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RESUMO

LUCAS, B. M. Anélise dos efeitos do agrotéxico Vertimec® 18CE em Danio rerio (Cypriniformes,
Cyprinidae) por meio de estudos experimentais. Dissertacdo (Mestrado) — Escola de Engenharia de
Sé&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o Carlos, SP, 2011.

Nos ultimos anos o aumento do consumo de agrotdxicos em todo o mundo tem preocupado
agéncias nacionais e internacionais em decorréncia dos diversos impactos ambientais e das sérias
implicagbes a saide humana. Dentre os inimeros produtos utilizados na agricultura destaca-se o
agrotoxico Vertimec® 18CE, indicado para 42 usos distintos, compreendendo 24 culturas, visando o
combate de 17 diferentes pragas. Considerando os riscos ambientais associados ao uso de
agrotoxicos, se faz necessaria a realizacdo de estudos mais abrangentes para melhor compreender as
inter-relacdes existentes no processo de contaminacdo e os reais efeitos sobre a biota aquatica.
Nesse sentido, procurou-se, na presente pesquisa, avaliar os efeitos do Vertimec® 18CE sobre
Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae) por meio de experimentos in situ, a partir da simulagéo da
contaminacé@o do ambiente aquéatico por agua proveniente do carreamento superficial de parcelas de
solo contaminadas e ndo contaminadas (controle), além da aplicacdo direta do contaminante na
coluna d’agua; bem como por experimentos laboratoriais com diferentes diluicbes do runoff
(simulando o aporte diferenciado quantitativamente), com amostras ambientais dos mesocosmos e
pela avaliacdo da sensibilidade ao produto comercial Vertimec® 18CE. Para isso foram utilizadas
duas parcelas de solo com 8m? cada e inclinacdo de 6%, das quais uma recebeu a contaminagdo
segundo a dose recomendada para o cultivo de morango (0,125 litros de calda por m?) e a outra
somente aspersdo com agua, servindo como controle. Posteriormente foi simulada uma chuva de 20
a 30mm e coletada a agua de runoff para a execucdo dos experimentos in situ e laboratoriais com as
diluicBes de runoff. Simultaneamente foram realizadas analises fisicas e quimicas da dgua de runoff
e dos mesocosmos, além da caracterizacdo fisica e quimica do sedimento do experimento in situ e
das parcelas de solo utilizadas. As analises limnologicas do experimento in situ demonstraram o
aumento de nutrientes (nitrogénio e fosforo), material em suspenséo e turbidez, com efeitos sobre a
concentracdo de clorofila a, feofitina, condutividade e oxigénio dissolvido. Os resultados obtidos
nos testes de toxicidade indicaram diferencgas entre os testes laboratoriais (com condi¢fes mais
controladas) e in situ (condigdes mais proximas ao sistema natural), registrando-se toxicidade
crbnica apenas no experimento in situ, para o tratamento com contaminacdo direta com o
agrotoxico. Ndo foram observados efeitos agudos ou crénicos nos experimentos laboratoriais com
as diluicdes de runoff e nem com as amostras de agua dos mesocosmos. Os efeitos toxicos
registrados nos testes de toxicidade crénica de curta duracdo indicam maior tempo de permanéncia
da formulacdo comercial em relacdo ao seu principio ativo isolado, a abamectina, demonstrando 0s
riscos potenciais do uso do produto comercial sem estudos prévios. Quanto a sensibilidade os
valores de CLs48h estiveram entre 3,88 e 6,13 pl.L™ de Vertimec® 18CE (média de 4,74 pl.L™Y),
enquanto que os valores da CEso48h estiveram entre 2,46 e 5,63 pl.L™" (média de 3,66 pl.L™). No
teste cronico de curta duragdo obteve-se valores de 3,0 pl.L?; 2,0 pl.L™® e 2,5 pl.L™ para CEO,
CENO e VC, respectivamente.

Palavras Chave: Ecotoxicologia, mesocosmos, runoff, agrotoxico, Vertimec® 18CE, abamectina,
Danio rerio.




ABSTRACT

LUCAS, B. M. Analysis of  theeffectsof  the pesticide Vertimec ® 18CE in
Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae) through experimental studies. Dissertation (Master’s
degree) School of engineering of S&o Carlos, University of Sdo Paulo, S&o Carlos, SP, 2011.

In recent years the increased of pesticides use in the world has been concerned national and
international agencies as a result of various environmental impacts and the serious implications to
human health. Among the many products used in agriculture, stands out the pesticide Vertimec ©
18CE, nominated for 42 different uses, comprising 24 cultures, aimed to combat 17 different pests.
Considering the environmental risks associated with pesticide use, it is necessary to carry out
further studies to better understand the interrelationships within the process of contamination and
the actual effects on aquatic biota. In this sense, this study aimed to evaluate the effects of Vertimec
® 18CE on Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae) through in situ experiments, by simulating the
contamination of the aquatic environment by water from the surface runoff of contaminated and
uncontaminated (control) soil, beyond the direct application of the contaminant in the water
column, as well laboratory experiments with different dilutions of the runoff (simulating the
contribution quantitatively different), with samples of the mesocoms and the assessment of the
sensitivity to the commercial product Vertimec ® 18CE. For this we used two parcels of land with
8m? each and incline of 6%, one received a recommended dose contamination for the cultivation of
strawberries (0.125 | per m?) and the other only water spraying, as a control. Subsequently we
simulated a 20 to 30mm of rain and runoff water was collected for the addition of in situ and
laboratory experiments with dilutions of runoff. Were performed physical and chemical analysis of
runoff water and the mesocosms, as well as physical and chemical characterization of sediment of in
situ experiment and the parcels of soil used. Limnological analyses of in situ experiment showed an
increase of nutrients (nitrogen and phosphorus), suspended solids and turbidity, with effects on the
concentration of chlorophyll, pheophytin, conductivity and dissolved oxygen. The results obtained
in toxicity tests indicated differences between the laboratory tests (with more controlled conditions)
and in situ (conditions closer to the natural system), registering only partial chronic toxicity in the in
situ experiment, to treatment with direct pesticide contamination. There were no acute or chronic
effects in laboratory experiments with dilutions or with runoff and water samples from mesocosms.
Toxic effects reported in chronic toxicity tests indicated higher persistence of the commercial
formulation in relation to its isolated active ingredient, abamectin, demonstrating the potential risks
of the use of commercial product without prior studies. In relation to the sensitivity of LCso48h
values were between 3.88 and 6.13 ul.L™ Vertimec® 18CE (medium value of 4.74 pl.L™"), whereas
the ECsp48h values were among 2.46 and 5.63 pl.L™ (medium value of 3.66 ul.L™). In the partial
chronic test we obtained a values of 3.0 pl.L™, 2.0 and 2.5 ul.L pl.L™ for LOEC, NOEC and CV,
respectively.

Key-words: Ecotoxicology, mesocosms, runoff, pesticide, Vertimec® 18CE, abamectin, Danio
rerio.
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ESTRUTURACAO DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo de mestrado esta estruturada em um capitulo introdutorio (Capitulo 1), no
qual se procurou contextualizar a pesquisa desenvolvida, discorrendo sobre os principais problemas
dos agrotoxicos, os estudos ecotoxicoldgicos, os organismos-testes utilizados, os motivos que
levaram ao desenvolvimento da pesquisa e 0s objetivos propostos (geral e especificos).

Posteriormente, optou-se pela subdivisao da dissertacdo em mais dois capitulos (Capitulo 2
e 3), os quais contemplam os itens Resumo, Introducdo, Metodologia, Resultados, Discusséo e
Referéncias Bibliograficas, alem da inser¢do de um item final denominado Considerac6es Finais e
a apresentacdo de todos os dados obtidos em campo e laboratério, constantes em Apéndice. Os
seguintes topicos foram abordados em cada capitulo:

Capitulo 2: Avaliacdo dos efeitos do agrotéxico Vertimec® 18CE sobre Danio rerio
(Cypriniformes, Cyprinidae) — neste capitulo procurou-se avaliar os efeitos do Vertimec® 18CE
sobre juvenis de Danio rerio, por meio de testes de toxicidade aguda e crbnica de curta duracéo,
determinando os possiveis efeitos na sobrevivéncia e crescimento da espécie.

Capitulo 3: Utilizacdo de bioensaios in situ (mesocosmos) e laboratoriais com Danio
rerio (Cypriniformes, Cyprinidae) para avaliacdo dos efeitos tdxicos dos residuos do
Vertimec®18CE — procurou-se avaliar os efeitos diretos e indiretos da contaminacao por Vertimec®
18CE, via aplicagéo direta e runoff, por meio de estudos laboratoriais e in situ com a espécie Danio

rerio.

Salienta-se, ainda, que se procurou, na estruturacdo da dissertacdo, uma formatacdo mais
proxima aos artigos cientificos, facilitando a posterior publicacdo dos resultados obtidos na
pesquisa. No entanto, também foram adotadas algumas das Recomendaces para Elaboracdo de
Teses e DissertacGes da Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de S&o Paulo,
principalmente em relacdo as citacbes bibliograficas no corpo do texto e em cada item de

Referéncias Bibliograficas.



Capitulo 1: Contextualizagao, justificativa e objetivos da pesquisa

Capitulo 1: Contextualizagdo, justificativa e objetivos da pesquisa

1. INTRODUCAO

Nas ultimas decadas tem-se verificado, de forma cada vez mais efetiva, que o
desenvolvimento tecnoldgico, caracterizado pela maior intervencdo humana sobre 0s recursos
naturais, tem interferido de forma direta ou indireta na estrutura e funcionamento dos ecossistemas,
trazendo sérias implicagdes a saide humana e, ao mesmo tempo, promovendo um maior interesse
da sociedade pelas questdes ambientais e uma ampliacdo dos estudos com a finalidade de se tentar
minimizar os efeitos gerados.

Nesse sentido, atualmente é possivel encontrar diversas informacGes que circulam
diariamente na midia e em periédicos cientificos, relacionadas aos problemas decorrentes da
degradacdo ambiental pela acdo antrépica. Grande parte dessa preocupagdo com o meio ambiente
foi originada pelos acidentes com produtos quimicos, como o caso do uso indiscriminado do DDT
para o combate de doencas e pragas agricolas durante os anos de 1940, o que provocou o declinio
de algumas populacdes de passaros nos Estados Unidos, e a contaminacéo por residuos de DDT nas
aguas de diversas regides do mundo, o que pode ser observado até os dias atuais. Além desse,
existem muitos outros problemas ambientais decorrentes da interferéncia humana sobre os
ecossistemas, provocados por diversas formas de contaminantes, como aqueles relacionados as
contaminacdes ambientais por mercurio, cadmio, bifenilas poli-cloradas, derramamento de petroleo
e varias outras substancias quimicas (ZAGATTO, 2006a).

Dentre os diferentes contaminantes ambientais 0s agrotoxicos se tornaram um dos mais
problematicos, uma vez que a sua utilizacdo vem aumentando em larga escala, sendo o Brasil,
atualmente, o maior consumidor de agrotoxico do mundo (PACHECO, 2009). Isso ilustra o cenario
preocupante em que se encontra o Brasil, evidenciando a importancia do desenvolvimento de novos
estudos para melhor caracterizar e quantificar a extensdo dos impactos, incluindo ndo apenas 0s

efeitos deletérios aos organismos, populacdo e comunidades, mas também os efeitos em nivel de
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ecossistema, 0 que, neste caso, inclui uma andlise dos efeitos nos diversos processos naturais
(HOFFMAN, 2003).

O uso abusivo de agrotoxicos tem sido uma das principais fontes de polui¢do dos recursos
hidricos superficiais e subterraneos, da contaminacao dos solos e alterac6es na biota, bem como por
diversos problemas relacionados a saude humana. Uma das principais questdes amplamente
discutidas em diversos segmentos da sociedade se relaciona com os efeitos ndo seletivos dos
agrotoxicos, afetando espécies ndo-alvo, ocasionando uma pressdo seletiva nas espécies e
perturbacdes na dindmica bioquimica, promovendo alteragdes nas caracteristicas do ecossistema
(EMBRAPA, 2004), além do processo de bioacumulacdo e biomagnificacdo (BURATINI;
BRANDELLLI, 2006), que aumentam a probabilidade de ocorréncia de efeitos deletérios.

Frente aos efeitos deletérios ocasionados pelos agrotoxicos, verifica-se a necessidade de
estudos que avaliem de forma mais ampla o efeito dos contaminantes no ambiente, 0s quais podem
ocorrer por meio dos testes ecotoxicoldgicos, que sdo baseados em testes toxicoldgicos onde as
espécies avaliadas sdo representativas do ecossistema, estudando efeitos como a mortalidade,
sobrevivéncia, reproducdo, biometria, comportamento, biomarcadores, entre outros, com a
finalidade de prever possiveis impactos ambientais proporcionados pelo agente toxico no ambiente
natural (HOFFMAN, 2003). Buscando um mecanismo ainda mais eficiente para o estudo dos
efeitos dos contaminantes no meio ambiente aquéatico, foram também desenvolvidas metodologias
para estudos em micro e mesocosmos. Esses estudos sdo realizados com simulacbes do ambiente
natural em escala reduzida, permitindo a andlise dos efeitos de contaminantes em organismos,
populacdes e comunidades sob condi¢bes semi-naturais, possibilitando a andlise dos efeitos
toxicologicos diretos e as implicacGes ecologicas indiretas (GRANEY et al., 1995).

E nesse contexto que esta pesquisa foi desenvolvida, tendo como objetivo a avaliagdo do
potencial de toxicidade do agrotéxico Vertimec® 18CE, o qual vem sendo utilizado com frequéncia
e em grandes quantidades nas culturas de batata e morango no municipio de Bom Repouso (MG),
que tem como principal atividade econémica a agricultura (ESPINDOLA; BRIGANTE, 2009).
Considerando que o municipio é uma regido com extensa rede hidrica e que a populacdo local
utiliza de fontes naturais para abastecimento humano, irrigacdo de culturas e dessedentacdo de
animais (CUNHA, 2009), direcionou-se a pesquisa para avaliar quais seriam as possiveis
interferéncias do uso do agrotéxico nas culturas sobre os ecossistemas aquaticos, de forma indireta

(por meio do runoff contaminado) e direta (aplicacdo direta na agua), por meio de estudos
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experimentais in situ e laboratorial, utilizando a espécie Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae),
que possui norma padronizada para a avaliacdo da toxicidade.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Agrotoxicos

O constante crescimento populacional faz com que seja necessario o continuo
desenvolvimento de novas técnicas para o aumento da producdo de alimentos. Assim, novas
tecnologias ligadas ao setor agricola foram desenvolvidas a fim de suprir a demanda alimentar,
destacando-se, entre outros, a producao e utilizacdo de substancias quimicas para o aumento da
produtividade. Uma das tecnicas relacionadas a essa necessidade é o plantio na forma de
monocultivo, o que favoreceu o aparecimento de pragas, doengas, ervas daninhas e microrganismos,
decorrentes do desequilibrio que atingiu essas populacbes. Esse desequilibrio trouxe sérios
problemas para a producdo agricola, incentivando o uso de agroquimicos como pesticidas,
fertilizantes, inseticidas e outros (ONGLEY, 1996).

No entanto, esse ndo é um problema atual. Registros datados de 1000 a.C. referem-se ao uso
de substancias quimicas com a finalidade de diminuicdo de problemas agricolas como pragas e
doencas, com o intuito de aumentar a producdo agricola, sendo uma dessas praticas 0 uso de
enxofre como fumigante (GAVRILESCU, 2005). Porém, a grande expansdo do uso dessas
substancias ocorreu ap6s a Segunda Guerra Mundial, com o desenvolvimento da inddstria de sintese
quimica. Desse modo, o atual padrdo agricola é baseado em uma agricultura sustentada pelo uso de
agroquimicos (agrotoxicos, fertilizantes e corretivos), mecanizacao, técnicas de irrigacao e espécies
altamente selecionadas, visando sempre a elevada produtividade. Esse modelo esta relacionado com
a Revolucdo Verde implantada a partir da década de 1960 (CLEAVER, 1972; ONGLEY, 1996).

Na legislacdo brasileira, agrotdxico é definido como:

“..produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados ao uso
nos setores de producgdo, no armazenamento e beneficiamento de 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; além de substancias e produtos, empregados como desfolhantes,

dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento (BRASIL, 1989).”

Os principais tipos de agrotéxicos sdo os inseticidas, fungicidas e herbicidas, entretanto

existem diversos outros produtos como os rodenticidas, acaricidas, nematicidas, molusquicidas e
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fumigantes (Tabela 1). Desse modo, os agrotdxicos sdo utilizados em diversas atividades, podendo

interferir direta ou indiretamente no ambiente.

Tabela 1: Classificacdo toxicolégica dos agrotdxicos em fungdo do modo de acdo (Fonte: Gavrilescu, 2005).

Tipo de pesticidas

Tipo Acéo
Algicidas Controle de algas em corpos d’agua e piscinas
Antimicrobiano Controle de microorganismos patogénicos
Atraem pragas especificas usando ferorménios naturais que
Atrativos confundem o comportamento de acasalamento de insetos
Avicidas Controle de aves
Biopesticida Substancias naturais com propriedades pesticidas
Causa a queda da folhagem, normalmente para auxiliar no
Desfolhante processo de colheita
Dessecante Auxilia no processo de secagem de plantas ou insetos
Produzem vapores ou gases para controle de insetos e
Fumigantes doengas comuns ao sole e ar
Fungicida Controle de fungos
Herbicida Controle de ervas daninhas
Regulador de crescimento de insetos | Acelera ou retarda a taxa de crescimento de insetos
Inseticida Controle de insetos
Acaricida Controle de acaros
Moluscicida Controle de moluscos
Nematicida Controle de nematdides e organismos do solo
Ovicida Controle de ovos de insetos
Piscicida Controle de peixes
Regulador de crescimento vegetal Acelera ou retarda o crescimento vegetal
Praguicida Controle de pestes (vertebrados)
Repelente Repele mosquitos, carrapatos e outros animais
Rodenticida Controle de roedores

No Brasil, de acordo com o Decreto n°. 98.816/90, os agrotdxicos sdo classificados em

funcdo do seu potencial de toxicidade, a qual é subdividida em quatro classes (Tabela 2),
denominadas por um nimero e uma cor (classe I, extremamente toxicos, faixa vermelha; classe I,
altamente toxicos, faixa amarela; classe I11, moderadamente tdxicos, faixa azul; e classe IV - pouco
ou muito pouco toxicos, faixa verde). Essa classificacdo tem como base os valores de DLsg, que € a
dose capaz de promover a morte de 50% dos organismos em testes laboratoriais (EMBRAPA,
2004).
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Tabela 2; Classificacdo toxicoldgica dos agrotéxicos em funcdo da DLs, (Fonte: Embrapa, 2004)

Classe Faixa indicativa de
Toxicolbgica Descricéo cor
I Extremamente t6xicos (DLso < 50 mg.Kg™ de peso vivo) Vermelho vivo
Il Muito toxicos (DLso — 50 a 500 mg Kg™ de peso vivo) Amarelo intenso
Moderadamente toxicos (DLsy— 500 a 5000 mg Kg™ de
i peso Vvivo) Azul intenso
v Pouco toxicos (DLs, > 5000 mg Kg™ de peso vivo) Verde intenso

O carater toxico é caracterizado pela presenca de grupos funcionais raros na natureza com
propriedades distintas, o que confere diferentes graus de persisténcia ambiental, mobilidade e
potenciais toxico, carcinogénico, mutagénico e teratogénico ou algum efeito enddcrino a diversos
organismos, inclusive organismos ndo-alvos, como o homem (ARMAS, 2007).

Assim, 0 uso incorreto de agrotoxicos pode afetar de maneira dréstica o ecossistema local.
Alguns dos problemas relacionados ao uso de agrotoxico estdo relacionados com alteracfes da
fauna e flora, agindo sobre a vida selvagem, como insetos, microorganismos do solo e organismos
aquaticos, podendo causar diversos efeitos negativos, como a reducdo do numero de espécies,
alteracbes comportamentais, reprodutivas e de desenvolvimento, suscetibilizacdo a doencas,
magnificacdo biologica, etc (DORES; DE-LAMONICA-FREIRE, 1999). Além disso, 0 uso de
agrotoxicos pode provocar distdrbios em diversos processos, como por exemplo, na atividade de
decomposicao, que consequentemente pode afetar a sustentabilidade da cultura ou do ambiente em
longo prazo (ROMBKE; GARCIA, 2000).

No Brasil o consumo de agrotoxicos vem crescendo em larga escala. Em 1964 o consumo de
agrotoxicos era de 16 mil toneladas, passando para mais de 128 mil toneladas em 1998,
representando um aumento de 700% no periodo, enquanto a area cultivada em 1960 era de 28
milhdes de hectares e de aproximadamente 50 milhGes de hectares em 1998, um aumento de
somente 78% (SPADOTTO; GOMES, 2004). Segundo um recente estudo da consultoria alema
Kleffmann Group, encomendado pela Associacdo Nacional de Defesa Vegetal (Andef), o Brasil é o
maior mercado de agrotéxicos do mundo, movimentando cerca de US$ 7,1 bilhdes, ante US$ 6,6

bilhdes do segundo colocado, os Estados Unidos, apresentando um crescimento de US$ 1,7 bilhGes
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em relacdo ao ano de 2007. O consumo cresceu no pais, apesar de a area plantada ter encolhido 2%
em 2009 (PACHECO, 2009).

A legislacéo brasileira referente ao controle dos agrotoxicos, Lei 7.802, de 12 de julho de
1989, regulamentada pelo Decreto n° 98.816, de 11/01/90, é exigente e restritiva, requerendo a
comprovacdo da eficiéncia agrondmica, as garantias da minimizacdo dos danos a populacdo, seja
ela de carater ocupacional, alimentar ou de saude publica, e dos possiveis impactos ambientais
decorrentes do uso do composto. Atualmente, é exigida a avaliacdo dos riscos ambientais de cada
produto, considerando a ecotoxicidade, que se constitui da exposicdo de organismos de diferentes
compartimentos ambientais, decorrente da necessidade de um conhecimento mais aprofundado
sobre o comportamento do agrotéxico no meio ambiente e 0s seus efeitos nos organismos
(BRASIL, 1989).

O aumento do consumo de agrotoxico nas ultimas décadas, e seus impactos sobre o
ambiente e ao homem, fez com que varios paises regulamentassem seu uso e a producdo,

objetivando minimizar as consequéncias prejudiciais ao ecossistema (ZAGATTO, 2006b).

2.2. Os problemas causados pelos agrotoxicos

As atividades humanas constituem fontes em potencial de contaminantes para 0s
ecossistemas aquaticos e terrestres. Essas fontes podem ser caracterizadas como pontuais (fontes de
facil identificacdo no espaco e no tempo), tendo como exemplo o langamento de esgotos domésticos
urbanos; e difusas, que ndo é possivel a identificacdo do ponto de lancamento dos contaminantes,
como é o caso do arraste de fertilizantes e pesticidas pelo escoamento superficial em éareas
cultivadas (MOZETO; ZAGATTO, 2006). Embora a agricultura seja apenas uma das fontes difusas
de poluicdo, em muitos casos € considerada como a maior fonte poluidora de recursos hidricos,
contribuindo com uma ampla diversidade de classes de poluentes (ONGLEY, 1996).

Os problemas ambientais promovidos pelo consumo de agrotoxicos estdo relacionados
principalmente com o destino que esse composto tem no ambiente. Os processos que ocorrem apos
a aplicacdo do agrotdxico compreendem retencdo (sorcdo, absorcao), transformacdo (degradacéo
quimica e bioldgica) e transporte (deriva, volatilizacdo, lixivia¢do e carreamento superficial), além
de interacBes entre processos (Figura 1). Esses processos podem ser alterados de acordo com as
condig¢des ambientais, como o clima (temperatura ambiente, pluviosidade, intensidade de luz solar e

ventos); atividade microbioldgica; cobertura vegetal; a topografia do terreno; as propriedades fisicas
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e quimicas do solo (teor de matéria orgéanica e argila, pH e umidade); e pelas mudancgas nas
caracteristicas estruturais e das propriedades quimicas das substancias envolvidas (DORES; DE-
LAMONICA-FREIRE, 1999; EMBRAPA, 2004; GAVRILESCU, 2005).

volatilizacdo, precipitacido
precipitacao, aplicacao

volatilizacdo, vento
precipitacao, aplicacao
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Figura 1: Transporte de agrotéxicos no ambiente. Modificado de Gavrilescu (2005).

Os agrotoxicos possuem efeitos que podem ser prejudiciais para 0 meio ambiente, como por
exemplo, a contaminacdo de reservatorios hidricos subterraneos e de diversos organismos que
venham a consumir direta ou indiretamente compostos contaminados com residuos de agrotoxicos.
O contato com o agrotdxicos pode provocar o processo de bioacumulagdo, onde os contaminantes
sdo assimilados e retidos por organismos, acarretando na ampliacdo da concentracdo do
contaminante no organismo, aumentando a probabilidade de causar efeitos deletérios. Esse processo
também pode acarretar a biomagnificacdo, que consiste na transferéncia do contaminante de um
nivel trofico ao outro, com concentragdes crescentes a medida que ha a transferéncia para um nivel
trofico mais elevado (BURATINI; BRANDELLLI, 2006). Além disso, a presenca de agrotoxicos no

ambiente pode provocar impactos diversificados, pois pode exercer uma pressdo seletiva nos



Capitulo 1: Contextualizagao, justificativa e objetivos da pesquisa

organismos e alterar a dindmica bioquimica, provocando alteracBes nas caracteristicas do
ecossistema (EMBRAPA, 2004).

Os principais processos que influenciam o transporte dos agrotdxicos sédo a hidrélise, a
fotodegradacdo, a ionizacdo e a oxidacdo. O processo de atividade microbioldgica pode influenciar
na toxicidade do contaminante, podendo aumentar ou diminuir sua toxicidade e potencial de
bioacumulagdo e, consequentemente, interferir na biomagnificacdo na cadeia tréfica (ZAGATTO,
2006b). Os fendbmenos de bioacumulagéo e biomagnificacdo, no entanto, dependem fatores como: a
presenca de um mecanismo de absor¢do ou “sorvedouro” representado principalmente pelos lipidios
do organismo, as propriedades fisico-quimicas do agrotoxico que podem favorecer ou ndo sua
entrada no organismo e a taxa de entrada e depuracéo do contaminante pelo organismo (VALARINI
et al., 2003).

Os problemas relacionados com os agrotoxicos ndo sdo observados apenas em ecossistemas
naturais, mas tambem sobre a satde da populacdo humana. Os agrotoxicos de uso agricola foram
responsaveis por 4074 casos de intoxicacdo, sendo que 144 resultaram em oObitos, totalizando
32,65% dos casos de Obito por intoxicacdo, segundo o levantamento do Sinitox de 2008. A
intoxicacdo por agrotdxicos pode ser aguda, subaguda ou cronica, e ocorre, em sua maioria, pelo
contato direto, principalmente em relacdo a populacéo rural, e atraves do consumo de alimentos
contaminados com residuos. A intoxicacdo aguda causa sintomas como dor de cabeca, fraqueza,
mal-estar, dor de estdbmago e sonoléncia. Em relacdo a intoxicacao crénica o quadro clinico é de
dificil determinacdo devido aos diferentes sintomas causados por cada tipo de agrotoxico
(OPAS/OMS, 1996).

Existem diversos estudos na literatura internacional e nacional que demonstram o
comportamento e os efeitos dos agrotoxicos no meio ambiente (GAVRILESCU, 2005; SILVA;
SANTOS, 2007) e diversos estudos em escala de micro e mesocosmos, como na Australia
(BARRY; LOGAN, 1998), Holanda (SCHROER, et al., 2004), Estados Unidos (HOPKINS, et al.,
2004) e Japdo (CHANG et al., 2005). Entretanto, ainda existem poucos trabalhos, principalmente
em escala de micro e mesocosmos, que avaliam esses comportamentos em condigcdes tropicais.
Como exemplos podem ser citados os trabalhos desenvolvidos por Laabs et al. (2007), Rodrigues
(2007), Zacharias (2009), Vieira (2009), Novelli (2010) e Nunes (2010).
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2.3. A contaminacdao do solo e da 4gua por agrotéxicos

O destino final dos agrotdxicos depende da forma de sua aplicagdo, estimando-se que apenas
uma pequena parcela do volume aplicado atinja os organismos alvo. Estudos com o combate de
lagartas no cultivo de couve mostraram, por exemplo, que apenas 0,003% do pesticida é consumido
pelas lagartas. Outros estudos indicam uma quantidade aproximada de 0,03 e 0,02%,
respectivamente para o combate de afideos e mirideos no cultivo de cacau, enquanto que para o
combate de lagartas com DDT reportou-se que uma quantidade impressionante de apenas
0,0000001% atinge o organismo alvo (PIMENTEL; LEVITAN, 1986).

Essa pequena eficiéncia esta relacionada aos diferentes destinos que os agrotdxicos sofrem
no ambiente, uma vez que apenas uma fracdo atinge a cultura, enquanto grande parte do volume
aplicado é perdida por processos como a volatilizagéo, percolacdo e carreamento superficial, o que
pode ser agravado por fatores como a ma aplicacdo (GRANEY, et al., 1995), promovendo a
contaminacdo dos solos e aguas que circundam a area de aplicacéo.

O solo é um recurso natural fundamental para o desenvolvimento de atividades agricolas.
Suas caracteristicas possibilitam a sustentacdo das plantas, além de promover a disponibilidade de
nutrientes e agua (ANJOS; VAN RAIJ, 2004). A contaminacdo do solo por agrotdxicos pode
ocorrer por meio de aplicacdes diretas, por residuos provenientes da aplicacdo aérea ou por queda
de partes das plantas que foram tratadas (PAPINI; ANDREA, 2004). Alem disso, deve-se ressaltar a
transferéncia de parte dos agrotoxicos do solo para atmosfera, através dos processos de vaporizacao
direta, co-vaporizacdo e associacdo com material particulado carregado pelo vento, o que favorece a
distribuicdo destes produtos para outros ambientes, incluindo sua entrada em ambientes aquaticos
(DORES; DE-LAMONICA-FREIRE, 1999).

Caracteristicas como quantidade de nutrientes, umidade, temperatura e a presenca de
compostos como fertilizantes, corretivos e pesticidas influenciam diretamente a fauna edafica. As
principais vias de contaminacdo dos organismos edaficos ocorrem através de contato oral, pela
ingestdo de particulas contaminadas ou assimilacdo via superficie corpdrea, por meio da
solubilizacdo do composto toxico com a solucdo do solo. Ha também a possibilidade de
contaminacdo através da inalacdo de contaminantes, entretanto, ainda existem poucos estudos
demonstrando a importancia dessa via quando comparada com as outras duas formas de
contaminacdo (VAN GESTEL; VAN STRAALEN, 2002). Quando assimilados, além de
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contaminar 0s organismos esses compostos podem se bioacumular nos tecidos organicos, o que
pode acarretar no fendmeno de biomagnificacdo na cadeia alimentar (EMBRAPA, 2004).

Os organismos edaficos sdo sensiveis aos agrotoxicos e estdo relacionados direta ou
indiretamente com funcbes benéficas, como armazenamento e disponibilidade de &gua;
decomposicdo de partes de plantas e animais, com a liberacdo de nutrientes em formas disponiveis
as plantas; manutencdo de agregados de particulas; decomposicdo, transformacdo e ciclagem de
nutrientes; supressdao de organismos patdégenos para as plantas e sequestro e degradacdo de
agrotoxicos. O uso indiscriminado de agrotoxicos pode provocar um impacto sobre a diversidade de
espécies e biomassa dos organismos. Alteracdes comportamentais e morfologicas também séao
verificadas em funcdo do tipo e concentragdo do agrotoxico (NUNES, 2010). Desse modo, como 0s
microrganismos presentes no solo possuem papel fundamental na transformacéo e liberacdo de
nutrientes para as plantas, a disponibilidade de nutrientes pode ser alterada e a fertilidade do solo
pode ficar comprometida (EMBRAPA, 2004).

Em relacdo ao ambiente aquatico, sua contaminacdo por agrotdxicos pode ocorrer por
diferentes formas, sendo as principais a aplicagéo intencional, como forma de controle para algas e
invertebrados; deriva, onde os contaminantes sdo transportados por correntes de ar; escoamento
superficial, decorrente da lixiviagdo em areas contendo residuos; lavagem do solo ou lixbes
contendo residuos de produtos toxicos; e chuvas contaminadas por residuos volateis presentes em
agrotdxicos (Figura 1) (DORES; DE-LAMONICA-FREIRE, 1999; MOZETO; ZAGATTO, 2006;
SILVA; SANTOS, 2007). Os agrotoxicos, além de atingirem sistemas superficiais como rios,
represas e lagos, também podem atingir, através da percolacdo, as aguas subterraneas. A
contaminacdo de aguas subterraneas é de dificil tratamento, assim, é necessario o desenvolvimento
de procedimentos de prevencdo a contaminacgédo (SILVA; SANTOS, 2007).

A aplicacdo de agrotoxico em culturas agricolas deixa residuos do produto em partes dos
vegetais (folhas, frutos e sementes) e outra parte atinge diretamente o solo. Devido ao potencial de
absorcdo do solo e do potencial de degradacdo e mobilidade a substancia pode permanecer retida no
solo por longos periodos. Desse modo, 0s agrotdxicos podem atingir os corpos hidricos atraves das
aguas de lixiviacdo do solo ou, caso o produto tenha volatilizado durante ou apds a aplicacdo, as
aguas provenientes das chuvas podem transportar esses contaminantes da atmosfera para sistemas
hidricos (ZAGATTO, 2006b). Deve-se mencionar ainda a contaminacgdo por aplicacdo acidental, na
qual os agricultores, ao pulverizarem as culturas localizadas proximas aos corpos de dgua, acabam

introduzindo o agrotéxico no sistema hidrico. Além disso, a lavagem inadequada de materiais
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utilizados nos preparos da calda e outros equipamentos também comprometem os corpos de agua,
como frequentemente observado nas areas rurais que foram avaliadas no municipio de Bom
Repouso, Minas Gerais, no escopo das pesquisas desenvolvidas no Projeto Mogi-Guagu
(ESPINDOLA; BRIGANTE, 2009).

A avaliagdo dos riscos ambientais e da dindmica dos contaminantes em um ambiente é
baseada em conhecimentos das propriedades fisico-quimicas e ecotoxicolégicas do contaminante.
Apds atingir o meio aquético ele pode permanecer dissolvido na &gua, ser adsorvido na matéria em
suspensdo, depositar-se no sedimento, se acumular nos organismos vivos, volatilizar-se ou ser
degradado (ZAGATTO, 2006b). Os fatores ambientais definidos pelas caracteristicas bioticas e
abidticas também podem alterar a toxicidade de compostos quimicos no ambiente aquatico. Dentre
os fatores bidticos destacam-se o tipo de organismo, estagio de desenvolvimento, tamanho, estado
nutricional e de saude, alteracdes sazonais no estado fisiologico, dentre outros, sendo que estes
fatores bioticos influenciam a resposta ao poluente de diferentes maneiras. Quanto aos fatores
abidticos que podem influenciar na toxicidade, verifica-se que todas as variaveis sdo importantes,
como as caracteristicas fisicas e quimicas da agua que circunda o organismo vivo (temperatura, pH,
teor de oxigénio dissolvido na agua, salinidade e dureza), conteido de matéria organica e material
particulado em suspensdo, a velocidade do fluxo da agua, dentre outros; além das caracteristicas
fisico-quimicas do proprio composto, como solubilidade, pressdo de vapor e pH, e das
caracteristicas do sedimento (SILVA; SANTOS, 2007; SPRAGUE, 1985; ZAGATTO, 2006b).

Atualmente existem diversos trabalhos na area de impactos sobre sistemas aquaticos, como
os de Caquet et al. (1989), Hopikins, et al. (2004), Chang et al. (2005) e Laabs et al. (2007),
desenvolvidos na linha de ecotoxicologia aquatica. Entretanto, apesar do conhecimento dos
impactos decorrentes da descarga de contaminantes e nutrientes sobre os sistemas aquaticos, ainda é
observada uma continua degradacao desses ambientes (MOZETO; ZAGATTO, 2006).

2.4. Os estudos ecotoxicologicos: definicdo e importancia

A analise quimica das concentragfes de um contaminante ndo é suficiente para que seja
elaborada a avaliacdo de impacto ambiental, uma vez que existem diferentes formas de interacéo
entre 0s contaminantes e 0s componentes do solo/agua e biota que ndo podem ser compreendidos

apenas com a anélise quimica dos contaminantes (ZAGATTO, 2006a). E com o intuito de melhor
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avaliar um possivel impacto ambiental gerado pelo uso de contaminantes que os estudos
ecotoxicoldgicos sdo realizados.

Os primeiros testes de toxicidade com dejetos industriais foram realizados entre 1863 e
1917, mas somente na década de 1930 é que foram realizados os primeiros testes de toxicidade
aguda com organismos aquaticos. Nas décadas de 1950 e 1960 foram iniciados os estudos que
objetivavam identificar agentes toxicos, assim como fontes pontuais de polui¢do, com a finalidade
de estabelecer critérios e padrdes que permitissem a manutencdo dos niveis de qualidade dos
recursos hidricos. Ja nos anos 60 o Water Quality Act — USA estabeleceu os primeiros padrdes de
qualidade das aguas visando a protecdo da vida aquética. Nessa mesma época iniciou-se a
elaboracdo de pesquisas com énfase na escolha de organismos sensiveis e representativos para tais
estudos, assim como o estabelecimento de normas para melhorar a praticidade, confiabilidade e
reprodutibilidade desses estudos (RAND et al. 1995; ZAGATTO, 2006a).

No entanto, foi somente em 1969 que o termo Ecotoxicologia foi sugerido, sendo o seu
precursor René Truhaut. Esse novo ramo da ciéncia consiste de uma subarea da toxicologia, e €
definida como o estudo dos efeitos de agentes toXicos nos ecossistemas e em especies ndo-alvo,
visando promover a protecdo do meio ambiente como um todo e ndo apenas de determinados
compartimentos (AZEVEDO; CHASIN, 2003; HOFFMAN, 2003). Desse modo, 0s estudos
ecotoxicologicos compreendem a analise das emissdes, distribuicdo e destino dos agentes no meio
abidtico; o contato e contaminacdo da biota, destacando o problema da contaminacdo das cadeias
biologicas, em especial as cadeias alimentares; e por fim, a analise quantitativa e qualitativa dos
efeitos toxicos promovidos pelos agentes toxicos, ressalvando o meio ambiente e 0s organismos
afetados (TRUHAUT, 1977).

Os estudos ecotoxicoldgicos sdo baseados em bioensaios realizados em laboratérios; em
microcosmo, onde as espécies avaliadas sdo representativas do ecossistema, com a finalidade de
prever possiveis impactos ambientais proporcionados pelo agente toxico no ambiente natural;, em
estudos em campos controlados ou mesocosmos, onde sdo testadas variaces das condi¢fes naturais
e aplicacBes quimicas em sistemas fechados; e estudos de avaliagdo em campo ecol6gico, em que
espécies naturais estdo sujeitas ao contato com altas concentracBes de agentes quimicos
(HOFFMAN, 2003).

Desse modo, a ecotoxicologia engloba diferentes ciéncias com a finalidade de estudar
efeitos de compostos em ambientes naturais, combinando mecanismos, processos e respostas de

quimica ambiental, ecologia e toxicologia, incluindo a distribuicio e o comportamento dos
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contaminantes no ambiente, o impacto no meio ambiente e 0s impactos sobre 0s organismos, além
da inter-relacdo entre os organismos e o ambiente (EIJSACKERS, 1994). Assim, para esses estudos
podem ser utilizados parametros como letalidade e efeitos subletais, como alteragbes no
crescimento, desenvolvimento, reproducdo, respostas farmacocinéticas, patologia, bioquimica,
fisiologia e comportamento. Os efeitos podem ser expressos através de critérios mensuraveis como
0 nimero de organismos mortos, porcentagem de ovos ndo viaveis, alteracdes no tamanho e peso,
porcentagem de inibicdo de enzima, incidéncia de tumor, dentre outros (SILVA; SANTOS, 2007).

Os testes de ecotoxicidade sdo baseados em dois tipos de exposi¢do: aguda e cronica. O
ensaio de toxicidade aguda avalia os efeitos, em geral severos e rapidos, sobre 0s organismos
expostos ao contaminante por um curto periodo de tempo. Os parametros avaliados nesse tipo de
teste geralmente sdo mortalidade e imobilidade. Para o0s ensaios de toxicidade cronica sao
observados os efeitos de concentragdes subletais em exposicdes por periodos mais longos, onde séo
analisadas as alteragdes no desenvolvimento do organismo, danos a tecidos e fertilidade. Nos testes
crénicos 0s organismos sdo expostos a um periodo de pelo menos 10% da duracdo da vida do
organismo, observando efeitos que ndo sdo mensuraveis em exposi¢cbes mais curtas. Entretanto,
devido ao maior tempo do ciclo de vida de alguns organismos, nem sempre é possivel elaborar
testes que compreendam essa porcentagem. Desse modo, 0s testes cronicos de curta duracdo sdo
ensaios que visam avaliar os efeitos do contaminante por um periodo intermediario entre 0s ensaios
agudos e cronicos, utilizando as fases mais sensiveis do ciclo de vida do organismo (ARAGAO;
ARAUJO, 2006). Apesar de ndo ser teoricamente um teste cronico, os testes cronicos de curta
duracdo sdo utilizacdo é muito relevante em casos de estudos de contaminantes que estdo presentes
nos compartimentos em altas concentracdes e em curtos periodos de tempo (de 1 a 4 dias), como € o
caso de pesticidas (NORBERG-KING, 1990). Existem ainda outros tipos de testes, como € 0 caso
do teste de evitacdo, onde é analisado o comportamento do animal mediante a exposicdo a um
contaminante (GARCIA et al., 2007).

Os experimentos em micro e mesocosmos apresentam vantagens em relacdo aos estudos em
laboratdrio, pois possibilitam o estudo de parametros que ndo podem ser avaliados em laboratorios
devido as condic6es controladas destes. Os estudos em micro e mesocosmos permitem o estudo dos
efeitos de contaminantes em organismos e comunidades sob condi¢cdes semi-naturais simuladas.
Isso possibilita a analise de uma situacdo mais proxima a realidade envolvendo ndo apenas 0s

efeitos tdxicos diretos, mas também as implicacdes ecoldgicas indiretas, servindo como uma
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ferramenta auxiliar para a extrapolacdo dos resultados obtidos em laboratério (GRANEY, et al.,
1995).

Os experimentos in situ podem ser naturais; onde € utilizado o ambiente como um todo, seja
ele Iéntico ou lético; ou simulados, utilizando subse¢fes do ambiente naturais, como modelo desse
tipo de sistemas, pode-se citar os construidos artificialmente em tanques ou represas artificiais
(GRANEY et al., 1995). De acordo com Odum (1984) os mesocosmos podem ser definidos como
um ecossistema artificial de pequena escala mantido sob condi¢des naturais. Muitas caracteristicas
bioldgicas destes sistemas dependem de seu tamanho, assim, autores tém sugerido a caracterizacdo
dos experimentos de acordo com o volume de dgua. A Setac (Society of Environmental Toxicology
and Chemistry) sugere o termo mesocosmos para represamentos artificiais maiores que 15m?®
(CAQUET, 2000). Outros autores propdem volumes entre 1 e 10 m* (LALLI, 1990), 0,1 e 1000 m®
(GRANEY et al., 1995) e de 1 a 300 m* (LA POINT et al., 1989). Entretanto, o limite do volume de
agua nao faz referéncia aos parametros ecologicos relevantes, como estabilidade e auto-
sustentabilidade, com a possibilidade de integrar os principais processos ecologicos e tolerar as
simplificacbes substanciais das estruturas da comunidade. Assim, o0 termo mesocosmos poderia
melhor caracterizar os ecossistemas artificiais sob condi¢cdes ambientais naturais com suficiente
complexidade e estabilidade para ser auto-sustentavel, em que o sistema se apresenta multitréfico e
tamanho suficiente para ser possivel mensurar alteracdes e influéncias dos estressores sobre a
estrutura e dindmica (LALLI, 1990).

Os estudos em mesocosmos sdo direcionados para quatro aspectos principais da avaliacdo
dos xenobidticos: estimativa do destino da substancia (volatilizacdo, compartimentalizacdo e
degradacdo); avaliacdo dos efeitos primarios, efeitos diretos nos niveis de organizacao em nivel de
individuo, populacdo e comunidade; validacdo de modelos matematicos para o destino e efeitos dos
contaminantes; e efeitos secundarios e terciarios indiretos na reestruturacéo da estrutura e funcéo do
ecossistema (BOYLE; FARCHILD, 1997).

Em relacdo aos organismos que sdo utilizados, sua escolha deve ser feita visando a
representatividade em relacdo a comunidade do ambiente para que seja possivel relacionar o estudo
ecotoxicologico com as possiveis situacdes de contaminacdo (VAN GESTEL; VAN STRAALEN,
2002). Para essa escolha é necessario que sejam observados alguns critérios, como a sensibilidade
do organismo, uma vez que este deve ter alta sensibilidade a uma ampla diversidade de agentes
quimicos, bem como o conhecimento de sua biologia. Outro critério é a disponibilidade de

organismo, 0 que faz com que espécies que ocorram em periodos restritos ou em reduzida
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densidade ndo sejam utilizadas. A escolha de espécies em que seja possivel o cultivo em laboratério
é recomendada para que o controle seja mais rigoroso. Nesse caso, é preferivel que a espécie
utilizada seja autoctone, representativa do ambiente de estudo e com importancia ecolégica para o
ambiente. O Ultimo critério € a estabilidade genética da populacdo, para que seja possivel a
obtencdo de lotes uniformes de organismos para os experimentos (DOMINGUES; BERTOLETTI,
2006).

Entretanto, a disponibilidade de organismos que atenda a todos esses critérios é de dificil
obtencdo. Assim, é recomendavel que a escolha seja baseada no atendimento do maior nimero de
critérios possivel, em conjunto com a existéncia de estudos padronizados com o organismo teste
escolhido ou organismos que possam servir de referéncia para a comparacdo (DOMINGUES;
BERTOLETTI, 2006).

2.5. O organismo-teste utilizado: Danio rerio

A utilizagdo de espécies de peixes como bioindicadores para a avaliacdo da toxicidade
ocorre em fungédo da sua relevancia ecoldgica e também de sua importancia econémica, uma vez
que estes representam fonte de alimento, servindo ainda para obtencdo de renda de muitas
populacdes ribeirinhas. Desta forma, se efeitos deletérios forem identificados em peixes apds
exposicdo a algum xenobidtico ou amostra ambiental, a contaminacgéo de recursos hidricos também
sera identificada, demonstrando que impactos negativos poderdo ocorrer na biota aquatica,
promovendo desequilibrios no ecossistema e diversos problemas relacionados a satde humana.

De acordo com Rand et al. (1995), os peixes podem absorver 0s contaminantes através do
contato direto pela agua, destacando a assimilacdo pela superficie corpdrea e branquias, ou pela
ingestdo de alimentos contaminados, o0 que pode promover a morte do organismo ou a
bioacumulacdo nos tecidos, proporcionando diversos efeitos deletérios e, consequentemente, a
biomagnificacdo na cadeia trofica. E importante ressaltar que fatores como tamanho, idade, estado
nutricional e sexo podem afetar a taxa de absorcdo do contaminante, variando ainda de espécie para
espécie em funcdo da sensibilidade de cada uma.

A espécie Danio rerio, conhecida popularmente como paulistinha, € uma espécie de peixe
de agua doce tipica de clima tropical que pertence a familia Cyprinidae. A espécie Danio rerio
possui cinco listras horizontais, uniformes e pigmentadas que se estendem por toda a extensdo

lateral. O macho pode ser diferenciado da fémea pela sua forma mais alongada e delgada e sua
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coloracdo levemente dourada, enquanto que as fémeas sdo mais robustas, ligeiramente maiores,
coloracgdo prateada e lista abdominal incompleta (DOMINGUES; BERTOLETT]I, 2006).

Sua distribuicdo natural ocorre no sul e sudeste da Asia, com maior predominincia nas
regides do rio Ganges e Brahmaputra, sendo encontrada em lagoas rasas e &guas paradas nas
proximidades de campos de arroz. Seu habitat € geralmente caracterizado por pequenos corpos de
agua com temperatura entre 24 e 38°C. Essa espécie € onivora, se alimentando principalmente de
zooplancton, fitoplancton e insetos. O ciclo reprodutivo de Danio rerio é curto, atingindo o periodo
de maturidade em cerca de 3 a 6 meses, com o periodo de desova influenciado pela temperatura,
iniciando-se na estacdo das mongdes (FROESE; PAULY, 2009).

Apesar de ndo seu uma espécie nativa sua utilizacdo € adequada devido a sua alta
sensibilidade e a semelhanga na sensibilidade em relacdo a espécie nativa Hemigrammus
marginatus (bandeirinha) e até abaixo da espécie Serrapinnus notomelas (piabinha), e possuem a
mesma sensibilidade que as espécies tradicionalmente utilizadas, Danio rerio (paulistinha) e
Poecilia reticulata (guar(). Outras espécies exoticas, Cyprinus carpio (carpa comum) e Tilapia
rendalli (tilapia), se mostraram menos sensiveis do que os demais (BERTOLETTI, 2009).

Atualmente, existe na literatura cientifica diversos trabalhos desenvolvidos utilizando a
espécie Danio rerio como organismo teste, como os de Vittozzi e De Angelis (1991), Hopkins et al.
(2004), Campagna et al. (2008) e Oliveira (2009), alem de estudos ecotoxicoldgicos especificos
com agrotdxico como os trabalhos de Fracacio et al. (2009), Campagna et al. (2006), Laabs et al.
(2007), Rodrigues (2007) e Novelli (2010).

3. JUSTIFICATIVA

Atualmente, o intenso uso de agrotdxicos na agricultura tem chamado atencdo de dérgéaos
ambientais para os possiveis impactos ambientais provocados pelo aumento do consumo em todo o
mundo. O desenvolvimento de culturas organicas tem avancado, mas ainda é uma pequena parcela
quando comparado a extensdo de areas em que é realizado o cultivo baseado no uso de compostos
quimicos como fertilizantes, corretivos e agrotdxicos. Por outro lado, 0 aumento populacional e a
crescente demanda por alimentos tém incentivado a utilizacdo desses produtos. Assim, 0S
agrotoxicos sdo utilizados com a finalidade de prevencdo ou combate a pragas, buscando assegurar
0 aumento da produtividade nas atividades agropecuarias (CALDAS; SOUZA, 2000; KOLAR et
al., 2008).
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No entanto, o uso indiscriminado de agrotdxicos, associado as caracteristicas ambientais
como topografia e pluviosidade, possibilita o carreamento desses contaminantes para corpos d’agua,
0 que pode afetar a comunidade bioldgica e o equilibrio do ecossistema aquatico. Considerando a
magnitude e amplitude dos efeitos, bem como a utilizacdo cada vez mais crescente dos agrotoxicos,
faz-se necessério o desenvolvimento de diferentes testes de toxicidade, de forma a melhor avaliar os
efeitos deletérios ocasionados aos ecossistemas terrestres e aquaticos, incluindo-se a analise da
interacdo entre estes.

Entre os diversos agrotoxicos utilizados na agricultura, destaca-se o Vertimec® 18CE, cujo
principio ativo é a abamectina. A abamectina pertence ao grupo das avermectinas, grupo em que se
enquadra também a ivermectina e a doramectina. As avermectinas sao um complexo de agentes
quimicos relacionados, pertencentes a um grupo de antibidticos macrociclicos obtidos a partir da
fermentacdo do actinomiceto Streptomyces avermetilis. A abamectina foi langcada no mercado em
1985, e é constituida por uma mistura contendo cerca de 80 % de avermectina B, (C4sH72014) € 20
% de avermectina By, (C47H70014), € possui acao inseticida e acaricida na agricultura, enquanto que
na pecudria é usado como antiparasitario (BURG et al., 1979; HALLEY et al., 1989).

O agrotéxico Vertimec® 18CE ¢ indicado para 42 usos distintos, compreendendo 24 culturas
diferentes, visando o combate de 17 diferentes pragas (AGROFIT, 2010), principalmente insetos,
4caros e nematdides (KOLAR et al., 2008). A classificacdo toxicolégica do Vertimec® 18CE é 11,
considerada como “medianamente toxica”, no entanto, a classificagdo toxicologica em relagao ao
ambiente coloca o produto como classe I, muito perigoso ao meio ambiente, destacando a alta
persisténcia no ambiente e a toxicidade para microcrustaceos e peixes (AGROFIT, 2010).

As avermectinas sdo inseticidas e possuem alta toxicidade para peixes e invertebrados
aquaticos (BURG et al.,, 1979). Essa substancia é rapidamente foto-degradada em agua e se
adsorvem rapidamente nas particulas de solos, sedimentos e matéria organica; entretanto, as
avermectinas oferecem risco ao ambiente aquatico, especialmente se o uso for frequente (TISLER;
ERZEN, 2006). Além disso, Tisler e Erzen (2006) observaram elevada toxicidade da abamectina
para fitoplancton, zooplancton e peixes, mesmo em baixas concentragdes, com valores de CEsg e
CLso na ordem de ng.L™" e pg.L™* respectivamente, e a rapida degradacdo da abamectina na agua.
As medidas ao inicio dos testes apontaram para uma concentracdo superior a 80% da concentracao
nominal, chegando a diminuir em até 85% da concentracdo nominal ao final do tempo de
exposicdo. Esses resultados demonstraram a quebra da avermectinas B1,, promovendo a diminui¢éo

da concentragdo de contaminante na coluna d’agua em um curto periodo de tempo. As informacdes
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a respeito da degradacdo das avermectinas diferem entre os compartimentos aquético e terrestre,
sugerindo uma maior persisténcia em ambientes terrestres. Na agua, as avermectinas sdo
rapidamente fotodegradadas, sendo que a meia-vida no verdo é de 12h ou menos para ivermectina e
de 4 a 6 h para abamectina, enquanto que no solo a meia vida é de 7 a 14 dias para a ivermectina e
de 14 a 56 dias para a abamectina (ERZEN et al., 2005).

Entretanto, ainda existem poucas informacOes sobre a toxicidade de abamectina,
principalmente para avaliagfes in situ, e mais raras ainda a respeito da toxicidade da formula
comercial, Vertimec® 18CE, o que justifica a necessidade de mais estudos para a compreensdo das
interacdes entre 0s compartimentos e organismos.

Como mencionado anteriormente, o Vertimec® 18CE é um composto amplamente utilizado
em diversas culturas, incluindo culturas de morango e batata. Uma recente pesquisa realizada pela
ANVISA (2007) destacou que as culturas de tomate, alface e morango séo as que mais deixam
residuos de agrotoxicos nos alimentos, indicando o risco de contaminacdo dos alimentos por
residuos do Vertimec® 18CE.

O municipio de Bom Repouso, localizado ao sul de Minas Gerais, € um exemplo de local
onde a utilizagdo do Vertimec® 18CE é realizada com freqiiéncia e em grandes quantidades
(NUNES, 2010). O municipio tem como principal atividade econdmica a agricultura, com cultivo
de morango e batata, que séo os plantios mais comuns na regido mais elevada da bacia de montante
do rio Mogi-Guacu, o que faz com que o estado de Minas Gerais seja responsavel por 40% da
producdo de morango e primeiro produtor de batata inglesa (RODRIGUES, 2007). Devido a sua
localizagdo privilegiada, o municipio de Bom Repouso possui uma area rica em nascentes,
incluindo a nascente do Rio Mogi-Guagu, que se encontra a 1594 metros de altitude. A area
apresenta mais de 700 nascentes catalogadas (ESPINDOLA; BRIGANTE, 2009). Essas
caracteristicas, associadas ao fato da regido possuir topografia acidentada e alta incidéncia de
chuvas, favorecem um maior impacto sobre os corpos d’agua devido ao aumento do escoamento
superficial, 0 que provoca carreamento de insumos agricolas para 0s ecossistemas aquaticos.

Estudos prévios desenvolvidos por Brigante e Espindola (2003), Rodrigues (2007),
Espindola e Brigante (2009), Lima (2010) e Nunes (2010), na regido de montante da bacia
hidrogréafica do rio Mogi-Guacu, demonstraram os efeitos toxicos decorrentes da contaminacao por
agrotoxicos, principalmente devido ao seu uso nos plantios de morango e batata. Rodrigues (2007),
por exemplo, realizou analises fisico-quimicas do solo da regido, além de estudos ecotoxicoldgicos

com o percolado desses solos, relatando a contaminagdo por agrotdxicos mesmo em areas
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consideradas como livre de influéncia de agrotdxicos, confirmando os efeitos negativos do uso de
agrotoxicos e fertilizantes nos sistemas naturais. Mais recentemente, Nunes (2010), avaliando
amostras de solo da mesma regido, identificou efeitos deletérios em Eisenia andrei (Oligochaeta),
registrando-se alteracbes no crescimento, reproducdo e comportamento da espécie, além de
modificagdes estruturais (estrangulamento, afilamento, etc). Os estudos de Novelli (2010), a partir
da utilizacdo de runoff contaminado e da aplicagdo direta do produto em sistemas experimentais
(mesocosmos), também possibilitaram identificar os efeitos do agrotdxico sobre a comunidade
zooplanctonica, o que ainda foi registrado por Vieira (2009) para a comunidade fitoplanctonica no
mesmo experimento. A continuidade dos estudos de Novelli (op.cit) permitiu avaliar de forma
complementar os efeitos indiretos do agrotoxico, a partir do runoff contaminado, sobre Daphnia
similis, Danio rerio e Chironomus xanthus em estudos experimentais laboratoriais. Além disso,
Bastos (2010) verificou efeitos deletérios sobre o crescimento e biomassa da macrofita Pistia
stratiotes, bem como sobre a fauna de macroinvertebrados associada, demonstrando que os efeitos
sdo bem mais acentuados do que o relatado na literatura, mesmo considerando a concentracao
indicada para uso.

Verifica-se, portanto, que as informacdes a respeito do uso de Vertimec® 18CE ndo sdo
ainda suficientes para uma clara compreensao dos efeitos nocivos aos organismos nao-alvos. Assim,
baseado no pequeno numero de informacdes, diversos 6rgaos vém permitindo o uso da abamectina
e de seus derivados em atividades agropecuarias. Entretanto, o estado de Sdo Paulo elaborou um
projeto de lei na tentativa de banir 14 principios ativos que sao utilizados na formulacdo de mais de
200 agrotoxicos, dentre eles a Abamectina, principio ativo do Vertimec® 18CE, porém tal projeto
de lei ndo foi aprovado (BRASIL 2010). Paises como Estados Unidos, Japdo e Canada ja vetaram o
uso da maioria dos compostos que estdo na lista apresentada pelo projeto de lei. Dentre os motivos
da proibicdo podem ser citados o risco de contaminacdo ambiental, o elevado indice de cancer, as
mutacbes e 0s problemas no sistema nervoso. Esse fato demonstra a necessidade do
desenvolvimento de estudos que tenham como objetivo uma analise mais ampla da acdo deletéria
do contaminante, visando uma melhor compreensdo dos efeitos provocados pelo uso do Vertimec®
18CE no ambiente.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

O objetivo geral dessa pesquisa é avaliar a toxicidade aguda e cronica do Vertimec® 18CE
em Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae), por meio de estudos experimentais laboratoriais e in

situ.

4.2. Objetivos especificos

a) Determinar as faixas de sensibilidade do Vertimec® 18CE para 0 organismo-teste
(Danio rerio) bem como os efeitos crénicos (curta duracdo);

b) Avaliar as modificacdes (com base nas variaveis fisicas, quimicas e biologicas) em
ecossistemas aquaticos por meio de experimentos in situ (mesocosmos) e em condi¢Oes
laboratoriais, em decorréncia da aplicacdo direta do Vertimec® 18CE e da 4gua proveniente do
runoff (contaminado e ndo contaminado);

C) Avaliar a sensibilidade de Danio rerio as amostras de agua provenientes do runoff
das parcelas de solo contaminadas ou ndo por Vertimec® 18CE, através de testes de toxicidade
aguda e cronica de curta duracéo;

d) Avaliar e comparar os efeitos agudos e crénicos da exposicdao de Danio rerio no

experimento in situ e laboratorial com amostras dos mesocosmos.
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Capitulo 2: Avaliacio dos efeitos do agrotéxico Vertimec® 18CE

sobre Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae)

Resumo

Diversos problemas ambientais e de salide humana tém sido relatados e relacionados mundialmente
com o aumento do uso de agrotdxicos nas atividades agropastoris. A contaminacgdo ocorre de forma
pontual e difusa e, via de regra, os problemas advém das caracteristicas de cada produto, da forma
de utilizacdo/aplicacdo e, principalmente, pelo fato de que estes ndo atingem apenas as espécies-
alvo, influenciando direta e indiretamente outras espécies, com amplos efeitos sobre a estrutura e
funcionamento dos ecossistemas terrestres e aquaticos. Considerando essa tematica, procurou-se
avaliar os efeitos de um agrotéxico amplamente utilizado na agricultura, o Vertimec® 18CE, por
meio de estudos laboratoriais com o organismo aquatico Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae).
Para tanto, testes de toxicidade agudos e crénica de curta duracdo foram realizados sob condicdes
controladas de temperatura, fotoperiodo, dureza, pH, condutividade e oxigénio dissolvido, segundo
as normas da ABNT (2004 e 2007), para avaliar a sensibilidade da espécie ao produto comercial,
uma vez que nao existem informac6es sobre sua toxicidade. Os resultados obtidos indicaram uma
CLso48h de 4,74 pl.L™?, CEsp48h de 3,66 pl.L™ e valores de CEO, CENO e VC de 3 pl.L™, 2 pl.L”
e 2,5 ul.L™, respectivamente. Os resultados obtidos nos testes agudos est&o proximos aos relatados
na literatura para Cyprinus carpio e Danio rerio na presenca da abamectina (principal ingrediente
ativo do Vertimec® 18CE), indicando a elevada toxicidade da formulagdo comercial. No teste de
toxicidade cronica de curta duracdo verificou-se maior persisténcia do contaminante na coluna
d’agua. A alta toxicidade, em conjunto com a maior persisténcia do agrotoxico (formulagéo
comercial), demonstra o risco de contaminacdo ambiental advindo do uso ndo controlado do
produto. Além disso, os resultados salientam a importancia da avaliacdo especifica da formulacao
comercial no processo de regulamentacdo de agrotdxicos em funcdo das diferencas na toxicidade
entre estas e seus respectivos principios ativos.

Palavras-chave: Vertimec® 18CE, abamectina, ecotoxicologia aquatica, Danio rerio

1. INTRODUCAO

No Brasil, 0 agronegdcio é responsavel por 33% do Produto Interno Bruto (PIB), 42% das
exportacoes totais e 37% dos empregos brasileiros, rendendo ao pais cerca de US$ 36 bilhdes, com
superdvit de US$ 25,8 bilhGes. A atual crescente demanda por produtos de origem agricola tem
pressionado o sistema agricola brasileiro, o que pode ser verificado pelo aumento da safra de gréos,
que passou de 57,8 para 123,2 milhdes de toneladas entre 1990/1991 e 2002/2003, respectivamente.

Na maioria das vezes esse aumento de produtividade tem resultado no uso crescente de insumos
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agricolas, principalmente dos pesticidas (BRASIL, 2004), implicando no aumento dos problemas
ambientais e nos riscos a satde humana.

Apesar da utilizagdo em larga escala, 0 uso incorreto desses pesticidas pode afetar a
estrutura e funcionamento dos ecossistemas naturais, a partir de alteracdes na fauna e flora,
causando efeitos negativos, como a reducdo do numero de espécies, alteragdes comportamentais,
reprodutivas e de desenvolvimento, suscetibilizacdo a doencas e magnificacdo biolégica (DORES;
DE-LAMONICA-FREIRE, 1999). Além disso, 0 uso de agrotdxicos pode provocar distdrbios em
diversos processos, como por exemplo, na atividade de decomposicdo no solo, que
consequentemente afetara a sustentabilidade da cultura ou do ambiente em longo prazo (ROMBKE;
GARCIA, 2000). Desse modo, a possibilidade de contaminagdo ambiental evidencia a necessidade
de se desenvolverem estudos que visem compreender 0s riscos associados ao consumo de
agrotoxicos e sua influéncia na manutengéo dos servigos ambientais.

E nesse sentido que a legislacdo brasileira referente ao controle dos agrotoxicos tem se
tornado mais exigente e restritiva, requerendo a comprovacao da eficiéncia agrondémica, as garantias
da minimizacdo dos danos a populacdo, seja ela de carater ocupacional, alimentar ou de saude
publica, e dos possiveis impactos ambientais originados pelo uso do composto. A Lei 7.802, de 12
de julho de 1989, regulamentada pelo Decreto n° 98.816, de 11/01/90, exige a avaliacdo dos riscos
ambientais de cada produto (BRASIL, 1989), considerando a ecotoxicidade de organismos de
diferentes niveis da cadeia alimentar, decorrente da necessidade de um conhecimento mais
aprofundado sobre o comportamento do agrotdxico no meio ambiente e 0s seus efeitos nos
organismos (SPADOTTO; GOMES, 2004).

Entre os diversos agrotdxicos utilizados nas culturas, tem sido verificado o uso da
abamectina, que representa o principal principio ativo utilizado na formulacdo do agrotoxico
Vertimec® 18CE. A abamectina (Figura 1), pertence ao grupo das avermectinas (abamectina,
doramectina e ivermectina), um complexo de agentes quimicos pertencentes a um grupo de
antibidticos macrociclicos obtidos a partir da fermentacdo do actinomiceto Streptomyces
avermetilis, sendo constituida por uma mistura contendo cerca de 80 % de avermectina Bi,
(C4gH72014) € 20 % de avermectina Bap (Ca7H70014). A abamectina possui agdo inseticida e
acaricida na agricultura, enquanto que na pecuaria € usado como antiparasitario (BURG et al., 1979;
HALLEY et al., 1989).
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Figura 1: Formula estrutural da avermectina Bla e B2b. Fonte: FISHER; MROZIK, 1989).

As avermectinas foram descobertas em 1975, representando um poderoso anti-helmintico.
Posteriormente sua utilizacdo foi ampliada devido as suas propriedades inseticida e acaricida
(FISHER; MROZIK, 1992). Na Unido Européia os anti-helmiticos s&o compostos com amplo uso
na veterinaria, principalmente, a ivermectina, uma lactona macrociclica. Na América do Norte esse
mesmo composto é aplicado em cerca de 50% dos tratamentos anti-helmintico veterinarios. Na
Africa é utilizado em humanos para combater a Onchocerca, também denominada de river
blindness, e a filariose (SANDERSON et al., 2007).

Os compostos dessa classe possuem alta toxicidade para peixes e invertebrados aquaticos
(BURG et al., 1979), com valores de CEsy e CLso na ordem de ng.L™ a pg.L™ (TISLER; ERZEN,
2006). Essa substancia é rapidamente foto-degradada em agua e se adsorvem rapidamente nas
particulas de solos, sedimentos e matéria organica. Entretanto, as avermectinas oferecem risco ao
ambiente aquatico, especialmente se o uso for frequente (TISLER; ERZEN, 2006).

As avermectinas agem de diferentes formas atuando sobre a neurotransmissdo: reduz a
diferenca no potencial de membrana nas fibras musculares, promove a abertura dos canais de
cloreto e agem sobre a transmissdo GABAérgica (FISHER; MROZIK, 1992). Os mecanismos de
acdo sobre os diferentes organismos ainda ndo sdo totalmente claros, sendo encontradas diferencas
quando comparados os mecanismos envolvidos em vertebrados e invertebrados (CHALMERS et
al., 1986; FISHER; MROZIK, 1992). Nos nematodos e artrOpodes as avermectinas agem
principalmente sobre os canais de cloreto regulados pelo glutamato e GABA (acido gama-
aminobutirico), promovendo uma forte entrada de ions cloreto, e a interrupcdo da transmissao do

sinal. Entretanto, esse mecanismo de agdo pode ndo ser especifico para os artropodes e nematodos,
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afetando diretamente outros organismos, COmo no caso de peixes, em que as avermectinas podem
atravessar a barreira hemato-encefalica ocasionando efeitos toxicos (TISLER; ERZEN, 2006).

O agrotéxico Vertimec® 18CE, formulacdo comercial, é indicado para 42 usos distintos,
compreendendo 24 culturas diferentes, para 0 combate de 17 diferentes pragas (AGROFIT, 2010),
sendo as principais utilizagdes o controle de insetos, &caros e nematdides (KOLAR et al., 2008). A
classificacéo toxicolégica do Vertimec® 18CE ¢ III, considerada como “medianamente toxica”, no
entanto, a classificacdo toxicoldgica em relacdo ao ambiente coloca o produto como classe I, muito
perigoso ao meio ambiente, destacando a alta persisténcia no ambiente e a toxicidade para
microcrustaceos e peixes (AGROFIT, 2010).

Apesar de sua indicacdo para ampla finalidade, as informagdes sobre as consequéncias do
uso de Vertimec® 18CE ainda no sdo suficientes para uma clara compreenséo dos efeitos nocivos
aos organismos ndo-alvos. Desse modo, diversos 6rgaos vém permitindo o uso da abamectina e seus
derivados em atividades agropecuarias em diversos paises. No estado de S&o Paulo um projeto de
lei em 2009 colocou em avaliacdo o uso de 14 principios ativos que sdo utilizados na formulagéo de
mais de 200 agrotéxicos, dentre eles a abamectina, principio ativo do Vertimec® 18 CE (BRASIL
2010). Entretanto, mesmo considerando seus efeitos deletérios acentuados, o uso da abamectina
ainda foi liberado.

A preocupacdo quanto a expansdo do consumo de agrotoxicos se deve a grande quantidade
de pesticidas que ndo atinge os organismos alvo. Diferentes estudos apontam para a infima parcela
do volume aplicado que atinge os objetivos no controle de pragas. Dentre esses estudos, foram
encontrados valores de 0,003% no combate as lagartas; entre 0,03 e 0,02%, respectivamente para o
combate de afideos e mirideos no cultivo de cacau; e apenas 0,0000001% para o combate de
lagartas com o uso de DDT (PIMENTEL; LEVITAN, 1986). Essa baixa eficiéncia esta relacionada
aos diferentes destinos que os agrotdxicos sofrem no ambiente, uma vez que apenas uma pequena
fracdo atinge a cultura e grande parte do volume aplicado € perdida por processos como a
volatilizacdo, percolacdo e carreamento superficial (GRANEY et al., 1995). Ressalta-se, ainda, que
grandes volumes de agrotdxicos séo perdidos pela forma incorreta da aplicacdo e que muitos riscos
a saude ambiental e humana sdo decorrentes ainda do descarte inadequado das embalagens e pela
negligéncia dos agricultores, além da falta de uma melhor sistematizacdo para liberagdo,
comercializacdo e uso do produto.

Considerando a possibilidade de contaminacdo direta dos recursos hidricos pelos

agrotoxicos e a crescente utilizagdo do Vertimec® 18CE na agricultura, procurou-se, neste estudo,
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avaliar os efeitos do produto sobre Danio rerio, por meio de experimentos laboratoriais,
possibilitando reconhecer de forma mais efetiva os efeitos deletérios agudos e crénicos (de curta
duracdo) sobre este representante de niveis troficos superiores.

2. METODOLOGIA

2.1. Cultivo e manutenc¢ao dos organismos

Os juvenis de Danio rerio foram obtidos comercialmente e mantidos no Laboratério de
Ecotoxicologia e Ecofisiologia de Organismos Aquéticos, do Nucleo de Estudos em Ecossistemas
Aquaticos (NEEA), do Centro de Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada (CRHEA), da Escola de
Engenharia de S&o Carlos, da Universidade de Sdo Paulo (USP).

As condi¢cbes para a manutencdo dos organismos seguiram as recomendacgdes das normas
estabelecidas pela Associagdo Brasileira de Nomras Técnicas (ABNT) para testes de toxicidade
com peixes (ABNT, 2004; ABNT, 2007). Seguindo as recomendacdes estabelecidas, os juvenis de
Danio rerio foram aclimatados por um periodo minimo de 10 dias antes da realizacdo dos testes, em
aquarios de 30 litros, em &gua reconstituida, sendo monitorados os valores de temperatura (medidor
OD YSI), pH (potencidmetro B374), condutividade elétrica (condutivimetro 145A), oxigénio
dissolvido (medidor de OD YSI) e dureza (Hach, DR/2000). A agua reconstituida foi mantida em
aeracao constante, com temperatura controlada em 25°C + 2°C, fotoperiodo de 12:12h claro/escuro,
com caracteristicas de dureza entre 40 e 48 mg.L™ e pH entre 7,0 e 7,6. Foram realizadas trocas de
agua diarias de cerca de 1/3 do volume do aquéario e alimentacdo duas vezes ao dia com ragédo
comercial Tetramin® até 24h antes da montagem dos testes.

Para avaliar as condicdes fisioldgicas dos organismos-teste, foram realizados mensalmente
testes de sensibilidade com a substancia de referéncia cloreto de potassio, determinando-se a CLso
em 48h (ABNT, 2004). No decorrer do estudo foram realizados 13 testes de sensibilidade,
elaborando-se uma carta-controle com as informacdes referentes a faixa de sensibilidade da espécie,
a qual foi constituida pelo valor de CLs de cada teste, CLsp média, desvio-padrdo e coeficiente de
variacdo. Os organismos utilizados apresentaram, em geral, comprimento médio de 1,50 cm (£
0,50).

Para assegurar a homogeneidade do lote, 10% do total de juvenis de Danio rerio que seriam
utilizados nos testes foram avaliados biometricamente, sendo esses organismos posteriormente

descartados devido ao estresse ocasionado pelo manuseio. O comprimento padréo foi obtido com
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um paquimetro digital profissional e o peso total de cada individuo foi obtido em balanca analitica
Mettler, modelo AE 240.

2.2 Testes de toxicidade com Danio rerio

Os testes agudos estaticos (48 horas) foram realizados com 2 réplicas, contendo cinco
organismos cada, obedecendo a proporcéo de 1g de peixe para 1 litro de solucdo, sob condicGes de
temperatura de 25°C +2 e fotoperiodo de 12 horas, seguindo as recomendacdes da ABNT (ABNT,
2004). A andlise da toxicidade aguda consistiu no parametro mortalidade, determinando-se a CLsg €
da avaliacdo da imobilidade dos organismos, o que possibilitou o calculo da CEsy.

Os testes de toxicidade cronica de curta duracdo (168 horas) seguiram a metodologia
descrita na ABNT (2007), modificando-se apenas a fase de vida do organismo-teste (de larvas
recém eclodidas para juvenil). Os testes foram conduzidos com 4 replicas, contendo 10 organismos
cada, obedecendo a proporcdo de 1g.L™, sob condicBes de temperatura (25°C +2) e fotoperiodo de
12 horas, com duracdo de sete dias, em condicdes semi-estaticas. Para os testes de toxicidade
crénica de curta duracao foi avaliada a sobrevivéncia, calculando-se a CEO (menor concentracao do
agente quimico que causa efeito deletério, estatisticamente significativo), a CENO (maior
concentracdo do agente quimico que ndo causa efeito deletério, estatisticamente significativo) e o
valor crénico (VC), referente a média geométrica entre a CEO e a CENO (ABNT, 2007). Também
foi realizada a avaliacdo biométrica dos organismos sobreviventes, obtendo-se o peso fresco (g), em
balanca analitica Mettler, modelo AE 240, e o comprimento total (mm), com paquimetro digital.
Para esse parametro foi aplicado o teste de variancia (AYRES et al., 2000) para analise estatistica,
sendo considerado como significativos os testes que apresentaram valores de p<0,05. Quando
significativo foi realizado um pds-teste para identificacdo da variavel que apresentou diferenca
significativa para peso e/ou comprimento (ABNT, 2007).

Medidas de pH (potenciémetro B374), condutividade (condutivimetro 145A), dureza (Hach
DR/2000) e oxigénio dissolvido (oximetro YSI) foram realizadas nos testes de toxicidade aguda e
crbnica de curta duracdo ao inicio e final dos experimentos e a cada troca de agua nos testes de

toxicidade crénicas de curta duragéo.
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3. RESULTADOS

A faixa de sensibilidade do organismo-teste, estabelecida para a substancia de referéncia

cloreto de potassio (KCI), esta apresentada na Figura 2, correspondendo aos resultados de 13 testes

(exposigdo em intervalos de 48 horas). O resultado da CLso48h ao cloreto de potéssio foi de 785,88

mg.L™, com limites inferior e superior de 584,21 e 987,55 mg.L™, respectivamente, e coeficiente de

variagdo de 12,83%, estando dentro da faixa da carta controle laboratorial, estabelecida entre 554 e

919 mg.L™. Todos os resultados obtidos nos testes de sensibilidade constam no Apéndice A.
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Figura 2: Valores dos testes de sensibilidade de Danio rerio ao cloreto de potassio em exposic¢do de 48 horas.

Os resultados dos 11 testes de toxicidade para o agrotéxico Vertimec® 18CE estdo

apresentados na Figura 3 (e no Apéndice A), na qual se verifica a faixa de sensibilidade de D. rerio
por meio da CLs048h e da CEsp48h.



Capitulo 2: Avaliaco dos efeitos do agrotdxico Vertimec® 18CE sobre Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae)

34

~

o
X
<

(¢,

IS
X
Dy

w
|

Vertimec® 18 CE (uL.L™?)
N

[N

o

Vertimec® 18 CE (uL.L?)
X

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Limite inferior =L imite superior X CL/CE 50
B

Figura 3: Resultados dos testes de toxicidade avaliando a CLs,,48n (A) e CExy,48h (B) para Danio rerio quando exposto
ao Vertimec® 18CE durante 48 horas.

Os valores de CLsp48h encontrados estiveram compreendidos entre as concentracdes de
3,88 pul.L ! e 6,13 pl.L™?, com média de 4,74 pl.L™, limite inferior de 3,03 pl.L™?, limite superior de
6,44 pl.L™ e coeficiente de variacdo de 18%. Paralelamente foi realizada uma anélise contabilizando
0S organismos que apresentaram sinais evidentes de comprometimento no desempenho natatorio,
avaliado pela imobilidade temporaria dos organismos, que possibilitou o calculo da CEsp48h. Nesta
analise os valores encontrados para a CEsy48h estiveram entre 2,46 pl.L™ e 5,63 pl.L™, com CEsg
média de 3,66 pl.L™, limite inferior de 1,50 pl.L™, limite superior de 5,83 pl.L™" e coeficiente de
variacéo de 29,48%.
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Com a finalidade de compreender melhor os efeitos relacionados & contaminacdo dos
ecossistemas aquéticos por Vertimec® 18CE, foi realizado um teste cronico de curta duragdo. Os
resultados do teste de Tukey de compara¢@es multiplas, a partir da observacdo de letalidade, estdo
resumidos na Tabela 1 (F=56,42; p<0,05) e Apéndice A. Os valores da CEO, CENO e VC foram
respectivamente de 3 pl.L?, 2 pul.Lt e 2,5 pl.L ™

Tabela 1: Resumo dos resultados do Teste de Tukey, com as comparacdes entre os diferentes grupos do teste crénico de
curta duracéo.

C 05ulL® | 1plL? 2pulL? 3ulL? AulL™ | 6ulL?
C - sd sd sd * * *
0,5 pl.L™ - - sd sd * * *
1 ul.L—l - - - sd * * *
2 ul.L—l - - - - * * *
3pulL? - - - - - ) *
4pl.L? - - - - - - *
* = diferenca significativa (p=0.05) sd = sem diferenca significativa
Tukey value (7,21) = 4,62 s =0,964

A realizacdo desse teste também permitiu avaliar os possiveis efeitos do contaminante nos
organismos que apresentaram sinal de comprometimento fisiologico e/ou comportamental nos testes
agudos. A partir da aplicacdo do teste de Tukey (ANOVA) verificou-se diferenca significativa
(H=25,248; p<0,05) na comparacdo do controle com os tratamentos com 3 pl.L™, 4 ul.L e 6 pl.L™
de Vertimec® 18CE. Em relagdo & avaliacdo biométrica dos individuos (comprimento e peso) ndo
foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre os diferentes tratamentos. As informac6es
detalhadas quanto a andlise biométrica estdo apresentadas no Apéndice A.

Os valores obtidos para a temperatura (entre 23 e 26°C), pH (entre 6,97 e 7,55), oxigénio
dissolvido (entre 4,55 e 8,10 mg.L™), condutividade (entre 145 e 160 pS.cm™) e dureza (entre 40 a
42 mg.L™ de CaCOs) estiveram de acordo com as recomendacdes das normas da ABNT (2004) e
ABNT (2007). Os valores obtidos estdo detalhados no Apéndice A.

4. DISCUSSAO

O Vertimec® 18CE é uma formulacdo comercial que tem como principio ativo a abamectina.
O produto possui em sua composicdo 18 g.L™ (1,8% m/v) de abamectina e 939 g.L™ (98,2% m/v)
de ingredientes inertes. E um composto amplamente utilizado em diversas culturas, incluindo as de

morango, batata, café, tomate e algodao, entre outras. Atualmente, as informag6es a respeito do uso
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de Vertimec® 18CE ndo sdo suficientes para uma clara compreensdo dos efeitos nocivos aos
organismos ndo-alvos e é justamente essa falta de informacdo quanto aos efeitos dos contaminantes
no ambiente que tem sido utilizado como argumento para a permissdao do uso de diversas
substancias nocivas ao ambiente. Entretanto, uma recente pesquisa realizada pela ANVISA (2007)
demonstrou que as culturas de tomate, alface e morango sdo as que mais deixam residuos de
agrotoxicos nos alimentos, indicando o risco de contaminacdo dos alimentos por residuos do
Vertimec® 18CE, ja que este agrotoxico tem sido amplamente utilizado, principalmente no cultivo
de morango.

Os primeiros estudos referentes aos impactos das avermectinas estdo relacionados a sua
aplicacdo veterindria. No Reino Unido, por exemplo, verificou-se a diminuicdo na populacdo de
insetos que participam do processo de decomposicdo do esterco, promovendo a reducéo da taxa de
decomposicdo, sugerindo que a expansdo do uso desses produtos poderia afetar as areas de
pastagem devido a deficiéncia no processo de ciclagem de nutrientes. Essa mortalidade é
consequéncia dos residuos de ivermectinas presentes nas fezes dos individuos tratados com o
farmaco, atingindo especies ndo-alvo (WALL; STRONG, 1987). Posteriormente, um estudo
realizado por Chiu et al. (1990) demonstrou que 60 a 80% das doses aplicadas no uso veterinario é
eliminada nas fezes, independente da via de administracdo. Em 1996, os Estados Unidos da
América realizaram uma avaliacdo de risco ambiental para a ivermectina, verificando-se que
Daphnia magna foi a espécie mais sensivel, com CLso,48h = 25 ng.L ™, e concentracdo de efeito
ndo observado (CENO) na ordem de 10 ng.L™*. Em 2003, um grupo europeu desenvolveu estudos
com ivermectina e apresentou um relatorio com a distribuicdo de sensibilidade para 17 espécies
diferentes de crustaceos e moluscos (SANDERSON et al., 2007). Apesar dos diversos trabalhos
avaliando os efeitos agudos e cronicos das avermectinas (abamectina, ivermectina e doramectina)
existem poucos relacionados as formulacGes comerciais que apresentam alguma avermectina em
sua composicao.

Os riscos decorrentes da contaminacdo de ambientes por avermectinas estdo diretamente
associados ao tempo de degradacdo da substancia no ambiente. Dados sobre a taxa de degradacao
das avermectinas diferem entre os compartimentos aquatico e terrestre, sugerindo uma maior
persisténcia em ambientes terrestres. Na agua, as avermectinas sao rapidamente fotodegradadas,
sendo que a meia-vida no verdo é de 12h ou menos para ivermectina e de 4 a 6h para abamectina,
enquanto que no solo a meia vida € de 7 a 14 dias para a ivermectina e de 14 a 56 dias para a

abamectina (ERZEN et al., 2005). Entretanto, consta na bula do Vertimec® 18CE que o produto é
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altamente persistente e perigoso ao meio ambiente, sugerindo a presenca de outras substancias que
afetem a biodisponibilidade e a toxicidade do produto em relacdo ao seu principio ativo.

No presente estudo, realizado com a formulacdo comercial Vertimec® 18CE, verificou-se
valores proximos aos obtidos em diferentes estudos com a abamectina. A CLso48h média foi de
4,74 ul.L™* de Vertimec® 18CE, que corresponde a concentracdo nominal de 85,32 ug.L™ de
abamectina. Os diversos estudos com a abamectina apresentam valores que variam de acordo com a
espécie testada; entretanto, as concentracdes observadas sdo muito baixas, da ordem de pg.L™.
Tisler e Erzen (2006), por exemplo, registraram o valor de CLsg96h de 55,1 pg.L™ e CEs 96h de
49,3 ug.L™* para Danio rerio. Wislocki et al. (1989) apresentaram valores de ClLso96h para a
abamectina de 3,2; 9,6; 24 e 40 pg.L™ para a truta arco-iris (Oncorrhynchus mykiss), perca-sol
(Lepomis macrochirus), bagre americano (Ictalurus punctatus) e carpa (Cyprinus carpio),
respectivamente. No trabalho de Halley et al. (1989), com a ivermectina, os autores obtiveram
valores muito proximos aos de Wislocki et al. (1989), com a CLs96h de 3,0 pg.L™ para a truta
arco-iris e de 4,8 pg.L™ para a perca-sol. As diferencas nos valores da CLso para abamectina
encontradas no presente estudo, em comparacao com aqueles realizados por Tisler e Erzen (2006)
com Danio rerio, podem estar associadas as diferencas no tempo de exposicao dos organismos (96
horas); ao carater semi-estatico do teste realizado pelos autores (realizada renovacéo da solucéo
teste); e pela utilizacao da formula comercial ao inves do principio ativo.

Durante a avaliagéo toxicoldgica também foram observados efeitos dos contaminantes sobre
o0 comportamento e a fisiologia dos organismos. De acordo com o aumento da concentracdo de
Vertimec® 18CE na solucdo teste, foram verificadas alteraces na coloracdo dos organismos (mais
escura e opaca); habilidade natatoria comprometida, em que 0s organismos ficam mais em estado
de repouso no fundo dos recipientes; e diminuicdo da frequéncia respiratoria. A partir da
observacdo e contabilizacdo dos organismos temporariamente imdveis obteve-se uma CEs48h de
3,66 pl.L™?, que corresponde a concentracdo nominal de 65,88 pg.L™ de abamectina. Esses valores
estdo abaixo da CLsp48h. A avaliacdo da CEsp Vvisa considerar os efeitos que ndo se restrinjam a
sobrevivéncia dos individuos, ja que a imobilidade é uma evidéncia do comprometimento da saude
do organismo, afetando o comportamento, influenciando indiretamente o ecossistema local.

A avaliacdo do desempenho natatério € um importante parametro ecoldgico, pois esta
relacionado ao aumento da wvulnerabilidade a predacdo, a diminuicdo da capacidade de
forrageamento e ao decréscimo da taxa de crescimento dos organismos (FLOYD el al., 2008),

constituindo informagéo adicional na avaliagcéo dos riscos de contaminagédo ambiental (BEGEEL et
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al., 2010). Esse efeito é caracterizado pela incapacidade ou comprometimento natatério em que
alguns dos organismos, embora ainda estejam vivos, ficam imdveis no fundo do recipiente teste
tornando-se temporariamente incapacitados de nadar normalmente. No decorrer dos testes foi
observado que parte dos organismos que apresentaram tal sintoma sofreu recuperacdo parcial,
enquanto que outros foram a Gbito ou continuaram comprometidos. Resultados semelhantes foram
obtidos por Tisler e Erzen (2006), com a abamectina, sendo o efeito considerado como um endpoint
importante na avaliacdo da toxicidade dos compostos. Além disso, estudos tém demonstrado que
inseticidas com acdo neurotoxica podem agir negativamente na habilidade natat6ria e na evitacdo da
predacdo (FLOYD et al., 2008), dando suporte para a importancia desta analise no presente estudo.

Esse efeito estad relacionado a acdo neurotoxica da abamectina. O mecanismo de acdo da
abamectina se deve a sua ligacdo a receptores pos-sinapticos, promovendo um aumento da liberacéo
do neurotransmissor GABA no neurdnio pré-sinaptico. Esse mecanismo hiperpolariza o potencial
de repouso nas células poés-sindpticas, dificultando a neurotransmissdo, afetando a contragéo
muscular e, consequentemente, resulta na paralisia dos organismos, podendo levar ao ¢bito. Além
disso, a ligacdo da abamectina ao glutamato e sua acdo nos canais de ions cloreto também podem
promover efeitos fisioldgicos semelhantes (CHALMERS et al., 1986; CAMPBELL, 1989).

Com a finalidade de compreender melhor os efeitos decorrentes de uma exposicdo
prolongada ao Vertimec® 18CE realizou-se o teste cronico de curta duragdo. Os resultados obtidos
demonstram efeitos significativos em relacdo ao controle a partir da concentracdo de 3 pl.L™ do
agrotoxico. Esses resultados evidenciam que o maior tempo de exposicdo dos organismos ao
contaminante em concentracdes abaixo da CLsp,48h promovem a mortandade dos individuos devido
ao maior tempo em contato com o produto. O ensaio cronico de curta duracdo permitiu observar
que as evidéncias de comprometimento fisioldgico e comportamental, utilizadas na avaliacdo da
CEs048h, tem sua frequéncia aumentada, e que 0s organismos que apresentam tais indicios em sua
maioria acaba morrendo devido ao efeitos negativos do contaminante em exposi¢cGes mais
duradouras. A maior frequéncia de alteracdes no comportamento e fisiologia dos organismos
também indica os riscos do contato prolongado com o produto, ja que estes organismos se
apresentam mais vulneraveis a predacdo e tem a capacidade de forrageamento e desenvolvimento
diminuido, afetando indiretamente o equilibrio da comunidade (FLOYD el al., 2008). Esses
resultados demonstram a gravidade da aplicacdo indiscriminada, que ndo respeita o tempo minimo

para uma nova aplicacdo do produto, pratica comum no Brasil, colocando em risco o ambiente.
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E importante ressaltar a escassez de estudos ecotoxicologicos com a férmula comercial
Vertimec® 18CE, principalmente com organismos aquéticos. A maioria dos estudos desenvolvidos
com a férmula comercial esta relacionada a sua eficiéncia no combate de pragas e estudos
comparativos da eficiéncia de diferentes formulas comerciais, como os estudos de Murugan e
Ramachandran, (2000) que compararam a eficiéncia do Vertimec 18CE em relagdo a outros
inseticidas como o Mavrik, Curacron, Polytrin; e o trabalho de Andrade et al. (2010), no qual se
avaliou a eficiéncia de formulacdes a base de abamectina no combate ao &caro Brevipalpus
phoenicis. Outros trabalhos que também podem ser citados na avaliacdo ecotoxicoldgica do
Vertimec 18CE vém sendo desenvolvidos no Nucleo de Estudos em Ecossistemas Aquaticos
(CRHEA/SHS/EESC/USP), destacando os de Zacharias (2008), Vieira (2009) e Novelli (2010),
com organismos aquaticos, e Decina (2009) e Nunes (2010), com organismos terrestres.

Geralmente, a toxicidade dos produtos comerciais € determinada com base nos estudos
realizados com o0s principios ativos constituintes em sua forma pura; entretanto, diferentes
resultados apontam para a diferenca de toxicidade entre a formulacdo comercial e o principio ativo
(BEGEEL et al., 2010). No estudo realizado para comparar a toxicidade da formula comercial
Roundup® 360 SL em relacio aos seus constituintes, o Glifosato e a Isopropilamina, por exemplo,
verificou-se que substancias presentes na formula comercial, como as aminas alifaticas de
polioxietileno (um surfactante utilizado para aumentar o transporte do herbicida no tecido vegetal),
podem promover o aumento da toxicidade para o fitoplancton, quando € comparada a formula
comercial em relacdo as misturas de ingredientes ativos que fazem parte da composi¢cdo do produto
(LIPOK et al., 2010). Beggel et al. (2010), em um estudo com as formulas Talstar® e Termidor® e
seus respectivos principios ativos, a bifentrina (um piretréide) e o fipronil (um fenil-pirazol), dois
inseticidas, apresentaram valores 5 vezes mais toxicos para o Talstar® e 2 vezes mais toxicos para o
Termidor® quando comparados aos seus principios ativos puros em ensaios com a larva de peixes
da espécie Pimephales promelas.

Os ingredientes inertes também podem aumentar o potencial téxico de formulagdes
comerciais, incluindo o desenvolvimento de neurotoxicidade, genotoxicidade e disfungdo hormonal,
0 que pode ocorrer pelo aumento da absorcao cutanea, da mobilidade e pela persisténcia ambiental.
Entretanto, nem sempre € claro se os ingredientes inertes sdo diretamente responsaveis por
determinados efeitos toxicos ou se esses efeitos sdo atribuiveis as interacGes entre ingredientes
ativos e inertes. Isso ocorre porque esses ingredientes raramente sdo identificados nas bulas dos

produtos, impossibilitando o desenvolvimento de estudos para avaliagdo dos efeitos dos compostos
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separadamente (COX; SURGAN, 2006). Visando diminuir os riscos de contaminagdo ambiental,
em 1994 a Associacdo Médica Americana solicitou ao Congresso dos Estados Unidos, agéncias
governamentais e outras agéncias que ndo medissem esforcos para apoiar a inclusdo dos
ingredientes ativos e inertes nos rétulos de pesticidas, além do incentivo a educacdo sanitéria
relacionada ao uso de agrotoxicos.

Os resultados obtidos na presente pesquisa demonstram a importancia de se avaliar
especificamente as diferentes formula¢Ges comerciais, uma vez que existem diferencas no potencial
toxico e na persisténcia desses produtos quando comparados aos ingredientes ativos, constituintes
isolados ou em suas devidas propor¢des. Além disso, fica evidente os riscos da utilizacdo continua
da formulag&o comercial Vertimec® 18CE sem que sejam tomadas as devidas medidas de precaucio
para a preservacdo da saide humana e qualidade ambiental.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA). Monitoramento de residuos
de agrotoxicos nos alimentos: Trabalho desenvolvido pela ANVISA, com as vigilancias sanitarias
dos estados do AC, BA, DF, ES, GO, MS, MG, PA, PR, PE, RJ, RS, SC, SP, SE, TO, e com 0s
laboratérios IAL/SP, IOM/FUNED e LACEN/PR. (Relatério de Atividades 2001 — 2006) 2007. 19

p.

ANDRADE, D. J.; OLIVEIRA, C. A. L.; SANTOS, N. C. MORAIS, M. R. Toxicidade diferencial
de produtos a base de abamectina ao acaro Brevipalpus phoenicis (Geijskes, 1939) (Acari:
Tunupalpidae) em citros. Revista Bras. Fruticultura, 32(1), p. 082-089, 2010.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS (ABNT). NBR 15088. Ecotoxicologia
aquatica: toxicidade aguda — método de ensaio com peixes. 2004. 14p

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS (ABNT). NBR 15499. Ecotoxicologia
aquatica: toxicidade crénica de curta duracdo — método de ensaio com peixes. 2007. 25p.

AYRES M.; AYRES JR., M.; AYRES, D.L.; SANTOS, A.S. Bio Estat 2.0: aplicacdes estatisticas
nas areas das ciéncias bioldgicas e médicas. Belém: Sociedade Civil Mamiraua; Brasilia: CNPq,
2000. 272 p

BEGGEL, S.; WERNER, I.; CONNON, R. E.; GEIST, J. P. Sublethal toxicity of commercial
insecticide formulations and their active ingredients to larval fathead minnow (Pimephales
promelas). Science of the Total Environment, 408, p3169-3175, 2010.



Capitulo 2: Avaliaco dos efeitos do agrotdxico Vertimec® 18CE sobre Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae)

41

BRASIL. Lei n.° 7.802, de 12 de julho de 1989. Dispde sobre a pesquisa, a experimentacdo, a
producdo, a embalagem e rotulagem, o transporte, o armazenamento, a comercializacdo, a
propaganda comercial, a utilizacdo, a importacdo, a exportacdo, o destino final dos residuos e
embalagens, o registro, a classificacdo, o controle, a inspecdo e a fiscalizagdo de agrotoxicos, seus
componentes e afins, e d& outras providéncias. , 1989. 8p.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Estatistica/Agronegocio brasileiro.
Disponivel em: http://www.agricultura.gov.br. 2004. Acesso em 10 dez 2010.

BRASIL. Diério Oficial. Resolugdo - RE No- 2.248, de 18 de maio de 2010. Disponivel
em:ftp://ftp.saude.sp.gov.br/ftpsessp/bibliote/informe eletronico/2010/iels.mai.10/1els94/U RS-
MS-ANVISA-RE-2248 180510.pdf Acesso em: 25 jan de 2010.

BURG, R. W.; MILLER, B. M.; BAKER, E. E.; BIRNBAUM, J.; CURRIE, S. A.; HARTMAN, R;
KONG, Y.; MONAGHAN, R. L.; OLSON, G.; PUTTER, I.; TUNAC, J. B.; WALLIC, H.;
STAPLEY, E. O.; OIWA, R.; OMURA, S. Avermectins, new family of potent anthelmintic agents:
producing organism and fermentation. Antimicrobial agents and chemotheraphy, 15 (3), p. 361-
367. 1979.

CAMPBELL, W. C. Invermectin and Abamectin. Springer Verlag. New Yaork, 363p. 1989.

CHALMERS, A. E.; MILLER, T. A.; OLSEN, R. W. The actions of avermectin on crayfish nerve
and muscle. European Journal of Pharmacology, 129, p. 371-374. 1986.

CHIU S.H.L. et al. Absorption, tissue distribution, and excretion of tritium-labeled ivermectin in
cattle, sheep, and rat. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 38, p. 2072-2078, 1990.

COX, C.; SURGAN, M. Unidentified Inert Ingredients in Pesticides: Implications for Human and
Environmental HealthEnvirononmental Health Perspective. 114, p. 1803-1806, 2006.

DECINA, T. G. T. Avaliacdo do efeito ndo-alvo do inseticida/acaricida Vertimec® 18CE sobre a
comunidade edafica. 2009. Monografia do curso de Graduacdao em Engenharia Ambiental. Escola
de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, So Carlos, 2009, 60p.

DORES, E. F. G. C.; DE-LAMONICA-FREIRE, E. M. Contaminacdo do ambiente aquatico por
pesticidas: vias de contaminacdo e dinamica dos pesticidas no ambiente. Pesticidas. Ecotoxicologia
e Meio Ambiente, 9, p. 1-18, 1999

ERZEN, N. K. Degradation of abamectin and doramectin n Sheep Grazed Pasture. Ecotoxicology,
14, 627-635p. 2005.

FISHER, M. H.; MROZIK, H. The chemistry and pharmacology of avermectins. Annual Review of
Pharmacologyl and Toxicolgy. 32, 537-553p. 1992.


http://www.agricultura.gov.br/
ftp://ftp.saude.sp.gov.br/ftpsessp/bibliote/informe_eletronico/2010/iels.mai.10/Iels94/U_RS-MS-ANVISA-RE-2248_180510.pdf
ftp://ftp.saude.sp.gov.br/ftpsessp/bibliote/informe_eletronico/2010/iels.mai.10/Iels94/U_RS-MS-ANVISA-RE-2248_180510.pdf

Capitulo 2: Avaliaco dos efeitos do agrotdxico Vertimec® 18CE sobre Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae)
42

FLOYD, E. Y.; GEIST, J.; WERNER, I. Acute, sublethal exposure to a pyrethroid insecticide alters
behavior, growth, and predation risk in larvae of the fathead minnow. Environmental Toxicology
and Chemistry, 27 (8), p. 1780-1787, 2008.

GRANEY, R. L.; GIESY, J. P.; CLARK, J. R. Field studies. In: RAND, G. M. Fundamentals of
aquatic toxicology. Effects, environmental fate and risk assessment. Taylor & Francis, Washington,
USA. 1995. p.257-305.

HALLEY, B. A.; JACOB, T. A;; LU, AY. H. The environmental impact of the use of invermectin:
environmental effects and fate. Chemosphere, 18 (7-8), p. 1543-1563, 1989.

KOLAR, L.; ERZEN, K. N.; LENNY HOGERWERF, L.; VAN GESTEL, C. A. M. Toxicity of
abamectin and doramectin to soil invertebrates. Environmental pollution, 151, p. 182-189. 2008.

LIMA, N. C. Avaliacdo do impacto da contaminacdo do solo de areas agricolas de Bom Repouso
(MG) por meio de ensaios ecotoxicoldgicos. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Engenharia
Ambiental) — Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Séo Carlos. 2010.
130p.

LIPOK, J.; STUDNIK, H.; GRUYAERT S. The toxicity of Roundup® 360 SL formulation and its
main constituents: Glyphosate and isopropylamine towards non-target water photoautotrophs.
Ecotoxicology and Environmental Safety, 73, p. 1681-1688. 2010.

MURAGAN, M. RAMACHANDRAN, K. Bioefficacy of Vertimec 1.8EC against diamondback
moth Plutella xylostella (L.) on cabbage. Pestology, Volume 24(1), p. 12-14. 2000.

NOVELLI, A. Efeito do Vertimec® 18CE e de seu principio ativo, a abamectina, em ambiente
aquatico: uma analise laboratorial e in situ. Tese (Doutorado em Ciéncias da Engenharia
Ambiental) — Escola de Engenharia de Sado Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos. 2010.
167p.

NUNES, M. E. T. Avaliacdo dos efeitos de agrotdxicos sobre a fauna edafica por meio de ensaios
ecotoxicolégicos com Eisenia Andrei (Annelida, Oligochaeta) e com comunidade natural de solo.
Tese (Doutorado em Ciéncias da Engenharia Ambiental) — Escola de Engenharia de Séo Carlos,
Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos. 2010.

PIMENTEL, D.; LEVITAN, L. Pesticides: Amounts Applied and Amounts Reaching Pests
BioScience, 36(2), p. 86-91 1986.

ROMBKE, J.; GARCIA, M.: Assessment of ecotoxicological effects of pesticides on the soil fauna
and soil processes under tropical conditions. Lieberei, R., Bianchi, H-K., Boehm, V., Reisdorff, C.,


http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=88997&origin=recordpage

Capitulo 2: Avaliaco dos efeitos do agrotdxico Vertimec® 18CE sobre Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae)
43

(Eds.) Neotropical Ecosystems, Proceedings of the German-Brazilian Workshop, Hamburg. 2000, p.
543-548.

SANDERSON, H.; LAIRD, B.; POPE, L.; BRAIN, R.; WILSON, C.; JOHNSON, D.; BRYNING,
G.; PEREGRINE, A. S.; BOXALL, A.; SOLOMON, K. Assessment of the environmental fate and
effects of ivermectin in aquatic mesocosmos. Aquatic Toxicology, 85, p. 229-240, 2007.

SISTEMA DE AGROTOXICOS FITOSSANITARIOS (AFROFIT). Disponivel em:
http://extranet.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit_cons . Acesso em 1 dez 2010.

SPADOTTO, C. A;; GOMES, M. A. S.; Impactos ambientais de agrotéxicos: Monitoramento e
Avaliagdo. In: ROMERO, A. R. (Org) Avaliagéo e contabilizagdo de impactos ambientais, S&o
Paulo: Editora Unicamp, 2004. p 112-122, Cap 6.

TISLER, T.; ERZEN, N. K. Abamectin in the aquatic environment. Ecotoxicology, 15, p. 495-502.
2006.

VIEIRA, B. H. Efeitos do agrotoxico Vertimec® no fitoplincton: um estudo laboratorial e “in
situ”. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Engenharia Ambiental) — Escola de Engenharia de
Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2009. 181p.

WALL, R., STRONG, L. Environmental consequences of treating cattle with the antiparasitic drug
ivermectin. Nature 327, p. 418-421. 1987.

WISLOCKI, P. G.; GROSSO, L. S.; DYBAS, R. A. Environmental aspects of abamectin use in
protection. In: CAMPBELL, W. C. Invermectin and Abamectin. Springer Verlag. New Yaork,
1989. 363p.

ZACHARIAS, A. S. B. Efeitos ecotoxicolégicos dos residuos do Vertimec® 18CE utilizado na
agricultura em organismos planctonicos. 2008. Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade
de S&o Paulo, Sao Carlos, 2008, 85p.



Capitulo 3: Utilizacdo de bioensaios in situ (mesocosmos) e laboratoriais com Danio rerio (Cypriniformes,
Cyprinidae) para avaliagdo dos efeitos toxicos dos residuos do Vertimec®18CE
44

Capitulo 3. Utilizacdo de bioensaios in situ (mesocosmos) e

laboratoriais com Danio rerio (Cypriniformes, Cyprinidae) para
avaliacdo dos efeitos toxicos dos residuos do Vertimec®18CE.

Resumo

O alto consumo de agrotdxicos tem sido relatado em todo o mundo, demonstrando a importancia de
estudos mais especificos para a avaliacdo dos riscos de contaminacdo ambiental, envolvendo,
principalmente, os experimentos in situ, o que possibilitaria uma melhor compreenséo dos efeitos
em nivel de ecossistema. Entre os diversos agrotoxicos utilizados nas atividades agropastoris, tem-
se 0 Vertimec® 18CE, cujo principio ativo é a abamectina, o qual é amplamente utilizado como
acaricida e inseticida em diversas culturas agricolas, mesmo considerando a incipiéncia de
informacdes sobre os efeitos toxicos com o uso da formulagdo comercial. Dentro desse contexto,
procurou-se avaliar os efeitos diretos e indiretos da contaminacdo por Vertimec® 18CE, via
aplicacdo direta e runoff, por meio de estudos laboratoriais e in situ com a espécie Danio rerio. Para
tanto, foram utilizadas parcelas de solo de 8m? e 6% de inclinagdo, sendo uma controle (aspersdo
com agua) e outra contaminada com a dose recomendada do agrotoxico para o cultivo de morango
(0,125 litro de calda por m?). Posteriormente, simulou-se uma chuva (com 20 a 30mm) e a 4gua
proveniente do runoff foi coletada para ser utilizada em experimentos in situ (mesocosmos com
controle, agua contaminada, agua ndo contaminada e aplicacéo direta do agrotoxico) e laboratoriais
(a partir de diluicbes do runoff). Amostras de adgua dos mesocosmos foram coletadas para
realizacdo de testes de toxicidade em condicdes laboratoriais, permitindo uma compara¢do com 0s
experimentos in situ. Simultaneamente, amostras de agua, sedimento e de solo foram coletadas para
andlises fisicas e quimicas. Os resultados obtidos ndo indicaram toxicidade aguda, evidenciando
efeitos toxicos cronicos apenas no experimento in situ, com efeito na sobrevivéncia e biometria dos
organismos, ndo sendo encontradas evidéncias de toxicidade nos testes laboratoriais. As analises
limnoldgicas demonstram o aumento de nutrientes (nitrogénio e fésforo), material em suspenséo,
turbidez, clorofila e condutividade nos tratamentos que receberam o runoff, verificando-se ainda
reducdo na concentracdo de oxigénio dissolvido. A analise conjunta dos testes de toxicidade com D.
rerio nos experimentos in situ e laboratoriais, associada aos resultados das variaveis limnologicas,
permitem inferir sobre os efeitos diretos e indiretos do Vertimec® 18CE sobre a estrutura do
ecossistema aquatico. Além disso, evidencia a necessidade de que estudos ecotoxicoldgicos também
sejam conduzidos com as formula¢Ges comerciais do agrotdxico e ndo somente com seu principio
ativo, uma vez que existem diferencas no tempo de permanéncia do produto, nos mecanismos de
acdo e nas respostas dos componentes bioldgicos frente ao elemento estressor.

Palavras-chave: in situ, mesocosmos, runoff, Vertimec® 18CE, abamectina, Danio rerio.
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1. INTRODUCAO

Os atuais niveis de consumo de agrotoxicos tém alertado para os riscos da contaminagdo dos
ambientes aquaticos. Atualmente, o Brasil € o maior consumidor de agrotdxicos em todo o mundo,
movimentando um mercado de US$ 7,1 bilhdes, ante aos US$ 6,6 bilhGes dos Estados Unidos,
segundo colocado, apresentando um crescimento de US$ 1,7 bilhdes no ano de 2007, apesar da
diminuicdo de aproximadamente 2% da area cultivada no mesmo periodo (PACHECO, 2009).

Os problemas ambientais promovidos pelo consumo de agrotoxicos estdo relacionados
principalmente com o destino que eles ttm no ambiente, considerando que apenas uma parcela
muito pequena do volume aplicado atinge os organismos-alvo (PIMENTEL,; LEVITAN, 1986). Os
processos que ocorrem apos a aplicacdo do agrotdxico compreendem retencdo (sor¢édo, absorcéo),
transformacéo (degradacdo quimica e biologica) e transporte (deriva, volatilizacao, lixiviacdo e
carreamento superficial), além da interacbes entre eles (PIMENTEL; LEVITAN, 1986;
GAVRILESCU, 2005). Esses diferentes processos podem promover a contaminacdo dos recursos
naturais, principalmente os corpos d’adgua proximos aos cultivos. Nesse contexto, destaca-se a
contaminacdo pelo carreamento superficial (runoff), um dos principais meios de contaminagdo de
aguas superficiais (ONGLEY, 1996; LERCH; BLANCHRD, 2003), que esta relacionado a fatores
intrinsecos do local, como as caracteristicas do solo, da &gua e da geomorfologia; fatores
antropogeénicos, tipo de uso do solo e gerenciamento de agrotoxicos; fatores climaticos, como,
pluviosidade e temperatura; e propriedades fisicas e quimicas dos agrotdxicos (LERCH;
BLANCHRD, 2003). E importante ressaltar que esses fatores diferem quando sio comparados
ambientes tropicais e temperados. Considerando que a grande maioria dos estudos esta centralizada
na Europa e América do Norte e que estes ndo podem ser diretamente utilizados para a
compreensdo dos efeitos em areas de clima tropical (MOREIRA et al., 2010), o desenvolvimento de
estudos que avaliem por meio de ferramentas mais realisticas os efeitos dos contaminantes em
ambientes de clima tropical tornam-se imprescindiveis.

Por outro lado, apesar dos estudos laboratoriais serem importantes ferramentas no estudo
ecotoxicologicos, verifica-se ainda uma limitacdo na compreensdo dos diversos processos que
ocorrem, pois os testes laboratoriais, apesar de importantes, desconsideram a complexidade do
ambiente e as diferentes interacdes entre 0s organismos, fatores essenciais para a compreensao do
destino e efeitos dos contaminantes sobre a biota (PABLO et al., 2008). A avaliacdo in situ permite
0 estudo dos efeitos de contaminantes em organismos e comunidades sob condi¢des semi-naturais

simuladas, possibilitando a analise de uma situacdo mais préxima a realidade envolvendo néo
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apenas os efeitos toxicos diretos, mas tambem as implicagBes ecoldgicas indiretas, servindo como
uma ferramenta auxiliar para a extrapolacdo dos resultados obtidos em laborat6rio. Desse modo, 0s
estudos em mesocosmos simulam uma situacdo mais realistica do que as obtidas exclusivamente
por meio de estudos laboratoriais, possibilitando a analise dos diferentes fatores que interferem na
mobilidade, disponibilidade e toxicidade dos contaminantes no ambiente aquatico e seus efeitos
sobre a comunidade (GRANEY et al., 1995). Entretanto, apesar de suas vantagens em relagdo a sua
relevancia, apresentam maiores custos na elaboracdo, sdo mais trabalhosos para a instalagdo e
manutencdo e apresentam baixa replicabilidade (PETERSEN et al., 1999).

Os estudos em mesocosmos contaminados com agrotoxicos tém sido empregados em Varios
paises devido a necessidade de validagcdo dos estudos desenvolvidos em laboratorios (NOVELLI,
2010), a exemplo da Alemanha (MOHR et al., 2007), Australia (BARRY; LOGAN, 1998; PABLO
et al., 2008), Canada (SANDERSON et al., 2007), Espanha (LOPEZ-MANCISIDOR et al., 2008),
Estados Unidos (RELYEA, 2006; DOWNING et al., 2008), Holanda (SCHROER et al., 2004) e
Japdo (CHANG et al., 2005). Destacam-se alguns estudos desenvolvidos para a avaliagéo in situ da
contaminacdo por agrotoxicos via runoff, como Estados Unidos (LERCH; BLANCHRD, 2003,
BRADY et al., 2006) e Portugal (MOREIRA-SANTOS et al.,, 2005; LOPES et al.,, 2007;
MOREIRA et al., 2010), além dos trabalhos de VIEIRA (2010) e NOVELLI (2010), realizados no
Brasil.

Dentre os diversos agrotéxicos comercializados no Brasil, verifica-se que o Vertimec® 18CE
vem sendo amplamente indicado para 42 usos distintos, em 24 culturas agricolas diferentes,
visando o controle de 17 diferentes pragas (AGROFIT, 2010), principalmente para o controle de
insetos e acaros na agricultura e nematdides na pecuaria (BURG et al., 1979; HALLEY et al., 1989;
KOLAR et al., 2008). A classificacdo toxicoldgica do Vertimec® 18CE é Ill, considerada como
“medianamente toxica”, e pertence a classe Il em relacdo ao meio ambiente (muito perigoso), sendo
altamente persistente e extremamente toxico para microcrustaceos e peixes. A abamectina, principio
ativo do Vertimec® 18CE, pertence ao grupo das avermectinas, e é obtida a partir da fermentagdo do
actinomiceto Streptomyces avermetilis, constituindo-se de uma mistura contendo cerca de 80 % de
avermectina B, (C4sH72014) € 20 % de avermectina By, (C47H70014)..

Apesar de existirem estudos ecotoxicolégicos com a abamectina (WISLOCK et al., 1989;
TISLER; ERZEN, 2006; SANDERSON et al., 2007) existem poucos com a férmula comercial
Vertimec® 18CE, podendo citar os trabalhos de Vieira (2009) e Novelli (2010), que avaliaram o0s

efeitos sobre as comunidades fito e zooplanctdnicas, respectivamente. A falta de estudos com
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formulacbes comerciais esta relacionada ao processo de regulamentacdo de agrotdxicos no Brasil,
que ndo exige estudos com o produto comercial, mas apenas com o principio ativo, fato que muitas
vezes promove uma avaliacdo ineficaz visto as diferencas dos riscos de contaminacdo pelas
formulas comerciais que, em muitos casos, devido a presenca de substancias como os surfactantes,
entre outros, apresentam toxicidade e persisténcia maior que do principio ativo isoladamente (COX;
SURGAN, 2006; BEGEEL et al., 2010; LIPOK et al., 2010), subestimando os reais riscos da
utilizagdo desses produtos.

Em meio ao cenario brasileiro de uso crescente de agrotoxicos, associado a deficiéncia de
informagdes para regido tropical e a inexisténcia de dados sobre os efeitos deletérios dos produtos
comerciais, procurou-se nesta pesquisa compreender 0s possiveis efeitos ambientais relacionados a
contaminacdo de ambientes aquaticos por carreamento superficial (runoff) de areas contaminadas
por agrotoxicos, além da contaminacdo direta pelos mesmos, por meio de experimentos in situ e

laboratoriais.

2. METODOLOGIA

2.1. Delineamento experimental

Na presente pesquisa procurou-se avaliar os efeitos do Vertimec®18CE sobre Danio rerio a
partir de experimentos envolvendo a aplicacdo do agrotdxico no solo e sua entrada ao ecossistema
aquatico por meio do runoff e a aplicacdo direta do agrotdxico no ecossistema aquéatico. Para isso
foram desenvolvidos experimentos in situ em mesocosmos (com adicdo do runoff); experimentos
laboratoriais a partir do runoff (contaminado e ndo contaminado) em diferentes dilui¢cbes; e uma
simulacdo do estudo in situ sob condicBes laboratoriais (utilizando-se dgua dos experimentos em
Mesocosmos).

Para atingir os objetivos propostos, uma parcela de solo com 8m? (2m x 4m), em terreno
com 6% de inclinacdo (Figura 1), localizadas nas dependéncias do Centro de Recursos Hidricos e
Ecologia Aplicada (Universidade de Sdo Paulo), no municipio de Itirapina, SP, foi contaminada
com o agrotéxico Vertimec® 18CE (Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda, S&o Paulo, Brasil), com
auxilio de um pulverizador costal (Figura 2). As concentrac@es utilizadas foram as indicadas para o
uso em culturas de morango, (0,75 ml.L™), o que representa 0,125 litros de calda.m?. Outra parcela,

de dimensdo semelhante, recebeu apenas uma aspersdao com agua, servindo como controle. Apos a
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contaminacgdo, simulou-se uma chuva caracteristica da regido (que variam entre 20 e 30mm,
segundo dados obtidos na Estacdo Climatolégica do CRHEA/SHS/EESC/USP), o que possibilitou a
coleta da &gua escoada pelo solo contaminado e da parcela controle (Figura 3) para realizacdo dos
testes de toxicidade laboratoriais e in situ.

Apos preparagdo e coleta da 4gua do runoff (contaminado e ndo contaminado), parte das
amostras foi transferida para o laboratério para a realizacéo de testes de toxicidade com amostras do
runoff em diferentes diluicGes e analise das variaveis fisicas e quimicas, objetivando, com isso,
verificar os possiveis efeitos originados pelo solo contaminado e ndo contaminado, além de efeitos
indiretos, como o da turbidez. Outra parte da amostra foi adicionada nos mesocosmos para
desenvolvimento dos experimentos in situ, buscando-se, nessa fase experimental, reconhecer os
efeitos indiretos e diretos do agrotoxico em nivel de alteracBes estruturais de um ecossistema
aquatico. Ap6s a montagem dos experimentos in situ amostras de agua foram coletadas para a
realizacdo dos experimentos laboratoriais com as amostras provenientes do campo e para analises
fisicas e quimicas da dgua. As amostras para as analises fisicas e quimicas foram congeladas em
temperatura abaixo de -18°C, enquanto que as amostras de runoff e agua dos mesocosmos foram
mantidas a temperatura inferior a 10°C, sem congelamento. Os experimentos foram realizados em
abril de 2010. Informacdes sobre os procedimentos adotados sdo apresentadas em itens especificos.
No Apéndice C encontram-se fotos adicionais sobre os procedimentos experimentais adotados.

Figura 1: Parcelas de solo preparadas para a aplicacdo do agrotdxico e detalhe dos sulcos revestidos com lona plastica
para armazenagem da &gua escoada superficialmente.
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Figura 2: Procedimento de pulverizacdo do agrotdxico Vertimec® 18CE na parcela, com uso de equipamentos de
seguranca (esquerda), e simulacdo de chuva nas parcelas de solo previamente preparadas (direita).

Figura 3: Coleta de agua do runoff (esquerda) e armazenamento (direita) para posterior realizacdo dos experimentos
laboratoriais e in situ.

2.2. Cultivo, manutencao e testes de sensibilidade com Danio rerio

Os juvenis de Danio rerio foram obtidos comercialmente e mantidos no Laboratério de
Ecotoxicologia e Ecofisiologia de Organismos Aquaticos, do Ndcleo de Estudos em Ecossistemas
Aquaticos (NEEA), do Centro de Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada (CRHEA), da Escola de
Engenharia de S&o Carlos, da Universidade de So Paulo (USP).
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As condi¢cOes para a manutencdo dos organismos seguiram as recomendagdes das normas
estabelecidas pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) para testes de toxicidade
com peixes (ABNT, 2004; ABNT, 2007). Seguindo as recomendacdes estabelecidas, 0s juvenis de
Danio rerio foram aclimatados por um periodo minimo de 10 dias antes da realizacdo dos testes, em
aquérios de 30 litros, em &gua reconstituida, sendo monitorados os valores de temperatura (medidor
OD YSI), pH (potencidmetro B374), condutividade elétrica (condutivimetro 145A), oxigénio
dissolvido (medidor de OD YSI) e dureza (Hach, DR/2000). A agua reconstituida foi mantida em
aeracdo constante, com temperatura controlada em 25°C + 2°C, fotoperiodo de 12:12h claro/escuro,
com caracteristicas de dureza entre 40 e 48 mg.L™ e pH entre 7,0 e 7,6. Foram feitas trocas de 4gua
diarias de cerca de 1/3 do volume do aquario e alimentagdo duas vezes ao dia com racdo comercial
Tetramin® até 24h antes da montagem dos testes.

Para avaliar as condicdes fisiologicas dos organismos-teste, foram realizados mensalmente
testes de sensibilidade com a substéancia de referéncia cloreto de potassio, determinando-se a CLs
em 48h (ABNT, 2004). No decorrer do estudo foram realizados 13 testes de sensibilidade,
elaboradando-se uma carta-controle com as informacdes referentes a faixa de sensibilidade da
espécie, a qual foi constituida pelo valor de CLsp48h de cada teste, CLso48h média, desvio-padrao
e coeficiente de variacdo. Os organismos utilizados em todos 0s ensaios apresentaram, em geral,
comprimento médio de 1,50 cm (+ 0,50).

Para garantir a homogeneidade do lote, 10% do total de juvenis de Danio rerio que seriam
utilizados nos testes foram avaliados biometricamente, os quais foram posteriormente descartados
devido ao estresse ocasionado pelo manuseio. O comprimento padrdo foi obtido com um
paquimetro digital profissional e o peso total de cada individuo foi obtido em balanca analitica
Mettler, modelo AE 240.

2.3. Os testes de toxicidade laboratoriais

Foram realizados testes de toxicidade aguda e cronica de curta duracdo com amostras
provenientes do runoff das parcelas controle e contaminadas com o agrotéxico Vertimec® 18CE,
além de testes com as amostras de agua coletadas dos mesocosmos ap6s adi¢ao do runoff.

Para os testes realizados no laboratério com a agua do runoff foram feitas dilui¢cbes de
6,25%, 25,0%, 50,0% e 75,0%, além da amostra pura (100%), utilizando para a diluicdo a mesma

agua de cultivo dos organismos. Ja para os testes com as amostras dos mesocosmos foi coletada
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agua de cada mesocosmo com auxilio de um tubo de PVC, via sifonamento. Parte do volume
coletado foi utilizada para a elaboracdo do teste e o restante foi acondicionado para as trocas de
agua.

Os testes agudos e cronicos de curta duracdo de ambos os experimentos foram conduzidos
com 2 réplicas, contendo 10 organismos cada, sob condi¢es de temperatura (25°C +2) e
fotoperiodo de 12 horas e duracdo de 48h (agudo) e 168h (cronico de curta duracdo). O teste agudo
foi conduzido em regime estatico, enquanto que o crénico de curta duragdo em regime semi-
estatico, realizadando duas trocas de agua de 50% do volume total do teste, a primeira no tempo
48h e a segunda a 98h a partir do inicio do teste. Ao final de 48h foi feita a avaliagcdo da mortalidade
dos organismos de ambos os testes com a finalidade de avaliar os efeitos agudos. Os testes seguiram
as recomendacgdes da norma ABNT (2004; 2007), modificando-se apenas a fase de vida dos
organismos-teste nos testes de toxicidade crénicos de curta duracéo (de larvas recém eclodidas para
juvenil), considerando como endpoint a mortalidade e imobilidade temporaria dos individuos,
avaliada a partir da contabilizacdo dos organismos que permaneceram iméveis por pelo menos 5
segundos.

As variaveis pH (potenciometro B374), condutividade (condutivimetro 145A), dureza
(Hach, DR/2000), oxigénio dissolvido (oximetro OD YSI) e mortalidade foram avaliadas a cada 24
horas (ABNT 2007). Para os testes cronicos de curta duracdo também foram avaliadas a
sobrevivéncia por meio da analise de variancia (ANOVA), e o céalculo da CEO (menor
concentracdo do agente quimico que causa efeito deletério, estatisticamente significativo), CENO
(maior concentracdo do agente quimico que ndo causa efeito deletério, estatisticamente
significativo) e valor crénico (VC), referente a media geométrica entre a CEO e a CENO, para o
teste de diluicdes com o runoff (ABNT, 2007). Realizou-se, ainda, a avaliacdo biométrica, obtendo-
se 0 peso fresco (g) e comprimento total (mm) dos organismos sobreviventes. Para esse parametro
foi aplicado o teste de variancia ANOVA (AYRES et al., 2000) para analise estatistica, sendo
considerado como significativos os testes que apresentaram valores de p<0,05. Quando significativo
foi realizado um pos-teste para identificacdo da variavel que apresentou diferenca significativa para

peso e/ou comprimento (ABNT, 2007).

2.4. Os testes de toxicidade in situ

Os experimentos em mesocosmos também foram realizados nas dependéncias do CRHEA,

utilizando-se tanques cilindricos de polietileno com 60 cm de didmetro por 90 cm de comprimento,
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com capacidade para 200 litros, 0s quais foram previamente lavados com HNOg, acetona e &gua
destilada. Com o intuito de manter as condi¢cbes ambientais proximas as observadas em campo, 0s
mesocosmos foram colocados dentro de um tanque de concreto (de 10,24m® por 1,14m de
profundidade), construido as margens da represa do Lobo. Dentro desse tanque de concreto ja
existia agua (proveniente da represa), sedimento (uma camada de cerca de 8cm) e uma comunidade
bioldgica estabelecida. Assim, os mesocosmos foram inseridos no tanque de concreto e preenchidos
com &agua do proprio local, mantendo um contato direto com o sedimento. Para evitar o
deslocamento e a passagem de agua, sedimento e organismos entre 0S mMesocosmos, pesos de
concreto (de aproximadamente 12 kg cada um) foram presos na superficie dos mesmos. Os
MesocosSmos permaneceram em repouso por dois dias, promovendo a sedimentacdo do material
particulado ressuspenso no momento da montagem do experimento, bem como uma maior

estabilizagdo de cada unidade experimental (Figura 4).

90 cm

Figura 4: Esquema representativo do mesocosmos, com detalhes da estrutura do tanque de concreto (esquerda) e do
mesocosmo, com pesos (direita).

O experimento foi realizado em 4 tratamentos, todos em triplicata, sendo delimitados em: 1)
mesocosmo controle: C (nenhum contaminante foi adicionado, permanecendo na condicdo ja
encontrada no tanque de concreto); 2) mesocosmo com o runoff ndo contaminado: RNC (com 10%
de agua de escorrimento do solo ndo contaminado); 3) mesocosmo com o runoff contaminado: RC
(com 10% de agua de escorrimento do solo que recebeu a aplicacdo do agrotoxico) e 4) mesocosmo
com Vertimec®18CE: V (no qual foi adicionado o agrotoxico puro diretamente na agua,
correspondendo a 0,4mL de Vertimec®18CE/200L (Figura 5). A concentracdo adicionada

diretamente no mesocosmo (Tratamento V) representa aquela que foi estimada na agua do runoff
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puro, ou seja, representa 100% da concentracdo de Vertimec®18CE escoada superficialmente
(NOVELLI, 2010). Para os mesocosmos que receberam a &gua de escorrimento (contaminado ou
ndo com o agrotoxico), fez-se necesséria a retirada de 20 L de &gua de cada réplica, a qual foi

substituida pela d4gua do runoff.

Figura 5: Esquema da disposi¢do dos mesocosmos no tanque de concreto (esquerda) e apos adigdo da dgua do runoff e
insercéo das cAmaras para realizacdo dos testes in situ (direita).

Apo6s a montagem da estrutura experimental basica, procedeu-se a instalacdo das camaras
para realizacdo dos testes de toxicidade in situ, as quais foram instaladas 24 horas antes do inicio do
experimento. As cameras foram confeccionadas em tubos de PVC, com 20 cm de comprimento,
7,5 cm de didmetro e capacidade para 900ml de agua, possuindo uma abertura superior, uma
inferior e duas laterais (dispostas paralelamente), as quais foram fechadas com telas de 500um de
abertura de malha (Figura 6). O conjunto formado por 3 camaras (teste em triplicata) foi suspenso
em cada mesocosmo por meio de cordas, a aproximadamente 20 cm da lamina de agua. Um total de
10 organismos-teste foi adicionado em cada cdmara, totalizando 30 organismos para cada
mesocosmo e 90 para cada tratamento. Os individuos que foram utilizados nos testes foram
aclimatados nos tanques em potes de 1 litro (um pote para cada 10 individuos), com metade do
volume de &gua de cultivo e metade de agua da represa, por um periodo de duas horas antes da
inclusdo nas cdmaras. Os testes in situ tiveram duracdo de 7 dias (168h), sendo considerados para

analise 0os mesmos parametros referentes aos testes cronicos de curta duracdo realizados
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posteriormente no laboratorio com as amostras dos mesocosmos e runoff. Os testes seguiram as
recomendagdes da norma ABNT (2007) para teste de toxicidade cronica de curta duragdo com
peixes, modificando-se apenas a fase de vida dos organismos-teste (de larvas recém eclodidas para
juvenil). Os procedimentos metodoldgicos adotados na montagem do experimento in situ seguiram

as recomendagdes de Fracécio et al. (2009).

DETALHE DA ARMADILHA

Figura 6: Representacdo esquematica das armadilhas utilizadas para a realizacdo dos testes in situ com Danio rerio.

Anteriormente a contaminacdo foi realizada a primeira coleta de agua e sedimento e, apos a
montagem do experimento in situ, com a inclusdo das camaras de testes, deu-se inicio a coleta de
amostras de agua para a determinacédo das variaveis limnoldgicas, as quais foram realizadas, 3 horas
ap6s a aplicacdo do Vertimec®18CE e da adicdo da &gua proveniente do runoff (parcela
contaminada e ndo contaminada) e a cada 48h a partir da segunda coleta, sendo o sedimento
coletado novamente somente ao final do experimento.

Durante o periodo de estudo os mesocosmos ficaram cobertos com lona plastica transparente
no periodo noturno (todos os dias), evitando-se os efeitos da precipitacdo, principalmente em
relacdo a diluicdo e a possivel ressuspensdao do material de fundo de cada mesocosmo. Néo foi
necessario cobrir o experimento durante o periodo diurno devido a auséncia de precipitacdo durante

0 periodo experimental.
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2.5. Coleta de dgua para as analises fisicas, quimicas e bioldgicas da agua

Amostras de agua foram coletadas em cada mesocosmo com auxilio de um tubo de PVC, via
sifonamento, procurando-se amostrar em diferentes profundidades e éareas de cada unidade
experimental. Apds coletadas, as amostras foram transferidas para frascos de polietileno, para
posterior analise em laboratorio, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1: Metodologia de analise de algumas variaveis limnolégicas da agua proveniente dos mesocosmos.

Variavel (unidade) Metodologia Referéncia
Temperatura (°C)
pH Medidor portatil
Condutividade elétrica (uS.cm™) HORIBA U-10 -
Oxigénio dissolvido (mg.L™)
Material em suspensdo total, organico e Gravimetria em filtros GF/C TEIXEIRA et al.,
inorganico (mg.L™) Milipore (1,2um) (1965)
Nitrito e nitrato (ng.L™) Espectofotometria MACKERETH et al.,
(1978)
fon amoénio (pg.L'™) Espectofotometria KOROLEFF (1976)
Nitrogénio orgénico total (ug.L™) Espectofotometria APHA (1995)
Fésforo total e dissolvidci, fosfato inorgénico Espectofotometria APHA (1995)
(ngL™)
Silicato (ug.L™) Espectofotometria GOLTERMAN et al.,
(1978)
Clorofila (ug.L™) Espectofotometria NUSH (1980)

2.6. Coleta de sedimento para as analises fisicas e quimicas

Amostras de sedimento também foram coletadas para analise das caracteristicas fisicas e
quimicas, sendo coletadas trés amostras entre 0s mesocosmos antes do inicio do experimento e duas
amostras por unidade experimental ao final do experimento, com auxilio de draga de Eckman, as
quais foram imediatamente homogeneizadas e acondicionadas em potes plasticos. As amostras
foram secas em temperatura ambiente para posterior determinacdo do contetdo de matéria organica,

composicao granulométrica e concentracdo de fosforo total e nitrogénio organico total (Tabela 2).

Tabela 2: Metodologias e referéncias utilizadas para analise das amostras de sedimento dos mesocosmos.

Variavel (unidade) Metodologia Referéncia
Matéria organica (%) Incineracdo TRINDADE (1980)
Granulometria (%) Peneiramento e densimetro ABNT (1968)
Fésforo total (ug.g™) Espectofotometria ANDERSEN (1976)

Nitrogénio organico total (%) KJELDHAL APHA (1995)
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3. RESULTADOS

3.1. Variaveis fisicas, quimicas e bioldgicas (clorofila) da agua

Os resultados obtidos para pH, oxigénio dissolvido, temperatura e condutividade estdo
apresentados na Figura 7, e também no Apéndice B.

Temperatura (°C) pH
22 7.5
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Figura 7: Valores médios das variaveis fisicas e quimicas da agua durante o periodo experimental (C: controle; RNC:
runoff ndo contaminado; RC: runoff contaminado e V: aplicacédo direta do Vertimec®18CE).

Em relacdo a temperatura da agua, foram verificadas variacdes entre 19,87 e 21,53°C, sem
diferencas nos diferentes tratamentos. Para o pH registrou-se aumento em todos os tratamentos apos
3 h do inicio do experimento, com valores iniciais proximos a 5,0 (4,87) e entre 6,0 e 7,0 nas
demais medic¢es, sendo que no controle (C) foram obtidos os valores de pH mais elevados. Para a
condutividade foi observado um aumento gradativo no decorrer do experimento, com valores que
variaram entre 21,66 pS.cm™ (para o tratamento Controle) e 38,67 pS.cm™ (para o tratamento
RNC). Os maiores valores de condutividade foram registrados no tratamento RNC. Os valores de
oxigénio dissolvido revelam um aumento de OD na segunda coleta (3h) para todos os tratamentos e
posterior decréscimo no decorrer do experimento. A concentracdo minima registrada foi de
2,56mg.L™ no tempo 168h para o tratamento RNC, com uma tendéncia de aumento a partir da

analise em 120h, exceto para o tratamento RNC. Ressalta-se que o decréscimo da concentracdo de
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oxigénio dissolvido foi mais acentuado para os tratamentos onde foi adicionada a agua do runoff,
evidenciando o efeito da turbidez na reducdo dos valores de oxigénio dissolvido.

Os valores de turbidez e material em suspensao estéo apresentados na Tabela 3 e Apéndice
B.

Tabela 3: Valores de material em suspenséo total, inorganico, organico e de turbidez, com seus respectivos desvios
padrdo, obtidos nos diferentes tratamentos nos experimentos in situ durante periodo de estudo (MST: material em
suspensdo total, MSI: material em suspenséo inorgénico, MSO: material em suspenséo orgéanico).

Periodo (horas) MST (mg.L™) MSI (mg.L™h MSO (mg.L™) Turbidez (NTU)
C - Controle

Oh 6,99 (+4,13) 1,69 (+1,26) 5,31 (+2,88) -

3h 8,97 (£1,13) 3,58 (+0,93) 5,39 (+0,49) 13 (£1,0)
48h 7,77 (£2,39) 2,19 (+1,71) 5,58 (+0,94) 6,67 (+2,08)
96h 4,90 (+0,81) 0,35 (x0,82) 4,56 (+0,13) 32 (+3,46)
120h 7,48 (+2,66) 2,31 (+0,64) 5,17 (+0,64) 13,33 (+1,53)
168h 15,01 (+15,16) 7,69 (£5,35) 7,32 (+2,85) 13,67 (6,35)

RNC — Runoff ndo contaminado

Oh 48,07 (16,32) 11,7 (+2,89) 36,40 (+3,58) -

3h 189,5 (+13,79) 147,17 (+16,25) 42,33 (+3,90) 263,33 (+34,27)
48h 37,73 (x18,4) 22,21 (+4,47) 15,52 (+13,99) 139,33 (+23,46)
96h 27,43 (+5,62) 16,37 (x2,88) 11,07 (¥2,74) 161,33 (+34,78)
120h 20,54 (¥1,08) 12,49 (x0,44) 8,05 (+0,80) 87 (x19,16)
168h 14,33 (+2,85) 7,76 (¥1,74) 6,57 (¥2,11) 52,67 (¥15,31)

RC — Runoff contaminado

Oh 50,66 (+11,47) 12,17 (¢5,41) 38,50 (+6,09)

3h 98,47 (¥18,20) 66,9 (¥17,03) 31,57 (¥14,87) 223 (+16,64)
48h 30,26 (+17,54) 21,60 (15,20) 8,67 (+2,77) 118,33 (£5,51)
96h 17,39 (+11,65) 9,90 (+9,12) 7,50 (+2,53) 145,67 (+7,09)
120h 56,53 (+34,25) 35,59 (+21,85) 20,94 (+12,80) 92 (+13,08)
168h 20,00 (+7,96) 12,4 (+6,63) 7,60 (+1,95) 57,33 (+4,62)

V — adicdo direta de Vertimec® 18CE

0Oh 5,80 (0,65) 1,15 (+0,17) 4,65 (+0,49)

3h 8,75 (+2,26) 2,98 (+1,03) 5,77 (+1,23) 16 (+2,65)
48h 8,25 (+1,72) 2,50 (+0,82) 5,75 (+0,90) 9,67 (+1,53)
96h 5,37 (+0,51) 1,23 (+0,36) 4,14 (0,20) 45,67 (+1,53)
120h 6,53 (+0,94) 2,66 (+1,32) 3,87 (+0,39) 19,67 (+1,15)
168h 11,63 (+6,70) 4,02 (+1,27) 7,61 (+5,48) 16,67 (+4,93)

A andlise dos valores de turbidez e material em suspensdo demonstraram aumento de ambos
nos tratamentos RNC e RC, demonstrando o efeito da adi¢cdo do material particulado proveniente do
runoff. Os valores médios obtidos de material em suspenséo total foram de 189,5 mg.L™ e 98,47
mg.L™" para os tratamento RNC e RC respectivamente, sendo a maior fragdo constituida por
material inorganico (77,6% para 0 RNC e 68% para RC). Verifica-se, assim, que a adi¢do do runoff
promoveu um aumento de até 394% (RNC) na concentracdo de material em suspenséo. No entanto,

no segundo dia de experimento registrou-se reducdo acentuada na concentracdo de material em
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suspensdo, com valores de 37,73 mg.L™ para RNC e 30,26 mg.L™ para RC. Nos tratamentos
Controle e V néo foram verificadas diferencas acentuadas no decorrer do experimento. Situagdo
similar foi verificada para turbidez, com valores de 263,33 e de 223,00 NTU para os tratamentos
RNC e RC, respectivamente, ap6s adicdo do runoff, com reducdo para 52,67 e 57,33 NTU nos
mesmos tratamentos.

Os resultados obtidos nas analises de nutrientes estdo apresentados na Tabela 4 e Apéndice
B, verificando-se variacdes entre 1,74 mg.L™ (RNC) e 0,37 mg.L™ (V) para nitrogénio organico
total, sendo observado um aumento apds a contaminacéao e acentuada variacao temporal no decorrer
do experimento, principalmente em RNC. Para cada tratamento os valores minimos e maximos
foram, respectivamente, de 0,58 e 1,74 mg.L™" para C, de 0,53 e 1,22 mg.L™ para RNC, de 0,61 e
1,06 mg.L™ para RC e de 0,37 e 1,59 para V. Acentuado aumento também foi observado para nitrito
em RNC e RC (de 2,82 para 8,57 ug.L™ e 2,61 para 7,00 pg.L™, respectivamente) apds a adicéo do
runoff. Posterior decréscimo é registrado nesses tratamentos, embora ndo em concentragéo similar a
inicial. Nos demais tratamentos, os valores minimos e maximos foram, respectivamente, de 2,06 e
2,96 pg.L™ para C e de 2,92 e 3,37 pg.L™ para V. Para o nitrato também registrou-se aumento da
concentracdo para os tratamentos que sofreram adicdo de runoff (de 108,25 para 170,44 pg.L™ em
RNC e de 45,64 para 141,61 pg.L™ em RC), com reducdo acentuada no decorrer do periodo de
estudo (concentragdes proximas as iniciais). Entretanto, esse mesmo aumento ainda foi verificado
no tratamento C, com reducédo acentuada apds o segundo dia do experimento (de 203,44 para 43,06
ug.L™). Os valores para o fon amdnio variam para todos os tratamentos no decorrer do experimento,
observando-se uma tendéncia de reducao nos primeiros dias e aumento a partir do segundo dia do
experimento. Nesta analise é importante ressaltar a acentuada reducdo do ion aménio para o
tratamento V logo apés a adicdo da contaminante (de 107,44 para 12,20 pg.L™), que corresponde,
respectivamente, a maior e menor concentracdes no periodo experimental nesse tratamento. Os
valores maximos e minimos obtidos para os demais tratamentos foram, respectivamente, de 167,17
e 22,93 pg.L™* para C, de 205,55 e 49,49 pg.L™ para RNC e de 177,2 e 44,25 ug.L™ para RC.
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Tabela 4: Valores médios e os respectivos desvios padrdo para nutrientes durante o periodo experimental (C: controle;

RNC: runoff néo contaminado; RC: runoff contaminado e V: aplicacio direta do Vertimec®18CE).

NO, (ug.L™)
Oh 3h 48h 96h 120h 168h
Controle 2,92 (+0,24) 2,06 (+0,14) 2,91 (+0,27) 2,48 (+0,22) 2,81 (+0,59) 2,96 (+0,90)
RNC 2,82 (+0,35) 8,57 (+4,53) 8,31 (+3,75) 7,18 (+2,88) 6,25 (+2,21) 6,26 (+1,51)
RC 2,61 (£0,16) 7,00 (£4,02) 5,71 (£3,27) 5,42 (+2,86) 5,20 (+1,85) 6,36 (+1,33)
v 3,17 (+0,35) 2,89 (+1,45) 3,28 (+1,55) 2,92 (+0,44) 2,97 (+0,41) 3,37 (+1,34)
NO; (ug.L™)
Oh 3h 48h 96h 120h 168h
Controle 52,45 (+21,26) 203,44 (+103,46) 43,06 (+4,13) 33,68 (+1,60) 61,38 (£28,58) 62,41 (£31,52)
RNC 108,25 (+11,41) 170,44 (+106,96) 78,92 (+14,24) 48,95 (+14,16) 43,66 (+3,59) 39,10 (+15,46)
RC 45,65 (+60,88) 141,61 (+93,98) 57,70 (+13,40) 30,70 (+13,32) 56,83 (+6,19) 48,62 (+6,71)
\Y 66,89 (+46,64) 86,58 (+27,91) 90,48 (£29,46) 31,95 (+14,01) 85,81 (+9,10) 29,90 (+4,79)
NH, (ug.L™)
Oh 3h 48h 96h 120h 168h
Controle 167,17 (x3,10) 63,93 (+53,44) 33,93 (£25,53) 19,68 (+2,28) 52,40 (£37,52) 51,79 (£34,48)
RNC 158,90 (+9,62) 93,94 (£19,44) 49,49 (5,58) 86,21 (+27,58) 181,56 (+62,21) 205,55 (+81,92)
RC 177,2 (+6,63) 66,01 (+59,23) 55,17 (¥11,37) 44,25 (+31,61) 65,06 (x75,54) 100,66 (+88,41)
\Y 107,44 (£7,04) 12,20 (+60,07) 36,63 (+27,41) 25,91 (+24,30) 56,95 (+41,01) 42,04 (+31,20)
Nitrogénio Total (mg.L™)
Oh 3h 48h 96h 120h 168h
Controle 0,67 (+0,38) 1,22 (+0,11) 0,53 (x0,21) 0,76 (x0,41) 0,68 (+0,18) 0,80 (+0,30)
RNC 0,97 (+0,16) 1,73 (x0,15) 0,90 (+0,08) 1,74 (£0,28) 0,58 (+0,22) 1,15 (+0,21)
RC 0,80 (+0,21) 1,04 (£0,10) 1,06 (£0,10) 0,95 (+1,19) 0,72 (+0,06) 0,61 (+0,29)
\ 0,80 (+0,33) 1,59 (0,40) 0,81 (+0,40) 0,83 (+0,88) 0,37 (+0,28) 0,87 (+0,27)
Fésforo Inorganico (ug.L™)
Oh 3h 48h 96h 120h 168h
Controle 6,71 (+1,01) 6,03 (+1,42) 8,19 (+2,67) 6,98 (+0,66) 5,54 (+1,30) 7,30 (£3,46)
RNC 4,94 (+1,18) 24,18 (+9,81) 15,7 (+5,46) 14,68 (+3,04) 12,67 (+3,73) 14,44 (+3,58)
RC 3,57 (+1,06) 19,28 (+10,93) 11,96 (+4,76) 11,2 (+5,17) 13,35 (+2,58) 16,49 (3,46)
\Y 4,83 (+1,25) 7,85 (+0,90) 7,95 (+4,90) 7,98 (+2,86) 8,34 (+2,50) 7,25 (+4,59)
Fésforo Organico Dissolvido (ug.L™)
Oh 3h 48h 96h 120h 168h
Controle 15,95 (+1,47) 15,07 (4,50) 22,15 (+2,84) 16,89 (+2,49) 15,70 (+1,00) 18,47 (+3,59)
RNC 15,55 (+0,68) 50,14 (+12,40) 41,66 (+11,18) 36,87 (+11,68) 32,82 (+9,42) 29,85 (+5,42)
RC 14,50 (+0,88) 52,25 (+24,19) 41,02 (+9,60) 36,72 (+10,46) 36,57 (+7,87) 35,44 (+2,74)
\Y 17,20 (+0,92) 19,52 (+13,70) 23,35 (+5,72) 20,04 (+0,65) 20,05 (+5,95) 19,33 (+4,38)
Fésforo Total (ug.L™)
Oh 3h 48h 96h 120h 168h
Controle 45,15 (+4,48) 66,14 (+10,87) 73,1 (+34,82) 66,19 (+12,70) 71,41 (+7,19) 105,45 (+57,88)
RNC 54,88 (+6,30) 346,00 (+112,00) 166,84 (+54,20) 116,23 (+28,86) 196,84 (¥39,04) 144,15 (+56,65)
RC 50,98 (+4,64) 237,83 (+203,97) 1385 (+59,48) 123,90 (+32,69) 169,46 (+86,31) 109,54 (+34,12)
\Y 62,90 (+3,28) 73,67 (£116,38) 59,62 (+24,10) 63,08 (+7,89) 114,79 (¢53,31) 78,95 (+19,07)
Silicato reativo (mg.L™)
Oh 3h 48h 96h 120h 168h
Controle 0,05 (+0,04) 0,10 (+0,07) 0,37 (+0,0) 0,26 (+0,01) 0,36 (+0,0) 2,99 (+0,37)
RNC 0,10 (+0,06) 0,17 (+0,01) 0,39 (+0,01) 0,38 (+0,0) 0,50 (+0,03) 3,22 (+0,12)
RC 0,06 (+0,03) 0,31 (+0,27) 0,39 (+0,01) 0,34 (+0,04) 0,50 (+0,04) 2,87 (+0,13)
\Yi 0,13 (+0,03) 0,15 (+0,01) 0,37 (+0,01) 0,31 (+0,07) 0,40 (+0,07) 2,61 (+0,01)




Capitulo 3: Utilizacdo de bioensaios in situ (mesocosmos) e laboratoriais com Danio rerio (Cypriniformes,
Cyprinidae) para avaliagdo dos efeitos toxicos dos residuos do Vertimec®18CE

60

As concentragdes de fosforo total aumentaram nos tratamentos onde foi adicionado runoff,
com valores minimos de 54,88 e 50,98 pg.L™ (antes da adicdo) e méximos de 346,0 e 237,83
ug.L™? (apos adicdo), respectivamente para RNC e RC. Logo apés a adicio é observada reducéo na
concentracdo de fosforo total, embora ndo préximos ao inicial. Os valores encontrados para 0s
outros tratamentos variaram entre 45,15 e 105,45 pg.L™ para C e entre 62,90 e 114,79 pg.L™ para
V. Situacdo similar foi observada para fosfato total dissolvido e fosfato inorganico em RC e RNC,
evidenciando o efeito na adi¢do de runoff no aumento da concentragéo das formas fosfatadas e sua
posterior reducdo nos tratamentos, enquanto que para os demais (C e V) é observada pouca variagao
no decorrer do experimento. Os valores para fosfato total dissolvido variaram entre 15,07 e 22,15
Hg.L™ em C, entre 15,55 e 50,14 ug.L™" em RNC, entre 14,50 e 52,25 pg.L™ em RNC e entre 17,20
e 23,35 pg.L™* em V. Para fosfato inorganico as concentragdes obtidas estiveram compreendidas
entre 5,54 e 8,19 pg.L™" em C, entre 4,94 e 24,18 pg.L™ em RNC, entre 3,57 e 19,28 pug.L™* em RC
eentre 4,88 ¢ 8,34 pg.L" em V.

As concentracdes de silicato reativo variaram pouco no decorrer do periodo de estudo, com
valores iniciais entre 0,05 e 0,13 mg.L™, com aumento gradativo até o quinto dia (entre 0,36 e 0,50
mg.L™). Os resultados de silicato reativo para a Gltima coleta foram considerados inconsistentes,
sendo descartados em todos 0s tratamentos.

Os resultados obtidos para clorofila a e feofitina estdo apresentados na Figura 8,
verificando-se que as maiores concentracdes foram registradas nos tratamentos com adicdo do
runoff (entre 9,37 e 43,42 pg.L™ em RNC e entre 8,64 e 29,98 pg.L™* em RC), enquanto que para a
feofitina essas concentragdes foram de 5,02 a 51,17 pug.L™* em RNC e de 2,11 a 26,18 pg.L™ para
RC, indicando uma maior biomassa algal nesses tratamentos. Para C e V as concentracGes
estiveram abaixo das obtidas em RNC e RC em sua maioria, com reduzida variacao no periodo de

estudo (entre 5,0 e 20 pg.L™ para clorofila a e entre 5,0 e 15 pg.L™ para feofitina).
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Figura 8: 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 e V: aplicagdo direta do
Vertimec®18CE).

3.2. Variaveis fisicas e quimicas do sedimento, solo e da agua de runoff

Os resultados obtidos na analise de sedimentos dos mesocosmos estdo apresentados na
Figura 9, nas Tabelas 5 e 6 e Apéndice B, verificando-se que a proporcdo de matéria organica nos
diferentes tratamentos variou de 1,93 a 2,11%. As fracOes areia média (entre 36,28 e 36,54%) e fina
(entre 33,82 e 39,20%) foram as mais predominantes nos mesocosmos, seguidas de argila (entre
14,59 e 20,49%), silte (6,80 e 11,00%) e areia grossa (0,81 a 1,31%). Pelos dados iniciais e finais
verifica-se que ndo houve diferenca entre os tratamentos, caracterizando uma distribuicdo bem
uniforme do sedimento entre 0S mesmos.

As amostras de solo das parcelas e solo que foram preparadas e que serviram de base para 0s
experimentos in situ e laboratoriais apresentaram teor de matéria organica de 4,49 e 3,98%,
respectivamente para a parcela ndo contaminada e contaminada. Em relacdo a granulometria as
fracdes predominantes foram argila (29,97 e 30,10%), areia fina (28,45 e 30,32%) e silte (27,25 e
27,37%), e uma menor porcdo de areia média (12,04 e 13,95%) e argila (0,16 e 0,37%),

respectivamente para as parcelas ndo contaminada e contaminada.
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Figura 9: Valores obtidos para a andlise granulométrica antes do inicio do experimento, para os diferentes tratamentos
dos mesocosmos e para as parcelas de solo, contaminada e ndo contaminada (C: controle; RNC: runoff nédo
contaminado; RC: runoff contaminado e V: direta do Vertimec®18CE; PNC: parcela ndo contaminada e PC: parcela

contaminada).
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Tabela 5: Valores obtidos para matéria organica antes do inicio do experimento, para os diferentes tratamentos dos
mesocosmos e para as parcelas de solo contaminada e ndo contaminada (C: controle; RNC: runoff ndo contaminado;
RC: runoff contaminado e V: aplicacdo acgdo direta do Vertimec®18CE; I: inicio; PNC: parcela ndo contaminada e PC:
parcela contaminada).

Local Matéria organica (%0)
C 2,08
RNC 2,05
RC 1,93
Vv 2,11
| 2,12
PNC 4,49
PC 3,98

Em relacdo as caracteristicas quimicas do sedimento (Tabela 6), verifica-se que as
concentracdes medias de fosforo foram mais homogéneas entre os tratamentos C e RNC (31,81 e
31,42 ug.g™, respectivamente) e entre RC e V (35,31 e 39,22 pg.g™), sendo as Gltimas mais
proximas as concentragdes iniciais (39,64 pg.g™). Os maiores valores da concentragdo de fosforo
foram encontrados para as parcelas ndo contaminada e contaminada (42,66 e 41,55 pg.g™,
respectivamente). Para nitrogénio organico total verificou-se que as concentracdes foram maiores
para a analise inicial e os tratamentos que receberam o runoff, apresentando 0,03% de nitrogénio
organico, seguidos pelo tratamento de contaminacéo direta (V), com 0,2% e pelo Controle (C), com
0,01% de nitrogénio. As parcelas utilizadas apresentaram valores de nitrogénio bem acima dos
obtidos nos mesocosmos (0,10% e 0,21% para a parcela ndo contaminada e contaminada,

respectivamente).

Tabela 6: Valores obtidos para a anélise de Nitrogénio e Fésforo no sedimento inicial e ao final do experimento para os
diferentes tratamentos dos mesocosmos (C: controle; RNC: runoff ndo contaminado; RC: runoff contaminado e V:
aplicacdo direta do Vertimec®18CE; I: inicio; PNC: parcela ndo contaminada e PC: parcela contaminada).

Nitrogénio organico total (%)  Fosforo pg.g™

C 0,01 31,81
RNC 0,03 31,42
RC 0,03 35,31

\% 0,02 39,22

I 0,03 39,64
PNC 0,10 42,66
PC 0,21 41,55

Os valores obtidos nas analises fisicas e quimicas da agua do runoff e das diferentes
diluicGes estdo apresentados na Tabela 7. Os valores de pH variaram entre 6,7, para 0 RNC 100%, e
7,39 para RNC 6,25%. O oxigénio dissolvido esteve entre 7,28 mg.L™ (RC 50%) e 7,58 mg.L™

(RNC 25%). Quanto a condutividade foi observada uma tendéncia de diminui¢do de acordo com o
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aumento da porcentagem de runoff na diluicdo, onde a minima foi observada para RNC 100% (20,4
usS.cm™) e maxima para RNC 6,25% (156,52 pS.cm™). A analise do material em suspenséo revelou
valores crescentes de acordo com o aumento da quantidade de runoff na diluicdo. O valor maximo e
minimo para o material em suspensdo total foi de 6359,33 mg.L™ (RNC 100%) e 278,75 mg.L™

(RC 6,25%), respectivamente, sendo a maior fracdo constituida por material inorganico.

Tabela 7: Valores obtidos para a analise fisicas e quimicas da agua das diferentes diluicdes do runoff (RNC: runoff nao
contaminado e RC: runoff contaminado).

OD (mg.L" Cond Mat. Susp. Mat. Susp. Mat. Susp. Org.
Tratamento pH (1) ’ (uS25.cm™) | Total (mg.E'l) Inorg. (mg.p L™h (mg.E‘l) ’
6,25% 7,39 7,55 156,52 - - -
25% 7,20 7,58 129,45 1586 433,2 1152,8
RNC 50% 7,12 7,47 90,57 2271,33 2076,67 194,67
75% 6,80 7,39 55,12 4338,67 1960,67 2378
100% 6,7 7,31 20,4 6359,33 3536,67 2822,67
6,25% 7,24 7,31 156,45 278,75 225,5 53,25
25% 7,18 7,43 130,62 877,6 733,6 144
RC 50% 7,05 7,28 98,5 1635,33 1396,67 238,67
75% 6,95 7,34 66,47 2490 2186,67 303,33
100% 6,87 7,34 33,35 3722,67 2898,67 824

3.3. Testes ecotoxicoldgicos

Os valores da CLsg48h para a solucdo de cloreto de potéssio estiveram compreendidos entre
658,4 mg.L™ e 957,14 mg.L?, com CLsp48h média de 785,88 mg.L™, limite inferior de 584,21
mg.L™ e limite superior de 987,55 mg.L™. O coeficiente de variacdo foi de 12,83%. Pelos resultados
obtidos, verifica-se que as premissas para a utilizacdo dos organismos-testes foram atendidas, uma
vez que a carta controle do laboratério foi estabelecida entre 554 e 990,0 mg.L™.

Os resultados obtidos nos testes ecotoxicolégicos realizados com Danio rerio demonstraram
efeitos toxicos quanto a sobrevivéncia apenas para a avaliacdo de exposicdo cronica de curta
duracdo, ndo sendo observada toxicidade aguda em nenhum dos experimentos realizados (Tabela 8
e Apéndice A). Os resultados obtidos na analise de variancia (ANOVA) do nimero de organismos
mortos ou imoveis nos testes crénicos de curta duracdo apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) apenas no teste in situ, ndo sendo observada diferenca significativa entre os diferentes
tratamentos nos experimentos com as amostras ambientais provenientes dos mesocosmos assim

como no experimento com as diluigdes de runoff (Tabela 8). Desse modo, devido a auséncia de
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mortalidade, ndo foi possivel o calculo da CEO, CENO e VC para o ensaio com as diluicdes de
runoff. O teste Tukey realizado para identificacdo do tratamento em que é observada a diferenca
significativa no experimento in situ, demonstraram que esta diferenca é encontrada apenas na
comparacgdo entre o Controle e o tratamento onde foi aplicado diretamente o Vertimec® 18CE na
agua (Tabela 8).

A avaliacdo biométrica dos organismos por meio de ANOVA também demonstrou diferenca
significativa (p<0,05) apenas para 0 experimento in situ, ndo sendo observada diferenca
significativa entre os diferentes tratamentos do experimento laboratorial com as amostras dos
Mesocosmos e entre 0s tratamentos nos experimentos com as diluigdes do runoff (Tabela 8). A
diferenca encontrada no experimento in situ foi observada apenas na avaliacdo do peso, ndo sendo
observada diferenca significativa na avaliacdo do comprimento dos organismos. Os testes de Tukey
e Dunnet identificaram diferenca na comparacdo entre os tratamentos Controle (C) e onde foi
aplicado Vertimec® 18CE diretamente na agua (V) (Tabela 8). Os resultados das andlises de
variancias (ANOVA) para a avaliagdo da sobrevivéncia/imobilidade e da biometria dos organismos

estdo detalhados no Apéndice A.
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Tabela 8: Sintese dos resultados dos testes de toxicidade agudos e cronicos de curta duragdo com Danio rerio nos
experimentos laboratoriais (com amostras do runoff e da agua dos mesocosmos) e in situ (C: controle; RNC: runoff nao
contaminado; RC: runoff contaminado e V: aplicacdo direta do Vertimec®18CE), com base na avaliacdo da
mortalidade/sobrevivéncia e biometria dos organismos-teste. Os pardmetros Sobrevivéncia, Mortalidade e Biometria
sdo referente as avaliacdo cronica de curta duracéo.

Teste de toxicidade in situ (mesocosmos)
C RNC RC \Y

Agudo NT NT NT NT
Cronico de curta duragcdo  NT NT NT T
Sobrevivéncia (%) 100% 88,88% 97,77% 77,77%
Imobilidade (%) 0% 0% 0%  46,66%
Biometria NS NS NS S

Teste de toxicidade laboratorial com as amostras
de agua dos mesocosmaos
C RNC RC \Y/
Agudo NT NT NT NT
Crbnico de curta duracdo  NT NT NT NT
Sobrevivéncia (%) 98,33% 100% 100%  100%
Imobilidade (%) 0% 0% 0% 0%
Biometria NS NS NS NS

Testes de toxicidade com as amostras do runoff

Diluicoes 0% 6,25% 25% 50% 75% 100%
Runoff ndo contaminado
Agudo NT NT NT NT NT NT

Crobnico de curta duragdo NT NT NT NT NT NT
Sobrevivéncia (%) 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Imobilidade (%) 0% 0% 0% 0% 0% 0%

Biometria NS NS NS NS NS NS
Runoff contaminado

Agudo NT NT NT NT NT NT

Cronico de curta duragdo NT NT NT NT NT NT
Sobrevivéncia (%) 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Imobilidade (%) 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Biometria NS NS NS NS NS NS
De acordo com a anélise estatistica ANOVA, onde NT indica auséncia de efeito toxico, T a
presenca de efeito tdxico, NS nenhuma diferenca significativa e S diferenca significativa,
em nivel de significancia de 5%.

4. DISCUSSAO

Os estudos ecotoxicoldgicos buscam avaliar os riscos ou o grau de contaminacdo de
determinado ambiente por meio de testes de toxicidade, os quais podem ser agudos, crénicos, ou
crénicos de curta duracdo, realizados em laboratério ou in situ, utilizando diversos parametros de

avaliagdo como respostas (mortalidade, sobrevivéncia, reproducdo, crescimento, entre outros).
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Entretanto, da mesma forma que as respostas sao diferenciadas em relacdo as condigdes dos testes,
entre as espécies testadas e as suas fases de desenvolvimento, respostas diferentes também podem
ser esperadas entre os experimentos que sdo desenvolvidos em laboratério (com condicGes
controladas) e aqueles in situ (nos quais as variagfes ambientais configuram uma condi¢do mais
proxima ao ambiente natural, apesar da interferéncia do design experimental).

Os resultados obtidos no presente estudo confirmaram as diferencas entre 0s experimentos
in situ e os laboratoriais, pois verificou-se toxicidade cronica nos experimentos em mesocosmos
enquanto que, em condigdes laboratoriais e com as mesmas amostras provenientes dos
mesocosmos, ndo foram observadas diferencas significativas para os parametros avaliados
(mortalidade/imobilidade e biometria). O efeito toxico evidenciado no experimento in situ ocorreu
em relacdo ao peso e mortalidade/imobilidade dos organismos no tratamento contaminado
diretamente com Vertimec® 18CE (V), embora em situacéo laboratorial esse resultado ndo tenha
sido registrado. E importante ressaltar que a concentracdo nominal de Vertimec® 18CE que
apresentou toxicidade nos mesocosmos (2ul.L™) foi inferior a CEO encontrada na avaliacdo de
toxicidade cronica de curta duracdo ao Vertimec® 18CE em laboratério (3pl.L™?, ver capitulo 2),
corroborando com a hipdtese das diferencas entre o comportamento dos contaminantes em
ambientes naturais em comparacao as condigcdes controladas dos experimentos laboratoriais. Esse
fato demonstra a necessidade de estudos mais amplos que antecedam a regulamentacdo de
agrotoxicos no Brasil, uma vez que séo exigidos apenas testes de toxicidade agudos e crénicos em
condicdes controladas e monoespecificos, 0 que nao permite inferir sobre efeitos deletérios em
outras espécies e, como no presente caso, pode subestimar o real efeito do contaminante.

Diversos estudos vém destacando as diferencas nos resultados obtidos em ensaios in situ e
laboratoriais. Estudos conduzidos para a avaliacdo da qualidade da agua e do sedimento do
reservatorio de Salto Grande, Americana-SP, demonstraram a auséncia de toxicidade das amostras
testadas em laboratério com a espécie Danio rerio. Entretanto, a avaliacdo in situ das mesmas
estacBes amostrais revelou toxicidade para a mesma espécie (TONISSI; ESPINDOLA, 2002).
Dornfeld et al. (2006) também observaram diferencgas entre os resultados dos testes laboratoriais e
in situ conduzidos com a espécie benténica Chironomus xanthus. Os experimentos in situ realizados
no rio Monjolinho, um sistema hidrico com trechos em areas urbana e rural do municipio de Séo
Carlos-SP, demonstraram efeitos subletais na avaliacdo de deformidade, peso e comprimento,
enquanto que as amostras de sedimento, quando avaliadas em laboratério, causaram menor ou

mesmo auséncia de toxicidade. Esses resultados indicam que os experimentos em laboratério
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podem subestimar os reais efeitos deletérios dos contaminantes, uma vez que existe um tempo entre
coleta da amostra, preparo e realizacdo dos testes de toxicidade; as condi¢fes se tornam mais
controladas e 0s contaminantes podem se tornar indisponiveis ao meio (mecanismos de adsorcao),
obtendo-se respostas diferentes quando 0s experimentos sdo desenvolvidos in situ.

Apesar das vantagens dos estudos em campo ou em escala de micro e mesocosmos, existem
diversas criticas quanto a sua utilizacdo. Dentre as principais desvantagens estdo os altos custos na
elaboracdo dos testes, dificuldades na instalagdo e manutencdo dos sistemas e a baixa
replicabilidade dos testes (PETERSEN et al., 1999). Existem registros na literatura sobre as
respostas com diferencas significativas entre as réplicas de um mesmo tratamento. Os estudos de
Masutti (2004), Vieira (2009) e Novelli (2010), por exemplo, demonstram de forma clara o
problema da auséncia de respostas semelhantes entre as réplicas de um mesmo tratamento, uma vez
que, a partir de um tempo zero (inicio do experimento), as unidades experimentais apresentam
variacOes internas diferentes entre si, o que tem sido uma dificuldade para a compreensdo dos
processos que ocorrem mediante a contaminacdo. Nos estudos dos autores mencionados, as
principais diferencas ocorreram em relagdo a concentragcdo de nutrientes, material em suspenséo e
clorofila, o que, de forma indireta, interfere na analise das interaces entre contaminantes, meio
ambiente e biota aquatica.

A questdo das réplicas nos estudos in situ tem sido uma preocupacdo constante nos estudos
ambientais. Petersen et al. (1999), por exemplo, realizaram um minucioso levantamento a respeito
dos aspectos estruturais e experimentais dos mesocosmos, concluindo que deste total, 37% ndo
apresentaram réplicas em funcdo da divergéncia de informacGes entre cada réplica de um mesmo
tratamento. Além disso, foi observada a diminuicdo da frequéncia de artigos publicados com o
aumento do namero de replicatas, reforcando o argumento da dificuldade na obtencdo de réplicas
que o validem. O alto custo de execucdo desse tipo de estudo, associado a perda de material
experimental devido as dificuldades praticas, muitas vezes também inviabilizam a adoc¢do de
réplicas (PETERSEN et al., 1999; GUSMAO, 2004). A dificuldade na replicabilidade esta
relacionada ao fato de que os experimentos em micro e mesocosmos obedecem a duas escalas: a
temporal e a espacial (CAIRNS, 1995). Quanto maior o sistema maior sera semelhanca deste com
as condicBes naturais; entretanto, quanto maior a escala temporal maiores serdo as variabilidades
encontradas entre as réplicas e entre as caracteristicas experimentais e naturais (CAIRNS, 1995;
KEMP el al., 2001). Assim, as divergéncias entre os sistemas muitas vezes tornam questionaveis o
uso de repeticdes (GRANEY et al., 1995).
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Desse modo, os estudos em escala de micro e mesocosmos devem ser realizados com 0
cuidado de avaliar as variaveis em condicdes que se adequem aos limites do design experimental. O
presente design experimental se apresentou adequado para as avaliagfes propostas, pois as
premissas para o0s teste foram validadas, ndo encontrando efeitos toxicos no controle, além de ndo
apresentarem divergéncias nas analises dos parametros fisicos e quimicos entre as diferentes
réplicas, o que foi evidenciado pelos reduzidos valores de desvios-padréo obtidos.

As analises das variaveis fisicas e quimicas dos mesocosmos indicaram um aumento na
concentragdo de nutrientes nos tratamentos onde foi adicionado runoff (RNC e RC), como
observado para as formas fosfatadas (fosforo total, fésforo dissolvido e foésforo inorganico) e
nitrogenadas (nitrogénio total, nitrito e nitrato), o que foi também foi refletido na concentragéo de
clorofila a e feofitina para os tratamentos RNC e RC no periodo de 96h, o que foi mais evidente no
tratamento que nao recebeu contaminacdo (RNC). Esses resultados demonstram que o aporte de
nutrientes via runoff favoreceu o aumento da clorofila, o que foi menos evidente no tratamento com
contaminante (RC), possivelmente devido ao impacto negativo do contaminante sobre a
comunidade fitoplancténica. Vieira (2009), em um estudo com design experimental similar também
obteve resultados semelhantes, observando maior crescimento algaceo nos tratamentos com aporte
de nutrientes provenientes do runoff ndo contaminado (RNC). Os resultados obtidos por Moreira-
Santos et al. (2005) tambem demonstram o mesmo efeito, uma vez que os autores verificaram que a
adicdo de nutrientes proveniente de runoff aumentou significativamente o crescimento de
Pseudokirchneriella subcapitata em praticamente todos os tratamentos.

A evidéncia dos efeitos apenas em condi¢Ges cronicas indicam a maior persisténcia da
formulacdo comercial no ambiente aquéatico quando comparado com a contaminagdo apenas com 0
principio ativo, a abamectina. A maior duracdo dos efeitos toxicos de formulacdes a base de
abamectina também foram encontradas a partir de estudos in situ com o AVID® 0.15CE com
concentracdes proximas as adotadas no presente estudo, variando entre 3,13 e 50pg.L™ de
abamectina, evidenciados pela diminuicdo acentuada da populacdo de Copepoda e Cladocera, e pela
tardia recuperacdo dessas populacdes, que ocorreram somente apds 14 e 53 dias da contaminacao,
respectivamente (ALI et al., 1997).

Tisler e Erzen (2006) avaliaram o tempo de duragdo da abamectina na agua. As medidas ao
inicio dos testes apontaram para uma concentracdo superior a 80% da concentracdo nominal,
chegando a diminuir em até 85% da concentracdo nominal ao final do tempo de exposicdo. Esses

resultados demonstraram a quebra da avermectinas Bi,, promovendo a diminuigéo da concentracéo
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de contaminante na coluna d’agua em um curto periodo de tempo. Dados sobre a taxa de
degradacdo das avermectinas diferem entre 0s compartimentos aquatico e terrestre, sugerindo uma
maior persisténcia em ambientes terrestres. Na agua, as avermectinas sdo rapidamente
fotodegradadas, sendo que a meia-vida no verdo é de 12h ou menos para ivermectina e de 4 a6 h
para abamectina, enquanto que no solo a meia vida € de 7 a 14 dias para a ivermectina e de 14 a 56
dias para a abamectina (ERZEN et al., 2005).

Entretanto, a formulagdo comercial, Vertimec® 18CE, apresenta outros componentes em sua
formulacdo que podem interferir na toxicidade da abamectina, promovendo maior duracdo dos
efeitos tdxicos, justificando a evidéncia de toxicidade apenas nas avaliacfes de toxicidade crénica.
A maior persisténcia da formula comercial é destacada na bula do produto, onde é encontrada a
informacdo de que este possui alta persisténcia no ambiente, 0 que explica as diferencas
encontradas no presente trabalho em relagdo aos resultados com o principio ativo (abamectina)
apresentados por Erzen et al. (2005) e Tisler e Erzen (2006). Essa persisténcia esta relacionada a
presenca de outras substancias, como por exemplo, surfactantes, na formula comercial, que visam
aumentar sua eficiéncia. Essas substancias podem potencializar a toxicidade da formulacéo
comercial quando comparada com o ingrediente ativo isoladamente.

Os ingredientes inertes podem aumentar a exposicdo através da ampliacdo da absorgéo
cutanea e aumento da mobilidade e persisténcia ambiental. Entretanto, nem sempre é claro se os
ingredientes inertes sdo diretamente responsaveis por determinados efeitos toxicos ou se esses
efeitos sdo atribuiveis as interacfes entre ingredientes ativos e inertes. 1SS0 ocorre porque esses
ingredintes raramente sdo identificados nas bulas dos produtos, impossibilitando o desenvolvimento
de estudos que avaliem os efeitos separadamente (COX; SURGAN, 2006). Desse modo, é de suma
importancia a elaboracdo de estudos que busquem compreender os processos envolvidos e o
potencial toxico de substancias puras, misturas e formulaces comerciais, por meio de estudos in
situ, promovendo uma avaliacdo dos efeitos reais dos contaminantes no ambiente, j& que as
diferentes misturas apresentadas nas formulacGes comerciais podem promover uma resposta
biolégica quanti e qualitativamente diferente daquela observada na presenca de um Unico
contaminante (RAND et al., 1995).

A auséncia de toxicidade para o organismo teste no tratamento com material proveniente do
runoff da parcela contaminada (RC) pode ser resultado da adsor¢do do contaminante a particula do
solo e a baixa concentragdo de contaminante (4pg.L™), uma vez que a contaminacio foi

correspondente a 10% do volume total. Assim, a comparacao dos resultados dos testes de toxicidade



Capitulo 3: Utilizacdo de bioensaios in situ (mesocosmos) e laboratoriais com Danio rerio (Cypriniformes,
Cyprinidae) para avaliagdo dos efeitos toxicos dos residuos do Vertimec®18CE
71

in situ com os experimentos com as diluicbes de runoff em laboratério confirma que ndo foi
observada toxicidade para Danio rerio em relacdo a presenca de contaminante ou ao aumento da
turbidez e quantidade de material em suspensdo na agua proveniente do carreamento superficial,
mesmo para 0s tratamentos sem dilui¢bes, sugerindo que o contaminante sofra adsorcdo as
particulas do solo, ficando indisponiveis.

Resultados semelhantes foram obtidos por Novelli (2010), que também n&do observou
mortalidade na exposicdo de Danio rerio as diferentes diluicGes de runoff proveniente de parcelas
sem contaminacdo e contaminadas por Vertimec® 18CE. Entretanto, a autora observou lesdes e
alteracbes morfoldgicas nas branquias dos organismos expostos ao tratamento contaminado, que se
intensificaram de acordo com o aumento da concentra¢do de runoff contaminado. As alteracdes
foram, em sua maioria, de grau | e 1l (POLEKSIC; MITROVIC-TUTUNDIZC, 1994), aumentando
a frequéncia de lesdes de grau Il nos tratamentos com maior proporcdo de runoff contaminado
(NOVELLLI, 2010).

Muitos estudos tém demonstrado a diminuicdo da toxicidade de agrotoxicos devido a sua
adsorcdo ao material em suspensdo. O estudo realizado por Moreira et al. (2010) com Poecilia
reticulata (Cyprinodontiformes, Poeciliidae) em microcosmos com runoff proveniente de parcelas
previamente contaminadas com deltamethrin, revelaram efeitos na sobrevivéncia apenas para o
tratamento com 75% de volume de runoff contaminado, proveniente de uma parcela onde foi
aplicada uma concentracdo de 20 vezes a dose recomendada para o combate de gafanhoto. Pode-se
mencionar também os estudos in situ realizados por Moreira-Santos et al. (2005) com fitoplancton,
e Lopes et al. (2007) com Diaphanosoma brachyurum (Cladocera), sendo que em ambos foi
registrada toxicidade para o runoff apenas em tratamentos com contaminacdo de parcelas com
aplicacBes de doses 20 vezes superior a dose recomendada. Esses resultados foram obtidos a partir
de uma concentracdo de contaminante muito superior a adotada no presente trabalho (volume de
10% de runoff e contaminacdo com a dose recomendada), justificando a ndo observacdo de efeitos
significativos neste trabalho. Moreira et al. (2010), apesar de ndo terem encontrado efeitos na
mortalidade de P. reticulata, observaram efeitos em nivel bioquimico, evidenciados pela inibicdo da
acetilcolinesterase e inducdo da lactato desidrogenase e glutationa S-transferase. Esses resultados
sugerem que muitas vezes é necessario adotar diferentes tipos de endpoint para uma avaliagdo mais
clara dos efeitos dos contaminantes. Por outro lado, questiona-se a validade de testes nos quais as
concentragdes testadas estdo bem acimas das recomendadas e dificilmente serdo utilizadas, exceto

quando se considera a repeticdo das aplicacdo nas diferentes culturas.
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A auséncia de mortalidade nos tratamentos que apresentaram elevada turbidez e material em
suspensdo esta de acordo com as informagbes encontradas na literatura. Moreira et al. (2010)
também ndo relataram diferenca na sobrevivéncia nos individuos expostos a altas concentrac@es de
material em suspenséo e turbidez em estudos laboratoriais e in situ. Segundo a revisdo de Bash et al.
(2001), a concentracdo de material em suspensdo que promoveu a morte de 50% dos individuos
esteve entre 488 e 1217 mg.L™ para as diferentes espécies de salmonideos (Coho salmon e Chinook
salmon) nas fases juvenil e adulto, respectivamente. Essas concentragdes estdo muito acima das
encontradas no presente trabalho, que foram de 189,5 mg.L™ nos estudos em mesocosmos. Além
disso, Billota; Brazier (2008) ressaltam que as espécies de ciprinideos sdo mais tolerantes as altas
concentracdes de material em suspensdo que os salmonideos, sugerindo que as concentragdes que
poderiam promover a morte de Danio rerio estariam acima daquelas apresentadas por Bash et al.
(2001).

Entretanto, a ndo observacdo de efeitos toxicos dos tratamentos com runoff sobre Danio
rerio ndo indicam a auséncia de toxicidade para outros organismos. Vieira (2009) e Novelli (2010),
em estudos com delineamento experimental semelhante ao presente trabalho, avaliaram os efeitos
do Vertimec® 18CE sobre a comunidade fitoplanctonica e zooplancténica, respectivamente. Os
resultados encontrados evidenciaram a diminuicdo da densidade fitoplanctonica nos tratamentos
onde foi adicionado runoff e menor diversidade de taxa para os tratamentos contaminados (VIEIRA,
2009). Em relacéo ao zooplancton foi observada diminuicdo acentuada da densidade de Copepoda e
na riqueza de microcrustaceos nos tratamentos com contaminante, enquanto que nos outros
tratamentos foi observado um aumento da densidade de Copepoda (NOVELLI, 2010). Esses
resultados demonstram que apesar de ndo serem observados efeitos do runoff (contaminado e ndo
contaminado) na sobrevivéncia de Danio rerio, a comunidade de fito e zooplancton podem ter sido
afetadas direta ou indiretamente, promovendo distarbios no equilibrio da comunidade, ja que é
observada alta sensibilidade para o zooplancton e menor sensibilidade para peixes. Verifica-se,
portanto, que efeitos tdxicos ocorrem inicialmente nas espécies menores, com possibilidade de
interferéncia em organismos de maior porte, via direta ou indireta. No presente caso, a reducdo do
zooplancton levaria a reducdo na pressdo de grazing do zooplancton sobre o fitoplancton,
favorecendo espécies de maior tamanho e o aumento da biomassa fitoplancténica, que teria
implicacdes nas taxas de producdo e consumo do oxigénio dissolvido. Situacdes de anoxia, frente a
elevada taxa de degradacdo de matéria organica produzida, teria ainda efeitos sobre a

disponibilidade de fosforo no sedimento, entre outros efeitos, dando inicio a processos de
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autoregulacdo, buscando-se um estado de equilibrio. Por fim, alteracdes fisicas e quimicas,
induzidas direta ou indiretamente pelo aporte do contaminante, teria consequiéncias sobre os peixes,
0 que poderia ocorrer pela acdo direta do contaminante ou pelos efeitos indiretos, relacionados com
a reducdo de oxigénio dissolvido ou com a disponibilidade de alimento.

Verifica-se, portanto, que os resultados obtidos na presente pesquisa apontam para a
necessidade de se desenvolverem estudos em campo para uma avaliacdo mais realistica dos riscos
associados ao uso indiscriminado de agrotdxicos. Apesar de ndo terem sido observadas diferengas
significativas nos tratamentos com aporte de material proveniente do runoff da parcela contaminada
para Danio rerio, isso ndo significa que o ambiente esteja isento de contaminacgdo, ja que este
contaminante pode estar adsorvido as particulas, ficando indisponiveis para 0s peixes, mas
apresentando riscos a outras espécies. Desse modo, apesar das dificuldades na elaboracdo de
estudos mais complexos, como 0s experimentos in situ, estes tém se mostrado essenciais para uma
melhor avaliacdo clara dos efeitos dos contaminantes sobre o ecossistema aquatico, sendo sugerida
a sua utilizacdo para o processo de regulamentacdo de agrotoxicos no Brasil, visando garantir a

qualidade ambiental.
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Consideracoes Finais

Os resultados obtidos na presente pesquisa permitem concluir, com base nos objetivos gerais
e especificos, que:

e A faixa de sensibilidade estabelecida para D. rerio, a partir da formulacdo comercial
Vertimec® 18CE, em testes de toxicidade aguda, foi préxima a relatada na literatura para o principio
ativo, a abamectina. Entretanto, foi observada uma maior persisténcia do produto comercial nas
amostras testadas, indicando as diferencas na toxicidade entre o principio ativo e a formula
comercial;

e A presenca de substancias inertes nas formulas comerciais pode promover 0 aumento da
toxicidade em relacdo ao principio ativo isolado. Isso sugere a necessidade de se desenvolverem
estudos especificos para cada formulacdo, visto que os efeitos das misturas encontradas nos
diferentes produtos comerciais podem apresentar maior toxicidade do que o principio ativo puro;

e Os resultados dos experimentos in situ e laboratorial demonstraram diferencas entre 0s
mesmos, registrando-se toxicidade nos experimentos in situ no tratamento com aplicacao direta do
agrotoxico e auséncia desta nos experimentos laboratoriais, o que implica na necessidade de
realizacdo de testes de toxicidade in situ de forma complementar (ou primordial, dependendo da
situacdo) aos laboratoriais, possibilitando uma analise mais real dos efeitos deletérios do
contaminante;

e A avaliacdo de toxicidade exclusivamente laboratorial muitas vezes se mostra insuficiente,
podendo subestimar os reais efeitos dos contaminantes. Assim, o estabelecimento de uma dose de
seguranca para o Vertimec® 18CE é de dificil determinacdo, a diferenca de sensibilidade para os
diversos organismos aquaticos € ampla e os efeitos indiretos no ecossistema muitas vezes ndo sao
considerados;

e A entrada de contaminante por meio de runoff muitas vezes pode ndo causar efeitos diretos
sobre a biota aquatica; entretanto os resultados obtidos evidenciam diferentes efeitos indiretos sobre
a comunidade bioldgica, 0 que ocorre a partir de alteracGes nas caracteristicas fisicas e quimicas da
agua, com efeitos primarios e secundarios sobre a comunidade fito e zooplancténica e,

posteriormente ou de forma incremental, sobre a comunidade de peixes.



APENDICE A: Registros dos testes de toxicidade
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Tabela 1: Valores da CLso,48h obtidos nos testes de sensibilidade de Danio rerio ao cloreto de
potassio (KCI) (DP: desvio padrdo, CV: coeficiente de variacdo).

Sensibilidade Danio rerio (mg.L™)

Data Limite inferior  Limite superior CL 5
23/06/2009 584,00 795,00 681,60
22/07/2009 573,00 756,00 658,40
31/08/2009 609,93 859,17 723,90
11/11/2009 636,61 814,54 720,10
24/11/2010 572,90 756,50 658,40
24/02/2010 783,17 975,10 873,88
02/03/2010 721,48 859,76 787,58
24/03/2010 783,17 975,10 873,88
08/04/2010 812,59 1007,26 904,70
26/04/2010 711,07 962,24 827,17
16/06/2010 758,17 939,81 844,11
08/11/2010 598,73 831,66 705,64
25/11/2010 813,53 1126,12 957,14

Média 689,10 896,79 785,88
DP 95,72 110,62 100,84
Limite superior 987,56
Limite inferior 584,21
CVv 12,83%

Tabela 2: Testes de toxicidade avaliando a CLs0,48h para Danio rerio ao Vertimec® 18CE (DP:
desvio padrdo, CV: coeficiente de variacéo).

CL 5,48h Vertimec® 18CE (ul.L™): Danio rerio

Data Limite inferior  Limite superior  CL s
22/06/2010 3,07 5,18 3,99
29/06/2010 5,11 5,87 5,48
29/06/2010 4,72 6,09 5,36
06/07/2010 3,40 4,45 3,89
06/07/2010 4,12 5,06 4,57
10/11/2010 5,75 6,54 6,13
10/11/2010 5,61 6,46 6,02
10/12/2010 3,89 4,74 4,29
10/12/2010 4,39 3,67 4,01
14/12/2010 3,32 4,66 3,93
14/12/2010 2,79 4,30 4,47

Média 4,20 5,18 4,74
DP 1,01 0,94 0,85
Limite superior 6,45
Limite inferior 3,03

CVv 17,99%
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Tabela 3: Testes de toxicidade avaliando a CLs,48h para Danio rerio ao Vertimec® 18CE (DP:

desvio padrdo, CV: coeficiente de variagéo).

CE 50,48h Vertimec® 18CE (ul.L™): Danio rerio

Data Limite inferior  Limite superior CE g
22/06/2010 2,85 4,23 3,47
29/06/2010 3,93 4,32 4,12
29/06/2010 3,73 4,37 4,04
06/07/2010 2,53 3,13 2,81
06/07/2010 2,61 3,25 2,91
10/11/2010 5,19 6,04 5,60
10/11/2010 5,28 6,00 5,63
10/12/2010 2,86 3,57 3,19
10/12/2010 2,82 3,45 3,12
14/12/2010 2,62 3,32 2,99
14/12/2010 2,07 2,93 2,46

Média 3,32 4,05 3,67

DP 1,08 1,09 1,08

Limite superior 5,83

Limite inferior 1,50

CV

29,48%




Tabela 4: Resultados dos testes de toxicidade agudos com Danio rerio.
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Ensaio n°: 01 | VERTIMEC® 18CE Ne. individuos/replicata: 10
Data Inicial: 22/06/2010 Data Final: 24/06/2010
Agua de diluigio
Lote Dureza (mg.L™ CaCO3) pH OD (mg.L™) Condutividade (1Ss.cm™)
21/06/2010 42,0 7,42 8,09 161,2
N® de 6bitos / Mortalidade Parametros iniciais Finais —
Concentragdes individuos imoveis 0 oD Cond 5t
n , Total %o pH (mg.LY) (1Sas.cm™) pH (mg.L™)
Controle 0 0 0 0 7,42 8,09 161,2 7,31 6,93
1plL? 0 0 0 0 7,40 7,82 158 7,35 7,12
2plL?! 0 0 0 0 7,40 7,86 159,3 7,23 6,71
3 uI.L'1 1 1/2 2 20% 7,42 7,87 157,1 7,41 7,24
4 uI.L'1 3/4 4 7 70% 7,41 7,87 157,3 747 7,39
5ulL? 3/4 213 5 50% 7,42 7,89 156,3 7,47 7,42
6 uI.L'1 3/3 4/5 I 70% 7,42 7,90 157,2 7,45 7,43
ClLso= 3,99 pl.L™? CEso= 3,47 pl.L™?
Ensaio n°: 02 | VERTIMEC® 18CE N°. individuos/replicata: 10
Data Inicial: 29/06/2010 Data Final: 01/07/2010
Agua de diluigio
Lote Dureza (mg.L™ CaCOs) pH OD (mg.L™) Condutividade (1Ss.cm™)
05/07/2010 42,0 7,41 7,84 156
. Mortalidade Parametros iniciais Finais
N° de 6bitos / oD
Concentragdes individuos iméveis o oD Cond 1
1 2 Toul " PH (mg.L™h) (uSzs.cm™) pH (ma.L)
Controle 0 0 0 0 7,41 7,84 156 7,24 6,91
1 uI.L'1 0 0 0 0 7,35 7,79 155,3 7,15 6,78
2pulL? 0 0 0 0 7,34 7,76 155,7 7,20 6,82
3ulL? 0 0 0 0 7,37 7,77 155,6 7,25 6,95
4ul.L? 0/2 0/1 0 0 7,39 7,85 155,5 7,25 6,98
5 uI.L'1 0/5 0/5 0 0 7,55 7,84 157,5 7,32 7,17
6 uI.L'1 415 415 8 80% 7,41 7,74 155,1 7,42 7,41
Clso= 5,47 ul.L™? CEso= 4,12 pl.L™*
Ensaio n°: 03 | VERTIMEC® 18CE Ne. individuos/replicata: 10
Data Inicial: 29/06/2010 Data Final: 01/07/2010
Agua de diluicdo
Lote Dureza (mg.L™ CaCOs) pH OD (mg.L™) Condutividade (j1Szs.cm™)
05/07/2010 42,0 7,41 7,84 156
. Mortalidade Parametros iniciais Finais
N° de 6bitos / oD
Concentragdes individuos iméveis 0 oD Cond 4
1 2 Total 7 PH (mg.L™) (uSzs.cm™) pH (mg.L7)
Controle 0 0 0 0 7,41 7,84 156 7,24 6,91
1 uI.L'1 0 0 0 0 7,35 7,79 155,3 7,17 6,81
2 uI.L'1 0 0 0 0 7,34 7,76 155,7 7,17 6,75
3 uI.L'1 0 0 0 0 7,37 7,77 155,6 7,24 7,02
4 pI.L'1 0/5 0/5 0 0 7,39 7,85 155,5 7,23 6,88
5 pI.L'1 215 215 4 40% 7,55 7,84 157,5 7,32 7,20
6 pI.L'1 5/5 3/5 8 80% 7,41 7,74 155,1 7,40 7,33
CLso=5,36 |J|/| CEso=4,03 I.ll/l
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Ensaio n°: 04 | VERTIMEC® 18CE Ne. individuos/replicata: 10
Data Inicial: 06/07/2010 Data Final: 08/07/2010
Agua de diluigio
Lote Dureza (mg.L™ CaCO3) pH OD (mg.L™) Condutividade (1Ss.cm™)
05/07/2010 42,0 7,34 7,76 154,8
N® de 6bitos / Mortalidade Parametros iniciais Finais
- Lo PR oD
Concentragdes individuos iméveis oD Cond 4
Total % H . ) H mg.L
. > 0 p (mg.L?) (BSxs.cm™) p (mg.L™)

Controle 0 0 0 0 7,34 7,76 154,8 7,30 741
1plL? 0 0 0 0 7,24 7,69 - 7,23 7,27
2ulL? 0 0 0 0 7,23 7,69 154 7,31 7,33
3ulL? 1/3 3 4 40% 7,27 7,72 156,3 7,26 7,22
4ul.L? 215 0/5 2 20% 7,23 7,70 155,7 7,31 7,39
5 uI.L'1 3/5 5/5 8 80% 7,23 7,72 155,1 7,36 7,44
6ulL” 5/5 5/5 10 100% 7,24 7,73 155 7,38 7,41
7ulL? 5/5 5/5 10 100% 7,33 7,73 154,8 7,40 7,54

ClLso= 3,88 pl.L™? CEso=2,81 pl.L™?
Ensaio n°: 05 | VERTIMEC® 18CE Ne. individuos/replicata: 10
Data Inicial: 06/07/2010 Data Final: 08/07/2010
Agua de diluigéo
Lote Dureza (mg.L™ CaCOs) pH OD (mg.L™) Condutividade (1Ss.cm™)
05/07/2010 42,0 7,34 7,76 154,8
N° de 6bitos / Mortalidade Parémetros iniciais Finais
Lo PR oD oD
divid
Concentrages individuos iméveis % pH (mg.L ) Cond pH (mg.L )
-1
Total pH oD Cond (nSzs.cm™) oD
1 2 (mg.L™) (wSgs.cm pH (mg.L™)
)

Controle 0 0 0 0 7,34 7,76 154,8 7,30 7,41
1plL? 0 0 0 0 7,24 7,69 - 7,26 7,24
2ulL? 0 0 0 0 7,23 7,69 154 7,34 7,33
3ulL? 0 0/5 0 0 7,27 7,72 156,3 7,29 717
4ul.L? 2/5 1/5 3 30% 7,23 7,70 155,7 7,34 7,40
5pulL? 415 215 6 60% 7,23 7,72 155,1 7,31 7,29
6pulL? 415 5/5 9 90% 7,24 7,73 155 7,37 7,45
7ulL? 5/5 5/5 10 100% 7,33 7,73 154,8 7,37 7,27

CLso= 4,56 ul.L™? CEso= 2,91 pl.L™
nsaio n°: . individuos/replicata:
Ensaio n°: 06 VERTIMEC® 18CE Ne°. individuos/repli 10
Data Inicial: 10/11/2010 Data Final: 12/11/2010
Agua de diluigo
Lote Dureza (mg.L™ CaCO3) pH 0D (mg.L?) Condutividade (j1Szs.cm™)
05/07/2010 40,0 7,36 7,27 156,3
N° de 6bitos / Mortalidade Parametros iniciais Finais
" Lo PR oD
Concentragdes individuos iméveis oD Cond 4
Total % H B § H mg.L
: - P (mgL?) | (uSmcm) P (L)

Controle 0 0 0 0 7,36 7,27 156,3 7,24 6,37
1 uI.L'1 0 0 0 0 7,18 7,17 150,5 7,26 6,16
2ulL? 0 0 0 0 7,23 7,18 151,3 7,28 6,22
3 uI.L'1 0 0 0 0 7,30 7,21 150,7 7,35 6,35
4ul.L? 0 0 0 0 7,26 7,20 149,2 7,26 6,12
5ul.L? 0/1 0/1 0 0 7,30 7,21 148,1 7,30 6,17
6pulL™ 3/4 2/4 5 50% 7,30 7,22 147,3 7,44 6,55
7pulL? 5/5 3/3 8 80% 7,30 7,20 147,0 7,49 6,79
8 pI.L'1 5/5 5/5 10 100% 7,28 7,21 147,2 7,28 5,56

CLso= 6,13 ul.L™* CEso= 5,59 ul.L™




Continuacdo da Tabela 4

85

Ensaio n°: 07

| VERTIMEC® 18CE

Ne°. individuos/replicata: 10

Data Inicial: 10/11/2010

Data Final: 12/11/2010

Agua de diluigio

Lote Dureza (mg.L™ CaCO; pH OD (mg.L™) Condutividade (1Ss.cm™)
05/07/2010 40,0 7,36 7,27 156,3
N® de 6bitos / Mortalidade Parametros iniciais Finais
- Lo L oD
Concentragdes individuos iméveis oD Cond 4
Total % H ; ) H (mg.L™)
. > P Mma.LY) | (@Ssem?) P
Controle 0 0 0 0 7,36 7,27 156,3 7,24 6,37
1plplL? 0 0 0 0 7,18 7,17 150,5 7,24 6,20
2ulL? 0 0 0 0 7,23 7,18 151,3 7,33 6,25
3pulL? 0 0 0 0 7,30 7,21 150,7 7,32 6,06
4ul.L? 0 0 0 0 7,26 7,20 149,2 7,40 6,40
5ulL? 1/1 0/1 1 10% 7,30 7,21 148,1 7,36 6,33
6ulL! 2/4 2/4 4 40% 7,30 7,22 147,3 7,49 6,60
7ulL? 414 5/5 9 90% 7,30 7,20 147,0 7,64 7,01
gul.L?! 5/5 5/5 10 100% 7,28 7,21 147,2 7,60 6,84
ClLso= 6,02 ul.L™? CEs=5,63 pl.L™*
Ensaio n°: 08 | VERTIMEC® 18CE Ne. individuos/replicata: 10
Data Inicial: 10/12/2010 Data Final: 12/12/2010
Agua de diluigio
Lote Dureza (mg.L™ CaCOs) pH OD (mg.L™) Condutividade (1Ss.cm™)
09/12/2010 42,0 7,30 7,54 152,6
N de 6bitos / Mortalidade Parametros iniciais Finais
- Lo L oD
Concentracdes individuos imoveis oD Cond 1
Total % H } ) H (mg.L™)
N ; P (mgL?) | (uSmem?) P
Controle 0 0 0 0 7,30 7,54 152,6 7,42 6,37
05ulL? 0 0 0 0 - - - 747 6,29
1plL? 0 0 0 0 - - - 7,46 6,52
2pulL? 0 0 0 0 - - - 7,41 6,44
3ulL? 0/2 0/1 0 0 - - - 7,39 6,35
4ulL? 215 215 4 40% - - - 7,24 5,68
5pulL? 3/4 415 7 70% = = - 7,34 5,08
6ulL? 5/5 5/5 10 100% = = - 7,04 5,30
7ulL? 5/5 5/5 10 100% = = - 7,05 5,18
gul.L?! 5/5 5/5 10 100% = = - 6,97 5,48
ClLso= 4,29 ul.L? CEso= 3,19 pl.L™?
Ensaio n°: 09 | VERTIMEC® 18CE Ne. individuos/replicata: 10
Data Inicial: 10/12/2010 Data Final: 12/12/2010
Agua de diluicdo
Lote Dureza (mg.L" CaCO3) pH OD (mg.L™Y) Condutividade (j1Szs.cm™)
09/12/2010 42,0 7,30 7,54 152,6
N° de 6bitos / Mortalidade Parametros iniciais Finais
N Lo PR OD
Concentragdes individuos iméveis oD Cond 4
Total % H : ) H (mg.L™)
. ; P (Mg.L™) | (uSes.cm) P
Controle 0 0 0 0 7,30 7,54 152,6 7,42 6,32
0,5pulL? 0 0 0 0 - - - 747 6,29
1plL? 0 0 0 0 - - - 7,46 6,52
2ulL? 0 0 0 0 - - - 7,41 6,44
3 pI.L'1 0/1 0/2 0 0 - - - 7,39 6,35
4ul.L? 2/5 3/5 5 50% - - - 7,24 5,68
5ul.L? 5/5 415 9 90% - - - 7,34 5,08
6 pI.L'1 5/5 5/5 10 100% - - - 7,04 5,30
7 pI.L'1 5/5 5/5 10 100% - - - 7,05 5,18
8 pI.L‘1 5/5 5/5 10 100% - - - 6,97 5,48

Clso= 4,01 ul.L?

CEs=3,12 pl.L?
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Ensaio n°: 10

| VERTIMEC® 18CE

Ne°. individuos/replicata: 10

Data Inicial: 14/12/2010

Data Final: 16/12/2010

Agua de diluigio

Lote Dureza (mg.L™ CaCO3) pH OD (mg.L™) Condutividade (1Ss.cm™)
09/12/2010 42,0 7,12 7,12 156,8
M li Para iniciai Finai
N® de 6bitos / ortalidade arametros iniciais inais —
Concentragdes individuos iméveis oD Cond 1
Total % H . . H mg.L
. > 0 p (mg.L?) (BSxs.cm™) p (mg.L™)
Controle 0 0 0 0 7,12 7,12 155,8 7,12 5,73
1plL? 0 0 0 0 - - - 6,98 4,99
2ulL? 0 1/1 1 10% - - - 7,22 5,68
4ulL? 3/5 3/5 6 60% - - - 7,29 6,23
6ulL! 5/5 5/5 10 100% - - - 7,50 6,76
8 pI.L'1 5/5 5/5 10 100% - - - 7,02 4,55
Clso=3,93 ul.L™? CEso= 2,46 pl.L™*
Ensaio n°: 11 | VERTIMEC® 18CE Ne. individuos/replicata: 10
Data Inicial: 14/12/2010 Data Final: 16/12/2010
Agua de diluigio
Lote Dureza (mg.L™ CaCOs) pH OD (mg.L™) Condutividade (1Ss.cm™)
09/12/2010 42,0 7,12 7,12 156,8
. Mortalidade Parametros iniciais Finais
N° de 6bitos / oD
Concentragdes individuos imdveis 0 oD Cond 1
7 H mg.L
: : Total 6 p (mg.L%) (WSws.c) pH (mg.L™)
Controle 0 0 0 0 7,12 7,12 155,8 7,23 5,73
1plL? 0 0 0 0 - - - 7,07 4,92
2ulL? 0 0 0 0 - - - 7,20 543
4ul.L? 214 215 4 40% - - - 7,31 6,09
6ulL? 5/5 5/5 10 100% - - - 7,35 6,50
8 uI.L'1 5/5 5/5 10 100% - - - 7,11 4,72

Clso= 3,47 ul.L?

CEso: 2,98 H'Ll
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Tabela 5: Resultados dos testes de toxicidade cronicas de curta duracdo com Danio rerio.

Ensaio: Cronico com Vertimec® 18CE

Ensaio: in situ N° individuos/replicata: 10

Data Inicial: 10/12/2010

Data Final: 17/12/2010

Agua de diluigo

Lote Dureza (mg.L" CaCO3) pH OD (mg.L™?) Condutividade (uS;s.cm™)
08/12/2010 42,0 7,30 7,54 154,8
i N° de 6bitos / individuos iméveis Parametros fisicas e quimicas finais
Concentrac6es / Amostra | Tempo Horas
-1 -1
1 2 3 4 % de sobreviv. PH | OD (mg.L™) cond (Ss.cm)
Oh 0 0 0 0 100% 7,30 7,54 152,6
48h 0 0 0 0 100% 7,14 7,13 146,9
Controle 1 96h 0 0 0 0 100% 72| .12 156,
168h 0 0 0 0 100% 7,45 6,87 200,0
Oh 0 0 0 0 100% 7,30 7,54 152,6
a 48h 0 0 0 0 100% 7,47 6,29 -
0,05ulL 96h 0 0 0 0 100% 7,32 6,06 158,1
168h 0 1 0 0 97,5% 7,45 6,77 175
Oh 0 0 0 0 100% 7,30 7,54 152,6
I 48h 0 0 0 0 100% 7,46 6,52 -
HL 96h 0 0 0 1 97,5% 7,38 6,28 159,4
168h 0/1 0 0/2 1/2 97,5% 7,42 6,67 175,8
Oh 0 0 0 0 100% 7,30 7,54 152,6
o ulLt 48h 0 0 0 0 100% - - -
K 96h 0 0 2 1 92,5% 732| 504 162,8
168h 0/4 0/6 3/9 1/10 90% 7,42 6,60 175
Oh 0 0 0 0 100% 7,30 7,54 152,6
3ulLt 48h 2 2 2 1 82,5% - - -
HL 96h 2 3 3 3 72,5% 7,38 6,03 161,8
168h 2/10 | 5/10 3/7 5/10 62,5% 7,29 6,03 179,5
Oh 0 0 0 0 100% 7,30 7,54 152,6
AulLt 48h 4 4 1 3 70% - - -
HE 96h 6 5 2 4 575% 743 162
168h 7/10 | 5/10 | 4/10 | 4/10 50% 7,34 178,5
Oh 0 0 0 0 100% 7,30 7,54 152,6
5Lt 48h 7 9 5 5 35% 7,45 7,12 156,8
HE 96h 9 10 6 7 20% 740|592 176,3
168h 10/10(10/10|10/10|10/10 0% 7,44 6,69 181,5
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Tabela 6: Resultados dos testes de toxicidade crénica de curta duragdo com Danio rerio com
amostras provenientes do campo (RNC: runoff ndo contaminado; RC: runoff contaminado; V:
aplicacéo direta de Vertimec® 18CE).

Ensaio: Amostra ambiental em laboratério N°, individuos/replicata: 10
Data Inicial: 07/04/2010 Data Final: 14/04/2010
Parametros Fisicos Quimicos
Concentragdes / Tempo N° de 6bitos por réplica Iniciais Finais
Amostr Hor - - -
ostra oras —— S— oH | oD (mg.LY) Cond (y)szg.cm pH oD ()rPg.L Cond (E)st.cm
Oh ofo 100% 7,02 7,93 29,9 -
48h 0]0 100% 7,14 6,67 39,1 757 7,63 334
Controle 1
96h 0]0 100% 7,12 7,42 34,2 7,15 7,45 34,9
168h 0]0 100% 7,29 7,49 38,5 7,22 7,49 379
Oh 0|0 100% 7,08 7,86 26,1 - - -
48h 0]0 100% 7,11 7,62 31,1 7,12 7,58 31,2
Controle 2
96h 0]0 100% 7,14 7,45 31,3 7,13 7,43 31,2
168h 0|1 95% 7,24 7,48 35,1 7,18 747 34,6
Oh 0]0 100% 7,12 7,84 31,9 - - -
48h 0]0 100% 7,23 7,84 35,6 7,19 7,75 34,6
Controle 3
96h oo 100% 7,27 7,47 38 7,19 7,51 36,8
168h oo 100% 7,36 7,62 40 7,36 7,63 40
Oh ofo0 100% 7,12 7,77 29,9 - - -
RNC 1 48h oo 100% 7,11 7,70 33,2 7,09 7,48 33,9
96h oo 100% 7,16 7,45 33,8 713 7,25 34,5
168h 0|0 100% 7,08 7,41 35,7 7,10 7,32 36,9
Oh oo 100% 6,99 7,79 28 - - -
RNC 2 48h oo 100% 7,17 7,80 32,5 7,16 7,79 32,3
96h 0]0 100% 7,13 7,44 33,1 7,13 7,45 32,6
168h 0]0 100% 7,19 7,48 35,7 7,14 7,38 35,1
Oh oo 100% 6,96 7,78 33 - - -
RNC 3 48h 0]0 100% 7,21 7,75 37,8 7,19 7,69 37,5
96h 0]0 100% 7,22 7,51 38,7 7,19 7,44 39,4
168h 0]0 100% 7,25 7,45 43,5 7,28 7,46 354
Oh oo 100% 6,98 7,80 27,4 - - -
RC 1 48h 0]0 100% 7,09 7,60 31,1 7,11 7,64 315
96h 0]0 100% 7,08 7,31 31,9 7,15 7,34 32,7
168h 0]0 100% 7,18 7,38 35,7 7,20 7,44 354
Oh 0]0 100% 6,98 7,87 27,4 - - -
RC 2 48h 0]0 100% 7,08 7,63 31,2 7,13 7,73 32,1
96h 0]0 100% 7,12 7,31 32,4 7,15 7,39 33,3
168h 0]0 100% 7,17 7,40 34,3 7,18 7,43 36,2
Oh 0]0 100% 6,98 7,79 29,7 - - -
RC3 48h 0[O0 100% 7,13 7,61 34,3 7,16 7,63 33,2
96h 0[O0 100% 7,11 7,37 34,8 7,14 7,38 35,1
168h 0[O0 100% 7,17 7,43 37,0 7,22 7,44 37,9
Oh 0[O0 100% 7,05 7,95 27,2 - - -
Vi 48h 0[O0 100% 7,09 7,47 33,1 7,12 7,58 31,7
96h 0[O0 100% 7,08 7,31 33,8 7,17 7,38 33,1
168h 0[O0 100% 7,25 7,23 38,3 7,24 7,22 38,3
Oh 0[O0 100% 6,92 7,85 29,3 - - -
V2 48h 0[O0 100% 7,06 7,60 32,8 7,06 7,50 38,4
96h 0[O0 100% 7,09 7,33 334 7,09 7,35 34,6
168h 0[O0 100% 7,21 7,29 36,5 7,14 7,16 39,8
Oh 0[O0 100% 7,09 7,84 26,4 - - -
V3 48h 0[O0 100% 7,17 7,71 31,1 7,15 7,68 30,2
96h 0[O0 100% 7,16 7,60 31,1 7,15 7,37 30,7
168h 0[O0 100% 7,24 7,32 35,3 7,21 7,28 35,3
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Tabela 7: Resultados dos testes de toxicidade crénica de curta duracdo com Danio rerio no
experimento in situ/mesocosmos (C: controle; RNC: runoff ndo contaminado; RC: runoff
contaminado; V: aplicaco direta de Vertimec® 18CE).

Ensaio: Teste in situ Ensaio: in situ N°, individuos/replicata: 10
Data Inicial: 07/04/2010 Data Final: 14/04/2010
Amostra S N° de 6bitos / individuos imdveis Parametros Fisico Quimicos
T > 3 %6 o Sobrov, pH OD (mg.L™) Cond (uSzs.cm™)
Oh 0 0 0 100% 6,49 6,74 23
Controle 1 48h 0 0 0 100% 7,22 5,17 27
96h 0 0 0 100% 6,44 4,89 33
168h 0 0 0 100% 6,74 5,29 35
Oh 0 0 0 100% 6,49 7,34 21
Controle 2 48h 0 0 0 100% 6,96 6,29 24
96h 0 0 0 100% 6,34 5,68 27
168h 0 0 0 100% 6,59 6,3 29
Oh 0 0 0 100% 6,47 7,36 24
Controle 3 48h 0 0 0 100% 6,85 5,76 27
96h 0 0 0 100% 6,27 4,54 30
168h 0 0 0 100% 6,53 5,42 32
Oh 0 0 0 100% 6,41 6,6 23
RNC 1 48h 0 0 0 100% 6,57 5,26 28
96h 0 0 0 100% 6,15 4,03 34
168h 0 1 1 93,33% 6,39 4,09 37
Oh 0 0 0 100% 6,22 6,42 22
RNC 2 48h 0 0 0 100% 6,48 4,49 29
96h 0 0 0 100% 6,18 2,01 35
168h 0 1 7 73,33% 6,09 1,64 39
Oh 0 0 0 100% 6,09 6,98 27
RNC 3 48h 0 0 0 100% 6,32 4,2 36
96h 0 0 0 100% 6,12 2,38 43
168h 0 0 0 100% 6,05 2,32 47
Oh 0 0 0 100% 5,99 7,03 22
RC1 48h 0 0 0 100% 6,3 4,81 28
96h 0 0 0 100% 6,35 3,99 32
168h 0 0 0 100% 6,39 3,89 35
Oh 0 0 0 100% 6,08 7,05 22
RC 2 48h 0 0 0 100% 6,29 5,59 26
96h 0 1 0 96,66% 6,31 4 29
168h 0 1 1 93,33% 6,29 4.6 30
Oh 0 0 0 100% 6,06 6,79 23
RC 3 48h 0 0 0 100% 6,27 5,42 26
96h 0 0 0 100% 6,28 3,48 31
168h 0 1 1 100% 6,21 3,55 34
Oh 0 0 0 100% 6,17 8,5 22
Vi 48h 0 1 0 96,66% 6,16 7,13 27
96h 0/5 1/5 0/5 96,66% 6,1 5,96 30
168h 2/5 1/4 0/3 90% 6,15 6,8 31
Oh 0 0 0 100% 6,3 7,6 23
V2 48h 0 0 1 96,66% 6,18 5,64 28
96h 1/2 1/3 3/4 83,33% 6,06 4,99 32
168h 2/0 1/0 4/4 76,66 6,16 5,86 34
Oh 0 0 0 100% 6,35 7,24 22
V3 48h 2 1 1 86,66% 6,21 5,78 25
96h 5/8 1/3 1/6 76,66% 6,7 5,24 28
168h 4/8 2/5 4/8 66,66% 6,16 6,24 29
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Tabela 8: Resultados dos testes de toxicidade cronicas de curta duragdo com Danio rerio com as
diferentes dilui¢des de runoff contaminado e ndo contaminado (RNC: runoff ndo contaminado; RC:
runoff contaminado).

Ensaio: Diluicdes do runoff Ensaio: in situ N°, individuos/replicata: 10
Data Inicial: 07/04/2010 Data Final: 14/04/2010
Agua de diluigo
Lote Dureza (mg.L™" CaCO3) pH 0D (mg.L™) Condutividade (uS;s.cm™)
06/04/2010 42,0 7,12 7,40 162,9
Concentracdes / N° de Obitos por réplica Parametros Fisico Quimicos
Amostra Tempo (Horas)
-1 -1
112 % de sobrev. pH OD (mg.L™) Cond (uSzs.cm™)

Oh 0|0 100% 7,25 7,45 165,8
Controle 48h 0|0 100% 7,48 7,75 179,1
96h 0] 0 100% 7,30 7,60 235
168h 0]0 100% 7,43 7,60 193,3

Oh 0| 0 100% 7,12 7,38 150
6.12% 48h 0]0 100% 7,38 7,56 153,5
96h 0] 0 100% 7,32 7,69 158,2
168h 0|0 100% 7,37 7,59 164,4
Oh 0] 0 100% 7,06 7,19 121,3
250 48h 0]0 100% 7,30 7,81 125,0

96h 0] 0 100% 7,14 7,67 132
168h 0]0 100% 7,27 7,65 139,5

Oh 0] 0 100% 6,51 6,99 87,2

48h 0]0 100% 7,06 7,71 89,7

RNC 50% 96h 0] 0 100% 7,99 7,60 91,2
168h 0|0 100% 6,94 7,57 94,2

Oh 0] 0 100% 6,58 6,85 51,9

75% 48h 0]0 100% 7,04 7,64 53,7

96h 0]0 100% 6,79 7,58 54,5

168h 0]0 100% 6,81 7,51 60,4

Oh 0] 0 100% 6,49 6,69 18,7

100% 48h 0]0 100% 7,01 7,66 20,6

96h 0] 0 100% 6,62 7,56 20,4

168h 0] 0 100% 6,68 7,34 21,9
Oh 0] 0 100% 7,12 6,21 146,3
6.12% 48h 0]0 100% 7,42 7,86 154,3
' 96h 0]0 100% 7,21 7,62 159,3
168h 0]0 100% 7,22 7,56 165,9
Oh 0|0 100% 7,15 7,22 125,2
25% 48h 0]0 100% 7,32 7,51 130,0
96h 0]0 100% 7,14 7,48 131,6
168h 0]0 100% 7,13 7,51 135,7

Oh 0]0 100% 6,92 6,93 92,8

48h 0]0 100% 7,08 7,21 96,6

RC 50% 96h 0|0 100% 7,06 7,55 98,8
168h 0|0 100% 7,15 7,45 105,8

Oh 0|0 100% 6,78 6,72 60,8

75% 48h 0|0 100% 6,88 7,42 63,0

96h 0|0 100% 7,03 7,57 66,9

168h 0|0 100% 7,13 7,64 75,2

Oh 0|0 100% 6,75 6,51 29,7

100% 48h 0|0 100% 6,65 7,70 31,1

96h 0|0 100% 6,99 7,54 33,1

168h 0|0 100% 7,09 7,61 39,5
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Biometria: 07/04/2010
R2 = 0,8876
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o b
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Biometria: 12/11/2010
Rz = 0,9264
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222
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Comprimento

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14
Peso (g)

Figura 1: Correlagdo peso (g) x comprimento (cm) na avaliagdo biométrica inicial dos juvenis de
Danio rerio.
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Tabela 9: Biometria dos juvenis de Danio rerio expostos ao experimento in situ (C: controle; RNC:
runoff ndo contaminado; RC: runoff contaminado; V: aplicacdo direta de Vertimec® 18CE).

Experimento in situ

Tratamento Data inicio Data fim Tratamento Data inicio Data fim Tratamento Data inicio Data fim
C1 07/04/2010 14/04/2010 C2 07/04/2010 14/04/2010 C3 07/04/2010 14/04/2010
Comprimento Comprimento Comprimento
Individuo total (cm) Peso (g) Individuo total (cm) Peso (g) Individuo total (cm) Peso (g)
1 1,24 0,0126 1 1,115 0,0138 1 1,19 0,0114
2 1,08 0,0085 2 1,1 0,0258 2 1,2 0,0097
3 1,13 0,0093 3 1,1 0,0103 3 1,21 0,0127
4 1,135 0,0116 4 1,11 0,0124 4 1,21 0,0104
5 1,14 0,0112 5 1,11 0,0101 5 1,23 0,0135
6 1,15 0,0124 6 1,12 0,0238 6 1,275 0,0128
7 1,185 0,0132 7 1,17 0,0197 7 1,28 0,0164
8 1,2 0,0146 8 1,175 0,0227 8 1,28 0,0148
9 1,25 0,0084 9 1,185 0,009 9 1,285 0,01
10 1,265 0,0163 10 1,2 0,0129 10 1,385 0,0212
11 1,285 0,0195 11 1,21 0,0071 11 14 0,019
12 1,285 0,0139 12 1,33 0,0185 12 1,4 0,024
13 1,305 0,014 13 1,43 0,0203 13 1,455 0,0227
14 1,335 0,0204 14 1,45 0,009 14 1,47 0,0255
15 1,34 0,0203 15 1,48 0,0096 15 1,495 0,0245
16 1,425 0,0258 16 1,49 0,0229 16 15 0,0213
17 1,465 0,023 17 1,49 0,0163 17 15 0,0238
18 1,52 0,0281 18 1,52 0,0272 18 1,53 0,0292
19 1,535 0,0285 19 1,53 0,0313 19 1,545 0,0293
20 1,58 0,0334 20 1,64 0,0345 20 1,74 0,0363
21 1,59 0,0279 21 1,9 0,0148 21 1,9 0,0421
22 1,64 0,0345 22 1,955 0,075 22 1,95 0,0116
23 1,64 0,0436 23 2,15 0,0259 23 2,14 0,0773
24 1,7 0,0378
25 1,81 0,0198
26 2,25 0,0677
Tratamento Data inicio Data fim Tratamento Data inicio Data fim Tratamento Data inicio Data fim
RNC 1 07/04/2010 14/04/2010 RNC 2 07/04/2010 14/04/2010 RNC 3 07/04/2010 14/04/2010
Comprimento Comprimento Comprimento
Individuo total (cm) Peso (g) Individuo total (cm) Peso (g) Individuo total (cm) Peso (g)
1 1,14 0,09 1 1,27 0,0164 1 1,8 0,0404
2 1,42 0,0183 2 1,3 0,0154 2 1,465 0,0204
3 1,3 0,0112 3 1,305 0,0158 3 1,415 0,0159
4 1,24 0,0131 4 1,155 0,0094 4 1,725 0,0374
5 1,35 0,0141 5 1,23 0,0369 5 14 0,02
6 1,22 0,0124 6 1,32 0,0114 6 1,18 0,0101
7 1,46 0,0219 7 1,135 0,0087 7 1,44 0,0199
8 1,145 0,0114 8 1,205 0,0157 8 1,455 0,022
9 1,25 0,0137 9 1,44 0,0229 9 1,17 0,0104
10 1,675 0,0371 10 1,23 0,0161 10 1,675 0,037
11 1,45 0,0208 11 1,16 0,0081 11 1,78 0,0399
12 15 0,025 12 1,12 0,0093 12 1,31 0,0136
13 1,65 0,0305 13 1,54 0,0262 13 1,32 0,02
14 1,255 0,0093 14 2,32 0,0915 14 1,31 0,0121
15 1,145 0,0062 15 1,125 0,0058 15 1,07 0,0075
16 1,3 0,0171 16 1,125 0,0102 16 1,415 0,0188
17 1,18 0,0206 17 1,235 0,0102 17 1,195 0,0068
18 1,365 0,0103 18 1,41 0,0162 18 1,11 0,0074
19 1,445 0,0132 19 1,125 0,0091 19 1,475 0,023
20 1,45 0,0217 20 1,265 0,012 20 1,315 0,0138
21 1,23 0,0118 21 1,065 0,0075
22 1,29 0,0146 22 1,32 0,0148
23 1,21 0,0128 23 1,22 0,0142
24 1,2 0,0116 24 1,22 0,0088
25 1,42 0,0184
26 1,27 0,0104
27 1,23 0,0092
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Experimento in situ

Tratamento Data inicio Data fim | Tratamento Data inicio Data fim | Tratamento Data inicio Data fim
RC1 07/04/2010 14/04/2010 RC?2 07/04/2010 14/04/2010 RC3 07/04/2010 14/04/2010
Comprimento Comprimento Comprimento
Individuo total (cm) Peso (g) Individuo total (cm) Peso (g) Individuo total (cm) Peso (g)
1 1,22 0,0119 1 1,25 0,014 1 1,06 0,009
2 1,86 0,048 2 1,27 0,0151 2 1,435 0,024
3 1,455 0,0189 3 1,32 0,0159 3 1,95 0,06
4 1,98 0,0575 4 1,78 0,0401 4 1,38 0,0173
5 1,175 0,0089 5 1,55 0,0239 5 1,62 0,0321
6 1,18 0,0369 6 1,49 0,0153 6 1,475 0,0212
7 1,61 0,0309 7 1,52 0,0271 7 1,33 0,0168
8 1,49 0,0224 8 1,22 0,0096 8 1,45 0,027
9 2,12 0,0936 9 1,12 0,0073 9 1,27 0,0151
10 1,775 0,0378 10 14 0,0224 10 15 0,026
11 1,45 0,0205 11 12 0,0101 11 1,405 0,0162
12 2,93 0,0704 12 1,55 0,0276 12 1,19 0,0101
13 1,77 0,0389 13 1,55 0,024 13 2,24 0,089
14 1,68 0,0324 14 1,55 0,032 14 1,16 0,0098
15 1,29 0,014 15 1,405 0,0179 15 1,16 0,0089
16 1,135 0,012 16 1,4 0,0205 16 1,15 0,0105
17 1,56 0,0239 17 1,57 0,0284 17 1,19 0,012
18 1,6 0,0292 18 1,61 0,0316 18 1,19 0,0132
19 1,25 0,0112 19 2,49 0,0986 19 1,34 0,0152
20 1,25 0,0137 20 1,325 0,0157 20 1,115 0,0122
21 1,17 0,0068 21 1,33 0,0182 21 1,305 0,0171
22 1,34 0,0153 22 1,42 0,0201 22 1,43 0,0215
23 1,285 0,0087 23 1,3 0,0129 23 1,23 0,0143
24 11 0,0078 24 1,23 0,0119 24 1,23 0,0131
25 1,22 0,0081 25 1,25 0,0117 25 1,42 0,0221
26 1,2 0,007 26 1,37 0,0159
27 1,52 0,0311
28 1,38 0,0155
29 1,18 0,0096
Tratamento Data inicio Data fim Tratamento Data inicio Data fim | Tratamento Data inicio Data fim
Vertimec 1 07/04/2010 14/04/2010 | Vertimec 2 07/04/2010 14/04/2010 | Vertimec 3 07/04/2010 14/04/2010
Comprimento Comprimento Comprimento
Individuo total (cm) Peso (g) Individuo total (cm) Peso (g) Individuo total (cm) Peso (g)
1 1,46 0,0166 1 1,27 0,0157 1 1,63 0,0398
2 1,8 0,0323 2 1,61 0,0298 2 1,6 0,0279
3 1,44 0,0167 3 1,31 0,0108 3 1,355 0,0155
4 1,67 0,0305 4 1,39 0,0216 4 1,365 0,016
5 1,87 0,0524 5 1,485 0,0273 5 1,23 0,0001
6 1,39 0,0171 6 1,48 0,0197 6 1,51 0,0209
7 15 0,0198 7 1,39 0,0165 7 1,19 0,0001
8 1,435 0,0133 8 14 0,021 8 1,27 0,0104
9 1,39 0,0141 9 11 0,008 9 1,395 0,0185
10 1,4 0,018 10 1,37 0,0199 10 1,29 0,0126
11 1,38 0,0171 11 1,37 0,0173 11 15 0,0281
12 1,15 0,0075 12 1,14 0,0081 12 1,29 0,0132
13 1,385 0,015 13 1,18 0,0096 13 1,55 0,0283
14 1,38 0,0145 14 1,18 0,0128 14 1,295 0,0143
15 1,08 0,0062 15 1,13 0,0081 15 1,365 0,015
16 1,25 0,0149 16 11 0,0054 16 1,45 0,0179
17 1,26 0,018 17 1,195 0,0093 17 1,53 0,0229
18 1,26 0,0117 18 1,2 0,013 18 14 0,0155
19 1,3 0,0155 19 11 0,0083 19 1,14 0,0068
20 1,25 0,0116 20 1,455 0,0223
21 1,22 0,0062 21 11 0,0047
22 1,28 0,013
23 1,225 0,0085
24 11 0,0061
25 1,15 0,0077
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Tabela 10: Biometria dos juvenis de Danio rerio expostos as amostras provenientes do campo (C:
controle; RNC: runoff ndo contaminado; RC: runoff contaminado; V: aplicacdo direta de Vertimec®

18CE).
Experimento laboratorial
Tratamento Data inicio Data fim | Tratamento Data inicio Data fim | Tratamento Data inicio Data fim
14/04/20 14/04/20 14/04/20
Cl 07/04/2010 10 C2 07/04/2010 10 C3 07/04/2010 10
Comprimento Comprimento Comprimento
Individuo total (cm) Peso (g) Individuo total (cm) Peso (g) Individuo total (cm) Peso (g)
1 0,955 0,0088 1 1,3 0,0139 1 1,08 0,0071
2 1,09 0,0152 2 1,03 0,0083 2 1 0,0052
3 1,17 0,008 3 1,08 0,0089 3 1,27 0,0163
4 11 0,0127 4 1,17 0,0106 4 1,29 0,0134
5 0,94 0,0071 5 1,255 0,0165 5 1,2 0,0094
6 1,03 0,0096 6 1 0,0083 6 1,35 0,0167
7 0,98 0,0051 7 1,38 0,0193 7 1 0,0028
8 0,87 0,0051 8 1,26 0,0166 8 0,98 0,004
9 1,25 0,0149 9 1,1 0,0126 9 0,96 0,0105
10 1,3 0,0141 10 1,41 0,0185 10 1,13 0,0082
11 1,25 0,0128 11 14 0,0177 11 1,09 0,0096
12 1,45 0,0229 12 1,23 0,0147 12 1,12 0,0123
13 1,08 0,0096 13 1,2 0,0118 13 1,08 0,0111
14 0,98 0,0054 14 1,24 0,0164 14 1,12 0,006
15 1,15 0,0121 15 1,05 0,0088 15 1,2 0,012
16 1,48 0,0251 16 1,17 0,0091 16 1,05 0,0062
17 1,27 0,0139 17 1 0,0077 17 1,04 0,0066
18 1,03 0,0056 18 1,14 0,0084 18 1,26 0,0137
Tratamento Data inicio Data fim | Tratamento Data inicio Data fim | Tratamento Data inicio Data fim
14/04/20 14/04/20 14/04/20
RNC1 07/04/2010 10 RNC2 07/04/2010 10 RNC3 07/04/2010 10
Comprimento Comprimento Comprimento
Individuo total (cm) Peso (g) Individuo total (cm) Peso (g) Individuo total (cm) Peso (g)
1 1,12 0,0136 1 1,14 0,0132 1 1,25 0,0147
2 1,48 0,0251 2 1,29 0,0171 2 1,25 0,0135
3 1,39 0,0209 3 1,17 0,0138 3 1,21 0,0119
4 1,25 0,0177 4 1,18 0,016 4 1,395 0,0201
5 0,98 0,0055 5 1,16 0,0108 5 0,97 0,0053
6 1,05 0,0094 6 1,27 0,0144 6 1,22 0,011
7 1,26 0,0156 7 1,04 0,0062 7 1,415 0,0239
8 1,25 0,0128 8 0,87 0,0044 8 1,24 0,0175
9 1,28 0,0154 9 1,04 0,0076 9 1,14 0,01
10 1,16 0,013 10 1,12 0,0063 10 1,22 0,0108
11 1,13 0,0158 11 1,06 0,0119 11 1,095 0,0117
12 1 0,0063 12 1,39 0,0216 12 1,18 0,0111
13 1,05 0,0053 13 1,15 0,0106 13 1,185 0,0106
14 1,41 0,0176 14 1 0,0075 14 12 0,011
15 0,98 0,0042 15 1,05 0,009 15 1,13 0,0108
16 1,09 0,008 16 1,03 0,0086 16 1,365 0,0239
17 1,17 0,0115 17 0,93 0,0084 17 1,14 0,0103
18 1,24 0,0142 18 13 0,0122
19 1,3 0,0199 19 1,145 0,0063
20 1,06 0,0084 20 1 0,0081
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Experimento laboratorial

Tratamento  Data inicio Data fim Tratamento Data inicio Data fim Tratamento Data inicio Data fim
RC1 07/04/2010 14/04/2010 RC2 07/04/2010 14/04/2010 RC3 07/04/2010 14/04/2010
Comprimento Comprimento Comprimento
Individuo total (cm) Peso (g) Individuo total (cm) Peso (g) Individuo total (cm) Peso (g)

1 1,82 0,0539 1 1,15 0,0091 1 1,14 0,0089
2 1,36 0,0194 2 1,3 0,0209 2 1,285 0,0146
3 1,23 0,0135 3 1,33 0,0162 3 1,3 0,0196
4 1,17 0,0122 4 1,08 0,0081 4 1,29 0,0177
5 1,43 0,0218 5 11 0,0104 5 1,15 0,013
6 1,025 0,0088 6 1,12 0,01 6 1,215 0,0136
7 1,16 0,0149 7 1,21 0,0136 7 1,23 0,0145
8 1,07 0,0092 8 0,97 0,0084 8 1,43 0,0196
9 1,185 0,0092 9 1,115 0,014 9 1,43 0,021
10 1,19 0,0105 10 1,125 0,0102 10 1,13 0,0084
11 1,12 0,0079 11 1,095 0,0042 11 1,17 0,0123
12 1,24 0,0162 12 1,49 0,0306 12 1,165 0,0106
13 1,16 0,0115 13 14 0,0094 13 1,11 0,0093
14 1,17 0,0105 14 1,25 0,0182 14 1,265 0,0167
15 1,08 0,0078 15 1,19 0,0109 15 1,24 0,0128
16 1,3 0,0158 16 1,115 0,0077 16 1,11 0,0088
17 0,925 0,0072 17 1,27 0,0145 17 1,17 0,0096
18 1,22 0,0137 18 12 0,012 18 1,06 0,0044
19 1,225 0,0162 19 1,25 0,0125 19 1,14 0,0096
20 1,05 0,0066

Tratamento  Data inicio Data fim Tratamento Data inicio Data fim Tratamento Data inicio Data fim
V1 07/04/2010 14/04/2010 V2 07/04/2010 14/04/2010 V3 07/04/2010 14/04/2010

Comprimento Comprimento Comprimento
Individuo total (cm) Peso (g) Individuo total (cm) Peso (g) Individuo total (cm) Peso (g)

1 1,6 0,0385 1 1,09 0,0074 1 1,31 0,018
2 0,98 0,0053 2 1,22 0,0162 2 1,32 0,0163
3 1,25 0,0148 3 1,18 0,0096 3 1,12 0,0089
4 1,51 0,0245 4 1,32 0,0167 4 1,12 0,0078
5 1,445 0,0188 5 1,52 0,0253 5 1,6 0,0293
6 1,3 0,0135 6 1,33 0,0157 6 1,115 0,0087
7 14 0,017 7 1 0,0057 7 1,115 0,0089
8 1,16 0,0146 8 1,05 0,0062 8 1,07 0,0064
9 1,35 0,0162 9 1,25 0,0162 9 1,08 0,0094
10 1,37 0,0119 10 1,25 0,0098 10 1,035 0,006
11 1,3 0,0179 11 1,04 0,008 11 1,2 0,0162
12 1 0,0081 12 1,29 0,0171 12 1,19 0,0158
13 1,07 0,0116 13 1,24 0,0132 13 11 0,008
14 1,13 0,0106 14 1,29 0,0158 14 1,25 0,0155
15 1,175 0,0124 15 1,15 0,01 15 1,19 0,013
16 1,28 0,0127 16 12 0,0103 16 1,03 0,0102
17 1,28 0,0159 17 12 0,01 17 1,08 0,0083
18 1,24 0,0133 18 1,36 0,0194
19 1,145 0,0092 19 1,12 0,0108




Tabela 11: Anova da anélise do teste cronico de curta duracdo com Vertimec® 18CE

Teste Cronico

ANOVA TABLE
SOURCE DF SS MS F
Between 6 326.429 54.405 56.420*
Within (Error) 21 20.250 0.964
Total 27 346.679

Since critical value F = 2.57 (0.05,6,21)
Since F> Critical F REJECT Ho:All groups equal

TUKEY method of multiple comparisons

Group ID Mean

Mean

7

RPN WSOToO N
o

O-SFRrNWwhOO
13

0.000
5.000
6.250
9.000
9.750
9.750
10.000

¥ X X X % %

* % X X -

* % X%

*

* = significant difference (p=0.05)
Tukey value (7,21) = 4.62

Tabela 12: Anova da analise do experimento em in situ/mesocosmos.

. = no significant difference
s=0.964

Teste in situ
ANOVA TABLE
SOURCE DF SS F
Between 3 482.917 160.972 23.273*
Within (Error) 8 55.333 6.917
Total 11 538.250
Since critical value F = 4.07 (0.05,3,8)
Since F > Critical F REJECT Ho:All groups equal
TUKEY method of multiple comparisons
Group ID Mean Mean 4 3 2
4 \% 14.333 - - -
2 RNC 28.000 * - -
3 RC 28.667 * -
1 C 30.000 *

* = significant difference (p=0.05)
Tukey value (4,8) = 4.53

. = no significant difference

$=6.917
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Tabela 13: Anova da analise do ensaio realizado em laboratério com as amostra do campo

(mesocosmos).
Teste amostra in situ
ANOVA TABLE
SOURCE DF SS MS F
Between 3 1.000 0.333 1.000
Within (Error) 8 2.667 0.333
Total 11 3.667

Critical F value = 4.07 (0.05,3,8)

Since F < Critical F FAIL TO REJECT Ho:All groups equal

Tabela 14: Anova para analise biométrica dos organismos submetidos aos testes de sensibilidade

Vertimec® 18CE.

ANOVA

COMPRIMENTO

Sum of Squares df Mean Square Sig.
IBetween Groups 415 5 ,083 1,438 ,213
\Within Groups 10,919 189 ,058
Total 11,335 194
PESO

Sum of Squares df Mean Square Sig.
IBetween Groups ,002 5 ,000 1,086 ,369
\Within Groups ,070 189 ,000
Total ,072 194

Tabela 15: Anova para analise biométrica dos organismos submetidos ao experimento in situ.

ANOVA

COMPRIMENTO

Sum of Squares df Mean Square Sig.
|Between Groups ,215 3 ,072 1,851 ,138
\Within Groups 10,638 275 ,039
Total 10,853 278
PESO

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
|Between Groups ,001 3 ,000 3,614 ,014*
\Within Groups ,029 275 ,000
Total ,030 278
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Tabela 16: Anova para andlise biométrica dos organismos submetidos ao teste laboratorial com as
amostras do experimento in situ.

ANOVA

COMPRIMENTO

Sum of Squares df Mean Square Sig.
IBetween Groups ,053 3 ,018 1,019 ,385
\Within Groups 3,572 205 ,017
Total 3,625 208
PESO

Sum of Squares df Mean Square Sig.
IBetween Groups ,000 3 ,000 ,549 ,649
\Within Groups ,007 205 ,000
Total ,007 208

ANOVA

COMPRIMENTO

Sum of Squares df Mean Square Sig.
IBetween Groups ,358 10 ,036 1,376 ,196
\Within Groups 3,976 153 ,026
Total 4,334 163
PESO

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
|Between Groups ,000 10 ,000 ,919 ,517
\Within Groups ,007 153 ,000
Total ,007 163

Tabela 17: Anova para analise biométrica dos organismos submetidos aos testes com dilui¢bes da
agua proveniente de runoff.
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APENDICE B: Parimetros fisicos e quimicos do experimento in

situ
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Tabela 1: Resultados das varidveis fisicas e quimicas da &gua obtidos durante o periodo
experimental (C: controle; RNC: runoff ndo contaminado; RC: runoff contaminado e V: aplica(lgéo
direta do Vertimec®18CE), sendo Temp: temperatura em °C; Cond: Condutividade em pS.cm™; e
OD: concentracéo de oxigénio dissolvido em mg.L™.

Tempo C1 C2 C3
(horas) Temp pH Cond OD | Temp pH Cond OD | Temp pH Cond OD
Oh 20,0 4,98 21 546 | 20,1 4,97 21 6,75 | 20,1 4,98 23 6,11
3h 215 6,49 23 6,74 | 215 6,49 21 7,34 | 216 6,47 24 7,36
24h 209 691 26 573 | 21,1 6,64 26 6,00 | 21,1 6,62 26 6,00
48h 199 722 27 517 | 19,8 6,96 24 6,29 | 199 6,85 27 5,76
72h 19,7 6,66 30 533 | 19,8 6,52 25 6,18 | 199 6,44 28 5,56
96h 20,0 6,81 30 531 | 199 6,65 25 598 | 20,0 6,58 29 5,03
120h 206 6,44 33 489 | 205 634 27 568 | 20,5 6,27 30 4,54
144h 20,7 6,71 44 510 | 20,6 6,57 32 584 | 20,6 648 32 4,16
168h 21,1 6,73 39 505 | 21,0 6,59 29 570 | 20,9 6,50 32 5,04
220h 21,3 6,74 35 529 | 212 6,59 29 6,30 | 21,1 6,53 32 5,42
RNC1 RNC2 RNC3
Oh 20,0 491 22 6,32 | 20,0 4,86 22 589 | 20,1 4,85 24 6,05
3h 21,6 6,41 23 6,60 | 21,7 6,22 22 6,42 | 21,8 6,09 27 6,98
24h 21,0 6,25 27 6,88 | 21,2 6,22 28 471 | 214 6,07 34 5,39
48h 199 6,57 28 526 | 20,0 6,48 29 449 | 20,1 6,32 36 4,20
72h 19,8 6,51 31 418 | 199 6,37 32 363 | 199 6,21 39 3,23
96h 20,1 6,56 32 410 | 201 644 33 296 | 20,1 6,34 40 3,32
120h 20,4 6,15 34 403 | 206 6,18 35 201 | 206 6,12 43 2,38
144h 20,6 6,27 36 4,19 | 20,7 6,27 36 221 | 20,7 6,15 44 2,46
168h 21,1 6,41 38 353 | 21,1 6,31 38 1,78 | 21,1 6,18 46 2,36
220h 21,2 6,39 37 4,09 | 212 6,09 39 164 | 21,2 6,05 47 2,32
RC1 RC2 RC3
Oh 20,0 5,06 22 6,76 | 20,1 4,90 23 588 | 20,0 4,96 27 5,58
3h 215 599 22 7,03 | 215 6,08 22 705 | 21,6 6,06 23 6,79
24h 21,0 6,45 27 579 | 21,1 6,39 24 6,00 | 21,3 6,33 25 5,82
48h 199 6,30 28 481 | 19,8 6,29 26 559 | 19,9 6,27 26 5,42
72h 199 6,55 30 405 | 199 6,43 27 4,72 | 20,0 6,37 28 4,58
96h 20,1 6,58 31 445 | 20,1 6,46 28 492 | 20,2 6,42 29 4,68
120h 205 6,35 32 399 | 206 6,31 29 4,00 | 205 6,28 31 3,48
144h 20,6 6,30 34 4,06 | 20,7 6,23 29 4,23 | 20,7 6,17 32 3,97
168h 21,1 6,30 35 4,00 | 21,0 6,21 30 4,02 | 21,0 6,09 35 3,37
220h 21,1 6,39 35 389 | 21,2 6,29 30 460 | 21,1 6,21 34 3,55
V1 V2 V3
Oh 198 541 21 6,57 | 20,0 5,08 23 6,08 | 20,1 5,05 22 6,50
3h 21,3 6,17 22 8,50 | 215 6,30 23 760 | 216 6,35 22 7,24
24h 20,9 6,17 26 743 | 21,4 6,19 27 578 | 21,4 6,10 24 7,22
48h 198 6,16 27 7,13 | 20,0 6,18 28 564 | 20,2 6,21 25 5,78
72h 199 6,42 28 6,75 | 20,1 6,38 30 497 | 20,1 6,26 27 5,80
96h 20,2 7,45 30 6,90 | 205 6,35 32 452 | 20,8 6,27 27 5,30
120h 20,6 6,10 30 596 | 20,6 6,06 32 499 | 20,7 6,70 28 5,24
144h 20,7 6,06 30 6,56 | 20,8 6,08 33 528 | 20,9 6,07 28 5,77
168h 21,1 6,11 32 6,04 | 21,2 6,07 34 559 | 21,2 6,08 30 5,99
220h 21,1 6,15 31 6,80 | 21,2 6,16 34 586 | 21,2 6,16 29 6,24
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Tabela 2: Valores médios para a analise de nutrientes durante o periodo experimental (C: controle;
RNC: runoff ndo contaminado; RC: runoff contaminado e V: aplicacéo direta do Vertimec®18 CE;
EXT: ponto externo; PID: fosfato inorganico dissolvido; POD: fosfato orgénico dissolvido).

Nutrientes Dissolvidos: NO, (ug.L™) Nutrientes Dissolvidos: NO; (ug.L™)
Oh 3h 48h 96h 120h 168h Oh 3h 48h 96h 120h 168h
Cl 2,76 2,18 2,6 2,7 3,34 3,36 |C1 76,86 152,89 39,29 35,1 94,13 94,15
C2 3,19 2,09 3,1 2,27 2,18 193 [C2 42,45 13497 47,47 31,95 48,56 61,96
C3 2,8 1,91 3,03 247 2,9 3,58 |C3 38,03 322,46 42,41 3398 41,46 31,12

RNC1 2,5 9,84 9,56 7,36 6,32 4,94 [RNC1 59,63 13949 69,21 57,43 4588 44,53
RNC2 2,76 6,99 6,58 7,5 5,81 6,23 |RNC2 152,61 1937 5554 56,64 33,66 37,25
RNC3 3,19 8,89 8,78 6,68 6,62 7,62 |RNC3 112,51 17814 112 32,78 51,45 355
RC1 2,64 5,64 7,54 6,62 6,6 58 |[RC1 33,59 151 78,52 36,47 41,49 68,2
RC2 2,34 10,53 4,75 4,33 4,67 7,46 |RC2 49,93 1212 56,98 22,05 67,72 38,84
RC3 2,85 4,82 4,85 53 4,34 583 |RC3 53,42 152,63 3761 3356 61,29 3881

V1 2,92 2,96 3,24 2,57 3,28 3,11 |V1 92,84 57,17 57,36 27,53 193,77 23,99
V2 3,24 2,93 3,6 3,39 2,72 3,27 | V2 66,9 91,19 77,38 34,75 27,64 32,39
V3 3,36 2,77 301 279 2,91 3,72 V3 40,92 111,37 136,69 33,56 36,03 33,33
EXT 4,47 4,44 3,46 2,81 3,95 2,36 | EXT 175 192,11 288,01 35,69 57,59 24
Nutrientes Dissolvidos: NH, (ug.L™) Nutrientes Dissolvidos: SiO, (mg.L™)

Oh 3h 48h 96h 120h 168h Oh 3h 48h 96h 120h 168h
C1 168,16 1218 63,31 22,19 9484 90,63 |Cl 0,02 0,02 0,37 0,25 0,36 3,36
C2 163,7 5353 21,36 17,74 23,65 24,79 |C2 0,03 0,14 0,37 0,27 0,36 2,63
C3 169,65 16,45 17,13 19,12 38,7 39,95 | C3 0,1 0,14 0,37 0,25 0,36 2,98

RNC1 150,83 24,87 28,19 66,19 138,13 173,65 |RNC1 0,03 0,16 0,39 0,38 0,48 3,22
RNC2 163,76 122,99 39,86 79,2 18692 207 |RNC2 0,14 0,17 0,38 0,38 0,48 3,11
RNC3 162,1 13396 80,42 11325 21963 236 |RNC3 0,14 0,17 0,4 0,38 0,54 3,34
RC1 151,83 146,38 87,19 66,41 73,74 138,78 |RCl 0,08 0,16 0,39 0,38 0,54 2,97
RC2 189,6 30,1 38,56 27 57,03 60,85 |RC2 0,03 0,62 0,39 0,3 0,48 2,92
RC3 190,17 21,55 39,75 39,34 64,41 102,35 |RC3 0,08 0,15 0,38 0,34 0,47 2,73

Vi1 92,66 11,38 21,49 17,57 72,36 30,78 |V1 0,15 0,15 0,37 0,29 0,48 2,61
V2 68,35 18,23 60,61 47,7 71,7 86,2 |[V2 0,09 0,14 0,38 0,33 0,36 2,6
V3 161,31 7 27,8 12,46 26,79 9,13 [V3 0,14 0,15 0,37 0,32 0,36 2,61
EXT 172,23 1551 27,08 17,04 26,6 20,1 |EXT 0,14 0,14 0,37 0,24 0,37 2,98
Nutrientes Dissolvidos: PID (ug.L™) Nutrientes Dissolvidos: POD (ug.L-1)

Oh 3h 48h 96h 120h 168h Oh 3h 48h 96h 120h 168h
C1 7,18 5,46 554 7,37 5,61 6,81 |Cl1 17,47 9,91 18,89 17,76 15,01 16,54
C2 7,41 7,65 8,16 6,22 4,21 411 |C2 1453 18,15 23,51 14,07 1525 16,27
C3 5,55 498 10,87 7,34 6,8 10,97 |C3 1584 17,16 24,06 18,82 16,85 22,61

RNC1 5,23 23,15 18,67 11,96 11,56 9,29 [RNC1 14,84 39,11 4315 36,26 32,3 27,05
RNC2 3,58 2458 10,04 17,66 1091 1595 [RNC2 16,59 6547 3534 375 2715 2761
RNC3 6,02 24,82 1839 1441 1553 18,08 |RNC3 1523 4583 4648 36,78 39,02 34,9
RC1 3,55 12,89 14,88 13,01 1528 13,79 |RC1 1394 3764 4387 3868 3842 31,12
RC2 2,2 31,18 10,81 8,96 13,22 18,27 |RC2 13,48 79,13 39,58 3553 37,05 40,36
RC3 4,95 13,78 10,19 1163 11,55 17,4 |RC3 16,06 39,99 39,62 3594 3425 34,83

V1 4,93 967 799 935 10,04 7,06 [V1 16,38 20,08 24,8 2411 23,94 19,58
V2 3,45 6,75 6,52 8,7 5,75 7,14 | V2 17,36 19,86 20,41 18,59 15,61 19,47
V3 6,12 713 9,33 588 9,23 7,56 |V3 17,88 1863 24,83 17,43 20,61 18,93
EXT 2,57 7 5,27 I 10,57 6,12 | EXT 15,5 22,27 20,51 19,74 28,04 19,17
Nutrientes Totais: Nitrogénio Total (mg.L™) Nutrientes Totais: Fésforo Total (ug.L™)
Oh 3h 48h 96h 120h 168h Oh 3h 48h 96h 120h 168h
C1 0,23 1,16 028 121 0,79 1,07 |C1 4538 74,67 5542 80,34 6391 166,96
C2 0,89 1,16 0,65 0,65 0,79 0,47 |C2 40,55 53,9 11321 6245 72,07 52,05
C3 0,89 1,35 065 042 0,47 0,84 |C3 4951 69,84 50,67 5577 7824 97,35

RNC1 0,61 1,45 0,51 0,98 0,37 0,84 [RNC1 52,69 25536 158,61 108,76 14256 164,63
RNC2 1,03 1,54 0,61 2,71 0,47 1,35 |RNC2 58,65 477,24 14793 11544 249,12 140,91
RNC3 1,26 2,19 1,59 1,54 0,89 1,26 |RNC3 53,28 30538 19397 124,49 19885 126,91
RC1 0,47 0,98 0,93 1,17 0,93 0,75 |RC1 48,12 226,05 13891 1279 163,77 110,96
RC2 0,89 1,03 1,12 0,93 0,47 0,98 |[RC2 51,29 2302 132,02 119,15 142,27 103,77
RC3 1,03 1,12 1,12 0,75 0,75 0,09 [RC3 53,52 257,23 14457 124,64 202,35 113,88

V1 0,7 1,96 0,98 0,65 0,51 0,61 (V1 75,15 9292 6188 63,78 109,99 77,91
V2 0,75 1,12 0,84 0,84 0,51 0,75 |[V2 58,59 62,03 62,3 64,05 101,44 75,38
V3 0,93 1,68 0,61 0,98 0,09 1,26 | V3 5494 66,07 5467 61,41 13294 83,55

EXT 1,45 1,16 1,58 0,98 0,47 0,89 |EXT 80,22 65,77 27886 6547 11932 78,3
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Tabela 3: Valores de material em suspensdo total, material em suspensdo inorgéanico, material em
suspensdo organico do experimento in situ (C: controle; RNC: runoff ndo contaminado; RC: runoff
contaminado e V: aplicacdo direta do Vertimec® 18CE).

Tempo (horas) Tratamento Mat. Susp. Total (mg.L™) Mat. Susp. Inorg. (mg.L™) Mat. Susp. Org. (mg.L™?)
Oh C1 6,91 1,59 5,33
Oh C2 11,16 2,99 8,18
Oh C3 2,90 0,48 2,43
Oh RC1 37,60 6,10 31,50
Oh RC2 59,10 16,50 42,60
Oh RC3 55,30 13,90 41,40
Oh RNC1 54,10 14,80 39,30
Oh RNC2 48,60 11,10 37,50
Oh RNC3 41,50 9,10 32,40
Oh V1 6,49 1,34 5,15
Oh V2 5,20 1,03 4,17
Oh V3 5,70 1,08 4,63
Oh Externo 7,98 2,45 5,53
3h C1 8,73 2,94 5,79
3h Cc2 10,20 4,65 5,55
3h C3 7,99 3,15 4,84
3h RC1 112,10 63,70 48,40
3h RC2 105,50 85,30 20,20
3h RC3 77,80 51,70 26,10
3h RNC1 177,80 131,10 46,70
3h RNC2 186,00 146,80 39,20
3h RNC3 204,70 163,60 41,10
3h V1 11,36 4,16 7,20
3h V2 7,55 2,48 5,07
3h V3 7,35 2,30 5,05
3h Externo 6,69 1,93 4,76
48h C1 7,03 1,08 5,95
48h Cc2 5,84 1,33 451
48h C3 10,44 4,16 6,28
48h RC1 43,78 32,08 11,70
48h RC2 36,58 28,55 8,03
48h RC3 71,88 50,88 21,00
48h RNC1 58,93 27,35 31,58
48h RNC2 25,15 19,23 5,92
48h RNC3 29,13 20,05 9,07
48h V1 10,00 3,33 6,68
48h V2 8,19 2,50 5,69
48h V3 6,56 1,69 4,88
48h Externo 6,44 1,40 5,04
96h c1 5,50 0,83 4,67
96h c2 5,22 0,81 441
96h C3 3,99 -0,60 4,59
96h RC1 25,13 15,93 9,20
96h RC2 23,05 14,35 8,70
96h RC3 24,35 15,88 8,47
96h RNC1 22,25 13,60 8,65
96h RNC2 33,40 19,35 14,05
96h RNC3 26,65 16,15 10,50
96h V1 5,67 1,32 4,35
96h V2 5,65 1,53 4,13
96h V3 4,78 0,83 3,95
96h Externo 8,43 3,87 4,55
120h C1l 10,55 4,70 5,85
120h C2 5,87 1,30 4,58
120h C3 6,03 0,93 5,10
120h RC1 67,90 45,60 22,30
120h RC2 18,05 10,53 7,52
120h RC3 83,65 50,65 33,00
120h RNC1 21,78 12,83 8,95
120h RNC2 20,05 12,65 7,40
120h RNC3 19,80 12,00 7,80
120h V1 6,16 2,29 3,88
120h V2 5,84 1,58 4,26
120h V3 7,60 4,13 3,48

120h Externo 14,64 5,98 8,66
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Continuacdo da Tabela 3

Data Tratamento Mat. Susp. Total (mg.L™)  Mat. Susp. Inorg. (mg.L™")  Mat. Susp. Org. (mg.L™)
168h C1 32,41 18,93 13,49
168h C2 4,69 0,79 3,90
168h C3 7,93 3,37 4,57
168h RC1 13,93 6,31 7,61
168h RC2 17,08 11,43 5,65
168h RC3 29,01 19,46 9,55
168h RNC1 11,09 6,66 4,43
168h RNC2 15,49 6,85 8,64
168h RNC3 16,43 9,76 6,66
168h V1 19,13 5,30 13,83
168h V2 9,58 4,00 5,58
168h V3 6,20 2,76 3,44
168h Externo 9,29 3,10 6,19

Tabela 4: Valores de material em suspensao total, material em suspensdo inorgéanico, material em
suspensdo organico do runoff e das dilui¢bes testadas.

Tempo (horas) Tratamento Mat. Susp. Total (mg.L™) Mat. Susp. Inorg. (mg.L™) Mat. Susp. Org. (mg.L™?)
Runoff ndo Contaminado 100% 6359,33 3536,67 2822,67
75% 4338,67 1960,67 2378,00
50% 2271,33 2076,67 194,67
25% 1586,00 433,20 1152,80
6,25% - - -
Runoff Contaminado 100% 3722,67 2898,67 824,00
75% 2490 2186,67 303,33
50% 1635,33 1396,67 238,67
25% 877,6 733,60 144,00

6,25% 278,75 225,50 53,25
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Tabela 5: 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
e V: aplicacdo direta do Vertimec®18CE).

Clorofila a (ug.L™)
Controle RNC RC V

Oh 10,76 11,85 8,64 13,49
3h 16,41 22,47 9,35 14,74
48h 12,90 43,42 29,98 12,98
96h 12,90 9,37 1186 8,85
120h 15,85 11,28 26,96 12,82
168h 20,51 11,35 10,38 19,88

Feofitina (ug.L™)
Controle RNC RC \Y

Oh 7,61 9,63 6,86 7,89
3h 5,07 0 2,11 7,84
48h 9,30 51,17 26,18 6,81
96h 5,61 6,25 7,84 10,42
120h 11,69 593 19,99 5,70

168h 11,30 5,02 4,77 6,76
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Tabela 6: Valores médios e os respectivos desvios padrdo obtidos para a analise granulométrica e
conteido de matéria organica inicial e final para os diferentes tratamentos dos mesocosmos e das
parcelas de terreno (C: controle; RNC: runoff ndo contaminado; RC: runoff contaminado; V:
aplicacdo direta do Vertimec® 18CE, I: Inicio; PNC: parcela ndo contaminada; e PC: parcela
contaminada).

Matatéria organica (%) Areia grossa (%) Areia média (%) Areiafina (%)  Silte (%) Argila (%)
Inicio 2,12 (0,06) 1,04 (+0,26) 37,29 (+1,16) 32,45 (£2,20) 9,27 (+1,23) 19,96 (+3,19)
C 2,08 (+0,19) 0,81 (0,12) 36,42 (+2,18) 36,11 (+2,85) 6,8 (+2,15) 19,86 (+2,50)
RNC 2,05 (+0,18) 0,92 (0,24) 36,28 (+0,83) 35,05 (+£1,22) 7,27 (+2,38) 20,49 (+2,53)
RC 1,93 (+0,15) 0,9 (x011) 36,44 (+2,08) 39,12 (+3,33)  8,88(+1,87) 14,6 (+3,00)
\% 2,11 (+0,40) 1,31 (+0,17) 36,54 (+0,46) 33,82 (+1,40) 11 (+0,81) 17,34 (1,20)

Tabela 7: VValores médios para a analise granulométrica e contedo de matéria organica das parcelas
de solo ndo contaminada (PNC) e contaminada (PC).

Mat. Org. (%)  Areiagrossa (%)  Areiamédia (%)  Areiafina (%) Silte (%) Argila (%)
PNC 4,49 0,37 13,95 28,45 27,25 29,97
PC 3,98 0,16 12,04 30,32 27,37 30,1

Tabela 8: Valores e desvios padrdo obtidos para a analise de Nitrogénio e Fosforo no sedimento
para o inicio e ao final do experimento para os diferentes tratamentos dos mesocosmos (C: controle;
RNC: runoff ndo contaminado; RC: runoff contaminado e V: aplicacdo direta do Vertimec®18CE).

Nitrogénio Total (ug.g™)

Inicial C RNC RC \Y
135,33 (+47,36)  81,67(+11,67) 177,33 (¢56,77) 164,89 (£23,49) 96,44 (+47,36)
Fosforo (ug.g?)

Inicial C RNC RC \Y
304,15 (£39,67) 316,26 (+58,83) 312,43 (+36,06) 351,05 (+18,81) 389,94 (+20,53)
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APENDICE C: Fotos dos experimentos
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E F

Figura 1: Area experimental e simulacdo da chuva (A); Contaminacdo dos mesocosmos (B); Area
experimental dos experimentos in situ (mesocosmos) apds a contaminagdo (C); Experimentos com
as diluicdes do runoff contaminado e ndo contaminado (D); Experimentos em laboratorio para
avaliagdo da sensibilidade ao Vertimec® 18CE (E e F).
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ANEXO
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VERTIMEC® 18CE

Registrado no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento - MAPA sob n®:

COMPOSICAO

Ingrediente ativo: (10E,14E,16E,227)-(1R,4S,5°S,6S,6’R,8R,128S, 13S,20R,21R,24S)-6'-[(S)-secbutyl]- 21,24-
dihydroxy-5',11,13,22-tetramethyl-2-oxo-(3,7,19-trioxatetracyclo[15.6.1.14,8.020,24]pentacosa-10,14,16, 22-tetraene-
6-spiro-2'-(5',6'-dihydro-2'Hpyran)- 12-yl 2,6-dideoxy-4-O-(2,6-dideoxy-3-O-methyl-a-L-arabino-hexopyranosyl)-3-O-
methyl-a-Larabino- hexopyranoside (i) mixture with (10E,14E,16E,227)-(1R,4S,5’S,6S,
6’R,8R,12S,13S,20R,21R,24S)-21,24-dihydroxy-6’-isopropyl-5',11,13,22-tetramethyl-2-0x0-3,7,19- trioxatetra
cyclo[15.6.1.14,8.020,24]pentacosa-10,14,16,22-tetraene-6-spiro-2'-(5',6'-dihydro-2'Hpyran)- 12-yl 2,6-dideoxy-4-O-
(2,6- dideoxy-3-O- methyl a-L-arabino- hexopyranosyl) -3-0O- methyl a-Larabino- hexo pyranoside (ii) (4:1)
(Abamecting)........cccccevveveennnnnnn. .18 g/L (1,8% m/v)

Outros Ingredlentes ...942 g/L. (94,2% m/v)

CONTEUDO: vide rétulo

CLASSE: Acaricida/Inseticida/Nematicida

GRUPO QUIMICO: Avermectina

TIPO DE FORMULAGCAO: concentrado emulsionavel (EC)

TITULAR DO REGISTRO:
Syngenta Protecéo de Cultivos Ltda - Av. Nac¢6es Unidas 18001, CEP 04795-900, Sao Paulo - SP, CNPJ
60.744.463/0001-90 - Tel: (11) 5643-2322 - Fax.: (11) 5643-2353 - Registro Secretaria de Agricultura sob n° 001.

FABRICANTES DO PRODUTO TECNICO:
Merck & Co Inc. — 100 Avenue C, Riverside, PA, 17868.
Merck & Co Inc. — PO Box 600 Danville, PA 17821-0600.

FORMULADOR:

Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda. — Rod. SP 332, Km 130, CEP 13140-000, Paulinia, SP, CNPJ 60.744.463 /
0010-80, Registro Secretaria da Agricultura sob n° 453;

Bayer CropScience Ltda — Rua Boa Esperanca, 650 - Belfort Roxo, RJ, CNPJ. 14.372.981/0014-27, Registro
FEEMAJ/RJ sob n° 014/2000;

“O nome do produto e o logotipo Syngenta sdo marcas de uma companhia do grupo Syngenta”.

N° do lote ou partida:
Data de fabricagéo: VIDE EMBALAGEM
Data de vencimento:

ANTES DE USAR O PRODUTO, LEIAO ROTULO, ABULAEA RECEITA E CONSERVE-OS EM SEU
PODER. E OBRIGATORIO O USO DE EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL. PROTEJA-SE. E
OBRIGATORIA A DEVOLUGCAO DA EMBALAGEM VAZIA.

Inddstria Brasileira
PRODUTO COMBUSTIVEL
CLASSE TOXICOLOGICA - 111 - MEDIANAMENTE TOXICO
POTENCIAL DE PERICULOSIDADE AMBIENTAL Il - PRODUTO MUITO PERIGOSO AO MEIO
AMBIENTE



