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RESUMO

VIEIRA, B. H. Efeitos do agrotoxico Vertimec® no fitoplincton: um estudo laboratorial e “in
situ”. 2010. 181f. Dissertacio (Mestrado), Escola de Engenharia de Sao Carlos,
Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, SP, 2010.

Agrotoxicos sdo produtos quimicos aplicados no ambiente para controlar as espécies que
causam danos as culturas agricolas. No entanto, podem atingir espécies nao-alvo ao serem
carreados para os ecossistemas aquaticos e ainda causar sérios danos a saude humana. Dentre
os diversos agrotoxicos destaca-se o Vertimec®, utilizado em varias culturas agricolas,
incluindo morango e batata, produtos que compdem a renda economica de muitos produtores
rurais. Porém, apesar de seu uso intenso, existe ainda uma caréncia de estudos sobre seus
potenciais riscos a biota terrestre e aquatica. Dentro desse contexto, procurou-se avaliar os
efeitos da aplicagio do Vertimec® sobre o fitoplancton, por meio de estudos laboratoriais
(bioensaio unialgal com Pseudokirchneriella subcapitata) e “in situ” (composi¢do e
densidade, em mesocosmos) a partir da simulagdo da contaminagio do solo com Vertimec® e
posterior carreamento ao corpo hidrico, utilizando a agua do runoff em bioensaio unialgal; da
adicdo da agua do runoff em mesocosmos, em quatro tratamentos (controle, runoff
contaminado, ndo contaminado e adi¢do direta do contaminante), avaliando os efeitos na
estrutura da comunidade e do bioensaio unialgal com Abamectina, principal principio ativo do
Vertimec®. Os resultados obtidos demonstram que os efeitos do runoff sobre a densidade
celular de P. subcapitata ndo ocorreram em fung¢do do produto aplicado e sim pela elevada
turbidez das amostras. Nos testes com a d4gua dos mesocosmos, 0s tratamentos que receberam
o runoff estimularam o crescimento de P. subcapitata, indicando o efeito do aporte de
nutrientes ao meio de cultura, enquanto menores densidades ocorreram no tratamento com
adicdo direta de Vertimec®, porém, ainda maiores em relacdo ao controle. Na analise da
estrutura da comunidade de fitoplancton nos mesocosmos, verificou-se alteragdes nas
caracteristicas fisicas e quimicas da agua (pH, oxigénio dissolvido, turbidez, condutividade e
nutrientes), caracterizando efeitos do runoff (com ou sem Vertimec®) ou da adigdo direta do
contaminante, os quais implicaram em mudangas na densidade e composi¢ao do fitoplancton
(como a redugdo de Bacillariophyta, o aumento de Chlorophyceae e, entre estas, uma maior
contribui¢do da espécie Monoraphidium minutum). Apesar do reconhecimento dos efeitos do
Vertimec® no fitoplancton, por meio dos estudos in situ, os resultados com a Abamectina nio
demonstram toxicidade a alga P.subcapitata, indicando a presencga de outros contaminantes
no produto comercial.

Palavras-chave: Pesticida, Vertimec®, P. subcapitata, mesocosmos, toxicidade



ABSTRACT

VIEIRA, B. H. Effects of pesticide Vertimec® on phytoplankton: a laboratorial and “in
situ” study. 2010. 181f. Dissertation (Master’s degree) School of engineering of Sao
Carlos, University of Sao Paulo, Sao Carlos, SP, 2010.

Pesticides are chemical products applied to environment in order to control species which
cause harm to agriculture. However, these chemicals can reach non-target species when
flushed into aquatic ecosystems and even bring grave diseases to human health. Amongst
many, Vertimec® stands out in a range of pesticides, being utilized in numerous agricultures,
including potatoes and strawberries, which constitute the income of many farmers.
Nevertheless, despite its intensive use, there is still lack of research and study on its potential
risks on terrestrial and aquatic biota. In this context, we sought to evaluate the effects of the
application of Vertimec® on phytoplankton, through laboratorial study (unialgal bioassay,
with Pseudokircheneriella subcapitata) and “in situ” (composition and density, in
mesocosms) starting from the simulation of soil contamination with Vertimec® and
subsequent flushing into the body of water, making use of the runoff water in unialgal
bioassay; the addition of runoff water from mesocosms in four treatments (control,
contaminated runoff, non-contaminated and direct addition of contaminant), evaluating the
effects on the community structure and unialgal bioassay with Abamectin, main Vertimec®’s
active principle. The results obtained show that the runoff effects on the cellular density of P.
subcapitata will not occur according the product used but due to the high turbidity of the
samples. At the tests with water at the mesocosms, the treatments which received runoff
motivated the growing of P. subcapitata, indicating the nutrient-contributing effect to the
environment of the culture. At the analysis of the phytoplanktonic community at the
mesocosms, alterations on the physical and chemical characteristics of the water were
observed (pH, dissolved oxygen, turbidity, conductivity and nutrients) featuring effects of
runoff (with or without Vertimec®) or the direct addition of the contaminant, which
implicated chances in the density and composition of the phytoplankton (such as the reduction
of Bacillariophyta, increase of Chlorophyceae and, along with these , a larger contribution to
the species Monoraphidium minutum). Despite acknowledging the effects of Vertimec® on
phytoplankton, though in situ studies, the results from Abamectin do not show toxicity to the
algae P.subcapitata, demonstrating the presence of other contaminants in the marketable
product.

Key words: pesticide, Vertimec®, P. subcapitata, mesocosms, toxicity
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1. INTRODUCAO

No decorrer do processo de evolugdo da humanidade, muitas foram as interferéncias
do homem nos recursos naturais (ESPiNDOLA et al.,, 2000), verificando-se a influéncia
antropogénica nos diferentes compartimentos da biosfera (terra, 4gua ou atmosfera), com
profundas modifica¢des que ocorrem na composi¢ao quimica e bioldgica dos mesmos devido
a introducao de compostos quimicos (ROCHA, 2000).

Dentre estes compostos, os agrotoxicos t€m recebido especial atencdo, ja que estes
produtos sdo intencionalmente despejados no meio ambiente. Por ndo serem completamente
seletivos, os pesticidas afetam também espécies ndo-alvo que estdo presentes no ambiente,
podendo causar profundas alteragdes nos diferentes niveis da organizagdo biologica (DORES;
DE-LAMONICA, 1999), com implicagdes também a saude humana (SANTOS, 2007).
Quando aplicados no solo, e dependendo da persisténcia do quimico no ambiente, os
agrotoxicos passam por uma série de processos como fotodecomposi¢do, volatizagdo e
degradagdo bioldgica, sendo que os recursos hidricos acabam representando o destino final de
muitos agrotoxicos em decorréncia de certos fendmenos de transporte como lixiviagdo e
escoamento superficial (BURATINI; BRANDELI, 2006; RIEDER, 2005).

No ambiente aquatico, os agrotoxicos podem causar diversos efeitos adversos na
comunidade bioldgica, como reducdo do numero de espécies, alteracdo na reproducao,
alteracdo comportamental, susceptibilizagdo a doencas e magnificagdo bioldgica (DORES;
DE-LAMONICA, 1999), sugerindo, portanto, estudos que possibilitem a avaliagdo de risco.
A avaliagdo dos riscos da contaminagdo por agrotoxicos se faz em funcdo da natureza das
substancias (toxicidade e propriedades), da exposicao (quantidade e freqiiéncia de duragdo) e
do organismo (SANTOS, 2007), a qual pode ser feita por meio de estudos ecotoxicologicos.

A ecotoxicologia, segundo Zagatto (2006), pode ser definida como a ciéncia que estuda os
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efeitos nocivos causados por substiancias quimicas sobre organismos vivos € como esses
interagem com seus habitats.

Para se adquirir conhecimentos sobre os efeitos dos agentes quimicos sobre a biota
aquatica tém sido utilizados testes com organismos de diferentes niveis troficos sob condigdes
de campo e de laboratério. Os testes de toxicidade laboratoriais sdo concebidos para
proporcionar resultados consistentes e que possam ser reproduzidos. Contudo, eles ndo sdo
projetados para prever os efeitos na espécie testada ao quimico sob condi¢des naturais, uma
vez que o regime de exposi¢cdo ndo representa as condicdes de exposi¢ao do sistema real
(GRANEY et al., 1995).

Assim, a principal razdo para realizar testes de campo ao ar livre, ¢ fornecer um
regime de exposi¢do mais realista do que a informagdo gerada nos testes laboratoriais. Nesse
sentido, os mesocosmos aquaticos representam uma tentativa de melhor simular e prever os
efeitos ambientais dos estressores, especialmente contaminantes, sobre a estrutura e fungao
dos ambientes aquaticos (BEJARANO et al., 2005). Desta forma, os experimentos em
mesocosmos permitem o estudo dos efeitos de contaminantes sobre os organismos e
comunidades sob condigdes semi naturais, simuladas e controladas. Ou seja, mesocosmos
fazem a ligagdo entre a reprodutibilidade experimental e o realismo ecologico (MASUTTI,
2004).

Dentre os organismos mais recomendados para ensaios de avaliagdo da toxicidade
aquatica estdo as algas, pois como produtores primarios s3o a base da cadeia alimentar e
qualquer alterag@o na dindmica de suas populacdes pode afetar os niveis troficos superiores do
ecossistema (KLAINE et al., 2003). Estes organismos apresentam grande sensibilidade as
alteracdes ocorridas no meio ambiente e o seu ciclo de vida relativamente curto possibilita a

observagao de efeitos toxicos em varias geracoes.
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Dos diversos agrotoxicos utilizados, destaca-se atualmente o Vertimec®, cujo
ingrediente ativo ¢ a abamectina, um produto amplamente utilizado na medicina veterinaria,
além de ser um importante ingrediente ativo de inseticidas, acaricidas e nematicidas usados
em varias culturas agricolas. Atualmente, as informagdes a respeito dessa substancia ndo sao
suficientes para comprovar se seus efeitos sdo inofensivos a organismos nao-alvos. Diante do
pouco conhecimento sobre a toxicidade deste produto, ¢ necessario um maior entendimento

dos efeitos ambientais deste composto, o que caracteriza a abordagem desta pesquisa.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Agrotoxicos: definices e usos

Agrotoxicos sdo os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de produciao, no armazenamento e beneficiamento dos produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros
ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos (BRASIL, 1989).

O termo “agrotoxico”, ao invés de “defensivo agricola”, passou a ser utilizado no
Brasil para denominar os venenos agricolas apds grande mobilizacdo da sociedade civil
organizada. Mais do que uma simples mudanca da terminologia, esse termo coloca em
evidéncia a toxicidade desses produtos para o meio ambiente e a saude humana. Embora a
terminologia seja amplamente aceita, os agrotoxicos ainda sdo genericamente denominados de
praguicidas ou pesticidas (OPAS, 1996).

Considerando seus diversos efeitos nocivos, os agrotoxicos sdo classificados segundo
seu poder toxico (tabela 1) e modo de agdo (tabela 2). A toxicidade da maioria deles ¢é
expressa em termos do valor da dose média letal (DLsg), por via oral, representada por
miligramas do produto toxico por quilo de peso vivo que sdo necessarios para matar 50% de
um organismo-teste. Assim, para fins de prescricdo das medidas de seguranca contra riscos
para a saude humana, os produtos sdo enquadrados em funcdo da DLsg, inerente a cada um

deles.
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Tabela 1- Classificagao toxicoldgica dos agrotoxicos em funcao da DLsy (Fonte: Embrapa,
2003)

Classe toxicolégica Descricao Faixa indicativa de cor
I Extremamente téxico (DL50 < 50 Vermelho vivo
mg/kg de peso vivo)
11 Muito toxico (DLsyp— 50 a 500 Amarelo intenso
mg/kg de peso vivo)
III Moderadamente toxico (DLso— Azul intenso
500 a 5000 mg/kg de peso vivo)
v Pouco toxico (DLsp > 5000 mg/kg Verde intenso

de peso vivo)

Tabela 2 - Classificacdo toxicoldgica dos agrotdxicos em fun¢do do modo de agdo (Fonte:
Gavrislecu, 2005).

Tipo Acdo
Algicidas Controle de algas em corpos d’agua e piscinas
Antimicrobiano Controle de microorganismos patogénicos
Atrativos Atraem pragas especificas usando ferormonios naturais que
confundem o comportamento de acasalamento de insetos
Biopesticida Substancias naturais com propriedades pesticidas
Desfolhante Causa a queda da folhagem, normalmente para auxiliar no
processo de colheita
Dessecante Auxilia no processo de secagem de plantas ou insetos
Fungicida Controle de fungos
Herbicida Controle de ervas daninhas
Inseticida Controle de insetos
Moluscicida Controle de moluscos
Nematicida Controle de nematoides e organismos do solo
Ovicida Controle de ovos de insetos
Piscicida Controle de peixes
Regulador de crescimento Acelera ou retarda o crescimento vegetal
Repelente Repele mosquitos, carrapatos e outros animais
Rodenticida Controle de roedores

Quanto a origem, os agrotoxicos podem ser inorganicos (produzidos com compostos
de mercurio, bdario, enxofre e cobre), organicos (apresentam atomos de carbono em sua
estrutura) ou de origem vegetal, bacteriana e fungica (piretrinos, antibioticos e fitocidas)

(SANCHES, 2003).
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A utilizacdo dos agrotoxicos na agricultura iniciou-se na década de 1920, época em
que eram pouco conhecidos do ponto de vista toxicoldgico. Durante a Segunda Guerra
Mundial foram utilizados como arma quimica, tendo seu uso expandido enormemente a partir
de entdo, chegando a produgdo industrial mundial a atingir dois milhdes de toneladas de
agrotoxicos por ano (OPAS, 1996).

No Brasil, foram primeiramente utilizados em programas de satde publica, no
combate de vetores e parasitas, com uso mais intensivo na agricultura a partir da década de
1960. Em 1975, o Plano Nacional de Desenvolvimento (PND), responsavel pela abertura do
Brasil ao comércio de agrotdxicos, condicionou o agricultor a comprar o produto com
recursos do crédito rural, ao instituir a inclusdo de uma cota definida de agrotoxico para cada
financiamento requerido (OPAS, 1996). Nos ultimos anos o Brasil se tornou um dos trés
maiores consumidores mundiais destes produtos e o oitavo em uso por area cultivada. Entre
2002 e 2008, por exemplo, o faturamento liquido do setor passou de 1,9 bilhdo de ddlares
para 7,2 bilhdes de dolares (SINDAG, 2009; ARMAS et al., 2007), sendo que até dezembro
de 2008, aproximadamente 313.000 toneladas de ingredientes ativos tiveram uso agricola no
Pais. Neste mesmo ano a venda de defensivos agricolas, os quais incluem inseticidas,
fungicidas, herbicidas, acaricidas, reguladores de crescimento, ferormonios, moluscicidas e
protetores de sementes, aproximou-se de 674.000 toneladas.

Verifica-se, portanto, que o uso de pesticidas ainda ¢, atualmente, a principal estratégia
utilizada no campo para o combate e a prevencao de pragas agricolas, aumento na producao
de carne e leite na pecudria, diminui¢do na perda de alimentos armazenados e erradicagdo dos
vetores de doenga, garantindo alimento para a populagao (CALDAS; SOUZA, 2000; DORES;
DE-LAMONICA, 1999). Desta forma, ndo se pode negar que esses produtos possibilitaram o

aumento da produtividade agricola, auxiliando no controle de vetores de diversas doencas.
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Entretanto, seu uso desordenado e excessivo vem provocando diversos impactos sobre
o meio ambiente. Dentre os efeitos nocivos ao ambiente, pode ser citada a presenca de
residuos no solo, na agua, no ar, nas plantas ¢ animais. Além da contamina¢do do meio
ambiente, estes residuos podem chegar ao homem através da cadeia alimentar, ocasionando
danos a saide (EDWARDS apud SILVA; SANTOS, 2007). Além disso, tem-se verificado
que os agrotdxicos afetam também as espécies ndo-alvo que estdo presentes no ambiente, uma
vez que ndo sdo completamente seletivos, implicando em perda da diversidade bioldgica.
Adicionalmente, a aplicagdo ndo garante total assimilagdo do produto e, com isso, parte do
agrotoxico poderd atingir organismos nao-alvo, como por exemplo, vida selvagem, insetos,
microorganismos do solo e organismos aquaticos, podendo causar diversos efeitos adversos
como reducdo do numero de espécies, alteracdo na reproducdo, alteragdo comportamental,
susceptibilizagdo a doengas e magnificagdo bioldgica, dentre outros (DORES; DE-

LAMONICA, 1999).

2.2. Contaminac¢io de ambientes aquaticos por agrotoxico

Os agrotoxicos representam os produtos mais amplamente encontrados em corpos
hidricos superficiais e subterraneos do mundo todo, em funcdo do amplo uso em dareas
agricolas e urbanas. FEles compreendem uma variedade de moléculas com distintas
propriedades que lhes conferem diferentes graus de persisténcia ambiental, mobilidade e
potenciais toxico, carcinogénico, mutagénico e teratogénico ou algum efeito enddcrino a
diversos organismos nao-alvos, inclusive o ser humano. Os extensos e dispendiosos
programas de monitoramento dos EUA tém demonstrado resultados alarmantes, constatando a
presenca de mais de 70 diferentes agrotoxicos em aguas subterraneas de 38 estados, estando

acima dos limites aceitaveis em 17 deles (ARMAS et al., 2007).
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Os agrotoxicos podem alcangar os ambientes aquaticos através da aplicacao
intencional, deriva e escoamento superficial a partir de areas onde ocorreram aplicagdes,
langamento de esgoto municipal e industrial, por ocorréncia de acidentes em deposito ou
durante o transporte de pesticidas, ou ainda por descarte inadequado de embalagens usadas
(SILVA; SANTOS, 2007; DORES; DE-LAMONICA, 1999; BROCK et al., 2006).

A entrada dos pesticidas no meio aquatico a partir do uso agropecuario depende, em
grande parte, da dinamica destes compostos no solo. Se o pesticida ¢ muito soliivel em agua,
o mesmo ¢ facilmente carreado pela dgua da chuva, através do escorrimento superficial ou
para dentro do perfil do solo, vindo a contaminar aguas subterraneas por lixiviacdo. Se for
insoluvel em agua, o mesmo tende a ficar aderido ao solo e também aderidos aos materiais
organicos e inorganicos que sao arrastados pelo runoff (RIEDER, 2005).

A movimentagdo do pesticida do solo para a atmosfera, que pode ocorrer por
volatizagdo direta, co-vaporizagdo com a agua e associagdo com o material particulado
carregado pelo vento, ¢ também importante para a distribuicao destes produtos no ambiente e
sua entrada nos sistemas aquaticos. Uma vez na atmosfera o pesticida pode entrar no ambiente
aquatico por deposi¢do da poeira ou precipitaciao, o que, em geral, ocorre em local distante do

ponto de emissao (DORES; DE-LAMONICA, 1999).
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Figura 1: Vias de entrada do pesticida no ambiente aquatico (Fonte: Dores e De-Lamonica,
1999).

2.3. Comportamento do agrotéxico no ambiente aquatico

As propriedades fisicas e quimicas dos ecossistemas aqudticos podem afetar a
atividade biologica e o impacto dos agentes quimicos e outros xenobidticos. A
vulnerabilidade do ambiente aquatico as substancias quimicas depende das propriedades
fisicas e quimicas dos contaminantes e dos produtos resultantes de sua transformagdo; da
concentragdo dos contaminantes no ecossistema; da duracdo e do tipo de descarga dos
contaminantes (descarga intermitente ou continua); das propriedades do ecossistema que lhe
permitem resistir as alteracdes resultantes da presenca dos contaminantes, como a capacidade
tamponante das aguas e a concentragdo de matéria organica dissolvida nelas (RAND apud
COSTA et al, 2008).

A concentracdo, transporte, transformacdo e disposi¢do final de um contaminante

introduzido no ambiente aquatico dependem, principalmente, das propriedades do ambiente e
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das caracteristicas do contaminante. Uma vez no ambiente, os contaminantes podem estar
sujeitos a uma combinagdo de processos que podem afetar o seu destino e comportamento.
Destas interagdes, pode resultar inclusive maior tempo de exposi¢cdo dos organismos
aquaticos aos compostos toxicos (SILVA; SANTOS, 2007).

Das diversas interacdes do agrotdoxico no meio aquatico, as mais importantes
envolvem a matéria em suspensdo ¢ o sedimento. A natureza destas interacdes dependera da
solubilidade do pesticida em agua e das caracteristicas do sedimento (matéria organica, teor
de argila e pH). Ao se ligar ao material particulado em suspensdo, o pesticida eventualmente
se depositard com o sedimento. Uma vez no sedimento, o pesticida pode ser novamente
liberado na agua e ser absorvido por organismos, podendo entdo ser detoxificado ou
acumulado, ser alterado ou degradado por microorganismo ou ficar imobilizado (SILVA;
SANTOS, 2007; DORES; DE-LAMONICA, 1999; RIEDER, 2005).

Além destas interagdes, os agrotoxicos podem ser envolvidos em processos de
volatilizacdo, hidrélise, fotolise e biodegradacdo. Esses processos sdo importantes porque
determinam a persisténcia dos contaminantes no ambiente (BURATINI; BRANDELLI,
2000).

Com relagdo a volatizagdo, os contaminantes que apresentam alta pressdo de vapor e
baixa solubilidade em 4gua, tendem a volatilizar. Contaminantes com baixa pressdao de vapor
e baixa solubilidade em &4gua tendem a se adsorver nos materiais particulados e nos
sedimentos (BURATINI; BRANDELLI, 2006).

A hidrolise ¢ uma reagdo importante porque os produtos resultantes dela sdo
tipicamente mais soluveis em agua e por isso sao menos biodisponiveis € menos volateis do
que seus precursores (COSTA et al., 2008). A velocidade das reagdes de hidrolise depende de
um grande niimero de variaveis ambientais como pH, temperatura, presencga de catalisadores,

sor¢ao sobre solidos e forga ionica (BURATINI; BRANDELLI, 2006).
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As reagdes fotoquimicas podem ser responsaveis por uma variedade de
transformagoes, incluindo oxidagdo, hidroxilagdo e ciclizagdo. A luz, principalmente a
radiagdo UV, ¢ capaz de provocar a quebra de ligagdes quimicas e assim contribuir
significativamente para degradar algumas substancias (COSTA et al., 2008). A velocidade na
qual uma substancia é degradada por fotdlise é determinada pelas propriedades da mesma
(espectro de absor¢ao) e do ambiente (transparéncia e profundidade da agua) (BURATINI,
BRANDELLI, 2006).

Com relacdo a degradacgdo, ela pode ocorrer tanto por processos abioticos como
bidticos. Apesar de muitos contaminantes serem susceptiveis aos processos de degradacao
abidticos, tais processos geralmente sdo muito lentos. Degradacdes mais rapidas dos
contaminantes podem ocorrer por meio da acdo de microorganismos. Os microorganismos,
tais como bactérias e fungos, sdo capazes de degradar as substincias organicas porque eclas
servem como fonte de carbono para seu crescimento e manutengdo. Os fatores que
influenciam a biodegradagdo desses contaminantes sao: a disponibilidade de microorganismos
apropriados, a susceptibilidade dos contaminantes a degradagdo bioldgica e as condigdes
ambientais, tais como temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes, nivel de oxigénio, etc.
Além desses, a disponibilidade das substancias aos microorganismos pode desempenhar um
papel importante. De forma geral, somente espécies dissolvidas sdo absorvidas pelos
organismos ¢ degradadas no interior das células. Transformagdes extracelulares por enzimas
excretadas também sdo possiveis e podem afetar inclusive compostos adsorvidos nos
materiais particulados e sedimentos (COSTA et al., 2008).

Os fatores ambientais definidos pelas caracteristicas bidticas também podem interferir
na toxicidade de compostos quimicos no ambiente aquatico. Os fatores bidticos incluem o
grupo de organismo (alga, inseto ou peixe, etc.), estagio de desenvolvimento (larva, juvenil,

adulto), tamanho, estado nutricional e de saude, altera¢des sazonais no estado fisioldgico,
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dentre outros, sendo que estes fatores influenciam a resposta ao poluente de diferentes

maneiras (SPRAGUE, 1985).

SN T ar
-\ ar

volatilizagdo fotdlise fotolise agua
solo T direta sensibilizada
pesticida pesticida associado
dissolvido M dessorcio ao particulado
absorgdo ou +
degradagéo |_ingestdo degradacgéo
hidrolise ~ Diologica « hidrolise  Diolégica
biota
" absorgdo ou
morte ou  ingestéo
difusdo excrecdo
! sedimento
adsorgéo e >
pesticida ¢ pesticida associado
dissolvido 4 EEEOTTAD ao particulado
hidrdlisg degradagéo biolégica hidrolise degradacgao biologica
anaerdbica anaerbbica

Figura 2: Dindmica do pesticida no ambiente aquatico (Modificado de Schnoor, 1992. Fonte:
Dores e De-Lamonica, 1999).

2.4. Ecotoxicologia

O termo Ecotoxicologia ¢ definido por Zagatto (2006) como sendo a ciéncia que
estuda os efeitos dos poluentes aos organismos € como esses interagem com seus habitats.
Para os autores os estudos ecotoxicoldgicos permitem avaliar os danos ocorridos nos diversos
ecossistemas apos a contamina¢do e também prever impactos futuros sobre a comercializagao

de produtos quimicos e lancamentos de despejos num determinado ambiente.
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Considerando essa defini¢do, pode-se concluir que o principio da Ecotoxicologia ¢ a
analise dos processos de transferéncia de contaminantes nos ecossistemas e nos efeitos sobre
sua estrutura e funcionamento. Ecossistemas sdo estruturas unitdrias, limitadas no tempo e no
espaco, resultante da combinagdo do ambiente fisico, bidtopo, com a comunidade de
organismos vivos, biocenose. Os fatores bidticos e abidticos caracterizam os ecossistemas e
definem a base para qualquer abordagem ecotoxicoldgica. Os contaminantes incluem agentes
fisicos, quimicos e bioldgicos que podem causar perturbagdes nos ecossistemas e em seus
compartimentos (MASUTTI, 2004).

As propriedades inerentes dos agentes quimicos, como transforma¢do no ambiente,
potencialidade de bioacumulagdo, persisténcia e concentragdo ambiental ou dose
administrada, assim como os processos metabolicos dos organismos (absor¢ao, distribuicao,
excrecdo ¢ mecanismos de detoxificagdo), determinam o efeito especifico num determinado
alvo (6rgdo, individuo, populagdo, comunidade). Esses efeitos adversos dos poluentes sobre
os organismos vivos podem ser quantificados por uma variedade de critérios, como: numeros
de organismos mortos ou vivos, taxa de reproducdo, comprimento € massa corporea,
alteracdes fisioldgicas e, até mesmo, a densidade e diversidade de espécies numa determinada
comunidade biolégica (ZAGATTO, 20006).

Como organismos-teste sdo utilizados algas e bactérias, invertebrados aquaticos
zooplanctonicos e bentOnicos, peixes, entre outros (FONSECA, 1997; MELETTI, 2003).
Dentre os organismos mais recomendados para ensaios de avaliacdo da toxicidade aquatica
estdo as algas, pois sdo produtores primarios dominantes na cadeia alimentar no ambiente
aquatico (PFLEEGER et al., 1991). Além de serem a base da cadeia alimentar, as algas sao
importantes na ciclagem dos nutrientes, na producdo de oxigénio e ainda desempenham papel

no controle da qualidade fisica e quimica das aguas naturais, pois podem afetar a intensidade
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luminosa, a temperatura, pH, dureza e o oxigénio dissolvido da coluna d’agua (LEWIS,
1995).

Assim, a utilizagdo de microalgas em testes de toxicidade apresenta grande
importancia j& que qualquer alteracdo da composicdo especifica da comunidade
fitoplanctonica pode afetar a estrutura e a fung¢do de todo o ecossistema (MASUTTI, 2004).
Estudos com fitoplancton, por exemplo, indicam que estes organismos apresentam uma rapida
resposta fisiologica e, assim, os efeitos deletérios provocados por compostos toxicos podem
ser detectados em um curto periodo de tempo (SICKO-GOAD; STOERMER, 1988). Essas
caracteristicas permitem que as algas possam ser utilizadas como monitores bioldgicos de
qualidade de agua e como espécies indicadoras na avaliagdo de impacto ambiental de
poluentes (HELLAWELL, 1986).

As algas, em geral, s3o mais sensiveis do que a espécie animal a uma variedade de
potenciais contaminantes. Klaine et al. (2003), por exemplo, ao fazer uma revisdo sobre dados
de toxicidade da TSCA (Toxic Substances Control Act), demonstraram que as algas eram
mais sensiveis do que as espécies animais em 50% das observacdes € menos sensiveis em
30%. Portanto, o uso de algas ¢ importante para estimar o risco ambiental de produtos
quimicos. Para os autores, a avaliagdo da fitotoxicidade de um produto quimico ¢ um
componente essencial da avaliagdo do risco ecologico desse composto, pois os produtores
primarios formam um nivel tréfico essencial de qualquer ecossistema.

Ensaios de toxicidade com algas tém sido utilizados para a avaliagdo de diversos
produtos quimicos, como efluentes de industrias téxteis (DELLAMATRICE; MONTEIRO,
2006), metais (MASUTTI, 2004; PENA-CASTRO et al., 2004; TERRY; STONE, 2002;
RODGHER, 2005; TUKAJ et al., 2007), substancias de referéncia como sulfato de cobre e

sulfato de zinco (RODRIGUES et al., 2003; SANTOS et al., 2007) e pesticidas (MA et al.,
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2002; SABATER; CARRASCO, 2001; VAN DEN BRINK et al., 2009; CACERES et al.,
2008).

Uma variedade de efeitos sdo monitorados em testes de toxicidade de algas, incluindo
alteracdes morfologicas e fisiolégicas. No entanto, a inibi¢do e, em menor medida, os efeitos
estimulatorios do toxico na biomassa, sdo determinados na maioria dos casos. Os efeitos

sobre a biomassa sdo determinados por contagem celular, peso seco e concentragdo de

clorofila a (KLAINE et al., 2003).

2.5. Experimentos em Mesocosmos

Experimentos realizados em laboratério sdo essenciais na avaliacdo dos produtos
quimicos e de amostras ambientais, além de serem facilmente replicaveis. Porém, os testes de
toxicidade in vitro ficam um pouco mais distantes dos resultados das condi¢des naturais reais
e, conseqiientemente, apresentam baixa representatividade ecologica (MASUTTI, 2004). Ja os
experimentos in Situ permitem maior representatividade como dispositivo experimental, desde
0 mesocosmo até o ecossistema como um todo (GRADVOHL, 2006), embora também
apresente algumas limitagdes.

Para Caquet et al. (2000), o uso de mesocosmos refina os métodos classicos de
avaliacdo de risco ecotoxicoldgico porque fornece condi¢des para uma melhor compreensao
dos efeitos ambientais de substancias quimicas. Eles tornam possivel avaliar os efeitos de
contaminantes, olhando para as partes (individuos, populacdes, comunidades) e para o todo
(ecossistemas) simultaneamente.

Apesar dos estudos ecotoxicologicos em mesocosmos ndo substituirem completamente
o uso de organismos em laboratério, eles permitem que os testes sejam realizados com
espécies que ndo sdo de interesse social relevante, mas que desempenham papéis

fundamentais na estrutura e fung@o dos ecossistemas, permitindo prever mudangas nos niveis
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mais elevados de organizacdo (populagdo, comunidade e ecossistema) a partir de medigdes
em parametros individuais (CAQUET et al., 2000).

Assim, pode-se concluir que os mesocosmos aquaticos sdo uma tentativa de melhor
simular e prever os efeitos ambientais dos estressores, especialmente contaminantes, sobre a
estrutura e fun¢ao dos ambientes aquaticos ou terrestres (BEJARANO et al., 2005). Neste
sentido, os experimentos em mesocosmos permitem o estudo dos efeitos de contaminantes
sobre os organismos e comunidades sob condi¢des semi naturais, simuladas e controladas. Ou
seja, mesocosmos fazem a ligagdo entre a reprodutibilidade experimental ¢ o realismo
ecologico (MASUTTI, 2004).

Apesar do reconhecimento de sua importancia, poucos estudos sdo desenvolvidos
utilizando essa ferramenta, até mesmo pelo fato de ainda ndo existir um consenso sobre a
propria defini¢do de mesocosmos. Para Odum (1984), por exemplo, o termo mesocosmos ¢
apropriado para experimentos com o tamanho compreendido entre os microcosmos
laboratoriais e os grandes e complexos macrocosmos do mundo real. Banse (1982) definiu
mesocosmos como experimentais maiores que recipientes de bancada, porém menores e
isolados de qualquer subunidade do ambiente natural. Para Graney et al. (1995), mesocosmos
podem ser definidos como uma parte isolada do ambiente natural ou um modelo fisico de um
ecossistema nos quais os sistemas de teste sdo manualmente tratados com as substancias
toxicas em concentragdes teste pré-determinadas. Caquet et al., (1996) definem mesocosmos
como ecossistemas artificiais situados em condi¢des ambientais (climaticas) naturais, que
apresentam suficiente complexidade e estabilidade para serem auto-sustentaveis.

Apesar de existir diferencas na terminologia de mesocosmos, na pratica os
ecotoxicologistas tem definido mesocosmos como ecossistemas semi-controlados e ao ar
livre, tais como tanques experimentais, ¢ fluxos de &agua cujas dimensdes fisicas sdo

conhecidas e controladas. Estes sistemas experimentais estdo sujeitos as vicissitudes do clima
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regional, recolonizagdo natural, interacdes interespecificas, doengas e outros fatores (BOYLE;
FAIRCHILD, 1997).

Diante destas condi¢des, 0os ensaios em mesocosmos apresentam vantagens em relagao
aos estudos de laboratdrio, uma vez que experimentos que envolvem a manipulacio de todo o
sistema aquatico atingem um maior grau de realismo, pois incorporam caracteristicas
ambientais que sdo determinantes dos processos ecoldgicos, como o tamanho do habitat,
escala temporal, variabilidade espacial e integragcdo entre habitats e ecossistemas adjacentes
(CARNEIRO et al., 2005).

A maior vantagem na utilizagdo destes testes ¢ a possibilidade de se trabalhar com
réplicas e com varias concentragdes do contaminante ao mesmo tempo, além de apresentar a
possibilidade de comparagdo das respostas com um controle. O sistema teste contém, assim,
uma comunidade aquatica naturalmente desenvolvida, usualmente contendo sedimentos,
organismos como zooplancton e fitoplancton, macroinvertebrados pelagicos e bentonicos e
macrofitas de origem natural (MASUTTI, 2004). Nesse sentido, verifica-se que os
mesocosmos, apesar de menor replicabilidade, apresentam maior complexidade e
representabilidade, possibilitando uma maior previsdo das mudancas em niveis diferenciados
de organizacdo biologica e contribuindo, juntamente com os testes laboratoriais, para a

elaboracdo de modelos e, conseqilientemente, para a tomada de decisdes (Figura 3).
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Figura 3: Representacao esquematica das metodologias usadas em ecotoxicologia (Adaptado
de Caquet et al., 2000).

Ensaios em mesocosmos atingem um grau de confiabilidade estatistica satisfatoria e
acrescentam mais realismo a experimentagdo, simplesmente porque em geral, sdo conduzidos
no campo sob condigdes naturais, permitindo fendmenos como migracao vertical de
organismos, incluindo estratificagdes fisicas e quimicas e trocas entre a coluna d’agua e o
sedimento. Além disso, experimentos em mesocosmos sdo controlados e replicaveis,
permitindo a construcao de desenhos experimentais capazes de testar multiplas hipoteses com
rigor estatistico (CARNEIRO et al., 2005).

Logicamente, muitas criticas podem ser feitas a experimentos em mesocosmos, como
a restri¢ao de processos biogeoquimicos pelo confinamento do sistema, grande efeito de borda
das paredes da estrutura, reduzida heterogeneidade espacial e limitacdo temporal pela
interrup¢do prolongada do contato entre compartimentos e por artefatos experimentais

(CARNEIRO et al., 2005).
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Apesar de apresentar algumas desvantagens, nos estudos em mesocosmos os efeitos
toxicologicos diretos podem ser observados e quantificados, além disso, implicagdes
ecoldgicas indiretas podem ser feitas. Estes estudos podem permitir que dados de toxicidade
derivados de laboratorio sejam extrapolados para o mundo real (JACK et al., 1996).

Outra importante razdo para a condugdo destes estudos ¢ a medida de efeitos dos
quimicos sob condi¢des de exposicao real, com a influéncia da particdo do contaminante nos
sedimentos e plantas, fotdlise e outros processos que podem influenciar o destino do quimico,
além de incorporar condi¢des abidticas naturais (temperatura, luz, pH, etc.), que podem

influenciar as respostas de certos organismos (MASUTTI, 2004).

2.8. Vertimec® 18 CE

O aumento da populagdo mundial e a demanda crescente de alimentos t€ém motivado o
uso de grandes quantidades de pesticidas nas plantacdes e na criacdo de animais para prevenir
ou combater pragas, visando assegurar maior produtividade (CALDAS; SOUZA, 2000;
KOLAR et al., 2008). No entanto, este intenso uso de pesticidas, associados a algumas
caracteristicas ambientais, como intensidade de chuva e topografia, faz com que estes
compostos sejam carreados para os corpos d’agua, afetando assim a comunidade bioldgica e o
funcionamento dos ecossistemas.

Entre os diversos produtos utilizados, destaca-se atualmente o Vertimec®, um exemplo
de agrotoxico amplamente utilizado para controlar insetos, dcaros e nematdides em varias
culturas agricolas (CAMPBELL, 1989; KOLAR, et al. 2008). A classificagdo toxicoldgica do
Vertimec®, de acordo com a bula do produto, ¢ III (rotulo azul), ou seja, “medianamente
toxica”. Porém, com relagdo ao potencial de periculosidade ambiental ¢ considerado muito
perigoso ao meio ambiente (classe II), altamente persistente e extremamente toxico para

microcrustaceos e peixes.
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A abamectina (Figura 4), também conhecida com o nome comercial de Vertimec®,
pertence ao grupo quimico da Avermectina. Abamectina ¢ uma mistura de avermectina
contendo cerca de 80% de avermectina Bla (CssH7,014) € 20% de avermectina B2b
(C47H70014). (FISHER; MROZIK, 1989). Avermectinas (abamectina, ivermectina,
doramectina) sdo um complexo de agentes quimicamente relacionados, pertencendo a um
grupo de antibidticos macrociclicos obtido a partir da fermentagdo do actinomiceto
Streptomyces avermitilis (BURG et al., 1979; HALLEY et al, 1989; 1993; ERZER et al.,

2005; STEEL, 1993).

i} R =-CH,CH, (avermectin B, )

(i} A =-CH, (avermectin B, )

Figura 4: Férmula quimica da abamectina (Fonte: SIA, 2009).

A abamectina ¢ atualmente utilizada no mundo inteiro como um agente antiparasitario
em animais de criagdo e de estimagdo, além do uso agricola como ingrediente de inseticidas e
nematicidas (KOLAR et al., 2008). Devido a sua utilizagdo generalizada, ¢ importante
estabelecer os efeitos ambientais ¢ de destino de abamectina tanto sob condigdes de

laboratério quanto ao ar livre (HALLEY et al., 1989).
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Estudos realizados por Halley et al. (1989), com um composto quimico similar, a
invermectina, indicam elevada toxicidade aguda para Daphnia magna, com LCsy 48h de 25
ng.L". Garric et al. (2007), estudando os efeitos toxicos do mesmo composto para D. magna,
encontraram um valor de LCsy 48h superior, sendo 1,7 ng.L'l. Os autores ainda observaram
uma reducdo significativa na sobrevivéncia, reprodugdo e taxa de crescimento de D. magna,
além de um aumento na percentagem de descendentes do sexo masculino.

Esta elevada toxicidade também foi observada por Tisler e Erzen (2006) em estudos
ecotoxicologicos realizados em Scenedemus subspicatus e Danio rerio com abamectina,
demonstrando que este composto ¢ altamente toxico para fitoplancton e peixes em
concentragdes muito baixas, sendo os valores de CEsy 4,4 mg.L" para S. subspicatus e 49,3
ug. L para D. rerio.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), de acordo com o decreto de
lei 4074/02, promove a reavaliagdo de registro de agrotdxicos, seus componentes e afins
quando surgem indicios da ocorréncia de riscos que desaconselham o uso de produtos
registrados ou quando o pais ¢ alertado nesse sentido, por organizagdes internacionais
responsaveis pela satde, alimentagdo ou meio ambiente, das quais o Brasil seja membro
integrante ou signatario de acordos (BRASIL, 2002).

Ainda conforme este decreto, como resultado das reavaliacdes pode-se: manter o
registro sem alteracdes; manter o registro, mediante a necessaria adequagdo; propor a
mudanga da formula¢do, dose ou método de aplicagdo; restringir a comercializagdo; proibir,
suspender ou restringir a producdo ou importagao; proibir, suspender ou restringir o uso;
cancelar ou suspender o registro (BRASIL, 2002).

Dentre os ingredientes ativos propostos para reavaliacio em 2008 pela ANVISA
(Resolugdo da Diretoria Colegiada — RDC n° 10, de 22 de fevereiro de 2008) esta a

abamectina, principio ativo do Vertimec”. Para a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria o
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ingrediente ativo abamectina, segundo estudos realizados, apresenta resultados preocupantes
relativos a toxicidade aguda e suspeita de toxicidade reprodutiva dessa substancia e de seus
metabolitos (BRASIL, 2008).

Os resultados da reavaliacdo ainda nao estdo disponiveis, sendo que até o presente
momento a abamectina ¢ classificada pela ANVISA na classe toxicologica I (extremamente
toxica) (BRASIL, 2008).

Em agosto de 2009 foi proposto na Assembléia Legislativa de Sdo Paulo um Projeto
de Lei (743/2009) que determina banir 14 principios ativos utilizados na formulagao de mais
de 200 agrotdxicos. Entre os principais maleficios causados pelos pesticidas que integram a
relagdo estdo cancer, mutagdes e problemas no sistema nervoso. Dentre os ingredientes, a
abamectina est4 citada (SAO PAULO, 2009).

No entanto, apesar dos riscos alertados pela ANVISA, ainda existem poucas pesquisas
sobre a toxicidade de abamectina nos ecossistemas aquaticos e, mais raros ainda, com a
formula comercial, o Vertimec®, visto que ndo foi encontrado nenhum trabalho em literatura
que envolva testes de toxicidade com a formula¢do comercial. Assim, pouco se sabe sobre as

interagdes entre os compartimentos € 0s organismos.
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3. JUSTIFICATIVAS

Como ja mencionado, o Vertimec® é amplamente utilizado em varias culturas,
inclusive morango e batata. O municipio de Bom Repouso, localizado no sul de Minas Geratis,
¢ um exemplo de locais onde a sua utilizacdo ¢ freqiiente e intensa. A principal atividade
econdmica do municipio ¢ 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 de Vertimec” associados ao fato de ser uma
regido com topografia acidentada e de alta incidéncia de chuvas. Tais situagdes favorecem o
aumento do escoamento superficial carreando para os mananciais os insumos agricolas.

Baseado nas informagdes obtidas em Bom Repouso através de um trabalho anterior
(PROJETO MOGI-GUACU: desenvolvendo agdes socio-ambientais, de autoria de
ESPINDOLA e BRIGANTE, 2009), realizado pelo Nucleo de Estudos em Ecossistemas
Aquaticos, do CRHEA/SHS/EESC/USP, verificou-se, por meio de entrevistas junto aos
agricultores, o uso intensivo e generalizado de diversos agrotoxicos, destacando-se, entre eles,
o Vertimec®. Assim, associado ao uso e tendo em vista que as informagdes a respeito da
abamectina ndo sdo suficientes para comprovar se seus efeitos sdo inofensivos a organismos
ndo-alvos, torna-se pertinente um maior conhecimento dos efeitos do Vertimec® no ambiente
aquatico.

Em relacdo ao uso das algas como organismos indicadores dos efeitos de
contaminantes, do ponto de vista ecoldgico, essas representam um grupo cosmopolita,
ocorrendo na superficie de todos os tipos de solo tendo, porém, sua maior distribui¢do na dgua
(BICUDO; BICUDO, 1970), onde constituem os principais produtores primarios de
compostos organicos de carbono. Sdo, portanto, parte fundamental da cadeia alimentar nos
ecossistemas aquaticos (ROUND, 1965a). Como aproximadamente 70% da superficie do

planeta estd coberta por dguas superficiais, a importdncia das algas nestes compartimentos
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ambientais reside nos processos de conversao de energia solar em energia quimica, que
circula através da cadeia alimentar, com liberagdo de oxigénio como subproduto (ROST,
1984).

A comunidade planctonica também apresenta um importante papel na ciclagem de
nutrientes nos ambientes aquaticos, participando das transformagdes bioquimicas da matéria
organica dissolvida e particulada. O fitoplancton ¢ um importante elo entre a matéria organica
dissolvida e os niveis troficos superiores, realizando sua conversdo em biomassa com notavel
eficiéncia (CARRILLO et al.,, 2004). A comunidade planctonica apresenta ainda uma
reciprocidade com o meio circundante, sendo que alteragdes nas relagdes de equilibrio entre
as variaveis fisicas, quimicas e bioldgicas podem resultar em profundos impactos sobre a
biota, com efeitos sobre a estrutura ¢ a produtividade dos sistemas aquaticos (LUCINDA,
2007).

De acordo com Lewis (1990), algas e macrofitas sdo mais sensiveis que invertebrados
e peixes para varios tipos de detergentes surfactantes, efluentes téxteis, tintas, combustiveis
sintéticos, herbicidas e uma variedade de compostos fitotoxicos. Outros estudos indicam
ainda que as algas tém se mostrado sensiveis para um amplo espectro de contaminantes
incluindo metais (BARTLETT et al., 1974; GREENE et al., 1988; HICKEY et al., 1991),
inseticidas organoclorados e compostos organicos industriais (KLAINE et al., 2003; LEWIS,
1995).

Frente a contaminagdo dos ambientes aquaticos por agrotdxicos, se faz necessario um
estudo mais complexo que envolva a influéncia do escorrimento superficial na toxicidade de
organismos aquaticos e, aliados a isso, um estudo em escala de mesocosmos que forne¢a uma
melhor compreensdo da comunidade fitoplanctonica em resposta a contaminagdo por

agrotoxicos. Pode ainda inferir que o estudo em si, realizado também em mesocosmos, podera
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contribuir para uma ampliacdo do uso dessa ferramenta dentro dos estudos ecoldgicos e

ecotoxicologicos, subsidiando pesquisas similares.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral dessa pesquisa foi avaliar os efeitos da aplicagdo do Vertimec® na
composicdo e densidade da comunidade fitoplanctonica (em ecossistemas aquaticos) por meio
de estudos laboratoriais ¢ “in situ” (mesocosmos), considerando a contaminagdo de parcelas
de solo, o escorrimento superficial (runoff) e a adigdo direta do contaminante nos

ecossistemas aquaticos.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar a toxicidade das amostras do runoff por meio de testes cronicos com o
organismo-teste Pseudokirchneriella subcapitata.

. Determinar as faixas de sensibilidade do ingrediente ativo do Vertimec®
“abamectina” ao organismo-teste Pseudokirchneriella subcapitata;

. Avaliar as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas (clorofila e comunidade
fitoplanctonica) da 4gua dos mesocosmos apds a contaminagao;

. Avaliar as possiveis alteragdes na estrutura (densidade e composi¢do) da

comunidade fitoplanctonica, com base em modificagdes estruturais e em indices ecologicos.
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5. MATERIAIS E METODOS

Para atender aos objetivos propostos, procurou-se, de forma mais sistematizada,
dividir a realizacdo das tarefas em trés etapas:

a) a primeira foi a execugdo do experimento do runoff, cujo objetivo foi verificar a
toxicidade do Vertimec® a partir da contaminagdo do solo ¢ a sua entrada ao ecossistema
aquatico, por meio de testes uniespecificos. Para isso foram realizados ensaios
ecotoxicologicos em laboratorio com a alga Pseudokirchneriella subcapitata exposta a agua
do runoff.

b) a segunda parte foi a execucdo do experimento em mesocosmos, procurando-se
verificar a toxicidade do Vertimec® em organismos aquaticos a partir de duas formas de
contaminag¢do do sistema aquatico: o aporte indireto do contaminante ao ecossistema aquatico
(aplicag@o prévia do contaminante no solo e carreamento ao corpo hidrico pelo runoff) e a
adicdo direta do contaminante no ecossistema aquatico, aplicando o agrotdxico, em sua
formulagdo comercial (Vertimec®), diretamente no ecossistema aquatico. Nesta etapa foi
avaliada a resposta da comunidade fitoplanctonica natural do sistema experimental e também
a resposta da alga P. subcapitata sob condigdes laboratoriais, exposta a agua dos
mesocosmos, em quatro situagdes experimentais: controle, runoff nao contaminado, runoff
contaminado e Vertimec”.

¢) considerando que o principal principio ativo do Vertimec® ¢ a abamectina,
procurou-se na terceira etapa avaliar os seus efeitos toxicos por meio de ensaios
uniespecificos, utilizando a alga P. subcapitata, determinando-se a faixa de sensibilidade da

espécie.
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5.1. Delineamento experimental do runoff

Este experimento foi realizado nas dependéncias do Centro de Recursos Hidricos e
Ecologia Aplicada (CRHEA), que pertence ao Departamento de Hidraulica e Saneamento
(SHS), da Escola de Engenharia de Sdo Carlos (EESC), Universidade de Sao Paulo (USP),
localizado no municipio de Itirapina, SP.

Nessa etapa do experimento, procurou-se simular uma situacdo de plantio, com
aplica¢do do agrotoxico e os conseqiientes efeitos da precipitacdo no transporte de material
(particulas de solo, organismos e contaminantes) para o ecossistema aquatico via runoff,
contribuindo para alteragdes fisicas, quimicas e biologicas.

Para a realizagdo do runoff duas parcelas de solo de 8 m* foram preparadas como em
uma cultura, onde toda a vegetacdo ¢ removida e o solo ¢ arado. Das parcelas, uma foi
contaminada com o agrotoxico Vertimec” (Syngenta), conforme apresentado nas Figuras 5 e
6, com o auxilio de um pulverizador costal (Figura 7) e a outra parcela foi apenas borrifada
com agua, utilizando o pulverizador costal, na mesma quantidade usada para a dilui¢do do
agrotoxico. O objetivo deste procedimento era obter um runoff controle (ndo contaminado) e
um runoff contaminado com o agrotoxico para verificar se as possiveis alteragdes seriam
provenientes do runoff (aumento da turbidez e concentracdo de nutrientes, por exemplo), do
agrotoxico ou de ambos.

A concentragio de Vertimec® utilizada para contaminar a parcela do solo foi a
indicada (pelo fabricante) nas culturas de morango, sendo 0,75 ml.L™' (o que representa 0,125
L.m’ de calda). Apés a contaminagdo, foi simulada uma chuva torrencial, tipica de verdo em
paises tropicais, como o Brasil (Figura 8). A simulag¢do de 19 mm de chuva ocorreu logo apds
a contaminag¢do do solo, sendo que esta média pluviométrica foi baseada numa série de dados

de 3 anos obtida na estac¢do climatologica do CRHEA.
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Antes da aplicacdo do agrotoxico e da simulacdo da chuva foram cavados sulcos
abaixo das parcelas de solo, para que a agua escoada superficialmente ficasse armazenada e
pudesse ser coletada (Figura 6). Esses sulcos foram revestidos com lona pléstica para que a
dgua ndo penetrasse no solo. A 4gua escoada foi coletada com o auxilio de baldes e

armazenadas em galdes de polietileno (Figura 9).

Figura 5: A figura A ilustra o local onde o experimento foi realizado e a figura B ilustra a
preparacao das parcelas de solo.

Figura 6: As figuras A e B ilustram o solo ja preparado e os sulcos revestidos por lona para
armazenagem da dgua escoada superficialmente.
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A - B

Figura 8: A figura A ilustra a simulagdo da chuva torrencial nas parcelas do solo previamente
contaminadas com o agrotoxico ¢ a figura B ilustra a 4gua escoando superficialmente.

Figura 9: A figura A ilustra o runoff armazenado nos sulcos ap6s o escoamento superficial e a
figura B ilustra e o recolhimento do runoff para a realizacdo dos testes.
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Com a agua coletada do runoff os ensaios laboratorias ¢ “in situ” foram montados,
com o objetivo de verificar a ocorréncia de toxicidade para os organismos aquaticos. No
laboratério foram montados ensaios ecotoxicoldégicos com o runoff utilizando a alga
Pseudokirchneriella subcapitata e em campo foram montados mesocosmos que foram
contaminados com o runoff e verificou-se a toxidade deste tratamento na comunidade
fitoplanctonica de um ambiente experimental. Considerando as questdes de infra-estrutura dos
laboratorios e o tempo necessario para a realizagdo das atividades, o experimento de runoff foi
efetuado duas vezes (uma no dia 26 de Fevereiro de 2008 e a outra em 04 de Dezembro de
2008), procurando-se ndo diferenciar as condi¢des climatologicas (verdo, com elevadas
temperaturas e maiores indices de pluviosidade). Com isso, no primeiro experimento apenas
os ensaios laboratoriais com P. subcapitata foram feitos, enquanto que, no segundo

experimento, os mesocosmos foram montados e contaminados com o runoff.

Os procedimentos laboratoriais como aquisi¢do, manutengdo da cultura e os testes
ecotoxicoldgicos com o organismo-teste encontram-se descritos no item 5.1.1. Os

procedimentos para os testes “in Situ” encontram-se descritos no item 5.1.2..

PARTE 1: EXPERIMENTOS LABORATORIAIS A PARTIR DO RUNOFF

5.1.1. Estudos ecotoxicologicos laboratoriais

a) Cultivo dos organismos-teste

Os exemplares iniciais para o cultivo de Pseudokirchneriella subcapitata foram
obtidos das culturas-estoque mantidas no Laboratério de Ecotoxicologia e Ecofisiologia de
Organismos Aquaticos do CRHEA/SHS/EESC/USP.

Os in6culos foram mantidos em meio agar inclinado com peptona protease, em

condi¢cdes controladas de temperatura e luminosidade. O cultivo foi feito em meio L.C. Oligo,
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o qual foi autoclavado a 121°C por 15 minutos. Em condigdes assépticas, com o auxilio de
uma al¢a de platina flambada e esfriada, uma por¢do do indculo da cultura so6lida de P.
subcapitata foi transferida para o frasco contendo meio de cultura, quando entdo foi encubada
a 25°C (= 2°C), com agitacdo e luminosidade continuas (100-175 rpm e 4.500 lux,
respectivamente), por um periodo de 5 a 7 dias, até atingir a fase exponencial de crescimento

(ABNT, 2005).

b) Testes de sensibilidade

Como uma pratica recomendada para avaliar as condigdes fisioldgicas do organismo-
teste, foram realizados mensalmente testes de sensibilidade com culturas de P. subcapitata
com a substancia de referéncia cloreto de sédio (NaCl), baseando-se nas recomendagdes da
ABNT (2005).

Para tanto, células de P. subcapitata na fase exponencial de crescimento foram
expostas por um periodo de 96 horas ao cloreto de sédio nas concentragcdes de 0 (controle);
0,5; 2,0; 3,5; 5,0 € 6,5 g.L'l. Os testes foram realizados em triplicatas usando frascos de
policarbonato com 250 mL de capacidade, contendo 100 mL da solucdo-teste. Os ensaios
foram manipulados em condigdes assépticas, com temperatura controlada em 25°C (+ 2°C),
sob agitacdo continua de 175 rpm em mesa agitadora e iluminagdo permanente de 4.500 lux.
No final da exposicdo, a contagem das células foi realizada em camara de Neubauer.

As solucoes de cloreto de sodio, utilizadas nos ensaios de sensibilidade foram
preparadas no momento da execu¢do dos ensaios e as diluicdes das concentragdes testadas
foram feitas utilizando-se o proprio meio de cultivo algaceo.

Com os resultados de sensibilidade obtidos ao longo do periodo amostral, foi
elaborada uma carta-controle, ou seja, a faixa de sensibilidade do organismo-teste, constituida

pelo valor médio, o desvio padrdo e coeficiente de variagao.
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¢) Testes de toxicidade com Pseudokirchneriella subcapitata com o runoff

Foram realizados testes de toxicidade cronica com amostras provenientes do runoff
contaminado (RC) e do runoff ndo contaminado (RNC). Para os testes, células de P.
subcapitata, na fase exponencial de crescimento, foram expostas aos contaminantes por um
periodo de 96 horas. Os experimentos foram realizados em triplicatas usando frascos de
policarbonato com 250 mL de capacidade, contendo 100 mL da solugdo-teste. Os frascos
foram colocados em uma mesa agitadora com velocidade de agitagdo de 100 a 175 rpm e sob
iluminacdo e temperatura controlados em torno de 25°C (+ 2°C). Os materiais envolvidos na
manuten¢do da alga e nos testes de toxicidade cronica foram previamente lavados com
detergente neutro, enxaguados com HCL 1M e autoclavados por 20 minutos a 121°C (ABNT,
2005).

Nos testes realizados com as aguas do runoff contaminado e ndo contaminado foram
feitas dilui¢des procurando atingir as seguintes concentragdes da agua do runoff: 100%, 50%,
25%, 12,5%, 6,25% e 3,12%. Para diluir as amostras do runoff foi usado meio L.C Oligo
(ABNT, 2005), conforme descrito na Tabela 3. Antes da dilui¢do, a agua do runoff foi
enriquecida com as solugdes de nutrientes do meio L. C. Oligo para que as dilui¢des nao

afetassem os testes devido a diferenca de nutrientes.

Tabela 3 - Valores das concentragdes-teste, agua de runoff e meio L.C.Oligo utilizados nos
experimentos laboratoriais de toxicidade.

Concentracao do teste Agua de runoff Meio L. C. Oligo
100% 100% 0
50% 50% 50%
25% 25% 75%
12,5% 12,5% 87,5%
6,25% 6,25% 93,75%

3,12% 3,12% 96,88%
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A determinacao da densidade celular foi realizada por meio da contagem de células no
microscopio Optico, utilizando-se um hemocitdmetro Improved Neubauer-Bright Line.
Aliquotas de 2 mL foram obtidas dos testes de toxicidade a cada 24 horas. Todos os
procedimentos de coleta das amostras, do preparo das solugdes-teste e da inoculagdo com a
espécie algal foram feitos em condi¢des assépticas em cabine de fluxo laminar. As amostras
destinadas a contagem das células foram fixadas com solugdo de lugol acético.

No final dos testes de toxicidade com P. subcapitata, amostras também foram
coletadas para a avaliacdo da concentracdo de clorofila a, do biovolume e do conteudo de
carbono organico. A determinag¢do das concentracdes de clorofila a foi realizada segundo
metodologia descrita em Nusch (1980). A aliquota para clorofila a foi filtrada em membrana
GF/C de 0,45 pum, a extracdo foi feita em etanol 80% a quente e a determinacdo em
espectrofotometria uv.

As algas foram caracterizadas morfologicamente quanto ao tamanho em (um) através
de medidas efetuadas em 30 organismos. As medidas foram feitas com ocular micrométrica,
em microscopio binocular Zeiss. Com as medida de tamanho foi calculado o volume celular
ou biovolume (um?). Para tanto, foi aplicado as dimensdes das células nas formas geométricas
mais apropriadas (VOLLENWEIDER, 1974; BOTTREL et al., 1976; WETZEL; LIKENS,
1991). Com as medidas do volume celular foi calculado o contetido de carbono orgénico total
por célula. Para tanto foi utilizada a relagdo entre conteudo de carbono e volume celular
(ROCHA; DUNCAN, 1985).

Para verificar se houve diferenca significativa (p<0,05) da densidade celular,
biovolume e contetdo de carbono entre o controle laboratorial e as demais amostras, os
resultados foram submetidos as analises de normalidade e de homogeneidade e, em seguida,

ao teste de Dunnett, utilizando o programa computacional TOXSTAT 3.4.
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d) Caracterizacao fisica e quimica do runoff
Antes da realizagdo dos ensaios ecotoxicologicos com o runoff algumas variaveis

limnologicas foram determinadas em laboratorio, conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4 - Metodologia de analise das variaveis fisicas e quimicas da agua do runoff.

Variavel (unidade) Instrumentacio Metodologia
Turbidez (NTU) Espectofotdometro Hack DR2000 -
Condutividade elétrica (uS.cm™) Condutivimetro Orion 145 -
pH Potenciometro Micronal B374 -
Dureza (mg.L™") Titulagio APHA (1995)
Material em suspensdo (mg.L™) Gravimetria em filtros TEIXEIRA et al. (1965)
Agrotoxico (Abamectina) (ug.L™) Cromatografia liquida -

PARTE II: EXPERIMENTOS IN SITU A PARTIR DO RUNOFF

5.1.2. Estudos ecotoxicologicos in situ

a) Design e instalaciao dos experimentos em mesocosmos

Este experimento também foi realizado nas dependéncias do CRHEA, sendo
executados no periodo de 04 a 14 de dezembro de 2008. Como mesocosmos foram utilizados
12 tanques cilindricos de polietileno com cerca de 58 cm de didmetro por 90 cm de altura
(aproximadamente 200 L), abertos na superficie e fundo (Figura 10), que foram previamente
lavados com HNO; e 4gua destilada. O experimento foi montado em triplicata para cada
tratamento e para o controle.

Com o intuito de manter as condigdes ambientais proximas as observadas em campo,
os tanques experimentais foram acondicionados dentro de um tanque maior de concreto
construido as margens da represa do Lobo (Figuras 10 e 11). Este tanque ja continha agua e
sedimento e uma comunidade biologica estabelecida. Os tubos de polietileno foram

preenchidos com a agua do tanque de concreto, sendo que a base dos tubos alcangou o fundo
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do tanque de concreto, englobando assim o sedimento. Pesos de concreto (“corpos de prova”
de aproximadamente 12 kg cada um) foram presos na superficie dos tanques experimentais,
evitando assim a flutuagdo dos mesmos ¢ a passagem de agua, sedimento ¢ organismos entre

0s tanques.

Figura 10: A figura A ilustra o barril de polietileno usado como mesocosmos, enquanto que a
figura B ilustra a disposi¢do dos mesocosmos no tanque de concreto localizado as margens da
represa do Lobo.

Figura 11: Esquema da disposicao dos tratamentos dos mesocosmos no tanque de concreto.
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Apo6s a introducdo dos tubos de polietileno, o experimento permaneceu em repouso
por dois dias para que o sistema se estabilizasse e entdo foi adicionado, em uma tnica vez, o
agrotoxico Vertimec® e a agua do runoff nos mesocosmos, estabelecendo os seguintes
tratamentos:

1) Mesocosmo controle (C): nenhum contaminante foi adicionado, permanecendo na
condicdo ja encontrada no tanque de concreto;

2) Mesocosmo com o runoff nio contaminado (RNC): neste tratamento 20 L da
agua foi retirada do mesocosmo e 0 mesmo volume da agua do runoff (ndo contaminado com
o agrotoxico) foi adicionado, resultando em 10% de runoff ndo contaminado em relagdo ao
volume total (200 L).

3) Mesocosmo com o runoff contaminado (RC): neste tratamento 20 L da agua foi
retirada e 0 mesmo volume da agua do runoff (contaminada com o agrotoxico) foi adicionado,
resultando em 10% do runoff contaminado em relagao ao volume total (200 L).

4) Mesocosmo com Vertimec® (V): neste tratamento o agrotoxico foi adicionado
diretamente na 4gua, na concentragdo de 0,04 mg.L™". Essa concentragio foi utilizada por ser a
concentracio de Vertimec® presente na 4agua do runoff realizado em fevereiro/2008,
determinado por cromatografia. Para que a concentra¢io de Vertimec® fosse 0,04 mg.L™”,
dilui-se 0,4 mL de Vertimec® no volume total do mesocosmo (200 L).

Apds a montagem do experimento in Situ, com aguas provenientes de parcelas de solo
contaminadas ou ndo, além da adi¢do do Vertimec® e do mesocosmo controle (Figura 12),
deu-se inicio as atividades seguintes, envolvendo coleta de amostras de agua para realizagao
de ensaios de toxicidade com algas, determinacdo de algumas varidveis fisicas, quimicas e

biologicas e para a analise da comunidade fitoplanctonica.



54

Figura 12: Mesocosmos experimentais apds a contaminagao.

Todo o procedimento do runoff, desde a contaminagdo do solo, subseqiiente simulagao
da chuva e o recolhimento da 4gua escoada, foi realizado no dia 04/12/2008, pela manha.
Logo apos este procedimento, os mesocosmos foram contaminados com o runoff e com o
Vertimec®. A agua do runoff foi levada até os mesocosmos em galdes de 20 L de capacidade.

Tanto para as analises limnoldgicas, como para a analise da comunidade
fitoplanctonica (descritas nos itens abaixo), foram coletadas amostras em todos os tratamentos
(controle, runoff ndo contaminado, runoff contaminado e Vertime™) e em um ponto fora dos
meosocosmos experimentais, porém dentro do tanque de concreto maior. Esse ponto,
denominado de ponto aleatdrio (A), foi estabelecido para verificar se as respostas obtidas ao
longo do experimento foram em funcao do tratamento, do represamento da dgua nas unidades

experimentais ou mesmo de ambos. Além disso, buscava-se avaliar a inexisténcia de
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passagem de agua entre unidades experimentais e a conseqliente contaminagdo do meio
externo aos mesocosmos.

Durante todo o periodo de estudo, os experimentos 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 dilui¢do. O nivel da agua no tanque de concreto e,
conseqiientemente, nos mesocosmos, foi mantido pela vazao constante de entrada e saida de

agua, a qual foi ajustada para um nivel previamente estabelecido.

b) Coleta de agua para as analises fisicas, quimicas e bioldgicas

Para caracterizacdo da 4agua dos mesocosmos foram efetuadas algumas analises
limnoldgicas seguindo metodologias especificas, sumarizadas na Tabela 5. As amostras de
dgua foram coletadas por sifonamento e acondicionadas em garrafas de polietileno
previamente lavadas com HNOj; 10%. Posteriormente, as amostras de dgua coletadas foram
separadas em duas fracdes, sendo uma congelada para posterior analise de nutrientes totais € a
outra filtrada em filtro de fibra de vidro GF/C com abertura de 0,45 pum, para posterior
determinagdo dos nutrientes dissolvidos. O filtro foi usado para a determinagdo de clorofila a
e feofitina. Para a andlise de material em suspensdo as amostras coletadas também foram
filtradas em filtro de fibra de vidro GF/C com abertura de 0,45 um. Algumas variaveis foram
ainda medidas em campo, como temperatura, pH, condutividade, oxigénio dissolvido,

utilizando uma multi sonda portatil, marca Horiba, modelo U-10.
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Tabela 5 - Metodologia de analise das principais variaveis fisicas, quimicas e bioldgicas da
agua do experimento em mesocosmo.

Variavel (unidade) Instrumentacio Metodologia
Temperatura (°C)
pH Medidor portatil -
Condutividade elétrica (uS.cm™) HORIBA U-10
Oxigénio dissolvido (mg.L™)
Material em suspensdo e suas fragdes (mg.L™") Gravimétrico TEIXEIRA et al. (1965)
Nitrito e nitrato (ug.L™) Espectrofotometria ~ MACHERETH et al. (1978)
fon aménio (ug.L™) Espectrofotometria KOROLEFF (1976)
Nitrogénio organico total (mg.L™) Espectrofotometria APHA (1995)
Fésforo total, dissolvido, fosfato inorganico (ug.L™") Espectrofotometria APHA (1995)
Silicato (ug.L™) Espectrofotometria GOLTERMAN et al., (1978)
Clorofila a e feofitina (ug.L™") Espectrofotometria NUSCH (1980)

¢) Coleta, preservacao e analise do fitoplancton

As amostras da comunidade fitoplanctonica foram coletadas com uma mangueira
plastica presa a uma régua de madeira (Figura 13) para que a amostra integrasse a coluna

d’agua dos tanques.

Figura 13: Mangueira utilizada para coletar amostras dos mesocosmos integrando a coluna
d’agua dos tanques.
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Foram coletados 100 mL para fitoplancton total, sendo as amostras preservadas em
solugdo de lugol acético 0,5%. A andlise quantitativa do fitoplancton foi realizada pelo
método de sedimentagdo descrita por Utermohl (1958), feita com o auxilio de um microscopio
invertido Zeiss Axioscop, em aumento de 400 vezes. As camaras de sedimentagdo utilizadas
nas contagens variaram em 2, 5, 10, 15 e 25 mL, conforme a densidade dos organismos. A
contagem dos campos foi feita em transectos verticais e o limite de contagem foi determinado
pelo critério de estabilizagdo do niimero de espécies, que foi obtido a partir de espécies novas
adicionadas ao nimero de campos contados (CALIJURI et al., 2006).

Para a contagem do fitoplancton, foi considerado como individuo os organismos
unicelulares, cendbios de cloroficeas, colonias e filamentos de cianobactérias e filamentos de
diatomaceas. A densidade dos organismos fitoplanctonicos foi calculada de acordo com a
formula descrita em Weber (1973):

org.L™! = (n/s.c).(1/h).(F)

Onde:

n = namero de individuos efetivamente contados;

s = area do campo em mm” no aumento de 40x;

¢ = numero de campos contados;

h = altura da camara de sedimentacdo em mm;

F = fator de corre¢do para milimetro (10> mm?/1ml).

Os taxa foram considerados dominantes quando apresentaram densidades maiores
que 50% da densidade total e quando superaram a densidade média da amostra foram
considerados abundantes (LOBO; LEIGHTON, 1986).

No final do experimento, apds a ultima coleta, foram filtrados em rede de plancton

(com abertura de malha de 20 um), 70 L de 4gua de cada mesocosmo para analisar
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qualitativamente a comunidade fitoplanctonica do sistema. A andlise foi realizada em
microscopio binocular Zeiss.

A identificacdo foi feita em termos de espécie sempre que possivel, com o auxilio de
literatura especializada: Bicudo ¢ Menezes (2006) para géneros de algas; Comas (1996) para
Chlorococcales; Ettl (1983) para Chlorophyta; Huber-Pestalozzi (1955) para Euglenophyceae;
Komarek e Anagnostidis (1999, 2005) para Chroococcales e Oscillatoriales; Komarek e Fott
(1983) para Chlorophyceae; Parra et al. (1982a, 1982b, 1982c, 1983) para Crhysophyceae,
Xantophyceae, Dinophyceae, Bacillariophyta e Chlorophyceae; Prescott e Bicudo (1982) para
Desmidiacae. O sistema de classificacdo adotado para as classes taxondmicas foi o de Round
(1965b, 1971).

A partir dos dados obtidos da composi¢ao e densidade da comunidade fitoplanctonica
foram calculados alguns indices ecoldgicos (Tabela 6):

Indice de riqueza (d)

Numero total de espécies em uma unidade amostral, expressando de forma
compreensivel e instantanea, a diversidade (ODUM, 1983).

Indice de Diversidade (H)

A diversidade de espécies considera tanto o numero de espécies quanto a abundancia
das espécies, podendo ser medida por varios indices. Neste estudo foi utilizado o indice de
diversidade de Shannon-Wiener. O indice de Shannon-Wiener expressa a importancia relativa
de cada espécie e ndo apenas a propor¢do entre espécies e individuos. Odum (1988) reportou
que este ¢ o indice que atribui um maior peso a espécies raras, prevalecendo, desta forma, o
componente de riqueza de espécies (PEET, 1974). O indice de Shannon-Wiener assume,
também, que os individuos sdo amostrados ao acaso de uma populagdo indefinidamente
grande (PIELOU, 1983) e que todas as espécies estdo representadas na amostra coletada,

sendo relativamente independente do tamanho da amostra.
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Indice de Dominancia (D)

O indice de Simpson exprime, basicamente, a abundancia das espécies mais comuns,
sendo, conseqiientemente, mais sensivel a mudangas que ocorrem nestas espécies
(MAGURRAN, 2004). O indice expressa a probabilidade de dois individuos retirados
aleatoriamente ndo pertencerem a mesma espécie, dando maior peso as espécies comuns.

Indice de Equitabilidade (J°)

O indice de equitabilidade refere-se ao padrao de distribuicdo de individuos entre as
espécies; representando a medida da similaridade das abundancias de diferentes espécies em

um grupo ou comunidade, indicando se ha ou ndo dominédncia de uma espécie ou grupo de

espécies (ODUM, 1983).

Tabela 6 - Indices ecoldgicos utilizados neste estudo, com formulas e descrigdes.

Indices calculados Formulas Descricao
d a—1 S = ntimero de espécies
Riqueza = o g N N = niimero de individuos
pi=ni/n
Diversidade (Shannon- 21 = gurtn’ero total de indlwduos
. v e cada tdxon na amostra
- —Z(pi.log, pi S
Wiener) &7 (i 1 i) n = numero total de individuos
na amostra.

ni = numero total de individuos

Dominancia (Simpson (e — 1 de cada taxon na amostra
( pson) D= Z EE L / n = numero total de individuos
NN — 1) na amostra.
. H ' H’ = diversidade da amostra
Equitabilidade | =—— S = niimero de taxa na unidade

log, § amostral




60

d) Periodo e freqiiéncia das amostragens

As coletas nos tanques iniciaram-se logo apos o periodo de estabilizacdo, antes da
contaminagio com o runoff ¢ Vertimec®, no dia 04/12 (considerado o tempo zero), pela
manha. Neste mesmo dia, logo ap6s a primeira coleta, foi feita a contaminagao dos tanques e,
tr€s horas depois, foi feita novamente uma coleta (tempo: 3 horas) e assim sucessivamente,
por um periodo de dez dias: 05/12 (24h apds a contaminagdo), 06/12 (48h), 07/12 (72h),
08/12 (96h), 09/12 (120h), 10/12 (144h), 11/12 (168h), 12/12 (192h), 13/12 (216h) ¢ 14/12

(240h), conforme descrito na Tabela 7.

Tabela 7 - Cronograma de coleta de amostras de 4gua nos mesocosmos para as diferentes analises.

Horas 0 3 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Analise
limnologica

Fitoplancton

Testes de
toxicidade

5.1.3. Estudos ecotoxicoldgicos laboratoriais, utilizando Pseudokirchneriella

subcapitata e agua dos mesocosmos

Com o objetivo de verificar a toxicidade dos diferentes tratamentos dos mesocosmos
no organismo-teste P. subcapitata, ensaios cronicos, em condigdes laboratoriais, foram
montados com amostras de dgua. Trés ensaios de toxicidade, com amostras coletadas nos
mesocosmos (C, RNC, RC e V), foram montados. As coletas foram feitas trés horas apds a
contaminacdo (1° dia), ap6s 120h (5° dia) e 240h (10° dia), conforme cronograma apresentado
na Tabela 7. Essas datas foram estabelecidas em fun¢ao do periodo de degradagdo do produto

(em média 4 dias), além de se considerar o inicio e final do experimento.
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Para os ensaios de toxicidade ndo foram feitas diluicOes seriadas das amostras dos
mesocosmos, sendo as mesmas somente enriquecidas com as solugdes nutritivas do meio L.C
Oligo. Para o teste, cé¢lulas de P. subcapitata, na fase exponencial de crescimento, foram
expostas por um periodo de 96 horas aos tratamentos. Os experimentos foram realizados em
triplicatas usando frascos de policarbonato com 250 mL de capacidade, contendo 100 mL da
solugdo-teste. Os frascos foram colocados em uma mesa agitadora com velocidade de
agitacdo de 100 a 175 rpm, sob iluminagdo e temperatura (25°C + 2) controladas (ABNT,
2005). Um controle laboratorial (em triplicata) foi montado para verificar as condi¢cdes de
testes, porém para comparagdo das respostas entre os diferentes tratamentos nos mesocosmos
foi usado como referéncia o controle de campo (Mesocosmo C).

A determinagdo da densidade celular foi realizada através de contagem de células ao
microscopio Optico utilizando-se um hemocitdometro Improved Neubauer-Bright Line. Todos
os procedimentos de coleta das amostras, do preparo das solugdes-teste e da inoculacdo com a
espécie algal foram feitos em condicdes assépticas em cabine de fluxo laminar. As amostras

destinadas a contagem das células foram fixadas com solugdo de lugol acético.

PARTE III: ESTUDOS LABORATORIAIS COM ABAMECTINA

5.1.4. Ensaios ecotoxicolégicos com abamectina, utilizando Pseudokirchneriella

subcapitata como organismo- teste

Paralelamente aos experimentos do runoff e dos mesocosmos, foram desenvolvidos
ensaios ecotoxicologicos em laboratorio com o principio ativo do Vertimec®, a abamectina,
utilizando a alga Pseudokirchneriella subcapitata, com o objetivo de determinar a faixa de

sensibilidade da alga ao quimico.
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Para tanto, foram realizados dois ensaios com abamectina (Sigma Aldrich) nas
seguintes concentragdes: 1, 5, 10, 15 ¢ 20 mg.L™. A solugdo-estoque de abamectina de 10 g.
L' usada para as diferentes concentragdes foi preparada no momento da execugdo dos
ensaios, diluindo-se 0,05 g de abamectina em 5 mL de acetona. Assim, a maior concentracao
do solvente (acetona) presente nos testes foi 200 pL, por isso, além das 5 concentracdes de
abamectina testadas e do controle de laboratorio (meio L.C. Oligo), mais dois controles foram
usados: um controle contendo o solvente na concentragdo de 100 uL. e o outro controle

contendo solvente na concentracdo de 200 pL, conforme descrito na Tabela 8.

Tabela 8 - Volume do solvente (acetona) presente nos testes.

Concentracoes testadas Volume de acetona (pL)
Controle -

Controle do solvente 100
Controle do solvente 200
1 mg.L" de abamectina 10
5mg.L" de abamectina 50
10 mg.L"' de abamectina 100
15 mg.L" de abamectina 150
20 mg.L" de abamectina 200

Para verificar se houve diferenca significativa (p<0,05) entre o controle e o controle
com solvente, os resultados foram submetidos as analises de normalidade e de
homogeneidade e, em seguida, ao teste de Dunnett, utilizando o programa computacional
TOXSTAT 3.4.

Os resultados dos testes de toxicidade foram expressos em CI50;96h, que representa a
concentragdo que inibiu 50% do crescimento algdceo, calculados através do programa
computacional Clp (NORBERG-KING, 1993).

As condigdes de teste foram as mesmas ja descritas anteriormente, sendo realizado em

triplicata, com duragdo de 96 horas, sob iluminacdo continua, temperatura controlada (25°C +
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2) e agitacdo constante (100 a 175 rpm). No final da exposicdo, a contagem celular foi
realizada em camara de Neubauer.

No inicio do ensaio cronico com P. subcapitata e apos 96h de exposigao, aliquotas da
solugdo-teste foram submetidas a cromatografia, para a quantificagdo da concentracgao real de
abamectina presente. Todas as cinco concentragdes testadas e controle laboratorial foram
analisados, sendo que este procedimento foi realizado somente em um ensaio.

Os residuos de abamectina nas amostras foram determinados por cromatografia liquida
de alta performance com fluorescéncia (HPLC/FLU - Agilent® 1200 series). A extragdo foi
feita com acetonitrila (P.A) em cartucho C-18. Os limites de detec¢do e quantificacdo foram
0,1 e 0,2 pgL", respectivamente. A solugdes-padrdo de abamectina foi preparadas em

acetonitrila (100 mg.L™") e mantidas no escuro, sob refrigeracio a 4°C.
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6. RESULTADOS

No sentido de facilitar a analise dos resultados que foram obtidos na presente pesquisa,
procurou-se apresentd-los na mesma seqiiéncia dos materiais € métodos, dividindo-os em 3
etapas: os estudos ecotoxicologicos laboratoriais a partir do runoff com a alga P. subcapitata,
os estudos ecotoxicoldgicos in Situ com a comunidade fitoplanctonica e laboratorial com P.
subcapitata a partir dos mesocosmos (apos adi¢ao dos contaminantes) e os laboratoriais com
a abamectina, um dos principais principios ativos do Vertimec®.

Como as informagdes sobre os testes de sensibilidade sdo comuns aos diversos
experimentos realizados, fazendo parte da rotina laboratorial e dos diversos protocolos da

ABNT, optou-se em apresenta-los previamente aos demais resultados.

6.1. Testes de sensibilidade da alga Pseudokirchneriella subcapitata

Os resultados dos dez testes de sensibilidade com P. subcapitata, obtidos apos
exposicao as diferentes concentragdes de NaCl, sdo apresentados na Figura 14 e Tabela 11, do
Anexo A, verificando-se inibigdo acentuada do numero de células de P. subcapitata quando
expostas a concentragdes crescentes desta substancia teste.

Os valores da CI50;96h estiveram compreendidos entre 1,85 e 3,69 g.L'l, com média
de 3,11 g.L"'de NaCl, correspondendo a um limite superior de 4,49 g/L"' ¢ inferior de 1,74
g/L'1 de NaCl, com coeficiente de variacao de 22,05%

Os resultados das andlises estatisticas (Teste de Dunnett) para os resultados da

sensibilidade da alga ao NaCl constam nas Tabelas 1 a 10, do Anexo A.
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Figura 14. Sensibilidade de P. subcapitata ao cloreto de sodio apds 96h de exposicao

6.2. Estudos ecotoxicolégicos laboratoriais a partir do runoff

6.2.1. Analise granulométrica, nitrogénio, fésforo e metais no solo

Os resultados da andlise granulométrica do solo na 4area experimental estdo
apresentados na Tabela 9. O solo caracteriza-se como predominantemente arenoso (acima de
60%), com menor contribuicdo de silte (15,4%) e argila (1,8%). As concentracdes de metais
encontradas foram de 0,475 mg.kg" para cadmio; 7,975 mg.kg ™' para cobre; 0,5 mg.kg" para
cromo; 83,4 mgkg™! para ferro; 91,2 mg.kg' para manganés e 2,02 mg.kg" para zinco. Os

valores de nitrogénio foram de 4,64% e os de fosforo total de 0,69 pg.g™.

Tabela 9 - Resultados da andlise granulométrica, conteudo de matéria organica na amostra de
solo da é4rea experimental

Tipo de solo Frac¢ao do solo (%)
Matéria organica (%) 13,45
Areia grossa 2,7
Areia media 17,3
Areia fina 45,6
Silte 15,4

Argila 1,8




66

6.2.2. Caracterizacio fisica e quimica da agua do runoff

Os resultados de turbidez, dureza, pH, condutividade elétrica e material em suspensao
da agua do runoff, em suas diferentes dilui¢des, estdo apresentados na Figura 15 e nas Tabelas
12 a 17 do Anexo A.

A agua do runoff apresentou pH neutro (entre 6,36 ¢ 7,71) e concentracdo de oxigénio
dissolvido acima de 6,0 mg.L'l, em ambas as amostras de runoff (RNC - runoff nao
contaminado e RC - runoff contaminado), conforme apresentado nas tabelas 14 ¢ 16 do Anexo
A. Para dureza (Tabela 15, do Anexo A), os valores demonstraram um gradiente inverso a
dilui¢do, variando de 4 a 42 mg.L'ICaCO3 no RNC e de 4 a 44 mg.L'ICaCO3 no RC. Com
relacdo a condutividade (Tabela 13, do Anexo A), as amostras ndo diluidas (100%)
apresentaram menores valores (inferiores a 26 uS.cm™), porém com o aumento da diluigio do
runoff com o meio de cultura algaceo, foi observado um aumento na condutividade, com
valores maximos de 182,6 e 152,7 pS.cm’l, respectivamente em RCN e RC (em 3,12% de
dilui¢@o), o que pode ser atribuido ao aumento da concentracao de sais dissolvidos no meio.

Os valores de turbidez (Tabela 12 do Anexo A) variaram entre 37 NTU na amostra
mais diluida (3,12%) e 930 NTU na amostra nao diluida (100%) no runoff ndo contaminado e
de 30 a 890 NTU no runoff contaminado. Assim, quanto maior a dilui¢do menores valores de
turbidez foram registrados. Os valores minimos de material em suspensao total foram de 37,4
e 50,3 mg.L" (em RNC e RC, respectivamente), com concentragdes maximas superiores a
4000 mg.L" em ambos os tratamentos. A maior parte do material em suspensdo total foi
representada pela fragdo inorgénica (solidos fixos), contribuindo acima de 60% tanto no RNC
como no RC; porém para as trés formas de material em suspensdo (total, inorganico e
organico) o runoff contaminado apresentou os maiores valores, como pode ser observado nas

Tabelas 17, 18 ¢ 19, do Anexo A.



A analise cromatografica demonstrou auséncia de abamectina no

contaminado e uma concentra¢io de 40 pg.L™' no runoff contaminado.
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Figura 15. Valores obtidos para turbidez, dureza, pH, condutividade elétrica, oxigénio
dissolvido e material em suspensdo nas diferentes concentragdes do runoff ndo contaminado

(RNC) e contaminado (RC).
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6.2.3. Testes de toxicidade com P. subcapitata

Os efeitos do runoff sobre a densidade celular de Pseudokirchneriella subcapitata
estdo apresentados na Figura 16 e no Anexo A (Tabela 20). Um crescimento na densidade
celular com o aumento da diluicdo foi observado tanto para a amostra ndo contaminada
(RNC) como para a amostra contaminada (RC), sendo que o crescimento algaceo no controle
laboratorial ndo foi superado por nenhuma amostra nas diferentes dilui¢des (de 3,12 a 100%).

Na Figura 17 ¢é possivel observar que em todas as concentragdes do runoff ndo
contaminado houve diferenga significativa (teste de Dunnett) na densidade celular quando
comparado com o controle laboratorial. Também ¢ demonstrado o crescimento celular em
comparacdo a turbidez (Figura 17), verificando-se a relagdo entre ambos, ou seja, a inibigdo
em funcdo de um possivel efeito fisico. A mesma relacdo entre crescimento e turbidez ¢
observada para o runoff contaminado, que apresentou diferenga significativa em todas as
diluic¢des, exceto na 6,25%, quando comparadas ao controle laboratorial (Figura 17).

Cada diluicdo do RC também foi comparada, através do teste de Dunnett, com a
mesma concentragdo do RC (Anexo B), ndo sendo verificada diferenga significativa,
indicando que a reducdo da densidade ndo ocorreu em func¢do da aplicagdo do agrotoxico.

A partir destas observacdes € possivel dizer que a inibi¢do do crescimento algaceo nao
ocorreu em fun¢do do produto aplicado, mas sim em funcao da turbidez, uma vez que a faixa
da mesma ¢ muito parecida entre as amostras ndo contaminadas e as contaminadas, variando
entre 37 e 930 NTU e 30 e 890 NTU, respectivamente. Desta forma, todas as amostras,
independentemente do tratamento e da dilui¢do, causaram efeitos de inibi¢do para a alga P.

subcapitata.
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Figura 16. Curvas de crescimento de Pseudokirchneriella subcapitata durante teste de
toxicidade cronica ao runoff ndo contaminado (RNC) e contaminado (RC).
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Figura 17. Resultados dos testes de toxicidade (96h) com P. subcapitata analisando as
diferencas entre o controle de laboratorio com a agua do runoff ndo contaminado (RNC) e
contaminado (RC) através do teste de Dunnett, relacionando com as medidas de turbidez.
"Indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle (p<0,05)

Na Figura 18 e Tabela 21, do Anexo A, pode ser observada a comparagdo entre as

concentragdes da clorofila a das amostras ndo contaminadas (RNC) com as amostras

contaminadas (RC). As curvas obtidas s3o muito parecidas e confirmam os resultados dos

testes de toxicidade. Desta forma, ndo foi possivel verificar algum efeito do Vertimec® no

crescimento algaceo, confirmando a inibicdo do crescimento mais por uma condi¢do fisica

(turbidez) do que quimica (presenga do agrotdxico).
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Figura 18. Concentragao de clorofila a de P. subcapitata apdos 96h de exposigao ao runoff nao
contaminado (RNC) e contaminado (RC), sendo CL o controle laboratorial.

Os dados de biovolume e do conteudo de carbono organico total estdo apresentados na
Figura 19 e Anexo A (Tabelas 22 e 23). O teste de Dunnett somente indicou diferenga
significativa com relagdo ao controle laboratorial na concentracdo de 50% do runoff
contaminado. Nesta diluigdo, as células de P. subcapitata apresentaram menor volume (em
média 0,38 um’) e, portanto, menor contetido de carbono organico (0,04 pg.cel’) do que as
células do controle, com um volume médio de 0,89 um3 e contetido de carbono organico total
de 0,11 pg.cel™.

Na concentragdo de 3,12% tanto para o runoff contaminado (RC) como para o nao
contaminado (RNC), o biovolume e contetido de carbono organico total foram mais elevados
em relacdo ao controle de laboratdrio, indicando, possivelmente, o favorecimento em
decorréncia das condi¢des nutricionais.

Os resultados das andlises estatisticas do Teste de Dunnett estdo apresentados nas

Tabelas 24 a 29, do Anexo A.
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Figura 19. Biovolume e contetido de carbono organico de P. subcapitata apos 96h de
exposi¢ao ao runoff nao contaminado (RNC) e contaminado (RC), sendo CL o controle de
laboratério. ~Indica diferencga estatisticamente significativa em relagcdo ao controle (Teste de
Dunnett; p<0,05)

6.3. Estudos ecotoxicolégicos in situ (mesocosmos) e laboratoriais a partir do

runoff

Considerando a elevada diferenca registrada entre as réplicas (o que ¢ esperado em
experimentos dessa natureza), de um mesmo tratamento (controle, runoff contaminado, runoff
ndo contaminado e adigdo direta do Vertimec®), optou-se, no presente item, em apresentar
somente os resultados referentes a uma unidade experimental de cada tratamento. Neste caso,
optou-se pelos resultados obtidos nos mesocosmos nos quais foram coletadas as amostras para
a realizacdo dos testes de toxicidade com P. subcapitata, permitindo uma analise comparativa

dos efeitos in situ (comunidade fitoplanctonica) e laboratorial (uniespecifico).
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6.3.1. Variaveis limnologicas obtidas durante periodo experimental in situ

6.3.1.1. Temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica da agua

Os valores de temperatura da 4gua, pH, oxigénio dissolvido e condutividade obtidos

no decorrer do experimento podem ser observados na Figura 20 e nas Tabelas 30 a 33, do

Anexo A.
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Figura 20. Valores obtidos para temperatura da dgua, pH, oxigénio dissolvido e condutividade
durante o periodo amostral, nos diferentes tratamentos dos mesocosmos (C: controle, RNC:
runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® e A: aleatorio)

Os valores de temperatura da agua (Figura 20 e Tabela 30, do Anexo A), em todos os
mesocosmos € no ponto aleatorio, foram bem proximos, variando no decorrer do experimento
entre 22,6°C ¢ 27,9°C.

Em todos os mesocosmos, inclusive no controle, observou-se um aumento do pH logo
apos a adicdo dos contaminantes e¢ posterior diminuicdo no decorrer do experimento. Os

valores de pH (Figura 20 e Tabela 31, do Anexo A) entre 0os mesocosmos também foram bem
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proximos entre si, variando entre 5,7 e 8,5, sendo mais acidos em C e RNC, neutros em RC ¢
mais basicos em V e A, em sua maioria, embora com algumas excegdes em cada tratamento e
periodo de coleta

Para oxigénio dissolvido (Figura 20 e Tabela 32, do Anexo A) também foi observado
o mesmo padrao de variagdo entre os mesocosmos e o ponto aleatério, ocorrendo um aumento
na concentragdo de oxigénio logo apos a adi¢do dos contaminantes ¢ reducdo gradativa no
decorrer do experimento. Apenas no décimo dia do experimento verificou-se um aumento na
concentragdo de oxigénio dissolvido, ndo atingindo, no entanto, os valores iniciais. Apesar de
todos 0s mesocosmos apresentarem a mesma variacao durante o periodo amostral, os valores
diferiram entre si. No tratamento com Vertimec® verificou-se os maiores valores (10 mg.L"
no inicio, 11,7 mg.L" ap6s a adi¢do do contaminantes e 8,2 mg.L™' no final do experimento).
Em geral, as concentragdes de oxigénio dissolvido variaram entre 2,5 ¢ 11,7 mg.L™" entre os
tratamentos.

Para condutividade elétrica (Figura 20 e Tabela 33 do Anexo A) foi observado um
padrio entre o tratamento controle, o tratamento com Vertimec® e o ponto aleatdrio,
ocorrendo um aumento dos valores com o decorrer do experimento. Nos mesocosmos tratados
com runoff este padrdo nio foi observado, pois houve redugdo nos valores de condutividade
apos a adi¢do do runoff (de 72 para 66 uS.cm” no RNC e 75 para 62 uS.cm™ no RC), com
posterior aumento, equiparando-se aos valores observados nos demais tanques. Os valores de
condutividade estiveram compreendidos entre 62 e 111 pS.cm™, sendo mais elevados no

ponto aleatdrio.

6.3.1.2. Formas nitrogenadas, fosfatadas e silicato reativo

Os valores de nitrogénio total, nitrito, nitrato e ion amodnio, obtidos no decorrer do

experimento, podem ser observados na Figura 21 e no Anexo A (Tabelas 34 a 37).
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Apesar de ndo haver similaridade entre os valores de nitrogénio total (Figura 21 e
Tabela 34, do Anexo A) entre os mesocosmos, em todos os tratamentos houve diminui¢ao da
concentragdo entre os tempos 0 e 3h, com posterior aumento. As concentragdes minimas e
maximas, respectivamente, foram: 0,7 ¢ 1,7 mg.L'] no tratamento C; 0,7 e 1,26 mg.L'1 no
tratamento RNC; 0,42 ¢ 1,59 mg.L'1 no tratamento RC; 0,28 ¢ 1,73 mg.L'1 no tratamento V;

0,23e2,19 mg.L'1 no tratamento A.
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Figura 21. Valores obtidos para nitrogénio total, nitrito, nitrato ¢ amonio durante o periodo
amostral, nos diferentes tratamentos dos mesocosmos (C: controle, RNC: runoff nao
contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec e A: aleatorio).

Para nitrito (Figura 21 e Tabela 35, do Anexo A) nos tratamentos RNC e RC houve
consideravel aumento depois da adi¢do do runoff, passando de 1,49 para 11,33 pg.L"' no RNC
e de 2,0 para 16,01 pg.L"' no RC, demonstrando o efeito da adicio do runoff nos dois
tratamentos, com posterior decaimento. No decorrer do experimento estes valores

diminuiram, equiparando-se com demais tratamentos, que ndo apresentaram grande variagao
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na concentracao de nitrito durante o periodo amostral. Em geral, nos demais tratamentos os
valores estiveram entre 1,16 ¢ 2,11 ug.L'] em C, entre 1,0 e 2,75 ug.L'l em V e entre 1,33 ¢
1,71 ug.L'] em A.

As concentragdes de nitrato (Figura 21 e Tabela 36, do Anexo A) diminuiram no
decorrer do experimento em todos os tratamentos, exceto no tanque RNC e RC, que tiveram
aumento apés a adi¢ao do runoff, porém com o passar dos dias as concentragdes de nitrato
também diminuiram nestes tratamentos. Os valores obtidos variaram entre 12,48 e 44,73
ug.L'] em C, entre 8,26 ¢ 25,46 ug.L'1 em RNC, entre 10,6 ¢ 41,36 pg.L'l em RC, entre 9.6 e
30,89 ug.L' em V e entre 12,22 € 27,55 pg.L™" em A.

Para o ion amonio (Figura 21 e Tabela 37, do Anexo A) houve grande variacdo entre
as datas e os tratamentos, sendo que as concentragdes minimas € maximas foram,
respectivamente, de 63,08 ¢ 189,98 ug.L'] em C; 7,28 ¢ 187,7 p,tg.L'l em RNC; 44,76 ¢ 367,81
pg.L'em RC; 14,35 ¢ 101,86 pg.L'em V de 17,26 a 84,16 pg.L™" em A. Pelos dados obtidos
verifica-se que os valores obtidos foram maiores em C, RNC e RC, reduzindo
acentuadamente em V e com menores valores em A.

Os valores de fosforo total, fosfato total dissolvido, fosfato inorganico e silicato
reativo obtidos no decorrer do experimento podem ser avaliados na Figura 22 e no Anexo A

(Tabelas 38 a 41).
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Figura 22. Valores obtidos para fosforo total, fosfato total dissolvido, fosfato inorganico e
silicato no periodo amostral, nos diferentes tratamentos dos mesocosmos (C: controle, RNC:
runoff nio contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® ¢ A: aleatério).

As concentracdes de fosforo total (Figura 22 e Tabela 38, do Anexo A) aumentaram
em todos os tratamentos no decorrer do experimento, sendo que as maiores concentragdes
foram 324,37 ug.L'1 no RC; 212,49 ],Lg.L'1 no V; 172,79 ],Lg.L'1 no A; 167,21 ug.L'1 no RC e
117,55 ug.L™" no C, sendo bem mais elevada no tratamento RC.

Este aumento gradativo no decorrer do periodo amostral também foi observado para
fosfato total dissolvido (Figura 22 e Tabela 39, do Anexo A), com as maiores concentragdes,
41,93 e 66,77 pg.L”, registradas nos tratamentos RNC e RC, respectivamente. Uma maior
homogeneidade nos valores obtidos foi verificada nos tratamentos C, V e A, a partir de 72h
do inicio do experimento. Para fosfato inorganico (Figura 22 e Tabela 40, do Anexo A) houve
pouca diferenga entre os tratamentos C, V e A, com variagdo temporal bem semelhante entre

si. Para os mesocosmos que receberam o runoff, a variagio foi de 4,51 a 25,8 ug.L” no RNC ¢
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de 4,69 a 31,61 pg.L™ no RC, sendo que os aumentos foram registrados apds a contaminagio
dos mesocosmos.

As concentracdes de silicato reativo (Figura 22 e Tabela 41, do Anexo A) variaram de
forma mais homogénea em todos os tratamentos durante o experimento, com concentragdes
variando entre 4,89 ¢ 13,11 mg.L"'. Em geral, os valores iniciais estiveram compreendidos
entre 6,35 € 6,98 mg.L'l, demonstrando maior homogeneidade, praticamente duplicando em
todos os tratamentos apos 3 horas do inicio do experimento (entre 11,45 ¢ 12,88 mg.L") e

reduzindo a valores proximos aos iniciais apos 240h (entre 4,89 e 6,65 mg.L™).

6.3.1.3. Material em suspensdao total, organico e inorganico

Os valores do material em suspensdo total, inorganico e organico obtidos no decorrer
do experimento podem ser observados na Figura 23 e no Anexo A (Tabelas 42 a 44). As
maiores concentragdes de material em suspensdo total ocorreram nos tratamentos RNC e RC,
sendo que os valores maximos foram observados logo apds a adi¢ao do runoff, passando de
11,15 para 58,16 mg.L™' no RNC e de 10,3 para 99,4 mg.L" no RC. Com o passar dos dias,
devido a sedimentacdo do material particulado oriundo do runoff, as concentra¢des ficaram
proximas as encontradas no inicio do experimento. Nos demais tratamentos as concentragdes
iniciais e finais variaram entre 3,2 e¢ 12,48 mg.L'l, com os menores valores ocorrendo no
tratamento com Vertimec”.

A mesma tendéncia foi observada para material em suspensdo inorganico e organico
(Figura 23 e Tabelas 43 e 44, do Anexo A), nos tratamentos RNC e RC, com aumento na
concentragdo apds a adigdo do runoff e diminuigdo com o decorrer dos dias, € nos tratamentos
C, V e A verificou-se pouca variagdo no periodo amostral. Destaca-se, nos experimentos

RNC e RC que a fragdo inorganica contribuiu com mais de 70% dos valores de material em
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suspensao total, o que foi inverso nos demais tratamentos, ou seja, maior contribui¢ao de

material orgénico.

Material em Suspenséo Total
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Figura 23. Valores obtidos para material em suspensdo total, inorganico e organico durante o
periodo amostral, nos diferentes tratamentos dos mesocosmos (C: controle, RNC: runoff ndo
contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® e A: aleatorio).

6.3.1.4. Clorofila a e feofitina

Os valores de clorofila a e feofitina, obtidos no decorrer do experimento, podem ser
avaliados na Figura 24 e Anexo A (Tabela 45 e 46).

No tratamento controle (C) e no ponto aleatorio (A) foram registradas as maiores
concentragdes de clorofila a durante o experimento, com valores crescentes no decorrer dos
dias (variando de 13,95 a 39,06 pg.L™' em C e de 18,14 a 24,41 ug.L"' em A). No tratamento
RNC as concentragdes de clorofila a foram menores (de 10,46 pg.L™' no inicio do

experimento a 13,95 pg.L”' no final) e nos tratamentos que receberam a aplicacdo do
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agrotoxico (RC e V) verificou-se reducio mais acentuada, variando de 12,56 pg.L™' para 4,19
g L™ no tratamento V e de 11,16 pg.L™" a 6,28 pg.L ™" no tratamento RC.

Para feofitina os valores mininos e maximos observados foram: 5,79 ¢ 11,23 ug.L" no
tratamento C; 0,98 € 9,02 ug.L'1 no tratamento RNC; 1,05 e 6,84 ug.L'1 no tratamento RC; 0 e
5,16 ],Lg.L'1 no tratamento Ve de 2,93 a 7,18 ug.L'1 no tratamento A.

Clorofila a Feoftina

Figura 24. Valores obtidos para clorofila a e feofitina durante o periodo amostral, nos
diferentes tratamentos dos mesocosmos (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC:
runoff contaminado, V: Vertimec® e A: aleatdrio).

6.3.2. Composicao e estrutura da comunidade fitoplanctonica

6.3.2.1. Composicao da comunidade fitoplancténica

Considerando todos os tratamentos foram identificados 48 taxa de algas, distribuidos
em 10 classes. Chlorophyceae foi a classe com maior nimero de taxa (26), correspondendo a
54% do total, seguida por Bacillariophyta, com 6 taxa (13%), Cyanobacteria com 5 taxa
(10%), Zygnemaphyceae com 4 taxa (8%), Xantophyceae com 2 taxa (5%) e
Chlamydophyceae, Oedogonophyceae, Euglenophyceae, Dinophyceae, Chrysophyceae com
apenas 1 taxon (2% em cada classe). A composicdo taxondmica encontra-se descrita na
Tabela 10. Alguns taxa identificados no presente estudo estdo apresentados nas Figuras 1 a 41

no Anexo B.
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Tabela 10 - Composi¢ao taxondmica do fitoplancton registrada durante o periodo de estudo,
em todos os tratamentos.

Cyanobacteria
Aphanocapsa delicatissima W.West & G. S. West 1912
Geitlerinema acutissimum (Kufferath) Anagnostidis 1989
Merismopedia tenuissima Lemmermann 1898
Phormididium interruptum Kiitzing ex Gomont 1892
Pseudanabaena minima (G.S. Na.) Anagnostidis 2001
Chlamydophyceae
Chlamydomonas sp.
Chlorophyceae
Acanthosphaera cf. tenuispina Kors. 1953
Ankistrodesmus falcatus (Corda) Ralfs 1848
Botryococcus terribilis Komarek & Marvan 1992
Coelastrum proboscideum Bohlin in Wittr. & Nordst. 1896
Coelastrum reticulatum (Dangeard) Senn 1899
Coenochloris pyrenoidosa Kors. 1953
Crucigeniella sp.
Eutetramorus fottii (Hind.) Kom. 1979
Kirchneriella lunaris (Kirchner) Moeb. 1894
Kirchneriella obesa (W. West) Schmidle 1893
Micractinium bornhemiense (Conr.) Kors. 1953
Micractinium pusillum Fres. 1858
Monoraphidium contortum (Thuret) Komarkova-Legnerova 1969
Monoraphidium Milton (Ndg.) Komarkova-Legnerova 1969
Oocystis marssoonii Lemmermann 1898
Pediastrum duplex Meyen 1829
Pediatrum tetras (Ehrenberg) Ralfs 1844
Scenedesmus acuminatus (Lagerh.) Chod. 1902
Scenedesmus opoliensis P. Richt. 1896
Scenedesmus quadricauda (Turp.) Breb. Sensu Chod. 1913, 1926
Scenedesmus sp.
Scenedesmus spinosus Chod. 1913
Scenedesmus subispicatus Chod. 1926
Selenastrum gracile Reinsch 1867
Tetrastrum heteracanthum (Nordst.) Chod. 1895
Tetrastrum triacanthum Kors. 1939
Zygnemaphyceae
Mougeotia sp.
Staurastrum americanum (West et West) G. M. (1921) 1922
Staurastrum sp.
Staurodesmus subulatus Kiitzing 1849
QOedogonophyceae
Oedogonium sp.
Euglenophyceae
Phacus helikoides Pochmann 1942
Dinophyceae
Peridinium sp.
Xantophyceae
Goniochloris sp.
Pseudopoliedriopsis sp.
Chrysophyceae
Mallomonas sp.
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Bacillariophyta
Aulacoseira granulata (Ehrenberg) Simonsen 1979
Bacillariophyta ndo identificada
Eunotia sp.
Fragilaria sp.
Navicula sp.
Pinularia sp.

Pela analise dos diferentes tratamentos verificou-se que a composicdo especifica se
diferenciou em relagdo ao aparecimento ou desaparecimento (as vezes de forma pontual, em
uma Unica data de coleta) de algumas espécies ou mesmo auséncia total, conforme pode ser
observado nas Tabelas 47 a 51 (do Anexo A). No tratamento Controle, por exemplo, as
espécies Merismopedia tenuissima, Ankistrodesmus falcatus, Coelastrum reticulatum,
Crucigenia sp., Kirchneriella sp., Scenedesmus subispicatus e Staurastrum americanum
estiveram totalmente ausente, enquanto Phormidium interruptum, Eutetramorus fottii,
Micractinium  bornhemiense, Tetrastrum triacanthum, Tetrastrum heteracanthum,
Oedogonium sp. e Pinularia sp. ocorreram apenas em uma Unica data de coleta. Variagdes
semelhantes ocorreram nos demais tratamentos, como pode ser avaliado nas tabelas do Anexo
A.

A partir da analise desses dados, verifica-se que, na analise quantitativa, somente 41
dos 48 taxa identificados na analise qualitativa estiveram presentes. Com base nessa
avaliacdo, observou-se que dos 41 taxa, 60,97% (25) estiveram presentes em todos os
tratamentos, 12,1% (5) ocorreram somente no tratamento C e 2,4% (1) somente foi
encontrado no tratamento RNC, sendo que os demais (11 taxa) foram registrados entre 2 ¢ 4
tratamentos. Verifica-se, também, que o tratamento com Vertimec® e o Aleatorio foram
aqueles que apresentaram o maior numero de taxa ausentes (12 e 13 taxa, respectivamente).
Entre as espécies mais ausentes e que somente foram registradas no tratamento Controle,
destacam-se Micractinium borhemiense, Scenedesmus sp., Tetrastrum triacanthum,

Oedogonium sp. e Aulacoseira granulata.
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6.3.2.2. Densidade e abundancia relativa do fitoplancton

Na Figura 25 estdo apresentados os valores de densidade total para a comunidade
fitoplanctonica em cada tratamento e hora de coleta. Verifica-se, pelos dados obtidos, que as
densidades nos mesocosmos ndo foram semelhantes desde o inicio da coleta, com valores de
10.984 org.L'1 no tratamento C, de 22.554 org.L'1 no tratamento RNC, 15.350 org.L'1 no
tratamento RC, 12.501 org.L'1 no tratamento V e de 17.197 org.L'1 em A.

A partir de 48 horas do inicio do experimento, verificou-se acentuada reducdo na
densidade do fitoplancton em todos os tratamentos, incluindo o ponto Aleatdrio, sendo uma
reducdo gradativa e acentuada na maioria dos tratamentos (mais evidente em C, RC e V).
Considerando os valores maximos (em geral entre 0 e 3h) e minimos (na coleta de 240h,
exceto para o Tratamento V, cujo menor valor foi a 144h), observam-se redugdes na
densidade de 65,7% em C, 90,5% em RNC, 92,13% em RC e 59,1% em V. No ponto de
coleta Aleatorio a diferenga foi de 53,3%. Pelos resultados obtidos também se verifica as
maiores diferencas ocorreram em RNC e RC, o que pode demonstrar o efeito da turbidez
sobre a comunidade fitoplanctonica. Também se deve mencionar que no tratamento V ocorreu
um aumento da densidade apos a aplicagdo do Vertimec® (valores bem proximos entre 0 e
96h), com acentuada redugdo em 144h (59,1%) e aumento exponencial nos demais horarios,
com densidade final (12.045 org.L'l) similar a inicial (12.501 org.L'l). Esses resultados
podem indicar uma recuperacdo da comunidade, embora com substituicdo de espécies (maior
contribui¢do final de espécies pertencentes a Chlorophyceae em relagdo a predominancia
inicial de Bacillariophyta). Este também foi um padrao de alternancia bem similar aos demais
tratamentos, embora em menor intensidade, indicando, possivelmente o efeito da

sedimentacdo sobre as diatomaceas e o favorecimento das algas cloroficeas.
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Figura 25. Variagdo temporal da densidade de fitoplancton nos diferentes tratamentos, sendo
C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® e A:
aleatorio

Dentre as 10 classes encontradas no periodo de estudo, observa-se na Figura 27 (e
também no Anexo A, nas Tabelas 52 a 58) que, independente do tratamento, realmente houve
maior abundancia de Bacillariophyta até o tempo 48h, ocorrendo gradativamente um aumento
na abundancia de Chlorophyceae, a qual foi mais abundante em todos os tratamentos no
tempo 192h. Este aumento de Chlorophyceae foi mais evidente no tratamento com Vertimec®,
seguidos por aqueles que receberam o runoff.

A maior contribuicdo da classe Chlamydophyceae ocorreu no tratamento C (nos
tempos 48 e 96h) e Xantophyceae no tratamento RC (nos tempos 192 e 240h). Dinophyceae
teve maior contribui¢do no tratamento C e no ponto aleatdrio (A), com aumento gradativo no
decorrer do experimento, enquanto Chrysophyceae foi mais representativa no Tratamento C,
na coleta de 192h.

A abundancia relativa de cada tdxon para cada tratamento estd apresentada nas Tabelas
11 a 15. Em geral, a cloroficea Monoraphidium minutum e as diatomaceas Eunotia sp.,

Fragilaria sp. e Bacillariophyta ndo identificada tiveram as maiores contribui¢des em todos



84

os tratamentos e no ponto aleatorio. Apesar da semelhanga nos taxa com maior abundancia, o
comportamento destes diferiu entre os tratamentos.

No tratamento controle os taxa abundantes foram Chlamydomonas sp.,
Acanthosphaera cf. tenuispina, Coelastrum proboscideum, Coenochloris pyrenoidosa,
Monoraphidium minutum, Scenedesmus quadricauda, Peridinium sp., Goniochloris sp.,
Mallomonas sp., Bacillariophyta ndo identificada, Eunotia sp., Fragilaria sp. ¢ Navicula sp.
Sendo que Eunotia sp. apresentou diminui¢do na contribui¢do gradativamente até o fim do
experimento; Bacillariophyta ndo identificada também tendeu a diminuir no decorrer do
periodo amostral, passando de 19% (Oh) para 1% (240h); Fragilaria sp. teve aumento quando
se compara a abundéncia inicial e final; S. quadricauda teve aumento constante, com reducéo
apenas no tempo 240h e M. minutum teve acréscimo na abundancia até os tempos 96 ¢ 144h,
havendo posterior decréscimo. A. cf. tenuispina esteve presente em densidades elevadas nas
amostras coletadas até 48h, Chlamydomonas sp. foi abundante nos tempos 48 ¢ 96h (7,8 ¢ 7,9
%, respectivamente), Peridinium sp. tornou-se abundante a partir do tempo 144h e
Goniochloris sp. apenas no tempo 144h.

No tratamento RNC os taxa abundantes foram Acanthosphaera cf. tenuispina,
Monoraphidium minutum, Bacillariophyta ndo identificada, Eunotia sp., Fragilaria sp. e
Navicula sp. A espécie A. cf. tenuispina esteve presente em densidades elevadas nas amostras
coletadas até 48h, enquanto M. minutum, no periodo amostral, aumentou em abundancia,
sendo dominante nos tempos 192 e 240h (72,2 ¢ 59,4%, respectivamente). Para Eunotia sp.
verificou-se aumento na abundancia até o tempo 96h, com posterior decréscimo até o final do
periodo amostral, embora tenha sido a espécie dominante (representando 53,7% do total), no
tempo 96h. Bacillariophyta ndo identificada também apresentou decréscimo apos 48h,
enquanto a abundancia relativa de Fragilaria sp. decresceu gradativamente até o final do

experimento e Navicula sp. somente foi abundante nos tempos 0 ¢ 48h.
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Figura 26. Abundancia relativa (%) das diferentes classes fitoplanctonicas durante o periodo amostral, nos diferentes tratamentos dos

mesoCcoSmos.
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No tratamento RC as espécies abundantes foram Acanthosphaera cf. tenuispina,
Coelastrum  proboscideum, Monoraphidium minutum, Scenedesmus quadricauda,
Goniochloris sp., Bacillariophyta nao identificada, Eunotia sp. ¢ Fragilaria sp. Neste
tratamento a espécie A. cf. tenuispina também foi abundante até o tempo 48h, C.
proboscideum esteve presente em densidades altas nas amostras a partir de 144h e S.
quadricauda foi abundante (7,6%) apenas na coleta realizada no tempo 192h. M. minutum
novamente teve sua abundancia aumentada durante todo o periodo amostral, com pequena
redug@o no tempo 240h. Goniochloris sp. representou, nos tempos 192 ¢ 240h, 10,2% e 8,7%,
respectivamente da abundéancia total das amostras. As diatomaceas Eunotia sp. e
Bacillariophyta ndo identificada tiveram o mesmo padrao de contribui¢do ao longo do periodo
experimental, assemelhando-se ao tratamento RNC e Fragilaria sp. apresentou pouca
variagdo na abundancia, exceto no tempo 48h, onde teve a sua maior contribuigdo (20,7%), e
192h, com a menor contribui¢ado (3,7%).

No tratamento V as espécies abundantes foram Aphanocapsa delicatissima,
Acanthosphaera cf. tenuispina, Monoraphidium minutum, Bacillariophyta ndo identificada,
Eunotia sp., Fragilaria sp. e Navicula sp. A cianobactéria A. delicatissima foi abundante
apenas no tempo 96h, onde representou 6% da abundancia total. Neste tratamento a grande
diferenca entre os demais se deve a espécie M. minutum, que apresentou 0o maior aumento
dentre todos os tratamentos, chegando a representar 91% da abundancia total (no tempo
192h). A espécie Acanthosphaera cf. tenuispina, apesar da abundancia inicial e final serem
semelhantes, representou 27,8% do total deste tratamento no tempo 96h. As diatomaceas
Eunotia sp., Bacillariophyta ndo identificada, Fragilaria sp. e Navicula sp. apresentaram
gradativa e acentuada reducao da abundancia relativa durante o periodo experimental.

No ponto aleatério, externo aos mesocosmos, as espécies abundantes foram
Aphanocapsa delicatissima, Acanthosphaera cf. tenuispina, Coenochloris pyrenoidosa,

Monoraphidium minutum, Scenedesmus quadricauda, Peridinium sp., Bacillariophyta nao
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identificada, Eunotia sp., Fragilaria sp. e Navicula sp. A espécie A. delicatissima contribui
com 4,6% da abundancia total no tempo 48h, mesma contribui¢do de C. pyrenoidosa no
tempo 192h. A espécie A. cf. tenuispina apresentou as maiores porcentagens de abundancia
relativa nas coletas iniciais, contribuindo com 8,6 %, 12% e 7,4% nas amostras coletadas a 0,
3 e 48h, respectivamente. M. minutum apresentou importante contribuigdo, chegando a
representar 32,8% da abundancia total (tempo 144h). Eunotia sp. e Bacillariophyta nao
identificada apresentaram diminui¢do na contribuicdo gradativamente até o final do
experimento, enquanto Fragilaria sp. aumentou durante o periodo amostral, contribuindo
com até 44% da densidade total no tempo 240h. Navicula sp. foi abundante apenas no tempo
48h, com 4,9% da abundéancia total.

Com relagdo ao aumento da participagdo da classe Chlorophyceae no decorrer do
experimento, as espécies que contribuiram para este aumento foram: Acanthosphaera cf.
tenuispina, Coelastrum proboscideum, Coenochloris pyrenoidosa, Monoraphidium minutum e
Scenedesmus quadricauda nos tratamentos C, RC e ponto A. No tratamento RNC esses
mesmos taxa contribuiram para o aumento da classe, exceto as espécies C. proboscideum e C.
pyrenoidosa, enquanto no tratamento V este incremento se deve praticamente ao aumento de
M. minutum, porém ainda com a participagdo de A. cf. tenuispina. O género Peridinium sp.,
unico representante da classe Dinophyceae, teve abundancia crescente no tratamento C e no

ponto Aleatdrio, onde sua contribuig¢do foi maior.
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Tabela 11 - Abundancia relativa (%) do fitoplancton no tratamento controle (C), durante
periodo de coleta (em negrito, os taxa abundantes)

Tratamento Controle

Taxa Oh 3h 48h 96h 144h  192h  240h
Aphanocapsa delicatissima 0,0 1,3 2,0 2,1 0,2 0,0 0,0
Geitlerinema acutissimum 0,2 0,6 2,4 0,2 0,0 0,0 0,0
Phormidium interruptum 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0
Pseudanabaena minima 0,1 0,0 0,3 0,4 0,4 0,0 0,4
Chlamydomonas sp. 1,7 1,5 7,8 7,9 1,7 0,2 0,1
Acanthosphaera cf. tenuispina 7,9 5,7 6,6 2,8 2,3 4,6 3,5
Coelastrum proboscideum 4,6 1,9 3,9 1,8 5,6 1,9 4,7
Coenochloris pyrenoidosa 3,3 1,9 2,9 2,8 7,6 3,9 11,9
Eutetramorus fottii 0,3 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0
Micractinium bornhemiense 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Micractinium pusillum 0,5 0,0 0,0 0,4 0,0 0,0 0,1
Monoraphidium contortum 0,0 0,0 0,1 0,2 0,0 0,0 0,0
Monoraphidium minutum 3,5 10,6 10,4 16,0 1,9 0,6 0,0
Oocystis marssoonii 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,4
Pediastrum duplex 0,2 0,0 0,1 0,4 0,4 0,3 0,1
Pediatrum tetras 0,7 0,5 0,4 1,1 0,8 0,5 0,5
Scenedesmus acuminatus 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2 0,0 0,2
Scenedesmus opoliensis 1,4 0,8 0,1 0,5 1,6 0,8 0,2
Scenedesmus quadricauda 3,2 2,9 5,2 10,2 27,5 28,6 23,5
Scenedesmus sp. 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0 0,4
Scenedesmus spinosus 0,1 0,1 0,1 0,9 1,6 0,5 0,1
Tetrastrum heteracanthum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0
Tetrastrum triacanthum 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Oedogonium sp. 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Peridinium sp. 1,3 0,8 1,3 2,1 4,3 5,3 10,0
Goniochloris sp. 0,7 0,6 1,6 1,6 4,8 2,8 2,4
Pseudopoliedriopsis sp. 0,2 0,0 0,0 0,5 0,8 0,8 0,1
Mallomonas sp. 0,0 0,1 0,3 0,7 0,0 6,4 0,7
Bacillariophyta ndo identificada 19,2 15,0 10,1 7,0 6,6 1,4 1,1
Eunotia sp. 285 370 259 165 155 3,6 2,5
Fragilaria sp. 12,4 13,3 14,7 20,9 13,2 37,1 36,3
Navicula sp. 9,2 5,4 3,5 3,0 2,7 0,3 0,8

Pinularia sp. 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
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Tabela 12 - Abundancia relativa (%) do fitoplancton no tratamento com runoff nao
contaminado (RNC), durante periodo de coleta (em negrito, os taxa abundantes; sombreados,

os taxa dominantes)

Tratamento com runoff nio contaminado

Taxa Oh 3h 48h 96h 144h  192h  240h
Aphanocapsa delicatissima 1,4 0,0 0,0 0,0 1,4 0,9 0,2
Geitlerinema acutissimum 0,0 0,0 0,6 0,6 0,2 0,2 0,0
Merismopedia tenuissima 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Phormidium interruptum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2
Pseudanabaena minima 0,1 0,0 0,1 0,1 0,0 0,2 1,1
Chlamydomonas sp. 1,2 0,4 0,0 0,2 0,2 1,3 2,3
Acanthosphaera cf. tenuispina 11,9 18,4 7,2 0,4 0,0 0,0 0,2
Ankistrodesmus falcatus 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Coelastrum proboscideum 1,2 0,4 2,5 0,5 0,1 0,3 2,9
Coelastrum reticulatum 0,0 0,4 0,7 0,3 0,5 0,5 0,4
Coenochloris pyrenoidosa 1,9 1,6 1,4 0,6 0,5 0,2 2,7
Crucigenia sp. 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2
Eutetramorus fottii 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,1 0,0
Kirchneriella sp. 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
Micractinium pusillum 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Monoraphidium contortum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 1,9
Monoraphidium minutum 4,6 8,7 72 10,6 23,1 | 722 594 |
Pediastrum duplex 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Pediatrum tetras 0,5 0,3 0,5 0,1 0,0 0,3 0,4
Scenedesmus acuminatus 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Scenedesmus opoliensis 0,8 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0
Scenedesmus quadricauda 1,9 2,6 2.3 0,5 0,6 1,7 472
Scenedesmus spinosus 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,3 0,0
Scenedesmus subispicatus 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Tetrastrum heteracanthum 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Staurastrum americanum 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Peridinium sp. 1,2 0,6 0,0 0,3 0,1 0,3 2,7
Goniochloris sp. 0,2 0,4 0,2 1,2 1,3 3,8 3,2
Pseudopoliedriopsis sp. 0,0 0,1 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0
Mallomonas sp. 0,0 0,0 0,2 0,1 0,0 0,0 0,4
Bacillariophyta ndo identificada 20,5 154 20,6 19,3 15,3 3,2 2,9
Eunotia sp. 30,3 330 37,0 48,6 10,9 11,6
Fragilaria sp. 15,9 12,9 12,6 6,3 3,5 1,5 1,9
Navicula sp. 6,0 4,3 6,4 5,0 4,1 1,7 1,3
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Tabela 13 - Abundancia relativa (%) do fitoplancton no tratamento com runoff contaminado
(RC) durante periodo de coleta (em negrito, os taxa abundantes)

Tratamento com runoff contaminado

Taxa Oh 3h 48h 96h 144h  192h  240h
Aphanocapsa delicatissima 6,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,3 0,0
Geitlerinema acutissimum 0,0 0,2 0,7 2,4 4,1 0,0 3,1
Merismopedia tenuissima 0,0 0,2 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0
Phormidium interruptum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,8 0,0
Pseudanabaena minima 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,3 0,0
Chlamydomonas sp. 1,1 0,2 0,1 0,3 2,9 0,8 0,4
Acanthosphaera cf. tenuispina 14,9 16,1 8,2 0,7 1,8 0,5 1,3
Ankistrodesmus falcatus 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Coelastrum proboscideum 0,3 0,0 0,6 1,0 5,9 17,8 7,0
Coelastrum reticulatum 0,0 0,2 1,3 0,8 1,2 0,8 0,4
Coenochloris pyrenoidosa 1,0 0,7 0,3 1,4 2,6 3,7 6,6
Crucigenia sp. 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4
Eutetramorus fottii 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,3 0,0
Kirchneriella sp. 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0
Monoraphidium contortum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 0,4
Monoraphidium minutum 6,9 9,0 6,0 11,9 31,8 31,5 21,0
Oocystis marssoonii 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Pediastrum duplex 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0
Pediatrum tetras 0,4 0,2 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0
Scenedesmus acuminatus 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0
Scenedesmus opoliensis 0,4 0,0 0,0 0,6 0,0 0,8 0,0
Scenedesmus quadricauda 1,7 2,8 1,2 1,5 2,1 7,6 5,2
Scenedesmus spinosus 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Tetrastrum heteracanthum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0
Staurastrum americanum 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
Peridinium sp. 0,4 0,0 0,6 0,0 0,6 0,8 1,3
Goniochloris sp. 0,0 0,0 1,5 2,5 4,1 10,2 8,7
Pseudopoliedriopsis sp. 0,1 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0
Mallomonas sp. 0,0 0,0 0,6 0,4 0,9 1,6 0,0
Bacillariophyta nao identificada 22,3 21,0 17,3 16,6 7,4 2,1 6,6
Eunotia sp. 26,4 33,6 34,1 43,0 20,0 13,4 23,6
Fragilaria sp. 12,4 10,6 20,7 12,7 11,5 3,7 11,4

Navicula sp. 5,2 5,0 6,0 3,9 2,1 0,8 2,6
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Tabela 14 - Abundancia relativa (%) do fitoplancton no tratamento com Vertimec® (V)
durante periodo de coleta (em negrito, os taxa abundantes; sombreado, os taxa dominantes)

Tratamento com Vertimec

Taxa Oh 3h 48h 96h 144h  192h  240h
Aphanocapsa delicatissima 1,2 4,1 2,4 6,0 5,7 0,0 0,0
Geitlerinema acutissimum 0,0 0,0 0,1 0,2 1,4 0,3 1,2
Phormidium interruptum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1
Pseudanabaena minima 0,0 0,0 0,0 0,2 0,3 0,0 0,0
Chlamydomonas sp. 0,8 0,6 0,6 0,5 2,6 1,5 0,9
Acanthosphaera cf. tenuispina 4,6 17,3 8.1 27,8 11,3 1,8 2,7
Coelastrum proboscideum 0,3 0,1 0,5 1,0 3,1 0,0 0,6
Coenochloris pyrenoidosa 1,1 0,8 0,1 0,6 0,7 0,1 0,4
Crucigenia sp. 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Eutetramorus fottii 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Micractinium pusillum 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Monoraphidium contortum 0,3 0,1 0,2 0,3 0,0 0,2 0,0
Monoraphidium minutum 69 11,9 56 91 | 622 912 84,4 |
Oocystis marssoonii 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0 0,0
Pediatrum tetras 0,3 0,5 0,1 0,2 0,0 0,0 0,1
Scenedesmus opoliensis 0,1 0,7 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1
Scenedesmus quadricauda 1,0 1,0 0,5 1,4 2,4 0,3 0,6
Scenedesmus spinosus 0,1 0,2 0,1 0,0 0,2 0,0 0,0
Peridinium sp. 0,5 0,8 0,3 0,6 2,9 2,3 2,0
Goniochloris sp. 0,3 0,1 0,0 0,3 0,2 0,7 0,1
Pseudopoliedriopsis sp. 0,1 0,2 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0
Mallomonas sp. 0,0 0,0 0,0 0,6 1,4 0,3 0,3
Bacillariophyta ndo identificada 19,4 16,0 18,7 9,2 1,0 0,1 1,2
Eunotia sp. 26 31,0 459 31,6 3,3 0,5 3,0
Fragilaria sp. 12,4 9,6 11,5 8.3 1,4 0,6 1,8

Navicula sp. 7,4 5,1 4,7 2,2 0,0 0,1 0,6
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Tabela 15 - Abundancia relativa (%) do fitoplancton no ponto aleatorio (A), durante periodo
de coleta (em negrito, os taxa abundantes)

Ponto aleatorio (A)

Taxa Oh 3h 48h 96h 144h  192h  240h
Aphanocapsa delicatissima 1,9 5,2 4,6 0,8 0,4 0,1 0,0
Geitlerinema acutissimum 0,0 0,0 0,7 0,1 0,1 0,0 0,2
Phormidium interruptum 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1
Pseudanabaena minima 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 0,2 0,1
Chlamydomonas sp. 1,0 1,3 0,8 1,3 1,2 1,2 1,3
Acanthosphaera cf. tenuispina 8,6 12,0 7.4 3,0 2,0 4,1 3,2
Coelastrum proboscideum 1,5 0,9 1,5 1,4 4,0 2,7 1,5
Coenochloris pyrenoidosa 1,8 2,1 0,9 1,6 2,2 4,6 3,1
Eutetramorus fottii 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1
Monoraphidium contortum 1,2 0,0 0,4 0,4 0,2 0,1 0,3
Monoraphidium minutum 3,8 13,5 11,7 15,4 32,8 17,4 12,8
Oocystis marssoonii 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2
Pediastrum duplex 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,8 0,2
Pediatrum tetras 0,2 0,4 0,4 0,3 0,0 0,5 0,3
Scenedesmus acuminatus 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0 0,2 0,0
Scenedesmus opoliensis 0,6 0,5 0,7 0,3 0,3 0,0 0,5
Scenedesmus quadricauda 2,7 3,8 4,9 6,1 8,9 21,5 15,6
Scenedesmus spinosus 0,2 0,3 1,1 0,6 1,0 1,3 1,4
Tetrastrum heteracanthum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0
Peridinium sp. 0,6 0,0 1,8 1,2 1,2 6.4 7,6
Goniochloris sp. 0,3 0,2 0,4 0,5 1,1 3,8 2,0
Pseudopoliedriopsis sp. 0,2 0,0 0,1 0,0 0,3 0,2 0,4
Mallomonas sp. 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6 1,3 0,2
Bacillariophyta nao identificada 17,0 11,7 12,6 15,2 4,1 1,6 1,0
Eunotia sp. 37,0 32,2 32,1 31,9 15,1 5,2 3,4
Fragilaria sp. 17,1 109 12,8 16,1 232 251 44,0
Navicula sp. 3,9 5,0 4,9 3,7 1,1 1,5 0,8

6.3.2.3. Indices ecoldgicos

Com base nos valores de densidade da comunidade fitoplanctonica, foram calculados
a riqueza (d) e os indices de diversidade (H’), dominancia (D’) e equitabilidade (J’), os quais
estdo apresentados na Figura 27 e também no Anexo A (Tabelas 59 a 62).

Pelos resultados obtidos, verifica-se que os valores de riqueza foram bem proximos
entre si, variando, em média, entre 15 (no tratamento RC) a 22 (no tratamento Controle).

Avaliando os tratamentos, observa-se ainda que os valores médios de riqueza, apesar de
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proximos entre si, foram menores nos tratamentos RNC (19), RC (15) e V (17), sendo mais
elevados e similares em C (22) e A (21).

Com relagdo a diversidade, houve pouca variacdo entre os tratamentos ao longo do
experimento, exceto no tratamento com Vertimec®, com valores entre 0,48 e¢ 1,98 bits.ind.™.
No entanto, considerando os valores médios obtidos em cada tratamento, durante todas as
coletas, verifica-se que os menores valores de diversidade ocorreram em RNC (1,66 bits.ind.”
" e V (1,45 bits.ind™), sendo mais proximos em C (2,18 bits.ind "), RC (2,01 bits.ind™") e A
(2,06 bits.ind™).

O indice de dominancia também apresentou pequena variagao no periodo amostral nos
tratamentos C (de 0,77 a 0,88), RC (0,75 a 0,86) e no ponto A (0,76 a 0,85). No entanto, no
tratamento RNC houve redu¢do continua desde o inicio do experimento (de 0,82 para 0,46),
com pequeno aumento do indice no final (0,63). No tratamento V redugdo somente foi
acentuada a partir de 144h (variando de 0,75 no inicio do experimento a 0,17 e 0,28 nas
ultimas coletas). Os valores médios obtidos durante o periodo amostral demonstram essas
diferengas, com indice de dominancia de 0,83 em C, de 0,69 em RNC, de 0,81 em RC, de
0,59 em V e de 0,81 em A, o que foi uma tendéncia similar ao observado no indice de
diversidade de Shannon.

Para equitabilidade foi observado um aumento no tratamento controle e no ponto
aleatorio no tempo 48h, enquanto nos demais tratamentos houve reducdo dos valores. Porém,
em todos os tratamentos a equitabilidade final (0,31 em C; 0,26 em RNC; 0,13 em V e 0,29
em A) foi menor que a inicial (0,37 em C; 0,38 em RNC; 0,29 em V ¢ 0,35 em A), exceto no
tratamento RC, cujo valor final (0,58) foi maior que o inicial (0,47). Os valores médios de
equitabilidade obtidos nos tratamentos e periodos de coleta demonstram maiores diferencas
quando se compara os tratamentos C (0,41), RC (0,43) e A (0,38) com os tratamentos RNC

(0,28) e V (0,26).
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Figura 27. Indices ecoldgicos calculados para a comunidade fitoplanctonica nos diferentes
tratamentos durante o periodo amostral, sendo C: controle, RNC: runoff ndo contaminado,
RC: runoff contaminado, V: Vertimec® e A: aleatorio
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6.3.3. Testes de toxicidade com Pseudokirchneriella subcapitata com a agua dos

mesocosmos

Na Figura 28 e nas Tabelas 63 e 64, do Anexo A, estdo apresentados os valores de
densidade celular e concentra¢ao de clorofila a de P. subcapitata apos 96h de exposigdo a
agua proveniente dos mesocosmos.

Conforme mencionado no item materiais e métodos, foram realizados trés ensaios de
toxicidade, sendo a dgua coletada nos mesocosmos no tempo 3h (1° dia de experimento, 3
horas apods a contaminacao), no tempo 120h (5° dia de experimento) e 240h (10° e ultimo dia
do experimento). Um controle laboratorial foi montado para avaliar a viabilidade do teste,
porém, como referéncia para os diferentes tratamentos foi usado o resultado proveniente do
controle de campo, ou seja, o tratamento C.

No entanto, o tratamento C apresentou as menores densidades de P. subcapitata
(150.000, 440.000 ¢ 816.667 cel.mL™, no tempo 3h, 120h e 240h do experimento) quando
comparado aos demais tratamentos em todos os dias amostrados, impossibilitando a sua
utilizagdo como Controle no teste de Dunnett. O tratamento que permitiu o maior crescimento
de P. subcapitata foi o RC (1.560.000 a 4.976.667 cel.mL™), seguido pelos tratamentos RNC
(1.166.667 a 1.663.333 cel.mL™) e V (760.000 a 1.620.000 cel.mL™). Verifica-se, pelos dados
obtidos, que em RNC e RC ocorreu um estimulo ao crescimento das algas, o que pode ter
ocorrido em decorréncia do aporte de nutrientes ao meio de cultura, sendo que em V as
densidades forma menores comparativamente a RNC e RC, indicando um efeito maior do
agrotoxico, embora ainda tenha sido maior que a densidade encontrada em C.

As concentragdes de clorofila a obtidas também seguiram o mesmo padrio da
densidade celular, com maiores valores nos tratamento RNC (de 2.047,9 a 3.373,6 pg.L'l),
RC (de 2.105,4 a2.881,2 ug.L'l) e V (de 1967,4 a 3.306,5 pg.L'l), em relagdo ao tratamento

C (de 1.680,1 a3.691,6 ng.L™).
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Figura 28. Densidade celular e concentragao de clorofila a de P. subcapitata para os
diferentes tratamentos testados, sendo C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff
contaminado e V: Vertimec®

6.4. Testes de toxicidade com abamectina

Foram realizados dois testes de toxicidade com abamectina, sendo que os valores de
CI50 para P. subcapitata variaram entre 15,19 e 15,76 mg.L'l, conforme descrito na Tabela
16. Para os testes realizados, obteve-se um valor médio para a CE(I)50;96h de 15,5 mg.L'1 de
abamectina, correspondendo a um limite superior de 16,28 mg.L™" e inferior de 14,67 mg.L™,
com coeficiente de variacao de 2,6%. Os resultados da densidade celular em ambos os testes
podem ser avaliados nas Tabelas 65 ¢ 66, do Anexo A.

Os resultados demonstraram, através do teste de Dunnett (Tabelas 67 a 70, do Anexo
A), que nao houve diferenga significativa (p<0,05) entre o controle ¢ o controle com solvente
(Figura 29), portanto a acetona nao foi a responsavel pela redugdo do crescimento algéceo,
mas sim a abamectina. Assim, para a determinagdo da CI50, foi considerado como controle
para o teste o controle com a maior concentracao do solvente (200 puL de acetona), ao invés

do controle apenas com meio L.C. Oligo.
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Tabela 16 - Valores de CI50; 96h obtidos nos testes de toxicidade com abamectina com P.
subcapitata

Ensaio CI150; 96h (mg.L™)
1 15,19
2 15,76
Média 15,5
Limite inferior (mg.L™") 14,67
Limite superior (mg.L™") 16,28
Coeficiente de varia¢do (%) 2,6
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Figura 29. Comparagao do crescimento algaceo entre o controle (C) e o controle com solvente
(CS). Diferenga estatisticamente ndo significativa (Teste de Dunnett; p<0,05).

A andlise cromatografica demonstrou que no inicio dos ensaios cronicos as
concentragdes reais de abamectina nas amostras-teste estavam bem proximas as
concentragdes nominais, sendo que as concentragdes reais das amostras ficaram entre 87 e
99% da concentracdo nominal. Como a analise cromatografica foi realizada somente com as
amostras do 2° ensaio cronico, optou-se por utilizar no texto a concentragdo nominal de
abamectina. Verifica-se, com os dados obtidos, que apds 96h de exposicdo mais de 98% da
concentragdo inicial de abamectina tinha sido degradada, o que significa que o tempo de

permanéncia do composto no ambiente ¢ relativamente curto (Tabela 17).
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Tabela 17 - Concentragao real de abamectina nas amostras-teste no inicio dos ensaios
cronicos com P. subcapitata e apds 96h de exposi¢ao (LD: limite de detecgdo; LQ: Limite de
quantificagdo).

Amostras testadas Concentracao real Concentracao real (mg.L'l)
(concentraciao nominal) (mg.L'l) no inicio do apos 96 horas
teste

Controle 0 <LD

1 mg.L" de abamectina 0,867 <LQ

5 mg.L'1 de abamectina 4,953 0,012
10 mg.L" de abamectina 9,548 0,018
15 mg.L™" de abamectina 13,585 0,097

20 mg.L"' de abamectina 18,866 0,155
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7. DISCUSSAO

7.1. Avaliacdo dos efeitos do Vertimec® sobre o crescimento, volume celular e
conteudo de carbono de Pseudokirchneriella subcapitata a partir dos experimentos do

runoff

Os resultados dos ensaios ecotoxicologicos para avaliagdao dos efeitos do runoff sobre
a densidade celular de P. subcapitata demonstram um aumento na densidade celular com o
aumento da diluicdo do runoff, tanto para a amostra proveniente do runoff ndo contaminado
(RNC) como para o contaminado (RC). Desta forma, verifica-se que as diferengas obtidas
ocorreram mais em fung¢ao da turbidez (com valores entre 37 ¢ 930 NTU em RNC e entre 30 ¢
890 NTU em RC, representando dilui¢cdes de 3,12 a 100%, respectivamente) do que o
agrotoxico utilizado no experimento. Ou seja, independente do tratamento (RNC e RC) e da
dilui¢do ocorreram reducdes na densidade celular em relagdo ao controle, ressaltando-se,
inclusive, que as densidades médias nas amostras do runoff contaminado (RC) foram maiores
do que aquelas do ndo contaminado (RNC).

Os efeitos da turbidez tém sido relatados em diversos estudos experimentais
laboratoriais e também sobre comunidades naturais, indicando que os efeitos fisicos, como a
limitacdo da luz, entre outros, t€ém conseqiiéncias importantes sobre a dinamica das
populagdes. Moreira-Santos et al. (2005), por exemplo, em ensaios com a alga P. subcapitata,
em microcosmos tratados com diferentes concentragdes de runoff ndo contaminado e runoff
contaminado com o inseticida deltametrina, verificaram que o crescimento algaceo foi menor
no tratamento preparado com a mais alta porcentagem de runoff. Para os autores, o
decréscimo no crescimento de P. subcapitata, mesmo em niveis elevados de nutrientes,
ocorreu em funcdo da turbidez, verificando-se uma relagdo inversa entre o aumento da

concentragdo do runoff e a densidade celular. Para os autores, a presenca de uma elevada
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quantidade de particulas suspensas restringiu a penetracio de luz, impedindo o
desenvolvimento da alga.

Os resultados obtidos por Moreira-Santos et al (2005) sdo similares aos observados no
presente estudo e aqueles registrados por outros autores, em situagdes experimentais em
lagos, demonstrando os efeitos adversos da turbidez sobre organismos fotossintetizadores
(MEYER; HERITAGE, 1941; MARZOLF; ARRUDA, 1980; LLOYD, 1985; McCUBBIN et
al., 1990), uma vez que a turbidez impede a penetragdo de luz dentro do corpo d’agua,
dificultando a fotossintese.

Meyer e Heritage (1941), por exemplo, em um estudo in Situ, demonstraram a redugao
progressiva da fotossintese da macrofita aquatica Ceratophyllum demersum com a submersao
na agua, concluindo que esta reducdo era muito mais acentuada com o aumento da turbidez.
Davies-Colley et al. (1992) observaram que a descarga de argila proveniente de atividade
mineradora reduziu a biomassa de algas bentdnicas e o conteudo fototrofico do epiliton. Em
estudos realizados por Chandler (1942), o autor menciona que a turbidez influenciou a
composi¢ao, tamanho, duragdo e hora da ocorréncia de pulsos de fitoplancton, além da taxa de
fotossintese em varias profundidades do lago estudado. Dokulil (1994) observou, em um
sistema natural, que a concentragdo de clorofila a diminuiu exponencialmente com o aumento
da concentracdo de soélidos suspensos e Garnier et al. (2008) também observaram que a
producdo fitoplanctonica foi muito baixa devido a limitagdo de luz causada por solidos
SuUSpensos.

Os estudos de Lind et al. (1992) também demonstraram que a producdo
fitoplanctonica anual foi muito baixa em um algo tropical, sendo governada pela turbidez
inorganica, situacdo que ¢ agravada nos periodos de chuvas, devido a enxurrada de particulas
de argilas proveniente da bacia hidrografica. Resultados similares sdo apresentados por
McCubbin et al. (1990), que descrevem a redugdo total da produtividade em ambientes

aquaticos devido ao efeito deletério da turbidez sobre algas verdes; por Lloyd (1985), que
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concluiu que um aumento de 25 NTU na turbidez em sistemas de aguas rasas e claras pode
potencialmente reduzir de 13 a 50% a produtividade fitoplanctonica e por Marzolf e Arruda
(1980), que verificaram que a inibicdo fotossintética causada pela turbidez persistia inclusive
em corpos d’agua com alta carga de nutrientes.

Assim, considerando-se a alta turbidez das amostras e baseando-se nos testes de
toxicidade realizados que demonstraram que a CI50 para Pseudokirchneriella subcapitata
exposta a abamectina ¢ de 15,5 mg.L”, fica evidente que a concentragio de abamectina
presente no runoff foi insuficiente para causar toxicidade a alga, uma vez que esta
concentragio foi de 40 pg.L”' na amostra ndo diluida, sendo mais reduzida nas maiores
dilui¢oes. Como todas as dilui¢des do runoff, contaminado ou ndo, foram diferentes do
controle de laboratdrio, a toxicidade das amostras pode realmente ser atribuida a alta turbidez,
devido a lavagem do solo, sendo, portanto, mais um efeito fisico que quimico.

A auséncia de efeitos toxicos da abamectina (nas concentragdes testadas) no
crescimento de microalgas observado no presente estudo esta de acordo com investigagdes de
outros autores. Estudos que submeteram algas a abamectina eou ivermectina demonstraram
que estas sdo menos sensiveis ao produto do que outras espécies aquaticas, como por
exemplo, o zooplancton. Em um estudo realizado com ivermectina, Garric et al. (2007)
obtiveram um valor de CE50;72h de 4 mg.L"' para P. subcapitata, enquanto que para o
cladécero Daphnia magna a CL50;48h foi de 5,7 ng.L™". Tigler e Erzer (2006) reportaram um
valor de CE50;72h de 4,4 mg.L™' para a alga verde Scenedesmus subspicatus e CL50;48h de
0,25 pg.L™"! para D. magna.

Estes estudos demonstram que a toxicidade da abamectina para as algas ¢ geralmente
muito baixa, no entanto, ndo descartam o risco de alteragdes na comunidade fitoplanctonica,
uma vez que essas mudangas (na abundancia e composi¢ao da comunidade) podem ocorrer
como resultado de efeitos toxicos diretos sobre a pressao de grazing do zooplancton, levando,

conseqiientemente, a um distirbio no equilibrio do sistema.
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Além da analise na densidade, procurou-se avaliar outros possiveis efeitos, entre eles
as alteragdes no biovolume e no contetido de carbono organico. Os resultados obtidos para
ambos demonstram que ndo houve diferenca significativa entre as amostras testadas (RNC e
RC) e o controle laboratorial, exceto na concentragdo de 50% do runoff contaminado.

Auséncia de alteracdes no biovolume também foi reportada por Pérez et al. (2007) em
experimentos em mesocosmos tratados com o herbicida glifosato. Os autores observaram que
os tratamentos contaminados apresentaram diminui¢do na abundancia do fitoplancton quando
comparados ao tratamento controle, porém ndo foram observadas diferengas significativas
entre os tratamentos quando a quantidade de fitoplancton foi expressa em biovolume.

No entanto, resultados contrarios tém sido relatados por alguns autores para diferentes
quimicos testados. Tang et al. (1998), por exemplo, observaram uma correlagao significativa
entre o tamanho celular e a toxicidade de atrazina para as diferentes espécies de algas
estudadas. Essa correlagdo sugere que os diferentes graus de acumulagdo de atrazina podem
contribuir para as diferengas na toxicidade de atrazina e que bioconcentragdao poderia ser um
pré-requisito para a toxicidade. Para os autores, o mais forte indicador de sensibilidade das
algas foi o biovolume, sendo que quanto menor o biovolume, menor os niveis de atrazina
internas necessarias para evocar inibigao.

Asselborn e Domitrovic (2002a) também relataram aumentos no biovolume de P.
subcapitata expostas ao inseticida orgafosforado clorpirifés. Os autores observaram um
aumento significativamente maior no biovolume celular das células expostas ao inseticida
quando comparados ao tratamento controle, além de uma coloragdo verde palida das células,
deformacao celular e aumento no tamanho dos granulos citoplasmaticos.

Enquanto para os agrotoxicos ainda existe maior caréncia de estudos, para
contaminagdo por metais ja existem diversos relatos de aumento do volume celular em células
expostas ao contaminante. Entre esses, pode ser citado o trabalho de Stauber e Florence

(1987), que avaliaram a toxicidade do cobre na diatomacea marinha Nitzschia closterium,
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observando que o tratamento com cobre causou inchago celular. Rodgher (2005) também
relatou aumento no biovolume e no conteido de carbono organico em células de P.
subcapitata expostas a cadmio e cromo. Todos os autores anteriormente mencionados acima
atribuiram este aumento celular ao alargamento dos vacuolos.

Alguns autores relacionam as alteragdes dos vactiolos com a compartimentalizagio
dos metais ocasionada pelo processo de detoxificacdo, como Nishikawa et al. (2003), que em
seus ensaios com a cloroficea Chlorella acidophila expostas aos metais cadmio e cromo
verificaram alteracdes no tamanho das células algadceas com aumento dos vacuolos.

Informagdes adicionais sobre o processo também sao mencionadas por Parshikova et
al. (2009), que observaram aumento do volume celular em diferentes espécies de
Chlamydomanas quando expostas a dicromato de potassio. Para os autores esse aumento
ocorreu em fungdo do atraso na esporulagdo das microalgas, bem como a danos no
plasmalema causados pela substincia toxica, podendo ainda ser atribuido, em parte, a
desaceleragdo da divisdo celular, causada pela inibi¢do geral do metabolismo celular ou por
danos no mecanismo de divisdo; ou ainda como uma resposta de protecdo a célula, que
entram em estado de repouso, ndo se dividem, mas ativamente acumulam potencial de energia
necessaria para a divisao.

No presente estudo, como nao houve alteragdo no biovolume e contetido de carbono
das células expostas ao runoff (tanto contaminado como ndo contaminado), exceto na
concentragdo de 50% do RC, e baseando-se no fato de que a toxicidade das amostras testadas
foi em fun¢do da alta turbidez e ndo do quimico testado, os resultados evidenciam que os
efeitos da exposi¢do ao runoff ocorreram mais em relagdo a inibigdo de crescimento da
populagao.

Deve-se salientar, no entanto, que na diluicdo de 3,12% de ambos os tratamentos
(runoff contaminado e ndo contaminado), o biovolume e contetido de carbono organico total

foram mais elevados em rela¢do ao controle de laboratdrio. Apesar da diferenga existente, este
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aumento no volume celular provavelmente se deve as caracteristicas nutricionais da amostra,
uma vez que a lavagem do solo pode ter aumentado a concentragdo de nutrientes em relagao
ao controle de laboratorio, permitindo assim um aumento no volume celular das células
expostas a essa dilui¢do. Esse incremento nutricional, associado a menor turbidez (por ser a
amostra com menor concentragdo de runoff), pode ter ocasionado a diferenga observada,

embora esta ndo tenha sido estatisticamente significativa (teste de Dunnett).

7.2. Avaliacio dos efeitos diretos e indiretos do Vertimec® sobre o crescimento de

Pseudokirchneriella subcapitata a partir dos experimentos em mesocosmos

De forma a complementar os experimentos anteriores, procurou-se, nesta etapa da
pesquisa, avaliar os efeitos diretos (adi¢do do Vertimec®) e indiretos (runoff) sobre o
crescimento de P. subcapitata, utilizando, para esta finalidade, os experimentos em
mesocosmos, com tratamentos diferenciados (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado; RC:
runoff contaminado e V: Vertimec®).

Os resultados obtidos, em tempos diferenciados (3h, 120h e 240h do experimento),
indicam o maior crescimento de P. subcapitata no tratamento RC (1.560.000 a 4.976.667
cél.mL™), seguido pelo tratamento RNC (1.166.667 a 1.663.333 cél.mL™) e V (760.000 a
1.620.000 cél.mL™), verificando-se menor crescimento no tratamento Controle em relagio aos
demais. Portanto, observa-se que o produto testado (Vertimec®) ndo inibiu o crescimento de
P. subcapitata quando avaliado em relagdo ao tratamento Controle, embora tenha apresentado
menores valores de densidade quando comparado a RNC e RC.

A ausénecia de toxicidade do Vertimec® (presente nos tratamentos RC e V) a P.
subcapitata pode ser explicada baseando-se nos testes de toxicidade, realizados neste estudo,
com o ingrediente ativo puro, a abamectina. Nestes testes, a concentracdo de abamectina

necessaria para causar a CI50 em P. subcapitata foi de 15,5 mg.L", e nos tratamentos
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experimentais a concentracdo de abamectina estava bem abaixo deste faixa (0,04 mg.L™" no
tratamento V). Por outro lado, o maior crescimento algaceo nos tratamentos RC ¢ RNC pode
ter ocorrido em fungdo das condi¢des nutricionais dos mesocosmos, uma vez que houve um
aumento na concentragdo de nutrientes do sistema ap6s a adigdo do runoff, o que ndo ocorreu
nos tratamentos C e V. Sendo assim, a adi¢do do runoff fez com que as concentragdes de
nutrientes em ambos os tratamentos (RC e RNC) fossem superiores ao meio de cultivo e
também a C e V, o que justifica um maior crescimento de P. subcapitata.

Realmente, nas analises limnoldgicas dos mesocosmos € possivel observar que apos a
adi¢do da agua do runoff ocorreu o aumento nas concentra¢des de nitrogénio e fésforo, sendo
esse nutriente proveniente da lavagem do solo, o que poderia favorecer a reducdo da
toxicidade pela adsorcao do contaminante as particulas de solo, adicionalmente ao aumento de
nutrientes. Muitos estudos tém demonstrado a diminui¢do da toxicidade de compostos
quimicos devido a adi¢do de nutrientes. Stauber e Florence (1989), por exemplo, observaram
que a toxicidade de cobre e zinco para alga marinha Nitzschia closterium dependia da
composi¢ao do meio de ensaio. Em meios de cultivo ndo enriquecidos nutricionalmente, a
CI50,72h para N. closterium exposta ao cobre foi de 10 pg.L”, enquanto que em meio
enriquecido a CI50 foi maior que 200 pg.L'de Cu. O mesmo foi observado para zinco, cuja
CI50 aumentou de 75 pg.L™ para cerca de 850 ug.L™' em meio enriquecido.

Asselborn e Domitrovic (2002b) verificaram situa¢ao semelhante, ao observarem um
estimulo do crescimento das microalgas P. subcapitata e Ankistrodesmus gracilis quando
expostas a amostras de uma lagoa que recebia efluentes téxteis. Segundo os autores, o
estimulo do crescimento ocorreu em apenas um dos ensaios realizados no estudo, sendo que
nos demais houve inibi¢do. Para os autores, 0 aumento no crescimento ocorreu em funcao do
aumento da carga nutricional do sistema devido a maior contribui¢do de matéria organica na
lagoa, ja que a coleta que apresentou estes resultados foi realizada no periodo chuvoso, o que

propiciou um aporte maior de material organico al6ctone para dentro da lagoa.



106

Os resultados obtidos por Moreira-Santos et al. (2005) também demonstram situacao
similar, uma vez que os autores verificaram que a adicdo de nutrientes na agua aumentou
significativamente o crescimento P. subcapitata em praticamente todos os tratamentos. Os
experimentos foram conduzidos para avaliar o crescimento da alga mediante duas condigdes
laboratoriais a partir do runoff: somente agua dos microcosmos e¢ agua dos microcosmos
enriquecida com os nutrientes do meio de cultivo algaceo (meio MBL).

No presente estudo, como ja descrito nos Materiais e Métodos, a 4gua proveniente dos
mesocosmos, ¢ utilizada nos ensaios ecotoxicoldgicos, foi previamente enriquecida com os
nutrientes do meio L.C Oligo antes da montagem do ensaio. Portanto, as amostras dos
diferentes tratamentos receberam a mesma concentracdo de nutrientes em laboratdrio, porém
as amostras que foram tratadas em campo com o runoff possuiam uma concentragdo maior de
nutrientes, proveniente da lavagem do solo, permitindo assim um maior crescimento algaceo

nestas amostras (RNC e RC) quando comparado aos demais tratamentos.

7.3. Avaliacio dos efeitos diretos e indiretos do Vertimec® sobre a estrutura da

comunidade de fitoplancton

Os testes de toxicidade laboratoriais sdo concebidos para proporcionar resultados
consistentes e que possam ser reproduzidos. Contudo, eles ndo sdo projetados para prever os
efeitos na espécie testada ao quimico sob condi¢des naturais, portanto o regime de exposi¢ao
ndo representa as condi¢des de exposi¢do do mundo real (GRANEY et al., 1995), além de ndo
possibilitar uma andlise conjunta e seqiiencial em outras espécies que compdem a estrutura
bioldgica de um ecossistema aquatico.

Assim, a principal razdo para realizar testes in Situ, especialmente na avaliacdo de
produtos quimicos agricolas, ¢ fornecer um regime de exposi¢cdo mais realista do que a

informac¢do gerada nos de testes laboratoriais. Nesse sentido, os estudos in situ sdo
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indispensaveis quando se deseja avaliar os riscos ambientais de um produto quimico, pois os
dados de toxicidade derivados de laboratorio ndo sdo indicativos de que esses efeitos
ocorrerdo no campo (GRANEY et al., 1995). Além disso, efeitos diretos e indiretos do
contaminante podem ser avaliados, expressando respostas mais reais em nivel de cadeia
alimentar.

Nesse sentido, diversos estudos tém sido conduzidos no sentido de avaliar as
diferengas existentes entre os experimentos laboratoriais e in situ. Tonissi e Espindola (2002),
por exemplo, realizaram bioensaios em campo e em laboratorio com o objetivo de avaliar a
qualidade da agua e do sedimento do Reservatério de Salto Grande, Americana/SP. Nos
bioensaios de toxicidade realizados em laboratério os autores verificaram auséncia de
mortalidade do organismo-teste (Danio rerio) em todo o periodo de coleta. No entanto, para o
bioensaio in situ verificou-se que as estagdes de coleta amostradas apresentaram potencial
toxico, causando a mortalidade dos peixes expostos, demonstrando claramente uma
subestimativa dos efeitos reais adversos causados pelos poluentes nos bioensaios em
laboratério. Dornfeld et al. (2006) também demonstraram as diferencas entre os testes de
toxicidade realizados in situ e os laboratoriais, utilizando a espécie bentonica Chironomus
xanthus como organismo-teste. Os autores realizaram os experimentos in Situ no rio
Monjolinho, um ecossistema que drena trechos urbanos e rurais do municipio de Sao Carlos/
SP, considerando os periodos seco ¢ chuvoso, utilizando como parametros de avaliagdo a
deformidade, peso e comprimento. Os resultados obtidos pelos autores demonstraram efeitos
subletais nos experimentos in Situ, sendo menos expressivos ou ausentes nos testes
laboratoriais. De forma similar, os estudos de Fracacio et al. (2009), no mesmo sistema
avaliado por Dornfeld et al. (2006), indicaram diferencas significativas entre a mortalidade,
peso e alteracdes histologicas em branquias de D. rerio quando esses foram expostos

diretamente no rio Monjolinho e em testes laboratoriais.
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Apesar das inimeras vantagens, a principal critica da utilizagdo de ensaios em
mesocosmos se deve a baixa replicabilidade dos testes, a qual se refere a habilidade de duas
unidades testes, que receberam a mesma dose de um contaminante, produzirem os mesmos
resultados (GUSMAO, 2004).

Na literatura ¢ comum encontrar trabalhos onde as respostas entre as réplicas de um
mesmo tratamento sdo diferentes. Massutti (2004), por exemplo, em experimentos em
mesocosmos, observou diferencas significativas nos pardmetros estudados entre as réplicas
dos tratamentos. Em relacdo as variaveis avaliadas na dgua superficial, as maiores variagdes
ocorreram entre as réplicas do tratamento controle. Estas diferencas foram observadas para
pH, oxigénio dissolvido, material em suspensdo total, material em suspensdo organico,
fosforo total, nitrato, silicato, e clorofila. Com relagdo a comunidade bioldgica, como nao
foram analisadas réplicas das amostras, a reprodutibilidade da metodologia empregada nao
pode ser avaliada quanto a esse aspecto. A autora, que também realizou experimentos em
microcosmos, reportou que comparando-se a variabilidade entre as réplicas dos mesocosmos
e dos microcosmos, foi observado o aumento da variabilidade com o aumento das escalas
espacial e temporal, de acordo com o ja relatado pela literatura (CAIRNS, 1995).

Em experimentos realizados por Roche et al. (1993) foram utilizados duas réplicas por
tratamento, sendo que em somente uma das réplicas de cada tratamento houve florescéncia da
diatomacea Nitzschia; da mesma maneira o organismo bentdonico Chaoborus so esteve
presente em uma das réplicas de determinado tratamento. Para os autores as diferengas entre
as réplicas influenciaram, de maneira diferencial, os componentes do sistema. Como exemplo
os autores mencionam a diminui¢do no numero de Crustdcea somente no mesocosmo com
Chaoborus. Apesar da variabilidade entre as réplicas, os resultados obtidos foram importantes
na compreensao do efeito de predacio sobre organismos zooplanctonicos.

Petersen et al. (1999), em uma revisdo bibliografia sobre aspectos estruturais de

experimentos em mesocosmos, observaram um numero elevados de trabalhos (37%) que nao
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possuia réplicas para os tratamentos testados. Nesta revisao a freqiiéncia de artigos publicados
diminuiu com o aumento do numero de repeticdes por tratamento, o que refor¢a a idéia
comum da diferenca entre as réplicas.

Ainda relacionado a questdo da replicabilidade, o alto custo da construgdo e
manuten¢do do experimento muitas vezes torna proibitivo o desenvolvimento de réplicas no
trabalho (PETERSEN et al., 1999; ROCHE et al., 2005). Para Gusmao (2004) o alto custo de
execucao destes experimentos, associados a facilidade de perda de estruturas experimentais
por danos ¢ interferéncias indesejadas, dificultam ainda mais a replicagdo do experimento.

Para Graney et al. (1995), a divergéncia dos sistemas ird ocorrer ao longo do tempo,
tornando questionavel o uso de repeti¢des. Ainda conforme este autor, a auséncia de réplicas
ndo invalida o estudo, significando apenas que o pesquisador deve interpretar seus resultados
dentro dos limites do seu design experimental. Deste modo, no presente estudo a 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.

Considerando que as respostas das comunidades biologicas advém previamente (e as
vezes simultaneamente) de alteragdes na estrutura e funcionamento do sistema em fungao do
proprio design experimental, as analises fisicas ¢ quimicas sdo importantes para subsidiar a
interpretacdo dos resultados obtidos, permitindo ao pesquisador distinguir efeitos diretos e
indiretos da adigdo de um contaminante ao ecossistema. Dentro deste contexto, as analises
limnolodgicas realizadas no presente estudo permitiram reconhecer alguns desses efeitos, os
quais podem ocorrer mediante a a¢do individual ou sinérgica de um conjunto de variaveis.

Em todos os mesocosmos, inclusive no controle, observou-se um aumento do pH e
oxigénio dissolvido logo apds a adicdo dos contaminantes, com posterior diminui¢do destes
pardmetros no decorrer do experimento. No tratamento com Vertimec” verificou-se ainda
uma maior tendéncia ao pH alcalino, enquanto nos demais os valores indicaram um pH mais

acido. Para condutividade elétrica, os tratamentos que receberam o runoff apresentaram



110

reducdo logo apos a adigdo a runoff; porém, com o decorrer do experimento, os valores de
condutividade destes tratamentos equipararam-se aos demais, embora tenham sido mais
elevados nas coletas realizadas na area externa aos mesocosmos, indicando um possivel efeito
do barramento da agua (enclosure), com favorecimento a sedimentagdo de materiais. No
entanto, as maiores alteragdes nas variaveis limnolédgicas ocorreram nas formas nitrogenadas,
fosfatadas e material em suspensdo, sendo que os tratamentos que receberam o runoff
apresentaram as maiores variagdes, sendo favorecidos pelo maior aporte de nutrientes e
particulas inorganicas, favorecendo o aumento de ambos e, conseqiientemente, contribuindo
para diversas modificagdes na estruturacao fisica, quimica e biologica de cada tratamento.

A concentragdo de nutrientes ¢ um importante fator que controla o crescimento
fitoplanctonico (TRAIN et al., 2005), uma vez que os nutrientes sdo materiais inorganicos
necessarios para vida, cuja oferta é potencialmente limitante para atividade bioldgica nos
ecossistemas aquaticos. Embora muitos dos macro e micronutrientes sejam necessarios para a
atividade enzimatica e sintese de proteinas, fésforo e nitrogénio sdo os nutrientes primarios
que limitam a atividade bioldgica (VAN DE BUND et al., 2004).

Muitos autores concordam que a produtividade de um sistema ¢ diretamente
proporcional ao aumento nas concentragdes de nutrientes. Para alguns, esse aumento na
produtividade é causado tanto pelo aumento nas concentragdes de fosforo e nitrogénio, quanto
pela adicdo de matéria orgénica no sistema (CALIJURI et al., 1999), o que pode alterar a
composi¢ao de espécies. Van de Bund et al. (2004), por exemplo, em ensaios realizados em
mesocosmos, constataram um aumento na contribuicdo de cloroficeas na biomassa total do
fitoplancton quando os niveis mais elevados de nutrientes foram testados.

Os resultados da presente pesquisa também demonstram que o aporte do runoff no
sistema aquatico elevou a concentragdo de nutrientes, contribuindo para o aumento de

dominancia de cloroficeas. Porém, apesar das condigdes nutricionais do sistema terem

favorecido a permanéncia ou densidade de algumas espécies fitoplanctonicas, os efeitos
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diretos da adigdo do runoff na selegdo ou participagdo das espécies ndo puderam ser
observados, provavelmente devido a duragdo do experimento. Vale ressaltar, no entanto, que
em sistema natural a entrada de material aldctone, associado ao carreamento de agrotdxico,
pode selecionar espécies neste ambiente e provocar mudancgas nas interagdes troficas.

Além do aporte de nutrientes, o aumento da concentracao de material em suspensao na
agua pode ocasionar diversas interferéncias nas respostas fotossintéticas da comunidade
fitoplanctonica devido a redugdo da zona eufbtica, uma vez que na coluna de agua a luz ¢
atenuada exponencialmente por meio de absor¢do e dispersdo. Entretanto, a porgao
fotossinteticamente ativa do espectro ndo é absorvida igualmente. Inicialmente ocorre a
absor¢do da luz azul, depois da vermelha e por ultimo da verde. A maior eficiéncia
fotossintética ocorre sob a luz vermelha, que normalmente tem a menor atenuagdo em agua
turva (DOKULIL, 1994). Desta forma, a quantidade de material em suspensdo pode reduzir,
consideravelmente, a penetragao de luz no sistema aquatico (CALIJURI et al., 1999).

No presente estudo, observou-se um aumento na concentragdo dos s6lidos suspensos
apos a adi¢do do runoff na dgua dos mesocosmos. A interferéncia desse aumento na turbidez
do sistema fica evidente ao considerar os dados de clorofila a dos tratamentos, onde € possivel
verificar que o tratamento Controle e o ponto Aleatorio ndo sofreram interferéncia,
apresentando as maiores concentragdes de clorofila a, enquanto os tratamentos que receberam
o runoff tiveram uma redu¢do da concentracdo de clorofila a, sendo mais evidente no
tratamento que recebeu o runoff contaminado, provavelmente devido ao efeito combinado da
turbidez com o agrotdxico.

Deve-se mencionar ainda que no presente estudo nao foram feitas adigdes repetidas do
agrotoxico ou da agua proveniente do runoff, procurando-se identificar apenas uma ocorréncia
pontual. No entanto, no atual modelo de plantio, os pesticidas sdo geralmente aplicados
repetidamente nas lavouras para assegurar uma protecao suficiente das suas colheitas. Assim,

0s ecossistemas aquaticos proximos aos campos agricolas estdo sujeitos a repetidas cargas de
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pesticidas, influenciando a biota aquatica de forma direta ou indireta, o que, aliado a outros
eventos (como precipitagdo, vento, circulagdo interna e presenca de outros contaminantes)
promovem uma cadeia de acontecimentos que podem ter efeitos deletérios ou ndo as espécies
presentes, em fung¢do de sua capacidade de assimilacdo, sensibilidade e resisténcia
(DENOYELLES et al., 1982).

Os estudos de Hanazato eYasuno (1990), por exemplo, demonstram de forma clara o
aumento na magnitude dos efeitos sobre a comunidade do zooplancton em tanques
experimentais apds aplicacdes repetidas em comparagdo com uma unica aplicacdo do
inseticida carbaril, indicando que alteracdes estruturais e funcionais estdo ocorrendo em
funcdo do tempo, bem como da dosagem do contaminante ¢ de sua interagdo com outros
compostos presentes no sistema.

No presente estudo, apesar de ter sido adotada uma unica aplicagdo, os efeitos em
termos de densidade de organismos do fitoplancton foram bem perceptiveis, verificando-se
que, em relacdo ao controle, todos os demais tratamentos apresentaram uma menor densidade
3h apos a contaminagdo. Apesar das diferengas iniciais existentes nos tratamentos, com
maiores valores em RNC e A e maior similaridade entre C, RC e V, verifica-se que em todos
os tratamentos ocorreram redugdes na densidade numérica do fitoplancton, sendo mais
acentuada em RNC e RC, o que indica o efeito fisico (turbidez e sedimentagdo), quimico
(alteragdes nutricionais e efeito do agrotoxico) ou bioldgico (competi¢ao e grazing), ou ainda
o efeito combinado de todos eles.

Com relagdo as classes fitoplanctonicas, independente do tratamento houve maior
abundancia de Bacillariophyta até o tempo 48h, com um gradativo aumento na abundancia de
Chlorophyceae, sendo que esta classe teve a maior abundancia em todos os tratamentos no
tempo 192h. Este aumento de Chlolophyceae foi mais evidente no tratamento com Vertimec”,
seguidos pelos tratamentos que receberam o runoff. Esta relagdo inversamente proporcional

entre Bacillariophyta e Chlorophyceae se torna mais evidente a partir do tempo 48h. Neste
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tempo, em todos os tratamentos, exceto no controle, houve reducdo na abundancia de
cloroficeas e aumento nas diatomdceas (no tratamento controle esta relagdo foi inversa, com
reducdo de diatomacea e aumento de cloroficeas). A partir de 196h até 240h ha gradativo
aumento nas cloroficeas, com redugdo na participacdo das diatomaceas. No tratamento V, a
classe Chlrophyceae representou 80,5% e 93,7% da abundancia total nos tempos 144 e 192h,
respectivamente, enquanto que Bacillariophyta representava 5,5% e 1,2% no mesmo periodo.
No ultimo dia amostrado (240h), a propor¢do entre as classes comeca a se restabelecer,
diminuindo cloroficeas e aumentando diatomaceas, exceto no tratamento controle, onde as
proporg¢des sao novamente inversas.

Masutti (2004) obteve resultados similares em um experimento com os metais cromo e
cobre na mesma area de estudo do presente trabalho. A autora observou que na coleta inicial,
antes da adicdo dos contaminantes, a diatomacea Aulacoseira granulata era a espécie de
maior abundancia em todos os tratamentos, inclusive no tratamento controle, chegando a
representar 53% da densidade total de individuos. No decorrer do experimento, que teve
duracdo de 168h, a classe Chlorophyceae tornou-se a mais abundante, sendo que as demais
classes praticamente desapareceram. A autora relacionou a diminui¢do da contribui¢do de A.
granulata a redu¢do do material em suspensdo, o que pode ter implicado na sedimentagdo da
espécie.

A taxa de sedimentagdo das diatomaceas realmente ¢ uma das maiores dentre o
fitoplancton, em razdo das caracteristicas morfologicas e, sobretudo, por terem densidades
geralmente superiores a da agua (REYNOLDS, 1994; MELAO et al., 2005). Assim, a
substitui¢do das diatomdceas por outros grupos ¢ uma conseqiiéncia da deposicdo de
primeiras, ¢ ndo exige suposi¢des especiais sobre a agdo de substincias quimicas dissolvidas
no ambiente ou o desenvolvimento de interagdes bioticas (MARGALEF, 1983).

Considerando esse aspecto, a influéncia de fatores externos, como o vento, torna-se

fundamental para ressuspender o material sedimentado, incluindo as algas como as



114

diatomaceas. Nesse sentido, Tundisi e Hino (1981) reportam que a ressuspensao de
diatomaceas para as camadas mais superficiais da represa do Lobo somente ocorria em razao
da turbuléncia causada pelo vento. No presente estudo, a diminuicdo na abundancia
diatomaceas no decorrer do experimento, provavelmente se deve a sedimentagao das espécies,
levando, portanto, a diminui¢do na contribui¢do deste grupo no decorrer do experimento.
Como o sistema ficava mais protegido da agdo do vento, os efeitos desses foram minimizados
no decorrer do experimento.

Com relagdo as cloroficeas, essas algas tém uma distribui¢do ubiqua, sendo comum
nos mais diversos ambientes (WETZEL, 1993). No presente estudo os seguintes géneros de
cloroficeas foram abundantes nos mesocosmos: Coelastrum, Scenedesmus, Monoraphidium,
Acanthosphaera, Coenochloris. Todos esses géneros pertencem a ordem de algas verdes
denominada Chlorococcales. De acordo com Margalef (1983), as Chlorococcales sao
freqlientemente encontradas em ambientes tropicais de dguas rasas. Para Sant’Anna et al.
(2006), esse grupo de algas ¢ comum e bem representado em termos de riqueza de espécies
em aguas tropicais.

Numa discussdo sobre a ficoflora do Lago das Gargas (Parque Estadual das Fontes do
Ipiranga, Sao Paulo/SP), Bicudo et al. (1999) cita que em todos os estudos feitos no Lago, a
classe Chlorophyceae foi dominante, com 45% do total dos taxa identificados, sendo que a
ordem Chlorococcales representou 96,9% das algas verdes identificadas. Segundo os autores
as Chlorophyceae correspondem a quase metade dos géneros na listagem do fitoplancton
tropical, sendo que a ordem Chlorococcales apresentam a maior riqueza de espécies de grande
parte dos lagos do Brasil.

Com relagdo a dominancia das espécies, o género Monoraphidium foi dominante nos
tratamentos RNC, no tempo 192 e 240h, e no tratamento V a partir do tempo 144h.
Resultados semelhantes foram obtidos por Oliveira Neto (2000), que avaliou amostras da

comunidade fitoplanctonica do Reservatdrio do Lobo e observou a dominancia pelo grupo das
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diatomaceas (contribuindo com 74% do total de individuos) e pela classe Chlorophyceae
(com 23% da abundancia total), sendo que neste grupo a espécie M. minutum representou 9%
do total. Em outro periodo amostrado, o autor observou dominancia pelo grupo das
cloroficeas, que representou 65% do total de individuos, com dominancia da espécie M.
tortile, que representou 11% do total. Para Oliveira-Neto (2000), a intensa participagdo deste
género se deve as caracteristicas do grupo, que apresenta crescimento rapido, além de serem
espécies comuns de ambientes tropicais. Além disso, espécies com ciclo de vida curto sdo
favorecidas em ambientes com instabilidade ambiental (MELAO et al., 2005).

Masutti (2004), que também realizou experimentos em microcosmos nas mesmas
unidades experimentais utilizadas nesse estudo, mas avaliando os efeitos dos metais cobre e
cromo, observou que a espécie Monoraphidium circinale apresentou a maior contribuigido
percentual, atingindo até 91,1% do total de individuos.

Alguns estudos tém indicado também que espécies pertencentes ao género
Monoraphidium apresentam tolerdncia a contaminagdo. Domitrovic ¢ Asselbor (2002b)
realizaram ensaios onde populagdes naturais de fitoplancton foram expostas, em laboratério, a
amostras de efluentes de uma industria téxtil e observaram que a espécie Monoraphidium
tortile foi a espécie numericamente mais importante, indicando um alto grau de tolerancia a
contaminagdo. Hanazato ¢ Kasai (1995) realizaram experimentos em mesocomos com O
inseticida organofosforado fenthion e observaram que apo6s 30 dias de experimento a alga
Monoraphidium sp. passou a ser dominante nos tratamentos que receberam o agrotoxico. Os
autores atribuiram o aumento da densidade a menor pressio de herbivoria, ja que a
comunidade zooplanctonica foi fortemente afetada pelo inseticida.

Apesar do reconhecimento dos efeitos de fatores ambientais sobre a dinamica das
populacdes, os fatores bioticos, como competi¢do por recursos, herbivoria e parasitismo
também tém influéncia sobre a comunidade fitoplanctonica. A herbivoria do zooplancton

sobre essas populacdes, especialmente microcrustaceos, ¢ um importante fator de controle na
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densidade fitoplanctonica, podendo acarretar importantes alteragdes em sua composi¢ao
(MELAO et al., 2005), uma vez que a pastagem de zooplancton tende a resultar em um
deslocamento das espécies de fitoplancton, favorecendo algas com maiores taxas de
crescimento, maior resisténcia ao pastoreio ou com ambas as caracteristicas (LEIBOLD,
1989).

Nos ecossistemas aquaticos a densidade populacional ¢ a biomassa dos organismos
pode ser regulada pela limitagdo de recursos que influenciam a competi¢do entre os taxa
(efeito bottom-up) ou por pastagens ¢ predacdo (efeito top-down). Na maioria dos
experimentos com mesocosmos aquaticos ndo apenas os efeitos toxicos diretos dos
contaminantes sdo estudados, mas também os efeitos indiretos, devido a mudangas nas
interagdes entre as populacdes que se tornam aparentes. Na literatura, a redugdo da pressao de
grazing, levando a um aumento de fitoplancton, é freqiientemente relatada para ensaios com
agrotoxicos.

Griinwald (2003), por exemplo, realizou ensaios em mesocosmos com o inseticida
piretrdide cipermetrina e observou que a abundancia de algas ndo seguia um padrdo linear
com a concentracao do insetida, sendo que os efeitos na comunidade fitoplanctonica foram
considerados como efeitos indiretos da toxicidade do produto. Como o inseticida reduziu a
comunidade de zooplancton herbivoro nas primeiras trés semanas apds a aplicagdo, a
abundancia das algas aumentou no sistema. Neste periodo em que a pressao de herbivoria do
zooplancton diminuiu, observou-se um aumento na abundancia da classe Chlorophyceae. O
autor relatou ainda que a sensibilidade para o inseticida aumentou com o nivel trofico (isto é,
o predador do topo da cadeia alimentar, j4 que nos mesocosmos ndo havia peixes, foi o
organismo mais sensivel). Dependendo da quantidade de inseticida na 4gua foram observados
efeitos nos organismos dos niveis tréficos inferiores da cadeia alimentar, sendo que quanto
mais alta a posicdo ocupada na cadeia alimentar, maiores foram os efeitos transmitidos para

0s organismos em uma posi¢ao inferior.
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Van den Brink et al. (2000), em experimentos realizados em microcosmos, observou
que em niveis mais elevados de tratamento com o fungicida Derosal® (ingrediente ativo
carbendazim) os taxa de Cladocera foram completamente eliminados, enquanto os nimeros
de crustaceos foram reduzidos. Devido a pressdo de grazing reduzida, a abundancia de alguns
taxa de fitoplancton aumentou. Van den Brink et al. (2009) também observaram o mesmo
efeito quando realizaram experimentos em mesocosmos utilizando o inseticida lindano,
registrando aumento da comunidade fitoplanctonica devido a reducdo do grazing
zooplanctonico. Fliedner et al. (1997) também relataram alteragdes na comunidade
fitoplanctonica exposta ao pesticida azocyclotin como um efeito indireto da exposi¢do ao
agrotoxico. Em experimentos em microcosmos a comunidade zooplanctdnica foi gravemente
afetada pela inseticida, minimizando assim a pressdo de grazing sobre o fitoplancton.

No presente estudo a comunidade zooplanctonica foi avaliada por Novelli (2010, em
preparacgdo) e a autora verificou alteracdes na composi¢cao do zooplancton, com substituicao
de espécies. A Figura 30, obtida a partir dos resultados da autora, demonstra a densidade dos
grupos no inicio (antes da contaminag@o) e no ultimo dia (tempo 240h) do experimento,
verificando-se que Rotiferos e Copépodos foram altamente afetados nos diferentes
tratamentos dos mesocosmos, com especial atencdo para os copépodos, que praticamente
desapareceram nos tratamentos contaminados com o Vertimec” (tratamento RC e V). Com
relacdo aos claddceros, nao foi possivel fazer inferéncias devido a baixa representatividade do

grupo no decorrer do experimento.
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Figura 30. Densidade (ind.m’) para Rotifera, Copepoda e Cladocera nos tempos Oh e 240h.

No entanto, nesse processo de alimentagdo muitos critérios estdo envolvidos na
selecdo do alimento pelo predador, como o tamanho da presa, mobilidade, caracteristicas da
superficie, composi¢do bioquimica, entre outros, enquanto muitas caracteristicas da presa (no
caso o fitoplancton) podem funcionar como eficientes mecanismos de resisténcia a predagao
(por exemplo, formacdo de colonias, presenga de mucilagem ou espinhos, producdo de
toxinas). Embora a faixa de tamanho das algas consumidas possa variar de acordo com a
composi¢do taxondmica do zooplancton, algas com didmetro menor que 30-35 um podem ser
consideradas como um alimento em potencial para estes organismos, enquanto algas maiores
raramente seriam consumidas (LUCINDA, 2007). Nesse sentido, no presente estudo a
diminuigdo da pressdo de grazing pelo zooplancton pode ter favorecido o crescimento de
cloroficeas, especialmente do género Monoraphidium, uma vez que esta se tornou dominante
nos experimentos, em quase todos os tratamentos. Lucinda (2007), ainda reporta que algas
pequenas, como representantes de Chlorophyceae, sdo consideradas um alimento adequado
para o zooplancton, sendo preferencialmente consumidas por esses organismos. Além disso,
as espécies do género Monoraphidium apresentam crescimento rapido e podem ter sido
favorecidas nos tratamentos onde a pressdo do grazing foi menor.

Deve-se considerar, ainda, que as condi¢des individuais de cada tratamento se

diferenciaram no decorrer do experimento, com variacdes significativas nas concentragdes de
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nutrientes. Nos experimentos verificou-se um aumento nas concentragdes de nitrito e nitrato
nos tanques que receberam o runoff e na concentragdo de fosforo em todos os tratamentos, o
que pode ter favorecido ou suprimido determinadas espécies de algas, em adicao ao efeito do
agrotoxico.

Devido ao papel fundamental que desempenham nos ambientes aquaticos, os
nutrientes exercem um papel semelhante na selegdo de espécies. Assim, existem espécies com
maior exigéncia de um determinado nutriente e que estariam em desvantagem em baixa
disponibilidade. Além disso, a absor¢ao de nutrientes difere ndo apenas entre as espécies de
algas, mas também entre os varios nutrientes (REYNOLDS, 1998). Dentro desse contexto, o
autor menciona que, em dado momento e em determinadas condigdes, algumas espécies ou
grupos de espécies tendem a aumentar a biomassa mais fortemente do que outros, tornando-
se, pelo menos temporariamente, melhor representado.

No presente estudo também se procurou avaliar as respostas do fitoplancton em
relacdo a concentra¢do de clorofila a, verificando-se que os maiores valores de clorofila,
durante o experimento, foram observados no tratamento controle e no ponto aleatorio. No
tratamento RNC, foram verificadas variagdes acentuadas de clorofila, com valores bem
elevados, enquanto que os tratamentos que continham o agrotéxico (RC e V) apresentaram
redugdo, sendo mais acentuada no Tratamento V, que inicialmente apresentava 12,56 pg.L" e
no final 6,98 ug.L™".

Em fungdo do enriquecimento nutricional do runoff, poderia se esperar que houvesse
um aumento na concentracdo de clorofila a nos tratamentos RNC e RC, mas isto nao foi
observado. Apesar da maior concentragdo de nutrientes quando comparado aos demais, a alta
turbidez, devido a elevada concentragdo de sdlidos em suspensdo, limitou a produgdo de
clorofila.

Alguns fatores que influenciam a produtividade do fitoplancton sdo acentuados em

dguas turvas. Em sistemas turbulentos, a energia disponivel para o crescimento do
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fitoplancton ¢ fortemente regulada pela profundidade da zona eufética. A taxa de circulagdo
do fitoplancton, através de um gradiente de luz, pode aumentar a eficiéncia fotossintética,
sendo que esse aumento na eficiéncia fotossintética com as flutuagdes de luz foi encontrado
sob a luz vermelha, que normalmente tem a menor atenuagdo em agua turva (DOKULIL,
1994). Assim, sistemas turvos muitas vezes tém um elevado potencial de eutrofizacio,
devido a disponibilidade de nutrientes elevada, mas a sua maxima capacidade produtiva nao ¢
atingida por causa da forte limitagdo de luz (DOKULIL, 1994), além do decréscimo que
ocorre em fung¢do da propria profundidade, como observado por Petersen et al. (1997).

Os estudos desenvolvidos por Petersen et al. (1997) mostraram que em unidades
experimentais mais rasas a produtividade primaria foi significativamente maior do que no
sistema intermediario, que por sua vez foi significativamente mais produtivo que o sistema
experimental mais profundo. Os autores ressaltam que nos ecossistemas aquaticos com alta
turbidez, a absor¢do de luz por substancias abioticas poderia alterar substancialmente esta
relacdo de escala entre a produtividade e profundidade. Portanto, no presente estudo, embora
os tratamentos com runoff tivessem potencial para o aumento na producdo do fitoplancton
devido a disponibilidade de nutrientes, a limitacdo da luz pelos so6lidos suspensos impediu
esse crescimento.

Também & importante ressaltar que os tratamentos contaminados com o Vertimec”
apresentaram os menores valores de clorofila a, contrapondo aos resultados obtidos em
laboratorio, uma vez que nos ensaios laboratoriais com P. subcapitata, exposta a agua dos
mesocosmos, o tratamento que apresentou o menor crescimento foi o controle, sendo que nos
experimento in Situ este mesmo tratamento apresentou os maiores valores de clorofila. Para os
tratamentos RC e V também ha discrepancia entre os dados laboratoriais e in situ. No campo
os menores valores de clorofila foram obtidos nesses tratamentos, enquanto que no laboratorio
o crescimento de P. subcapitata, exposta a estas amostras, foi maior que o da amostra do

controle.
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Assim, observando apenas os dados laboratoriais, os resultados demonstram que o
tratamento controle ndo apresentava condigdes Otimas para o crescimento algaceo, e que os
tratamentos tratados com runoff permitiam um estimulo ao crescimento. Com os dados
laboratoriais também era possivel concluir que a presenga de agrotdxico no tratamento V e
RC néo inibiam o crescimento da alga. No entanto, no ensaio in situ, os resultados obtidos sao
contrarios, pois o tratamento controle apresentou as maiores concentragdes de clorofila a,
seguido pelo tratamento RNC. Para os tratamentos com o Vertimec® (RC e V), registrou-se
reducdo na concentracdo do pigmento, sendo esta diminui¢do mais acentuada no tratamento
V. Portanto, hd uma subestimativa dos resultados nos ensaios laboratoriais, o que reforga a
importancia dos estudos in situ. Este “falso” resultado pode ser atribuido a tolerancia da
espécie testada no laboratorio bem como as condi¢cdes manipuladas no laboratorio, uma vez
que em ensaios laboratoriais as algas estdo sob condi¢des de luz e temperatura controladas,
sob agitacdo continua, tornando os nutrientes mais disponiveis, o que ¢ uma situagdo diferente

daquela encontrada nos experimentos in situ e no ambiente.

7.4. Avalia¢ao dos efeitos toxicos da abamectina sobre P. subcapitata

As primeiras consideragdes sobre os aspectos ambientais dos efeitos das avermectinas
foram relatadas em 1987, quando um estudo da Universidade de Bristol, Reino Unido,
mostrou que quando a droga foi dada a bezerros na dose recomendada, grande parte dos
insetos benéficos presentes no esterco dos animais tratados foram impactados.
Posteriormente, nos Estados Unidos, em 1996, foi realizada uma avaliagdo dos riscos
ambientais de avermectinas. A avaliagdo ambiental concluiu que Daphnia magna era a
espécie mais sensivel, com uma CL50;48h de 25 ng.L”'. Em 2003, um grupo europeu

também apresentou alguns resultados sobre a toxicidade de avermectina, estabelecendo a
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faixa de sensibilidade para 17 diferentes espécies de crustaceos e moluscos (SANDERSON et
al., 2007).

A abamectina ¢ um agente antiparasitirio usado hd muitos anos na medicina
veterindria, além de ser um importante ingrediente ativo de inseticidas e acaricidas usados na
produgdo agricola. Porém, quando aplicados nas lavouras ou em animais, os residuos dos
produtos podem atingir espécies nao-alvo. Nesse sentido, estudos t€ém demonstrado os efeitos
da exposicdo a abamectina sobre a reproducdo, fungdo biologica e sobrevivéncia de
organismos ndo-alvo aquaticos e terrestres que t€ém papéis importantes na cadeia alimentar
(MOORE et al., 1993).

No presente estudo, o efeito de abamectina na alga Pseudokirchneriella subcapitata
também foi avaliado em estudos experimentais, verificando-se que com o aumento da
concentragdo de abamectina houve redugdo da densidade celular de P. subcapitata, obtendo-
se uma CI50;96 de 15,5 mg.L'l.

No entanto, esta concentragdo de inibi¢do estd acima da faixa descrita na literatura.
Para Tisler e Erzen (2006) a CE50;72h para Scenedesmus subspicatus foi de 4,4 mg.L™' de
abamectina. Ma et al. (2002) relataram CE50,96h de 9,89 mg.L' e 7,31 mgL™" para
Scenedesmus oblignus e Chlorella pyrenoidosa, respectivamente. Para Garric et al. (2007) a
CE50;72h para Pseudokirchneriella subcapitata exposta a invermectina foi maior que 4000
ng.L”, sendo a CEO de 1250 ug.L™' e 0 CENO de 391 pg.L™, com base nas concentragdes
nominais. Halley et al. (1989), em ensaios com Chlorella pyrenoidosa, observaram que o
peso seco das culturas expostas a 9,1 mglL’' de ivermectina por 14 dias foram
significativamente inferiores ao tratamento controle.

Diferentes valores de toxicidade a produtos quimicos s3o reportados dependendo da
espécie utilizada, havendo assim diferengas na sensibilidade entre grupos taxondmicos e
espécies testadas. Ma et al. (2002) examinaram a relacdo de duas espécies de algas para 12

pesticidas diferentes e observaram que as espécies de algas variam muito em sua resposta aos
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pesticidas, sendo que a sensibilidade diferia cerca de duas ordens de grandeza. Também foi
observado que a mesma espécie ndo era sempre a mais sensivel. O mesmo foi avaliado por
Roji¢kova-Padrtova e Marslek (1999) para sete espécies de algas expostas a 3 compostos
metalicos e 3 herbicidas, verificando-se que a variabilidade na sensibilidade diferiu em até 5
ordens de magnitude. Para alguns autores, a alta variabilidade na sensibilidade de diferentes
espécies de algas para a mesma substincia quimica se deve as diferengas na morfologia,
citologia, fisiologia e genética dos organismos (ROJICKOVA-PADRTOVA e MARSLEK,
1999; RODGHER, 2005).

As algas t€m se mostrado menos sensiveis a abamectina quando comparada a
organismos de outros niveis troéficos. Em estudo realizado por Garric et al. (2007), a alga P.
subcapitata foi muito menos sensiveis a invermectina, com efeitos sobre o crescimento
detectado apenas em concentragio superior a 1250 pg.L”, quando comparado a toxicidade do
quimico para o cladécero D. magna, cujos efeitos de exposi¢do prolongada sobre a
sobrevivéncia, reprodugdo e crescimento ocorreram em concentragdes de 0,001 ng.L'l. Em
exposicdo de curta duragdo, a CE50 para D. magna foi de 5,7 ng.L™".

Da mesma forma, Tisler e Erzen (2006), ao testar abamectina, observaram que D.
magna e Danio rerio foram muito mais sensiveis do que a alga Scenedesmus obliqus, com
uma CL50;48 h para D. magna de 0,25 pg.L"' e CE50;96h para D. rerio de 49,3 ug.L”,
enquanto para a alga a CE50;72h foi de 4,4 mg.L™'. Para os autores uma possivel razio para a
toxicidade elevada de abamectina aos dafinideos se deve a captagdo de abamectina via algas
durante o processo de filtragdo alimentar.

Outro fator que pode estar associado a baixa toxicidade de abamectina as algas, e que
deve ser levado em conta, ¢ a adsor¢cdo do quimico ao vidro do recipiente-teste, como ja
reportado por Tisler e Erzen (2006).

Deve-se considerar também a fotodegradagdo da abamectina, ja que as algas foram

intensamente iluminadas durante os ensaios. Halley et al. (1993) reporta que a meia-vida do
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quimico na agua ¢ de 0,5 dia. Em outro estudo Halley et al. (1989) estimam que a meia-vida
da abamectina no solo ¢ de apenas 3 horas. Em contrapartida, Tisler e Erzen (2006) nao
consideram que a fotodegradacdo desempenha um importante papel na eliminagdo de
abamectina, ja que nos seus ensaios as concentracdes de abamectina no final do experimento
foram essencialmente as mesmas dos ensaios com Daphnia magna, que ndo foram
iluminados, sendo a diminui¢do da concentragdo de abamectina entre 23 e 33%.

No presente estudo, a andise cromatografica realizada no final do ensaio com P.
subcapitata (apds 96h), demonstrou que mais de 98% da concentragdo inicial de abamectina
foi degradada, portanto a fotodegrada¢do pode sim estar associada a baixa toxicidade de
abamectina em ensaios laboratoriais quando comparado a outros organismos-teste.

Além disso, por se tratar de um inseticida acaricida de acdo neurotdxica, os valores de
toxicidade sempre serdo menores para as algas quando comparados a espécies animais, uma
vez que a acdo toxica do produto ocorre devido a ligagdo do quimico aos receptores do
neurdnio pos-sinaptico (neurdénio posterior), estimulando uma maior liberagdo do
neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA) no neurénio pré-sindptico (neurénio
anterior). Esta ligacdo do GABA nos receptores pos-sinapticos hiperpolariza o potencial de
repouso normal das células pds-sindpticas, tornando mais dificil a neurotransmissdo dos
estimulos e, conseqiientemente, a contragdo muscular, o que resulta na paralisia ¢ morte dos
organismos (CAMPBELL, 1989).

A abamectina pode também ligar-se ao glutamato nos canais de cloro, levando ao
aumento da permeabilidade aos ions cloreto, hiperpolarizagao, paralisia e, finalmente, a morte
(CAMPBELL, 1989). Portanto, ¢ esperada uma menor toxicidade de abamectina as algas, ja
que as mesmas nao apresentam sistema nervoso. Ainda assim, apesar das algas serem mais
tolerantes a abamectina, diversos estudos tém demonstrado a toxicidade deste composto para

diferentes organismos.
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Nos estudos desenvolvidos por Jensen et al. (2007), a abamectina causou toxicidade
significativa sobre o crescimento de minhocas Eisenia fetida , com concentragdes crescentes
até 5 mg.Kg, sendo que parametro mais sensivel foi a reproducdo (producdo de casulos e
eclosdo), uma vez que o numero de casulos foi reduzido em concentragdes acima de 0,25
mg.Kg. Para os organismos terrestres Folsomia candida, Enchytraeus crypticus, Porcellio
scaber e Eisenia andrei, expostos a solo tratado com abamectina, a CL50 foi de 67 mg.kg™,
111 mgkg™', 69 mgkg' e 18 mgkg', respectivamente (KOLAR et al., 2008). Neste mesmo
estudo a abamectina apresentou maior toxicidade do que doramectina (composto da familia
das avermectinas) para os organismos testados. Davies (1998), em ensaios com 0s organismos
bentonicos marinhos Corophium volutator e Asterias rubens, expostos por 10 dias a
invermectina, obteve valores da CL50 de 0,18 mg.kg'e 23,6 mgkg”, respectivamente, para
0s organismos testados.

Alguns estudos também demonstram a toxicidade das avermectinas, quando apos
aplicagao do quimico em bovinos e ovinos permanecem residuos do composto nas fezes dos
animais. Experimentos realizados por Chiu et al. (1990) evidenciaram que 60 a 80% da dose
de invermectina aplicada em bovinos e ovinos ¢ eliminado nas fezes, independentemente da
via de administragdo. Strong (1993) observou toxicidade aguda em larvas e adultos de insetos
quem vivem em esterco, com o rompimento da metamorfose ¢ interferéncia na reprodugao.

Os riscos decorrentes de avermectinas a organismos nao-alvo dependem da sua
degradagdo no meio ambiente. Dados sobre a degradagdo das avermectinas nas fezes e no solo
mostram uma maior persisténcia do composto em ambientes terrestres. Na agua, as
avermectinas sdo rapidamente fotodegradadas, sendo que a meia-vida de degradacdo no verao
¢ de 0,5 dias ou menos para ivermectina e de 4 a 6 h para abamectina (ERZEN et al., 2005).

A persisténcia dos residuos de avermectinas no ambiente, bem como seus impactos
ambientais, depende dos processos de degradagao fisica (luz solar, temperatura, precipitacao e

perturbagdo mecanica) e da quantidade dos residuos liberados no ambiente (ERZEN et al.,
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2005). No entanto, as informagdes quanto a toxicidade e a persisténcia de abamectina no
ambiente ainda sdo controversas, demonstrando a necessidade de maiores estudos sobre a taxa
de degradagdo e a distribuicdo de avermectinas no ambiente. Quanto a toxicidade, fica
evidente, através dos resultados deste estudo, que a abamectina representa um risco a estrutura

e funcionamento dos ecossistemas aquaticos.
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8. CONCLUSOES

Nos ensaios ecotoxicologicos realizados em laboratorio com o runoff, a concentragdo
de abamectina presente na agua nao causou toxicidade a alga Pseudokirchneriella
subcapitata, sendo que a inibi¢do do crescimento algaceo foi causada mais pela

turbidez do runoff.

Nos ensaios ecotoxicologicos com a agua dos mesocosmos verificou-se um estimulo
ao crescimento de Pseudokirchneriella subcapitata nos tratamentos que receberam o
runoff, indicando o efeito do aporte de nutrientes ao meio de cultura. No tratamento
que recebeu o Vertimec”® diretamente na 4gua ocorreu um crescimento menor do
organismo-teste, porém ainda superior ao tratamento Controle, o que foi contrrio ao

observado para a comunidade fitoplanctonica.

No experimento in situ verificou-se alteragdes mais acentuadas nas caracteristicas
fisicas e quimicas da agua (pH, oxigénio dissolvido, turbidez, condutividade e
nutrientes) nos tratamentos que receberam o runoff, contaminado ou ndo, com

implicagdes diretas e indiretas para a comunidade fitoplanctonica.

Alteragdes na densidade e composi¢do da comunidade fitoplanctonica foram
verificadas em todos os tratamentos, com maior evidéncia na reducao da abundancia
de Bacillariophyta e no aumento de Chlorophyceae. Além disso, a producdo de
clorofila a pelos organismos fitoplanctonicos foi reduzida nos tratamentos que
receberam o runoff e o Vertimec® diretamente na 4gua, sendo mais evidentes naquele

tratamento com adi¢do direta do contaminante.
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A alga verde Monoraphidium minutum foi a espécie com maior contribui¢do na
abundancia total do fitoplancton durante o periodo experimental, com participagdo
mais expressiva no tratamento que recebeu o agrotdxico diretamente na agua,
indicando o favorecimento da espécie (competicdo por recursos, maior taxa de

crescimento e menor pressdo de grazing) em relagdo as demais.

Nos ensaios laboratoriais com a alga Pseudokirchneriella subcapitata, uma
concentracdo maior de abamectina foi necessaria para causar toxicidade a alga,
quando comparada a concentragao utilizada nos ensaios em mesSOCOSMOS,

demonstrando que a toxicidade do Vertimec® ndo ¢ causada apenas pelo principio

ativo do produto, mas também pelos outros componentes presentes na formulagao.

As diferencas observadas nos resultados obtidos entre os testes de laboratorio e o
experimento in Situ indicam a necessidade da avaliagao da toxicidade em condigdes
mais proximas ao ambiente natural, demonstrando que os estudos em mesocosmos sao
ferramentas importantes para o reconhecimento da toxicidade de produtos quimicos e

de seus efeitos aos organismos aquaticos.
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Tabela 1 - Concentracdo de inibi¢do de P. subcapitata no teste de sensibilidade para diferentes
concentragdes (g.L™") de NaCl. A tabela foi gerada pelo programa computacional ICp 2.0. (Teste 1)

*#* Inhibition Concentration Percentage Estimate ***
Toxicant/Effluent: NaCl

Test Start Date: 12/08/08 Test Ending Date: 16/08/08
Test Species: P. subcapitata

Test Duration: 96h

DATA FILE: NaCl

Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID  Replicates g/l  Means  Dev. Response Means

0.000 3170000.000 868101.377 3170000.000
0.500 2176666.667 92915.732  2176666.667
2.000 1490000.000 789366.835 1490000.000
3.500 346666.667 80829.038  346666.667
5.000  30000.000 26457.513 30000.000
6.500  30000.000 30000.000  30000.000

AN DN B~ W=
W W W W W W

The Linear Interpolation Estimate:  3.2233 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 3.1066 Standard Deviation:  0.6447
Original Confidence Limits: Lower: 2.0238 Upper: 4.2635
Expanded Confidence Limits: Lower: 0.7044 Upper: 5.4077
Resampling time in Seconds:  0.00 Random_Seed: -715141188

Tabela 2 - Concentracdo de inibigdo de P. subcapitata no teste de sensibilidade para diferentes
concentragdes (g.L ") de NaCl. Tabela gerada pelo programa computacional ICp 2.0. (Teste 2).

*#* Inhibition Concentration Percentage Estimate ***
Toxicant/Effluent: NaCl

Test Start Date: 01/09/08 Test Ending Date: 04/09/08
Test Species: P. subcapitata

Test Duration: 96h

DATA FILE: NaCl

Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID Replicates g/L  Means  Dev. Response Means

0.000 2150000.000 1224295.716 2150000.000
0.500 1746666.667 785896.516 1746666.667
2.000 1086666.667 64291.005 1086666.667
3.500 533333.333 145716.620 533333.333
5.000 190000.000 81853.528 190000.000
6.500  56666.667 11547.005 56666.667

AN DN B~ W —
W W W W W W

The Linear Interpolation Estimate: 2.0316 Entered P Value: 50
Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 1.9558 Standard Deviation:  0.6726
Original Confidence Limits: Lower: 0.4604 Upper: 3.0463
Expanded Confidence Limits: Lower: -1.2679 Upper: 4.1624
Resampling time in Seconds:  0.00 Random_Seed: -403641546
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Tabela 3 - Concentracdo de inibigdo de P. subcapitata no teste de sensibilidade para diferentes
concentragdes (g.L ") de NaCl. Tabela gerada pelo programa computacional ICp 2.0. (Teste 3).

*** Inhibition Concentration Percentage Estimate ***
Toxicant/Effluent: NaCl

Test Start Date: 20-01-09 Test Ending Date: 24-04-09
Test Species: P. subcapitata

Test Duration: 96h

Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID Replicates mg..  Means  Dev. Response Means
1 3 0.000 437.667 40.415 437.667

2 3 0.500 392.667  6.807 392.667

3 3 2.000 199.667 16.503 199.667

4 3 3.500 59.667 7234  59.667

5 3 5.000 3.000 1.000 3.000

6 3 6.500 0.000  0.000 0.000

The Linear Interpolation Estimate:  1.8510 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 1.8688 Standard Deviation:  0.0868
Original Confidence Limits: Lower: 1.7203 Upper:  2.0469
Expanded Confidence Limits: Lower: 1.5764 Upper: 2.2623
Resampling time in Seconds:  0.00 Random_Seed: -146126720

Tabela 4 - Concentragdo de inibicdo de P. subcapitata no teste de sensibilidade para diferentes
concentragdes (g.L ") de NaCl. Tabela gerada pelo programa computacional ICp 2.0. (Teste 4).

*** Inhibition Concentration Percentage Estimate ***
Toxicant/Effluent: NaCl

Test Start Date: 09-02-09 Test Ending Date: 13-02-09
Test Species: P. subcapitata

Test Duration: 96h
Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID  Replicates mg..  Means  Dev. Response Means
1 3 0.000 565.000 18.000 592.000
2 3 0.500 619.000 54.286 592.000
3 3 2.000 499.667 50.718 499.667
4 3 3.500 163.667 25.775 163.667
5 3 5.000 16.333  3.055 16.333
6 3 6.500 1.000 1.000 1.000

The Linear Interpolation Estimate:  2.9092 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 2.9170 Standard Deviation:  0.0598
Original Confidence Limits: Lower: 2.8007 Upper:  3.0228
Expanded Confidence Limits: Lower: 2.6813 Upper: 3.1478
Resampling time in Seconds:  0.00 Random_Seed: 308439860
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Tabela 5 - Concentracdo de inibicdo de P. subcapitata no teste de sensibilidade para diferentes
concentragdes (g.L ") de NaCl. Tabela gerada pelo programa computacional ICp 2.0. (Teste 5).

*#* Inhibition Concentration Percentage Estimate ***
Toxicant/Effluent: NaCl

Test Start Date: 23-03-09 Test Ending Date: 27-03-09
Test Species: P. subcapitata

Test Duration: 96h
Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID Replicates mg.l.  Means  Dev. Response Means

0.000 525333 27.062 558.667
0.500 592.000 51.391 558.667
2.000 483.333  32.747 483.333
3.500 173.333 8.386 173.333
5.000 12.333 1.528 12.333
6.500 1.000 1.732 1.000

AN DN AW -
W W W W W W

The Linear Interpolation Estimate:  2.9871 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 2.9853 Standard Deviation:  0.0439
Original Confidence Limits: Lower: 2.8997 Upper:  3.0695
Expanded Confidence Limits: Lower: 2.8035 Upper: 3.1602
Resampling time in Seconds:  0.00 Random_Seed: 344451060

Tabela 6 - Concentracdo de inibigdo de P. subcapitata no teste de sensibilidade para diferentes
concentragdes (g.L™") de NaCl. Tabela gerada pelo programa computacional ICp 2.0. (Teste 6).

*** Inhibition Concentration Percentage Estimate ***
Toxicant/Effluent: NaCl

Test Start Date: 16-04-09 Test Ending Date: 20-04-09
Test Species: P. subcapitata

Test Duration: 96h
Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID  Replicates mg.LL.  Means Dev. Response Means

0.000 607.000 32.604 628.500
0.500 650.000 17.349 628.500
2.000 624.000 26.287 624.000
3.500 319.000  8.000 319.000
5.000 16333  3.512 16.333
6.500 1.000  1.000 1.000

AN DN B W=
W W W W W W

The Linear Interpolation Estimate:  3.5235 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 3.5219 Standard Deviation:  0.0270
Original Confidence Limits: Lower: 3.4680 Upper: 3.5695
Expanded Confidence Limits: Lower: 3.4068 Upper: 3.6201
Resampling time in Seconds:  0.00 Random_Seed: -9053460
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Tabela 7 - Concentragdo de inibigdo de P. subcapitata no teste de sensibilidade para diferentes
concentragdes (g.L ") de NaCl. Tabela gerada pelo programa computacional ICp 2.0. (Teste 7).

*** Inhibition Concentration Percentage Estimate ***
Toxicant/Effluent: NaCl

Test Start Date: 25 05 09 Test Ending Date: 29-05 09
Test Species: P. subcapitata

Test Duration: 96h
Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID  Replicates mg.l.  Means Dev. Response Means

0.000 675.000 7.211 688.833
0.500 702.667 20.257 688.833
2.000 608.000 43.093 608.000
3.500 409.000 34.000 409.000
5.000 18.333 1.528 18.333
6.500 1.333 0.577 1.333

AN LN kAW~
W W W W W W

The Linear Interpolation Estimate:  3.7480 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 3.7427 Standard Deviation:  0.0549
Original Confidence Limits: Lower: 3.6298 Upper:  3.8399
Expanded Confidence Limits: Lower: 3.4998 Upper: 3.9411
Resampling time in Seconds:  0.00 Random_Seed: -5188672

Tabela 8 - Concentragdo de inibicdo de P. subcapitata no teste de sensibilidade para diferentes
concentragdes (g.L ") de NaCl. Tabela gerada pelo programa computacional ICp 2.0. (Teste 8).

*** Inhibition Concentration Percentage Estimate ***
Toxicant/Effluent: NaCl

Test Start Date: 21 06 09 Test Ending Date: 25 06 09
Test Species: P. subcapitata

Test Duration: 96h
Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID  Replicates mg..  Means  Dev. Response Means
1 3 0.000 557.333  13.013 557.333
2 3 0.500 505.667 33.322 511.333
3 3 2.000 517.000 66.843 511.333
4 3 3.500 329.667 45.446 329.667
5 3 5.000 22.000  2.000 22.000
6 3 6.500 1.667 0.577  1.667

The Linear Interpolation Estimate:  3.7486 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 3.7365 Standard Deviation:  0.0947
Original Confidence Limits: Lower: 3.5386 Upper: 3.8961
Expanded Confidence Limits: Lower: 3.3076 Upper: 4.0583
Resampling time in Seconds: 0.00 Random_Seed: 694438962
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Tabela 9 - Concentracdo de inibicdo de P. subcapitata no teste de sensibilidade para diferentes
concentragdes (g.L ") de NaCl. Tabela gerada pelo programa computacional ICp 2.0. (Teste 9).

*#* Inhibition Concentration Percentage Estimate ***
Toxicant/Effluent: NaCl

Test Start Date: 27 07 09 Test Ending Date: 31-07-09
Test Species: P. subcapitata

Test Duration: 96h
Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID  Replicates mg.l.  Means  Dev. Response Means

0.000 574.667 82.924 574.667
0.500 518.667 68.821 518.667
2.000 477.000 8.544 477.000
3.500 276.333 32.868 276.333
5.000 5.333 2,517  5.333
6.500 0.000 0.000  0.000

AN DN AW -
W W W W W W

The Linear Interpolation Estimate:  3.4178 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 3.4034 Standard Deviation:  0.1532
Original Confidence Limits: Lower: 3.0980 Upper: 3.6411
Expanded Confidence Limits: Lower: 2.7462 Upper: 3.8867
Resampling time in Seconds: 0.00 Random_Seed: 766826753

Tabela 10 - Concentragdo de inibi¢do de P. subcapitata no teste de sensibilidade para diferentes
concentragdes (g.L™") de NaCl. Tabela gerada pelo programa computacional ICp 2.0. (Teste 10).

*** Inhibition Concentration Percentage Estimate ***
Toxicant/Effluent: NaCl

Test Start Date: 21 _09 09 Test Ending Date: 25 09 09
Test Species: P. subcapitata

Test Duration: 96h
Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID  Replicates mg.LL.  Means Dev. Response Means

0.000 555333  63.106 564.889
0.500 544.000 60.008 564.889
2.000 595.333 28.378 564.889
3.500 320.333  36.937 320.333
5.000 22333 0577 22.333
6.500 2.000 1.000  2.000

AN DN B W=
W W W W W W

The Linear Interpolation Estimate:  3.6907 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 3.6655 Standard Deviation:  0.0863
Original Confidence Limits: Lower: 3.4980 Upper: 3.8126
Expanded Confidence Limits: Lower: 3.2860 Upper: 3.9467
Resampling time in Seconds:  0.00 Random_Seed: 642690876
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Tabela 11 — Valores de CI50;96h ao cloreto de sodio em testes de sensibilidade com
Pseudokirchneriella subcapitata apos 96h de exposigao.

Ensaio CI150;96h (g.L ™)
1 3,22
2 2,03
3 1,85
4 2,91
5 2,99
6 3,52
7 3,75
8 3,75
9 3,42
10 3,69
Média 3,11
Limite inferior (g.L ") 1,74
Limite superior (g.L™) 4,49
Coeficiente de variacao 22,05
(%)

Tabela 12 - Valores obtidos para turbidez (NTU) para as diferentes diluigdes do runoff (RNC:
runoff nao contaminado; RC: runoff contaminado)

Concentrac¢iao do teste RCN RC
100% 930 890
50% 550 400

25% 356 262

12,5% 166 128

6,25% 78 68

3,12% 37 30

Tabela 13 - Valores obtidos para condutividade elétrica (uS.cm™) para as diferentes diluigdes
do runoff (RNC: runoff ndo contaminado; RC: runoff contaminado)

Concentracio do teste RCN RC
100% 25,9 20,5
50% 92,0 86,9
25% 124,8 120,6
12,5% 141,8 139,6
6,25% 151,0 148,3
3,12% 182,6 152,7
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Tabela 14 - Valores obtidos para pH para as diferentes dilui¢des do runoff (RNC: runoff nao
contaminado; RC: runoff contaminado)

Concentracao do teste RCN RC
100% 6,59 6,36
50% 7,08 6,92
25% 7,38 7,11
12,5% 7,52 7,41
6,25% 7,6 7,5
3,12% 7,71 7,57

Tabela 15 - Valores obtidos para dureza (mg.L'CaCO3) para as diferentes dilui¢des do runoff
(RNC: runoff nao contaminado; RC: runoff contaminado)

Concentraciao do teste RCN RC

100% 4 4

50% 24 24

25% 38 32

12,5% 38 36

6,25% 42 44

3,12% 42 42

Tabela 16 - Valores obtidos para oxigénio dissolvido (mg.L™") para as diferentes dilui¢cdes do
runoff (RNC: runoff ndo contaminado; RC: runoff contaminado)

Concentracao do teste RNC RC
100% 6,77 6,62

50% 6,81 6,76

25% 6,84 6,76

12,5% 6,82 6,80

6,25% 6,82 6,85

3,12% 6,81 6,81

Tabela 17 - Valores obtidos para material em suspensdo total (mg.L™") para as diferentes
diluigdes do runoff (RNC: runoff ndo contaminado; RC: runoff contaminado)

Concentracao do teste RNC RC
100% 4111,1 4419,1
50% 900,3 1163,5
25% 381,4 760,6
12,5% 155,7 262,8
6,25 77,9 159.,4
3,12% 37,4 50,3
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Tabela 18 - Valores obtidos para material em suspensdo inorgénico (mg.L™") para as diferentes
dilui¢des do runoff (RNC: runoff ndo contaminado; RC: runoff contaminado)

Concentracao do teste RNC RC
100% 3371,9 3724,0
50% 754,0 898.,4
25% 321,2 633,7
12,5% 132,9 2224
6,25 64,0 132,0
3,12% 26,2 39,9

Tabela 19 - Valores obtidos para material em suspensio organico (mg.L™) para as diferentes
dilui¢des do runoff (RNC: runoff ndo contaminado; RC: runoff contaminado)

Concentracio do teste RNC RC
100% 739,2 695,1

50% 146,3 265,1
25% 60,2 127,0

12,0% 22,8 40,3

6,25 13,9 27,5

3,12% 11,2 10,4

Tabela 20 - Densidade celular (cel.mL™") para as diferentes dilui¢des do runoff (RNC: runoff

ndo contaminado; RC: runoff contaminado)

Amostra Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Média Desvio padrao
Controle 4940000 5220000 4330000 4830000 455082
RNC 100% 70000 10000 50000 43333 30550
RNC 50% 180000 100000 130000 136666 40414
RNC 25% 190000 250000 860000 433333 370720
RNC 12,5% 970000 2810000 2040000 1940000 924067
RNC 6,25% 2090000 4040000 1170000 2433333 1465481
RNC 3,12% 4130000 1990000 2060000 2726667 1215826
RC 100% 110000 130000 100000 113333 15275
RC 50% 320000 280000 130000 243333 100166
RC 25% 690000 1240000 990000 973333 275378
RC 12,5% 1240000 1360000 4630000 2410000 1923512
RC 6,25% 3000000 4310000 4410000 3906667 786786
RC 3,12% 1470000 2750000 3430000 2550000 995188
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Tabela 21 — Concentracio de clorofila a (ug.L™) para as diferentes diluicdes do runoff (RNC:
runoff nao contaminado; RC: runoff contaminado)

Amostra Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Média Desvio padrao
Controle 224 207 207 213 10
RNC 100% 218 207 224 216 9
RNC 50% 534 552 914 667 214
RNC 25% 1328 2368 1644 1780 533
RNC 12,5% 2098 2994 1534 2209 736
RNC 6,25% 3948 1747 2149 2615 1172
RNC 3,12% 241 195 264 234 35
RC 100% 402 460 351 404 55
RC 50% 764 1103 1494 1121 365
RC 25% 2385 1626 3454 2489 918
RC 12,5% 3598 2500 3793 3297 697
RC 6,25% 2793 2609 4023 3142 769
RC 3,12% 2856 4466 252 2525 2126

Tabela 22 — Biovolume (um®) para as diferentes dilui¢des do runoff (RNC: runoff nio
contaminado; RC: runoff contaminado)

Amostra Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Média Desvio padrao
Controle 0,92 1,12 0,63 0,89 0,25
RNC 100% 0,67 0,51 0,67 0,61 0,09
RNC 50% 0,50 0,70 0,38 0,53 0,16
RNC 25% 0,59 0,52 0,32 0,48 0,14
RNC 12,5% 0,73 0,41 0,54 0,56 0,16
RNC 6,25% 1,01 0,74 0,45 0,73 0,28
RNC 3,12% 0,64 2,55 1,00 1,40 1,01
RC 100% 0,62 0,85 0,67 0,71 0,12
RC 50% 0,47 0,36 0,30 0,38 0,08
RC 25% 0,53 0,53 0,66 0,57 0,07
RC 12,5% 0,58 1,04 1,30 0,97 0,36
RC 6,25% 0,47 0,60 1,02 0,70 0,29

RC3,12% 1,13 0,79 0,94 0,95 0,17
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Tabela 23 — Carbono organico total (pg.cel”) para as diferentes diluicdes do runoff (RNC:
runoff ndo contaminado; RC: runoff contaminado)

Amostra Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Média Desvio padrao
Controle 0,11 0,14 0,07 0,11 0,03
RNC 100% 0,08 0,06 0,08 0,07 0,01
RNC 50% 0,06 0,08 0,04 0,06 0,02
RNC 25% 0,07 0,06 0,04 0,06 0,02
RNC 12,5% 0,09 0,05 0,06 0,07 0,02
RNC 6,25% 0,12 0,09 0,05 0,09 0,04
RNC 3,12% 0,08 0,32 0,12 0,17 0,13
RC 100% 0,07 0,10 0,08 0,09 0,02
RC 50% 0,05 0,04 0,03 0,04 0,01
RC 25% 0,06 0,06 0,08 0,07 0,01
RC 12,5% 0,07 0,13 0,16 0,12 0,05
RC 6,25% 0,05 0,07 0,12 0,08 0,04
RC 3,12% 0,14 0,10 0,11 0,12 0,02

Tabela 24 — Teste de Dunnett (* Diferenga significativa). Comparacao entre a densidade
celular do controle laboratorial e as diferentes concentragdes de runoff nao contaminado dos
ensaios cronicos com P. subcapitata. Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.

DUNNETT'S TEST - TABLE 1 OF 2 Ho:Control<Treatment

TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN
GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT SIG

1 controle 2524.667 2524.667

2 100 212.667 212.667 2.880 *
3 50 216.333 216.333 2.875 *
4 25 666.667 666.667 2.314

5 12,5 1780.000 1780.000 0.928
6 6,25 2208.667 2208.667 0.394

7 3,12 2614.667 2614.667 -0.112

Dunnett table value = 2.53 (1 Tailed Value, P=0.05, df=14,6)

DUNNETT'S TEST - TABLE 2 OF 2 Ho:Control<Treatment

NUM OF Minimum Sig Diff % of DIFFERENCE
GROUP IDENTIFICATION REPS (IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM CONTROL

1 controle 3

2 100 3 2031.217 80.5 2312.000
3 50 3 2031.217 80.5 2308.333
4 25 3 2031.217 80.5 1858.000
5 12,5 3 2031.217 80.5 744.667
6 6,25 3 2031.217 80.5 316.000
7 3,12 3 2031.217 80.5  -90.000
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Tabela 25 — Teste de Dunnett (* Diferenca significativa). Comparacao entre a densidade
celular do controle laboratorial e as diferentes concentragdes de runoff contaminado dos
ensaios cronicos com P. subcapitata. Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.

DUNNETT'S TEST - TABLE1OF2

Ho:Control<Treatment

TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN

GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT SIG
1 controle 2524.667 2524.667

2 100 233.333 233.333 2.895 *

3 50 404.333 404.333 2.679 *

4 25 1120.333 1120.333 1.774

5 12,5 2488.333 2488.333 0.046

6 6,25 3297.000 3297.000 -0.976

7 3,12 3141.667 3141.667 -0.779

Dunnett table value = 2.53

(1 Tailed Value, P=0.05, df=14,6)

DUNNETT'S TEST - TABLE2OF2

Ho:Control<Treatment

NUM OF Minimum Sig Diff % of DIFFERENCE
(IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM CONTROL

GROUP IDENTIFICATION REPS

1 controle
2 100
3 50

4 25

5 12,5
6 6,25
7 3,12

3
3
3
3
3
3
3

2002.773
2002.773
2002.773
2002.773
2002.773
2002.773

79.3
79.3
79.3
79.3
79.3
79.3

2291.333
2120.333
1404.333
36.333
-772.333
-617.000
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Tabela 26 — Teste de Dunnett (* Diferencga significativa). Comparacao entre o biovolume
celular do controle laboratorial e as diferentes concentragdes de runoff nao contaminado dos
ensaios cronicos com P. subcapitata. Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.

DUNNETT'S TEST - TABLE1OF2

Ho:Control<Treatment

TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN
GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT SIG

1 controle 0.890 0.890

2 100 0.617 0.617 0.792
3 50 0.527 0.527 1.053
4 25 0.477 0.477 1.198
5 12,5 0.560 0.560 0.957
6 6,25 0.733 0.733 0.454
7 3,12 1.397 1.397 -1.469

Dunnett table value = 2.53

(1 Tailed Value, P=0.05, df=14,6)

DUNNETT'S TEST - TABLE 2 OF 2

Ho:Control<Treatment

NUM OF Minimum Sig Diff % of DIFFERENCE

GROUP IDENTIFICATION REPS

(IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM CONTROL

1 controle
2 100
3 50

4 25

5 12,5
6 6,25
7 3,12

3
3
3
3
3
3
3

0.873
0.873
0.873
0.873
0.873
0.873

98.1
98.1
98.1
98.1
98.1
98.1

0.273
0.363
0.413
0.330
0.157
-0.507
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Tabela 27 — Teste de Dunnett (* Diferenga significativa). Comparagdo entre o biovolume
celular do controle laboratorial e as diferentes concentragdes de runoff contaminado dos
ensaios cronicos com P. subcapitata. Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.

DUNNETT'S TEST - TABLE 1 OF 2

Ho:Control<Treatment

TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN

GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT SIG
1 controle 0.890 0.890
2 100 0.713 0.713 0.992
3 50 0.377 0.377 2.883 *
4 25 0.573 0.573 1.778
5 12,5 0.973 0.973 -0.468
6 6,25 0.697 0.697 1.086
7 3,12 0.953 0.953 -0.356

Dunnett table value = 2.53

(1 Tailed Value, P=0.05, df=14,6)

DUNNETT'S TEST - TABLE 2 OF 2

Ho:Control<Treatment

NUM OF Minimum Sig Diff % of DIFFERENCE

GROUP IDENTIFICATION REPS (IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM
CONTROL

1 controle 3

2 100 3 0.451 50.6 0.177

3 50 3 0.451 50.6 0.513

4 25 3 0.451 50.6 0.317

5 12,5 3 0.451 50.6 -0.083

6 6,25 3 0.451 50.6 0.193

7 3,12 3 0.451 50.6 -0.063
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Tabela 28 — Teste de Dunnett (* Diferenca significativa). Comparacdo entre o contetido de
carbono organico do controle laboratorial e as diferentes concentragdes de runoff nao
contaminado dos ensaios cronicos com P. subcapitata. Tabela gerada pelo programa

TOXSTAT 3.4.

DUNNETT'S TEST - TABLE 1 OF 2

Ho:Control<Treatment

TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN

GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT SIG

1 controle 0.107 0.107

2 100 0.073 0.073 0.760
3 50 0.060 0.060 1.064
4 25 0.057 0.057 1.140
5 12,5 0.067 0.067 0.912
6 6,25 0.087 0.087 0.456
7 3,12 0.173 0.173 -1.520

Dunnett table value = 2.53

(1 Tailed Value, P=0.05, df=14,6)

DUNNETT'S TEST - TABLE 2 OF 2

Ho:Control<Treatment

NUM OF Minimum Sig Diff % of DIFFERENCE

GROUP IDENTIFICATION REPS

CONTROL

(IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM

controle
100
50
25
12,5
6,25
3,12

NN N R W

0.111
0.111
0.111
0.111
0.111
0.111

104.0
104.0
104.0
104.0
104.0
104.0

0.033
0.047
0.050
0.040
0.020
-0.067
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Tabela 29 — Teste de Dunnett (* Diferenca significativa). Comparagdo entre o conteudo de
carbono organico do controle laboratorial e as diferentes concentragdes de runoff contaminado
dos ensaios cronicos com P. subcapitata. Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4.

DUNNETT'S TEST - TABLE 1 OF 2

Ho:Control<Treatment

TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN

GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT SIG

1 controle 0.107 0.107

2 100 0.083 0.083 1.016

3 50 0.040 0.040 2.904 *

4 25 0.067 0.067 1.742

5 12,5 0.120 0.120 -0.581

6 6,25 0.080 0.080 1.162

7 3,12 0.117 0.117 -0.436

Dunnett table value = 2.53 (1 Tailed Value, P=0.05, df=14,6)

DUNNETT'S TEST - TABLE 2 OF 2 Ho:Control<Treatment

NUM OF Minimum Sig Diff % of DIFFERENCE

GROUP IDENTIFICATION REPS (IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM
CONTROL

1 controle 3

2 100 3 0.058 54.4 0.023

3 50 3 0.058 54.4 0.067

4 25 3 0.058 54.4 0.040

5 12,5 3 0.058 54.4 -0.013

6 6,25 3 0.058 54.4 0.027

7 3,12 3 0.058 54.4 -0.010
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Tabela 30 - Valores obtidos para temperatura da d4gua (°C) nos mesocosmos durante o periodo
experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V:
Vertimec® e A: aleatorio)

Horas C RNC RC \Y A
0 25,2 254 254 254 25,5
3 27,9 27,5 27,6 27,7 27,7
72 23,6 23,6 23,7 23,8 23,8
120 25,0 25,0 25,0 249 25,4
168 26,5 26,5 26,4 26,4 26,5
240 22,7 22,6 22,7 22.9 22,8

Tabela 31 - Valores obtidos para pH nos mesocosmos durante o periodo experimental (C:
controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® e A:
aleatorio)

Horas C RNC RC \Y A
0 7,7 7,9 7,3 7,1 6,8

3 8,5 8,2 7,7 8,4 8,4
72 6,4 6,8 7,2 8,3 7,6
120 6,4 6,7 7,1 8,3 7,2
168 6,7 6,7 5,7 6,8 6,8
240 6,8 6,4 6,5 7,7 6,6

Tabela 32 - Valores obtidos para oxigénio dissolvido (mg.L™) nos mesocosmos durante o
periodo experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado,
V: Vertimec” e A: aleatorio)

Horas C RNC RC \4 A
0 6,2 9,4 10,5 10,0 7,9

3 8,9 9,8 9,5 11,7 8,6
72 43 5,2 4,8 8,5 7,4
120 2.9 2,7 3,0 6,3 5,0
168 2,5 3,0 2,7 5,4 3,9
240 7,1 5,8 4,7 8,2 6,4

Tabela 33 - Valores obtidos para condutividade elétrica (uS.cm™) nos mesocosmos durante o
periodo experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado,

V: Vertimec® e A: aleatério)
Horas C RNC RC \4 A
0 75 72 75 76 83
3 77 66 62 78 83
72 82 72 71 78 89
120 87 80 78 83 95
168 87 86 84 83 105

240 89 92 92 87 111




161

Tabela 34 - Valores obtidos para nitrogénio total (mg.L™") nos mesocosmos durante o periodo
experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V:
Vertimec® e A: aleatorio)

Horas C RNC RC \4 A
0 0,29 1,26 1,59 1,73 2,19
3 0,23 0,28 0,42 0,28 0,23
72 0,56 0,61 0,93 0,65 0,65
120 0,65 0,7 1,03 0,14 1,21
168 1,17 1,03 0,61 1,12 0,89
240 0,7 0,7 1,07 0,89 0,84

Tabela 35 - Valores obtidos para nitrito (ug.L™") nos mesocosmos durante o periodo
experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V:
Vertimec® e A: aleatorio)

Horas C RNC RC \Y A
0 1,88 1,49 2,0 1,17 1,38
3 1,62 11,33 16,01 2,75 1,42
72 2,11 13,78 24,23 1,21 1,71
120 1,16 4,01 13,75 1,0 1,33
168 2,05 2,23 4,39 1,34 1,45
240 1,82 1,49 2,74 1,01 1,52

Tabela 36 - Valores obtidos para nitrato (ug.L™') nos mesocosmos durante o periodo
experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V:
Vertimec® e A: aleatorio)

Horas C RNC RC \Y A
0 44,73 19,29 18,48 30,89 27,55
3 25,1 25,46 41,36 19,61 15,52
72 16,25 16,5 16,08 16,61 21,96
120 16,91 12,47 14,52 17,3 18,74
168 14,88 19,65 10,6 9,6 13,59
240 12,48 8,26 11,77 10,88 12,22

Tabela 37 - Valores obtidos para amdnia (ug.L') nos mesocosmos durante o periodo
experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V:
Vertimec® e A: aleatorio)

Horas C RNC RC \4 A
0 91,99 20,19 4476 101,86 58,56
3 63,08 27,01 155,63 20,72 19,14
72 65,48 50,16 64,98 25,56 52,96
120 189,98 7,28 184,6 69,63 84,16
168 134,5 83,61 251,41 24,55 40,02

240 103,8 187,71 367,81 14,35 17,26
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Tabela 38 - Valores obtidos para fosforo total (ug.L™') nos mesocosmos durante o periodo
experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V:
Vertimec® e A: aleatorio)

Horas C RNC RC \4 A
0 53,21 42,32 51,07 54,19 41,94

3 60,16 40,19 234,89 212,49 89,3
72 63,01 167,21 324,37 174,72 172,79
120 55,98 80,58 171,9 76,1 92,98
168 117,55 103,07 114,58 130,13 139,06
240 89,03 73,46 74,67 93,75 166,03

Tabela 39 - Valores obtidos para fosfato total dissolvido (ug.L™") nos mesocosmos durante o
periodo experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado,
V: Vertimec® e A: aleatério)

Horas C RNC RC \Y A
0 8,9 9,59 8,77 11,32 12,56
3 6,11 20,04 33,17 9,43 5,49
72 14,79 41,93 66,77 23,42 21,69
120 18,88 28,48 54,02 24,35 25,36
168 17,24 25,04 29,9 24,43 23,05
240 17,13 14,76 23,55 17,24 20,57

Tabela 40 - Valores obtidos para fosfato inorganico (ug.L™') nos mesocosmos durante o
periodo experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado,
V: Vertimec® e A: aleatério)

Horas C RNC RC \Y A
0 4,82 4,51 4,69 4,64 4,96
3 5,38 19,3 31,61 6,91 2,88
72 5,23 25,8 41,8 4,68 8,58
120 4,66 7,04 23,84 3,53 6,04
168 3,58 8,32 9,52 3,61 5,7
240 2,73 2,76 5,04 2,72 2,16

Tabela 41 - Valores obtidos para silicato (mg.L"') nos mesocosmos durante o periodo
experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V:
Vertimec® e A: aleatorio)

Horas C RNC RC \4 A
0 6,98 6,81 6,65 6,35 6,42
3 11,91 12,01 11,45 12,88 12,13
72 11,36 11,02 11,36 11,96 10,2
120 13,11 10,24 11,65 11,56 11,83
168 11,61 10,39 9,87 11,1 9,41

240 6,65 5,75 5,52 6,0 4,89
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Tabela 42 - Valores obtidos para material em suspensdo total (mg.L™") nos mesocosmos
durante o periodo experimental (* Amostra perdida) (C: controle, RNC: runoff nao
contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® e A: aleatdrio)

Horas C RNC RC \Y% A
0 8,15 11,15 10,3 9,1 8,78
3 8,55 58,16 99,4 8,85 10,45
72 12,15 38 68,75 12,48 10,45
120 6,8 15,23 41,88 7,43 6,85
168 12,3 12,35 9,3 3,2 9,73
240 8,53 8,38 5,53 * 9,03

Tabela 43 - Valores obtidos para material em suspensdo inorganico (mg.L™") nos mesocosmos
durante o periodo experimental (* Amostra perdida) (C: controle, RNC: runoff néo
contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® e A: aleatorio)

Horas C RNC RC \Y A
0 1,13 2,28 1,9 1,18 1,03
3 0,35 4493 77,07 0,95 1,88
72 3,38 27,13 46,83 3,4 3,03
120 0,9 9,75 22,93 1,93 2,28
168 2,1 4,78 3,73 * 2,68
240 0,55 0,33 0,88 * 2,55

Tabela 44 - Valores obtidos para material em suspensdo organico (mg.L™") nos mesocosmos
durante o periodo experimental (¥ Amostra perdida) (C: controle, RNC: runoff néo
contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® e A: aleatorio)

Horas C RNC RC \% A
0 7,03 8,88 8.4 7,93 7,75
3 8,2 13,25 22,33 7,9 8,58
72 8,78 10,88 21,93 9,08 7,43
120 5,9 5,48 18,95 5,5 4,58
168 10,2 7,58 5,58 3,38 7,05
240 7,98 8,05 4,65 * 6,48

Tabela 45 - Valores obtidos para clorofila a (ng.L™") nos mesocosmos durante o periodo
experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V:
Vertimec® e A: aleatorio)

Horas C RNC RC \Y% A
0 13,95 10,46 11,16 12,56 18,14
3 16,54 11,16 11,16 10,46 16,74
72 18,83 13,95 9,77 9,77 20,23
120 18,14 11,86 10,46 5,58 17,44
168 39,06 14,65 12,56 4,19 21,62

240 31,39 13,95 6,28 6,98 24,41
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Tabela 46 - Valores obtidos para feofitina (ng.L"') nos mesocosmos durante o periodo
experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V:
Vertimec® e A: aleatorio)

Horas C RNC RC \Y4 A
0 8,51 5,65 6,42 3,56 4,32
3 8,29 9,02 6,42 5,16 7,18
72 8,02 7,04 6,84 1,46 5,65
120 5,79 6,70 6,63 0 4,53
168 11,23 0,98 3,56 4,12 5,72

240 7,67 5,09 1,05 1,81 2,93




Tabela 47 — Densidade (org.L™") do fitoplancton no tratamento controle (C)
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TAXA Oh 3h 48h 96h 144h 192h 240h
Cyanophyceae 56 245 298 118 25 6 14
Aphanocapsa delicatissima 0 168 126 94 8 0 0
Geitlerinema acutissimum 23 77 153 8 0 0 0
Merismopedia tenuissima 0 0 0 0 0 0 0
Phormidium interruptum 23 0 0 0 0 6 0
Pseudanabaena minima 11 0 18 16 16 0 14
Chlamydophyceae 192 180 487 353 74 6 5
Chlamydomonas sp. 192 180 487 353 74 6 5
Chlorophyceae 2853 3029 1886 1655 2108 1600 1746
Acanthosphaera cf tenuispina 868 709 415 126 98 174 135
Ankistrodesmus falcatus 0 0 0 0 0 0 0
Coelastrum proboscideum 507 232 244 78 238 72 180
Coelastrum reticulatum 0 0 0 0 0 0 0
Coenochloris pyrenoidosa 361 232 180 126 320 150 456
Crucigenia sp. 0 0 0 0 0 0 0
Eutetramorus fottii 34 0 0 0 8 0 0
Kirchneriella sp. 0 0 0 0 0 0 0
Micractinium bornhemiense 11 0 0 0 0 0 0
Micractinium pusillum 56 0 0 16 0 0 5
Monoraphidium contortum 0 0 9 8 0 0 0
Monoraphidium minutum 383 1315 650 714 82 24 0
Oocystis marssoonii 0 0 9 0 0 0 14
Pediastrum duplex 23 0 9 16 16 12 5
Pediatrum tetras 79 64 27 47 33 18 18
Scenedesmus acuminatus 0 0 0 8 8 0 9
Scenedesmus opoliensis 158 103 9 24 66 30 9
Scenedesmus quadricauda 350 361 325 455 1165 1095 898
Scenedesmus sp 0 0 0 0 8 0 14
Scenedesmus spinosus 11 13 9 39 66 18 5
Scenedesmus subispicatus 0 0 0 0 0 0 0
Tetrastrum heteracanthum 0 0 0 0 0 6 0
Tetrastrum triacanthum 11 0 0 0 0 0 0
Zygnemaphyceae 0 0 0 0 0 0 0
Staurastrum americanum 0 0 0 0 0 0 0
Oedogonophyceae 11 0 0 0 0 0 0
Oedogonium sp. 11 0 0 0 0 0 0
Dinophyceae 147 103 81 94 180 204 383
Peridinium sp. 147 103 81 94 180 204 383
Xantophyceae 101 77 929 94 238 138 95
Goniochloris sp. 79 77 99 71 205 108 90
Pseudopoliedriopsis sp. 23 0 0 24 33 30 5
Chrysophyceae 0 13 18 31 0 247 27
Mallomonas sp. 0 13 18 31 0 247 27
Bacillariophyta 7623 8764 3401 2118 1608 1624 1556
Aulacoseira granulata 0 0 0 0 0 0 0
Bacillariophyta ndo identificada 2109 1856 632 314 279 54 41
Eunotia sp. 3135 4588 1624 737 656 138 95
Fragilaria sp. 1365 1650 920 934 558 1419 1389
Navicula sp. 1015 670 217 133 115 12 32
Pinularia sp. 0 0 9 0 0 0 0
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Tabela 48 — Densidade (org.L™") do fitoplancton no tratamento com runoff nio contaminado

(RNO)

TAXA Oh 3h 48h 96h 144h 192h 240h
Cyanophyceae 341 60 920 115 238 71 32
Aphanocapsa delicatissima 321 0 0 0 208 48 4
Geitlerinema acutissimum 0 0 77 101 30 12 0
Merismopedia tenuissima 0 60 0 0 0 0 0
Phormidium interruptum 0 0 0 0 0 0 4
Pseudanabaena minima 20 0 13 14 0 12 24
Chlamydophyceae 261 920 0 29 30 65 48
Chlamydomonas sp. 261 90 0 29 30 65 48
Chlorophyceae 5233 6646 3132 2281 3638 3884 1520
Acanthosphaera cf tenuispina 2686 3759 1018 72 0 0 4
Ankistrodesmus falcatus 0 0 13 0 0 0 0
Coelastrum proboscideum 281 90 348 87 20 18 60
Coelastrum reticulatum 0 90 103 43 69 24 8
Coenochloris pyrenoidosa 421 331 193 101 69 12 56
Crucigenia sp. 0 0 0 0 0 0 4
Eutetramorus fottii 20 0 13 0 0 6 0
Kirchneriella sp. 0 0 0 14 0 0 0
Micractinium bornhemiense 0 0 0 0 0 0 0
Micractinium pusillum 0 0 13 0 0 0 0
Monoraphidium contortum 0 0 0 0 20 0 40
Monoraphidium minutum 1043 1774 1005 1833 3361 3700 1251
Oocystis marssoonii 0 0 0 0 0 0 0
Pediastrum duplex 20 0 0 0 0 0 0
Pediatrum tetras 120 60 64 14 0 18 8
Scenedesmus acuminatus 0 0 13 0 0 0 0
Scenedesmus opoliensis 180 0 13 14 0 0 0
Scenedesmus quadricauda 421 541 322 87 89 89 88
Scenedesmus sp 0 0 0 0 0 0 0
Scenedesmus spinosus 0 0 13 14 10 18 0
Scenedesmus subispicatus 20 0 0 0 0 0 0
Tetrastrum heteracanthum 20 0 0 0 0 0 0
Tetrastrum triacanthum 0 0 0 0 0 0 0
Zygnemaphyceae 0 0 13 0 0 0 0
Staurastrum americanum 0 0 13 0 0 0 0
Oedogonophyceae 0 0 0 0 0 0 0
Oedogonium sp. 0 0 0 0 0 0 0
Dinophyceae 281 120 0 58 20 18 56
Peridinium sp. 281 120 0 58 20 18 56
Xantophyceae 40 120 39 202 208 196 68
Goniochloris sp. 40 90 26 202 188 196 68
Pseudopoliedriopsis sp. 0 30 13 0 20 0 0
Chrysophyceae 0 0 26 14 0 0 8
Mallomonas sp. 0 0 26 14 0 0 8
Bacillariophyta 16399 13442 10749 14550 10400 892 373
Aulacoseira granulata 0 0 0 0 0 0 0
Bacillariophyta ndo identificada 4631 3158 2887 3334 2221 167 60
Eunotia sp. 6836 6766 5194 9267 7069 559 245
Fragilaria sp. 3589 2646 1766 1083 516 77 40
Navicula sp. 1343 872 902 866 595 89 28
Pinularia sp. 0 0 0 0 0 0 0
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Tabela 49 — Densidade (org.L™") do fitoplancton no tratamento com runoff contaminado (RC)

TAXA Oh 3h 48h 96h 144h 192h 240h
Cyanophyceae 928 64 110 203 116 54 37
Aphanocapsa delicatissima 928 0 0 0 8 6 0
Geitlerinema acutissimum 0 32 78 192 108 0 37
Merismopedia tenuissima 0 32 31 0 0 0 0
Phormidium interruptum 0 0 0 0 0 42 0
Pseudanabaena minima 0 0 0 11 0 6 0
Chlamydophyceae 168 32 16 23 77 18 5
Chlamydomonas sp. 168 32 16 23 77 18 5
Chlorophyceae 3982 3963 1898 1466 1203 1474 515
Acanthosphaera cf tenuispina 2294 2191 863 56 46 12 16
Ankistrodesmus falcatus 0 0 16 0 0 0 0
Coelastrum proboscideum 39 0 63 79 154 409 85
Coelastrum reticulatum 0 32 141 68 31 18 5
Coenochloris pyrenoidosa 155 97 31 113 69 84 80
Crucigenia sp. 0 0 0 0 0 0 5
Eutetramorus fottii 0 0 0 0 8 6 0
Kirchneriella sp. 0 0 0 0 0 6 0
Micractinium bornhemiense 0 0 0 0 0 0 0
Micractinium pusillum 0 0 0 0 0 0 0
Monoraphidium contortum 0 0 0 0 0 12 5
Monoraphidium minutum 1057 1224 628 970 833 722 255
Oocystis marssoonii 0 0 16 0 0 0 0
Pediastrum duplex 0 0 0 0 0 6 0
Pediatrum tetras 64 32 16 11 0 0 0
Scenedesmus acuminatus 0 0 0 0 8 0 0
Scenedesmus opoliensis 64 0 0 45 0 18 0
Scenedesmus quadricauda 258 387 126 124 54 174 64
Scenedesmus sp 0 0 0 0 0 0 0
Scenedesmus spinosus 52 0 0 0 0 0 0
Scenedesmus subispicatus 0 0 0 0 0 0 0
Tetrastrum heteracanthum 0 0 0 0 0 6 0
Tetrastrum triacanthum 0 0 0 0 0 0 0
Zygnemaphyceae 0 0 0 11 0 0 0
Staurastrum americanum 0 0 0 11 0 0 0
Oedogonophyceae 0 0 0 0 0 0 0
Oedogonium sp. 0 0 0 0 0 0 0
Dinophyceae 64 0 63 0 15 18 16
Peridinium sp. 64 0 63 0 15 18 16
Xantophyceae 13 0 157 203 116 235 106
Goniochloris sp. 0 0 157 203 108 235 106
Pseudopoliedriopsis sp. 13 0 0 0 8 0 0
Chrysophyceae 0 0 63 34 23 36 0
Mallomonas sp. 0 0 63 34 23 36 0
Bacillariophyta 10195 9569 8222 6214 1072 457 536
Aulacoseira granulata 0 0 0 0 0 0 0
Bacillariophyta ndo identificada 3428 2868 1820 1353 193 48 80
Eunotia sp. 4060 4575 3593 3507 524 307 287
Fragilaria sp. 1907 1450 2181 1037 301 84 138
Navicula sp. 799 677 628 316 54 18 32
Pinularia sp. 0 0 0 0 0 0 0




Tabela 50 — Densidade (org.L™") do fitoplancton no tratamento com Vertimec® (V)
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TAXA Oh 3h 48h 96h 144h 192h 240h
Cyanophyceae 155 611 400 659 369 31 156
Aphanocapsa delicatissima 155 611 384 622 284 0 0
Geitlerinema acutissimum 0 0 16 18 69 31 149
Merismopedia tenuissima 0 0 0 0 0 0 0
Phormidium interruptum 0 0 0 0 0 0 7
Pseudanabaena minima 0 0 0 18 17 0 0
Chlamydophyceae 103 97 94 54 129 135 104
Chlamydomonas sp. 103 97 94 54 129 135 104
Chlorophyceae 1907 4872 2440 4186 4013 8598 10700
Acanthosphaera cf tenuispina 580 2582 1271 2878 567 167 327
Ankistrodesmus falcatus 0 0 0 0 0 0 0
Coelastrum proboscideum 39 14 78 108 155 0 67
Coelastrum reticulatum 0 0 0 0 0 0 0
Coenochloris pyrenoidosa 142 125 16 63 34 5 52
Crucigenia sp. 13 0 0 0 0 0 0
Eutetramorus fottii 13 0 0 0 0 0 0
Kirchneriella sp. 0 0 0 0 0 0 0
Micractinium bornhemiense 0 0 0 0 0 0 0
Micractinium pusillum 26 0 0 0 0 0 0
Monoraphidium contortum 39 14 31 36 0 16 0
Monoraphidium minutum 864 1777 886 938 3119 8380 10164
Oocystis marssoonii 0 0 0 0 9 0 0
Pediastrum duplex 0 0 0 0 0 0 0
Pediatrum tetras 39 69 24 18 0 0 7
Scenedesmus acuminatus 0 0 0 0 0 0 0
Scenedesmus opoliensis 13 111 24 0 0 0 7
Scenedesmus quadricauda 129 153 86 144 120 31 74
Scenedesmus sp 0 0 0 0 0 0 0
Scenedesmus spinosus 13 28 24 0 9 0 0
Scenedesmus subispicatus 0 0 0 0 0 0 0
Tetrastrum heteracanthum 0 0 0 0 0 0 0
Tetrastrum triacanthum 0 0 0 0 0 0 0
Zygnemaphyceae 0 0 0 0 0 0 0
Staurastrum americanum 0 0 0 0 0 0 0
Oedogonophyceae 0 0 0 0 0 0 0
Oedogonium sp. 0 0 0 0 0 0 0
Dinophyceae 64 125 47 63 146 213 245
Peridinium sp. 64 125 47 63 146 213 245
Xantophyceae 52 42 8 27 9 68 15
Goniochloris sp. 39 14 8 27 9 62 15
Pseudopoliedriopsis sp. 13 28 0 0 0 5 0
Chrysophyceae 0 0 0 63 69 31 37
Mallomonas sp. 0 0 0 63 69 31 37
Bacillariophyta 10220 9216 12717 5314 284 109 788
Aulacoseira granulata 0 0 0 0 0 0 0
Bacillariophyta ndo identificada 2423 2387 2942 956 52 5 141
Eunotia sp. 5323 4636 7210 3275 163 42 357
Fragilaria sp. 1547 1430 1812 857 69 57 216
Navicula sp. 928 763 745 226 0 5 74
Pinularia sp. 0 0 8 0 0 0 0




Tabela 51 — Densidade (org.L™") do fitoplancton do ponto de coleta aleatdrio (A)
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TAXA Oh 3h 48h 96h 144h 192h 240h
Cyanophyceae 333 522 508 106 63 27 29
Aphanocapsa delicatissima 319 522 426 85 36 9 0
Geitlerinema acutissimum 0 0 66 11 9 0 14
Merismopedia tenuissima 0 0 0 0 0 0 0
Phormidium interruptum 14 0 8 11 9 0 7
Pseudanabaena minima 0 0 8 0 9 18 7
Chlamydophyceae 180 133 74 138 117 108 101
Chlamydomonas sp. 180 133 74 138 117 108 101
Chlorophyceae 3595 3362 2682 3216 4836 4763 3125
Acanthosphaera cf. tenuispina 1485 1206 681 329 189 370 253
Ankistrodesmus falcatus 0 0 0 0 0 0 0
Coelastrum proboscideum 264 85 139 149 379 244 123
Coelastrum reticulatum 0 0 0 0 0 0 0
Coenochloris pyrenoidosa 305 209 82 180 207 406 245
Crucigenia sp. 0 0 0 0 0 0 0
Eutetramorus fottii 14 0 8 0 0 0 7
Kirchneriella sp. 0 0 0 0 0 0 0
Micractinium bornhemiense 0 0 0 0 0 0 0
Micractinium pusillum 0 0 0 0 0 0 0
Monoraphidium contortum 208 0 33 42 18 9 22
Monoraphidium minutum 652 1358 1074 1698 3085 1552 1025
Oocystis marssoonii 14 0 0 0 0 0 14
Pediastrum duplex 0 0 0 11 0 72 14
Pediatrum tetras 42 38 41 32 0 45 22
Scenedesmus acuminatus 0 9 8 11 0 18 0
Scenedesmus opoliensis 97 47 66 32 27 0 36
Scenedesmus quadricauda 472 380 451 669 839 1922 1249
Scenedesmus sp 0 0 0 0 0 0 0
Scenedesmus spinosus 42 28 98 64 90 117 115
Scenedesmus subispicatus 0 0 0 0 0 0 0
Tetrastrum heteracanthum 0 0 0 0 0 9 0
Tetrastrum triacanthum 0 0 0 0 0 0 0
Zygnemaphyceae 0 0 0 0 0 0 0
Staurastrum americanum 0 0 0 0 0 0 0
Oedogonophyceae 0 0 0 0 0 0 0
Oedogonium sp. 0 0 0 0 0 0 0
Dinophyceae 97 0 164 127 117 568 606
Peridinium sp. 97 0 164 127 117 568 606
Xantophyceae 97 19 41 53 126 361 188
Goniochloris sp. 56 19 33 53 99 343 159
Pseudopoliedriopsis sp. 42 0 8 0 27 18 29
Chrysophyceae 0 0 0 0 54 117 14
Mallomonas sp. 0 0 0 0 54 117 14
Bacillariophyta 12894 6011 5741 7355 4105 2977 3933
Aulacoseira granulata 0 0 0 0 0 0 0
Bacillariophyta ndo identificada 2929 1178 1156 1666 388 144 79
Eunotia sp. 6357 3238 2953 3513 1425 460 274
Fragilaria sp. 2942 1092 1181 1772 2183 2237 3515
Navicula sp. 666 503 451 403 108 135 65
Pinularia sp. 0 0 0 0 0 0 0
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Tabela 52 - Abundancia relativa (%) das classes fitoplanctonicas dos mesocosmos no tempo
Oh (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® e A:
aleatorio)

Classes C RNC RC \4 A
Cyanobacteria 0,5 1,5 6,0 1,2 1,9
Chlamydophyceae 1,7 1,1 1,1 0,8 1,0
Chlorophyceae 27,2 24,1 26,7 16,0 21,7
Zygnemaphyceae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Oedogonophyceae 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Dinophyceae 1,3 1,2 0,4 0,5 0,6
Xantophyceae 0,9 0,2 0,1 0,4 0,6
Chrysophyceae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Bacillariophyta 68,2 71,9 65,7 81,1 74,2

Tabela 53 - Abundancia relativa (%) das classes fitoplanctonicas dos mesocosmos no tempo
3h (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® e A:
aleatorio)

Classes C RNC RC \Y A
Cyanobacteria 1,9 0,3 0,5 4,1 5,1
Chlamydophyceae 1,4 0,4 0,2 0,6 1,3
Chlorophyceae 25,5 32,7 29,2 33,0 343
Zygnemaphyceae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Oedogonophyceae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Dinophyceae 0,8 0,6 0,0 0,8 0,0
Xantophyceae 0,6 0,6 0,0 0,3 0,2
Chrysophyceae 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Bacillariophyta 69,6 65,4 70,0 61,2 59,1

Tabela 54 - Abundancia relativa (%) das classes fitoplanctonicas dos mesocosmos no tempo
48h (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® ¢ A:
aleatorio)

Classes C RNC RC \% A
Cyanobacteria 4.4 0,6 1,0 2,5 5,5
Chlamydophyceae 7,2 0,0 0,1 0,6 0,8
Chlorophyceae 35,1 22,3 18,2 16,0 29,7
Zygnemaphyceae 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
Oedogonophyceae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Dinophyceae 1,2 0,0 0,6 0,3 1,8
Xantophyceae 1,5 0,3 1,5 0,0 0,4
Chrysophyceae 0,3 0,2 0,6 0,0 0,0

Bacillariophyta 50,3 76,5 78,0 80,5 61,8
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Tabela 55 - Abundancia relativa (%) das classes fitoplanctonicas dos mesocosmos no tempo
96h. (C: controle, RNC: runoff nao contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® e A:

aleatorio)

Classes C RNC RC \4 A
Cyanobacteria 2.4 0,7 2,5 6,3 1,0
Chlamydophyceae 7,3 0,2 0,3 0,5 1,2
Chlorophyceae 41,7 13,4 18,2 40,7 30,1
Zygnemaphyceae 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0
Oedogonophyceae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Dinophyceae 2,0 0,3 0,0 0,6 1,1
Xantophyceae 2,0 1,2 2,5 0,3 0,5
Chrysophyceae 0,7 0,1 0,4 0,6 0,0
Bacillariophyta 44,0 84,2 76,0 51,0 66,1

Tabela 56 - Abundancia relativa (%) das classes fitoplanctonicas dos mesocosmos no tempo
144h (C: controle, RNC: runoff nio contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® e

A: aleatorio)

Classes C RNC RC \% A
Cyanobacteria 0,6 1,6 43 7,2 0,7
Chlamydophyceae 1,7 0,2 2.9 2,5 1,2
Chlorophyceae 50,7 25,2 47,4 80,5 51,9
Zygnemaphyceae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Oedogonophyceae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Dinophyceae 4,2 0,1 0,6 2,8 1,2
Xantophyceae 5,5 1,4 43 0,2 1,3
Chrysophyceae 0,0 0,0 0,9 1,3 0,6
Bacillariophyta 37,3 71,4 39,7 5,5 43,0

Tabela 57 - Abundancia relativa (%) das classes fitoplanctonicas dos mesocosmos no tempo
192h (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® e

A: aleatorio)

Classes C RNC RC \4 A
Cyanobacteria 0,2 1,4 2,3 0,3 0,3
Chlamydophyceae 0,2 1,3 0,8 1,5 1,2
Chlorophyceae 41,9 76,1 64,6 93,7 53,9
Zygnemaphyceae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Oedogonophyceae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Dinophyceae 5,3 0,3 0,8 2,3 6,3
Xantophyceae 3,6 3.8 10,2 0,7 4,0
Chrysophyceae 6,4 0,0 1,6 0,3 1,3
Bacillariophyta 42.4 17,2 19,8 1,2 33,0
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Tabela 58 - Abundancia relativa (%) das classes fitoplanctonicas dos mesocosmos no tempo
240h (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® e

A: aleatorio)

Classes C RNC RC \% A
Cyanobacteria 0,4 1,5 3,0 1,3 0,4
Chlamydophyceae 0,1 2,2 0,4 0,9 1,2
Chlorophyceae 45,7 72,8 42.6 88.9 39,8
Zygnemaphyceae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Oedogonophyceae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Dinophyceae 10,0 2,6 1,3 2,0 7.5
Xantophyceae 2,5 3,2 8,7 0,1 2,3
Chrysophyceae 0,7 0,4 0,0 0,3 0,2
Bacillariophyta 40,6 17,3 43,9 6,5 48,6

Tabela 59 - Riqueza do fitoplancton nos diferentes tratamentos dos mesocosmos durante o
periodo experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado,
V: Vertimec® e A: aleatério)

Amostragem C RNC RC \4 A
Oh 25 20 16 21 21

24h 18 16 13 18 16

48h 23 23 19 19 23

96h 24 20 18 18 21
144h 22 17 19 17 21
192h 20 18 23 15 22
240h 22 20 16 17 24

Tabela 60 — Diversidade de Shannon-Weaner (bits.ind") do fitoplancton nos diferentes
tratamentos dos mesocosmos durante o periodo experimental (C: controle, RNC: runoff nao

contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec” e A: aleatorio)

Amostragem C RNC RC \ A

Oh 2,23 2,02 2,01 1,80 1,98
24h 2,04 1,91 1,80 1,98 2,07
48h 2,38 1,92 1,91 1,69 2,20
96h 2,42 1,48 1,82 1,91 2,04
144h 2,36 1,49 2,18 1,52 2,00
192h 1,91 1,17 2,17 0,48 2,23
240h 1,92 1,66 2,23 0,80 1,93
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Tabela 61 — Diversidade (Simpson) do fitoplancton nos diferentes tratamentos dos
mesocosmos durante o periodo experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC:
runoff contaminado, V: Vertimec” e A: aleatorio)

Amostragem C RNC RC \4 A

Oh 0,85 0,82 0,83 0,75 0,79
24h 0,80 0,81 0,79 0,82 0,83
48h 0,87 0,79 0,80 0,73 0,84
96h 0,88 0,66 0,75 0,80 0,82
144h 0,86 0,68 0,83 0,59 0,80
192h 0,77 0,46 0,83 0,17 0,85
240h 0,78 0,63 0,86 0,28 0,76

Tabela 62 — Equitabilidade do fitoplancton nos diferentes tratamentos dos mesocosmos
durante o periodo experimental (C: controle, RNC: runoff ndo contaminado, RC: runoff
contaminado, V: Vertimec® e A: aleatorio)

Amostragem C RNC RC \ A

Oh 0,37 0,38 0,47 0,29 0,35
24h 0,43 0,42 0,47 0,40 0,49
48h 0,47 0,30 0,36 0,28 0,39
96h 0,47 0,22 0,34 0,38 0,37
144h 0,48 0,26 0,47 0,27 0,35
192h 0,34 0,18 0,38 0,11 0,42
240h 0,31 0,26 0,58 0,13 0,29

Tabela 63 - Densidade celular (cel.mL™) de Pseudokirchneriella subcapitata apés 96 h de
exposi¢ao a amostras dos diferentes tratamentos dos mesocosmos (C: controle, RNC: runoff
nao contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® e A: aleatorio)

Tratamento 3h 120h 240h
C 150000 440000 816667
RNC 1166667 1663333 1466667
RC 1560000 4976667 3096667
\Y% 760000 1620000 1250000

Tabela 64 — Concentracio de clorofila a (ug.L™") de Pseudokirchneriella subcapitata apos 96
h de exposi¢cdo a amostras dos diferentes tratamentos dos mesocosmos (C: controle, RNC:
runoff ndo contaminado, RC: runoff contaminado, V: Vertimec® e A: aleatorio)

Clorofila a (ug.L™")
Tratamento 1° 5° 10°
C 1680,1 1693,5 3691,6
RNC 2747,1 3373,6 2047,9
RC 21054 2881,2 2714,6

\Y 3306,5 2773,9 1967,4
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Tabela 65 - Densidade celular (cel.mL™) para as diferentes concentracdes de abamectina
testadas (Teste 1).

Amostra Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Média
Controle 1470000 2750000 3430000 2550000
Controle (100 pg.L™" solvente) 7040000 6230000 6380000 6550000
Controle (200 pg.L™" solvente) 8490000 8010000 7230000 7910000
1 mg.L" abamectina 5980000 6550000 6300000 6276667
5 mg.L" abamectina 7610000 6050000 5660000 6440000
10 mg.L"' abamectina 3780000 3590000 3970000 3780000
15 mg.L™" abamectina 3000000 3250000 2620000 2956667
20 mg.L"' abamectina 3460000 3360000 3270000 3363333

Tabela 66 - Densidade celular (cel.mL™) para as diferentes concentragdes de abamectina
testadas (Teste 2).

Amostra Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Média
Controle 2580000 2980000 3550000 3036667
Controle (100 pg.L™' solvente) 3290000 2670000 5280000 3746667
Controle (200 pg.L™" solvente) 3730000 3560000 3360000 3550000
1 mg.L"! abamectina 3310000 3290000 3700000 3433333
5 mg.L" abamectina 2900000 2790000 3040000 2910000
10 mg.L" abamectina 2390000 2550000 2220000 2386667
15 mg.L"' abamectina 1580000 2330000 1960000 1956667

20 mg.L"' abamectina 980000 770000 540000 763333
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Tabela 67 — Concentragdo de inibi¢ao de P. subcapitata no teste de sensibilidade para
diferentes concentracdes (g.L") de abamectina. Tabela gerada pelo programa computacional
ICp 2.0. (Teste 1).

*#* Inhibition Concentration Percentage Estimate ***
Toxicant/Effluent: Abamectina

Test Start Date: 18-03-09 Test Ending Date: 22-03-09
Test Species: P. subcapitata

Test Duration: 96h
Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID Replicates mg.l.  Means  Dev. Response Means
1 3 0.000 627.667 28.572 627.667
2 3 1.000 606.667 41.525 606.667
3 3 5.000 378.000 19.000 378.000
4 3 10.000  295.667 31.723 316.000
5 3 15.000  336.333  9.504 316.000
6 3 20.000  259.667 37.820 259.667

The Linear Interpolation Estimate: 15.1923 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 13.2146 Standard Deviation: ~ 3.1520
Original Confidence Limits: Lower: 8.7555 Upper: 16.5986
Expanded Confidence Limits: Lower: 1.6750 Upper: 18.1456
Resampling time in Seconds:  0.00 Random_Seed: -189943380

Tabela 68 — Concentragdo de inibi¢ao de P. subcapitata no teste de sensibilidade para
diferentes concentracdes (g.L™') de abamectina. Tabela gerada pelo programa computacional
ICp 2.0. (Teste 2).

*** Inhibition Concentration Percentage Estimate ***
Toxicant/Effluent: Abamectina

Test Start Date: 19 10 09 Test Ending Date: 23 10 09
Test Species: P. subcapitata

Test Duration: 96h
Conc. Number Concentration Response Std.  Pooled
ID Replicates mg.lL.  Means  Dev. Response Means
1 3 0.000 355.000 18.520 355.000
2 3 1.000 343333 23.116 343.333
3 3 5.000 291.000 12.530 291.000
4 3 10.000  238.667 16.503 238.667
5 3 15.000 195.667 37.501 195.667
6 3 20.000 76.333  22.008 76.333

The Linear Interpolation Estimate: 15.7612 Entered P Value: 50

Number of Resamplings: 80 80 Resamples Generated

The Bootstrap Estimates Mean: 15.6184 Standard Deviation:  0.6965
Original Confidence Limits: Lower: 13.9691 Upper: 16.7763
Expanded Confidence Limits: Lower: 11.9978 Upper: 17.8930
Resampling time in Seconds:  0.00 Random_Seed: 296805042
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Tabela 69 — Teste de Dunnett (* Diferenga significativa). Comparacdo entre a densidade
celular do controle laboratorial e dos controles contendo solvente dos ensaios cronicos com P.
subcapitata. Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4. (Teste 1).

DUNNETT'S TEST - TABLE 1 OF 2 Ho:Control<Treatment

TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN
GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT SIG

1 controle 655.000 655.000
2 controle 100  791.000 791.000 -3.520
3 controle 200 627.667 627.667 0.707

Dunnett table value = 2.34 (1 Tailed Value, P=0.05, df=6,2)

DUNNETT'S TEST - TABLE 2 OF 2 Ho:Control<Treatment

NUM OF Minimum Sig Diff % of DIFFERENCE
GROUP IDENTIFICATION REPS (IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM CONTROL

1 controle 3
2 controle 100 3 90.408 13.8 -136.000
3 controle 200 3 90.408 13.8 27.333

Tabela 70 — Teste de Dunnett (* Diferenga significativa). Comparagdo entre a densidade
celular do controle laboratorial e dos controles contendo solvente dos ensaios cronicos com P.
subcapitata. Tabela gerada pelo programa TOXSTAT 3.4. (Teste 2)

DUNNETT'S TEST - TABLE 1 OF2 Ho:Control<Treatment

TRANSFORMED MEAN CALCULATED IN
GROUP IDENTIFICATION MEAN ORIGINAL UNITS T STAT SIG

1 controle 303.667 303.667
2 controle100 298.667 298.667 0.175
3 controle200  355.000 355.000 -1.795

Dunnett table value = 2.34 (1 Tailed Value, P=0.05, df=6,2)

DUNNETT'S TEST - TABLE 2 OF 2 Ho:Control<Treatment

NUM OF Minimum Sig Diff % of DIFFERENCE
GROUP IDENTIFICATION REPS (IN ORIG. UNITS) CONTROL FROM CONTROL
1 controle 3
2 controle100 3 66.932 22.0 5.000
3 controle200 3 66.932 22.0 -51.333
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ANEXO B
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Figuras 01-11: 01. Aphanocapsa delicatissima. 02 e 02.1. Geitlerinema acutissimum. 03.
Merismopedia tenuissima. 04. Phormididium interruptum. 05. Pseudanabaena minima. 06.
Chamydomonas. 07 Acanthosphaera cf. tenuispina. 08 Ankistrodesmus falcatus. 09.
Botryococcus terribilis. 10. Coelastrum proboscideum. 11. Coelastrum reticulatum.
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Figuras 12-22: 12. Coenochloris pyrenoidosa. 13. Eutetramorus fottii. 14. Kirchneriella
lunaris. 15. Kirchneriella obesa. 16. Micractinium bornhemiense. 17. Micractinium pusillum.

18 e 18.1. Monoraphidium minutum. 19. Oocystis marssoonii. 20. Pediastrum duplex. 21.
Pediatrum tetras. 22. Scenedesmus opoliensis.
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Figuras 22.1-31: 22.1. Scenedesmus opoliensis. 23. Scenedesmus quadricauda. 24.
Scenedesmus sp. 25 e 25.1. Scenedesmus spinosus. 26. Scenedesmus subispicatus. 27.
Selenastrum gracile. 28. Tetrastrum heteracanthum. 29. Staurastrum americanum. 29.1.
Staurastrum americanum (vista apical). 30. Staurastrum sp. 31. Staurodesmus subulatus.
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Figuras 32-41: 32. Phacus helikoides. 33. Goniochloris sp. 34. Pseudopoliedriopsis sp. 35.
Mallomonas sp. 36. Aulacoseira granulata. 37. Bacillariophyta ndo identificada. 38 Eunotia
sp. 39. Fragilaria sp. 40. Navicula sp. 41. Pinularia sp.



