, altamente persistente e
extremamente toxico para microcrustaceos e peixes. Em funcdo de sua ampla e intensa
utilizacdo (indicado para 24 culturas visando a eliminacdo de 17 diferentes pragas, com a
maioria composta por acaros, conforme mencionado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento, 2009), o emprego de Vertimec® 18CE na agricultura pode resultar em
impactos ambientais e riscos a salide humana.

Um problema adicional para avaliagdo se relaciona ao fato de que, no Brasil, o registro
do agrotdxico, no que se refere aos estudos ecotoxicoldgicos, € baseado em sua grande
maioria apenas no ingrediente ativo e ndo na sua formulagdo comercial. No entanto, é
reconhecido que outros ingredientes, como surfactantes, sdo adicionados ao ingrediente ativo
para aumentar a eficicia do agrotdxico, o que pode aumentar a toxicidade em organismos
ndo-alvo (LEWIS, 1999; COX e SURGAN, 2006; PEREIRA et al., 2009). Assim, testes de
toxicidade com o produto comercial sdo importantes, uma vez que podem fornecer
informacdes mais realisticas dos efeitos toxicos dos produtos que sdo comercializados e
utilizados de forma ampla na agricultura.

Diante do exposto, procurou-se testar a hipdtese de que o escorrimento superficial de

culturas agricolas tratadas com o agrotéxico Vertimec® 18CE pode ocasionar alteracdes na
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estrutura da comunidade zooplanctonica a partir de efeitos diretos sobre os organismos e/ou
indiretos, incluindo modificacbes nas caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas,
implicando no estabelecimento de novas interacGes bioldgicas e reorganizagdo estrutural e

funcional do ecossistema.

2. Materiais e métodos
2.1. Delineamento experimental

No Centro de Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada (CRHEA), localizado no
municipio de ltirapina, Sdo Paulo, Brasil (22°01'22"S, 43°57'38"W), foram delimitadas duas
parcelas de solo de 8 m? com a declividade de 6%. Previamente ao experimento, essas
parcelas foram capinadas e aradas (Figura 1, A a D, em apéndice B). O solo da parcela era
predominantemente arenoso, sendo a maior porcdo composta por areia fina (54%) e 13,45%
de matéria organica.

Uma das parcelas foi contaminada com o agrotoxico Vertimec® 18CE (Syngenta
Protecdo de Cultivos Ltda, Sdo Paulo, Brasil), cujo principio ativo é a abamectina. A
formulacdo comercial representa o concentrado emulsionavel a 18 g L™ do ingrediente ativo.
A aplicacdo foi realizada com o auxilio de um pulverizador costal, seguindo as instrucdes
recomendadas pelo fabricante para culturas de morango (de 0,75 mL L™, com um volume
aplicado de 0,125 L m™). A outra parcela ndo foi contaminada e serviu como controle, sendo
borrifada apenas com dgua. No momento da aplicacdo do agrotoxico, a parcela controle ficou
coberta com uma manta plastica para evitar qualquer possivel contaminacao (Figura 2, A a D,
em apéndice B). Em seguida, simulou-se uma chuva de 19 mm, a montante do terreno,
baseando-se na série histérica do més de fevereiro de 2005 a 2007, obtida junto a Estacdo
Climatologica do CRHEA/EESC/USP (Figura 3, A e B, em apéndice B). Este experimento foi
conduzido no verao, em dezembro de 2008, onde as temperaturas de paises tropicais, como o
Brasil, sdo elevadas. No momento da aplicacdo nédo havia vento e a temperatura do ar era de
20°C.

As amostras de dgua foram coletadas a jusante da area de drenagem, na qual ocorreu o
runoff, através de uma manta plastica colocada dentro de uma depressdo do terreno, cavada
anteriormente (Figura 3, C e D, em apéndice B). Posteriormente, parte da dgua escoada
superficialmente pelo solo (runoff) foi transferida para os mesocosmos, representados por 12
tanques cilindricos de polietileno de alta densidade (PEAD), com cerca de 60 cm de didmetro
e 90 cm de comprimento (aproximadamente 200 L), abertos na superficie e no fundo, os quais

foram lavados previamente com &cido nitrico 5%, acetona e 4gua destilada.
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Com o intuito de manter as condi¢cbes ambientais proximas as observadas em campo,
0s mesocosmos foram colocados dentro de um tanque de concreto de 10,24 m? por 1,14 m de
profundidade, construido as margens da represa do Lobo, também nas dependéncias do
CRHEA (Figura 1). Dentro desse tanque de concreto ja existia agua, sedimento (uma camada
de cerca de 8 cm) e uma comunidade bioldgica estabelecida. Os mesocosmos foram inseridos
no tanque de concreto, sendo preenchidos com a agua local e mantendo-se em contato direto
com o sedimento. Pesos de concreto (de aproximadamente 12 kg cada um) foram presos na
superficie dos mesocosmos, evitando-se assim a flutuacdo dos mesmos e a passagem de agua,
sedimento e organismos entre 0s mesocosmos (Figura 4, A e B, em apéndice B). Apos a
montagem do experimento, 0s mesocosmos ficaram em repouso por dois dias, promovendo a
sedimentacdo do material particulado e uma maior estabilizacdo de cada unidade
experimental. Posteriormente, deu-se inicio a adicdo da agua do runoff (contaminado e nédo
contaminado) e da adicdo direta do Vertimec® 18CE nos mesocosmos, em uma (nica
contaminagéo.

O experimento foi realizado em cinco tratamentos, todos em triplicatas, sendo
delimitados em: 1) mesocosmo controle - C, nenhum contaminante foi adicionado,
permanecendo na condicdo ja encontrada no tanque de concreto; 2) mesocosmo com o runoff
ndo contaminado - RNC, este tratamento recebeu agua de escorrimento do solo ndo
contaminado, para tanto, foi retirado 20 L de 4gua do mesocosmo e substituido pela agua do
runoff; resultando em 10% de runoff ndo contaminado em relacdo ao volume total (200 L); 3)
mesocosmo com o runoff contaminado - RC, este tratamento recebeu &gua de escorrimento
do solo contaminado com o Vertimec® 18CE, para tanto, foi retirado 20 L de agua do
mesocosmo e substituido pela agua do runoff; resultando em 10% de runoff contaminado em
relagdo ao volume total (200 L); 4) mesocosmo com 0 Vertimec® 18CE - V, neste tratamento
foi adicionado o agrotoxico puro diretamente na agua, correspondendo a 0,4 mL de
Vertimec® 18CE/200L e 5) amostras coletadas ao lado externo dos mesocosmos,
aleatoriamente, para verificar se houve contaminacdo cruzada entre os mesmos - A. Nos
tratamentos contaminados com o agrotoxico (RC e V) os valores correspondem a uma
concentracdo nominal estimada de 4 ug L™ e 40 pg L™ de abamectina, respectivamente. Este
ultimo tratamento baseou-se no valor determinado em cromatografia do runnof puro de um
experimento realizado anteriormente. Sendo assim, representa cerca de 100% da concentragédo
de Vertimec ® 18CE escoada superficialmente (Figura 5, A a C, em apéndice B). Para a
realizacdo desse trabalho, a concentragcdo utilizada no experimento foi baseada naquela
aplicada na cultura de morango. Essa escolha foi em funcdo do historico na utilizagdo desse
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agrotoxico associado ao seu uso indiscriminado. De acordo com os estudos realizados por
Nunes et al. (2009), os produtores rurais fazem o0 uso desse agrotoxico ultrapassando a
recomendacéo da aplicacdo do produto por ciclo, estabelecido em duas vezes.

Apdls a montagem do experimento in situ, deu-se inicio a coleta de amostras de agua
para analises de algumas variaveis fisicas e quimicas, bem como para a coleta do zooplancton.
O experimento teve duragdo de 10 dias (240 horas), sendo a periodicidade de coleta
estabelecida no tempo 0 (antes da contaminacdo) e apos 3, 48, 96, 168 e 240 horas da
contaminacdo. Durante todo o periodo de estudo, os mesocosmos ficaram cobertos com lona
plastica transparente no periodo noturno ou em dias de chuva, evitando-se, desta forma os
efeitos da precipitacdo, principalmente em relacdo a diluicdo. Salienta-se, que para este

estudo, foi utilizado apenas uma das réplicas como ilustrado na Figura 1.

Figura 1. Esquema da disposi¢do dos mesocosmos. C: controle; RNC: runoff ndo contaminado; RC:
runoff contaminado; V: Vertimec® 18CE. Os mesocosmos de coloracdo cinza escuro foram aqueles
utilizados neste estudo para analise do zooplancton.

2.2. Variaveis fisicas e quimicas da agua

A temperatura, pH, condutividade e a concentracdo de oxigénio dissolvido foram
medidas nos mesocosmos usando um medidor portatil (marca Horiba, modelo U-10). A
turbidez foi analisada em espectrofotdmetro (Hach, DR/2000) (APHA, 1995) e material em
suspensdo por gravimetria em filtros de fibra de vidro (GF/C - 47 mm) (TEIXEIRA,
TUNDISI e KUTNER, 1965). Os nutrientes foram analisados por espectrofotometria
seguindo as metodologias especificas para nitrito e nitrato (MACKERETH; HERON e
TALLING, 1978), ion aménio (KOROLEFF, 1976), nitrogénio organico total, fosforo total,
fosfato total dissolvido e fosfato inorganico (APHA, 1995).

Foi quantificada, apenas para fins de confirmacdo, a concentracdo de abamectina
somente na amostra do runoff puro, sendo a determinagdo realizada por meio de

cromatografia liquida (modelo SCL -10A, marca Shimadzu), com detector SPD-10A UV e a
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confirmagdo por GC-MS (modelo QP2010, marca Shimadzu) (LANCAS, 2004). Nao foi
possivel a determinacdo da concentracdo final de abamectina em cada mesocosmo, baseando-
se, portanto, apenas na concentragdo nominal inicial. Essa determinacdo foi considerada
desnecessaria pelo fato de que outros compostos fazem parte da formulagdo comercial com
igual ou maior toxicidade e também n&do seriam determinados em funcdo de sua ndo

especificacdo pelo fabricante.

2.3. Comunidade zooplanctdnica: amostragem e analise

As amostras da comunidade zooplanctonica foram coletadas de cada mesocosmo
utilizando um tubo cilindrico de PVC (diametro 5 cm; comprimento 60 cm) com uma tampa
de borracha na parte superior. O tubo foi inserido verticalmente e de forma aleatoria,
integrando a coluna d’agua dos mesocosmos, coletando-se no total 3 L de &gua (Figura 6, A e
B, em apéndice B). As amostras foram concentradas, filtradas em um “copo amostrador”
adaptado de 30 um de abertura de malha e preservadas em formaldeido a 4%. As amostras
foram sedimentadas e concentradas em 80 mL para posterior contagem. Rotifera foi contado
por subamostragem em camara de Sedgewick-Rafter, sob microscépio binocular.
Posteriormente, para a contagem dos organismos raros procedeu-se a andlise de toda a
amostra, sob o microscopio estereoscépio, utilizando-se camara de acrilico quadriculada do
tipo Dolfus adaptada. Para Cladocera e Copepoda também se realizou a contagem de toda a
amostra, utilizando-se a camara de acrilico adaptada, sob microscépio estereoscépio. A
identificacdo foi realizada utilizando-se bibliografia especifica e a densidade total foi expressa
em termos de individuos por litro (ind L™). Para a interpretagdo da diversidade dos grupos foi
utilizado o indice de diversidade de Shannon-Wiener (H’) (SHANNON e WEAVER, 1949),
para avaliar a uniformidade na abundancia das espécies foi utilizado o indice de
equitabilidade (J’) (PIELOU, 1966) e para a riqueza foi considerado o ndmero total de

espécies.

2.4. Analise dos dados

Para avaliar a variacdo espacial e temporal dos parametros limnolégicos dos
mesocosmos, 0s resultados foram sintetizados utilizando-se a Andlise de Componentes
Principais (ACP). Quando necessario, a fim de verificar a diferenca significativa das variaveis
limnoldgicas entre os tratamentos, foi aplicado o teste de Fisher (LSD), com pressupostos de
normalidade e homocedasticidade dos residuos previamente testados. As analises descritas
foram realizadas com auxilio do software Statistica versdo 7 (STATSOFT, INC., 2004).
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O efeito do agrotoxico na densidade dos grupos zooplanctdnicos, durante o periodo
experimental, foi analisado estatisticamente utilizando a Andlise de Variancia um fator
(ANOVA). Quando constatadas diferencas significativas entre os grupos, foi utilizado o teste
post hoc de Fisher (LSD), comparando-se o controle (C) com os demais tratamentos. Os
valores da densidade para essa anélise foram previamente log transformados para assegurar a
normalidade dos dados em In(x + 1), onde x é o valor da densidade. Os indices ecoldgicos
dos grupos foram analisados estatisticamente utilizando-se ANOVA, tendo sido utilizado o
teste post hoc de Mann-Whitney para avaliar qual o tratamento que comparado ao controle
apresentava diferencas significativas. Para esta andlise os dados ndo foram transformados,
avaliando-se previamente os pressupostos normalidade e homocedasticidade dos residuos. As
analises foram realizadas com auxilio do software BioEstat 2.0 (AYRES et al., 2000).

A fim de avaliar as alteraces da composicédo e abundéncia dos grupos da comunidade
zooplancténica nos mesocosmos durante o periodo experimental, foi utilizada a técnica de
ordenacdo de escalonamento multidimensional (MDS). MDS é um procedimento apropriado
para formar um conjunto de pontos no espaco de tal forma que as distancias entre 0s pontos
correspondem a um determinado conjunto de diferencas entre os objetos. Esta técnica é ideal
para avaliar as respostas da comunidade frente a um elemento estressor (WONG et al., 2003).
Para a realizacdo da MDS foi utilizada a matriz de proximidade da distancia de Canberra. A
distancia de Canberra (dissimilaridade) foi calculada a partir dos dados néo transformados de
densidade das espécies. O software utilizado para esta analise foi 0 XLSTAT versdo 4.04
(ADDINSOFT, 2010).

3. Resultados
3.1. Variaveis fisicas e quimicas da agua

Os resultados das variaveis limnoldgicas avaliadas nos mesocosmos durante o periodo
amostral foram analisados utilizando-se a Analise de Componentes Principais (ACP),
verificando-se a formacéo de gradientes espacial e temporal, 0 que evidencia a distingdo entre
as fases do experimento (Figura 2). O primeiro eixo (fator 1) dessa andlise explicou 43,61%
da variabilidade dos dados limnoldgicos e o segundo (fator 2) 20,07%, totalizando 63,68% de
explicacdo. O grupo 1 ilustra todos os tratamentos na fase anterior a contaminacdo (Oh) e
também a fase posterior (168 e 240h), quando o sistema ja se encontrava mais estabilizado. O
grupo Il caracteriza a fase da introducéo do runoff em ambos os tratamentos (RNC e RC), que
foi de 3 até 96h e de 168h apenas para 0 RC. As variaveis limnoldgicas relacionadas com a

formacgdo desse gradiente espacial sdo: fosforo total (PT), fosfato total dissolvido (PTD),
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fosfato inorganico (P1), nitrito (NO"), ion aménio (NH4"), turbidez, material em suspenséo
inorganico (MSI) e material em suspensdo organico (MSQO). Os resultados da ACP estdo

apresentados na Tabela 3, em apéndice A.
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Figura 2. Dispersdo dos escores das variaveis limnoldgicas consideradas (A) e dispersdo dos escores
dos tratamentos ao longo do periodo amostral (B), ambos representados nos dois primeiros eixos,
sendo PT: fosforo total, PTD: fosfato total dissolvido, PI: fosfato inorganico, NT: nitrogénio total,
NO,": nitrito, NOs™: nitrato, NH,": fon aménio, MSI: material em suspensdo inorganico, MSO: material
em suspensdo organico, Cond.: condutividade, OD: oxigénio dissolvido, Temp.: temperatura e Turb.:
turbidez.

Os nutrientes que estiveram elevados ap6s a introducdo do runoff (3h) foram
principalmente os da série de fésforo (Figura 3, A a C). As maiores concentracdes de PT,
PTD e PI foram obtidas as 48h, nos tratamentos do RNC e RC. Os valores maximos obtidos
em RC, neste perfodo, foram 328,43; 64,53 e 37,76 ng L™, respectivamente. Com relagdo ao
nitrogénio, somente para NO," verificou-se um aumento na concentracdo em RC (em 48h)
ap6s a adicdo do runoff, o qual foi cerca de 10 vezes (20,75 pg L™) superior ao Controle,
(Figura 3 E). As demais formas de nitrogénio ndo variaram muito entre os tratamentos durante
o0 periodo experimental (p > 0,05) (Figura 3, D a G), com excecdo do ion amdnio (p < 0,05),
para o qual verificou-se aumento progressivo em RC ao longo do tempo, com valor maximo
de 192,35 pg L™ (240h). Os resultados dos nutrientes também podem ser observados na

Tabela 4, em apéndice A.
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Figura 3. Valores da série de nutrientes (fosforo e nitrogénio) obtidos nas amostras de agua, durante o
periodo amostral, nos diferentes tratamentos dos mesocosmos. (C: controle, RNC: runoff ndo
contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® 18CE e A: aleat6rio).

As alteracdes temporais de pH, oxigénio dissolvido (OD), condutividade elétrica e
temperatura séo ilustrados na Figura 4 (e Tabela 5, em apéndice A). Com relacdo aos valores
de pH, nédo foram registradas diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos
(p > 0,05). No entanto, temporalmente, os valores foram diminuindo de forma progressiva no
decorrer do periodo experimental. No inicio (de 0 as 48h) verificou-se tendéncia a
alcalinidade, com o maior valor registrado em C (8,45 as 3h), e no final, caracteristicas mais
acidas, com o menor valor em RC (5,85 as 168h). Os valores de OD também nédo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos (p > 0,05),
verificando tendéncia semelhante ao pH, com maiores valores no inicio (10,79 mg L™ em RC)
e menores proximos ao final do experimento, em 168h (3,00 mg L* em RC). Para a
condutividade, o Unico tratamento que apresentou diferenca estatisticamente significativa foi
o A (p > 0,05), com valores minimo e maximo de 83 e 111 ps cm™, respectivamente. Com
relacdo a temperatura, ndo houve variacdes entre os tratamentos (p > 0,05), no entanto,
temporalmente os valores oscilaram de 28,2 °C (3h) a 22,75 °C (240h) em C.
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Figura 4. Valores de pH, oxigénio dissolvido, condutividade e temperatura obtidos in situ, nos
diferentes tratamentos dos mesocosmos (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff
contaminado, V: Vertimec® 18CE e A: aleatorio).

Os valores de turbidez, material em suspensdo inorganico (MSI) e material em
suspensdo organico (MSO) foram elevados ap6s a introdugdo do runoff (3h) nos tratamentos
RNC e RC (p < 0,05) (Figura 5, A a C). Os valores de turbidez (3h) foram de 226 NTU
(RNC) e 282 NTU (RC). No decorrer do experimento, o sistema foi estabilizando, de forma
que ao final do experimento os respectivos tratamentos estavam com 9 NTU e 15 NTU. Os
resultados de material em suspensdo também evidenciaram uma alta concentracdo de
particulados ap6s a introdugdo do runoff, com a maior contribuicéo (72,70 mg L™) da fracdo
inorganica (MSI) no RC (aproximadamente 70%). De forma similar a turbidez, os valores de
material em suspensdo também diminuiram no decorrer do periodo (2,55 mg L), registrando-
se uma reducao (30%) da fracé@o inorganica no final do experimento para 0 mesmo tratamento
(RC). Na Tabela 6, apéndice A, também podem ser observados os valores de MSI, MSO e

turbidez obtidos nas amostras dos mesocosmos.
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Figura 5. Valores de turbidez, material em suspenséo inorgénico e organico obtidos nas amostras de
agua, durante o periodo amostral, nos diferentes tratamentos dos mesocosmos. (C: controle, RNC:
runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® 18CE e A: aleatorio).

3.2. Comunidade zooplanctonica

3.2.1. Abundéancia de zooplancton

A comunidade zooplancténica, no total de amostras analisadas dos mesocosmos,
durante o periodo experimental, esteve representada por 29 taxa (Tabela 7, apéndice A),
sendo que Rotifera constituiu o grupo mais abundante e com maior nimero de espécies (21),
seguidos por Copepoda (4) e Cladocera (4) (Figura 6). Os resultados da densidade da

comunidade zooplancténica também podem ser observados nas Tabelas de 8 a 12, apéndice
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Figura 6. Densidade numérica da comunidade zooplanctdnica nos mesocosmos durante o periodo
amostral. (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® 18CE e
A: aleatorio).
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3.2.1.1. Rotifera

As maiores densidades observadas de zooplancton, em todos os mesocosmos, foram
para Rotifera, e entre os tratamentos ndo foram observadas diferencas significativas ao longo
do periodo (p > 0,05). Entretanto, houve uma diminuicdo crescente da densidade, em todos 0s
tratamentos, durante o periodo experimental, e embora as populacGes de Rotifera ndo tenham
apresentado alteracbes estatisticamente significativas, nos tratamentos contaminados
registrou-se sua menor densidade em relacdo ao controle as 96h, nos tratamentos RC e V,
sendo 301 e 764 ind L™, respectivamente (Figura 6A).

As espécies dominantes até as 48h foram Anuraeopsis fissa e H. thomassoni,
entretanto, no decorrer do experimento, houve uma mudanca na dominancia das espécies,
com substituicdo das mesmas por Epiphanes cf. macrourus das 96h até o final do
experimento (Figura 7A). Na Tabela 13 e Figura 1A, apéndice A, se encontram os valores da

abundancia relativa para o grupo Rotifera.
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Figura 7. Ordenacdo MDS da composicdo da comunidade zooplanctonica ao longo do periodo
experimental, baseado na dissimilaridade de Canberra. Em A (Rotifera) o grupo | é formado pelas
espécies mais abundantes incluindo spl: Anuraeopsis fissa, sp8: Epiphanes cf. macrourus, sp9:
Horaella thomassoni, spll: Keratela t. reducta e sp19: Trichocerca pusilla. O grupo Il é formado
pelas espécies menos abundantes, como sp7: Cephalodella gibba, sp4: Bdelloidea (3), sp14: Lecane
bulla, sp2: Bdelloidea (1), sp5: Brachionus dolabratus, sp20: Taphrocampa anulosa, sp12: Keratela. t.
tropica, spl7: Polyartra vulgaris, sp18: Squatinela mutica mutica, sp6: Brachionus quadridentatus,
sp15: Lecane hamata, spl16: Lepadella acuminata, sp10: Kellicotia bostonienses, sp3: Bdelloidea (3) e
spl3: Keratela americana. Em B (Copepoda) os grupos | e Il sdo formados pelos mais abundantes,
como spl: jovens de Calanoida e sp2: adultos de Notodiaptomus iheringi. O grupo Il representa 0s
menos abundantes, incluindo sp3: adultos de Argyrodiaptomus furcatus, sp4: jovens de Cyclopoida e
sp5: jovens de Harpaticoida. Em C (Cladocera) os grupos | e 11 sdo formados pelos mais abundantes;
sp4: Diaphanosoma birgei, sp2: Ceriodaphnia silvestrii, sendo que o grupo Il representa 0s menos
abundantes, como sp1: Bosmina freyi e sp3: Alona guttata.

Embora o grupo Protozoa néo tenha sido analisado neste trabalho, durante a contagem

de Rotifera foi verificada a presenca da espécie Bursaridium pseudobursaria, tipica de
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ambientes 1énticos, a qual ndo foi correlacionada com a contaminagdo do agrotoxico
(p > 0,05).

Com relacdo aos indices de diversidade, equitabilidade e riqueza de espécies nao
foram registradas diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos (p > 0,05),

com os menores valores ocorrendo em RNC (96h) (Figura 8 e Tabela 16, apéndice A).
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Figura 8. indices ecoldgicos calculados para Rotifera da comunidade zooplanctonica nos mesocosmos
durante o periodo amostral. (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V:
Vertimec® 18CE e A: aleatorio), sendo A: Diversidade de Shannon-Wiener (H’), B: Equitabilidade de
Pielou (J°) e C: Riqueza de espécies.

3.2.1.2. Microcrustaceos

As populacdes de Copepoda foram afetadas pelo agrotdxico nos mesocosmos
contaminados, relacionados aos tratamentos RC e V (p < 0,05). Esse efeito ocorreu a partir
da contaminacéo (periodo 3h), permanecendo até o final do experimento (240h), em ambos 0s
tratamentos, demonstrando o efeito toxico agudo e cronico do Vertimec® 18CE. Nos
tratamentos C e RNC, por outro lado, foi observado um aumento progressivo na densidade
das populacdes até o final do experimento (Figura 6B).

As formas jovens de Calanoida (nauplii e copepodito) foram dominantes, seguidos de
adultos de Notodiaptomus iheringi (macho e fémea). Em geral, durante todo o periodo
experimental as formas jovens de Calanoida foram dominantes nos tratamentos ndo
contaminados (Figura 7B). Na Tabela 14 e Figura 1B, apéndice A, também se encontram 0s
valores da abundancia relativa.

Cladocera, por sua vez, foi pouco abundante, verificando-se reduzida contribui¢do na
fase inicial do experimento (O até 48h) e crescimento acentuado na densidade a partir de 96h,
especialmente no tratamento RNC. Mesmo considerando a baixa representatividade de
Cladocera, foi possivel observar o efeito toxico de Vertimec® 18CE nos mesocosmos
contaminados, especialmente naquele que recebeu a concentracdo mais elevada (V) (Figura
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6C). Ceriodaphnia silvestrii foi a espécie com maior ocorréncia e também a mais abundante
durante o periodo amostral, com valor méximo de 17 ind L™ (RNC-240h), seguida por
Diaphanosoma birgei (Figura 7C). Os resultados da abundancia relativa também estéo
apresentados na Tabela 15 e Figura 1C, apéndice A.

Para Copepoda e Cladocera os indices ecologicos foram calculados conjuntamente,
tendo em vista que foram registradas poucas espécies desses grupos. Corroborando com o0s
valores da densidade, os resultados dos indices ecoldgicos também demonstraram o efeito
téxico do Vertimec® 18CE nos tratamentos RC e V, uma vez que os valores da diversidade,
equitabilidade e riqueza, obtidos em ambos o0s tratamentos, apresentaram diferencas
significativas (p < 0,05). Para RC e V os valores da diversidade e equitabilidade de Copepoda
e Cladocera foram nulos, sendo os maiores valores registrados durante todo o periodo
amostral nos tratamentos C e RNC (Figura 9). Na Tabela 17, apéndice A, também podem ser

observados os valores dos indices ecoldgicos.
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Figura 9. Indices ecoldgicos calculados para microcrustaceos da comunidade zooplanctonica dos
mesocosmos durante o periodo amostral (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff
contaminado, V: Vertimec® 18CE e A: aleat6rio), sendo A: Diversidade de Shannon-Wiener (H’), B:
Equitabilidade de Pielou (J°) e C: Riqueza de espécies.

O tratamento A (Aleatdrio) teve por objetivo verificar a existéncia da contaminacéao
entre 0os mesocosmos. Em funcdo da baixa representatividade de Cladocera nos diferentes
tratamentos, incluindo o tratamento A, ndo foi possivel realizar essa avaliacdo. Entretanto,
pelos resultados obtidos para Copepoda, € possivel inferir que ndo houve diferengas
significativas (p > 0,05) entre os tratamentos, demonstrando, por sua vez, a ndo contaminacgao
entre 0S mesocosmos, 0 que poderia interferir nos resultados. Salienta-se que o delineamento
experimental foi concebido na ordem C — RNC — RC -V, ou seja, de um tratamento controle

(sem contaminante) para aquele que recebeu a maior contaminagdo (V), o que também foi
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similar a direcdo do fluxo da &gua do tanque de concreto no qual 0os mesocosmos foram
inseridos.

Com relacdo a possivel influéncia fisica da turbidez nos microcrustaceos nos
tratamentos que receberam o runoff (RNC e RC), nédo se verificou efeito significativo no RNC
(p > 0,05), demonstrando, dessa maneira, apenas a resposta dos organismos em funcdo da
presenca do contaminante no tratamento RC. Ao final do experimento ndo foi observado
aumento na densidade dos microcrustaceos nos mesocosmos contaminados, sendo registrada
apenas as espécies Ceriodaphnia silvestrii (240h) e N. iheringi (168h) no tratamento RC,

ambas com 1 ind L™

4. Discussao
4.1. Efeitos diretos e indiretos do Vertimec®18CE na comunidade zooplanctdnica

Com relagdo & hipétese inicial desse trabalho, verificou-se que o Vertimec® 18CE,
associado ao runoff e adicionado diretamente nos mesocosmos, causou alteragdes na estrutura
da comunidade zooplanctonica, com efeitos agudos e cronicos especialmente em Copepoda e
Cladocera, sendo menos prejudicial para Rotifera, que se mostrou menos sensivel a presenca
do contaminante.

Os resultados do presente estudo também demonstraram que o periodo de 10 dias ndo
foi suficiente para os microcrustaceos se recuperarem da Unica contaminacdo do agrotéxico,
evidenciando, dessa forma, a alta toxicidade do Vertimec® 18CE para tais organismos.
Embora conste na literatura que a taxa de degradacdo ¢ elevada, na coluna d’agua chega ser
menor do que 4 dias (WISLOCKI; GROSSO e DYBAS, 1989), essa relagdo
recuperacdo/tempo nos microcrustaceos ndo foi observada. Corroborando tais resultados,
referente aos testes de toxicidade com Daphnia similis anteriormente apresentados no capitulo
3, verifica-se que o efeito toxico permaneceu no tratamento RC em alguns periodos (de 48h
até 168h pos-contaminacdo) e no tratamento V durante todo o periodo experimental. Esses
resultados confirmam a hipétese de que a formulacdo comercial acaba se tornando mais toxica
em funcdo de permanecer por um periodo de tempo maior no ambiente, pois o produto
comercial contém em sua formulagdo, além do ingrediente ativo (i.a), outros compostos,
como surfactantes, que sdo adicionados para aumentar a eficacia do agrotoxico. Isto pode
ocasionar reacOes diferenciadas daquelas que ocorrem apenas com o i.a., podendo muitas
vezes aumentar a toxicidade do agrotdxico que é utilizado na agricultura. Nesse sentido

diversos estudos tém demonstrado a elevada toxicidade dos surfactantes para 0s organismos
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aquaticos (HENRY; HIGGINS e BUHL 1994; LEWIS, 1999; VAN DE PLASSCHE et al.
1999; YING, 2006).

Na literatura, entretanto, s@o raros 0s experimentos in situ que avaliam a interacdo da
formulacdo comercial nos ecossistemas aquaticos, pois a grande maioria aborda apenas o
ingrediente ativo (i.a.). Dentre os raros trabalhos encontrados, o de Ali; Xue e Alam (1997),
corroboram os resultados do presente estudo. Os autores contaminaram lagoas experimentais
com o agrotéxico AVID® 0.15CE (abamectina), em 5 tratamentos, sendo as concentracdes
nominais com valores bem proximos aos do presente estudo, com a minima e maxima de 3,13
e 50 ug L™, respectivamente. Os resultados encontrados demonstram toxicidade elevada em
baixas concentraces para a comunidade de invertebrados aquéticos. Cladocera foi a
populagcdo mais afetada, com reducdo da abundancia em todos os tratamentos, ocorrendo a
recuperacdo entre 14 e 53 dias ap0s a contaminacdo nas concentra¢cbes minima e méxima,
respectivamente. Copepoda também apresentou reducdo significativa na abundancia em
praticamente todos os tratamentos, com recuperacdo entre 27 e 53 dias na concentracdo mais
elevada. Entretanto, para Rotifera ndo se verificou reducdo significativa em relacdo ao
controle.

A aparente auséncia de sensibilidade de Rotifera a abamectina registrada no presente
estudo, bem como no anteriormente citado, pode ser devido as diferencas fisioldgicas e/ou
bioguimicas entre rotiferos e microcrustaceos (KAUSHIK et al., 1985). Além disso, esse
grupo apresenta varias caracteristicas especiais que o torna oportunista, tipico r-estrategista,
adaptando-se a ambientes instaveis. Tais caracteristicas incluem, por exemplo, uma
alimentacdo menos especializada, elevada fecundidade e reproducdo partenogenética
freqiente (ALLAN, 1976; MATSUMURA-TUNDISI et al., 1990). Existem diversos
trabalhos correlatos na literatura, o0os quais abordam estudos em campo com
agrotoxicos/comunidade zooplanctdnica, relatando a aparente auséncia de efeito toxico em
Rotifera (PEITHER et al., 1996; FRIBERG-JENSEN et al., 2003; CHANG; SAKAMOTO e
HANAZATO CHANG, 2005; LOPEZ-MANCISIDOR et al., 2008).

Sanderson et al. (2007) também realizaram estudos em mesocosmos, com um
agrotoxico da mesma familia utilizada na presente pesquisa, a ivermectina (i.a.), derivado
sintético da abamectina (LANKAS e GORDON, 1989). Nesse sentido, 0s autores
contaminaram 0s mesocosmos em 4 concentragdes, variando de 30 a 1000 ng L™, durante um
periodo experimental de 265 dias. Cladocera foi 0 mais sensivel, com total eliminacéo desses
individuos em até 32 dias pds-contaminagdo, sendo a recuperacdo total do sistema em 229

dias, para todos os tratamentos. Copepoda foi menos sensivel do que Cladocera, verificando-
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se efeito significativo na abundancia e riqueza somente na concentragcdo mais elevada (1000
ng L™), ocorrendo recuperagdo apds 229 dias. Os autores concluiram que a ivermectina é
altamente persistente no sedimento, com a concentracdo permanecendo estavel até o término
do experimento (265 dias). Os organismos bentdnicos sensiveis a este agrotoxico nao se
restabeleceram durante o periodo. No presente estudo, as concentragdes nominais utilizadas
nos mesocosmos foram de 4 a 40 vezes superiores as do trabalho exposto acima,
demonstrando que a toxicidade da ivermectina € elevada e em concentracdes inferiores a da
abamectina. Tais resultados confirmam que os compostos da familia das avermectinas sao
toxicos a organismos nao-alvo, principalmente para os organismos zooplanctonicos.

Os resultados da toxicidade das avermectinas encontradas na literatura reportam
valores baixos para os dafnideos. Para Daphnia magna, mais comumente encontrados, 0s
valores da CEso,48h variam de 0,25 a 0,34 pg L™ de abamectina (TISLER e ERZEN, 2006;
WISLOCKI; GROSSO e DYBAS, 1989, respectivamente). Para ivermectina, o valor é ainda
mais baixo, entre 25 e 5,7 ng L™ (HALLEY; NESSEL e LU, 1989; GARRIC et al., 2007,
respectivamente). Nas demais investigacdes realizadas nesta tese com a abamectina (Capitulo
5), D. similis é 55 vezes mais sensivel do que D. magna, com o valor da CEsp,48h de
51ng L™

Neste mesmo experimento, em paralelo, foi analisada a comunidade fitoplanctonica
por Vieira (2010). A autora ndo verificou efeito do agrotdxico sobre o fitoplancton em
nenhum dos tratamentos contaminados, o que pode estar relacionado com a acao neurotoxica
do Vertimec® 18CE, que teria uma maior influéncia sobre o zooplancton. Nesse sentido,
diversos trabalhos tém demonstrado que a sensibilidade de algas a abamectina € bem menor
do que a dos invertebrados aquaticos. Segundo os estudos realizados por Tisler e Erzen (op.
cit.), os valores de CEsp,72h para Scenedesmus subspicatus foi de 4,4 mg L e para
Pseudokirchneriella subcapitata, segundo Vieira (op. cit.), foi ainda menos sensivel
(15,5 mg L™). Estes resultados demonstram, sobretudo, que a toxicidade da abamectina é
menor para as algas e mais elevada para o zooplancton, podendo, em tais situacdes, ocasionar
um sério disturbio no equilibrio do sistema, com a mortalidade de zooplancton e o
consequente aumento de fitoplancton em fungdo da diminuigdo da pressdo do grazing. Esta
relacdo pode ser constatada no presente estudo, no tratamento V, no qual foi registrada, a
partir de 144h pos-contaminacdo, a maior abundancia relativa das algas da classe
Chlorophyceae em relagdo aos demais tratamentos, evidenciando, dessa forma, a diminuicdo
da pressdo do grazing em funcdo da auséncia dos microcrustaceos registrados neste

tratamento.
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Os indices ecologicos (diversidade, equitabilidade e riqueza) avaliados para Rotifera,
assim como a densidade, ndo demonstraram efeito significativo do agrotoxico e, em geral, 0s
maiores valores foram observados no RNC. Com relacdo aos microcrustaceos, os tratamentos
RC e V apresentaram valores nulos para tais indices, evidenciando o efeito tdxico do
contaminante. O tratamento A, por ndo apresentar o efeito do enclausuramento, apresentou os
menores indices em relacdo ao C para a comunidade zooplancténica como um todo. Dos
tratamentos controle (C e RNC), o tratamento C foi o que apresentou os menores valores de
densidade e também dos indices ecoldgicos avaliados especificamente para Cladocera. No
RNC, por outro lado, foram registrados valores progressivamente mais elevados ao longo do
periodo experimental, corroborando a pesquisa de Vieira (2010), na qual a autora registrou as
menores e maiores densidades de algas nos tratamentos C e RNC, respectivamente. Tais
resultados ocorreram provavelmente em funcdo do enriquecimento do sistema apds a
introducdo do runoff, pois os tratamentos que receberam o runoff (RNC e RC) apresentaram
as maiores alteragdes nas caracteristicas fisicas e quimicas da agua, especialmente as formas
fosfatadas e material em suspensdo (MS). As formas nitrogenadas, entretanto, ndo
apresentaram um aumento significativo nestes sistemas quando comparados aos demais, com
excecdo do nitrito e do ion aménio no RC.

Se por um lado o RNC foi favorecido pelo maior aporte de nutrientes e particulas
inorganico-organicas, contribuindo para uma re-estruturacdo quimica, fisica e bioldgica
diferencial nesse sistema, por outro lado verificou-se em RC situacdo similar, no entanto,
associado a contaminacdo do agrotoxico, representando um fator adicional ao aumento da
toxicidade registrada nesse tratamento. Sabe-se que elevadas concentracGes de MS podem
causar danos ao sistema filtrador dos organismos aquéticos, que associados a contaminacao
por agrotoxicos podem deixa-los mais suscetiveis, inclusive a predagdo (HANAZATO, 2001;
SUREN e JOWETT, 2001 e BILOTTA e BRAZIER, 2008).

Como o objetivo desse experimento foi simular cenarios reais da contaminacdo de
areas agricolas a corpos d’ agua (via runoff), e associados neste contexto todos os fatores que
interferem no potencial risco do Vertimec® 18CE a comunidade zooplanctonica, pode-se
destacar que as concentragOes elevadas de MS, observadas principalmente na fase inicial do
experimento, representam a quantidade esperada de MS provenientes de areas agricolas
durante a estacdo chuvosa, bem como seus efeitos fisicos a biota aquéatica. Os estudos de
Bakri; Rahman e Bowling (2008) demonstram de forma clara essa relacdo. Os autores
registraram valores elevados de MST em corpos d’agua proximos a areas rurais, com o valor

méximo de 387 mg L™. Deve-se ressaltar que a turbidez n&o afetou D. similis nos ensaios
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ecotoxicoldgicos laboratoriais no RNC e sim no RC, demonstrando o efeito do contaminante
e ndo da turbidez no sistema, como exposto anteriormente.

O delineamento experimental para avaliar os efeitos diretos e indiretos do Vertimec®
18CE na comunidade zooplanctdnica, em regime de exposi¢do in situ, atendeu ao objetivo
proposto. Dos resultados obtidos pode-se inferir que a concentragdo nominal estimada de
Vertimec® 18CE de 4 ug L™, no tratamento RC, associado aos materiais particulados, bem
como na concentracdo nominal de 40 pg L™ (V), ocasionaram desequilibrios na estrutura dos
sistemas avaliados, demonstrando o efeito toxico mesmo em baixas concentracfes desse
composto. As informacdes apresentadas no Capitulo 1 corroboram tais resultados, pois 0s
valores dos testes de toxicidade com as diluicdes seriadas do runoff para D. similis (CEso, 48h
de 7,77%) representam uma concentracdo média nominal de 3,10 ng L™. Ambos os resultados
(laboratoriais e experimento in situ) responderam de forma similar com relacdo a
concentracdo do Vertimec® 18CE, que ocasionou toxicidade para Cladocera.

Algumas questdes relacionadas ao delineamento experimental também merecem
discussdo, entre elas, a das réplicas, uma vez que cada unidade experimental, em cada
tratamento (C, RNC, RC, V e A), respondeu de forma muito diferenciada, levando a
utilizacdo de apenas uma das réplicas. Vieira (2010) também relatou os mesmos efeitos na
comunidade fitoplancténica, utilizando, dessa forma, apenas uma das réplicas. Nesse sentido
diversos estudos em campo tém relatado esse mesmo efeito (BARRY e LOGAN, 1998;
GUSMAO, 2004; MASUTTI, 2004; REIS-FILHO, 2004). De acordo com Petersen; Cornwell
e Kemp (1999), a estabilidade e similaridade entre as réplicas esta estreitamente relacionada
com o volume das estruturas experimentais, uma vez que as condi¢cfes em pequenos
recipientes acabam divergindo mais rapidamente entre si do que aquelas em estruturas
experimentais maiores. Segundo Graney; Giesy e Clark (1995), as divergéncias entre as
réplicas do sistema ocorrerdo dentro de uma escala temporal, ao ponto em que a classificacdo
destes como réplicas se torna questionavel. De maneira geral, o estresse aumenta a
variabilidade de atributos bioldgicos em diferentes niveis de organizacdo, reduzindo, dessa
forma, a estabilidade e diversidade dos ecossistemas. Isso, por sua vez, acaba refletindo no
aumento das flutuacdes temporais e espaciais da populacdo (FORBES e DEPLEDGE, 1996).
A auséncia de réplicas, no entanto, ndo invalida o estudo, significando apenas que o
pesquisador deve interpretar seus resultados dentro dos limites do seu delineamento
experimental (GRANEY; GIESY e CLARK, op. cit.). Deste modo, no presente estudo, a
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decisdo de se utilizar apenas uma das réplicas dos diferentes tratamentos testados ndo invalida
o trabalho, pois os resultados obtidos estdo adequados aos objetivos propostos da pesquisa.

Diante dos resultados expostos, verifica-se que 0S mesocosmos Sdo estruturas
experimentais eficientes na avaliacdo do impacto do Vertimec® 18CE sobre a comunidade
zooplanctonica. Além disso, os estudos em mesocosmos, associados aos de laboratorio,
podem ser uma ferramenta adicional na avaliagdo dos riscos ambientais de quaisquer
produtos quimicos ao ambiente aquatico.

Outra analise importante relaciona-se com a abamectina, pois embora ndo tenha sido
desenvolvida para uso direto em ambientes aquaticos, a possibilidade de atingir os corpos de
agua é real. As concentracGes utilizadas neste estudo representam o runoff contaminado das
parcelas de solo pulverizadas com o Vertimec® 18CE em areas agricolas, com concentracoes
nominais de 4 ug L™ (em RC), que representa 10 % do runoff, e uma mais alta, de 40 pg L™
(em V), que representa o pior cenario, no qual 100% do agrotoxico poderia chegar ao
ambiente aquatico via runoff. A concentracdo mais alta € improvavel que alcance o0s
ecossistemas aquaticos por deriva ou runoff, no entanto, na avaliacdo realizada junto aos
agricultores verificou-se que os materiais utilizados para aplicacdo do agrotéxico (como
pulverizadores, frascos para preparo das solugdes, roupas, etc) sdo lavados diretamente nos
corpos de agua, o que poderia ser um fator de risco complementar. De forma adicional, em
muitos locais (como as pequenas propriedades agricolas) as lavouras margeiam os ambientes
aquaticos, caracterizando areas desprovidas de vegetacdo marginal, nas quais a distancia entre

a area de plantio e a agua é praticamente inexistente.

4.2. Agéo da avermectina nos organismos

Embora a atividade antiparasitaria das AVM tenha sido descrita em 1979, seu
mecanismo de acdo ainda ndo foi totalmente elucidado. A dificuldade em identificar os
mecanismos de acdo se deve ao fato do agrotdxico atuar em multiplos sitios de ligacéo, e
também por ser avaliado em sistemas biologicos distintos, e portanto, com sensibilidades
diferentes (TURNER e SCHAEFFER, 1989).

Em insetos e crustaceos, 0 mecanismo de a¢do das AVM consiste em induzir paralisia
tonica da musculatura (faringe e musculos somaticos) e imobilizagcdo. A exposi¢do a AVM
pode resultar na ligacdo desse agrotdxico no sitio do receptor GABA, ativando canais de
cloreto na membrana pos-sinaptica. Isso vai ocasionar um influxo de ions cloreto levando a
uma hiperpolarizacdo irreversivel, inibindo, consequentemente, a conducdo de impulsos

nervosos. Contudo, a AVM pode funcionar tanto como um agonista do GABA quanto um
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estimulador da liberacdo do GABA, a partir de terminais pré-sinépticos inibitorios (ZUFALL,
FRANKE e HATT, 1989; FREITAS et al., 1996; TISLER e ERZEN, 2006). As AVM podem
interagir com canais de cloreto mediados por outros neurotransmissores como o glutamato
(MARTIN, 1997; SANDERSON et al., 2007; OMURA, 2008). Por outro lado, segundo
Turner e Schaffer (1989), as AVM também podem ligar-se diretamente em sitios de canais do
ion cloreto.

As consequéncias fisiologicas das AVM ainda ndo estdo bem claras. No entanto,
independentemente dos sitios de ligacdo das AVM, € de consenso entre 0s autores que a
toxicidade é elevada para invertebrados aquaticos mesmo em baixas concentragdes (FISHER
e MROZIK, 1992; TISLER e ERZEN, 2006; SANDERSON et al. op. cit.).
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Capitulo 5

Efeito da abamectina em Daphnia similis, Chironomus xanthus e Danio rerio

Resumo

A abamectina € utilizada como acaricida e inseticida em fruticulturas, horticulturas, plantas
ornamentais e também como parasiticida em animais. Um dos maiores problemas da
aplicacdo de agrotdxicos em culturas agricolas consiste na possibilidade de contaminacéo, por
deriva ou escorrimento superficial, dos ecossistemas aquaticos. Neste sentido, testes de
toxicidade realizados em laboratério sdo ferramentas importantes para prever os efeitos de
substancias quimicas nos ecossistemas aquaticos. Assim, este trabalho teve por objetivo
determinar a faixa de sensibilidade da abamectina para os organismos aquaticos Daphnia
similis, Chironomus xanthus e Danio rerio. A abamectina demonstrou ser altamente tdxica,
sendo os valores de CEsg, 48h para D similis de 5,1 ng L a CLso, 96h para C. xanthus de
2,67 ng L™ e CLsg, 48h para Danio rerio de 33 pg L™

Palavras-chave: abamectina, testes de toxicidade, Daphnia similis, Chironomus xanthus e
Danio rerio.

1. Introducéo

As avermectinas (AVM) sdo compostos derivados da fermentacdo da bactéria do solo
Streptomyces avermitilis. Neste grupo, estdo incluidos as abamectina, ivermectina e
doramectina, as quais tém elevada eficacia contra um amplo espectro de pragas comuns na
agricultura, fazendo das avermectinas um dos parasiticidas mais utilizados no mundo.
(CAMPBELL, 1989; KOVECSES e MARCOGLIESE, 2005).

A ivermectina foi a primeira a ser comercializada, sendo utilizada principalmente para
controlar ecto e endoparasitas na pecuaria, aquicultura, animais domésticos e em seres
humanos. Posteriormente, a abamectina (ABM) foi comercializada como acaricida e
inseticida em fruticulturas, horticulturas, plantas ornamentais e também como anti-helmintico
em animais (CAMPBELL op. cit.; ALI; XUE e ALAM, 1997). A abamectina é uma mistura
que contém cerca de 80% de avermectina B;, e 20% avermectina By, as quais tém
propriedades bioldgicas e toxicologicas similares (CAMPBELL, 1989; LANKAS e
GORDON, 1989; FISHER e MROZIK, 1992).
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As AVM atuam principalmente sobre o sistema nervoso dos organismos e embora a
atividade antiparasitaria das AVM tenha sido descrita em 1979, seu mecanismo de a¢do ainda
ndo foi totalmente elucidado. Contudo, em geral, estd relacionado com o0s receptores
GABAEérgicos (acido gama aminobutirico) tanto em invertebrados quanto em vertebrados, e
com canais de cloreto ativados por glutamato em invertebrados. A maioria dos autores
menciona que as AVM podem atuar ndo s6 como agonista do GABA como também estimular
a liberacdo do GABA nos terminais pré-sinapticos inibitérios. Em ambos os processos, levam
ao aumento da permeabilidade para ions cloreto, hiperpolarizando as células nervosas e
musculares, o que acaba interferindo na transmissao neuromuscular, podendo levar o0s
individuos a morte (MELLIN; BUSCH e WANG,1983; TURNER e SCHAEFFER, 1989;
CULLY et al., 1994). Em peixes as AVM podem atravessar a barreira hematoencefalica e
causar toxicidade (H@Y; HORSBERG e NAFSTAD, 1990).

A ABM, por outro lado, tem baixa toxicidade para mamiferos, mas é extremamente
toxica para microcrustaceos e peixes. Os valores da CEsp,48h descritos na literatura para
Daphnia magna é de 0,25 ug L™ e a CLsp,96h para Danio rerio de 55,1 pg L*(TISLER e
ERZEN, 2006). Apesar de ndo ser diretamente utilizada em ecossistemas aquaticos, a
abamectina pode ter efeitos adversos na biota aquatica, uma vez que nos estudos em
mesocosmos foram verificados os efeitos do Vertimec®18CE, cujo principio ativo é a
abamectina, sobre o zooplancton (presente estudo) e fitoplancton (VIEIRA, 2010), tanto em
decorréncia da aplicacdo direta como também por meio do runoff, 0 que se aproxima da
situacdo real da agricultura.

Considerando que introducgdes acidentais da ABM podem ocorrer em ecossistemas
aquaticos e que o aporte via runoff em corpos de agua adjacentes as areas agricolas é uma
situacdo real, representando uma potencial ameaca a comunidade aquatica, procurou-se nessa
etapa da pesquisa avaliar o efeito deste contaminante em organismos aquaticos de diferentes
niveis troficos, incluindo Daphnia similis (zooplancton), Chironomus xanthus (inseto) e

Danio rerio (peixe).

2. Materiais e métodos
2.1. Cultivo dos organismos-teste

Neonatos de Daphnia similis e larvas de Chironomus xanthus foram obtidos das
culturas mantidas no Laboratdrio de Ecotoxicologia e Ecofisiologia de Organismos Aquaticos
do Centro de Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada (CRHEA), da Escola de Engenharia de
Séo Carlos (EESC), da Universidade de S&o Paulo (USP, Brasil).
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As culturas de Daphnia similis foram mantidas em condi¢Ges controladas de
temperatura (24+2°C) e fotoperiodo (16:8h claro/escuro), em agua reconstituida com pH
entre 7,0-7,6, condutividade de 160 pS cm™ e dureza entre 40 e 48 mg L™ de CaCOs. Os
organismos foram alimentados diariamente com a alga cloroficea Pseudokirchneriella
subcapitata (10° células mL™) e o Vitormonio® (1 mL L™), um composto preparado com
levedura e racdo comercial para peixe. Todos os procedimentos seguiram a norma brasileira
ABNT, NBR 12713/2004.

As culturas de Chironomus xanthus foram mantidas em bandejas plasticas cobertas
por gaiolas de nylon para a retencdo dos organismos adultos. Nessas bandejas foram
colocados sedimento de origem natural e &gua reconstituida (pH entre 6,5-7,0, condutividade
entre 25-55 puS cm™ e dureza entre 12 e 16 mg L™ de CaCOs). O cultivo dos organismos
foram mantidos sob aeracdo constante, com temperatura controlada 23+2°C e fotoperiodo de
12:12h claro/escuro. As larvas foram alimentadas com a ragcdo comercial para peixes
(0,04 mg mL*/dia) e a alga P. subcapitata (10° células mL™) apenas no primeiro dia de
cultivo (FONSECA e ROCHA 2004).

Os juvenis de Danio rerio foram obtidos comercialmente e mantidos no laboratoério
para aclimatacdo em aquarios de 25 litros, em agua reconstituida (pH entre 7,0-7,6 e dureza
entre 40 e 48 mg L™ de CaCOs). O cultivo dos organismos foram mantidos sob aeracéo
constante, com temperatura controlada (25+ 2°C) e fotoperiodo de 12:12h claro/escuro. A
alimentacdo ministrada foi a racdo comercial Tetramin®, duas vezes ao dia, a qual foi
suspensa 24h antes da realizacdo dos testes de toxicidade. Os procedimentos seguiram a
norma brasileira ABNT, NBR 15088/2004.

Testes agudos com a substancia de referéncia cloreto de potéassio foram realizados
durante o periodo de ensaios, com 0 objetivo de avaliar as condi¢cbes fisiologicas dos

organismos, validando dessa forma os testes.

2.2. Teste de toxicidade

A abamectina (CAS - n° 71751-41-2; 80% avermectina Bi, e 4% avermectina Byp) foi
obtida da Sigma-Aldrich (Brasil). A solucdo estoque de abamectina foi preparada no
momento da realizagdo de cada ensaio, dissolvendo-se a abamectina em acetona (grau
analitico). A solucéo estoque foi protegida da luz para evitar a fotodegradacao.

Todas as solugdes-teste foram preparadas por dilui¢bes seriadas da solucao estoque,
diluidas em &gua reconstituida das culturas, respectivas de cada organismo-teste. Assim, para
0s testes de toxicidade aguda com Daphnia similis as concentragfes nominais foram 2,5; 5;
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10; 20; 40 e 80 ng L*; para Chironomus xanthus 0,2; 0,6; 1,8; 5,4; 16,4 e 48,6 ng L™ e para
Danio rerio 20; 40; 60; 80 e 100 pg L™. Para excluir a possibilidade do efeito téxico do
solvente interferir nos resultados de toxicidade, foi montado um controle negativo, com a
maior concentragdo de acetona utilizada no teste de toxicidade, nunca ultrapassando a
concentracdo maxima de 100 pl L™, No total, foram realizados quatro testes definitivos com
cada organismo-teste, sendo que no Ultimo teste realizado foram quantificadas, por
cromatografia, as concentraces iniciais e finais de abamectina de cada ensaio.

Nos testes de toxicidade aguda com D. similis foram utilizados 5 organismos em
quatro réplicas, expostos em copos plasticos atoxicos contendo 10 mL da solugdo-teste. Os
testes foram mantidos em condicGes controladas de temperatura (24+ 2°C) e fotoperiodo
(16:8h claro/escuro), com duracdo de 48 horas.

Para a realizacdo dos testes com C. xanthus, foram adicionadas 6 larvas (IV instar —
7/8 dias) em 200 mL da solucdo-teste, com 50 g de substrato natural e em trés réplicas. Os
testes foram mantidos em sala com temperatura de 23°C *2, fotoperiodo de 12:12h
claro/escuro e com alimento apenas no primeiro dia. A duracdo do teste foi de 96 horas,
efetuando-se apds esse periodo a contagem dos organismos Vivos.

Nos testes agudos com D. rerio (estaticos) foram utilizados 5 organismos, em duas
réplicas. A duracdo do teste foi de 48 horas, mantidos sob condi¢cdes controladas de
temperatura (25°C +2) e fotoperiodo (12:12h claro/escuro).

As medidas de pH (potencidmetro B374), condutividade (condutivimetro 145A) e
oxigénio dissolvido (medidor de OD YSI) das amostras de agua testadas foram realizadas no

inicio e final de todos os testes de toxicidade com 0s organismos-teste.

2.3. Analise de abamectina da agua

Foram quantificadas as concentracOes iniciais e finais da abamectina nas solucGes-
testes, referentes ao ultimo teste realizado, sendo determinado nas amostras o0 maior
componente de avemectina (avermectina Bi,), que apresentou maior intensidade do sinal para
analise em HPLC/FLU (High Performance Liquid Chromatography/fluorometric detector)
(Agilent® 1200 séries).

Antes da extracdo da amostra, 200 mL foram previamente filtradas em membrana de
acetato de celulose (0,45um). A seguir, a amostra foi percolada através do cartucho contendo
o adsorvente C-18 (SampliQ, Agilent Technologies®, 30 x 6 mL, 500 mg). Para a extracéo da
amostra de agua, foi condicionado o adsorvente com 10 mL de acetonitrila (P.A.) e 5 mL de
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acetonitrila (P.A.): agua livre de organicos: trietilamina (P.A.) (30:70:0,2, v/v/v). Apbs essa
etapa, a amostra foi percolada no cartucho, seca por trés minutos e, posteriormente, o analito
foi eluido com 20 mL de diclorometano (P.A.). Todo o procedimento descrito acima foi
realizado sob a presséo de 15 kPa.

O extrato eluido do cartucho contendo o adsorvente C-18 foi seco sob suave fluxo de
nitrogénio e reconstituido com 1 mL de acetonitrila (P.A.). Procedeu-se entdo a derivatizacao,
que foi realizada em frasco escuro de ambar, com 200 pL de 1-metilmidazol (> 99%) e
200 pL de solucdo acetonitrila: anidrido trifluoacético (2:1). Apés uma hora, 100 pL da
amostra foram injetadas em HPLC/FLU.

Para a analise da abamectina por HPLC/FLU foram utilizadas as seguintes condices
cromatograficas: fase movel isocratica (agua livre de orgéanicos, acetonitrila p.a. e
tetrahidrofurano na proporcdo de 14:80:6, respectivamente); fluxo (1,0 mL min™); injecéo
(100pL); temperatura da coluna (25°C); coluna (Partisil 5 ODS-3, 4,6 mm x 250 mm, 5um,
Whatman®); detector de fluorescéncia (excitacio em 364 nm e emissdo em 475 nm) e tempo
de corrida (14 minutos).

Os parametros utilizados para a validacdo do método foram seletividade, limites de
deteccdo e quantificacdo, linearidade, precisdo, exatiddo e recuperacdo (LANCAS, 2004). O
cromatograma gerado demonstrou que o método para andlise da abamectina em agua foi
seletivo. Para o limite de deteccdo (LD) foi considerada a concentragdo em que o sinal da
abamectina foi trés vezes maior que o sinal ruido, e para o limite de quantificacdo (LQ) foi
considerado a concentracdo em que o sinal do analito foi cinco vezes maior que o ruido. Os
resultados de LD foram 0,1 pg L™ e do LQ de 0,2 ug L™ . As concentracées utilizadas para o
célculo da linearidade foram entre 0,2 e 10,0 pug L™, sendo 7 pontos em triplicatas. O
resultado do coeficiente de correlagéo linear da curva foi 0,994, e os resultados do desvio
padrdo relativo da precisdo e exatiddo do método de 112,46% e 103,64%, respectivamente. A

média da recuperacdo do metodo foi de 108,70%.

2.4. Analise dos dados

Os resultados dos testes de toxicidade aguda foram analisados através do método
estatistico Trimmed Spearman-Karber e expressos em CEsp,48h (D. similis), CLs,96h (C.
xanthus) e CLso,48h (D. rerio) (HAMILTON; RUSSO e THURSTON, 1977).

O teste de Fisher foi utilizado para a verificagdo da diferenca significativa na
sobrevivéncia dos organismos-teste, comparando-se os dois controles. Os testes estatisticos
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foram realizados com o auxilio do programa computacional Toxstat 3.3 (GULLEY;
BOELTER e BERGMAN, 1994).

3. Resultados
3.1. Teste de toxicidade e analises quimicas

A faixa de sensibilidade dos organismos-teste D. similis, C. xanthus e D. rerio ao
cloreto de potéssio, durante o periodo de ensaios, ficou estabelecida entre 373 e 638 mg L™,
2,58 € 6,30 g L' e 554 e 919 mg L™, respectivamente (Figuras 2, 4 e 5 em apéndice C). Os
resultados obtidos demonstram que os individuos se encontravam em condicdes fisiologicas
adequadas para utilizacdo em testes ecotoxicoldgicos.

O valor médio da CEsp,48h para D. similis expostas a abamectina, num total de 4
testes, foi de 5,1 ng L™ (baseada na concentragdo nominal), com limites inferior e superior de
1,98 e 12,18 ng L, respectivamente (Tabela 1). Os resultados de CEs, apresentaram uma alta
variabilidade dentro de uma faixa relativamente estreita, sendo o coeficiente de variagdo (CV)
de 69,43% (Tabela 14, apéndice C). Ndo foram medidas cromatograficamente as
concentracdes de abamectina nas solugdes-teste, uma vez que as mesmas ficaram abaixo do
limite de quantificacdo pelo método analitico.

C. xanthus também foi sensivel a abamectina, obtendo-se um valor médio da CLs,96h
de 2,67 pg L™ (baseada na concentracio nominal), em 4 testes, com limites inferior e superior
de 0,58 e 4,84 ug L™, respectivamente (Tabela 1). Os resultados dos testes com C. xanthus
evidenciaram uma menor variabilidade quando comparados aos de D. similis, uma vez que 0s
valores da CLso,96h variaram de 1,33 a 3,75 pg L™. As concentraces de abamectina nas
solugBes-teste foram medidas no inicio e final do Gltimo ensaio (4° ensaio). As concentracdes
medidas nas solugdes-teste (amostra fresca) apresentavam, em média, valores minimo e
méaximo de 83 e 100% da concentracdo nominal (Figura 1A). Os resultados demonstraram
uma elevada degradacdo da abamectina em 96h, restando apenas uma pequena fracdo do
produto no final do teste, de forma que somente nas trés Gltimas solucdes-teste foram
observadas fracOes de abamectina, representando 4,5; 6,05 e 4,58 % da concentracéo inicial.
O valor da CLso,96h, baseado na concentragdo medida neste Gltimo teste foi de 1,16 ug L™
(intervalo de confianca: 0,92 — 1,45). Na Tabela 15, apéndice C, também podem ser
observados os resultados dos testes de toxicidade com C. xanthus.

Dos organismos-teste avaliados no presente estudo, D. rerio foi 0 menos sensivel a

abamectina, obtendo-se um valor médio da CLso,48h de 33 pg L™ (baseada na concentragéo
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nominal), com os limites inferior e superior de 29,17 e 36,77 pg L™, respectivamente
(Tabela 1). Os resultados evidenciaram uma baixa variabilidade, com CV de 5,76%. As
concentragfes medidas nas solugdes-teste (fresca) apresentaram valores médios entre 91 e
98% da concentracdo nominal (Figura 1B). O valor da CLso,48h, baseado na concentragdo
medida neste Gltimo teste, foi de 29,91 pg L™ (IC: 26,20 — 34,15). A degradacéo da
abamectina no teste com D. rerio, proporcionalmente, foi mais rapida em 48h do que em 96h
com C. xanthus, sendo registrada, no final do teste, uma fracdo restante de abamectina de
2,7% (primeira concentracdao) e 3,5% (Ultima concentracdo), em relagdo a concentracéo
quantificada no inicio (Figura 1B). Tais resultados demonstram que provavelmente o
sedimento tenha interferido na taxa de degradacdo da abamectina e, comparativamente,
ocasionado uma menor taxa de degradacdo no teste com C. xanthus. No entanto, em ambos 0s
testes, verifica-se que a degradacdo da abamectina foi rapida, demonstrando que o tempo de
permanéncia desse composto no ambiente é relativamente curto. Os resultados dos testes de
toxicidade com Danio rerio também estdo apresentados na Tabela 16, em apéndice C.

Os controles negativo (solvente) dos testes de toxicidade aguda com os diferentes
organismos-teste ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas em relacdo ao

controle do laboratério (p > 0,05).

Tabela 1. Sumario dos resultados dos testes de toxicidade aguda com abamectina.

Organismo D. similis C. xanthus D. rerio
Duracéo 48h 96h 48h
Concentragdo minima e maxima 25-80ng L™t 0,2—-48,6 pug L™ 20-40 pug L™
CEs /CLso € DP* (n = 4) 51+354ngL" 267+1,08ugL?  33+1,90pgL®
Faixa de sensibilidade 1,98-12,18ngL™" 058-4,84pgL? 29,17 —36,77ug L
Coeficiente de variacdo 69,43% 40,50% 5,76%

Obs.: Todas as concentracfes sdo baseadas na concentracdo nominal. *DP: Desvio padréo.
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Figura 1. Resultado das analises quimicas das amostras de agua dos ensaios de toxicidade aguda com
C. xanthus e D. rerio expostos a abamectina. Em A, valores dos testes com C. xanthus, nas
concentracdes nominais de 0,2; 0,6; 1,8; 5,4; 16,4 e 48,6 ug L™ e as medidas no inicio e final do teste
(96h). Em B, valores dos testes com D. rerio, nas concentracfes nominais de 20; 40; 60; 80 e
100 pg L™ e as medidas no inicio e final do teste (48h).

4. Discussao
4.1. Testes de toxicidade

A abamectina € um agente antiparasitario usado ha muitos anos em criacdo de animais,
além de ser um importante inseticida e acaricida utilizados na producdo agricola
(CAMPBELL, 1989). Porém, quando aplicados nas lavouras ou em animais, o0s residuos dos
produtos podem atingir espécies ndo-alvo. Nesse sentido, os resultados do presente estudo
demonstraram que as concentracfes testadas foram muito tdxicas em baixas concentracfes
para todos os organismos-teste, sendo a espécie D. similis a mais sensivel. Para este
organismo-teste, a concentracdo nominal média que ocasionou toxicidade em 50% dos
individuos foi 5,1 ng L™.

Os resultados encontrados na literatura corroboram os do presente estudo, nos gquais 0s
diversos autores também registraram valores baixos para os dafnideos expostos as
avermectinas, obtendo-se apenas para D. magna valores da CEsy,48h de 0,25 e 0,34 pg L™ de
abamectina (TISLER e ERZEN, 2006; WISLOCKI; GROSSO e DYBAS, 1989,
respectivamente). Para ivermectina, derivado sintético da abamectina (LANKAS &
GORDON, 1989), o valor foi ainda mais baixo (2,5 e 5,7 ng L) (HALLEY; NESSEL e LU,
1989; GARRIC et al., 2007, respectivamente). Segundo Stuhlbacher et al. (1993), Suedel,
Rodgers e Deaver (1997); Barata; Baird e Markichand (1998) a variagdo da sensibilidade
depende das diferencas genéticas das espécies e também de uma série de fatores bioticos
(disponibilidade alimentar ou estagio do ciclo de vida) e abioticos (temperatura, pH e dureza).
A sensibilidade de D. similis neste estudo foi em média 55 vezes maior do que a registrada em

literatura para D. magna. Nesse sentido, diversos estudos tém demonstrado que a
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sensibilidade de D. similis geralmente é maior do que a de D. magna, isso tanto para amostras
ambientais como também para compostos quimicos (KOIVISTO; KETOLA e WALLS, 1992;
SANCHEZ-BAYO, 2006; JARDIM; ARMAS e MONTEIRO, 2008).

Ja os valores de CEO (Concentracdo de Efeito Observado) e CENO registrados nos
estudos de Tisler e ErZen (2006) para D. magna expostas a abamectina, por um periodo de 21
dias, foram de 9,4 e 4,7 ng L™, respectivamente. Tais valores estdo 26 vezes abaixo da
concentracdo registrada pelos autores nos testes de toxicidade aguda (250 ng L™). Segundo
Heath (1995), Newman e Clements (2008), o aumento da toxicidade para zooplancton esta
estreitamente relacionado com o tempo de exposicao.

Os efeitos tdxicos da abamectina para C. xanthus também foram observados em baixas
concentracdes, sendo a CLs,96h de 2,67 ug L™. Existem poucos estudos na literatura que
relatam a toxicidade da abamectina para quironomideos. Dentre estes, o desenvolvido por Ali
e Nayar (1985), no qual os autores registraram para C. crassicaudatus o valor da CLsg,96h de
1,63 ng L™, corroborando os resultados da presente pesquisa. Em outro experimento, também
desenvolvimento por Ali; Xue e Alam (1997), os autores observaram os mesmos efeitos, com
toxicidade para quironomideos da ordem de pg L. Nesse experimento os autores
contaminaram lagoas experimentais com o agrotoxico AVID® 0,15 CE (abamectina), em
cinco tratamentos, sendo as concentragdes minima e maxima de 3,13 e 50,0 ug L™ Pelos
resultados obtidos os autores verificaram reducdo significativa na abundancia das larvas de
Chironomidae em todos os tratamentos, em até 14 dias apés a aplicacdo. Egeler et al. (2010)
também realizaram testes de toxicidade cronica com C. riparius expostos a ivermectina,
registrando efeitos toxicos na sobrevivéncia, crescimento e emergéncia dos organismos, com
o valor da CEO de 6,3 pg kg™ (sedimento seco).

Dos organismos-teste avaliados neste estudo, Danio rerio foi o menos sensivel a
abamectina. No entanto, os resultados evidenciaram o efeito toxico em concentragcdes muito
baixas, com a CLso,48h de 33 pg L. Tisler e Erzen (2006) registraram o valor da CLso,96h
de 55,1 pg L™, estando dentro da faixa registrada nesse estudo. Os resultados de sensibilidade
para peixes a abamectina, reportados na literatura, variam de acordo com as espécies testadas.
Entretanto, todos os valores observados demonstram o efeito tdxico em concentragcBes muito
baixas, da ordem de ug L. Os resultados da CLsgg, 96h de abamectina para as diferentes
espécies de peixes sdo de 3,2; 9,6; 24 e 40 pg L™ para truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss),
“bluegill sunfish” (Lepomis macrochirus) “channel catfish” (Ictalurus punctatus) e carpa
(Cyprinus carpio), respectivamente (WISLOCKI; GROSSO e DYBAS, 1989). Nos estudos
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realizados por Halley; Nessel e Lu (1989) com ivermectina, podem ser observados valores de
sensibilidade bem préximos aos da abamectina (3,0 ng L™ para O. mykiss e 4,8 pg L™ para L.
macrochirus).

No ambiente, a abamectina é rapidamente degradada por mecanismos de oxidacgao e
foto-oxidagdo. No solo, a meia vida é de 21h, na lamina d’agua varia de 4 a 6h ¢ na coluna
d’agua chega ser menor do que 4 dias (WISLOCKI; GROSSO e DYBAS, op. cit.). Esta
elevada taxa de degradacdo pOde ser constatada neste estudo. No ensaio com C. xanthus, em
96h, houve uma degradacdo em média de 95% em relacdo a concentracédo inicial. J4 com D.
rerio, a taxa de degradacdo foi sensivelmente maior (97% em 48h). Essa elevada degradacéo
também foi observada por TiSler € Erzen (op. cit.). Os autores registraram uma degradacdo em
média de 40% nos testes com D. magna (48h), e para D. rerio, em 96h, a degradacdo foi
maior, cerca de 90%. Por outro lado, nos estudos de Garric et al. (2007), os autores
registraram apenas um ligeiro decréscimo da concentracdo de ivermectina nos testes de
toxicidade com D. magna. Entretanto, como os testes foram conduzidos no escuro, os efeitos
da fotodegradacdo ndo foram evidentes.

A persisténcia das AVM no ambiente, bem como seus efeitos toxicos, depende dos
processos de degradacdo e da quantidade dos residuos liberados no ambiente (ERZEN et al.,
2005). Entretanto, além desses fatores mencionados acima, a formulacdo comercial pode se
tornar mais téxica do que apenas o principio ativo. Estas formula¢cdes sdo conhecidas por
apresentarem, além do ingrediente ativo, outros compostos, como surfactantes, adicionados ao
composto-mae para aumentar a eficacia fisica e quimica do agrotoxico. No entanto, tais
compostos podem aumentar significativamente a toxicidade em organismos nao-alvo (COX e
SURGAN, 2006; PEREIRA et al., 2009). Nesse sentido, nas demais investigacOes realizadas
nesta tese com a formulagdo comercial da abamectina (Capitulo 3), verificou-se efeito toxico
do Vertimec® 18CE para D. similis por um perfodo de tempo maior do que o mencionado na
literatura, e também do apresentado neste estudo. O efeito toxico permaneceu durante todo o
periodo do experimento (10 dias) no tratamento com a aplicagdo direta com o Vertimec®
18CE, confirmando a hipdtese de que a formulagdo comercial acaba se tornando muitas vezes
mais toxica em funcdo de permanecer por um periodo de tempo maior. Dessa forma, a
toxicidade registrada em baixas concentragcdes para 0s organismos ndo-alvo pode ser ainda
ampliada, uma vez que a aplicagdo na agricultura e nos animais é feita pela formulacéo

comercial.
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4.2. Agéo da avermectina nos organismos-teste

Embora a atividade antiparasitaria das AVM tenha sido descrita em 1979, seu
mecanismo de acdo ainda ndo foi totalmente elucidado. A dificuldade em identificar os
mecanismos de acdo se deve ao fato do agrotdxico atuar em maltiplos sitios de ligacdo e
também por ser avaliado em sistemas bioldgicos distintos e, portanto, com sensibilidades
diferentes (TURNER e SCHAEFFER, 1989).

Nos vertebrados, as AVM causam a neurotoxicidade e o mecanismo de acdo esta
associado com o GABA, acido gama-aminobutirico, presentes no sistema nervoso central
(SNC). As AVM para os mamiferos sdo bem menos toxicas, pois apresentam alto peso
molecular e ndo atravessam facilmente a barreira hematoencefalica (BHE) no SNC
(LANKAS e GORDON, 1989). De maneira geral, as AVM ligam-se aos receptores do GABA
presentes na membrana pds-sinaptica estimulando o fluxo de ions cloreto para o interior da
célula nervosa, simulando o efeito "calmante" do GABA (PAYNE e SODERLUND, 1993;
BLOOMOQUIST, 2003). Neste estudo, a elevada toxicidade registrada para D. rerio pode ser
atribuida, segundo Hgy; Horsberg e Nafstad (1990), ao fato da AVM atravessar facilmente a
barreira hematoencefalica dos peixes, sendo, portanto, mais susceptivel aos efeitos toxicos em
peixes do que para mamiferos.

Em insetos e crustaceos, 0 mecanismo de acdo das AVM consiste em induzir paralisia
tonica da musculatura (faringe e musculos somaticos) e imobilizacdo. A exposi¢do a AVM
pode resultar na ligacdo desse agrotdxico no sitio do receptor GABAérgico, ativando canais
de cloreto na membrana pds-sinaptica. Isso vai ocasionar um influxo de ions cloreto levando a
uma hiperpolarizagdo irreversivel e, consequentemente, inibindo a conducdo de impulsos
nervosos. Contudo, a AVM pode funcionar tanto como um agonista do GABA, quanto um
estimulador da liberacdo do GABA, a partir de terminais pré-sinépticos inibitorios (ZUFALL,
FRANKE e HATT, 1989; FREITAS et al., 1996; TISLER e ERZEN, 2006). As AVM podem
interagir com canais de cloreto mediados por outros neurotransmissores como 0 glutamato
(MARTIN, 1997; SANDERSON et al., 2007; OMURA, 2008). Por outro lado, segundo
Turner e Schaffer (1989), as AVM também podem ligar-se diretamente em sitios de canais do
ion cloreto.

As consequéncias fisiologicas das AVM ainda ndo estdo bem claras. No entanto,
independentemente dos sitios de ligacdo das AVM, € de consenso entre 0s autores que a
toxicidade é elevada para invertebrados aquaticos mesmo em baixas concentragdes (FISHER
e MROZIK, 1992; TISLER e ERZEN, op. cit.; SANDERSON et al., op. cit.).
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Conclui-se, diante do exposto, que a abamectina € extremamente toxica para 0S
organismos aquaticos em diferentes niveis troficos (zooplancton, inseto e peixe), em baixos
niveis de concentracdes (na ordem de ng L™ para zooplancton), mesmo considerando sua
elevada taxa de degradacdo (praticamente desaparecendo em 48h). Pelos resultados obtidos
salienta-se a necessidade de um maior controle no uso do produto na agricultura (dosagem,
manipulacdo/caréncia da aplica¢do, bem como a forma como é comercializado), com especial
atencdo aos efeitos em organismos nado-alvo do ecossistema terrestre e, conforme
demonstrado no presente estudo, aos efeitos deletérios na biota aquatica, principalmente em

areas agricolas limitrofes aos recursos hidricos.
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Consideracdes finais

Em relagdo a hipdtese apresentada no inicio da tese, os resultados obtidos permitem
concluir que o agrotéxico Vertimec® 18CE (associado ao runoff e lancado diretamente no
corpo hidrico) e o seu principio ativo, a abamectina, causaram efeito tdxico mesmo em baixas
concentracbes para 0S organismos aquaticos pertencentes a diferentes niveis troficos

(zooplancton, inseto e peixe). Tal afirmacéo se baseia nos seguintes pontos:

= Em experimentos laboratoriais, o runoff proveniente de parcelas de solo contaminadas
com o Vertimec® 18CE, na concentracdo comumente aplicada em culturas de morango,
ocasionou toxicidade aguda e cronica aos organismos-teste zooplanctonicos e bentonicos.
Concentragdes subletais do runoff ocasionaram danos estruturais nas branquias de juvenis de
Danio rerio (peixe);

= Nos mesocosmos, o Vertimec® 18CE, associado a particulas de solo (via runoff, cerca
de 4 pg L™ da concentracdo nominal) e puro (40 pg L™ da concentragdo nominal), ocasionou
alteracdes na estrutura (composicéo e densidade) da comunidade zooplancténica, com efeitos
agudos e crbnicos para Copepoda e Cladocera (reducdo da densidade e alteracdo na
composicdo), sendo menos tdxico para Rotifera;

= A abamectina, ingrediente ativo do Vertimec® 18CE, demonstrou ser muito toxica,
mesmo em baixas concentracdes, para 0s organismos aquaticos em diferentes niveis troficos
(zooplancton, inseto e peixe), verificando-se que zooplancton (representado por D. similis) foi
mais sensivel (concentracio efetiva média em ng L™) do que insetos (C. xanthus) e peixes (D.

rerio).

Com relagdo a degradacdo da abamectina (meia-vida), foi verificada sua acentuada
degradacéo nas solucdes-teste, restando apenas o valor médio de cerca de 3% da concentragédo
inicial do produto em 48 horas de exposi¢do. Entretanto, a formulagdo comercial demonstrou
ter uma permanéncia maior nas amostras de agua, tendo sido registrados valores crescentes de
toxicidade ao longo do tempo (conforme demonstrado no capitulo 1). Pelos resultados obtidos
para D. similis (avaliacdo da toxicidade do runoff) verificou-se um aumento da toxicidade em
fungéo do tempo de armazenamento da amostra, de forma que apos 11 dias a mesma amostra
foi cerca de 3 vezes mais toxica do que a do primeiro dia. Corroborando estes resultados, os
experimentos realizados com a agua dos tratamentos RC (runoff contaminado) e V (adi¢do

direta do Vertimec® 18CE) dos mesocosmos demonstraram toxicidade aguda para D. similis
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em até 168h e durante todo o periodo experimental (240h), respectivamente, evidenciando,
dessa forma, uma degradagdo mais lenta da formulacdo comercial e, de forma adicional, os
efeitos de outras substancias de igual ou maior toxicidade do que a abamectina (ingrediente
ativo), o que aumenta a possibilidade de risco em relacdo ao uso do produto.

As propriedades da abamectina, mencionadas em literatura e no presente estudo
(Capitulo 5), como a sua répida fotodegradacdo na agua e a sua afinidade por particulas
solidas, sugerem que este produto ndo ficaria muito tempo no ambiente aquatico. No entanto,
os resultados deste trabalho com a formula comercial demonstraram uma permanéncia maior
no ambiente quando comparado ao ingrediente ativo, aumentando, dessa forma, a toxicidade
para 0S organismos aquéticos numa escala temporal. Diante dos resultados aqui expostos,
pode-se inferir que o escoamento superficial de culturas tratadas com esse agrotoxico
representa um sério risco a estrutura e funcionamento dos ecossistemas aquaticos,
demonstrando o potencial toxico do produto mesmo em concentragcbes muito baixas, o que
ressalta a necessidade de se realizar estudos com cendrios mais realisticos para poder
subsidiar as agéncias ambientais a tomada de decisdes das praticas agricolas e areas afins.

Apesar dos riscos apontados neste estudo, recentemente a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), por meio da resolugdo n°® 2.248, publicada no Diario Oficial
da Unido em 19/05/2010, ainda continua autorizando o uso agricola da abamectina (BRASIL,
2010; ANVISA 2010a). Para a cultura de morango, por exemplo, a concentracdo permitida é
de 0,02 mg Kg™ com intervalo de seguranca de trés dias (Figura 1, Anexo A). Tal resolucdo
torna-se ainda mais preocupante, uma vez que os resultados do presente estudo evidenciaram
ndo s6 uma permanéncia maior do produto no ambiente como também as baixas
concentracdes que ocasionaram toxicidade para 0s organismos em questdo, as quais foram em
média da ordem de pg L™ Outro ponto a ser destacado é com relacdo & classificagdo
toxicologica do ingrediente ativo e da formulagdo comercial. Embora a ANVISA classifique a
abamectina na classe toxicologica | (extremamente tdxica), a formulacdo comercial
(Vertimec® 18CE) continua classificada como 111 (medianamente t6xico) (Figura 2, Anexo A)
(ANVISA, 2010b).

Também deve ser considerada a forma de registro dos agrotoxicos. No Brasil, em
geral, o registro é baseado, no que se refere aos estudos ecotoxicoldgicos, somente no
ingrediente ativo, em vez da formulagdo comercial. No entanto, os estudos vém indicando que
outros compostos adicionados ao ingrediente ativo podem aumentar significativamente a
toxicidade em organismos ndo-alvo (COX e SURGAN, 2006; PEREIRA et al., 2009), sendo
gue para esses compostos ndo sdo previstos testes de toxicidade convencionais de forma
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similar ao ingrediente ativo. Diante desse fato, torna-se eminente a necessidade de revisao da
forma pela qual os registros dos agrotoxicos no Brasil vém sendo aprovados.

Outra questao adicional a ser mencionada relaciona-se aos usos incorretos do produto,
0 que se Vverifica desde a aquisicdo (as vezes sem receituario) até a aplicacdo (sem qualquer
forma de protecdo, como o uso de Equipamentos de Protecdo Individual - EPIs) e
comercializagdo do produto final, uma vez que ndo se verifica o efetivo controle na dose e no
periodo de caréncia (ESPINDOLA e BRIGANTE, 2009). Tais fatores, de forma isolada ou
combinada, colocam em risco ndo apenas 0S ecossistemas terrestres e aquaticos, mas também
de forma direta os agricultores, os usuarios das aguas (considerando o abastecimento nas
zonas rurais sem qualquer tipo de tratamento) de areas proximas as dos plantios (como € o
caso de Bom Repouso, em Minas Gerais, local que justificou essa pesquisa) bem como os
consumidores finais dos produtos gerados na regiao.

Assim, a adocdo de medidas de seguranca visando o agricultor, 0 meio ambiente e o
consumidor se faz prioritaria, sendo de fundamental importancia um controle mais efetivo no
registro do produto, na venda do agrotoxico ao agricultor, no controle sobre o0 uso e na
comercializacdo do produto final, contribuindo para a reducdo dos riscos a saude humana e

dos ecossistemas.
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Tabela 1. Valores de pH, condutividade (Cond), oxigénio dissolvido (OD), dureza, turbidez (Turb),
material em suspensdo total (MST), material em suspensao inorganico (MSI) e material em suspenséo
organico (MSO) obtidos das amostras do runoff ndo contaminado e contaminado (Experimento
realizado em fevereiro de 2008).

Amostras pH Cond oD Dureza Turb MST MSI MSO
@Sem™) (mgLhH (mgLh  (NTU)  (mgL™h (mgL?h) (mglL™)
RNC 3,125% 7,71 182,60 6,81 42 37 37,38 26,23 11,15
RNC 6,25 7,60 151,00 6,82 42 78 77,93 64,00 13,93
RNC 12,5% 7,52 141,80 6,82 38 166 155,67 132,90 22,77
RNC 25% 7,38 124,80 6,84 38 356 381,35 321,15 60,20
RNC 50% 7,08 92,00 6,81 24 550 900,30 754,00 146,30
RNC 100% 6,59 25,90 6,77 4 930 4111,09 3371,91 739,18
RC 3,125% 7,57 152,70 6,81 42 30 50,27 39,87 10,40
RC 6,25% 7,50 148,30 6,85 44 68 159,43 131,97 27,47
RC 12,5% 7,41 139,60 6,8 36 128 262,77 222,43 40,33
RC 25% 7,11 120,60 6,76 32 262 760,60 633,65 126,95
RC 50% 6,92 86,90 6,76 24 400 1163,45 898,40 265,05
RC 100% 6,36 20,50 6,62 4 890 4419,10 3724,00 695,10

Tabela 2. Valores dos componentes principais e fatores de explicacdo dos parametros avaliados nos
mesocosmos ao longo do periodo experimental (Capitulo 3).

Variaveis Fator 1 Fator 2 Fator 3
MSI 0,936 0,197 -0,102
MSO 0,919 0,226 -0,078
pH 0,350 -0,836 0,286
Condutividade -0,735 0,287 0,356
oD 0,295 -0,824 0,023
Turbidez 0,939 0,261 -0,110
Temperatura 0,293 -0,532 -0,375
Nitrogénio T. -0,423 0,184 -0,779
Fosforo T. 0,652 0,525 0,317

Tabela 3. Valores dos componentes principais e fatores de explicacdo dos parametros avaliados nos
mesocosmos ao longo do periodo experimental (Capitulo 4).

Variaveis Fator 1 Fator 2 Fator 3
Nitrogénio Total 0,158 0,351 0,576
Nitrito -0,973 0,081 0,068
Nitrato 0,070 -0,354 0,728
fon amonio 0,272 -0,117 0,739
Fo6sforo Total -0,714 0,264 -0,298
Fosfato Inorganico -0,989 0,046 0,007
Fosfato Total Dissolvido -0,797 0,521 0,060
Mat. Susp. Inorgéanico -0,950 -0,150 -0,050
Mat. Susp. Orgénico -0,876 -0,026 -0,011
pH 0,001 -0,888 -0,225
Condutividade 0,604 0,466 -0,193
oD -0,021 -0,898 -0,074
Temperatura -0,061 -0,572 0,010
Turbidez -0,940 -0,177 -0,029
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Tabela 4. Valores das variaveis fisicas e quimicas da dgua obtidos nos mesocosmos (segunda réplica),
durante o periodo experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado,
V: aplicacdo direta do Vertimec e A: amostras aleatérias entre 0os mesocosmos) (Resultados do

Capitulo 4).
Periodo (horas) 0 3 48 96 168 240
Fésforo total (ug L™)
C 45,24 81,08 71,88 59,36 78,71 53,58
RNC 32,6 58,66 295,42 84,64 103,78 58,38
RC 45,05 267,67 328,43 128,94 139,86 70,34
\Y 32,41 176,65 186,59 69,36 121,25 109,12
A 45,24 82,24 223,7 104,46 130,57 188,72
Fosfato total dissolvido (ug L™)
C 9,91 3,52 19,04 21,27 16,73 11,95
RNC 12,14 24,30 54,04 31,28 21,18 16,88
RC 9,29 34,16 64,53 52,75 33,84 22,19
\V 12,79 6,56 28,8 28,7 22,05 16,49
A 15,12 4,77 23,18 21,09 22,83 18,11
Fosfato inorganico (ug L™)
C 5,59 3,00 531 6,98 3,64 3,41
RNC 4,93 23,03 31,1 11,44 3,77 3,31
RC 4,91 32,53 37,76 21,06 10,87 4,71
\V 4,78 4,08 5,97 6,33 4,83 4,51
A 55 3,31 7,56 4,15 5,00 2,67
Nitrogénio total (mg L™)
C 0,89 0,19 0,47 0,07 1,35 0,84
RNC 0,89 0,33 0,33 0,61 1,17 0,61
RC 1,35 0,19 0,93 1,45 1,21 0,56
\V 1,7 0,19 0,51 0,56 0,98 0,07
A 2,29 0,33 0,65 1,17 0,61 0,7
Nitrito (ug L™)
C 1,46 1,51 1,93 1,56 0,94 0,83
RNC 1,79 13,23 18,44 5,28 2,84 2,16
RC 2,15 16,51 20,75 13,14 8,3 2,69
\V 1,37 1,50 1,95 1,26 0,83 0,88
A 2,93 1,34 1,46 1,05 1,47 1,43
Nitrato (ug L™)
C 21,53 24,6 14,71 13,9 25,69 12,62
RNC 20,44 18,41 15,73 16,41 8,72 12,63
RC 28,91 16,33 19,22 16,0 8,74 49,11
Vv 27,65 16,21 19,54 15,63 10,61 19,03
A 24,99 16,48 17,42 14,6 8,99 9,32
fon aménio (ug L™
C 52,07 154,54 30,29 64,65 39,19 18,73
RNC 84,96 25,74 67,72 4,09 50,01 38,79
RC 22,08 147,86 68,45 100,94 148,18 192,35
Vv 74,22 19,6 43,19 63,22 37,8 16,03
A 107,64 26,29 42,71 48,48 33,73 14,62
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Tabela 5. Valores de pH, oxigénio dissolvido, condutividade e temperatura obtidos in situ, nos
diferentes tratamentos dos mesocosmos (segunda réplica), (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado,
RC: runoff contaminado, V: Vertimec® 18CE e A: aleatério) (Resultados do Capitulo 4).

Periodo (horas) 0 3 48 96 168 240
pH
C 7,89 8,45 7,36 6,83 6,63 6,70
RNC 7,64 7,97 6,7 6,57 6,53 6,41
RC 7,21 7,72 6,68 6,72 5,85 6,69
\% 6,95 8,27 7,7 7,63 6,51 7,43
A 6,82 8,24 7,25 6,96 6,08 6,68
Oxigénio dissolvido (mg L™
C 10,20 11,00 6,51 5,03 4,21 6,76
RNC 8,93 10,17 6,12 3,68 3,42 5,52
RC 10,79 10,75 5,68 3,98 3,00 5,14
\% 9,39 11,00 5,84 5,65 5,65 8,64
A 8,64 11,42 5,60 4,82 3,65 6,47
Condutividade (uS cm™)
C 71,67 73,00 74,00 77,00 79,00 83,00
RNC 71,67 59,50 65,00 71,00 76,00 78,00
RC 71,00 58,00 66,00 71,00 78,00 83,00
\Y 75,00 75,00 76,00 78,00 80,00 83,00
A 84,00 83,00 88,5 94,00 104,00 111,00
Temperatura (°C)
C 25,47 28,20 23,6 25,05 26,60 22,75
RNC 25,63 27,75 23,6 25,05 26,60 22,80
RC 25,83 27,40 23,7 25,00 26,50 22,85
\% 25,57 27,90 23,7 25,00 26,40 22,85
A 254 27,55 23,7 25,10 26,50 22,75

Tabela 6. Valores de material em suspensao inorganico e organico das amostras de agua coletadas dos
mesocosmos (segunda réplica), durante o periodo experimental (C: controle, RNC: runoff ndo
contaminado, RC: runoff contaminado, V: aplicacdo direta do Vertimec e A: amostras aleatorias entre
0s mesocosmos) (Resultados do Capitulo 4).

Periodo (horas) 0 3 48 96 168 240
Material em suspens&o inorganico (mg L™
C 1,72 2,07 4,55 3,22 0,57 0,55
RNC 1,62 55,35 34,12 13,12 1,55 0,32
RC 1,72 72,70 56,5 19,70 7,45 2,55
A 0,17 0,64 1,50 0,20 1,72 1,50
A 1,22 2,54 3,15 1,77 2,12 2,22
Material em suspens&o organico (mg L™)
C 7,72 8,55 6,37 4,12 3,65 8,00
RNC 7,30 13,02 11,45 12,95 4,02 8,05
RC 6,80 25,53 38,15 11,9 9,25 5,52
\Y 6,35 8,52 7,15 3,60 3,35 4,42
A 7,72 8,90 7,95 6,10 6,95 6,50
Turbidez (NTU)
C 14 18 14 17 8 10
RNC 14 226 143 49 12 9
RC 13 282 194 95 38 15
\% 14 11 13 17 9 8

A 17 17 17 14 10 12
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Tabela 7. Lista de ocorréncia das espécies de zooplancton presentes nos mesocosmos, durante o
periodo experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V:
aplicacdo direta do Vertimec e A: amostras aleatorias entre 0s mesocosmos).

Periodo (horas) 0 3 48 96 168 240
Taxa Tratamentos | C |[RNC|RC| V| A| C [RNC|RC|V| A| C [RNC|RC|V| A| C |[RNC|RC| V| A| C |IRNC|RC|V| A|] C |[RNC|RC| V| A

Anuraeopsis fissa x| x | x| x| x] x| x | x|x|[x]x] x| x[x]x X x| x| x X X X

Bdelloidea sp1 X X

x
x
x
x
x
x
x
x
x

Bdelloidea sp2 X X X x| X

Bdelloidea sp3 X X X X X[ x] x x| x x | x X

Brachionus dolabratus X X x | x X X

Brachionus quadridentatus X x| X X X X X X

Cephalodella gibba X X

Epiphanes cf. macrourus x| x | x|[x|x] x| x

Horaella thomassoni x| x | x| x| x] x| x

Kellicotia bostonienses

X |IX X |X |X
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x

Keratela tropica reducta x| x | x| x| x] x| x

keratela tropica tropica X x| x | x x| x| x [ x]|x]x

Keratela americana X X

Lecane bulla X x | x X X X | x x| x| x

Lecane hamata X X X | X

Lecane leontina

Lepadella acuminata X

Polyartra vulgaris X X X | x X

Squatinela mutica mutica X X

Trichocerca pusilla x| x | x| x| x] x| x | x|x|[x]x] x| x[x]x X X X

Taphrocampa annulosa X x| x | x x| X X
COPEPODA
Calanoida

Nauplio

Copepodito

Notodiaptomus iheringi &

X |IX |X |X
X |IX X |X
X |IX |X |X
X |IX |X |X
x > |x |x
X |IX |IX |X
X |IX |X |X
X |IX X |X
X |IX X |X
X |IX X |X
X |IX |X |X
X X |X |X
X X X |X
X |IX |X |X
X |IX X |X

Notodiaptomus iheringi ¢

Argyrodiaptomus furcatus

X > > |x |x |x

Argyrodiaptomus furcatus @

Cyclopoida

Nauplio X X X

Copepodito X X X

Harpaticoida

Nauplio X x| X X X
CLADOCERA

Bosmina freyi X

Ceriodaphnia silvestrii X X X X

Alona guttata X X X

X |X X |X
x
x > |x |x

Diaphanosoma birgei X
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Tabela 8. Densidade (ind L™) do zooplancton no mesocosmo controle (C).

Taxa Oh 3h 48h 96h 168h 240h
ROTIFERA
Anuraeopsis fissa 2187 2524 3929 0 142 0
Bdelloidea spl 0 0 18 0 0 18
Bdelloidea sp3 0 18 0 18 18 0
Brachionus quadridentatus 0 0 0 18 0 0
Cephalodella gibba 0 0 0 0 18 0
Epiphanes cf. macrourus 320 1191 1564 3733 2613 302
Horaella thomassoni 551 2133 2311 0 0 0
Keratela tropica reducta 213 391 658 142 36 0
keratela tropica tropica 0 0 0 36 36 142
Lecane bulla 0 18 0 0 18 0
Lepadella acuminata 0 0 0 18 0 0
Squatinela mutica mutica 0 0 0 0 18 53
Trichocerca pusilla 71 640 124 0 0 0
Taphrocampa annulosa 0 36 89 0 0 0
Subtotal 3342 6951 8693 3964 2898 516
COPEPODA
Calanoida
Nauplio 11 11 16 71 69 123
Copepodito 4 3 4 13 32 129
Notodiaptomus iheringi & 1 1 0 1 1 3
Notodiaptomus iheringi Q 1 1 1 1 1 6
Subtotal 16 16 21 86 102 261
Cyclopoida
Nauplio 1 0 0 0 0 0
Copepodito 1 0 0 0 0 0
Subtotal 2 0 0 0 0 0
Harpaticoida
Nauplio 0 1 0 1 1 0
Subtotal 0 1 0 1 1 0
CLADOCERA
Diaphanosoma birgei 0 0 0 1 1 1
Subtotal 0 0 0 1 1 1

TOTAL 3360 6968 8714 4052 3002 778
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Tabela 9. Densidade (ind L™) do zooplancton no mesocosmo runoff ndo contaminado (RNC).

Taxa Oh 3h 48h 96h 168h 240h
Anuraeopsis fissa 2169 1778 1653 0 18 18
Bdelloidea sp1 0 18 18 0 0 0
Bdelloidea sp2 0 0 0 0 18 0
Bdelloidea sp3 18 18 0 0 18 0
Brachionus dolabratus 0 0 18 0 0 0
Brachionus quadridentatus 0 0 53 18 36 36
Cephalodella gibba 0 18 0 0 18 0
Epiphanes cf. macrourus 1422 462 729 3004 1387 18
Horaella thomassoni 1884 2009 1351 0 0 0
Keratela tropica reducta 356 302 498 18 0 0
keratela tropica tropica 0 0 0 0 18 18
Keratela americana 0 0 18 0 0 0
Lecane bulla 0 18 0 0 0 0
Lecane hamata 0 18 0 0 0 0
Polyartra vulgaris 0 0 0 0 18 124
Trichocerca pusilla 107 409 71 0 0 0
Taphrocampa annulosa 0 36 36 0 0 0
Subtotal 5956 5084 4444 3040 1529 213
COPEPODA
Calanoida
Néauplio 9 11 27 29 15 11
Copepodito 7 4 10 16 36 4
Notodiaptomus iheringi & 1 1 2 1 3 1
Notodiaptomus iheringi ¢ 1 1 1 2 5 2
A. furcatus & 0 0 0 0 0 2
A furcatus fémea @ 0 0 0 0 0 3
Subtotal 18 17 40 48 59 23
Cyclopoida
Nauplio 0 0 0 0 0 1
Copepodito 0 0 0 0 0 1
Subtotal 0 0 0 0 0 2
Harpaticoida
Nauplio 0 0 0 1 0 1
Subtotal 0 0 0 1 0 1
CLADOCERA
Bosmina freyi 0 0 0 1 1 1
Ceriodaphnia silvestrii 0 1 1 1 4 17
Alona guttata 0 0 1 0 1 1
Diaphanosoma birgei 0 0 0 0 1 8
Subtotal 0 1 2 1 7 27

TOTAL 5974 5102 4486 3090 1595 264
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Tabela 10. Densidade (ind L™) do zooplancton no mesocosmo runoff contaminado (RC).

Taxa Oh 3h 48h 96h 168h 240h
Anuraeopsis fissa 2436 3182 4053 5 0 0
Bdelloidea sp1 0 0 18 5 18 107
Bdelloidea sp3 0 0 18 0 18 36
Brachionus dolabratus 18 0 18 0 0 0
Cephalodella gibba 18 18 18 3 53 124
Epiphanes cf. macrourus 178 107 747 280 818 1227
Horaella thomassoni 2542 2080 2027 0 0 0
Kellicotia bostonienses 0 18 0 0 18 0
Keratela tropica reducta 391 356 836 3 18 0
keratela tropica tropica 0 0 0 0 36 267
Lecane bulla 0 0 36 0 53 53
Lecane hamata 0 0 0 0 0 18
Polyartra vulgaris 0 0 18 0 0 160
Squatinela mutica mutica 0 0 0 0 0 0
Trichocerca pusilla 142 356 89 0 0 0
Taphrocampa annulosa 18 18 0 5 0 0
Subtotal 5742 6133 7876 301 1031 1991
COPEPODA
Calanoida
Néauplio 6 0 1 0 0 0
Copepodito 3 0 0 0 0 0
Notodiaptomus iheringi & 1 0 0 0 0 0
Notodiaptomus iheringi ¢ 1 0 0 0 1 0
Subtotal 11 0 1 0 1 0
CLADOCERA
Ceriodaphnia silvestrii 0 0 0 0 0 1
Subtotal 0 0 0 0 0 1

TOTAL 5753 6133 7877 301 1032 1992




Tabela 11. Densidade (ind L™) do zooplancton no mesocosmo com Vertimec® 18CE puro (V).
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Taxa Oh 3h 48h 96h 168h 240h
Anuraeopsis fissa 4320 1902 711 0 0 36
Bdelloidea sp1 0 0 18 0 0 18
Bdelloidea sp2 0 0 0 18 0 0
Bdelloidea sp3 18 0 18 18 0 0
Brachionus quadridentatus 0 0 0 18 18 18
Cephalodella gibba 0 18 0 0 18 160
Epiphanes cf. macrourus 53 71 53 587 800 3769
Horaella thomassoni 5013 3413 1778 0 0 0
Keratela tropica reducta 462 356 747 89 89 160
keratela tropica tropica 0 0 0 0 0 18
Lecane bulla 0 0 0 18 18 18
Lecane hamata 0 0 0 18 0 36
Trichocerca pusilla 213 302 249 0 0 0
Taphrocampa annulosa 0 0 0 0 0 0
Subtotal 10080 6062 3573 764 942 4231
COPEPODA
Calanoida
Nauplio 1 0 0 0 0 0
Copepodito 1 0 0 0 0 0
Subtotal 3 0 0 0 0 0
TOTAL 10083 6062 3573 764 942 4231
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Tabela 12. Densidade (ind L™) do zooplancton no tratamento aleatério (A).

Taxa Oh 3h 48h 96h 168h 240h
Anuraeopsis fissa 5298 2809 2560 5547 2524 658
Bdelloidea sp1 18 0 0 0 0 0
Bdelloidea sp3 0 18 18 36 0 0
Brachionus dolabratus 18 0 18 0 18 0
Cephalodella gibba 0 18 18 36 18 18
Epiphanes cf. macrourus 36 18 36 71 36 160
Horaella thomassoni 978 533 658 196 124 18
Keratela tropica reducta 249 71 249 196 213 249
keratela tropica tropica 0 0 0 0 18 71
Lecane bulla 0 0 0 0 0 18
Polyartra vulgaris 0 0 0 0 0 18
Squatinela mutica mutica 0 0 0 0 0 0
Trichocerca pusilla 160 196 142 196 302 444
Subtotal 6756 3662 3698 6276 3253 1653
COPEPODA
Calanoida
Néauplio 9 4 18 21 7 3
Copepodito 1 2 3 2 7 11
Notodiaptomus iheringi & 1 1 1 0 2 4
Notodiaptomus iheringi ¢ 1 0 1 1 1 1
Subtotal 13 7 23 24 17 19
Cyclopoida
Nauplio 1 0 0 0 0 0
Copepodito 0 0 0 0 1 0
Subtotal 1 0 0 0 1 0
CLADOCERA
Diaphanosoma birgei 0 0 0 1 0 0
Subtotal 0 0 0 1 0 0

TOTAL 6769 3669 3721 6301 3272 1672
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Tabela 13. Abundéancia relativa (%) do grupo Rotifera nos mesocosmos ao longo do periodo
experimental.

Periodo (horas) 0 3 48 96 168 240
Controle (C)
Anuraeopsis fissa 65,45 36,32 45,20 0 4,90 0
Epiphanes macrourus 9,57 17,14 17,99 94,17 90,20 58,64
Horaella thomassoni 16,49 30,70 26,59 0 0 0
keratela tropica tropica 0 0 0 0,88 1,20 27,58
Outros 8,49 15,84 10,22 4,95 3,70 13,78
Runoff ndo contaminado (RNC)
Anuraeopsis fissa 36,42 34,97 37,2 0 1,16 8,34
B.quadridentatus 0 0 1,2 0,58 2,32 16,66
Epiphanes cf. macrourus 23,88 9,09 16,4 98,84 90,70 8,34
Horaella thomassoni 31,65 39,51 30,4 0 0 0
Keratela tropica reducta 5,98 5,95 11,2 0,58 0 0
Polyartra vulgaris 0 0 0 0 1,17 58,33
Outros 2,07 10,48 3,6 0 4,65 8,33
Runoff contaminado (RC)
Anuraeopsis fissa 42,42 51,88 51,47 1,77 0 0
Epiphanes cf. macrourus 3,09 1,74 9,48 92,92 79,31 61,60
Horaella thomassoni 44,27 33,92 25,73 0 0 0
Keratela tropica reducta 6,82 5,80 10,61 0,88 1,72 0
keratela tropica tropica 0 0 0 0 3,45 13,40
Qutros 3,40 6,_66 2,71 4,43 15,52 25
Vertimec® 18CE puro (V)
Anuraeopsis fissa 42,87 31,38 19,90 0 0 0,84
Epiphanes cf. macrourus 0,53 1,18 1,50 76,74 84,90 89,08
Horaella thomassoni 49,73 56,30 49,75 0 0 0
Keratela tropica reducta 4,58 5,86 20,89 11,62 9,43 3,78
Outros 2,29 5,28 7,96 11,62 5,67 6,30
Aleatorio (A)

Anuraeopsis fissa 78,42 76,70 69,24 88,38 77,59 39,79
Horaella thomassoni 14,47 14,56 17,79 3,12 3,82 1,07
Keratela tropica reducta 3,69 1,95 6,72 3,12 6,56 15,05
Trichocerca pusilla 2,37 5,34 3,85 3,12 9,29 26,89
Outros 1,05 1,45 2,40 2,26 2,74 17,20
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Tabela 14. Abundéncia relativa (%) de Copepoda nos mesocosmos ao longo do periodo
experimental.
Periodo (horas) 0 3 48 96 168 240
Controle (C)
N. iheringi & 5,45 5,88 0 1,15 0,97 1,28
N. iheringi ¢ 5,45 5,88 4,76 1,54 0,97 2,30
Jovens Calanoida 78,19 82,35 95,24 96,15 97,10 96,42
Jovens Cyclopoida 10,91 0 0 0 0 0
Jovens Harpaticoida 0 5,89 0 1,16 0,96 0
Runoff ndo contaminado (RNC)
N. iheringi & 5,45 5,88 4,17 2,04 4,55 5,19
N. iheringi @ 7,27 5,88 3,33 3,40 7,95 7,79
A. furcatus & 0 0 0 0 0 6,50
A. furcatus ¢ 0 0 0 0 0 11,69
Jovens Calanoida 87,28 88,24 92,5 92,52 87,5 57,14
Jovens Cyclopoida 0 0 0 0 0 7,79
Jovens Harpaticoida 0 0 0 2,04 0 3,90
Runoff contaminado (RC)
N. iheringi & 9,09 0 0 0 0 0
N. iheringi ¢ 9,09 0 0 0 100 0
Jovens Calanoida 8182 0 100 0 0 0
Vertimec® 18CE puro (V)
Jovens Calanoida 100 0 0 0 0 0
Aleatorio (A)

N. iheringi & 7,32 15 4,35 0 10,91 19,64
N. iheringi ¢ 9,76 0 4,35 4,17 5,45 5,36
Jovens Calanoida 75,60 85 91,30 95,83 78,19 75
Jovens Cyclopoida 7,32 0 0 0 5,45 0

Tabela 15. Abundancia relativa (%) do grupo Cladocera nos mesocosmos ao longo do periodo
experimental.

Periodo (horas) 0 3 48 96 168 240
Controle (C)

Diaphanosoma birgei 0 0 0 100 100 100

Runoff ndo contaminado (RNC)

Bosmina freyi 0 0 0 50 13,64 4,88

Ceriodaphnia silvestrii 0 100 50 50 54,54 62,20

Alona guttata 0 0 50 0 18,18 3,66

Diaphanosoma birgei 0 0 0 0 13,64 29,26

Runoff contaminado (RC)

Ceriodaphnia silvestrii 0 0 0 0 0 100
Aleatorio (A)

Diaphanosoma birgei 0 0 0 100 0 0
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Figura 1. Variagdo temporal da abundancia relativa da comunidade zooplancténica nos mesocosmos (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC:
runoff contaminado, V: Vertimec® 18CE e A: aleatdrio). Em A: Rotifera; em B: Copepoda N. inheringi (machos e fémeas), Argyrodiaptomus furcatus

(machos e fémeas) e Jovens (nauplii e copepodito), e em C: Cladocera.
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Tabela 16. indices ecoldgicos calculados para Rotifera nos diferentes tratamentos dos mesocosmos
durante o periodo experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado,
V: Vertimec® 18CE e A: aleatério).

Periodo (horas) 0 3 48 96 168 240
Diversidade Shannon (bits ind™)
C 1,52 2,12 1,92 0,44 0,72 1,38
RNC 1,92 2,10 2,16 0,10 0,70 1,78
RC 1,67 1,67 1,87 0,53 1,28 1,89
\% 1,49 1,60 1,87 1,78 1,10 0,79
A 1,07 1,15 1,43 0,78 1,23 2,25
Rigueza
c 5 8 7 6 8 4
RNC 6 11 10 3 8 5
RC 7 7 11 5 8 8
\% 6 6 7 7 5 9
A 7 7 8 7 8 9
Equitabilidade
C 0,66 0,71 0,69 0,17 0,24 0,69
RNC 0,74 0,61 0,65 0,07 0,23 0,77
RC 0,60 0,60 0,54 0,23 0,43 0,63
\Y, 0,58 0,62 0,67 0,63 0,47 0,25
A 0,38 0,41 0,48 0,28 0,41 0,71

Tabela 17. indices ecoldgicos calculados para microcrustaceos nos diferentes tratamentos dos
mesocosmos durante o periodo experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff
contaminado, V: Vertimec® 18CE e A: aleat6rio).

Periodo (horas) 0 3 48 96 168 240
Diversidade Shannon (bits ind?)
C 0,91 0,91 0 15 15 0,47
RNC 0 0,91 1,37 1,79 1,81 2,34
RC 0 0 0 0 0 0
\Y 0 0 0 0 0 0
A 0,91 0 0 1 0,81 0
Rigueza
C 2 2 1 3 3 2
RNC 1 2 3 4 5 8
RC 1 0 0 0 1 1
V 1 0 0 0 0 0
A 2 1 1 2 2 1
Equitabilidade
C 0,92 0,92 0 0,94 0,95 0,47
RNC 0 0,92 0,86 0,90 0,78 0,79
RC 0 0 0 0 0 0
V 0 0 0 0 0 0

A 0,92 0 0 1 0,81 0
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Apéndice B
Fotos do experimento
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Figura 1. A figura A, ilustra o local onde o experimento foi realizado. Em B, ilustra a preparacéo da
parcela de solo. C e D ilustram o solo ja preparado e os sulcos revestidos por lona para armazenagem
da agua escoada superficialmente.
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D

Figura 2. A figura A ilustra a preparacdo do pulverizador com o Vertimec® 18CE. Em B, a parcela
controle sendo coberta com uma manta pléstica para evitar contaminagdo. As figuras C e D ilustram a
pulverizacdo com o produto.
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Figura 3. A figura A ilustra a simulagdo da chuva torrencial nas parcelas do solo previamente
contaminadas com o agrotéxico. Em B ilustra a agua escoando superficialmente. C ilustra o
runoff armazenado nos sulcos apds o escoamento superficial e a figura D ilustra o
recolhimento do runoff para posterior realizacdo dos experimentos in situ e no laboratorio.
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Figura 4. A figura A ilustra o tanque cilindrico de polietileno utilizado como mesocosmos,
em detalhe para os pesos de concreto. Na figura B demonstra-se a disposi¢cdo dos mesocosmos
no tanque de concreto, localizado as margens da represa do Lobo.

Figura 5. As figuras A e B ilustram a contaminacdo dos mesocosmos pelo agrotéxico, sendo
que em A caracteriza a adicdo do runoff das parcelas contamina e ndo contaminada, B a
adicdo do Vertimec® 18CE puro e C ilustra o tanque de concreto com 0S mMesocosmos

previamente contaminados.
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A B

Figura 6. As figuras A e B demonstram o tubo cilindrico de pléastico (PVC) utilizado para
coleta das amostras da comunidade zooplanctonica.
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Apéndice C
Testes ecotoxicologicos
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Daphniasimilis - 2008

200 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0123456 78 9101112131415161718192021

Namero de testes

=Lim. Inf. —— Média CE50 Lim.Sup. ¢ CE50,24h

Figura 1. Resultados dos testes de sensibilidade de Daphnia similis ao cloreto de potassio como
substancia de referéncia (Carta Controle de 2008).
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Figura 2. Resultados dos testes de sensibilidade de Daphnia similis ao cloreto de potassio como
substancia de referéncia (Carta Controle de 2009).
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Figura 3. Resultados dos testes de sensibilidade de Ceriodaphnia dubia ao cloreto de sédio como
substancia de referéncia (Carta Controle de 2008/2009).
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Chironomus xanthus - 2009
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Figura 4. Resultados dos testes de sensibilidade de Chironomus xanthus ao cloreto de potassio como
substancia de referéncia (Carta Controle de 2009).
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Figura 5. Resultados dos testes de sensibilidade de Danio rerio ao cloreto de potdssio como
substancia de referéncia (Carta Controle de 2009).
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Figura 6. Correlacdo peso-comprimento dos organismos-teste utilizados nos testes de toxicidade
crbnica parcial com as amostras do runoff.
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1. Registro dos resultados dos testes de toxicidade com as amostras do runoff (referente aos
Capitulos 1 e 2) (RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado).

Daphnia similis

Tabela 1. Resultado do teste de toxicidade aguda com Daphnia similis.
Inicio do teste: 27/02/2008 e Término do teste: 29/02/2008 (Primeiro teste).

Concentragéo pH Cond. Turb. Dureza oD N°
da solucgéo (Scm™) | (NTU) | (mgL™ (mgL™h Organismos
teste CaCO3) Imbveis
(%)
i f i i i i f Total %
Controle lab. 751 | 7,75 185,7 0 44 751 | 6,85 0 0
RNC 3,125 771 | 765 | 182,6 37 42 - 6,81 0 0
RNC 6,25 760 | 7,65 151 78 42 R 6,82 0 0
RNC 12,5 7,52 7,65 141,8 166 38 - 6,82 4 20
RNC 25 738 | 757 | 1248 356 38 - 6,84 0 0
RNC 50 7,08 | 7,44 92 550 24 - 6,81 2 10
RNC 100 6,59 7,02 259 930 4 - 6,77 6 30
RC 3,125 7,57 7,68 152,7 30 42 - 6,81 0 0
RC 6,25 7,50 7,67 148,3 68 44 - 6,85 0 0
RC 12,5 7,41 7,63 139,6 128 36 - 6,80 7 35
RC 25 7,11 7,52 120,6 262 32 - 6,76 20 100
RC 50 6,92 7,38 86,9 400 24 - 6,76 20 100
RC 100 6,36 6,87 20,5 890 4 - 6,62 20 100
Resultado: CEsp, 48h = 13,87 %
Intervalo de Confianca (95%) = (11,96 — 16,08)
Tabela 2: Resultado do teste de toxicidade aguda com Daphnia similis.
Inicio do teste: 02/03/2008 e Término do teste: 04/03/2008 (Segundo teste).
Concentragédo pH Cond. Turb. Dureza oD N°
da solugéo uScem?) | (NTU) | (mglL* (mg LY Organismos
teste CaCO0y) Imoveis
(%)
i f i i i i f Total %
Controle lab. | 7,51 | 7,46 187,1 0 44 7,60 | 7,40 0 0
RNC 3,125 7,71 7,58 182,6 37 42 - 7,40 0 0
RNC 6,25 7,60 7,58 151 78 42 - 7,41 0 0
RNC 12,5 7,52 7,35 1418 166 38 - 7,33 2 10
RNC 25 7,38 7,28 1248 356 38 - 7,31 0 0
RNC 50 7,08 7,32 92 550 24 - 7,30 2 10
RNC 100 6,59 6,85 25,9 930 4 - 7,23 3 15
RC 3,125 7,57 7,38 152,7 30 42 - 7,38 2 10
RC 6,25 7,50 7,54 148,3 68 44 - 7,41 15 75
RC 12,5 7,41 7,40 139,6 128 36 - 7,35 18 90
RC 25 7,11 1,27 120,6 262 32 - 7,35 20 100
RC 50 6,92 7,08 86,9 400 24 - 7,33 20 100
RC 100 6,36 6,82 20,5 890 4 - 7,28 20 100

Resultado: CE 5y, 48h = 5,03%
Intervalo de Confianga (95%) = (4,18 - 6,07)




152

Tabela 3: Resultado do teste de toxicidade aguda com Daphnia similis.
Inicio do teste: 08/03/2008 e Término do teste: 10/03/2008 (Terceiro teste).

Concentrago pH Cond. Turb. Dureza oD N°
da solugéo (uSem?) | (NTU) | (mgL™? (mg LY Organismos
teste CaCoOs) Iméveis
(%)
i f i i i i f Total %
Controle lab. | 7,51 7,48 186,3 0 44 7,60 | 7,19 1 5
RNC 3,125 7,71 7,60 182,6 37 42 - 7,15 1 5
RNC 6,25 7,60 7,68 151 78 42 - 7,18 0 0
RNC 12,5 7,52 7,68 141,8 166 38 - 7,19 0 0
RNC 25 7,38 7,60 1248 356 38 - 7,20 2 10
RNC 50 7,08 7,60 92 550 24 - 7,20 2 10
RNC 100 6,59 7,60 25,9 930 4 - 7,18 6 30
RC 3,125 7,57 7,53 152,7 30 42 - 7,18 5 25
RC 6,25 750 | 767 | 1483 68 24 - 717 16 80
RC 12,5 7,41 7,65 139,6 128 36 - 7,18 18 90
RC 25 7,11 7,61 120,6 262 32 - 7,18 18 90
RC 50 6,92 7,36 86,9 400 24 - 7,20 20 100
RC 100 6,36 7,08 20,5 890 4 - 7,16 20 100
Resultado: CE 5y, 48h = 4,42%
Intervalo de Confianga (95%) = (3,79 — 5,16)
Ceriodaphnia dubia
Tabela 4. Resultado do teste de toxicidade cronica com Ceriodaphnia dubia.
Inicio do teste: 27/02/2008 e Término do teste: 08/03/2008.
Concentragdo pH Cond. Turb. Imobilidade Nde
da solugdo (uScm™) | (NTU) adultas neonatos
teste gerados
(%) i f f i Total % f
Controle lab. 751 | 7,71 185,7 0 1 10 156
RNC 3,125* 7,71 | 7,71 152,0 37 0 0 131
RNC 6,25 760 | 7,72 150,3 78 0 0 137
RNC 12,5* 752 | 7,71 142,1 166 1 10 89
RNC 25° 7,38 | 7,63 129,3 356 0 0 89
RNC 50** 7,08 | 7,56 101,8 550 9 90 5
RNC 100** 6,59 | 7,54 454 930 10 100 0
RC 3,125° 757 | 7,52 160,1 30 2 20 97
RC 6,25** 750 | 7,68 147,0 68 10 100 66
RC 12,5** 741 | 7,62 1254 128 10 100 41
RC 25** 711 | 7,63 110,3 262 10 100 16
RC 50** 6,92 | 7,50 89,4 400 10 100 0
RC 100%* 6,36 | 7,52 37,5 890 10 100 0

* Nas concentra¢fes acima sdo verificadas diferencas significativas na sobrevivéncia (método estatistico de
Fischer), e ¢ diferengas significativas na reproducéo (analise de Many-One de Steel).



Chironomus xanthus

Tabela 5. Resultado do teste de toxicidade aguda com Chironomus xanthus.
Inicio do teste: 27/02/2008 e Término do teste: 02/03/2008.
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Concentragdo pH Cond. Turb. Dureza oD N°
da solugéo (@Scm?) | (NTU) | (mgL™ (mg L™ Organismos
teste CaCO0y) mortos
(%)
i f f f i i f Total %
Controle lab. 7,60 6,93 40 0 12 7,00 | 6,98 1 55
RNC 3,125 7,71 | 6,96 40,4 37 10 - 6,92 0 0
RNC 6,25 7,60 6,95 38 78 10 - 6,88 0 0
RNC 12,5 752 | 6,92 37,5 166 10 - 6,99 0 0
RNC 25 7,38 | 6,78 36,6 356 10 - 6,46 1 55
RNC 50 7,08 | 6,71 35,3 550 10 - 6,92 2 11,11
RNC 100 6,59 6,71 32,1 930 10 - 6,81 2 11,11
RC 3,125 7,57 | 6,88 39 30 10 - 6,90 1 55
RC 6,25 750 | 6,88 37,7 68 8 - 6,77 2 11,11
RC 12,5 741 | 6,88 36,7 128 8 - 6,85 6 33,33
RC 25 711 | 6,85 36,8 262 10 - 7,00 14 | 77,77
RC 50 6,92 | 6,72 35,8 400 10 - 6,80 18 100
RC 100 6,36 | 6,67 26,4 890 10 - 6,89 18 100
Resultado: CLsg, 96h = 16,24 %
Intervalo de Confianga (95%) = (13,05 — 20,22)
Danio rerio
Tabela 6. Resultado do teste de toxicidade cronica com Danio rerio.
Inicio do teste: 27/02/2008 e Término do teste: 05/03/2008.
Concentragdo pH Cond. Turb. Dureza oD N°
da solucéo (uSem?) | (NTU) | (mgL™* (mg LY Organismos
teste CaCOy) mortos
(%)
i f f i i i f Total %
Controle lab. | 7,50 | 7,29 186,0 0 48 7,62 | 6,16 1 5
RNC 6,25 7,60 | 6.95 185,8 78 48 - 5,98 1 5
RNC 12,5 752 | 7,10 182,4 166 46 - 4,80 3 15
RNC 25 7,38 6,99 145,1 356 36 - 4,60 4 20
RNC 50 7,08 | 6,85 116,3 550 30 - 5,37 0 0
RNC 100 6,59 6.84 45,2 930 10 - 6,56 0 0
RC 6,25 750 | 6,56 199,5 68 48 - 4,19 0 0
RC 12,5 741 | 7,01 188,1 128 48 - 5,80 1 5
RC 25 711 | 6,98 153,6 262 34 - 4,30 0 0
RC 50 6,92 | 5,28 116,5 400 28 - 5,54 0 0
RC 100 6,36 | 7,05 44,5 890 12 - 5,04 0 0

De acordo com a analise feita pelo método estatistico de Fischer, ndo foram verificadas nas concentracdes acima

diferencas significativas na sobrevivéncia (p > 0,05).
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Tabela 7. Biometria inicial e final de juvenis de Danio rerio expostos as amostras do runoff
contaminado e ndo contamindo (Capitulo 2).

Biometria Inicial - lote de peixes

Organismo ~ Comprimento Peso (g) Organismo  Comprimento Peso (g)

padrdo (cm) padrao (cm)

1 1,33 0,0354 14 1,50 0,0723
2 1,22 0,0497 15 1,20 0,0354
3 1,10 0,0368 16 1,00 0,0191
4 1,26 0,0293 17 1,20 0,0288
5 1,16 0,0260 18 1,20 0,0378
6 1,64 0,0793 19 1,22 0,0353
7 1,10 0,0446 20 0,94 0,0184
8 1,32 0,0673 21 1,00 0,0200
9 1,03 0,0228 22 1,15 0,0202
10 1,20 0,0391 23 1,14 0,0156
11 1,26 0,0443 13 1,24 0,0572
12 1,30 0,0721

Biometria Final — controle laboratorial
Organismo  Comprimento Peso () Organismo  Comprimento Peso ()

padrdo (cm) padréo (cm)
1 1,20 0,0210 11 1,10 0,0285
2 1,04 0,0249 12 1,20 0,0307
3 1,00 0,0252 13 1,10 0,0219
4 1,20 0,0408 14 1,20 0,0222
5 1,10 0,0298 15 1,20 0,0204
6 1,06 0,0169 16 1,16 0,0169
7 1,10 0,0299 17 1,24 0,0202
8 1,30 0,0350 18 1,23 0,0257
9 1,10 0,0262 19 1,10 0,0215
10 1,08 0,0168 20
Biometria Final — runoff ndo contaminado 6,25%
Organismo ~ Comprimento Peso (g) Organismo  Comprimento Peso (g)
padrdo (cm) padrdo (cm)

1 1,26 0,0352 11 1,16 0,0272
2 1,00 0,0241 12 1,20 0,0258
3 1,00 0,0203 13 1,20 0,0227
4 1,00 0,0276 14 1,30 0,0277
5 1,40 0,0399 15 1,30 0,0271
6 1,10 0,0210 16 1,30 0,0321
7 1,10 0,0221 17 1,24 0,0169
8 1,20 0,0272 18 1,00 0,0091
9 1,30 0,0330 19 1,15 0,0156
10 1,10 0,0225 20
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Continuagéo da Tabela 7.

Biometria Final — runoff ndo contaminado 12,50%
Organismo ~ Comprimento Peso (g) Organismo  Comprimento Peso (g)

padréo (cm) padrdo (cm)

1 1,04 0,0170 11 1,10 0,0255
2 1,10 0,0210 12 1,10 0,0198
3 1,00 0,0173 13 1,10 0,0168
4 1,53 0,0661 14 1,00 0,0166
5 1,10 0,0270 15 1,10 0,0269
6 1,30 0,0557 16 1,06 0,0160
7 1,40 0,0389 17 1,00 0,0121
8 1,26 0,0297 18

9 1,30 0,0395 19

10 1,30 0,0487 20

Biometria Final — runoff ndo contaminado 25%
Organismo  Comprimento Peso (g) Organismo ~ Comprimento Peso (g)

padrdo (cm) padréo (cm)
1 1,17 0,0465 11 1,10 0,0239
2 1,10 0,0347 12 1,30 0,0441
3 1,16 0,0381 13 1,00 0,0169
4 1,14 0,0302 14 1,20 0,0214
5 1,20 0,0365 15 1,15 0,0249
6 1,16 0,0339 16 1,20 0,0269
7 1,24 0,0302 17
8 1,20 0,0372 18
9 1,10 0,0158 19
10 1,26 0,0274 20

Biometria Final — runoff ndo contaminado 50%

Organismo  Comprimento Peso (g) Organismo ~ Comprimento Peso (g)

padrdo (cm) padréo (cm)
1 1,47 0,0648 11 1,14 0,0140
2 1,43 0,0595 12 1,14 0,0220
3 1,31 0,0399 13 1,10 0,0187
4 1,24 0,0230 14 1,14 0,0117
5 1,20 0,0251 15 1,10 0,0177
6 1,20 0,0213 16 1,10 0,0131
7 1,20 0,0208 17 1,10 0,0143
8 1,34 0,0213 18 1,14 0,0299
9 1,15 0,0176 19 1,00 0,0119
10 1,18 0,0197 20 1,15 0,0110
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Continuagéo da Tabela 7.

Biometria Final — runoff ndo contaminado 100%

Organismo ~ Comprimento Peso (g) Organismo ~ Comprimento Peso (g)
padrdo (cm) padréo (cm)

1 1,10 0,0316 11 1,12 0,0240
2 1,30 0,0284 12 1,17 0,0322
3 1,20 0,0245 13 1,10 0,0186
4 1,20 0,0238 14 1,00 0,0186
5 1,20 0,0356 15 1,22 0,0322
6 1,12 0,0237 16 1,16 0,0318
7 1,20 0,0360 17 0,80 0,0136
8 1,30 0,0323 18 1,00 0,0130
9 1,13 0,0225 19
10 1,30 0,0287 20

Biometria Final — runoff contaminado 6,25%
Organismo  Comprimento Peso () Organismo ~ Comprimento Peso ()

padrdo (cm) padréo (cm)
1 1,29 0,0495 11 1,15 0,0256
2 1,16 0,0396 12 1,30 0,0406
3 1,22 0,0329 13 1,10 0,0332
4 1,00 0,0198 14 1,20 0,0346
5 1,60 0,0760 15 1,14 0,0194
6 1,23 0,0392 16 1,20 0,0307
7 1,20 0,0321 17 1,10 0,0275
8 1,30 0,0338 18 1,10 0,0261
9 1,20 0,0313 19 1,20 0,0337
10 1,20 0,0370 20 1,10 0,0242

Biometria Final — runoff contaminado 12,5%

Organismo ~ Comprimento Peso (g) Organismo ~ Comprimento Peso (g)

padréo (cm) padréo (cm)

1 1,10 0,0292 11 1,30 0,0374
2 1,50 0,0785 12 1,13 0,0199
3 1,40 0,0554 13 1,17 0,0221
4 1,14 0,0414 14 1,00 0,0268
5 1,24 0,0276 15 1,24 0,0342
6 1,25 0,0428 16 1,20 0,0302
7 1,37 0,0381 17 1,00 0,0262
8 1,26 0,0326 18 1,20 0,0320
9 1,40 0,0473 19 1,00 0,0220
10 1,24 0,0330 20
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Continuagéo da Tabela 7.

Biometria Final — runoff contaminado 25%
Organismo ~ Comprimento Peso (g) Organismo  Comprimento Peso (g)

padrao (cm) padrao (cm)
1 1,60 0,0848 11 1,26 0,0324
2 1,22 0,0357 12 1,27 0,0363
3 1,30 0,0427 13 1,20 0,0305
4 1,10 0,0230 14 1,20 0,0313
5 1,20 0,0351 15 1,10 0,0301
6 1,33 0,0413 16 1,10 0,0221
7 1,00 0,0227 17 1,10 0,0178
8 1,16 0,0352 18 1,10 0,0225
9 1,10 0,0250 19 1,04 0,0229
10 1,10 0,0241 20 0,90 0,0142

Biometria Final — runoff contaminado 50%
Organismo ~ Comprimento Peso (g) Organismo ~ Comprimento Peso (g)

padrdo (cm) padrao (cm)
1 1,40 0,0513 11 1,06 0,0189
2 1,26 0,0368 12 1,23 0,0247
3 1,37 0,0443 13 1,30 0,0281
4 1,10 0,0258 14 1,20 0,0306
5 1,35 0,0333 15 1,20 0,0247
6 1,21 0,0255 16 1,20 0,0290
7 1,30 0,0310 17 1,30 0,0351
8 1,40 0,0413 18 1,15 0,0244
9 1,20 0,0273 19 1,25 0,0238
10 1,14 0,0193 20 1,26 0,0273
Biometria Final — runoff contaminado 100%
Organismo ~ Comprimento Peso (g) Organismo  Comprimento Peso (g)
padrdo (cm) padréo (cm)
1 1,30 0,0438 11 1,30 0,0408
2 1,22 0,0255 12 1,20 0,0290
3 1,30 0,0357 13 1,15 0,0306
4 1,40 0,0390 14 1,34 0,0351
5 1,40 0,0453 15 121 0,0304
6 1,40 0,0496 16 1,26 0,0301
7 1,30 0,0332 17 1,20 0,0271
8 1,40 0,0464 18 1,16 0,0272
9 1,26 0,0326 19 1,20 0,0254
10 1,17 0,0264 20 1,16 0,0194
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2. Registro dos resultados dos testes de toxicidade com as amostras do runoff e dos mesocosmos
(referente ao Capitulo 3).

Tabela 8. Resultado do teste de toxicidade aguda com Daphnia similis, expostas as amostras do

runoff (RNC: runoff ndo contaminado e RC: runoff contaminado).

Inicio do teste: 07/12/2008 e Término do teste: 09/12/2008.

Concentragdo pH Cond. Turb. Dureza oD N°
da solugéo (Scm?) | (NTU) | (mglL® (mg LY Organismos
teste CaCO0s) Iméveis
(%)
i f i i i i f Total %
Controle lab. 7,60 7,85 182,7 0 44 7,30 7,10 0 0
RNC 3,125 7,74 7,42 176,6 64 42 - 7,10 0 0
RNC 6,25 7,59 7,25 153 181 42 - 6,82 0 0
RNC 12,5 7,48 7,65 144.,6 371 40 - 6,88 0 0
RNC 25 7,26 7,53 116,7 600 38 - 6,87 1 5
RNC 50 7,10 7,42 89 1350 32 - 6,65 0 0
RNC 100 6,57 7,10 24,8 4370 10 - 6,44 0 0
RC 3,125 7,57 7,58 164,7 35 44 - 6,99 1 5
RC 6,25 750 | 7,77 | 1493 79 12 - [ 685 | 12 | 60
RC 12,5 7,42 7,66 136,6 180 40 - 6,45 8 40
RC 25 710 | 754 | 1234 470 36 - 1636 | 16 | 80
RC 50 6,94 7,50 89,4 1790 28 - 6,26 20 100
RC 100 6,46 6,87 25,4 2444 12 - 6,28 20 100

Resultado: CEsp, 48h = 9,78%
Intervalo de Confianga (95%) = (7,39 — 12,94)

Tabela 9. Resultado do teste de toxicidade aguda com Daphnia similis, expostas as amostras dos
mesocosmos (3 horas ap6s a contaminacdo). (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff
contaminado, V: Vertimec® 18CE e A: aleat6rio).

Inicio do teste: 05/12/2008 e Término do teste: 07/12/2008.

pH Cond. Turb. Dureza oD N°
(uScm™) | (NTU) | (mgL* (mg LY Organismos
Tratamentos CaCO0y) Iméveis

i f i i i i f Total %

Controle lab. | 7,60 | 7,75 180,4 0 44 730 | 7,37 0 0
Cl 8,44 7,85 85,5 13 40 7,53 7,23 0 0

C2 9,08 7,85 78,9 18 38 7,78 7,24 0 0

C3 903 | 7,86 | 745 14 36 782 | 7,78 | 0 0
RNC1 8,73 7,84 67,7 184 32 7,58 7,11 0 0
RNC2 8,40 7,79 63,9 226 32 7,70 7,06 0 0
RNC3 7,66 7,78 63,5 320 30 7,52 7,02 0 0
RCI 777 | 781 | 663 346 38 752 | 7,02 | 0 0
RC2 8,06 17,77 61,4 282 34 7,44 6,96 0 0
RC3 7,96 7,82 66,3 294 36 7,46 7,03 0 0
V1* 9,02 7,98 75,2 14 34 7,81 7,29 20 100
V2* 8,85 7,93 75,3 11 38 7,68 7,22 20 100
V3* 9,09 7,98 76,4 14 40 7,64 7,23 20 100

Al 8,91 7,94 84,8 13 42 7,64 7,20 0 0

A2 896 | 7,96 | 843 7 38 773 | 7.24 | 0 0

A3 8,81 7,92 84,1 14 38 7,71 7,22 0 0

* Nas concentragBes acima sdo verificadas diferencas significativas na sobrevivéncia (método estatistico de

Fischer).
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Tabela 10. Resultado do teste de toxicidade aguda com Daphnia similis, expostas as amostras dos
mesocosmos (48 horas apo6s a contaminacgdo). (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff
contaminado, V: Vertimec® 18CE e A: aleatorio).

Inicio do teste: 07/12/2008 e Término do teste: 09/12/2008.

pH Cond. Turb. Dureza oD N°
@S em™) | (NTU) | (mgL* (mg LY Organismos
Tratamentos CaCO,) Imoéveis

i f i i i i f Total %

Controle lab. | 7,60 | 7,75 180,4 0 44 7,26 | 7,20 0 0
C1 - 778 - 11 40 - 718 1 5

c2 - [ 778 - 14 38 | 7,05 0 0

C3 785 - 14 36 | 696 0 0
RNCL | 7,88 - 118 2 [ 690 | 0 0
RNC2 -~ | 7,80 - 143 32 [ 687 | 0 0
RNC3 - 7,78 - 339 30 - 6,89 2 10
RCI* N7 - 197 38 - | 698 | 10 | 50
RC2* -2 - 194 31 - | 694 8 40
RC3* 772 - 193 36 692 | 5 %5
VI* | 7,88 - 16 3 1698 | 20 | 100
V2* - 7,84 - 13 38 - 6,98 20 100
V3* - 7,82 - 14 40 - 6,94 20 100

Al - [ 790 - 16 12 - | 7,00 0 0

A2 - | 7.96 - 17 38 - | 7,00 0 0

A3 - | 7.9 - 17 38 - | 7,04 0 0

* Nas concentragBes acima sdo verificadas diferencas significativas na sobrevivéncia (método estatistico de
Fischer).

Tabela 11. Resultado do teste de toxicidade aguda com Daphnia similis, expostas as amostras dos
mesocosmos (96 horas ap6s a contaminacao). (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff
contaminado, V: Vertimec® 18CE e A: aleatorio).

Inicio do teste: 09/12/2008 e Término do teste: 11/12/2008.

pH Cond. Turb. Dureza oD N’
uSem™) | (NTU) | (mgL™ (mgL™ Organismos
Tratamentos CaCQ0y) Iméveis

i f i i i i f Total %

Controle lab. 7,60 7,54 182,6 0 44 7,40 7,34 0 0
C1 7,48 7,72 94,2 15 42 7,71 7,20 0 0

Cc2 7,82 7,66 82,2 17 38 7,89 7,30 0 0

C3 8,28 7,74 83,4 22 38 7,85 7,26 0 0
RNC1 7,55 7,73 88,9 49 40 7,17 7,18 0 0
RNC2 7,52 7,72 75,7 49 34 7,12 7,27 0 0
RNC3 7,32 7,76 83,6 181 36 6,24 7,31 0 0
RC1* 7,43 7,76 83,6 96 36 6,88 7,27 10 50
RC2 7,48 7,71 74,9 95 38 7,18 7,30 0 0
RC3 7,39 7,68 81,4 92 36 6,73 7,23 3 15
V1* 8,61 7,80 98,6 20 46 7,61 7,52 20 100
V2* 8,22 7,79 99,1 17 48 7,35 7,44 20 100
V3* 8,65 7,80 99,0 16 48 7,35 7,35 20 100

Al 7,95 7,85 82,9 18 40 7,91 7,27 0 0

A2 8,05 7,80 81,2 14 40 7,61 7,31 0 0

A3 8,09 7,83 81,2 16 40 7,82 7,29 0 0

* Nas concentra¢fes acima sdo verificadas diferencas significativas na sobrevivéncia (método estatistico de
Fischer).
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Tabela 12. Resultado do teste de toxicidade aguda com Daphnia similis, expostas as amostras dos
mesocosmos (168 horas apds a contaminacdo). (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC:
runoff contaminado, V: Vertimec® 18CE e A: aleatorio).

Inicio do teste: 11/12/2008 e Término do teste: 13/12/2008.

pH Cond. Turb. Dureza oD N°
(uScem®) | (NTU) | (mgL* (mg L™ Organismos
Tratamentos CaCQy) Imdveis

i f i i i i f Total %

Controle lab. | 7,56 7,48 184 0 44 8,10 | 7,93 0 0
C1 7,38 7,76 94,3 14 40 5,89 7,83 1 5

C2 7,60 7,75 84,7 8 40 6,41 7,84 0 0

C3 7,63 7,78 91,8 10 40 6,50 7,80 1 5
RNC1 7,53 7,92 91,6 28 42 6,29 7,81 0 0
RNC2 7,42 7,82 79,4 12 36 6,20 7,82 0 0
RNC3 7,21 7,80 91,5 115 40 5,43 7,80 0 0
RC1* 7,50 7,89 89,7 34 40 6,40 7,76 7 35
RC2 7,49 7,75 82,4 38 40 6,16 7,76 4 20
RC3 7,34 7,85 87,8 26 40 6,05 7,77 2 10
V1* 8,09 7,86 89,1 6 40 6,90 7,71 20 100
V2* 8,12 7,88 85,6 9 40 7,12 7,72 20 100
V3* 7,94 7,85 86,8 4 40 6,93 7,70 20 100

Al 7,67 7,85 108,5 12 48 6,54 7,70 0 0

A2 7,68 7,88 109,5 10 48 6,61 7,73 0 0

A3 7,73 7,87 108,8 10 48 6,70 7,71 0 0

* Nas concentragBes acima sdo verificadas diferencas significativas na sobrevivéncia (método estatistico de

Fischer).

Tabela 13. Resultado do teste de toxicidade aguda com Daphnia similis, expostas as amostras dos
mesocosmos (240 horas ap6s a contaminacdo). (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC:
runoff contaminado, V: Vertimec® 18CE e A: aleatorio).

Inicio do teste: 14/12/2008 e Término do teste: 16/12/2008.

pH Cond. Turb. Dureza oD N°
(@Scem™ | (NTU) | (mgL™ (mg LY Organismos
Tratamentos CaCO0y) Iméveis

i f i i i i f Total %

Controle lab. | 7,75 | 7,44 182 0 44 793 | 7,65 0 0
C1 - 7,64 - 10 40 - 7,83 1 5

C2 - 7,64 - 10 40 - 7,84 0 0

C3 - 7,66 - 8 40 - 7,80 0 0
RNC1 - 7,88 - 9 42 - 7,81 0 0
RNC2 - 7,87 - 9 36 - 7,82 0 0
RNC3 - 7,84 - 65 40 - 7,80 0 0
RC1 - 7,96 - 10 40 - 7,76 0 0
RC2 - 7,96 - 15 40 - 7,76 0 0
RC3 - 7,95 - 12 40 - 7,77 0 0
V1* - 7,77 - 8 40 - 7,71 20 100
V2* - 7,78 - 8 40 - 7,72 20 100
V3* - 7,78 - 9 40 - 7,70 20 100

Al - 7,92 - 12 48 - 7,70 0 0

A2 - 7,92 - 12 48 - 7,73 0 0

A3 - 7,92 - 11 48 - 7,71 0 0

* Nas concentra¢fes acima sdo verificadas diferencas significativas na sobrevivéncia (método estatistico de

Fischer).



3. Registro dos resultados dos testes de toxicidade aguda com a abamectina (Capitulo 5).

Daphnia similis

Tabela 14. Resultados dos testes de toxicidade aguda com Daphnia similis expostas a abamectina.

Solucéo Teste pH oD Dureza N° Imobilidade
ngL™ (mg LY (mg L | Organismos
CaCOg) maveis
i f i f i i f |Total| %
Controle 7,60 | 6,97 | 7,80 | 7,67 42 20 20 0 0
Acetona 760 | 743 | 7,80 | 7,64 42 20 18 2 10
10 760 | 748 | 7,80 | 7,63 42 20 10 10 50
20 760 | 7,68 | 7,80 | 7,64 42 20 4 16 80
40 760 | 764 | 7,80 | 7,66 42 20 1 19 95
80 760 | 7,64 | 7,80 | 7,48 42 20 0 20 100
160 760 | 743 | 7,80 | 7,63 42 20 7 13 65
Resultado aproximado: CEsp, 48h =10 ng L ™
Solucdo Teste pH oD Dureza N° Imobilidade
ngL* (mg LY (mg L | Organismos
CaCO0s,) moveis
i f i f i i f |Total| %
Controle 7,32 | 7,12 | 7,90 | 7,75 44 20 20 0 0
Acetona 732 | 718 | 790 | 7,21 44 20 20 0 0
5 7,32 | 7,15 | 7,90 | 7,20 44 20 11 9 45
10 7,32 | 7,14 | 7,90 | 7,22 44 20 2 18 90
20 7,32 | 7,10 | 7,90 | 7,18 44 20 0 20 100
40 7,32 | 7,12 | 7,90 | 7,18 44 20 2 18 90
80 7,32 | 7,00 | 7,90 | 7,19 44 20 0 20 100
160 7,32 | 7,38 | 7,90 | 7,20 44 20 0 20 100
320 732 | 7,34 | 790 | 7,22 44 20 0 20 100
640 7,32 | 7,14 | 7,90 | 7,16 44 20 0 20 100
1280 732 | 7,16 | 790 | 7,14 44 20 0 20 100

Resultado: CEso, 48h = 5,40 ng L ~
Intervalo de Confianga (95%) = (3,98 — 7,33)




Solugéo Teste pH oD Dureza N’ Imobilidade
ngL* (mg LY (mg L* | Organismos
CaCOy) méveis

i f i f i i f | Total %

Controle 744 | 7,22 | 7,718 | 7,65 44 20 20 0 0
Acetona 744 | 7,23 | 7,78 | 7,45 44 20 19 1 5
2,5 744 | 725 | 7,78 | 7,66 44 20 8 12 60

5 744 | 722 | 7,78 | 7,62 44 20 11 9 45

10 744 | 724 | 7,718 | 7,61 44 20 0 20 100

20 744 | 7,18 | 7,78 | 7,63 44 20 3 17 85

40 744 | 715 | 7,78 | 7,61 44 20 8 12 60

80 744 | 712 | 7,78 | 7,64 44 20 11 9 45

Resultado aproximado: CEsp, 48h =2,5ng L ™
Solucdo Teste pH oD Dureza N° Imobilidade
ngL* (mg L) (mg L™ | Organismos
CaCOs3) moveis

i f i f i i f Total %

Controle 7,53 7,72 7,51 7,39 44 20 20 0 0

Acetona 753 | 7,70 | 751 | 7,35 44 20 16 4 20

2,5 7,53 7,71 7,51 7,38 44 20 10 10 50

5 7,53 7,73 7,51 7,36 44 20 17 3 15

10 7,53 7,72 7,51 7,35 44 20 10 10 50

20 7,53 7,70 7,51 7,44 44 20 10 10 50

40 7,53 7,73 7,51 7,46 44 20 11 9 45

80 7,53 7,73 7,51 7,59 44 20 9 11 55

Resultado aproximado: CEso, 48h =2,5 ng L L

Chironomus xanthus

Tabela 15. Resultados dos testes de toxicidade aguda com Chironomus xanthus expostos a

abamectina.
Solugéo Teste pH oD Dureza N° Mortalidade
gLt (mg LY (mg L™ | Organismos
CaCOg) Vivos
i f i f i i f | Total %
Controle 7,18 | 6,97 | 7,60 | 7,05 14 18 18 0 0
Acetona 7,18 | 6,95 | 7,60 | 5,89 14 18 18 0 0
0,5 718 | 578 | 7,60 | 6,97 14 18 18 0 0
15 7,18 | 6,79 | 7,60 | 6,72 14 18 11 7 38,88
4,5 7,18 | 6,84 | 7,60 | 6,98 14 18 11 7 38,88
13,5 7,18 | 6,87 | 7,60 | 6,18 14 18 2 16 | 88,88
40,5 718 | 6,92 | 760 | 6,86 14 18 0 18 100
1215 718 | 6,58 | 7,60 | 6,24 14 18 0 18 100

Resultado: CLsp, 96h =375 g L ™
Intervalo de Confianga (95%) = (2,53 — 5,55)




Solugdo Teste pH oD Dureza N’ Mortalidade
pg Lt (mg LY (mg L™ | Organismos
CaCOg) Vivos
i f i f i i f Total | %
Controle 7,24 | 6,86 | 7,94 | 7,06 10 18 18 0 0
Acetona 724 | 6,36 | 794 | 452 10 18 18 0 0
0,2 724 | 6,99 | 794 | 6,97 10 18 18 0 0
0,6 724 | 6,96 | 794 | 6,75 10 18 14 4 22,22
18 724 | 6,90 | 794 | 6,89 10 18 16 2 11,11
5,4 724 | 651 | 7,94 | 5,16 10 18 1 17 | 94,44
16,4 724 | 6,85 | 7,94 | 6,88 10 18 0 18 100
48,6 724 | 6,72 | 794 | 6,23 10 18 0 18 100
Resultado: CLsp, 96h =2,30 pg L ™
Intervalo de Confianca (95%) = (1,71 — 3,10)
Solucéo Teste pH oD Dureza N? Mortalidade
pg Lt (mg L™ (mg L™ | Organismos
CaCOy) vivos
i f i f i i f Total | %
Controle 734 | 7,18 | 7,60 | 8,00 10 18 18 0 0
Acetona 7,34 | 6,20 | 7,60 | 4,59 10 18 18 0 0
0,2 7,34 | 683 | 7,60 | 7,20 10 18 18 0 0
0,6 7,34 | 6,78 | 7,60 | 7,10 10 18 17 1 5,55
18 734 | 6,74 | 760 | 6,70 10 18 13 5 27,77
5,4 7,34 | 6,55 | 7,60 | 5,60 10 18 7 11 |61,11
16,4 734 | 647 | 760 | 420 10 18 0 18 100
48,6 734 | 652 | 760 | 4,61 10 18 0 18 100
Resultado: CLsp, 96h = 3,32 g L ™
Intervalo de Confianca (95%) = (2,31 —4,78)
Solugdo Teste pH oD Dureza N’ Mortalidade
pgL* (mg LY (mg L™ | Organismos
CaCOg) Vivos
i f i f i i f |Total| %
Controle 750 | 7,33 | 7,82 | 7,15 14 18 18 0 0
Acetona 750 | 742 | 782 | 6,15 14 18 18 0 0
0,2 750 | 7,39 | 7,82 | 7,03 14 18 18 0 0
0,6 750 | 7,20 | 7,82 | 7,00 14 18 18 0 0
18 750 | 7,00 | 7,82 | 6,17 14 18 4 14 | 77,77
5,4 750 | 7,12 | 7,82 | 6,89 14 18 0 18 100
16,4 750 | 6,98 | 7,82 | 6,66 14 18 0 18 100
48,6 750 | 7,25 | 7,82 | 659 14 18 0 18 100

Resultado: CLsp, 96h=1,33 pg L ™
Intervalo de Confianga (95%) = (1,07 — 1,65)
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Danio rerio

Tabela 16. Resultados dos testes de toxicidade aguda com Danio rerio expostos a abamectina.

Solugéo Teste pH oD Dureza N° Mortalidade
pngL* (mg LY (mg L™ | Organismos
CaCOy) Vivos
i f i f i i f |Total| %
Controle 754 | 7,33 | 8,10 | 7,43 42 10 10 0 0
Acetona 754 | 7,26 | 8,10 | 7,36 42 10 10 0 0
20 754 | 7,20 | 810 | 7,57 42 10 10 0 0
40 754 | 7,18 | 8,10 | 7,48 42 10 1 9 90
60 754 | 7,20 | 8,10 | 7,26 42 10 1 9 90
80 754 | 748 | 8,10 | 7,12 42 10 1 9 90
100 754 | 7,36 | 8,10 | 7,02 42 10 0 10 100
Resultado: CLso, 48h = 31,74 pg L *
Intervalo de Confianga (95%) = (27,8 — 36,23)
Solucdo Teste pH oD Dureza N° Mortalidade
pgL* (mg L™ (mg L™ | Organismos
CaCOy) vivos
i f i f i i f |Total| %
Controle 7,55 | 7,35 | 7,92 | 8,06 42 10 0 0 0
Acetona 755 | 7,40 | 7,92 | 8,20 42 10 0 0 0
20 755 | 7,38 | 7,92 | 8,20 42 10 0 0 0
40 755 | 7,38 | 7,92 | 8,00 42 10 3 7 70
60 755 | 740 | 792 | 7,89 42 10 2 8 80
80 755 | 741 | 792 | 7,87 42 10 0 10 100
100 755 | 7,35 | 792 | 7,86 42 10 0 10 100
Resultado: CLso, 48h = 35,75 ug L *
Intervalo de Confianga (95%) = (29,8 — 42,87)
Solucéo Teste pH oD Dureza N° Mortalidade
ngL* (mg L™ (mg L* | Organismos
CaCO0,) Vivos
i f i f i i f |Total| %
Controle 748 | 7,28 | 7,80 | 7,41 44 10 0 0 0
Acetona 7,48 | 7,26 | 7,80 | 7,38 44 10 0 0 0
20 748 | 7,19 | 7,80 | 7,35 44 10 0 0 0
40 748 | 7,32 | 7,80 | 7,36 44 10 2 8 80
60 748 | 7,22 | 7,80 | 7,23 44 10 1 9 90
80 748 | 7,28 | 7,80 | 7,28 44 10 0 10 100
100 748 | 7,18 | 7,80 | 7,19 44 10 0 10 100

Resultado: CLso, 48h =32,68 ug L *

Intervalo de Confianga (95%) = (28,02 — 38,11)




Solucdo Teste pH oD Dureza N° Mortalidade
ng L (mg L™ (mg L™ | Organismos
CaCOy) Vivos
i f i f i i f |Total| %
Controle 736 | 7,18 | 7,67 | 7,38 42 10 10 0 0
Acetona 7,36 | 6,99 | 7,67 | 7,36 42 10 10 0 0
20 7,36 | 720 | 7,67 | 7,28 42 10 10 0 0
40 7,36 | 7,00 | 7,67 | 7,19 42 10 1 9 90
60 7,36 | 6,86 | 7,67 | 7,21 42 10 1 9 90
80 7,36 | 6,88 | 7,67 | 7,12 42 10 1 9 90
100 7,36 | 6,98 | 7,67 | 7,10 42 10 0 10 100

Resultado: CLso, 48h =31,74 ng L ™

Intervalo de Confianga (95%) = (27,8 — 36,23)
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Anexo A



g) Grupo quimico: Avermectinas

h) Classe: Acaricida, inseticida e nematicida

i) Classificacdo toxicologica: Classe |

j) Uso agricola: autorizado conforme indicado.

Modalidade de emprego: aplicacédo foliar nas culturas de algoddo, batata, café, citros, coco, cravo,
crisantemo, ervilha, feijao, feijao-vagem, figo, magd, mamao, manga, melancia, meldo, morango,

pepino, péra, péssego, piment&o, rosa, tomate e uva.

Aplicacdo em bulbilhos de alho.

Culturas Mma"?;&? ng ;}Tp{&go LMR (mg/kg) Ign&zr:?;ﬁqd:
Algodao Foliar 0,008 21 dias
Algodan Sementas 0,005 i1)
Alho Bulbilhos 0,005 (1)
Batata Faoliar 0,008 14 dias
Café Foliar 0,002 14 dias

Tratamento industrial de

propagulos vegetativos
Cana-de-aclcar (mudas) antes do plantic | 0,005 (13
Citros Faoliar 0,005 7 dias
Coco Faoliar 0,008 14 dias
Cravio Foliar LMA
Crisantemo Faoliar LIMNA
Ewilha Foliar 0,008 4 dias
Feijao Foliar 0,005 14 dias
Feijao-vagem Faoliar 0,005 4 dias
Figo Faoliar 0,005 7 dias
Maga Faoliar 0,01 14 dias
Mamao Foliar 0,005 14 dias
Manga Faoliar 0,01 7 dias
Melancia Foliar 0,01 7 dias
Melao Foliar 0,005 7 dias
Milho Sementas 0,008 i1
Morango Foliar 0,02 3 dias
Pepino Faoliar 0,0 3 dias
Péra Faoliar 0,008 7 dias
Péssaqo Faoliar 0,02 21 dias
Fimentsio Faoliar 0,01 3 dias
Rosa Foliar LMA
Soja Sementes 0,005 (1)
Tomate Foliar 0,m 3 dias
Uva Faoliar 0,005 28 dias
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Figura 1. Trechos extraidos da monografia da abamectina, de acordo com a RESOLUCAO - RE n°
2.248, de 18 de maio de 2010. Disponivel em: <http://portal.anvisa.gov.br/wps/wcm/connect/

f6007e8041a333e185abd5255d42da10/A18++Abamectina.pdf?MOD=AJPERES.

07/09/2010.
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Modulo Pés-Registro Pagina Inicial ~ Atualizar CD  Legislagdo Fale conosco  Ajuda
Produtos Formulados (Agrotdxicos) Produtos Técnicos Monografias (Ingredientes Ativos)
Marca Comercial Pesqguisar Marca Comercial Pesqguisar Ingredientes Ativos Pesqguisar

RELATORIO DO AGROTOXICO
Marca Comercial:  Vertimec 18 CE - N®Registro MAPA: 0618895

Registrante: Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda.

Classe(s): Acaricida - Inseticida - Formulagio: EC - Concentrado Emulsionavel

Ingrediente Ativo: abamectina Concentracdo de TA: 18 gfL

Grupo Quimico: avermectinas

Modo de Agdo: Modo de Aplicagdo: Terrestre/Aéreo

Modalidade de Emprego: (Foliar) Restrigdo UF:

Corrosivo: Ndo Inflaméavel: Combustivel

Classificacdo Toxicoldgica: III - Medianamente téxico Classificacdo Ambiental: II - Produto muito perigoso

Figura 2. Relatério do agrotoxico Vertimec® 18CE. Em detalhe para a classificagdo toxicoldgica Il
(medianamente tdxico). Disponivel em: < http://www4.anvisa.gov.br/AGROSIA/asp/frm_dados_
agrotoxico.asp?iVarAux=1&MarcaCod=573. Acesso em 07/09/2010.



