Efeitos do manejo do solo em areas de pastagem e cultivo de
cana-de-acucar sobre ecossistemas aquaticos continentais
tropicais: uma abordagem realistica em mesocosmos

ISABELE BAIMA FERREIRA FREITAS

« &> EESC - USP






UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ESCOLA DE ENGENHARIA DE SAO CARLOS

ISABELE BAIMA FERREIRA FREITAS

Efeitos do manejo do solo em areas de pastagem e cultivo de cana-de-agUcar sobre ecossistemas
aquaticos continentais tropicais: uma abordagem realistica em mesocosmos

Sao Carlos

2023






ISABELE BAIMA FERREIRA FREITAS

Efeitos do manejo do solo em areas de pastagem e cultivo de cana-de-agUcar sobre ecossistemas
aquaticos continentais tropicais: uma abordagem realistica em mesocosmos

Tese apresentada a Escola de Engenharia de Séo
Carlos, da Universidade de Sao Paulo, como parte dos
requisitos para a obtencdo do titulo de Doutora em
Ciéncias da Engenharia Ambiental.

Orientador: Prof. Tit. Evaldo Luiz Gaeta Espindola

VERSAO CORRIGIDA

Séo Carlos

2023



AUTORIZO A REPRODUGAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO,
POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS
DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Prof. Dr. Sérgio Rodrigues Fontes da
EESC/USP com os dados insendos pelo{a) autor(a).

EEBEZ

Baima Ferreira Freitas, Isabele

Efeitos do manejo do solo em é&reas de pastagem e
cultivo de cana-de-aglicar schre ecossistemas aguaticos
continentais tropicais: uma abordagem realistica em
mesccosmos / Isabele Baima Ferreira Freitas;
orientador Ewaldo Luiz Zaeta Espindola. 53oc Carlos,
2023.

Tese (Doutorado) - Programa de Pas-Graduagdo e
Area de Concentracdc em Ciéncias da Engenharia
Ambiental -- Escola de Engenharia de 53c Carlos da

Universidade de 53oc Paulo, 2023,

1. 2,4=-D. 2. Fipronil. 3. Vinhaga. 4.
Fertilizantes. 5. Awvaliagdo de risco ecoclogico. 6.
Servigos ecossistémicos. I. Titulo.

Eduardo Graziosi Silva - CRB - 8/8907




Candidata: Bacharela ISABELE BAIMA FERREIRA FREITAS.

Titulo da tese: "Efeitos do manejo do solo em areas de pastagem e cultivo de cana-de-
aglcar sobre ecossistemas aquaticos continentais tropicais: uma abordagem realistica em

mesocosmos”.

Data da defesa: 28/09/2023.

Comissdo Julgadora

Prof. Titular Evaldo Luiz Gaeta Espindola
(Orientador)
(Escola de Engenharia de Sdo Carlos/EESC-USP)

Profa. Dra. Eneida Maria Eskinazi Sant'Anna
(Universidade Federal de Ouro Preto/UFOP)

Profa. Dra. Maria Stela Maioli Castilho Noll
(Universidade Estadual Paulista "Jilio de Mesquita
Filho"/UNESP - Sdo José do Rio Preto)

Dr. André Luis Sanchez
(AECOM)

Dr. Lucas Bueno Mendes
(Bayer S/A)

Resultado

- A provacte

@/)Mﬁvm
Q/,)a«,oU'OLéQ

Q}W“J’Wecs
a;pa.ouacﬁ&

Coordenador do Programa de Pés-Graduagéo em Ciéncias da Engenharia Ambiental;

Prof. Tit. Marcelo Zaiat

Presidente da Comissao de Pés-Graduagéo:
Prof. Titular Carlos De Marqui Junior






DEDICATORIA

Dedico esta tese @ minha mae, Claudia,
e a minha avo, Vera,
meus maiores exemplos de amor,

forca, persisténcia e perdao.






AGRADECIMENTOS

A Deus, por cuidar de cada detalhe.

A minha mée, Claudia, pelo amor e apoio incondicional durante todos os momentos. Nada disso

seria possivel sem o seu exemplo.
A minha av0, Velina, por me ensinar que o amor, apesar de tudo, resiste.

Aos meus queridos irmdos Paulinho, Dudu e Daniel, e irméds, Manu e Daniele, por serem 0s

melhores que eu poderia ter.

Aos meus sobrinhos, Heitor e Jodo Henrique, e sobrinha, Beatriz, por me apresentarem o amor

em sua forma mais pura.

Ao meu amor e companheiro de vida, Caio, por segurar a minha mdo em todos os obstaculos do

caminho.

A Marta, Rud e Raissa, por serem carinho em forma de gente e por me darem uma segunda

familia.

Aos meus amigos de alma, Adson e Lorrana, por serem os melhores que eu poderia ter escolhido

para trilhar a vida comigo.

As minhas amigas preciosas, Camila, Andressa, Naiza e Marina. Camila, minha pessoa e
conselheira particular. Andressa, minha sensatez. Naiza, que torna tudo mais especial e animado.
Marina, minha generosidade e companheira de perrengues europeus. Obrigada por serem ouvido

e alento e por deixarem qualquer fardo mais leve.

A Fernanda, por ter se tornado muito mais que uma professora de inglés. Uma amiga para toda a

vida.

A Maria Paula, minha companheira de coletas, por ter sido suporte emocional em tantos

momentos.

A Lais Lopes, obrigada pela lealdade, amizade e partilha de todos 0s perrengues estatisticos.



A Ellen, por compartilhar insights e muitas aventuras internacionais e por ter sido a melhor

companheira de intercdmbio possivel.

A minha psicéloga, Karina, por me fazer enxergar, tantas vezes, a luz no fim do tdnel e por me

ajudar a curar tantas feridas.

Ao meu orientador, Evaldo, obrigada por acreditar e confiar em mim desde o primeiro dia, por
me inspirar tanto pessoal quanto profissionalmente e por me mostrar possivel a construcdo de

uma relacdo horizontal e respeitosa entre orientador-aluno.

Aos colegas de laboratério, Livia, Lais Sorigotto, Lais Lopes, Lais Silva, Lais Girotto, Thandy,
Maria Paula, Allan, David, Lucas, Marina, Danilo, Raquel e Juliane, por todos os momentos de

descontracdo e ajuda com os experimentos.

A minha primeira filha cientifica, Lais Sorigotto, pelo carinho, amizade e por ter me dado a

oportunidade de aprender muito mais do que ensinar.

A Bianca, Cassiana, Janaina e Gabrielle, pelas contribuicdes nas quantificacbes de metais e

agrotoxicos.

Ao professor Paulo e a Mickaelle, pela disponibilidade, paciéncia e parceria durante as analises

estatisticas.

A Universidade de Wageningen e ao meu querido supervisor, Paul van den Brink, pelas
contribuicdes valiosas e orientacdo durante o periodo de doutorado sanduiche desenvolvido na

Holanda e por fazer dessa experiéncia incrivel, acolhedora e humana.

Aos colegas do Stress Ecology Group, Ayesha, Elien, Pieri, Anna, Dailing, Anika, Judith, Yujun,
Li, Britt e Markus, por me acolherem tdo bem e por me fazerem sentir em casa. Em especial, a

Pieri e Ayesha, pela docgura, forca e abracos em todos os dias.
A Susana Garcia, por ter me dado um lar cheio de amor na Holanda.

Aos técnicos Amandio e Marcelo, pela disponibilidade e ajuda durante todo o periodo

experimental.

A todos os integrantes da APTA-Brotas. Em especial a Erika, por todo o apoio no periodo de

coletas.



A todos os integrantes do projeto tematico (Processo FAPESP ne 2015/18790-3), por todos 0s

ensinamentos.

Aos integrantes das bancas de qualificacdo e de defesa desta tese, pelas contribui¢cdes preciosas
para esta pesquisa.

A Universidade de S3o Paulo, por ser um ambiente de conhecimento critico, construgéo e trocas.
O agradecimento a USP se estende também as universidades pablicas que, apesar de tantos
percalgos, sdo fundamentais para o fomento da cidadania, da democracia e da resisténcia.

A Capes, CNPq e FAPESP, pelo financiamento desta pesquisa. A Capes, obrigada pelo apoio
financeiro durante o periodo de doutorado sanduiche. O investimento publico na ciéncia

brasileira é essencial para a construcao da autonomia do pais.

A todos que fizeram este caminho mais leve e bonito, muito obrigada.






EPIGRAFE

“Essa é a receita da vida, minha mée disse,

me abracando engquanto eu chorava: pense nas flores que vocé planta;
a cada ano no jardim, elas nos ensinam que as pessoas

também murcham, caem

criam raiz, crescem

para florescer no final ”.

O que o sol faz com as flores, Rupi Kaur






RESUMO

FREITAS, I. B. F. (2023). Efeitos do manejo do solo em areas de pastagem e cultivo de cana-
de-acucar sobre ecossistemas aquaticos continentais tropicais: uma abordagem realistica em
mesocosmos. 2023. 280 p. Tese (Doutorado) - Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade
de Séo Paulo, S&o Carlos, 2023.

A expansdo de areas de pastagens e cana-de-aglcar no Brasil segue um modelo de producéo
agricola que tem uma forte dependéncia de insumos agroquimicos, como fertilizantes e
agrotoxicos, que ameagcam constantemente a qualidade dos ecossistemas aquaticos. Nesta
pesquisa, os efeitos do manejo do solo em pastagens extensivas (PE), pastagens intensivas (PI) e
culturas de cana-de-actcar (C) foram avaliados em um estudo de campo em escala realista a
partir do monitoramento de treze mesocosmos aquaticos inseridos nos tratamentos PE, Pl e C
durante 392 dias. O manejo recomendado para cada uma das areas foi simulado, como
preparacdo do solo, aplicacdo de fertilizantes, agrotoxicos (2,4-D, fipronil) e vinhaca, bem como
a pastagem do gado. Os impactos do manejo do solo dos trés tratamentos na agua foram
avaliados considerando trés dimensdes: 1) efeitos do manejo do solo na disponibilizacdo de
nutrientes e metais para 0s ecossistémicos aquaticos; 2) efeitos ecotoxicoldgicos do manejo do
solo, utilizando o claddcero Ceriophania silvestrii como bioindicador aquatico, a dicotileddnea
Eruca sativa como bioindicador de fitotoxicidade na &gua, e o diptero Chironomus sancticaroli
como bioindicador do sedimento; 3) Avaliacdo do risco ecologico e perda de servicos
ecossistémicos associadas a essas areas. Os resultados obtidos demonstraram que o manejo do
solo em Pl e C acarretaram deterioracdo da qualidade da agua, com reducdo do pH e do oxigénio
dissolvido ao longo do tempo e aumento das concentracdes de fosforo, nitrogénio, potéssio,
aluminio e manganés, especialmente apds a aplicacdo de fertilizantes e vinhaca da cana-de-
acucar. A presenca de 2,4-D (< 97 pg L™?) e fipronil (< 0,21 pg L) na agua foram capazes de
alterar a fecundidade, a sobrevivéncia das fémeas e a taxa intrinseca de aumento da populacédo de
C. silvestrii nos tratamentos Pl e C; e a germinacdo e o crescimento da parte aérea da
dicotileddnea E. sativa. Para C. sancticarolli, ndo foram observadas mudancas significativas na
mortalidade, comprimento do corpo, biomassa fresca e peso seco livre de cinzas, bem como
deformidades no mentum. O risco ecoldgico foi maior nos tratamentos C e PI, nessa ordem, em

compara¢do com o tratamento PE, associado ao aumento da concentra¢do de aluminio e pelo



agrotoxico 2,4-D no tratamento PI, e aos metais aluminio, potassio, manganés e os agrotoxicos
2,4-D e fipronil no tratamento C. Esses resultados demonstraram efeitos potenciais nos servicos
ecossistémicos, como reducao da qualidade do solo e da 4gua e perda de biodiversidade. Espera-
se, com a conclusdo desta pesquisa, auxiliar na identificacdo dos fatores de risco ecoldgico
associados as préaticas de manejo adotadas em areas de pastagens e de cana-de-agucar, bem como
subsidiar legislagdo especifica para o uso de agrotoxicos em paises tropicais.

Palavras-chave: 2,4-D. Fipronil. Vinhaca. Fertilizantes. Avaliacdo de risco ecoldgico. Servi¢os
ecossistémicos.



ABSTRACT

FREITAS, 1. B. F. (2023). Effects of soil management in pastures and sugarcane crops on
tropical continental aquatic ecosystems: a realistic mesocosm approach. 2023. 280 p. Thesis
(PhD) - Séo Carlos School of Engineering, University of S&o Paulo, S&o Carlos, 2023.

The expansion of pasture and sugarcane areas in Brazil follows an agricultural production model
that has a strong dependence on agrochemical inputs, such as fertilizers and pesticides, which
constantly threaten the quality of aquatic ecosystems. In this research, the effects of soil
management in extensive pastures (EP), intensive pastures (IP), and sugarcane crops (C) were
evaluated in a realistic scale field study from the monitoring of thirteen aquatic mesocosms
inserted in the EP, IP, and C treatments for 392 days. The recommended management for each of
the areas was simulated, such as soil preparation, application of fertilizers, pesticides (2,4-D,
fipronil), and vinasse, as well as cattle grazing. The impacts of soil management of the three
treatments on water were accessed considering three dimensions: 1) effects of soil management
on the availability of nutrients and metals to aquatic ecosystems; 2) ecotoxicological effects of
soil management, using the cladoceran Ceriophania silvestrii as an aquatic bioindicator, the dicot
Eruca sativa as a water phytotoxicity bioindicator, and the dipteran Chironomus sancticaroli as a
sediment bioindicator; 3) ecological risk assessment and loss of ecosystem services associated
with these areas. The results obtained showed that soil management in IP and C treatments led to
the deterioration of water quality, with reduced pH and dissolved oxygen over time and
increased concentrations of phosphorus, nitrogen, potassium, aluminum, and manganese,
especially after the application of fertilizers and sugarcane vinasse. Low concentrations of 2,4-D
(< 97 pg L-1) and fipronil (< 0.21 pg L-1) in water were able to alter the fecundity, female
survival, and intrinsic rate of increase of the C. silvestrii population in treatments IP and C; and
the germination and shoot growth of the dicot E. sativa. For C. sancticarolli, no significant
changes were observed in mortality, altered larvae, body length, fresh biomass, and ash-free dry
weight; however, all these endpoints were affected by time. The ecological risk was higher in
treatments C and IP, in that order, compared to treatment EE, associated with the increase in
aluminum concentration and the pesticide 2,4-D in treatment IP; and the metals aluminum,

potassium, manganese and the pesticides 2,4-D and fipronil in treatment C. These results



demonstrated potential effects on ecosystem services, such as reduced soil and water quality and
loss of biodiversity. The conclusions of this research are expected to assist in the identification of
ecological risk factors associated with management practices adopted in pasture and sugarcane

areas, as well as to subsidize specific legislation for the use of pesticides in tropical countries.

Keywords: 2,4-D. Fipronil. Vinasse. Fertilizers. Ecological risk assessment. Ecosystem services.
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APRESENTACAO DA TESE

A presente tese de doutorado foi elaborada de forma a atender as normas estabelecidas
para apresentacdo das dissertacdes e teses da Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade
de Sé&o Paulo. Esta pesquisa esta vinculada ao projeto teméatico FAPESP “Environmental effects
of the pasture-sugarcane conversion and pasture intensification” (Processo FAPESP n¢
2015/18790-3). Para melhor compreensao e organizacdo, esta tese foi estruturada em capitulos,
apresentados a seguir.

CAPITULO 1 — Aspectos gerais: Neste capitulo, estdo descritos os topicos comuns a todos 0s
capitulos desta tese — a) Introducdo e justificativa; b) Revisdo da literatura; c) Hipdteses; d)
Obijetivos; e e) Caracterizacdo da area de estudo.

CAPITULO 2 - Efeitos do manejo do solo em pastagens extensivas, pastagens intensivas e
cultivos de cana-de-agUcar sobre a disponibilidade de metais e nutrientes em agua doce: uma
abordagem realistica em mesocosmos: Neste capitulo, estdo descritos os resultados obtidos na
caracterizacdo dos parametros fisico-quimicos-bioldgicos dos mesocosmos. Os resultados deste
capitulo foram publicados na revista Agriculture, Ecosystems and Environment.
(https://doi.org/10.1016/j.agee.2023.108473).

CAPITULO 3 - Efeitos da intensificacido de pastagens e do cultivo de cana-de-aclcar em
espécies ndo-alvo: uma avaliacdo realistica em mesocosmos contaminados por agrotoxicos:
Neste capitulo, estdo descritos os resultados obtidos nos testes ecotoxicologicos para as trés

espécies-testes avaliadas — Eruca sativa, Ceriodaphnia silvestrii e Chironomus sancticaroli.

CAPITULO 4 — Avaliacdo de risco ecoldgico para o diagnéstico de impactos ambientais
oriundos de pastagens extensivas, pastagens intensivas e plantacdes de cana-de-agUcar: uma
perspectiva sobre a perda de servigos ecossistémicos: Neste capitulo, estdo descritos o0s

resultados obtidos na etapa de Avaliacdo de Risco Ecoldgico e perda de servicos ecossistémicos.
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CAPITULO 5 — Consideragcdes finais e sugestdes para trabalhos futuros: Neste capitulo, estdo
enumeradas as principais conclusfes da pesquisa e as sugestdes para trabalhos futuros.
Na Figura 1, apresenta-se um fluxograma simplificado dos capitulos da tese.

CAPITULO 1
Introducéo e Revisdo da Objetivos e Area de estudo
justificativa literatura hipoteses

Caracterizacéo
fisico-quimica-

biolégica

Parametros
medidos in situ

Cadeias logicas
Nutrientes
Objetivos de
Metais protecdo especificos

Figura 1 - Esquema simplificado da estrutura da tese
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CAPITULO 1 - ASPECTOS GERAIS

1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A mudanca no uso da terra pode ser considerada o elo mais forte entre a sociedade
humana e a natureza (Dong et al., 2021). Ao cultivar intensivamente a terra em prol do
desenvolvimento socioecondmico, 0s humanos vém alterando os ciclos biogeoquimicos e
causando impactos negativos na estrutura e no funcionamento dos ecossistemas e,
consequentemente, no bem-estar humano (Wei et al.,, 2017). A crescente demanda por
commodities agricolas e por biocombustiveis frente a uma populacdo global em constante
crescimento levou a transformacdo generalizada dos ecossistemas naturais (O’connell et al.,
2018) e alterou o uso da terra, antes predominantemente selvagem, para antropogénico nos
ultimos 300 anos (Ellis et al., 2010).

A partir da década de 60, a agricultura se tornou mais eficiente em producdo de
commaodities devido aos avancos tecnoldgicos adotados durante a revolugédo verde, como 0 uso
de fertilizantes e agrotoxicos em larga escala, o0 melhoramento genético de sementes e 0 uso de
maquinas no campo (Moseley; College; Paul, 2015). As tecnicas modernas de cultivo foram
aplicadas majoritariamente com o objetivo de aumentar a produtividade em sistemas de
monocultura, modo de producdo largamente difundido atualmente (Tarigan, 2019). Os sistemas
de monocultura estdo relacionados a uma simplificacdo da paisagem, mudancas nas interacdes
biodticas, manejo intensivo (Suarez; Gwozdz, 2023) e diminuicdo da biodiversidade (Dolezal et
al., 2019).

No Brasil, a monocultura de cana-de-agUcar se destaca como um dos principais usos do
solo do pais, com uma area de cultivo que atinge 8,4 mil hectares e producao de 637,1 milhdes
de toneladas de cana-de-agcucar (CONAB, 2023), responsaveis por 28% da producdo mundial de
etanol (Bordonal et al., 2018). A regido sudeste do pais concentra 63,5% da safra nacional, e
mais de 50% da producdo de cana-de-acucar estdo nas lavouras do estado de Sdo Paulo
(CONAB, 2023). Em Sao Paulo, a maior expansdao dos canaviais ocorreu sobre areas de
pastagem extensiva, decorrentes de abandono ou degradacdo devido ao manejo inadequado
(Dias-Filho, 2014), predominantemente no Oeste e Noroeste do estado, com reducdo de 53,5%

das areas de pastagem e aumento de 143,8% das areas de cultivo de cana entre 0s anos de 1999 e
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2019 (Ogura et al., 2022c). Este processo acarreta ainda na intensificacdo das pastagens
remanescentes que também preveem manejo do solo e utilizagdo de agroquimicos para aumento
da produtividade (Macdonald et al., 2017).

Neste contexto, observa-se também a onipresenca inevitdvel de agroquimicos em
diferentes matrizes ambientais, como solo, ar e agua (Tang et al., 2021), bem como nos
alimentos (Jardim; Andrade; Queiroz, 2009). Estima-se que apenas uma pequena quantidade dos
agrotoxicos aplicados as culturas em todo o mundo atinja seus alvos especificos, deixando
grandes quantidades de residuos tdxicos livres para se deslocarem entre os diferentes
compartimentos ambientais (Vryzas, 2018). O Brasil € considerado o maior mercado mundial de
agrotoxicos desde 2008 (Rigotto; Vasconcelos; Rocha, 2014) e, dentre os ingredientes ativos
mais utilizados na cultura da cana-de-acUcar, estdo o herbicida acido diclorofendico (2,4-D) e o
inseticida fipronil (inseticida) (IBAMA, 2020; CETESB, 2010). Além da aplicagdo desses
agrotoxicos, no estado de Sdo Paulo, a cultura da cana-de-agucar € fertirrigada com vinhaca,
principal subproduto da producéo de etanol (Fuess; Garcia, 2014).

Nos ecossistemas aquaticos, 0s organismos sdo frequentemente expostos a misturas de
contaminantes quimicos no ambiente (cocktail effect), de modo que a acéo conjunta de diferentes
moléculas com diferentes modos de acdo pode causar um numero potencialmente ilimitado de
efeitos aditivos, sinergéticos ou antagbnicos (Panizzi; Suciu; Trevisan, 2017), associados nédo
somente com a mistura dos contaminantes, mas também com fatores do ambiente. Essas misturas
de contaminantes podem alterar diferentes niveis de organizacdo bioldgica, implicando em
perdas de espécies e, consequentemente, dos servicos ecossistémicos prestados por elas (Malaj et
al., 2014).

Os efeitos de agentes quimicos e fisicos sobre a estrutura, funcdo e biodiversidade dos
ecossistemas podem ser acessados por meio da ecotoxicologia. O conceito de Ecotoxicologia
surgiu na década de 1970, sendo difundido como ““a ciéncia que relaciona os efeitos toxicos das
substancias quimicas e dos agentes fisicos sobre o0s organismos vivos, especialmente em
populacdes e comunidades dentro de um ecossistema definido” (Truhaut, 1977). A abordagem
ecotoxicologica, por meio dos testes de toxicidade, utiliza organismos bioindicadores, 0s quais
apresentam alguma alteracdo — fisioldgica, morfolégica ou comportamental — frente a exposicao

a determinados contaminantes (Magalhaes; Ferrdo Filho, 2008).
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O monitoramento ecotoxicologico pode ser realizado em um espectro de maior relevancia
ecoldgica a partir do uso de modelos ecossistémicos (micro e mesocosmos) como unidade
experimental. Os “cosmos” permitem a inclusdo de maltiplos componentes ecoldgicos dentro da
avaliacdo ecotoxicolégica com o objetivo de simular os processos ecolédgicos tais como ou muito
préximos de como eles ocorrem na natureza, podendo também incluir a influéncia das condicGes
climéticas e da sazonalidade (Solomon; Hanson, 2014). Nesta abordagem, os efeitos ecoldgicos
séo analisados em escalas espaciais maiores e em sistemas de integracdo, o que permite inferir
com maior exatidao e relevancia ecoldgica os efeitos das substancias no ambiente, auxiliar na
Avaliacdo de Risco Ecoldgico (ARE) e classificar a perda de servigcos ecossistémicos.

Dado este contexto, a presente pesquisa se justifica dentro de dois cenarios: a) O uso
intensivo da utilizacdo de agrotoxicos no cultivo de cana-de-agucar; e b) Necessidade de
utilizacdo de estudos realizados em modelos ecossistémicos (mesocosmos) dentro da ARE no
Brasil. Portanto, esta pesquisa pretende investigar e caracterizar o risco associado as praticas de
manejo do solo em areas de pastagens extensivas (PE), pastagens intensivas (Pl) e cana-de-
acucar (C) a partir de estudo desenvolvido em mesocosmos aquaticos inseridos dentro dessas
matrizes de uso do solo. A esséncia do presente trabalho € o fechamento do ciclo de pesquisas de
uma das esferas do projeto tematico “Environmental effects of the pasture-sugarcane conversion
and pasture intensification” (Processo FAPESP n2 2015/18790-3). Este tipo de pesquisa é
essencial para uma avaliacdo realistica de como o manejo do solo dessas areas pode afetar os

ecossistemas aquaticos.

2 REVISAO DA LITERATURA

O presente tdépico descreve as informacdes consultadas na literatura de referéncia
consideradas pertinentes a contextualizacdo, hipdteses e objetivos da pesquisa. Os temas
julgados relevantes servirdo como base para comparacéo e discussdo dos resultados e elaboracédo

das conclusbes da pesquisa.
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2.1 Contaminantes na era do Antropoceno: o protagonismo dos agroquimicos

Os cientistas da Terra vém alertando sobre o surgimento de uma nova era geoldgica, 0
Antropoceno, marcada por mudancas rapidas e de grande escala nos sistemas ecoldgicos, em
nivel global, e que sdo induzidas pelo homem (Dellasala et al., 2017; Mineau, 2017). A "Grande
Aceleracdo”, que teve seu inicio por volta da década de 1950, com uma exploséo das atividades
humanas e sua clara influéncia sobre a estrutura e funcionamento do Sistema Terrestre, tem sido
proposta como a data mais apropriada que marca o inicio do Antropoceno (Steffen et al., 2015).
Geologicamente, 0 Antropoceno se da a partir da deposicdo de marcadores da atividade humana
nos estratos geoldgicos, como novos materiais, elementos radioativos, material particulado
oriundo da queima de combustiveis fdosseis e niveis de carbono e nitrogénio alterados (Hancock,
2020).

O Antropoceno tem sido sinbnimo de um mundo baseado em substancias quimicas
sintéticas, com fabricacdo e introducdo comercial desses produtos em todas as esferas das
atividades humanas (Mineau, 2017). Em 2015, a Sociedade Americana de Quimica anunciou o
alcance de 100 milhGes de registros do Servico de Resumo Quimico (CAS, sigla em inglés),
sendo esta a melhor estimativa do ndmero de substancias quimicas identificadas no mundo
(Mineau, 2017). A taxa de descoberta dos produtos quimicos estd crescendo exponencialmente:
estima-se que trés quartos desses 100 milhdes de substancias quimicas foram listadas na ultima
década (Mineau, 2017).

Dada a descoberta e a introducdo de milhGes de produtos quimicos sintéticos no mercado
nas Gltimas décadas, ndo é surpresa salientar que muitas dessas substancias venham a ser
consideradas contaminantes ambientais. Ndo é um consenso entre 0s cientistas qual
contaminante melhor caracteriza o Antropoceno, mas € indiscutivel que os agroquimicos figuram
entre os protagonistas desta era. A utilizacdo de agroquimicos no mundo pode ser dividida em
dois periodos distintos: o primeiro, anterior a segunda guerra mundial; e o0 segundo, pds-guerra.
Foi durante a segunda grande guerra que se descobriu as propriedades inseticidas do DDT, o
primeiro organossintético, e, a partir disso, mudancas bruscas na metodologia do controle de
pragas foram estabelecidas (Paschoal, 2019). No Brasil, foi no ano de 1943 que o Instituto

Biologico de Sdo Paulo recebeu as primeiras amostras de DDT, dando inicio a era dos
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organossintéticos no pais, até entdo produzidos em baixa escala (Jardim; Andrade; Queiroz,
2009).

A partir da década de 60, dez anos depois do que se considera o inicio da era do
Antropoceno, deu-se inicio a chamada Revolucdo Verde. Este termo foi cunhado pelo
administrador de Desenvolvimento Internacional da Agéncia dos Estados Unidos, William Gaud,
e abrange fundamentos que alteraram profundamente a composi¢do das culturas e 0s processos
de producdo até entdo em vigor (Phillips; Paul, 2014). Com base essencialmente econémica e
imediatista, a modernizacdo dos processos produtivos foi estimulada por um “pacote
tecnoldgico” que incluia: a mecanizagdo da producdo agricola, a modificagdo genética de
sementes e 0 uso intensivo de fertilizantes e agrotdxicos (Phillips; Paul, 2014).

Entre as décadas de 50 e 70, o Brasil se solidificou como um mercado consumidor de
agrotoxicos. Ao adotar o “pacote tecnoldgico” estabelecido pela Revolucdo Verde, o Estado se
manteve na posicdo de facilitar o acesso a modernizacao agricola, por meio de isencOes fiscais e
linhas de crédito rural que incentivassem a compra de maquinas, de sementes melhoradas e de
agrotoxicos e fertilizantes, facilitando sua ampla ado¢do no meio rural (Alves; Contini; Gasques,
2007). A partir disso, 0 uso de agrotoxicos passou a constituir uma das caracteristicas do padrédo
tecnoldgico da producdo agricola, até os dias atuais. A partir dos anos 2000, o Brasil se destacou
com a maior taxa de crescimento de importacdes mundiais de agrotoxicos, sendo responsavel
por, aproximadamente, 20% de todo agrotdxico comercializado no mundo (Pelaez, 2015).

Nos ultimos cinco anos, a quantidade de registros de agrotdxicos aprovados no pais
aumentou significativamente (Figura 2). Muitos desses produtos ja sdo proibidos em outros
paises e/ou possuem limites permitidos inseguros. Aproximadamente um terco dos agrotoxicos
proibidos na Europa continuam com uso permitido no Brasil (Bombardi, 2017). Além disso, a
aprovacdo do novo marco regulatério para a classificacdo do risco dos agrotoxicos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) sugere um cenario perigoso, uma vez que camufla o

real perigo que os agrotdxicos oferecem a sociedade (Brochardt, 2020).
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Figura 2 — Evolucao histérica do registro de agrotéxicos no Brasil (2001 a junho/2023)

Nota: PT (Produto Técnico); PTN (Produto Técnico a Base de Ingrediente Ativo Novo); PTE (Produto
Técnico Equivalente); Pré-mistura (Produto pré-mistura); PF (Produto Formulado); PFN (Produto
Formulado a Base de Ingrediente Ativo Novo); PF/PTE (Produto Formulado a Base de Produto Técnico
Equivalente); Bio (Produto Formulado Bioldgico de Baixo Risco); Bio/Org (Produto Formulado
Bioldgico para Agricultura Organica).

Fonte: Brasil (2023)

2.2 Monoculturas e agroquimicos: uma relacao insustentavel

Para aumentar a eficiéncia no campo e atender a uma demanda crescente de commodities
alimentares e biocombustiveis, as monoculturas se consolidaram como principal forma de
producdo agricola (Suarez; Gwozdz, 2023). Dessa forma, extensas areas naturais e
empreendimentos agricolas de menor escala vem sendo transformados em monoculturas de alto
rendimento, mas com custo ambientais elevados, tornando essa forma de producdo uma das

principais ameacas a prote¢do e a preservagdo da biodiversidade em todo o mundo (Flynn et al.,
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2009). Neste contexto, os ecossistemas dos paises do sul global, caracterizados por apresentar
elevada biodiversidade, vém sendo constantemente ameacados e pressionados devido a crescente
demanda de producdo agricola e commodities do norte global (Potapov et al., 2022).

As monoculturas podem ter efeitos ambientais negativos substanciais na qualidade do
solo, da &gua e do ar, e quando combinado com a remogdo de plantas nativas ndo agricolas, esta
forma de producdo agricola estd associada a declinios de diversas espécies (Goulson et al.,
2015). Ao substituir florestas para implantacdo de monoculturas, 0 homem transforma sistemas
naturais complexos, multiestruturados, diversificados e estaveis em sistemas artificiais
simplificados e instaveis, levando o processo de sucessdo ecoldgica aos estagios iniciais e
substituindo espécies estaveis por espécies oportunistas (Dolezal et al., 2019) (Figura 3).

A reducdo da diversidade nos sistemas agricolas favorece a reproducdo e a sobrevivéncia
de especies herbivoras com auséncia de competidores e inimigos naturais, conduzindo estas
espécies, antes inofensivas, a categoria de pragas (Paschoal, 2019). Uma vez estabelecidas, as
pragas sdo eliminadas a partir da aplicacdo de agrotéxicos, que reduzem ainda mais a
complexidade e a estabilidade dos sistemas causada pela morte dos inimigos naturais e
propiciam novos surgimentos de pragas, com maior intensidade. Esse ciclo evidencia a maxima

da agricultura convencional: a produtividade em detrimento da sustentabilidade.
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Figura 3 — Caracteristicas de sistemas complexos (florestas) x sistemas simplificados
(monoculturas)
Fonte: Autoria propria (2023)

2.3 Intensificacédo do uso da terra: pastagens e cana-de-acucar

No Brasil, duas matrizes de uso do solo sdo reconhecidas como umas das principais bases
econémicas do pais: as areas de pastagens de gado e o cultivo de cana-de-acUcar. De acordo com
0 Censo Agropecuario Brasileiro, a area total coberta com pastagens (naturais e plantadas) no
Brasil é de, aproximadamente, 160 milhGes de hectares, cerca de 2,6 vezes maior que a area
dedicada ao cultivo em terras araveis (62 milhdes de hectares) (Mapbiomas, 2021; IBGE, 2017).

Nesta area, 0 pais abriga o segundo maior rebanho bovino comercial do mundo, com
aproximadamente 200 milhdes de cabeca, sendo o maior exportador mundial de carne bovina
(Cardoso, 2016). No Brasil, as pastagens sdo cultivadas com gramineas exoticas tropicais do
género Brachiaria spp. (Gracindo et al., 2014) e, devido as poucas préaticas de conservacdo do
solo e ao pastoreio excessivo, encontram-se em sua maioria em processo de degradacdo (De
Oliveira Silva et al., 2017; Dias-Filho, 2014).
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O Brasil é também o maior produtor mundial de etanol e agucar, produzidos a partir da
cana-de-aglcar (OECD-FAO, 2018), com producdo estimada para a safra de 2023/24 de 637,1
milhdes de toneladas de cana, 38,77 milhGes de tonelada de aclcar e 27,53 bilhdes de litros de
etanol, em uma area de 8410,3 mil hectares (CONAB, 2023). Esta producdo € concentrada na
regido Sudeste, que € responsavel por aproximadamente 60% da producdo do pais, sendo o
estado de S&o Paulo o maior produtor nacional, com mais de 50% da produgéo brasileira
(CONAB, 2023).

Nos ultimos anos, devido a crescente demanda por biocombustiveis, extensas areas de
pastagens degradadas estdo sendo convertidas em lavouras de cana-de-agucar com o objetivo de
minimizar a supressdo de vegetacdo nativa, uma das premissas de sustentabilidade da producao
de etanol (Bento et al., 2018; Martinelli; Filoso, 2008). De acordo com Filoso et al. (2015),
aproximadamente 90% da expansdo da cultura da cana-de-aglcar ocorrerd em direcdo as areas
degradadas.

Se por um lado a expansdo de lavouras de cana-de-agcucar sob areas de pastagens
degradadas € vista positivamente por reduzir o desmatamento de novas areas, por outro lado, a
perda de areas de pastagens deve ser contrabalanceada pelo aumento de sua produtividade. Neste
contexto, incentivos direcionados a intensificacdo de pastagens no Brasil surgiram nas ultimas
décadas, como um dos objetivos do Plano de Agricultura de Baixo Carbono (Plano ABC),
promulgado no plano de A¢bes de Mitigacdo Nacionalmente Apropriadas (NAMAS) (Godde et
al., 2018).

A transicdo de um sistema de producdo animal em pastagens extensivas para pastagens
intensificadas implica no aumento do niumero de animais por hectare (Macdonald et al., 2017).
No entanto, para atingir uma taxa de lotacdo mais alta, diversas praticas devem ser
implementadas no gerenciamento do pasto, como o uso de alimentacéo suplementar, producédo de
maior quantidade de forragem, reformas no solo e utilizacdo de fertilizantes e agrotéxicos
(Macdonald et al., 2017).

Tanto a intensificacdo de pastagens quanto o plantio de cana-de-agucar podem acarretar
impactos ambientais negativos, como a degradacdo do solo, perda de biodiversidade, utilizacéo
ndo sustentavel de agua para irrigacdo, aumento das emissbes de GEE e lixiviacdo de
agroguimicos aos ecossistemas aquaticos (Frimpong et al., 2018). Neste cenario, tem-se como

principais impulsionadores do aumento da produtividade em pastagens intensivas e cana-de-
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acucar o uso de fertilizantes quimicos (NPK), de agrotdxicos (especialmente o herbicida 2.4-D e
0 inseticida fipronil), e, ainda, o uso de fertilizantes orgénicos, como a vinhaga da cana-de-
acucar. Estes motivos tornam necessaria e urgente a avaliacdo e 0 monitoramento dos efeitos de
diferentes contaminantes sobre o0s ecossistemas, especialmente os aquéticos, que sdo, na maioria

das vezes, o destino dessas substancias.

2.4 Destino ambiental dos agrotéxicos

O uso generalizado de agrotéxicos na agricultura moderna aumenta o risco de transporte
dessas substancias para os corpos d’agua (Abdi et al., 2021). Os agrotdxicos podem atingir 0s
corpos d'agua superficiais e subterraneos a partir de fontes de poluicdo difusa e pontual. A
contaminagdo difusa por agrotoxicos e responsavel pela deteccdo generalizada de baixas
concentragdes desses contaminantes, enquanto fontes pontuais resultam na deteccdo de
concentragdes mais altas (Vryzas, 2018). Ao atingir as aguas superficiais, 0 comportamento dos
agrotoxicos depende de processos de retencdo (sorcdo, absorcdo), transformacdo (hidrolise,
fotolise, complexacdo e biodegradacdo), transporte (deriva, volatilizacdo, lixiviacdo e
escoamento superficial) e acumulacdo ao longo da cadeia tréfica (Spadotto, 2006).

Além desses processos e da interacdo entre eles, as propriedades fisico-quimicas dos
agrotoxicos sdo consideradas parametros-chave para avaliar o destino e 0 comportamento dessas
substancias no meio aquatico (Von Meérey et al.,, 2016). Estas propriedades incluem os
coeficientes de particdo ambiental, como o coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) e o
coeficiente de particdo do solo-carbono organico (Koc), bem como a pressdo de vapor, a
solubilidade e o tempo de detengédo (DTso), expresso como a quantidade de tempo que leva para
50% do composto original se dissipar por transformacdo no solo, 4gua ou ar (Von Mérey et al.,
2016).

Agrotdxicos altamente solUveis tendem a se dissolver e se mover na agua, enquanto
agrotoxicos com altos coeficientes de sorcdo sdao mais propensos a se mover em uma fase
particulada ou suspensa (Abdi et al., 2021). Os processos de sorcdo dependem das propriedades
dos agrotéxicos composto e da composicao organica/inorganica do solo (Yen; Lin; Wang, 2000).
O destino dessas substancias tem influéncia, ainda, da quantidade e da frequéncia de aplicacéo,

métodos de aplicacdo, caracteristicas bidticas e abidticas do ambiente, tipo de solo, topografia,
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caracteristicas hidrogeoldgicas e condi¢des meteoroldgicas (SPADOTTO, 2006). A Figura 4

resume o destino dos agrotdxicos no meio ambiente.
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Figura 4 - Destino dos agrotoxicos no meio ambiente
Fonte: Adaptado de Rico-Martinez (2022)

Uma vez na coluna d’agua, a concentracao dos agrotdxicos varia temporalmente de
acordo com o fluxo da agua, com as interacGes entre 0 ambiente e outros contaminantes e com as
interferéncias antropicas (Abdi et al., 2021). No sedimento, a concentracdo dos agrotoxicos pode
ser superior a da agua dependendo das propriedades fisico-quimicas da substancia e decai
lentamente ao longo do tempo (Gama, 2018). Adicionalmente, os agrotoxicos podem conter
outros elementos poluidores em sua composicdo além do principio ativo, como metais pesados,
surfactantes e emulsificantes (Arias et al., 2007).

A biota dos ecossistemas aquaticos responde aos fatores de perturbacédo e sao indicadoras
da biodisponibilidade dos contaminantes (Magalhaes; Ferrdo Filho, 2008). Essas respostas sao

maiores nos niveis mais baixos de organizacdo bioldgica, pois ocorrem mais rapidamente e por



60

estarem diretamente ligadas & exposi¢cdo (Arias et al., 2007). Quanto maior a toxicidade e o
tempo de exposicdo a essas substancias, maiores as chances de os efeitos serem observados nos
niveis superiores de organizacgdo bioldgica (Arias et al., 2007), conforme a Figura 5.
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Fonte: Adaptado de Arias et al. (2007)

2.5 Ecotoxicologia como ferramenta de monitoramento ambiental

A ecotoxicologia é uma ferramenta importante no auxilio da previsao dos efeitos toxicos
dos agrotdxicos no meio ambiente. Rachel Carson, em seu livro “Primavera Silenciosa” (1962),
marcou a separacdo da toxicologia ambiental da toxicologia classica. O livro alertou, a nivel
mundial, sobre os perigos da persisténcia e da toxicidade dos agrotoxicos no meio ambiente. O
elemento revolucionario no trabalho desta autora foi sua extrapolacdo dos efeitos toxicos
observados em um U(nico organismo para efeitos observados em todo o ecossistema e no
equilibrio da natureza. A publicacdo de “Primavera Silenciosa” marcou o surgimento do
movimento ambientalista e influenciou a criacdo da Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA, sigla
em inglés) dos Estados Unidos. Mais tarde, em 1964, Robert Rudd, em seu livro “Pesticides and
the living landscape”, alertou sobre o desenvolvimento de resisténcia das “pragas” aos

agrotoxicos, a eliminacdo de espécies nao-alvo, a biomagnificacdo e os perigos a satide humana.
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Na década de 70, o conceito de ecotoxicologia se consolidou a partir da fusdo de dois
campos da ciéncia: a Toxicologia e a Ecologia. Desde entdo, a ecotoxicologia vem sendo
difundida como “a ciéncia que relaciona os efeitos toxicos das substdncias quimicas e dos
agentes fisicos sobre os organismos vivos em diferentes escalas, que vao desde a biomolécula,
célula, 6rgdo, sistema, organismo, populacdo, comunidade, ecossistema e niveis da biosfera
(Truhaut, 1977). A ecotoxicologia se dedica ao estudo, exclusivamente, dos efeitos de agentes
fisicos e quimicos sobre diferentes niveis de organizacdo bioldgica, que vao desde individuos até
ecossistemas. A ecotoxicologia compreende o estudo de uma sequéncia de etapas, denominada

cadeia de causalidade (Figura 6).
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Figura 6 - Cadeia da causalidade na ecotoxicologia
Fonte: Adaptado de Costa et al. (2008)

2.6 Modelos ecossistémicos como unidade experimental

O monitoramento ecotoxicoldgico compreende bioensaios que podem ser realizados em
condi¢cBes mais controladas, em laborat6rio, ou em condicdes de semi-campo e campo, em que
se pode avaliar os efeitos de outras varidveis além do contaminante principal. Os bioensaios

realizados em laboratorio sdo amplamente utilizados e relativamente faceis de padronizar, em
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que é possivel analisar efeitos agudos, como a imobilidade e mortalidade dos organismos; e
crénicos, como crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos organismos, bem como
respostas fisioldgicas e comportamentais (Magalhaes; Ferrdo Filho, 2008).

Apesar de serem cruciais na avalicdo da toxicidade dos contaminantes e facilmente
replicaveis, os testes de toxicidade em laboratério sdo limitados quanto a sua representatividade
ecoldgica (Van Den Brink et al., 2005). Essa limitagdo advém principalmente do fato de os
organismos-teste serem expostos aos contaminantes na auséncia de outros fatores de estresse, 0s
quais estdo comumente presentes nos ecossistemas naturais. Em ambientes naturais, por
exemplo, os aspectos bidticos (presenca de outras comunidades bioldgicas e suas interac@es) e 0s
aspectos abioticos (temperatura, pH, turbidez, oxigénio dissolvido, nutrientes e presenca de
outras contaminantes) sdo fundamentais e influenciam, substancialmente, as respostas dos
organismos, e 0 comportamento, biodisponibilidade e distribuicdo dos contaminantes no meio
(Daam; Van Den Brink; Nogueira, 2008).

A utilizagdo de microcosmos ou mesocosmos pode preencher essa lacuna de
conhecimento, gerando resultados mais realistas. De acordo com Odum (1983), 0s mesocosmos
séo unidades de tamanho medio, situadas entre os microcosmos de laboratdrio e 0s macrocosmos
do mundo real. Nesses sistemas, € possivel analisar respostas estruturais, funcionais e
comportamentais da comunidade, a fim de conhecer o efeito de um contaminante em condigdes
mais proximas ao do ambiente natural (Van Den Brink et al., 2005). Os estudos em mesocosmos
podem ser projetados para aproximar regimes realistas de exposi¢cdo aos contaminantes com seus
padrdes de destino, pois ha possibilidade de incorporar fatores importantes na determinacéo da
exposi¢cdo, como o particionamento, a degradacéo e a dissipacdo dos contaminantes, bem como a
presenca de sedimentos, animais e plantas (Solomon; Hanson, 2014). Esses fatores raramente sao
contabilizados em estudos de toxicidade de laboratorio, mas podem influenciar a magnitude da
resposta ecoldgica ao agente estressor (Solomon; Hanson, 2014). A Figura 7 aponta de forma

resumida as diferentes escalas dos estudos em ecotoxicologia.
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Modelos matematicos
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Figura 7 - Abordagem ecotoxicologica e suas escalas

Fonte: Adaptado de Caquet et al. (2000)

2.7 Acido diclorofenoxiacético: 2,4-D

O herbicida 2,4-D (CAS 94-75-7) foi sintetizado durante a Segunda Guerra Mundial e
introduzido no mercado na década de 1940 (Islam et al., 2018). Historicamente, 0 composto
Agente Laranja, amplamente utilizado pelos Estados Unidos na Guerra do Vietnd, tinha cerca de
50% de 2,4-D (Benli et al., 2007). Este agrotdxico € um herbicida sistémico pré/pds-emergente
que pertence a uma classe de herbicidas conhecidos como &cidos fenoxiacéticos e € amplamente
utilizado para controle de ervas daninhas de folhas largas e outros tipos de vegetacdes em
pastagens, gramados, jardins, campos de golfe, florestas, estradas, parques e plantas aquaticas
invasivas (Aquino et al., 2007; Charles et al., 1999).

Este herbicida apresenta mecanismo de acédo sistémica, pois penetra nas folhas, em seus
vasos condutores e se espalha pelas plantas para promover crescimento excessivo e desordenado,
0 que, por sua vez, leva ao atrofiamento de folhas e caules e, consequentemente, a morte da
planta (Benli et al., 2007). Devido a sua eficiéncia, baixo custo, seletividade e amplo espectro no
controle de pragas, tornou-se um herbicida amplamente utilizado em areas agricolas e urbanas do

mundo (Dehnert et al., 2018). Atualmente, € o terceiro herbicida mais utilizado em escala
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mundial, ficando atrds apenas do glifosato e inibidores da sintese de acetolactato (Todd et al.,
2020).

No meio ambiente, a degradacdo do 2.4-D ocorre, principalmente, via oxidacao, reducao,
fotolise e hidrolise, resultando na formacdo de diversos produtos de transformacdo, como o
1,2,4-benzenetriol, 4-clorofenol e 2,4-diclorofenol (Montgomery, 2007). Na maioria das
condi¢cbes ambientais, o 2,4-D se torna um composto aniénico, 0 que aumenta sua dispersao
devido a maior mobilidade no solo e na d&gua (USEPA, 2004). De acordo com Islam et al. (2018),
0 2,4-D é altamente sollvel e persistente, encontrado em &guas superficiais em concentraces
ambientais entre 4 e 24 pg L, enquanto em campos agricolas sua concentracdo pode chegar a
4000 png L™ dependendo do regime de aplicagdo na lavoura (Atamaniuk et al., 2013). Estima-se
que cerca de 91,7% de 2,4-D ird eventualmente acabar na dgua (Mountassif et al., 2008). O
tempo de meia-vida estimado para o 2,4-D em estudo realizado em mesocosmos e em condigdes
tropicais foi de 9,4 dias (Goulart, 2023). As principais propriedades fisico-quimicas do 2,4-D
estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas do 2,4-D

Estrutura molecular Parametro Unidade Valor
Pv mPa 0,009
S mg L* 24300
D\i log Kow - -0,82
/@: OH Ky Pa m? mol? 4,0 x 10
cl Cl Koc mL g* 31-275
DT50 (solo) Dias (d) 7d — 28d

DT50 (agua) Horas (h) a Dias (d) 10h — 50d

Nota: S = solubilidade a 25°C e pH neutro; Pv = pressdo de vapor; Kow = coeficiente de parti¢do octanol-
agua; Ky = constante de Henry; Ko = constante de sorcdo; DTso = tempo de dissipagao.
Fonte: PPDB (2021b)

Embora o 2,4-D venha sendo amplamente utilizado em todo o mundo, muitos estudos
tém demonstrado que este herbicida induz alteracbes em organismos ndo-alvo, como efeitos
citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos em plantas, bem como alteracdes histoldgicas,
fisioldgicas e comportamentais em animais (Marcato; Souza; Fontanetti, 2017). Além disso, este

composto também ¢é relatado como desregulador enddcrino, afetando processos de
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desenvolvimento animal mesmo em baixas concentragbes (Pattanasupong et al., 2004). Em
artigo de revisdo, Da Silva et al. (2022) observaram um aumento significativo na taxa de
mortalidade registrada para animais expostos a concentracfes ambientais de 2,4-D, indicando
que peixes e aves apresentaram maiores taxas de mortalidade ap0s a exposicao.

Estudos recentes tém demonstrado alteracGes em niveis letais e subletais em organismos
ndo alvo pertencentes a diferentes niveis de organizacdo bioldgica; entre elas, destaca-se a
inibicdo de crescimento e biomassa nas macrofitas aquaticas Eichhornia crassipes, Glyceria
maxima, Landoltia punctata, Myriophyllum aquaticum, Myriophyllum spicatum (Yoshii, 2022);
a inibicdo de crescimento na espécie vegetal E. sativa (Freitas et al., 2022; Ogura et al., 2022b);
a diminuicdo da reproducdo do claddcero C. silvestrii (Silva et al., 2021, 2020); a reducédo da
reproducdo e alteragdes no comportamento do anfipodo Hyalella meinerti (Pinto et al., 2021a,
2022); alteragbes no ciclo de vida no diptero C. sancticaroli (Pinto et al., 2021c); danos
morfoldgicos no copépodo Notodiaptomus iheringi (Lopes et al., 2023); alteracdo nas respostas
antioxidantes, de biotransformacdo, e do conteudo lipidico, bem como inducdo de
neurotoxicidade nos girinos Leptodactylus fuscus e Lithobates catesbeianus (Freitas et al.,
2022); e alteraces na distribuicdo espacial (evitacdo) do peixe Danio rerio (Moreira et al.,
2022).

Os valores de toxicidade do 2,4-D calculados para organismos aquaticos testados no

ambito do projeto tematico desta pesquisa estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores de toxicidade calculados para o 2,4-D

Teste Organismo-teste Conce_r;tragao Referéncia
(mgL™)

CLs0-48n Notodiaptomus iheringi  478.24 (Lopes et al., 2023)

CEso.48n (imobilidade)  Ceriodaphnia silvestrii 169 (Silva, 2022)

CEso-48n (reproducéo) Ceriodaphnia silvestrii 55 (Silva, 2022)

CLso-96h Danio rerio 483 (Silva, 2022)
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2.8 Fipronil

O fipronil (CAS 120068-37-3) é um inseticida sistémico, pertencente ao grupo quimico
fenilpirazol (Gunasekara et al., 2007). Comparado com o 2,4 D, esta molécula é relativamente
nova, sintetizada pela primeira vez em 1987 pela Rhéne Poulenc Ag Company (hoje, Bayer
CropScience) e introduzida no mercado em 1993 (Tingle et al., 2003). O fipronil controla um
amplo espectro de insetos com baixas taxas de aplicagdo no campo e seu principal modo de acéo
é a interrupcdo do receptor do &cido gama aminibutirico (GABA) nos neur6nios do sistema
nervoso central de insetos, causando hiperexcitacdo, convulsdo, paralisia e mortalidade dos
organismos (Das et al., 2006; Ozoe et al., 2015). E considerado um inseticida de “nova geragéo”
porque seu modo de acdo difere dos inseticidas classicos, como organofosforados e carbamatos,
aos quais alguns insetos desenvolveram resisténcia (Gunasekara et al., 2007).

No ambiente, este composto pode ser degradado sob diversos mecanismos, sendo 0s
principais a reducdo, a oxidacdo, a hidrolise e a fotdlise, formando os metabolitos fipronil
sulfeto, fipronil sulfona, fipronil amida e fipronil desulfinil, respectivamente (Singh et al., 2021),
sendo este ultimo mais toxico que o composto original (Ramasubramanian; Paramasivam, 2017).
O fipronil e seus metabolitos adsorvem fortemente as particulas do solo, sendo altamente
persistente neste compartimento (Raveton et al., 2007), com meia-vida variando de 122 a 128
dias em condicdes de laboratério e de 3 a 7,3 meses em condi¢cdes de campo (Bonmatin et al.,
2015).

Na agua, o fipronil desulfinil é o principal metabolito de degradacédo do fipronil quando
ha presenca de luz solar, com concentracfes baixas de fipronil sulfona, fipronil sulfeto e fipronil
amida (Gunasekara et al., 2007). O fipronil é muito estdvel em agua com pH acido ou neutro,
com meia-vida de aproximadamente 1390 dias (Singh et al., 2021). Em estudo realizado em
mesocosmos em condicdes tropicais, o tempo de meia vida estimado para o fipronil foi de 35
dias (Goulart, 2023). As principais propriedades fisico-quimicas do fipronil estdo descritas na
Tabela 33.
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Tabela 3 — Propriedades fisico-quimicas do fipronil

Estrutura molecular Parametro Unidade Valor
Pv mPa 0,002
S mg L* 3,78
Cl CN
IKIN:—_::|// |Og Kow = 3,75
FiC N I' K Pa m® mol? 2,3x10*
) Hal LJ:F Koc mL g 427 — 1248
DTso (solo) Dias (d) 30— 128d

DTso (agua) Horas (h) a Dias (d) 9h —220d

Nota: S = solubilidade a 25°C; Pv = pressdo de vapor; Kow = coeficiente de particdo octanol-agua; Kn =
constante de Henry; Ko = constante de sor¢éo; DTso = tempo de dissipag&o.
Fonte: PPDB (2021a)

Com uma meia-vida tdo variavel (Tabela 3), o fipronil € um dos inseticidas mais
persistentes e toxicos registrados para uso desde a proibicdo da maioria dos inseticidas
organoclorados (Tingle et al., 2003). De acordo com Gunasekara et al. (2007), o fipronil causa
efeitos toxicos agudos em invertebrados aquéaticos e peixes, enquanto sdo tdo toxicos quanto o
composto original, e , por isso, a contaminacdo do meio aquéatico por fipronil deve ser
considerada preocupante.

Pesquisas recentes indicaram que o fipronil tem alta toxicidade para organismos
aquaticos, apresentando efeitos na densidade celular e na taxa de crescimento especifico da alga
Raphidocelis subcapitata (Moreira et al., 2020); aumento de deformidades na espécie C.
sancticaroli (Pinto et al., 2021c); efeitos agudos no anfipodo H. meinerti (Pinto et al., 2021a), no
copepode N. iheringi (Lopes et al., 2023) e no cladocero C. silvestrii (Silva et al., 2021); efeitos
negativos nos parametros de sobrevivéncia, comprimento do corpo materno e fecundidade do
cladocero D. magna (Moreira et al., 2023); e bioacumulacédo na bactéria Escherichia coli (Bhatti
et al., 2019) e no peixe Oncorhynchus mykiss (Konwick et al., 2006).

Os valores de toxicidade do fipronil calculados para organismos aquaticos testados no

ambito do projeto tematico desta pesquisa estdo descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Valores de toxicidade calculados para o fipronil

Teste Organismo-teste Concin tragao Referéncia
(ngL7)

CLso-48n Notodiaptomus iheringi 4.97 (Lopes et al., 2023)

CEso Chironomus sancticaroli ~ 3.70 (Pinto et al., 2021c)

CEso-4sn (imobilidade) ~ Ceriodaphnia silvestrii 3,9 (Silva, 2022)

CEso (reproducéo) Ceriodaphnia silvestrii 1,6 (Silva, 2022)

CL5s0-96h Danio rerio 172 (Silva, 2022)

2.9 Vinhaca da cana-de-agucar

A vinhaca (ou vinhoto) € um composto quimico liquido oriundo do processo industrial
que transforma o caldo da cana-de-agucar em etanol. Durante a etapa de destilacdo, o etanol é
obtido como produto e a vinhacga é removida como produto de fundo em altas temperaturas (90 —
100 °C), na proporcao de 10 — 15 L para cada litro de etanol produzido (Moraes; Zaiat; Bonomi,
2015). Este efluente € caracterizado por uma suspensdo aquosa acida com odor desagradavel e
cor marrom escura causada pela presenca de melanoidinas (Silva et al., 2023). Este composto
apresenta elevada carga organica, de nutrientes, principalmente nitrogénio, potassio e fésforo, e
altas concentracdes de sulfato devido a adicdo de acido sulfdrico nas cubas de fermentagéo
(Hoarau et al., 2018).

A partir da andlise da composicdo da vinhaca, fica claro que a disposicdo desta agua
residuéria no solo e nos corpos hidricos sem tratamento pode causar inUmeros problemas, como
emissao de gases de efeito estufa (Nakashima; Oliveira Junior, 2020), aumento da condutividade
elétrica do solo, contaminacdo de aguas superficiais e subterraneas, eutrofizacdo e presenca de
agentes corrosivos na matéria organica (Parsaee et al., 2019). No entanto, a partir da década de
1970, a vinhaca passou a ser destinada para fins de fertirrigacdo da cultura da cana-de-agucar no
Brasil.

Em curto prazo, a fertirrigacdo com vinhaca apresenta diversos beneficios, como a
reducdo do montante de agua fresca e adubos minerais utilizados. No entanto, em longo prazo, a
aplicacdo de vinhaca em terras agricolas pode constituir um problema, uma vez que este

composto pode comprometer quimica e ecologicamente a qualidade do solo, dos corpos d’agua e
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da 4agua subterrénea (Fuess; Garcia, 2014). Apesar do gerenciamento da vinhaca ter melhorado
nas trés ultimas décadas, as politicas e regulamentos consideram somente o teor de potéssio
como determinante para a aplicacdo de vinhacga no solo (CETESB, 2015), desprezando 0s outros
contaminantes presentes nesta agua residuaria (Moraes; Zaiat; Bonomi, 2015).

Nos ultimos anos, alguns estudos vém alertando sobre a toxicidade da vinhaca em
diferentes espécies, como inibicdo no crescimento da bactéria Vibrio fischeri (Rodrigues et al.,
2017); efeitos letais nos claddceros C. silvestrii (Silva et al., 2021), Daphnia similis (Campos et
al., 2014), Ceriodaphnia dubia e D. magna (Botelho et al., 2012); diminui¢do da reproducéo do
anfipodo H. meinerti (Pinto et al., 2021b); efeitos na sobrevivéncia das larvas de C. sancticaroli
(Pinto et al., 2023); alteracGes significativas na integridade citoplasmatica, desorganizacao
tecidual no figado (Marinho et al., 2014) e alteragdes histopatoldgicas (Coelho et al., 2018) no
peixe Oreochromis niloticus; e aumento das taxas de mortalidade no peixe D. rerio (Botelho et
al., 2012).

Alguns valores de toxicidade para vinhaca sobre varios organismos aquaticos estdo

descritos apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 - Concentragdes (volume/volume) de vinhaca da cana-de-agUcar bruta que causaram

efeitos toxicos sobre organismos aquaticos

. Concentragao A
Composto Organismo-teste (Volume/Volume) Referéncia
Daphnia similis 2,26% (Campos et al., 2014)
Daphnia magna 0,80% (Botelho et al., 2012)
Ceriodaphnia dubia 0,67% (Botelho et al., 2012)
Ceriodaphnia silvestrii 1.30% (Silva et al., 2021)
Hyalella meinerti 1.30% (Pinto et al., 2021b)
Vinhaca bruta Chironomus sancticaroli 1.30% (Pinto et al., 2023)
Oreochromis niloticus 2,5% (Coelho et al., 2018)
Oreochromis niloticus 2,50% e 5,00% (Marinho et al., 2014)
Leptodactylus fuscus 1,30% (Freitas et al., 2022)

Lithobates catesbeianus
Danio rerio 2.62% (Botelho et al., 2012)
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De acordo com Lourencetti; De Marchi e Ribeiro (2012), a vinhaca da cana-de-agucar
pode influenciar na persisténcia, sorcdo e potencial de lixiviacdo dos agrotoxicos. Neste estudo,
foi avaliada a influéncia da presenca de vinhagca no comportamento de trés agrotéxicos (diuron,
hexazinona e tebuthiuron), em solos arenosos e argilosos de uma é&rea tropical do Brasil. O
tratamento da vinhaca da cana-de-agUcar influenciou a persisténcia e sor¢do dos herbicidas nos
solos, principalmente na forma de maior degradacdo do diuron. A classificagdo do potencial de
lixiviagdo (GUS) para o diuron mudou de transitéria para ndo lixiviada no solo argiloso tratado
com vinhaga de cana-de-aglcar. Os resultados deste estudo ressaltam que, além dos efeitos
toxicos da vinhaca a organismos ndo-alvo, este residuo pode estar associado também a
capacidade de retencdo dos agroquimicos no solo e ao potencial de contaminacdo de aguas

subterraneas.

2.10 Misturas de agrotoxicos

Muitos estudos tém demonstrado o potencial impacto ambiental de agrotoxicos
individuais e isolados; no entanto, eles geralmente sdo encontrados como uma mistura nos
ecossistemas aquaticos (Brovini et al., 2023). Por exemplo, 22 agrotoxicos foram encontrados
em diferentes amostras de aguas superficiais do Brasil (Brovini et al., 2023; Caldas et al., 2019),
12 em agua superficiais de um rio na Argentina (Loughlin; Peluso; Marino, 2022) e 25 em
coérregos do meio-oeste dos Estados Unidos (Nowell et al., 2018). Os agrotoxicos interagem
entre si e podem produzir diferentes tipos de efeitos, como aditivos, antag6nicos e sinérgicos,
que depende do principio ativo, das concentracdes e condi¢cdes ambientais (Hernandez; Gil;
Lacasafia, 2017).

Pesquisas recentes avaliaram a mistura entre os agrotdxicos 2,4-D e fipronil,
demonstrando efeitos fisiologicos, morfolégicos, bioquimicos e alteraces na atividade
fotossintética da alga Raphidocelis subcapitata (Moreira et al., 2020); efeitos antagénicos em
baixas doses e sinérgicos em altas doses na imobilidade do cladécero C. silvestrii (Silva et al.,
2020); evitacdo do cladécero D. magna a ambientes com mistura dos agrotoxicos, podendo
causar extin¢do local da populacdo (Moreira et al., 2023); diminui¢do das taxas de amplexo e
reproducdo, apontando sinergismo para a mistura dos agrotoxicos no anfipodo H. meinerti (Pinto

et al., 2021a); aumento de deformidades na espécie C. sancticaroli (Pinto et al., 2021c); e
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alteracbes no conteudo lipidico dos girinos Leptodactylus fuscus e Lithobates catesbeianus
(Freitas et al., 2022);

O aumento da producdo e variedade de produtos quimicos sintéticos nas Gltimas quatro
décadas, incluindo agrotoxicos, somadas a outras formas de ameagas globais, como poluicéo por
nutrientes, gases de efeito estufa e perda de biodiversidade torna imprescindivel que avaliacfes
de risco ambiental considerem misturas de contaminantes (Brovini et al., 2023). Este pode ser
um passo importante para uma melhor compreensdo do impacto dos agrotoxicos no meio
ambiente, demonstrando a necessidade de um melhor manejo do uso de agrotdxicos no Brasil e

no mundo.

2.11 Avaliacdo de risco ecoldgico e servigos ecossistémicos

Nas ultimas décadas, os estudos em ecotoxicologia também tém sido direcionados dentro
de uma nova abordagem conceitual denominada Avaliacdo do Risco Ecologico (ARE). Dentro
desta perspectiva, sdo avaliados ndo somente efeitos expositivos a um determinado
contaminante, mas também a caracterizacdo efetiva do risco ecolégico, por meio do calculo da
probabilidade de ocorréncia de efeitos adversos dentro de um dado sistema (Daam et al., 2019).
As informacg6es obtidas na ARE sdo, portanto, capazes de produzir informacgdes robustas no
conhecimento de padrdes ecologicos em areas sob influéncia antropica (Beyer et al., 2014),
podendo subsidiar os 6rgéos de fiscalizacdo e de controle ambiental na tomada de decisao.

Apesar da utilizacdo crescente de agroguimicos em paises tropicais como o Brasil, 0s
esforcos para o desenvolvimento de pesquisas e legislacdo especifica para a avaliacdo do risco
ecologico desses contaminantes ainda € incipiente (Daam et al., 2019). Em contrapartida, nas
organizacOes ambientais da América do Norte, Europa e outros paises, como Japdo e Australia, a
ARE é uma etapa essencial para o registro de novos agrotdxicos. Nestes paises, existe uma
estrutura legal bem estabelecida para utilizacdo da ARE devido aos diversos estudos na area
desenvolvidos ao longo dos anos. Entretanto, a maioria desses estudos concentram-se em
ambientes de clima temperado (Daam et al., 2019).

A ARE teve suas primeiras diretrizes publicadas em 1992, pela Agéncia de Protecédo
Ambiental dos Estados Unidos (USEPA), definindo-a como a estimativa da probabilidade de
ocorréncia de um efeito adverso esperado decorrente da exposicdo ambiental a um ou mais

fatores de estresse. No entanto, somente em 1998, no documento "Guidelines for Ecological Risk
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Assessment” sdo apresentadas todas as etapas consideradas essenciais para a realizacdo da ARE e
todos os produtos obtidos em cada uma delas (Figura 8). No contexto brasileiro, o Centro de
Tecnologia Mineral (CETEM) publicou, em 2011, um documento que caracteriza a ARE e
apresenta diferentes métodos para a sua implementacao, seguindo as recomendac6es da USEPA.
Apesar da elaboracdo deste documento, a ARE ndo é regulamentada por nenhuma norma
especifica no Brasil e geralmente sdo seguidas as diretrizes publicadas pela USEPA.

Avaliacao de risco ecolégico

Caracterizacao do uso
Coleta de informagdes sobre os Propriedades fisico-quimicas
agrotoxicos Comportamento no meio ambiente
Toxicidade em organismos nao-alvo

Endpoint de avaliagéo
2 Formulacao do problema Modelo conceitual
Plano de analise

Eliminar o risco

3 Caracterizagao do risco >
Descrever o risco

4 Comunicagao do risco

Figura 8 - Etapas da Avaliacédo de Risco Ecoldgico de agrotoxicos

Fonte: Adaptado de USEPA (1998)

Geralmente, as avaliacdes de risco ecoldgico de agrotoxicos sao realizadas em nivel de
individuos, por meio de quocientes de risco ou taxas de exposicdo a toxicidade (Forbes; Calow;
Sibly, 2008). No entanto, na maioria dos casos, a meta de protecdo é a populacdo e o
ecossistema, ndo o individuo (Streiss, 2010). Logo, abordagens que permitem extrapolacdes em
nivel de ecossistema, como a utilizagdo de modelos ecoldgicos, sdo urgentemente necessarias.
Neste sentido, a analise da triade, proposta inicialmente por Long e Chapman (1985) para avaliar

a qualidade de sedimentos contaminados, pode ser uma alternativa. Em uma analise aprofundada
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da ARE a partir da triade, Jensen e Mesman (2006) definem-na como um processo de coleta,
organizacdo e analise de dados ambientais que tem como objetivo estimar o risco de
contaminacdo dos ecossistemas, levando em consideracdo diversas variaveis (Jensen; Mesman,
2006).

As avaliagdes de risco baseadas na triade consistem na anélise de trés linhas de evidéncia,
sendo elas: 1) Linha de evidéncia quimica (caracterizacdo quimica dos contaminantes,
compreendendo também os dados de toxicidade disponiveis na literatura); 2) Linha de evidéncia
ecotoxicoldgica (realizacdo de bioensaios, em laboratério ou em campo, para determinacdo da
toxicidade dos contaminantes); 3) Linha de evidéncia ecoldgica (caracterizacdo da comunidade
bioldgica que estd exposta a contaminacdo). A analise integrada dessas trés linhas de evidéncia
estima o risco de exposicdo, mais detalhadamente, a que esta sujeita a comunidade biol6gica e
gera informacgfes substanciais que podem auxiliar no processo de tomada de decisdo pelos
gestores ambientais. A utilizacdo de modelos matematicos nesta etapa permite o célculo da
concentragdo ambiental prevista dos contaminantes (PEC) e a inferéncia do seu risco ecologico.

Algumas pesquisas vém sendo desenvolvidas no Brasil e utilizam a ARE como objeto de
estudo em ecossistemas terrestres e aquaticos. Niemeyer et al. (2010), realizaram uma ARE
utilizando a abordagem da triade em solos contaminados por metais na cidade de Santo Amaro,
estado da Bahia. Os resultados sugeriram elevado risco ecoldgico decorrente do efeito toxico dos
metais, 0 qual impediu o estabelecimento da vegetacédo, o que levou a simplificacdo da estrutura
do habitat, diminui¢do dos contetidos de matéria organica, e consequentemente causou impactos
negativos na atividade microbiana e dos organismos do solo, afetando os servicos ecossistémicos
e outros processos realizados por estes organismos.

Tallini et al. (2012) avaliaram o risco ecoldgico de um trecho do Rio Jacui, municipio de
Séo Jerdnimo — RS, com base na triade (quimica, ecotoxicoldgica e ecoldgica), a partir de dados
provenientes de programas de monitoramento ambiental. As evidéncias quimicas foram
decorrentes da presenca de Hg, Pb e Zn; e as evidéncias ecotoxicoldgicas de ensaios de
toxicidade com Ceriodaphinia dubia para agua superficial e Hyalella azteca para sedimento.
Considerou-se como varidvel-resposta as evidéncias bioldgicas compostas pelos dados de
rigueza, indice de Shannon-Weaver, equitatividade e densidade numérica das espécies das

comunidades zooplanctonica e bentdnica. Os resultados permitiram considerar que é possivel o
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uso de programas de monitoramento ambiental para ARE, caso os dados de monitoramento da
biota residente também sejam considerados.

Em uma perspectiva mais ampla, Sanchez (2012) avaliou a qualidade dos ecossistemas
aquaticos na bacia hidrografica do Lobo (Itirapina/Brotas, estado de Sdo Paulo) utilizando a ARE
com base na triade. Foram realizadas coletas em quatro periodos distintos (chuvoso, seco e
intermediarios), em 14 estac6es de amostragem (tributarios e reservatorio), com determinacéo de
varidveis bidticas e abidticas. Os resultados indicaram que as alteracfes identificadas estdo
relacionadas com os diferentes usos da bacia hidrogréafica, incluindo a emissdo de efluentes
domeésticos da cidade de Itirapina (SP) e as fontes difusas decorrentes do aporte de sedimentos e
agroquimicos utilizados nas atividades agricolas. A integracdo das linhas de evidéncia
evidenciou uma diferenca sazonal em relacdo aos periodos seco e chuvoso, com valores de risco
mais elevados no periodo seco.

Sanchez (2016) realizou uma ARE em cenarios de contaminacdo por agrotoxicos em
relacdo aos compartimentos terrestres e aquaticos, identificando também as perdas de servigcos
ecossistémicos associados. Foram avaliados efeitos diretos e indiretos sobre as respostas
individuais para espécies de diferentes niveis tréficos e, para as interacfes multitroficas, foram
realizados experimentos em modelos ecossistémicos. A ARE holistica demonstrou os impactos e
efeitos adversos sobre o0s organismos terrestres e aquaticos, ecossistemas e processos nos
diferentes cenarios de simulacéo.

Pagliarini; Oliveira; Espindola, (2019) realizaram ARE a partir da abordagem da triade
para a valoracdo da probabilidade de ocorréncia de efeitos negativos em aguas de abastecimento
de Bom Repouso (MG). Neste trabalho, foram avaliados cinco pontos de amostragem, em trés
periodos, com base nas linhas de evidéncia quimica, fisico-quimica e ecotoxicoldgica. Os
resultados indicaram grau elevado de degradacéo das nascentes do municipio de Bom Repouso.

Os resultados nos diferentes trabalhos descritos demonstram a importancia do uso da
ARE como um instrumento na tomada de decisbes sobre a gestdo do ambiente terrestre e
aquatico. AREs tendo como base experimentos em escalas mais proximas do real também
precisam ser desenvolvidas para que este método seja mais assertivo. Neste sentido, 0s estudos
em mesocosmos podem ser utilizados como uma analise complementar para a avaliacao de risco,
uma vez que sua representatividade ecoldgica € maior se comparada com estudos em laboratério.

De acordo com Relyea (2009), concentragfes de contaminantes consideradas seguras em
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laboratorio podem ndo ser seguras na natureza, porque até mesmo baixas concentra¢fes podem
interagir sinergicamente com outros estressores.

Aliada & ARE, é possivel classificar também as perdas de servi¢os ecossistémicos em
determinado cenario. O conceito de servigos ecossistémicos é resultado de complexas interacdes
entre os compartimentos bi6ticos e abidticos de um ecossistema e constitui um eficiente meio de
comunicagéo entre os diferentes grupos tomadores de decisdo e avaliadores de risco (Hayes et
al.,, 2018). Os servicos ecossistémicos sdo divididos em quatro categorias: servicos de
provisionamento (producdo de bens), como alimentos e agua; servicos reguladores (processos de
suporte a vida), como a regulacdo da qualidade do clima e da agua; servi¢os culturais (condi¢Ges
que satisfazem a vida), como valores estéticos e de recreacdo; e servicos de sustentacdo
(processos de suporte a vida), como o processo de formacéo do solo, fotossintese e ciclagem de
nutrientes (Millennium Ecosystem Assessment, 2005). A partir desses conceitos, a ARE pode
traduzir uma abordagem mais realistica devido a elevada complexidade ecologica abordada,
podendo integrar e traduzir com mais facilidade as interacdes existentes entre o uso da terra, 0s
servigos ecossistémicos e, consequentemente, o bem-estar humano (Figura 9) (Wang et al.,
2017).
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USO DA TERRA SERVIGOS ECOSSISTEMICOS

INTENSIDADE

PROVISAO REGULAGAO

Baseado em
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|
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RELACOES LIBERDADE

Figura 9 - Nexus entre mudancas de uso da terra, servigos ecossistémicos e bem-estar humano.

Fonte: Adaptado de Wang et al. (2017)

3 HIPOTESES

A hipoétese principal desta pesquisa delimita que as praticas de manejo do solo em
pastagens extensivas, pastagens intensivas, e cultivo de cana-de-agucar resultam em deterioracao
da qualidade da agua, efeitos toxicos na comunidade aquética, aumento do risco ecoldgico, bem

como alteracdo dos servicos ecossistémicos fornecidos pelos ecossistemas aquaticos.

i. As préticas de manejo do solo em pastagens extensivas, pastagens intensivas, e cultivo de
cana-de-agUcar causam deterioracdo da qualidade da &gua, alterando suas caracteristicas
fisico-quimica-bioldgicas ao longo do tempo;

ii. O manejo do solo em pastagens extensivas, pastagens intensivas, e cultivo de cana-de-

acucar implicaré em efeitos ecotoxicoldgicos em espécies ndo alvo;
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O manejo do solo em pastagens extensivas, pastagens intensivas, e cultivo de cana-de-
acucar aumentam o risco ecoldgico a que 0s ecossistemas aquaticos estdo submetidos,
sendo este risco maior no cultivo de cana-de-agucar;

O manejo do solo em pastagens extensivas, pastagens intensivas, e cultivo de cana-de-
acucar resulta em perda de servigos ecossistémicos prestados pelos ecossistemas
aquaticos.

OBJETIVOS

O objetivo geral desta pesquisa é avaliar os efeitos das praticas de manejo do solo em

pastagens extensivas, pastagens intensivas, e cultivo de cana-de-aclcar nos ecossistemas

aquaticos, a partir de experimentos em mesocosmos.

Para cada uma das hipoOteses propostas no topico anterior, 0s seguintes objetivos

especificos foram formulados.

Monitorar as caracteristicas fisico-quimico-biologicas dos mesocosmos nos tratamentos
de pastagens extensivas, pastagens intensivas, e cultivo de cana-de-agucar, por meio da
analise de parametros medidos in-situ, nutrientes e metais;

Analisar os efeitos ecotoxicolégicos decorrentes do manejo do solo em pastagens
extensivas, pastagens intensivas, e cultivo de cana-de-acucar, utilizando Ceriodaphnia
silvestrii, Eruca sativa e Chironomus sancticaroli como espécies bioindicadoras;

Elaborar uma Avaliacdo de Risco Ecoldgico para os tratamentos avaliados (pastagens
extensivas, pastagens intensivas, e cultivo de cana-de-agucar), a partir da analise das
linhas de evidéncia quimica, ecoldgica e ecotoxicologica (método da triade), a fim de
avaliar qual tratamento pressup&e maior risco ecoldgico;

Identificar a perda de servicos ecossistémicos decorrentes do manejo solo em pastagens
extensivas, pastagens intensivas, e cultivo de cana-de-agucar, a partir da elaboracdo de
cadeias logicas; e desenvolver objetivos de protecdo especificos para os grupos de
espécies-chave baseados nas proposicGes da legislacdo da Unido Europeia, a fim de

adequar a Avaliacao de Risco Ecoldgico e tornar seus resultados mais robustos.



78

5 AREA DE ESTUDO E DESENHO EXPERIMENTAL

Este topico é comum a todos os capitulos da tese, em que foi descrito, detalhadamente, a

area de estudo e todos 0s processos de manejo do solo conduzidos nos tratamentos PE, Pl e C.

5.1 Area de estudo

Esta pesquisa foi conduzida na Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de Brotas, da
Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios (APTA), localizada na regido central do
Estado de Séo Paulo (22°17°12"°S e 48°07°35"W), a 60 km da cidade de S&o Carlos. Esta area
de estudo foi escolhida devido a sua semelhanga com as areas de cultivo de cana-de-aglcar no
Brasil, como as condigdes do solo, declividade, presenca de pasto e possibilidade de uso
continuo durante dois ciclos de cana-de-agUcar. As areas adjacentes consistem em uma mata
nativa (Cerrado) em processo avancado de regeneracéo, localizada ao lado; e uma lavoura de
cana-de-acglcar a montante.

A classificagdo climatica Koppen-Geiger para a regido indica um clima subtropical
Umido (Cwa) com chuvas de verdo, com variacdo para clima tropical e inverno seco. A
precipitacdo média anual na regido € de, aproximadamente, 1300 - 1400 mm, a temperatura
média é de 20,5 °C (Wendland; Barreto; Gomes, 2007), a altitude média é de 650 m acima do
nivel do mar, e a declividade média é 4%. A vegetacdo da regido se divide em extensdes
interioranas de mata atlantica nas escarpas da cuesta, cerrados e cerraddes no reverso da cuesta e
matas galerias que seguem o0s cursos d’agua. Atualmente, a vegetacdo se encontra degradada
devido a intensa exploracdo agropecuaria.

Geologicamente, o municipio de Brotas esta localizado na Bacia Sedimentar da Provincia
do Parana, com relevo constituido de planaltos tubulares e cuestas basalticas concéntricas, que
drenam suas aguas para os rios Parana e Uruguai. Segundo a classificacdo Brasileira de Solos, 0
solo da area de estudo é do tipo Latossolo Vermelho-Amarelo. Este tipo de solo geralmente é
bem drenado, profundo e uniforme em caracteristicas de cor, textura, estrutura e profundidade

(Embrapa, 1999). A caracterizacao do solo da area de estudo esta descrita na Tabela 6.
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Tabela 6 — Caracterizacao do solo da area de estudo

Parametro Unidade Valores
pH - 4,3
Matéria organica gdm? 25
Fosfoto (P) mg dm- 4,2
Potéssio (K) mmolc dm?3 1,3
Célcio (Ca) mmolc dm? 11,7
Magnésio (Mg) mmolc dm?3 4,3
Aluminio (Al) mmolc dm?3 3,3
Enxofre (S) mg dm 2,2
Boro (B) mg dm 0,2
Cobre (Cu) mg dm- 0,6
Ferro (Fe) mg dm 69,0
Manganés (Mn) mg dm 1,5
Zinco (Zn) mg dm- 0,8

5.2 Desenho experimental

O modelo experimental estabelecido para a realizacdo da pesquisa abrangeu trés matrizes
de uso do solo: pastagem extensiva, pastagem intensiva e cana-de-agucar. Para cada uso da terra,
foram construidas cinco parcelas de 0,25 ha (50 x 50 m), totalizando 15 unidades experimentais,
com um mesocosmo inserido no centro de cada unidade. Para a demarcacdo dos tratamentos e
delimitacdo das parcelas, um mapa base de declividade do terreno foi confeccionado com o
objetivo de que o manejo do solo em cada tratamento exercesse 0 minimo de influéncia um no
outro. Dessa forma, os tratamentos foram alocados seguindo a inclinacdo da area de estudo (4%).
O tratamento PE foi alocado na parte mais alta area de estudo, o tratamento Pl ao meio e 0
tratamento C na parte inferior.

O delineamento experimental permitiu que 0s processos de escoamento superficial e
lixiviacdo dos tratamentos com maior aplicacdo de agroquimicos (C e PI, respectivamente) nao
afetassem o tratamento PE. Aqui, definimos como pastagens extensivas aquelas em que ndo ha

adicdo de fertilizantes minerais ou organicos, manejo do solo e que prevalecem no Brasil
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(BENTO et al., 2021b). A alocacdo das parcelas considerou também a proximidade de pelo
menos uma parcela de cada tratamento com a area de Cerrado adjacente. Para garantir o
isolamento e a locomocgdo entre os tratamentos, foi construida uma estrada entre eles. O

delineamento da &rea experimental esté representado na Figura 10.
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Figura 10 - A) Vista aérea da area de estudo: pastagem extensiva (PE) na parte de baixo, em tom de verde
mais claro. Pastagem intensiva (PI) e cana-de-agucar (C) no topo da figura, ambas em tom de verde mais
escuro. A diferenca de coloracdo entre os tratamentos evidencia os efeitos da aplicacdo de fertilizantes
quimicos nas areas de Pl e C. Os mesocosmos estdo localizados no meio de cada parcela; B) Vista aérea do
mesocosmo; e C) Representacdo esquematica do modelo experimental inserido no local de estudo com
sobreposicao de taludes de terreno.

Fonte: A) e B) Edmar Mazzi (2019); C) Autoria prépria (2023).

5.2.1 Construcdo dos mesocosmos

Os mesocosmos foram construidos com 8,0 m de comprimento, 1,0 m de profundidade e
1,5 m de largura (Figuras 11 e 12). A escavacao do terreno foi realizada com o auxilio de um
trator. Posteriormente, os mesocosmos foram impermeabilizados com uma manta geotéxtil
(GF07), seguida de uma geomembrana de polietileno de alta densidade (PEAD) lisa, com
espessura de 0,5 mm. Foram adicionados 10 cm de solo local ao fundo da estrutura para exercer

a funcdo de sedimento. Em seguida, os mesocosmos foram preenchidos com &gua de poco
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artesiano local, com volume aproximado de 9 m®. Para evitar que espécies terrestres caissem e
ndo conseguissem sair dos mesocosmos, duas laterais foram recortadas (formando um angulo de

45°), e escadas de madeira e cordas foram colocadas nas extremidades (Figura 12).

Figura 11 - Etapas de construcdo dos mesocosmos na area experimental. A) Reconhecimento
da area; B e C) Escavacdo do terreno com trator; D) Impermeabilizacdo com manta geotéxtil
(GF07), seguida de geomembrana lisa de polietileno de alta densidade (PEAD) com espessura
de 0,5 mm; E) Deposicdo de 10 cm de solo local como sedimento; e F) Preenchimento dos

mesocosmos com agua de poco artesiano local.
Fonte: Evaldo Espindola (2018)
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Figura 12 - Desenho esquematico dos mesocosmos com representacdo das escadas de madeira.
Fonte: Autoria prépria (2023)

Nos mesocosmos foram incluidas trés espécies de macrofitas (Salvinia auriculata, Pistia
stratiotes e Eichhornia crassipes) (Figura 13), que foram previamente lavadas em agua corrente
para retirada da fauna associada (esta etapa foi parte de outro projeto de pesquisa em
andamento). Nenhuma outra comunidade biologica foi inserida no mesocosmos, que foram
naturalmente colonizados apos a fase de enchimento. Todos 0s mesocosmos tiveram um periodo
de estabilizacdo de quatro meses (junho de 2018 a outubro de 2018) antes do inicio das praticas
de manejo do solo. Esses sistemas construidos de agua doce representam sistemas lénticos
inseridos em sistemas agricolas (pastagens e cana-de-acUcar) e sdo essencialmente andlogos as

muitas lagoas encontradas nas paisagens rurais brasileiras.



Figura 13 - Etapa de colonizacdo dos mesocosmos com trés espécies de macrofitas
aquaticas (Salvinia auriculata, Pistia stratiotes e Eichhornia crassipes).

Fonte: Evaldo Espindola (2018)

5.3 Manejo do solo

O manejo do solo conduzido nos tratamentos seguiu as recomendacGes das normas
brasileiras para plantio de cana-de-agucar. O periodo experimental compreendeu dois ciclos da
cana-de-acUcar: 1) o estabelecimento da primeira safra da cana -de-acUcar; e 2) a rebrota da

cana-de-acUcar, descritos abaixo.

5.3.1 Estabelecimento da primeira safra de cana-de-acucar

Uma vez estabelecidas as unidades experimentais, deu-se inicio aos processos de manejo
do solo nas areas de Pl e C, referentes ao primeiro ciclo de cana de agUcar. A pastagem ja
estabelecida na area experimental (Brachiaria decumbens) foi mantida no tratamento PE, uma
vez que ndo foi realizado manejo do solo neste tratamento, considerado como controle. Nos

tratamentos Pl e C, foram realizadas as etapas convencionais de preparo do solo — gradagem,
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calagem (calcario com 70% de Poder Relativo Neutralizante Total - 2 mg ha*) e aragem (do tipo
Aiveca). Ap6s o preparo do solo, plantou-se o pasto (Brachiaria brizantha cv marandu) no
tratamento Pl e a cana-de-agucar (variedade IAC SP 97-4039) no tratamento C. A espécie
Brachiaria brizantha cv marandu foi escolhida por ser amplamente utilizada nas pastagens
brasileiras e apresentar melhor produtividade e qualidade nutricional (Cezério et al., 2015;
Euclides et al., 2014).

Em seguida, foi simulada a aplicacdo de fertilizante (NPK) nos tratamentos Pl e C,
seguida da aplicacdo do inseticida Regent® 800 W G (a.s. fipronil, BASF S.A.) no tratamento C,
e do herbicida DMA® 806 BR (a.s. 2 ,4-D, Dow AgroSciences Industrial Ltda.) nos tratamentos
Pl e C (Tabela 7). Ambos os agrotdxicos foram aplicados por aspersdo nos sulcos do plantio.
Esses agrotoxicos foram escolhidos por estarem entre os principais utilizados na cultura da cana-
de-agtcar no Brasil (AGROFIT, 2023). Os fertilizantes utilizados foram: nitrogénio (N) na forma
de ureia - CHsN20 (45% de N), fosfato (P) na forma de superfosfato simples (18% de P20s) e
potassio (K) na forma de cloreto de potassio KCI (60% de K;O) (Tabela 7). Os valores de
agrotoxicos e fertilizantes foram calculados de acordo com as recomendacdes dos fabricantes

para o plantio da cana-de-agucar.

5.3.2 Rebrota da cana-de-acucar

Ap0ds a conclusao do primeiro ciclo, o novo ciclo foi cultivado a partir de rebrota de cana-
de-acucar, sem necessidade de preparo do solo. Neste ciclo, houve reaplicacdo de fertilizantes
(NPK) nos tratamentos Pl e C; seguido de fertirrigagdo com vinhaca de cana-de-agUcar no
tratamento C (parcelas C4 e C5); a aplicacdo de inseticida Regent® 800 W G (como fipronil,
BASF S.A.) no tratamento C; e a aplicacdo do herbicida DMA® 806 BR (a.s. 2,4-D, Dow
AgroSciences Industrial Ltda.) nos tratamentos Pl e C. Os fertilizantes utilizados foram os
mesmos do primeiro ciclo, com excecdo do nitrogénio (N) que foi aplicado na forma de nitrato
de amonio (33% de N) (Tabela 7).

A aplicacdo de vinhaca de cana-de-acucar (Tabela S2) foi simulada neste ciclo, uma vez
gue esta agua residuaria é comumente utilizada para fertirrigacdo da cana-de-acucar no estado de
Séo Paulo (CETESB, 2006). Nesta etapa, as parcelas C1 e C2 receberam potassio na forma de

fertilizante quimico, enguanto as parcelas C3, C4 e C5 foram fertirrigadas com vinhaca de cana-
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de-aclcar (Tabela 8). A vinhaca também foi aplicada dentro dos mesocosmos C3, C4 e C5, a fim
de simular a chegada deste produto nos ecossistemas aquéaticos. A concentracdo de vinhaga
aplicada ao solo, bem como nos mesocosmos C3, C4 e C5, foi calculada a partir da dosagem de
potassio necessaria para a cana-de-acuicar (100 kg K20 ha! - 0,4 L de vinhaga por metro linear
de cana) (CETESB, 2006).

Tabela 7 - Concentracédo de fertilizantes (N, P e K) e agrotdxicos (2,4-D e fipronil) aplicados nos
tratamentos pastagem intensiva (Pl) e cana-de-aclcar (C) durante os dois ciclos da cana-de-
acucar (o estabelecimento da primeira safra - 1°ciclo; e a rebrota — 2° ciclo). Nao foram
realizadas aplicacOes de fertilizantes e agrotdxicos no tratamento pastagem extensiva (PE). “-*
significa sem aplicacdo. PC = produto comercial.

1° ciclo 2° ciclo

Quimico Unidade PE Pl C PE Pl C
N - 40 60 - 103 155

P kg hat - 26 65 - 32 18

K - 25 100 - 67 71
Vinhaga L m? - - - - - 0,4
DMA® 806 BR L PC ha' - 1,5 1,5 - 1,5 1,5
Regent® 800 W G g PC hat - - 500 - - 500
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Tabela 8 - Caracterizagdo fisico-quimica da vinhaca bruta aplicado no tratamento de cana-de-

acucar

Parametro Unidade Valores
pH - 4.0
Densidade gmL? 1.0
Carbono total gLt 35.6
Solido volateis gLt 22.8
Soélidos totais gL? 23.6
Soélidos fixos gL? 0.8
Nitrogénio total gL? 1.4
Fosforo total gL? 0.2
Potassio (K) gL? 8.5
Célcio (Ca) gL? 2.0
Magnésio (Mg) gL? 0.9
Enxofre (SOa) gL? 2.3
Cobre (Cu) mg L? 0.8
Zinco (Zn) mg L? 1.5
Manganés (Mn) mg L? 13.3
Ferro (Fe) mg L? 29.8
Saodio (Na) mg L* 73.3

Além disso, a pastagem de gado (raca Nelore) para o consumo da forragem produzida foi

simulada nos tratamentos PE e Pl em ambos os ciclos da cana-de-aclcar (Figura 14). A

capacidade de suporte das pastagens foi estimada considerando a unidade animal (UA) de 450 kg

e 0 consumo diério de 4% do peso vivo para ndo comprometer a produtividade e resiliéncia da

pastagem (Euclides et al., 2014; Dias-Filho, 2014). Nesta etapa, todos 0s mesocosmos e 0s

diferentes tratamentos foram cercados com cerca de arame e cerca elétrica para evitar o contato

do gado com 0s mesocosmos e sua transicao entre os tratamentos (Figura 15). Apos a pastagem

do gado no primeiro ciclo, fez-se necessaria uma nova aplicacdo de 2,4-D nas areas de Pl em

decorréncia do crescimento de ervas daninhas.
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Em resumo, as etapas de manejo do solo conduzidas durante os dois ciclos de cana-de-
acucar estdo enumeradas na Tabela 9.

Figura 14 - Pastagem do gado na area de pasto extensivo (PE)
Fonte: Evaldo Espindola (2019)

Figura 15 - A) Cercas de protecdo no mesocosmo; e B) cercas de protecdo separando 0s
tratamentos cana-de-agUcar e pastagem intensiva.
Fonte: Evaldo Espindola (2019)
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Tabela 9 - Etapas de manejo do solo realizadas nos tratamentos pastagem extensiva (PE),
pastagem intensiva (Pl) e cana-de-aclcar (C) durante os dois ciclos da cana-de-aglcar (a
implantagdo da primeira safra — 1° ciclo; e a rebrota da cana-de-agtcar — 2° ciclo).

Ciclo Etapa Tratamento  Periodo
Marcacdo inicial da area experimental Todos 31/08/17
Delineamento dos tratamentos e das parcelas Todos 16/04/18
Construcdo dos mesocosmos Todos 04/06 a 06/06/18
Gradagem PleC 23/10/18
Calagem (Caélcario 70% PNRT) PleC 31/10/18
Aragem (tipo Aiveca) PleC 27/11/18

1°  Aplicagdo de NPK PleC 29/11/18
Plantio do pasto e cana PleC 04/12/18
Aplicacédo do agrotoxico fipronil C 04/12/18
Aplicacéo do agrotdxico 2,4-D C 26/01/19
Pastagem do gado PE e PI 11/04 a 05/04/19
Aplicacéo de 2,4-D Pl 01/08/19
Corte da cana C 15/10/19
Aplicacdo de NPK PleC 23/10/19
Fertirrigacdo com vinhaca C3,C4eC5 06/11/19

2°  Aplicacéo do agrotoxico fipronil C 26/11/19
Aplicacdo do agrotoxico 2,4-D C 08/12/19
Pastagem do gado PE e PI 16/12/19 a 16/01/20
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CAPITULO 2

Efeitos do manejo do solo em pastagens extensivas, pastagens intensivas e cultivos de cana-de-
acUcar sobre a disponibilidade de metais e nutrientes em dgua doce: uma abordagem realistica

€m mesocosmos

Isabele Baima Ferreira Freitas”, Paulo José Duarte Neto, Lais Fernanda de Palma Lopes, Maria
Paula C. Yoshii, Lais Girotto, Gabriele Veronica de Mello Gabriel, Lais Roberta Sorigotto,
Janaina Braga do Carmo, Cassiana Carolina Montagner, Luis Cesar Schiesari, Luiz Antonio

Martinelli, Evaldo L. G. Espindola

RESUMO

As mudancas no uso da terra tém levado a modificagGes importantes nos ecossistemas aquaticos
em todo o mundo. No Brasil, pastagens extensivas estdo sendo convertidas em plantacdes de
cana-de-aclcar para evitar o desmatamento, enquanto as pastagens restantes estdo sendo
intensificadas para compensar a perda de area. Neste capitulo, foi testada a hipotese de que as
praticas convencionais de manejo do solo conduzidas em pastagens intensivas e culturas de cana-
de-acucar aumentam a disponibilidade de contaminantes nos corpos d’agua. Treze mesocosmos
inseridos em sistemas de pastagem extensiva (PE), pastagem intensiva (PI) e culturas de cana-de-
acucar (C) foram monitorados por 392 dias. O monitoramento incluiu a medicdo de parametros
in-situ (pH, oxigénio dissolvido, condutividade elétrica, turbidez e clorofila), nutrientes
(nitrogénio total, nitrito, nitrato, ion amonio, fosforo total, fosforo total dissolvido, fosforo
inorganico e silicato) e metais (aluminio, cadmio, cobre, manganés, niquel, chumbo, potassio e
zinco). As préaticas de manejo do solo foram conduzidas nos tratamentos Pl e C (lavoura,
aplicacdo de fertilizantes, vinhaca e agrotoxicos, e pastagem do gado). Os padrdes observados
para cada tratamento foram obtidos a partir do desenvolvimento da Analise de Componentes
Principais ao longo do tempo. Os mesocosmos no tratamento PE ndo apresentaram grandes
variacdes na qualidade da agua ao longo do tempo, pois ndo foi realizado nenhum manejo do
solo nesse tratamento. No entanto, a aplicacdo de fertilizantes e vinhaca foi o principal precursor

da deterioracdo da qualidade da agua ao longo do tempo nos tratamentos Pl e C. Apds a primeira
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aplicacdo de fertilizante, foram observadas concentragdes oito e 16 vezes mais altas de fésforo
total e concentragdes sete e 45 vezes mais altas de nitrogénio total nos tratamentos Pl e C,
respectivamente, em comparacdo com sua concentragdo no tratamento PE. A aplicacdo de
vinhaca na cultura da cana-de-agucar aumentou a condutividade da agua e as concentracdes de
potéssio e manganés nos mesocosmos. Os valores de oxigénio dissolvido e pH diminuiram ao
longo do tempo em todos os tratamentos. De modo geral, as praticas de manejo do solo
resultaram em maior deterioracdo da qualidade da &gua no tratamento C do que em PI.

Palavras-chave: Mudangas no uso da terra. Vinhaga. Qualidade da &gua. Agricultura

convencional.

1 INTRODUCAO

As mudangas no uso da terra tém sido precursoras da contaminagdo da agua doce em
todo 0 mundo (Buendia et al., 2016; Taniwaki et al., 2017). A deterioracdo da qualidade da 4gua
resulta principalmente do aumento da concentracdo de contaminantes (por exemplo, nutrientes,
agrotoxicos, metais) na agua (Glcker; Boéchat; Giani, 2009). Esses contaminantes sdo
transportados de diferentes matrizes de uso da terra para 0s ecossistemas aquaticos e podem
afetar negativamente a estrutura e a funcao desses ambientes (Gucker; Boéchat; Giani, 2009). A
intensificacdo da agricultura para suprir a crescente demanda mundial por alimentos e por
biocombustiveis esta entre as principais causas do desmatamento e das mudancas no uso da terra
(Defries; Rosenzweig, 2010). Nesse cenario, o Brasil é considerado "o celeiro do mundo”, sendo
0 segundo maior produtor de carne bovina (FAO-STAT, 2021) e o maior produtor de etanol a
base de cana-de-actcar do mundo (Filoso et al., 2015).

As pastagens cobrem uma area de cerca de 165 milhdes de hectares no Brasil (Campos;
Cerri; La Scala, 2022). Esses sistemas se degradam e diminuem sua capacidade produtiva apos o
uso prolongado, pois ndo ha manejo do solo (ou seja, pastagens extensivas) (Dias-Filho, 2014).
Nos Ultimos anos, extensas areas de pastagens degradadas estdo sendo convertidas em plantacdes
de cana-de-acUcar para evitar o desmatamento da vegetacdo nativa para a producdo de cana-de-
acucar (Bento et al., 2018; Martinelli; Filoso, 2008). Estima-se que 90% da expansdo das

lavouras de cana-de-agucar ocorrerd em areas de pastagens degradadas (Filoso et al., 2015).
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Apesar dessa vantagem, a perda de areas de pastagem deve ser contrabalancada por um aumento
em sua produtividade. Assim, os sistemas de pastagem extensivas (aporte de nutrientes baixo)
tornam-se intensivos (aporte de nutrientes alto) a medida que a demanda mundial por carne
bovina e biocombustiveis (por exemplo, etanol) aumenta (Cardoso et al., 2016; Silva et al., 2017,
Silveira et al., 2020).

A intensificacdo das pastagens implica em aumento no nimero de animais por hectare e,
para atingir uma taxa de lotacdo mais alta, varias praticas de manejo de pastagens devem ser
implementadas, como o uso de racdo suplementar, a producdo de maiores quantidades de
forragem, o preparo do solo e o uso de fertilizantes e agrotoxicos (Macdonald et al., 2017). Por
outro lado, a producdo de cana-de-agUcar se baseia em praticas agricolas convencionais, com o
preparo intensivo do solo (por exemplo, aracdo, gradagem e calagem) e a incorporagdo de
fertilizantes e agrotoxicos (EI Chami; Daccache; EI Moujabber, 2020). Alem disso, as plantacfes
de cana-de-acucar no Brasil séo fertirrigadas com vinhaca de cana-de-agucar, uma agua residual
da producéo de etanol que contém um alto teor de matéria orgénica, nutrientes e metais tracos
em sua composicdo, podendo aumentar a produgdo primaria em ecossistemas aquaticos e
promover a eutrofizacdo (Filoso et al., 2015). Como resultado do manejo do solo, diferentes
contaminantes podem ser transportados para as aguas superficiais, especialmente em ambientes
tropicais que sdo afetados por chuvas fortes (Chrétien et al., 2017; Dores et al., 2016).

A conversdo de pastagens em plantacdes de cana-de-acucar foi relatada como um risco
potencial de deterioracdo da qualidade da &gua em pequenos rios tropicais, incluindo o aumento
das concentracfes de nitrato e sélidos dissolvidos (Taniwaki et al., 2017). No entanto, esses
impactos ainda sdo pouco compreendidos (Bento et al., 2021b), bem como os possiveis riscos
causados pela presenca de vinhaca em agua doce como consequéncia de Seu usoO Como
biofertilizante, seu descarte inadequado e até mesmo acidentes durante seu armazenamento e
transporte em fabricas (Fuess; Rodrigues; Garcia, 2017; Martinelli; Filoso, 2008). Considerando
0 cenério atual e futuro da intensificacdo das pastagens e da expansdo das culturas de cana-de-
acucar no Brasil (Oliveira et al., 2019), é essencial aprimorar o conhecimento atual sobre as
consequéncias ambientais desses dois processos de mudanca de uso da terra que ocorrem
simultaneamente, a fim de prever melhor os resultados e mitigar 0s possiveis impactos negativos.
Os efeitos de diferentes etapas de manejo do solo na qualidade da dgua podem ser acessados por

meio do monitoramento ao longo do tempo, o que inclui a quantificacdo de diferentes
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contaminantes (por exemplo, nutrientes, metais e agrotoxicos) na agua ap6s o manejo do solo
(Filoso et al., 2015).

Os experimentos em mesocosmos consideram as interacfes que podem existir entre 0s
diferentes contaminantes em conjunto com os fatores abidticos e biéticos do ambiente em que
estdo inseridos (Daam; Van Den Brink; Nogueira, 2008; Sih; Bell; Kerby, 2004). Portanto,
estudos desenvolvidos nesse tipo de unidade experimental sdo essenciais para avaliar o destino e
0 comportamento dos contaminantes nos ecossistemas e ainda sdo pouco explorados em escala
realista (Beketov; Liess, 2012). Além disso, o desenvolvimento de estudos em condicOes
proximas as de ambientes naturais tem maior relevancia ecolégica, trazendo resultados mais
assertivos para o processo de tomada de decisdo e a implementagdo de melhores préticas
agricolas (Beketov; Liess, 2012). Neste capitulo, avaliamos os efeitos do manejo convencional
do solo em trés tipos comuns de uso da terra no Brasil (pastagem extensiva, pastagem intensiva e
culturas de cana-de-acgUcar) sobre a disponibilidade de nutrientes e metais em agua doce por
meio da implementagdo de um experimento de campo conduzido em escala realista sob

condicdes tropicais.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Area experimental e manejo do solo
As caracteristicas da area experimental e 0 manejo do solo conduzidos nos tratamentos

PE, Pl e C estdo descritos no Capitulo 1/Topico 5 desta tese. A Figura 16 resume as etapas

discutidas no presente capitulo.
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Figura 16 — Etapas discutidas no capitulo 2

2.2 Amostragem e analises quimicas

As amostras de agua dos mesocosmos foram coletadas e armazenadas em garrafas
plasticas ndo toxicas para andlise de nutrientes e metais. As amostras de nutrientes foram
coletadas mensalmente ou apo6s algum tipo de manejo do solo (total de 18 amostragens). Por
serem mais estaveis no ambiente (LI et al., 2019), as amostras de metais foram coletadas
somente apoOs algum tipo de manejo do solo (total de 13 amostragens). Além disso, 0s
parametros in-situ - potencial hidrogeniénico (pH), oxigénio dissolvido (OD), condutividade
elétrica (Cond) e turbidez (Turb) - foram medidos com uma sonda multiparametro (YSI Pro
DSS), bem como a clorofila a (Cla) e b (Clb) (AquaFluor® Turner Designs), nos mesmos dias e
horéarios das coletas de amostras de dgua. As amostras foram coletadas ao longo de 392 dias.

As analises de nutrientes foram realizadas por espectroscopia (Shimadzu UV-2101PC)
para quantificacdo de nitrogénio total Kjeldahl (NT) (Kjeldahl, 1883), fésforo total (PT), fosfato
total dissolvido (PTD), fosfato inorganico total (Pl) (APHA, 1995), nitrato (NO3’) (Mackereth et
al, 1978), ion amdnio (NH4*) (Koroleff, 1976), nitrito (NOy) e silicato reativo (SiO2) (Golterman
et al., 1978). Com relacdo as quantificacdes de metais, as amostras foram submetidas a digestao
acida para a determinacdo de metais (APHA, 1995). Apos a digestdo, as concentracdes de Al,
Cd, Cu, Mn, Ni, Pb, Zn, Co, Ba e K foram quantificadas por espectroscopia de emissdo atbmica

com plasma de micro-ondas (MP-AES 4200, Agilent Technologies). Os comprimentos de onda
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(nm) e os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) (HAGE; CARR, 2012) estdo
listados na Tabela 10. O coeficiente de correlacdo de cada curva de calibracdo analitica foi maior
que 0,995, e o erro méaximo de calibragdo foi de 12%. As calibracGes analiticas foram realizadas
usando solucdo padrdo multielementar (Agilent Technologies). As analises foram realizadas em
quintuplicata. Os resultados analiticos foram controlados pela analise das solugdes padréo

simultaneamente com a andalise da amostra.

Tabela 10 - Comprimento de onda da analise de metais e seus limites de deteccdo (LOD) e de
quantificacdo (LOQ).

Elemento Comprimento de onda (nm)  LOD (mgL?)  LOQ (mgL%)

Aluminio (Al) 396.152 8.2x10”’ 2.5x10°®
Cadmio (Cd) 228.802 8.4x107 2.5x10°8
Cobre (Cu) 324.754 6.4x108 2.0x107
Manganés (Mn) 403.076 8.1x1077 2.5x10°®
Niquel (Ni) 352.454 4.5x107 1.4x106
Chumbo (Pb) 405.781 1.5x10° 4.5x10°
Potéassio (K) 766.491 7.4x107 22.2x107
Cobalto (Co) 340.512 2,4x10 7,4x10°
Bario (Ba) 455.403 1,5x108 4,7x10®
Zinco (Zn) 213.857 7.4x107 2.3x10°

2.3 Indice de estado tréfico

O indice de estado tréfico (IET) dos mesocosmos foi calculado ao longo do tempo
usando um modelo calibrado para melhor descrever as condi¢es tropicais e subtropicais (Cunha;
Calijuri; Condé, 2013). As Egs. (1) e (2) foram usadas para calcular o IET final (IETstr — Eq. 3)
em relacdo as concentracdes de Cla e TP. As diferentes categorias de estado tréfico foram
identificadas de acordo com os valores do IETstr, em que: <51,1 (ultraoligotrofico), 51,2-53,1
(oligotrofico), 53,2-55,7 (mesotréfico), 55,8-58,1 (eutrdfico), 58,2-59,0 (supereutrofico) e >59,1

(hipereutroéfico).
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—0.2512 InCl;+0.842257

IET(Clg)esr = 10 x [6 = ( "l )] (1
—0.27637 InTP+1.329766

IET(TP)es = 10 x [6 — o )] (2)

em que:
IET (Cla)tsr: indice de estado trofico para reservatorios tropicais/subtropicais em relacio as
concentrag@es de Cla (ug L™?);
IET (TP)tsr: indice de estado trofico para reservatorios tropicais/subtropicais em relacio as
concentragdes de TP (ug L™?);

IETtsr: indice de estado tréfico final para reservatorios tropicais/subtropicais.

2.4 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software estatistico R versdo 4.0.0
(R CORE TEAM, 2022) com a aplicacdo do Rstudio versdo 2022.02.0+443 © 2009-2022.
Depois de obter os parametros abioticos dos mesocosmos, a estratégia foi rastrear a variabilidade
temporal e espacial dos dados a partir de uma perspectiva multidimensional. Para atingir esse
objetivo, a analise de componentes principais foi aplicada separadamente aos parametros in-situ,
nutrientes e metais para descrever a variacdo dos dados com menos dimensdes e facilitar sua
interpretacéo.

A andlise foi realizada usando o pacote "FactoMineR" (Le; Josse; Husson, 2008). Os
componentes significativos para a representacdo dos dados foram determinados pela Analise
Parallel usando o pacote "Psyc" (Revelle, 2022). A soma das componentes principais (CP)
retidas pela analise paralela foi considerada quando este valor foi maior que 50%. Caso

contrario, adicionamos os CPs até que a contribuicdo atingisse esse valor. Em seguida, 0s scores
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de cada fator foram transformados graficamente para visualiza¢do usando o pacote "Factoextra”
(Kassambara e Mundt, 2020).

Os gréficos de scores das CPs para avaliacdo temporal de cada mesocosmo individualmente
e 0s scores médios ao longo do tempo para cada tratamento foram preparados usando o pacote
"ggplot2" (Wickham, 2016). Os pontos dos graficos foram conectados em um caminho temporal
e os eventos foram destacados de acordo com suas abreviagbes (Tabela 11) para observar
possiveis tendéncias de dados. Os mesocosmos PE5 e C3 foram desconsiderados nas andlises,
pois foram perdidos ao longo do periodo experimental.

Os Modelos Lineares Mistos Generalizados (GLMM) foram usados para verificar as
diferencas estatisticas entre os tratamentos de acordo com a variacdo média de suass
componentes principais ao longo do tempo. As CPs retidas para cada conjunto de dados
(parametros in-situ, nutrientes e metais) foram usados como variaveis respostas nos modelos. O
tempo foi considerado um efeito aleatorio. A analise GLMM foi realizada usando o pacote
"Ime4™ (Bates et al., 2015), considerando a pastagem extensiva como o tratamento de referéncia
em um nivel de significancia de 5%. As CPs foram modeladas usando distribui¢cdo gaussiana e
funcdo de ligacdo de identidade. A variabilidade dos dados e a estrutura dos modelos usados

foram verificadas pelo diagnostico dos residuos.
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Tabela 11 — Etapas de manejo do solo realizadas nos tratamentos de pastagem extensiva (PE),
pastagem intensiva (Pl) e cana-de-aclcar (C) durante os dois ciclos da cana-de-agUcar, que
incluem: a data de amostragem; o evento realizado e seu respectivo tratamento; e a abreviacdo do
evento.

Ciclo da cana Coleta Evento Tratamento Abreviagéo
1(11/12/18) Fertilizante P1/C a
2 (18/12/18) Fipronil C b
3 (16/01/19) - - -
4 (04/02/19) 2,4-D PI/C c
5 (07/03/20) - - -
6 (07/04/20) - - -
1° 7 (08/05/19) Pastagem PE/PI d
8 (04/06/19) - - -
9 (16/07/19) - - -
10 (06/08/19) 2,4-D PI e
11 (05/09/19) - - -
12 (15/10/19) - - -
13 (22/10/19) Corte da cana C f
14 (30/10/19) Fertilizante P1/C g
15 (11/11/19) Vinhaca C h
20 16 (26/11/19) Fipronil C i
17 (10/12/19) 2,4-D PI/C j
18 (10/01/20) Pastagem PE/PI k

3 RESULTADOS

3.1 Parametros in situ

Os valores médios, maximos e minimos dos parametros medidos in situ para 0s
tratamentos PE, Pl e C, bem como os valores de referéncia para dgua doce disponiveis na
CONAMA 357 (BRASIL, 2005), estdo descritos nas Tabela 12, 13 e 14, respectivamente.
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Tabela 12 — Valores médios dos parametros medidos in situ para o tratamento de pasto
extensivo (PE) por coleta. Os valores méximos e minimos registrados também estdo descritos.
Os valores de referéncia sdo os disponiveis na CONAMA 357 (BRASIL, 2005) para corpos
d’agua Classe 1. a = ap0s fertilizante (PI1/C); b = apds fipronil (C); ¢ = apés 2,4-D (PI/C); d =
apos pastagem (PE/PI); e = ap6s 2,4-D (PI); f = ap0s fertilizante (PI/C); g = ap6s corte da cana
(C); h = apdbs vinhaca (C); i = ap6s fipronil (C); j = apbs 2,4-D (PI/C); e k = apds pastagem
(PE/PI).

Coleta Evento oH Cond DO Turb Cla Clb
uS cm™ mg L™ UNT ug L ug L
Referéncia 6a9 <100 >6 40 10 -
1(11/12/18) a 6,80 17,03 5,95 21,75 7,49 5,16
2 (18/12/18) b 6,54 17,58 4,63 7,47 6,38 8,88
3 (16/01/19) - 5,65 7,15 4,98 3,99 5,77 3,68
4 (04/02/19) c 5,46 6,30 4,83 6,35 7,94 7,55
5 (07/03/20) - 5,18 5,23 3,91 3,92 4,56 7,00
6 (07/04/20) - 5,17 5,35 3,66 2,38 2,02 2,22
7 (08/05/19) d 5,18 5,75 3,48 3,89 4,86 5,99
8 (04/06/19) - 6,34 5,95 4,68 1,77 4,39 3,74
9 (16/07/19) - 4,66 5,48 5,28 1,44 2,23 3,29
10 (06/08/19) e 5,26 5,90 5,45 2,13 7,76 12,24
11 (05/09/19) - 6,02 7,13 2,29 11,81 9,31 9,17
12 (15/10/19) - 5,39 9,80 1,90 7,65 7,10 9,64
13 (22/10/19) f 5,57 10,00 3,57 13,38 57,45 51,94
14 (30/10/19) g 571 11,40 1,63 21,20 56,28 46,16
15 (11/11/19) h 5,72 9,43 1,61 3,03 49,48 30,68
16 (26/11/19) i 5,85 9,25 2,01 10,65 15,31 16,53
17 (10/12/19) j 5,90 9,98 1,32 5,84 5,22 7,68
18 (10/01/20) k 5,86 8,00 1,04 2,78 4,76 10,87
Valor minimo 4,38 4,20 0,15 0,44 0,25 0,60

Valor méaximo 7,40 20,90 6,90 41,00 168,28 108,86
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Tabela 13 - Valores médios dos pardmetros medidos in situ para o tratamento de pasto intensivo
(PI) por coleta. Os valores maximos e minimos registrados também estdo descritos. Os valores
de referéncia sdo os disponiveis na CONAMA 357 (BRASIL, 2005) para corpos d’agua Classe
1. a = apos fertilizante (P1/C); b = apds fipronil (C); ¢ = ap6s 2,4-D (PI/C); d = ap06s pastagem
(PE/PI); e = apbds 2,4-D (PI); f = apos fertilizante (PI/C); g = apds corte da cana (C); h = ap06s

vinhaca (C); i = ap06s fipronil (C); j = ap6s 2,4-D (PI/C); e k = apds pastagem (PE/PI).

Coleta Evento oH Cond DO Turb Cla Clb
uS cm™ mg L* UNT ug L* ug Lt
Referéncia 6a9 <100 >6 40 10 -
1(11/12/18) a 7,24 53,08 6,52 52,00 16,21 11,72
2 (18/12/18) b 7,33 44,96 5,38 21,89 14,63 16,36
3(16/01/19) - 5,93 20,06 3,92 6,86 7,82 5,44
4 (04/02/19) c 5,72 16,15 3,72 7,25 12,92 5,28
5 (07/03/20) - 5,68 9,38 2,69 5,89 7,80 3,67
6 (07/04/20) - 5,35 9,94 2,61 5,92 2,26 1,26
7 (08/05/19) d 5,19 10,90 2,68 4,42 10,94 6,45
8 (04/06/19) - 5,08 9,80 3,66 3,39 4,84 5,66
9 (16/07/19) - 5,14 10,96 4,35 6,67 2,92 2,69
10 (06/08/19) e 5,38 12,48 4,52 15,15 3,97 5,40
11 (05/09/19) - 5,93 16,74 1,76 24,74 9,67 9,07
12 (15/10/19) - 5,48 14,72 2,57 15,45 10,35 12,02
13 (22/10/19) f 5,88 16,42 3,20 8,55 35,79 31,11
14 (30/10/19) g 5,88 50,12 1,95 9,91 37,96 25,63
15 (11/11/19) h 5,84 29,62 1,80 18,79 17,01 10,87
16 (26/11/19) i 5,89 18,32 2,65 18,44 15,21 12,96
17 (10/12/19)  j 5,90 15,98 0,86 8,70 7,72 4,99
18 (10/01/20) k 6,19 30,32 0,33 11,17 6,42 8,70
Valor minimo 4,51 2,49 0,08 0,76 0,52 0,29
Valor méximo 8.83 90,30 9,10 170,00 116,68 76,16
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Tabela 14 - Valores médios dos parametros medidos in situ para o tratamento de cana-de-agucar
(C) por coleta. Os valores maximos e minimos registrados também estdo descritos. Os valores de
referéncia sdo os disponiveis na CONAMA 357 (BRASIL, 2005) para corpos d’agua Classe 1. a
= apos fertilizante (P1/C); b = ap6s fipronil (C); ¢ = apo6s 2,4-D (PI/C); d = apo6s pastagem
(PE/PI); e = apbds 2,4-D (PI); f = apos fertilizante (PI/C); g = apds corte da cana (C); h = ap06s
vinhaca (C); i = ap6s fipronil (C); j = ap6s 2,4-D (PI/C); e k = apds pastagem (PE/PI).

Coleta Evento oH Cond DO Turb Cla Clb
uS cm™ mg L* UNT ug L* ug Lt
Referéncia 6a9 <100 >6 40 10 -
1(11/12/18) a 7,70 96,35 8,51 26,25 17,76 9,58
2 (18/12/18) b 6,21 81,58 5,44 8,36 17,09 25,75
3(16/01/19) - 6,06 44,05 4,49 5,47 6,45 4,62
4 (04/02/19) c 5,94 36,65 4,43 4,37 5,85 5,04
5 (07/03/20) - 5,64 17,55 3,19 4,19 5,47 7,38
6 (07/04/20) - 5,44 15,45 2,39 5,73 6,22 7,69
7(08/05/19) d 511 13,30 3,02 3,17 9,44 10,61
8 (04/06/19) - 6,07 7,18 4,26 4,95 6,75 8,86
9 (16/07/19) - 5,40 10,88 5,00 2,76 4,30 4,29
10 (06/08/19) e 5,18 10,83 5,38 2,57 10,48 10,85
11 (05/09/19) - 5,88 19,65 1,01 23,75 6,65 5,92
12 (15/10/19) - 5,72 14,75 2,36 6,48 9,42 11,20
13 (22/10/19) f 6,04 14,00 2,84 33,36 22,61 33,88
14 (30/10/19) g 584 1348 1,65 9,67 14,89 30,28
15 (11/11/19) h 6,01 38,43 0,99 29,44 24,42 24,28
16 (26/11/19) i 6,39 25,18 2,07 14,76 16,34 17,51
17 (10/12/19)  j 6,13 20,28 0,55 8,24 16,47 17,22
18 (10/01/20) k 5,90 13,20 0,91 5,49 17,16 19,51
Valor minimo 4,65 5,70 0,04 0,65 0,43 0,65
Valor méximo 8,7 213,70 9,05 86,59 50,20 86,59

O pH diminuiu ao longo do tempo, atingindo valores entre 4,0 e 6,0 em todos 0s
tratamentos. Similarmente ao pH, o OD também diminui ao longo das coletas em todos 0s
tratamentos, alcancando valores proximos a 0 mg L™ a partir da coleta 8, coincidindo também

com o sombreamento completo dos mesocosmos por macrofitas aquaticas (Figura 17). Os
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valores méximos de Cond foram observados ap0s a aplicacdo de fertilizantes (tratamentos Pl e
C) e vinhaca (tratamento C). Apos a aplicacdo do fertilizante no primeiro ciclo (evento a), o
mesocosmo P14 (tratamento PI) e C1 (tratamento C) apresentaram os valores maximos de Cond,
88,20 uS cm? e 213,7 uS cm, respectivamente, enquanto o valor maximo no tratamento PE
(18,0 uS cm?) foi observado no mesocosmo PE1 (Figura 18). Apds a segunda aplicacdo de
fertilizantes (evento g), a Cond méaxima foi observada no mesocosmo P14 (90,3 uS cm™) para o
tratamento PI, no mesocosmo C4 (18,4 uS cm™) para o tratamento C e no mesocosmo PE3 (20,9
uS cm™) para o tratamento PE. Ap0s a aplicacdo de vinhaca de cana-de-aguicar (evento h), os
mesocosmos C3 (73,2 uS cm™) e C4 (59,5 uS cm™) apresentaram maiores valores de Cond em
relacdo aos mesocosmos C1 (9,4 uS cm™) e C2 (18,4 uS cm™), os quais ndo receberam aplicacio

de vinhaga.

Figura 17 - Mesocosmos cobertos por macroéfitas aquaticas (registros fotograficos realizados em
junho de 2019): A) Pastagem Extensiva (PE); B) Pastagem Intensiva (Pl); e C) Cana-de-agUcar

(©).
Fonte: Evaldo Espindola (2019)

As concentragfes maximas de Cla e Clb foram maiores no tratamento PE (168,68 e
108,86 g L™, respectivamente) em comparagdo com os tratamentos Pl (116,68 e 76,16 pg L™,
respectivamente) e C (50,20 e 77,98 pg L, respectivamente). Esses valores foram registrados

principalmente apos o inicio da estagdo chuvosa no segundo ciclo (entre os eventos f e g) em
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todos os tratamentos. Quanto aos valores maximos de Turb, estes foram registrados apds eventos
com maior precipitacao.

Com relacdo a analise de componentes principais, 0s dois primeiros componentes
principais (CP1 e CP2) foram retidos pela analise Parallel (Apéndice Al) para explicar a
variancia dos dados originais dos parametros in-situ (CP1 + CP2= 56,4%). A CP1 explicou
33,5% da variancia dos dados (positivamente relacionadas a Cla, Clb e Turb), enquanto a CP2
explicou 22,9% (positivamente relacionadas ao OD, pH e Cond) (Apéndice A2 e A3). Foram
observadas diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre o tratamento C e o
intercepto (tratamento PE) para CP1 (Cla, Clb, Turb); e entre os tratamentos Pl e C e 0
intercepto (tratamento PE) para CP2 (DO, pH, Cond) (Tabela 15). O efeito aleatério do tempo
explicou 97,51% e 55,56% da variabilidade nos dados para CP1 e CP2, respectivamente. A
distribuicdo gaussiana e a fungdo de ligacdo de identidade foram consideradas adequadas para
CP1 (Apéndice A4) e CP2 (Apéndice A5). A analise de componente principal para os avaliagio
do comportamento dos parametros in-situ ao longo do tempo estdo representados por

mesocosmos na Figura 18.

Tabela 15 - Resultados do Modelo Misto Linear (LMM) avaliando os efeitos dos tratamentos de
pastagem extensiva (PE - intercepto), pastagem intensiva (Pl) e cana-de-agucar (C) na série
temporal de experimentos para as variaveis resposta CP1 e CP2 dos parametros in-situ. A CP1
esta relacionada a clorofila a (Cla), clorofila b (Clb) e turbidez (Turb); a CP2 esté relacionada ao
oxigénio dissolvido (OD), ao pH e a condutividade elétrica (Cond).

Variavel resposta Efeitos fixos Estimate Desvio padrao p-valor
(Intercepto) -0.128 0.263 0.627
CP1 Tratamento Pl 0.02 0.164 0.901
Tratamento C 0.39 0.173 0.025*
(Intercepto) -0.48 0.203 0.019*
CP2 Tratamento Pl 0.802 0.137 0.000*

Tratamento C 0.557 0.144 0.000*
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CP2 (22.9%; +pH/OD/Cond)
CP2 (22.9%; +pH/OD/Cond)
CP2 (22.9%; +pH/OD/Cond)

-3 -1 1 3 5 7 -3 -1 1 3 5 7 -3 -1 1 3 5 7
CP1 (33.5%; +Cla/Clb/Turb) CP1 (33.5%; +Cla/Clb/Turb) CP1 (33.5%; +Cla/Clb/Turb)
Mesocosmo —— PE1 PE2 - PE3 - PE4 Mesocosmo - PI1 PI2 =~ PI3 = Pl4 -=— PIS Mesocosmo -=— Ci C2 == C4 - C5

Figura 18 - Componente Principal 1 (CP1) versus Componente Principal 2 (CP2) de pardmetros in-situ por mesocosmo: A) pastagem extensiva (PE); B)
pastagem intensiva (PI); e C) cana-de-agucar (C). A CP1 esta positivamente relacionada a Cla/Clb/Turb, e a CP2 esta positivamente relacionada ao pH/OD/Cond.
Cada coleta foi conectada em um caminho ao longo tempo, e os eventos foram destacados de acordo com suas abreviagdes. Cla = clorofila a; Clb = clorofila b;
Turb = turbidez; OD = oxigénio dissolvido; pH = potencial hidrogegionico; Cond = condutividade elétrica; a = ap6s fertilizante (PI/C); b = ap06s fipronil (C); ¢ =
apos 2,4-D (PI/C); d = ap0s pastagem (PE/PI); e = ap6s 2,4-D (PI); f = apds fertilizante (P1/C); g = ap0s corte da cana (C); h = ap6s vinhaca (C); i = apds fipronil
(C); j = apbs 2,4-D (PI/C); e k = apbs pastagem (PE/PI).
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3.2 Nutrientes

Os valores médios, maximos e minimos dos nutrientes para os tratamentos PE, Pl e C,
bem como os valores de referéncia para dgua doce disponiveis na CONAMA 357 (BRASIL,
2005), estéo descritos nas Tabela 16, 17 e 18, respectivamente.

Tabela 16 - Valores médios, méximos e minimos dos nutrientes para o tratamento de pasto extensivo
(PE) por coleta. Os valores de referéncia sdo os disponiveis na CONAMA 357 (BRASIL, 2005) para
corpos d’agua Classe 1. a = apds fertilizante (PI/C); b = ap6s fipronil (C); ¢ = apos 2,4-D (PI/C); d = apds
pastagem (PE/PI); e = ap6s 2,4-D (PI); f = ap0s fertilizante (PI/C); g = ap6s corte da cana (C); h = ap6s
vinhaca (C); i = ap0s fipronil (C); j = ap6s 2,4-D (P1/C); e k = ap6s pastagem (PE/PI).

Coleta Evento NT NOy NO3 NH," PT PDT Pl SiO;
mg L*
Referéncia 1,27 1,0 10,0 0,02
1(11/12/18) a 0,64 0,00 0,04 0,01 0,06 0,05 0,02 1.32
2 (18/12/18) b 0,41 0,00 0,06 0,06 0,11 0,04 0,02 1.13
3(16/01/19) - 0,61 0,00 0,03 0,01 0,04 0,02 0,01 0.56
4 (04/02/19) C 1,11 0,00 0,04 0,01 0,02 0,02 0,01 0.41
5 (07/03/20) - 0,87 0,00 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01 0.20
6 (07/04/20) - 0,84 0,00 0,03 0,05 0,03 0,02 0,01 0.03
7 (08/05/19) d 0,51 0,00 0,01 0,02 0,07 0,03 0,01 0.22
8 (04/06/19) - 0,39 0,00 0,01 0,01 0,06 0,02 0,01 0.20
9 (16/07/19) - 0,89 0,00 0,06 0,04 0,05 0,03 0,01 0.11
10 (06/08/19) e 0,84 0,00 0,28 0,18 0,13 0,03 0,02 0.07
11 (05/09/19) - 1,06 0,00 0,05 0,17 0,09 0,05 0,03 0.04
12 (15/10/19) - 1,16 0,00 0,90 0,03 0,11 0,03 0,02 0.15
13 (22/10/19) f 1,21 0,00 0,49 0,03 0,08 0,03 0,02 0.12
14 (30/10/19) g 0,90 0,00 0,09 0,02 0,08 0,03 0,02 0.19
15 (11/11/19) h 1,05 0,00 0,13 0,01 0,18 0,03 0,01 0.57
16 (26/11/19) i 1,03 0,00 0,06 0,02 0,09 0,03 0,02 0.31
17 (10/12/19) i 0,98 0,00 0,04 0,02 0,06 0,02 0,01 0.76
18 (10/01/20) k 1,11 0,00 0,05 0,01 0,12 0,02 0,01 0.79
Valor minimo 0,23 0,002 0,01 0 0 0,01 0 0,01

Valor méaximo 1,54 0,007 1,39 0,37 0,21 0,07 0,05 1,73




124

Tabela 17 - Valores médios, maximos e minimos dos nutrientes para o tratamento de pasto intensivo (PI)
por coleta. Os valores de referéncia sdo os disponiveis na CONAMA 357 (BRASIL, 2005) para corpos
d’agua Classe 1. a = ap0s fertilizante (PI/C); b = apds fipronil (C); ¢ = apos 2,4-D (PI/C); d = ap06s
pastagem (PE/PI); e = ap6s 2,4-D (PI); f = apos fertilizante (PI/C); g = ap6s corte da cana (C); h = ap6s
vinhaga (C); i = ap6s fipronil (C); j = ap6s 2,4-D (P1/C); e k = ap6s pastagem (PE/PI).

A Evento NT NOy NO3 NH," PT PDT Pl SiO;
mg L*
Referéncia 1,27 1,0 10,0 0,02
1(11/12/18) a 0,68 0,0049 0,04 0,02 0,45 0,36 0,35 2,64
2 (18/12/18) b 0,92 0,0048 0,06 0,03 0,44 0,33 0,22 2,32
3(16/01/19) - 1,24 0,0010 0,01 0,10 0,06 0,02 0,02 0,31
4 (04/02/19) c 0,88 0,0013 0,03 0,04 0,06 0,02 0,01 0,75
5 (07/03/20) - 0,83 0,0005 0,03 0,06 0,06 0,02 0,01 0,51
6 (07/04/20) - 0,94 0,0009 0,02 0,05 0,08 0,02 0,01 0,05
7 (08/05/19) d 0,86 0,0008 0,02 0,03 0,10 0,03 0,01 0,25
8 (04/06/19) - 0,82 0,0018 0,01 0,02 0,07 0,02 0,01 0,28
9 (16/07/19) - 0,97 0,0011 0,05 0,09 0,07 0,03 0,02 0,19
10 (06/08/19) e 0,94 0,0012 0,01 0,07 0,16 0,02 0,01 0,08
11 (05/09/19) - 1,47 0,0024 0,05 0,20 0,15 0,07 0,04 0,13
12 (15/10/19) - 1,57 0,0031 0,19 0,04 0,15 0,05 0,04 0,31
13 (22/10/19) f 1,42 0,0029 0,12 0,05 0,12 0,04 0,03 0,16
14 (30/10/19) g 2,20 0,0036 0,36 0,21 0,53 0,30 0,28 0,32
15 (11/11/19) h 1,37 0,0026 0,05 0,04 0,26 0,05 0,03 0,28
16 (26/11/19) i 1,31 0,0020 0,02 0,02 0,19 0,08 0,05 0,30
17 (10/12/19) i 1,11 0,0037 0,07 0,02 0,18 0,04 0,02 0,92
18 (10/01/20) k 1,30 0,0035 0,06 0,02 0,19 0,07 0,05 1,03
Valor minimo 0,37 0,0003 0,01 0,01 0,03 0,01 0 0,02

Valor maximo 4,43 0,01 1,18 0,55 1,14 0,85 0,84 3,55
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Tabela 18 - Valores médios, maximos e minimos dos nutrientes para o tratamento de cana-de-acucar (C)
por coleta. Os valores de referéncia sdo os disponiveis na CONAMA 357 (BRASIL, 2005) para corpos
d’agua Classe 1. a = ap0s fertilizante (PI/C); b = apds fipronil (C); ¢ = apos 2,4-D (PI/C); d = ap06s
pastagem (PE/PI); e = ap6s 2,4-D (PI); f = apos fertilizante (PI/C); g = ap6s corte da cana (C); h = ap6s
vinhaga (C); i = ap6s fipronil (C); j = ap6s 2,4-D (PI/C); e k = ap6s pastagem (PE/PI).

A Evento NT NOy NO3 NH," PT PDT Pl SiO;
mg L™
Referéncia 1,27 1,0 10,0 0,02
1(11/12/18) a 0,93 0,00 0,03 0,03 1,03 0,98 0,70 3,05
2 (18/12/18) b 0,39 0,00 0,05 0,02 0,97 0,85 0,64 0,94
3(16/01/19) - 1,12 0,00 0,01 0,10 0,70 0,36 0,35 0,30
4 (04/02/19) c 0,87 0,00 0,03 0,01 0,33 0,30 0,25 1,17
5 (07/03/20) - 1,16 0,00 0,03 0,04 0,22 0,17 0,15 0,53
6 (07/04/20) - 1,06 0,00 0,03 0,02 0,18 0,08 0,07 0,13
7 (08/05/19) d 0,95 0,00 0,02 0,03 0,39 0,09 0,06 0,31
8 (04/06/19) - 0,75 0,00 0,01 0,01 0,18 0,05 0,03 0,24
9 (16/07/19) - 1,52 0,00 0,07 0,11 0,14 0,05 0,03 0,14
10 (06/08/19) e 0,98 0,00 0,01 0,22 0,26 0,05 0,03 0,10
11 (05/09/19) - 1,54 0,00 0,05 0,18 0,16 0,08 0,06 0,03
12 (15/10/19) - 1,79 0,00 0,13 0,03 0,19 0,06 0,04 0,18
13 (22/10/19) f 1,62 0,00 0,14 0,03 0,20 0,06 0,05 0,14
14 (30/10/19) g 1,86 0,00 0,06 0,03 0,25 0,07 0,06 0,20
15 (11/11/19) h 1,17 0,00 0,04 0,04 0,39 0,05 0,02 0,45
16 (26/11/19) i 1,34 0,00 0,03 0,03 0,22 0,07 0,03 0,31
17 (10/12/19) i 1,53 0,00 0,04 0,04 0,24 0,06 0,03 0,94
18 (10/01/20) k 1,51 0,00 0,03 0,02 0,19 0,05 0,03 0,79
Valor minimo 0,23 0,0002 0,01 0 0,01 0,02 0 0,01
Valor méximo 3,13 0,006 0,34 0,39 3,25 3,14 2,09 4,22

As concentracbes maximas de PT, PDT e Pl foram observadas apds a aplicacdo do
fertilizante no primeiro ciclo (evento a) e no segundo ciclo (evento g) para os tratamentos Pl e C,
enquanto no tratamento PE as concentragdes desses nutrientes permaneceram estaveis durante

todo o periodo experimental. Apés a aplicacdo do fertilizante no primeiro ciclo (evento a), 0s
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mesocosmos P14 (tratamento PI) e C1 (tratamento C) apresentaram concentracdes maximas de
PT, PDT e PI: 0,87; 0,85; 0,83 mg L e 3,2; 3,13; 2,09 mg L™, respectivamente; enquanto os
valores maximos no tratamento PE (0,08; 0,06; 0,02 mg L™, respectivamente) foram observados
no mesocosmo PE4 (Figura 19). Apds a aplicacdo do fertilizante no segundo ciclo (evento g), as
concentragdes maximas de PT, PDT e PI foram observadas no mesocosmo P14 (1,14; 0,81; 0,75
mg L7, respectivamente) para o tratamento PI; no mesocosmo C2 (0,38; 0,05; 0,04 mg L7,
respectivamente) para o tratamento C. Em contrapartida, as concentraces maximas para o
tratamento PE foram registradas no mesocosmo PE3 (0,09; 0,01; 0,01 mg L, respectivamente),
mas se mantiveram muito abaixo em comparagdo com 0s outros tratamentos (Figura 19).

As concentracdes mais altas de NT foram observadas ap6s a segunda aplicacdo de
fertilizante (evento g) nos mesocosmos do tratamento P1 (1,35; 1,31; 2,66; 4,43; 1,26 mg L* para
PI1, P12, PI3, P14 e PI5, respectivamente) e C (1,77; 2,15; 1,54; 1,96 mg L* para C1, C2, C3 e
C4, respectivamente) em comparagdo com 0s mesocosmos do tratamento PE (0,93, 0,93, 0,79,
0,93 mg L para PE1, PE2, PE3 e PE4, respectivamente). As maiores concentracdes de NH4* no
tratamento PE foram observadas no evento "e" no mesocosmo PE2 (0,37 mg L) (Figura 19A).
No tratamento PI, as concentrages maximas de NH4* foram observadas apés a segunda
aplicacdo de fertilizante (evento g) nos mesocosmos PI3 (0,55 mg L?) e P14 (0,36 mg L?)
(Figura 19B). No tratamento C, as maiores concentracdes de NH4" foram observadas no evento
"e" (0,38; 0,19; 017; 0,11 mg L para C1, C2, C3 e C4, respectivamente) (Figura 19C). As
concentragdes mais altas de NOs™ foram registradas no tratamento PE: nas coletas 12 (1,26 mg L
1) e 13 (1,35 mg L) no mesocosmo PE1; na coleta 12 nos mesocosmos PE2 (1,38 mg L) e PE4
(0,76 mg L); e na amostragem 10 no mesocosmo PE3 (1,10 mg L), coincidindo com o final do
periodo seco.

Com relacdo a andlise de componentes principais, as trés primeiras componentes
principais (CP1, CP2, CP3) foram retidas pela analise Parallel (Apéndice A6) para explicar a
variancia dos dados originais dos nutrientes (CP1 + CP2 + CP3 = 73,8%). A CP1 (positivamente
relacionada a PT, PDT e Pl), a CP2 (positivamente relacionada a NT, NH4*, NO2 e NO3) e a
CP3 (positivamente relacionada a NO>™ e SiO.) representam 37,7, 20,7 e 15,4% da variabilidade
dos dados originais, respectivamente (Apéndice A7 e A8). Foram observadas diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os tratamentos Pl e C e o intercepto (tratamento
PE) para CP1 (PT, PDT e PI) e CP2 (NT, NH4*, NO2" e NOz); e entre o tratamento Pl e o
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intercepto (tratamento PE) para CP3 (NO2 e SiO) (Tabela 19). O efeito aleatério do tempo
explicou 44,45%, 70,50% e 53,12% da variabilidade dos dados para CP1, CP2 e CP3,
respectivamente. A distribuicdo gaussiana e a funcdo de ligacdo identidade foram consideradas
apropriadas para CP1 (Apéndice 9), CP2 (Apéndice 10) e CP3 (Apéndice 11). A analise de
componente principal para os avaliagdo do comportamento dos nutrientes ao longo do tempo

estdo representados por mesocosmos na Figura 19.

Tabela 19 - Resultados do Modelo Misto Linear (LMM) avaliando os efeitos dos tratamentos de
pastagem extensiva (PE - intercepto), pastagem intensiva (Pl) e cana-de-acucar (C) na série temporal de
experimentos para as variaveis resposta CP1, CP2 e CP3 dos nutrientes. A CP1 estd relacionada ao
fésforo total (PT); fosforo total dissolvido (PTD); fésforo inorganico total (P1), a CP2 esta relacionada ao
nitrogénio total (NT); ion amdnio (NH4"); nitrito (NO>); nitrato (NO3’) e a CP3 esta relacionado ao nitrito
(NO?) e silicato (SiO,).

Variavel resposta Efeitos fixos Estimate Desvio padrao p-valor
(Intercepto) -0.56 0.242 0.021*

CP1 Tratamento Pl 0.538 0.246 0.030*
Tratamento C 1.149 0.26 0.000*

(Intercepto) -0.238 0.23 0.302

CP2 Tratamento PI 0.358 0.156 0.023*
Tratamento C 0.325 0.165 0.050*

(Intercepto) -0.206 0.198 0.301

CP3 Tratamento Pl 0.403 0.133 0.003*

Tratamento C 0.165 0.14 0.242
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eventos foram destacados de acordo com suas abreviagdes. TP = fosforo total; TDP = fosforo total dissolvido; TIP = fésforo inorgénico total; TN
= nitrogénio total; NH4 = fon amdnio; NO2 = nitrito; NO3 = nitrato; SiO2 = silicato; a = apds fertilizante (IP/C); b = apds fipronil (C); ¢ = apébs
2,4-D (IP/C); d = apds pastagem (EP/IP); e = apos 2,4-D (IP); f = ap0s fertilizante (IP/C); g = apds cana cortada (C); h = ap6s vinhaca (C); i =
apos fipronil (C).
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3.2.1 indice de estado trofico

O IET variou de 76,79 a 93,38 no tratamento PE, de 83,17 a 100,42 no tratamento Pl e de
86,07 a 98,30 no tratamento C (Figura 20). Os valores de IET indicaram estado hipereutrofico e
aumentaram ao longo do tempo em todos os tratamentos (> 59,1) e. No tratamento PE, verificou-
se valor maximo (93, 38) de IET na coleta 15. Apesar dos valores de IET do tratamento PE
indicarem estado hipereutréfico em todo o periodo experimental, estes se mantiveram sempre
abaixo do IET dos tratamentos Pl e C, respectivamente (Figura 20). No tratamento PI, o IET
atingiu o valor maximo ap0s a aplicacdo de fertilizante no segundo ciclo (100,42 no evento g).
No tratamento C, o valor maximo foi registrado apds a aplicacdo de vinhaga no segundo ciclo
(98,30 no evento h). No geral, observou-se influéncia também da sazonalidade durante o periodo
experimental, com valores mais baixos de IET durante o periodo seco (coletas 6 a 11), e valores
mais altos durante o periodo chuvoso (coletas 1 a5e 12 a 18).
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Figura 20 - indice de Estado Tréfico (IET) dos mesocosmos ao longo do tempo por tratamento: pastagem
extensiva (PE), pastagem intensiva (Pl) e cana-de-aclcar (C). a = ap6s fertilizante (IP/C); b = apds
fipronil (C); ¢ = ap6s 2,4-D (IP/C); d = ap6s pastagem (EP/IP); e = ap6s 2,4-D (IP); f = apés fertilizante
(IP/C); g = apos cana cortada (C); h = ap6s vinhaca (C); i = apds fipronil (C).
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Os valores médios, maximos e minimos dos nutrientes para os tratamentos PE, Pl e C,

bem como os valores de referéncia para dgua doce disponiveis na CONAMA 357 (BRASIL,

2005), estéo descritos nas Tabela 20, 21 e 22, respectivamente.

Tabela 20 - Valores medios, méximos e minimos dos metais para o tratamento de pasto extensivo (PE)
por coleta. Os valores de referéncia sdo os disponiveis na CONAMA 357 (BRASIL, 2005) para corpos
d’agua Classe 1. a = ap6s fertilizante (PI/C); b = apds fipronil (C); ¢ = ap6s 2,4-D (PI/C); d = ap06s
pastagem (PE/PI); e = ap6s 2,4-D (PI); f = ap0s fertilizante (PI/C); g = ap6s corte da cana (C); h = ap6s
vinhaga (C); i = ap6s fipronil (C); j = ap6s 2,4-D (PI/C); e k = ap6s pastagem (PE/PI).

Coleta Evento Al Cd Cu Mn Ni Pb Co K Zn Ba
mg L

Referéncia 0,1 0,001 0,009 0,1 0,025 0,01 0,05 0,18 0,7

1(11/12/18) a 0,283 0,001 0,009 0,013 0,003 0,073 0,000 2,868 0,306 0,181

2 (18/12/18) b 0,212 0,001 0,012 0,013 0,009 0,075 0,001 2,096 0303 0,164

3(16/01/19) - 0,258 0,002 0,044 0,022 0,013 0,070 0,008 0,905 0,376 0,215

4 (04/02/19) c 0,246 0,003 0,007 0,031 0,007 0,098 0,010 0,659 0,202 0,185

5 (07/03/20) - - - - - - - - - - -

6 (07/04/20) - - - - - - - - - - -

7 (08/05/19) d 0,519 0,001 0,012 0,019 0,003 0,083 0,003 0,636 0,228 0,207

8 (04/06/19) - - - - - - - - - - -

9 (16/07/19) - - - - - - - - - - -

10 (06/08/19) e 0,615 0,001 0,005 0,024 0,008 0,092 0,007 0,689 0,262 0,237

11 (05/09/19) - - - - - - - - - - -

12 (15/10/19) - 0,658 0,002 0,009 0,077 0,008 0,082 0,008 1,014 0,240 0,263

13 (22/10/19) f 0,568 0,001 0,007 0,072 0,006 0,082 0,016 1,026 0,172 0,273

14 (30/10/19) g 0,761 0,001 0,013 0,065 0,007 0,072 0,026 0,990 0,305 0,259

15 (11/11/19) h 0,440 0,001 0,014 0,075 0,010 0,059 0,034 1,300 0,430 0,344

16 (26/11/19) i 0,483 0,001 0,013 0,064 0,007 0,058 0,030 0,99 0,239 0,234

17 (10/12/19) j 0,342 0,002 0,007 0,037 0,004 0,069 0,018 0,69 0,265 0,264

18 (10/01/20) k 0,127 0,002 0,018 0,026 0,007 0,067 0,002 0,810 0,231 0,249
Valor minimo 0,060 0,000 0,000 0,000 0,000 0,040 0,000 0,500 0,140 0,140
Valor méximo 1,140 0,003 0,130 0,130 0,030 0,110 0,030 3,220 0,600 0,460
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Tabela 21 - Valores médios, maximos e minimos dos nutrientes para o tratamento de pasto intensivo (PI)
por coleta. Os valores de referéncia sdo os disponiveis na CONAMA 357 (BRASIL, 2005) para corpos
d’agua Classe 1. a = apos fertilizante (PI/C); b = apds fipronil (C); ¢ = ap6s 2,4-D (PI/C); d = ap06s
pastagem (PE/PI); e = ap6s 2,4-D (PI); f = apos fertilizante (PI/C); g = ap6s corte da cana (C); h = ap6s
vinhaga (C); i = ap6s fipronil (C); j = ap6s 2,4-D (PI/C); e k = ap6s pastagem (PE/PI).

Coleta Evento Al Cd Cu Mn Ni Pb Co K Zn Ba
mg L*

Referéncia 0,1 0,001 0,009 0,1 0,025 0,01 0,05 0,18 0,7

1(11/12/18) a 0.891 0.001  0.026 0.031 0.017 0.044 0.001 2501 0.389 0.187

2 (18/12/18) b 0.397 0.001  0.008 0.043 0.008 0.065 0.003 2367 0321 0.197

3(16/01/19) - 0.909 0.001  0.029 0.028 0.014 0066 0.011 0.764 0.279 0.207

4 (04/02/19) c 0.888 0.001  0.007 0.038 0.011 0.095 0.018 0.603 0.291 0.236

5 (07/03/20) - - - - - - - - - - -

6 (07/04/20) - - - - - - - - - - -

7 (08/05/19) d 0.656  0.001  0.007 0.032 0.006 0.089 0.010 0.968 0.288 0.205

8 (04/06/19) - - - - - - - - - - -

9 (16/07/19) - - - - - - - - - - -

10 (06/08/19) e 1.118 0.001  0.004 0.032 0.007 0.090 0.009 0.628 0.234 0.230

11 (05/09/19) - - - - - - - - - - -

12 (15/10/19) - 0.627 0.002  0.014 0.070 0.007 0.078 0.016 0.852 0.227 0.287

13 (22/10/19) f 2.308 0.002  0.040 0.038 0.009 0.078 0.014 0.767 0.238 0.266

14 (30/10/19) g 2.098 0.001 0.014 0.109 0.011 0.087 0.057 2940 0.318 0.292

15 (11/11/19) h 0.684  0.002 0.013 0.058 0.005 0.055 0.034 1.026 0.327 0.309

16 (26/11/19) i 0.368  0.001 0.047 0.038 0.013 0.063 0.022 0.715 0.255 0.259

17 (10/12/19) i 1.093 0.001 0.015 0.063 0.006 0.071 0.005 0.823 0.269 0.269

18 (10/01/20) k 0.224  0.001 0.035 0.042 0.001 0.087 0.009 3479 0.244 0.259
Valor minimo 0,110 0,000 0,000 0,010 0,000 0,000 0,000 0,370 0,150 0,150
Valor méximo 6,770 0,004 0,130 0,230 0,040 0,150 0,130 10,88 0,790 0,340
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Tabela 22 - Valores médios, maximos e minimos dos nutrientes para o tratamento de cana-de-agucar (C)
por coleta. Os valores de referéncia sdo os disponiveis na CONAMA 357 (BRASIL, 2005) para corpos
d’agua Classe 1. a = ap0s fertilizante (PI/C); b = apds fipronil (C); ¢ = apos 2,4-D (PI/C); d = ap06s
pastagem (PE/PI); e = ap6s 2,4-D (PI); f = apos fertilizante (PI/C); g = ap6s corte da cana (C); h = ap6s

vinhaca (C); i = ap0s fipronil (C); j = ap6s 2,4-D (P1/C); e k = ap6s pastagem (PE/PI).

Coleta Evento Al Cd Cu Mn Ni Pb Co K Zn Ba
mg L*

Referéncia 0,1 0,001 0,009 0,1 0,025 0,01 0,05 0,18 0,7

1(11/12/18) a 0,184 0,001 0,045 0,042 0,021 0,067 0,001 2314 0317 0,184

2 (18/12/18) b 0,321 0,001 0,019 0,064 0,013 0,061 0,006 2008 0315 0,194

3(16/01/19) - 0,804 0,002 0,014 0,063 0,020 0,074 0,010 0,722 0,319 0,198

4 (04/02/19) c 0,548 0,001 0,008 0,051 0,004 0,093 0,002 0578 0,207 0,206

5 (07/03/20) - - - - - - - - - - -

6 (07/04/20) - - - - - - - - - - -

7 (08/05/19) d 2,507 0,001 0,022 0,037 0,017 0,076 0,005 0,529 0,371 0,221

8 (04/06/19) - - - - - - - - - - -

9 (16/07/19) - - - - - - - - - - -

10 (06/08/19) e 0,770 0,002 0,006 0,037 0,009 0,090 0,008 0,618 0,241 0,233

11 (05/09/19) - - - - - - - - - - -

12 (15/10/19) - 0,658 0,003 0,035 0,055 0,006 0,078 0,017 0,815 0,203 0,226

13 (22/10/19) f 0,810 0,001 0,055 0,037 0,014 0,083 0,016 0685 0,229 0,287

14 (30/10/19) g 0,771 0,001 0,011 0,073 0,016 0,066 0,028 0,867 0,397 0,281

15 (11/11/19) h 0,334 0,002 0,031 0,109 0,004 0,056 0,034 3,052 0,398 0,312

16 (26/11/19) i 0,612 0,002 0,040 0,050 0,009 0,071 0,019 1935 0,268 0,252

17 (10/12/19) j 1,429 0,001 0,016 0,042 0,006 0,085 0,006 1,297 0,268 0,264

18 (10/01/20) k 0,419 0,001 0,008 0,025 0,008 0,098 0,011 0,639 0,210 0,226
Valor minimo 0,110 0,000 0,000 0,000 0,000 0,020 0,000 0,410 0,230 0,160
Valor méximo 7,880 0,004 0,180 0,210 0,060 0,200 0,030 7,640 0,550 0,360
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Os metais mais afetados pelo manejo do solo foram Al, Mn e K. As concentracgdes de Al
aumentaram principalmente apos a segunda aplicagdo de fertilizante (evento g) nos mesocosmos
PI (1,51; 1,52; 4,59; 1,81; 3,36 mg L para PI1, PI2, PI3, Pl4 e PI5, respectivamente) em
comparagdo com mesocosmos do tratamento PE (0,8; 0,86; 0,90; 0,47 mg L™ para PE1, PE2,
PE3 e PE4, respectivamente) e C (0,98; 0,92; 0,62; 0,54 mg L para C1, C2, C4 e C5,
respectivamente). Similarmente, as concentracdes de K aumentaram ap0s a segunda aplicacéo de
fertilizante (evento g), especialmente nos mesocosmos Pl (2,53; 0,76; 6,55; 3,99; 0,85 mg L
para P11, P12, PI3, P14 e PI5, respectivamente) e C (0,85; 1,13; 0,78; 0,70 mg L para C1, C2,
C4 e C5, respectivamente). Além disso, foi observado um aumento significativo da concentracéo
de K apds a aplicacdo de vinhaca (evento h) nos mesocosmos C4 e C5 (7,63 e 3,2 mg L7,
respectivamente) em comparagdo com C1 e C2 (0,49 e 0,82 mg L™, respectivamente) nos quais a
vinhaca néo foi aplicada. Semelhante ao K, o0 Mn aumentou significativamente apds a aplicacéo
da vinhaca nas parcelas C4 e C5 (0,13 e 0,21 mg L™, respectivamente) em comparagio com as
parcelas C1 e C2 (0,049 e 0,038 mg L™).

Com relagdo a andlise de componentes principais, as trés primeiras componentes
principais (CP1, CP2, CP3) foram retidas pela analise Parallel (Apéndice Al12) para explicar a
variancia dos dados originais dos metais (CP1 + CP2 + CP3 = 50,8%). A CP1 (positivamente
relacionada ao Zn, K e Mn; negativamente relacionada ao Pb), o CP2 (positivamente relacionada
ao Mn, Al e Pb; negativamente relacionada ao Ni) e o CP3 (positivamente relacionada ao Cd e
Cu) representam 23,1, 16,4 e 11,3% da variabilidade dos dados originais, respectivamente
(Apéndice A13 e Al4). Foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05)
entre o tratamento Pl e o intercepto (tratamento PE) para CP1 (Zn, K, Mg e Pb). Nenhuma
diferenca estatistica foi observada entre os tratamentos para CP2 e CP3 (Tabela 23). O efeito
aleatorio do tempo explicou 97,51%, 53,84% e 24,29% da variabilidade nos dados para CP1,
CP2 e CP3, respectivamente, A distribuicdo gaussiana e a funcdo de ligacao identidade foram
consideradas apropriadas para CP1 (Apéndice Al5), CP2 (Apéndice Al6) e CP3 (Apéndice
Al17). A analise de componente principal para os avaliacdo do comportamento dos metais ao

longo do tempo estdo representados por mesocosmos na Figura 21.
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Tabela 23 - Resultados do Modelo Misto Linear (LMM) avaliando os efeitos dos tratamentos de
pastagem extensiva (PE - intercepto), pastagem intensiva (Pl) e cana-de-acucar (C) na série temporal de
experimentos para as variaveis resposta CP1, CP2 e CP3 dos metais. A CP1l estd relacionada
positivamente ao Zn, K e Mn e negativamente ao Pb; a CP2 esta relacionada positivamente ao Mn, Al e

Pb e negativamente ao Ni; e a CP3 esta relacionada positivamente ao Cd e Cu.

Variavel resposta Efeitos fixos Estimate Desvio padréo p-valor
(Intercepto) -0.291 0.332 0.382

CP1 Tratamento Pl 0.5 0.208 0.018*
Tratamento C 0.321 0.22 0.146

(Intercepto) -0.185 0.252 0.464
CP2 Tratamento Pl 0.195 0.199 0.33
Tratamento C 0.358 0.21 0.09
(Intercepto) -0.082 0.191 0.668
CP3 Tratamento Pl 0.164 0.178 0.36
Tratamento C 0.061 0.188 0.745
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Figura 21 - Componente principal 1 (CP1) versus componente principal 2 (CP2) dos metais por mesocosmo: A) pastagem extensiva (Pe); B)
pastagem intensiva (Pl); e C) cana-de-agucar (C). Componente principal 1 (CP1) versus componente principal 3 (CP3) dos nutrientes por
mesocosmo: D) pastagem extensiva (EP); E) pastagem intensiva (IP); e F) cana-de-aglcar (C). A CP1 esta relacionada positivamente ao Zn, K e
Mn e negativamente ao Pb; a CP2 esté relacionada positivamente ao Mn, Al e Pb e negativamente ao Ni; e a CP3 esté relacionada positivamente
ao Cd e Cu. Cada coleta foi conectada em um caminho ao longo do tempo e os eventos foram destacados de acordo com suas abreviagdes. Mn =
manganés; Pb = chumbo; Ni = niquel; Al = aluminio; K = potéssio; Cu = cobre; Zn = zinco; Cd = cadmio; Ba = Bério; Co = Cobalto; a = apds
fertilizante (IP/C); b = apés fipronil (C); ¢ = apds 2,4-D (IP/C); d = ap6s pastagem (EP/IP); e = ap6s 2,4-D (IP); f = apés fertilizante (IP/C); g =
apos cana cortada (C); h = apo6s vinhaga (C); i = apos fipronil (C).
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4 DISCUSSAO

Estratégias de monitoramento a longo prazo sdo essenciais para avaliar a qualidade da
agua (Charalampous et al., 2015). Anteriormente, nenhum estudo investigou como as praticas
convencionais de manejo do solo adotadas em pastagens intensificadas e culturas de cana-de-
acucar podem afetar a qualidade das aguas superficiais por meio de experimentos de campo
monitorados ao longo do tempo. Inicialmente, foi levantada a hipdtese de que a intensificacao
das pastagens e das culturas de cana-de-agucar deterioraria as caracteristicas fisicas-quimicas-
biologicas das aguas superficiais por meio de um aumento da disponibilidade de nutrientes e
metais, uma vez que esses usos da terra exigem um manejo intensivo do solo (Martinelli; Filoso,
2008). Os resultados parecem ndo apenas apoiar essas previsdes, mas também revelaram uma
relagio em cadeia entre os diferentes pardmetros avaliados, bem como uma tendéncia de
deterioracdo da qualidade da 4gua ao longo do tempo devido as intervengdes feitas no solo. Além
disso, foi observado que a fertilizagdo do solo e a aplicacdo de vinhaca foram os principais
precursores do aumento das concentracdes de metais e de nutrientes na agua.

As préticas convencionais de preparo do solo consistem em: 1) aragem (revirar a camada
superficial do solo para reduzir a sua compactacéo); 2) gradagem (quebrar blocos de terra e
nivelar o terreno) (Da Luz et al., 2022); e 3) calagem (correcdo da acidez do solo para aumentar
0 pH, aliviar a deficiéncia de fésforo e diminuir a toxicidade do aluminio) (Gatiboni et al., 2003).
Esse tipo de manejo causa alteracdes nas caracteristicas fisicas do solo, como a desestabilizagédo
dos agregados e a diminuicdo da porosidade (Martinelli; Filoso, 2008). Essas alteracdes
aumentam o escoamento superficial, a erosdo do solo e as perdas de nutrientes, metais, calcario e
outros contaminantes que fluem para os corpos d'agua e podem causar sua deterioracdo ao longo
do tempo (Cui et al., 2020; Gatiboni et al., 2003).

4.1 Parametros in situ

O pH da agua dos mesocosmos mostrou uma acidifica¢do ao longo do tempo em todos 0s
tratamentos. Os mesocosmos PE atingiram valores mais baixos de pH ao longo do tempo (4,38)
em comparacdo com os mesocosmos Pl (4,56) e C (4,65). Isso provavelmente é resultado da

intensa decomposicdo de macrofitas aquaticas no tratamento PE (Wu et al., 2017) que ocorreu



137

especialmente durante o periodo seco (Figura 22). Em contrapartida, o pH inicial (evento a) dos
mesocosmos Pl (8,83) e C (8,7) foi maior em comparagdo com o tratamento PE (7,4), pois
algumas praticas de manejo do solo podem resultar em aumento momentaneo do pH da &gua,
como a aplicacdo de cal para corrigir o pH do solo e de fertilizantes (S&; Cavalcante; Lima,
2021). Apesar disso, o pH dos mesocosmos Pl e C também diminuiu ao longo do tempo,
especialmente depois que os mesocosmos foram completamente sombreados por macroéfitas
aquaticas flutuantes (Figura 17). No total, 66% das amostras tiveram um pH inferior a 6, 0 que
esta em desacordo com os padrdes de qualidade da agua da resolugdo CONAMA 357/2005
(BRASIL, 2005) para corpos d’agua Classe 1 (pH entre 6 e 9).

Figura 22 - Registros fotograficos dos mesocosmos realizados em agosto de 2019 (periodo
seco): A) Pastagem extensiva (PE); B) Pastagem intensiva (P1); e C) Cana-de-acucar (C).

Fonte: Evaldo Espindola (2019)

Semelhante ao pH, foi observada a deplecdo do OD ao longo do tempo em todos os
tratamentos. A deplecdo de OD na coluna de &gua é uma das consequéncias da proliferacdo
excessiva de populacdes de macrdfitas (respiracdo > producdo de oxigénio) que pode ser causada
pelo aumento de poluentes no ambiente aquatico (por exemplo, fertilizantes), especialmente
nitrogénio e fosforo (Kosten et al., 2016; Scheffer; Van Nes, 2007). Em corpos d'agua rasos, a

precipitacdo e o0 vento sdo variaveis responsaveis pela mistura da coluna d'dgua e,
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consequentemente, pela ressuspensdo de sedimentos e matéria organica, o que diminui a
concentragdo de OD (Dodds; Whiles, 2020). O OD abaixo de 6 foi registrado em 86% das
amostras, que estavam fora dos limites de &gua potavel da resolucdo CONAMA 357/2005.
Niveis baixos de OD afetam ndo apenas a composicdo das comunidades de &gua doce, mas
também a capacidade do ecossistema de processar nutrientes (Dodds, 2006). Da mesma forma, a
turbidez da 4gua aumenta devido ao ressurgimento de materiais organicos, especialmente apds
precipitacdo intensa e drenagem para aguas superficiais, bem como apés um aumento da
biomassa algal (Dodds; Whiles, 2020). No total, 3% das amostras ficaram fora das diretrizes para
turbidez (acima de 40 NTU) da resolugdo CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005).

A condutividade foi afetada especialmente apds a aplicacdo de fertilizantes nos
tratamentos Pl e C, e de vinhaga no tratamento C (C4 e C5). O aumento da condutividade
representa um fator-chave que sinaliza a contaminacdo de ambientes aquaticos (Bianchi;
Espindola; Marin-Morales, 2011). Estudos recentes também relataram o aumento da
condutividade da 4gua em areas agricolas devido a grande quantidade de compostos quimicos
presentes no solo e que ficam disponiveis para serem transportados para as aguas superficiais
(Bianchi; Espindola; Marin-Morales, 2011; Charalampous et al., 2015; Taniwaki et al., 2017).
Em regides tropicais como o Brasil, esse fator pode ser ainda mais agravado pois a aplicacédo de
agroquimicos no solo ocorre na estagdo chuvosa (Gripp et al., 2017; Taniwaki et al., 2017).

Os valores de condutividade também podem ser afetados pelo estagio de
desenvolvimento da cultura; por exemplo, culturas em estabelecimento ou em fase vegetativa
tendem a segurar menos o solo em relacéo aos estagios de grande crescimento e de maturidade
(Taniwaki et al., 2017). No presente estudo, a condutividade foi maior nos mesocosmos C apdés a
primeira aplicacdo de fertilizante (evento a), pois as etapas de preparo do solo no primeiro ciclo
foram mais intensas nesse tratamento (gradagem, aracdo e calagem). Enquanto isso, a
condutividade foi maior no tratamento Pl em comparacdo com o tratamento C apds a segunda
aplicacdo de fertilizante (evento g), considerando que ndo houve preparo do solo para a rebrota
da cana, apenas a reaplicacdo de agroquimicos.

As altas concentracbes de clorofila (Cla e Clb) registradas nos mesocosmos PE
provavelmente estdo associadas também ao processo de decomposicdo das macrofitas nesse
tratamento, que foi mais intenso em comparagdo com 0s mesocosmos dos tratamentos Pl e C

(Figura 22). O sistema foi alimentado com nutrientes provenientes dessa decomposicédo, que foli
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intensificada principalmente durante o periodo seco (menor precipitacdo, vento e volume do
mesocosmo). Consequentemente, o inicio da estacdo chuvosa (ou seja, maior temperatura e
intensidade de luz) levou a um aumento consideravel nas concentragdes de nitrato e clorofila no
tratamento PE.

Além disso, foram registradas concentraces de Cla e Clb duas e trés vezes maiores no
tratamento C, respectivamente, apos o corte da cana (coleta 13) em comparacdo com a coleta
anterior (coleta 12). Nesse caso, 0 aumento da concentracdo de clorofila pode estar associado a
intensificacdo da luz que chega aos mesocosmos apds a remocdo da cana, pois a luminosidade é
um parametro essencial para a ocorréncia da fotossintese (Xiaoying et al., 2022). O corte da cana
também levou a uma maior entrada de matéria organica nos mesocosmos, uma vez que o solo
sem cobertura é mais suscetivel ao escoamento superficial. Esse maior aporte de nutrientes
também pode ter contribuido para o aumento das concentrac6es de clorofila. Cla acima de 10 ug
L-1 foi registrada em 36% das amostras, que ficaram fora das diretrizes de agua potavel da
resolugio CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005).

4.2 Nutrientes

A relacdo diretamente proporcional entre a clorofila e a concentracdo de nutrientes €
amplamente reconhecida como um indicador do estado tréfico dos corpos d'agua (Cui et al.,
2020). No entanto, outros fatores podem influenciar a eutrofizacdo dos corpos d'agua, como o
tipo de cobertura da terra e suas caracteristicas intrinsecas, por exemplo, 0 manejo do solo
(Taniwaki et al., 2017), o albedo (Georgescu et al., 2013) e a taxa de absorcdo de nutrientes pela
cultura (Lee, 2018). Espera-se que o albedo (ou seja, a reflexdo da intensidade da luz) em regides
de pastagem seja menor do que em areas onde a cana-de-agucar esta entre os estagios de maior
crescimento e maturidade (Georgescu et al., 2013; Taniwaki et al., 2017). Considerando que a
intensidade da luz € um parametro fundamental para a producdo de biomassa fotossintética, 0s
corpos d'agua drenados por areas de pastagem intensificadas podem ser mais suscetiveis a
eutrofizacdo. No entanto, os resultados desta pesquisa sugerem que outros fatores, além da
intensidade da luz, também foram responsaveis por esse processo (por exemplo, preparo do solo,
tipo de cobertura do solo, aplicacdo de fertilizantes), pois o tratamento C apresentou valores mais

altos de IET em comparacdo com os tratamentos Pl e PE (Figura 20).
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A alta solubilidade dos fertilizantes minerais é considerada a principal razdo para o
aumento da transferéncia de N e P para a 4gua logo apds a aplicacéo de fertilizantes (CUI et al.,
2020). No entanto, o tipo de cobertura e manejo do solo também podem influenciar na
quantidade de nutrientes que serdo transferidos do solo para a agua (Chau; Chu, 2017; Li et al.,
2020; Udawatta et al., 2006). No presente estudo, observou-se um aumento significativo dos
elementos fosfatados (PT/PTD/PI) ap6s a aplicacdo de fertilizantes (eventos a e g) nos
tratamentos Pl e C, enquanto no tratamento PE (sem manejo do solo) ndo foi observado aumento
expressivo desses elementos. Independentemente da cobertura do solo, esse processo se mostrou
mais intenso no primeiro ciclo (ou seja, maior preparo do solo e cobertura nos estagios iniciais
de desenvolvimento), em que concentra¢fes mais altas de nutrientes foram transportadas para a
agua em comparagdo com o segundo ciclo (cobertura do solo bem estabelecida),

Muitos estudos relataram aumento nas concentracGes de NT e PT apds a aplicagdo de
fertilizantes ao redor do mundo (Cui et al., 2020; Hou et al., 2016; Leip et al., 2011; Seitzinger et
al., 2010). Li et al. (2020) analisaram o escoamento de NT, NH4", NOs™ e PT em trés sub-bacias
hidrogréaficas na China durante os estagios de crescimento da cana-de-agUcar (estabelecimento,
vegetativo, grande crescimento e maturidade). Semelhante ao presente estudo, os resultados
mostraram maiores exportacdes de PT durante o estagio inicial do estabelecimento da cana-de-
acucar apos a fertilizacdo e maiores exportacdes de NT e NO3™ durante o grande crescimento. Por
outro lado, Cui et al. (2020) avaliaram a perda de NT e PT por meio de escoamento em campos
de arroz e observaram que o escoamento que ocorre durante a fase inicial apds as aplicacdes de
fertilizantes contribuiu principalmente para a perda de NT. Os resultados do presente estudo
mostraram uma perda maior de PT do que de NT, sugerindo que esse processo também depende
do tipo de solo, da cultura e da precipitacéo.

O aumento do aporte de nutrientes nas formas de nitrogénio e fosfato pode resultar em
intensa colonizacdo por macrodfitas aquaticas (Dodds, 2006). As macrofitas aquéticas
desempenham um papel importante na producdo de nitrogénio assimilavel por meio de sua
associacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio e algas perifiticas (Mu et al., 2020). Assim, na
maioria dos ecossistemas aquaticos continentais, 0 compartimento ocupado por essas plantas (ou
seja, a regido litoranea) é onde se encontram as maiores taxas de fixacao de nitrogénio (Bristow;
Whitcombe, 1971), pois o nitrogénio é um nutriente essencial para o crescimento das plantas

(Bustamante et al., 2011). Além disso, a cana-de-acucar tem alta demanda de nitrogénio, o que
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poderia diminuir as perdas desse componente por escoamento superficial (Ghiberto et al., 2011).
Ainda, o uso de fertilizantes nitrogenados na cultura da cana-de-agucar no Brasil é relativamente
baixo em compara¢do com paises de clima temperado (Martinelli; Filoso, 2008). Todos esses
fatores podem explicar o motivo pelo qual as concentracdes de fosforo na dgua foram maiores do
que as concentracdes de nitrogénio no presente estudo. No total, 28% e 97% das amostras
ficaram fora dos padrbes de qualidade da &gua e das diretrizes de agua potével da resolucao
CONAMA 357/2005 para NT (concentragdes maiores que 1,27 mg L) e PT (concentracoes
maiores que 0,02 mg L), respectivamente (BRASIL, 2005).

A decomposicdo da biomassa vegetal no fundo da coluna de agua é responsavel por
mudancas na qualidade da agua, como diminuic¢do do pH, alteracdo da disponibilidade de OD e
acimulo de NO2", NO3 e NH4* (Wu et al., 2017). Entre as formas inorganicas de nitrogénio que
ocorrem em aguas doces, 0 NOz” e NH4" sdo predominantes, pois 0 NO2 e o NHs3 ndo sdo
estaveis no ambiente aquatico natural (Mu et al., 2020). Como resultado de sua instabilidade, o
NHs é convertido em NH4* em valores de pH &cidos e neutros (Salama et al., 2013). No periodo
seco, caracterizado por pH da &gua mais acido, a concentracdo de nitrogénio amoniacal pode
atingir valores elevados em aguas interiores, especialmente na parte proxima ao sedimento
(Quirds, 2003).

No presente estudo, as concentragbes de NH4* aumentaram em todos os tratamentos a
partir do evento “d”, atingindo concentracfes maximas nos eventos "e" (ap0s o corte da cana)
(0,37 mg L para o tratamento PE) ou "g" (apds a fertilizagdo) (0,55 e 0,39 mg L para os
tratamentos Pl e C, respectivamente). Isso provavelmente € resultado do processo de acidificacdo
dos mesocosmos, pois esse periodo coincidiu com condi¢bes climéticas secas (Figura 23), pH
acido (entre 4-5) e temperatura da dgua mais baixa (14-16 °C). Altas concentracdes de NH4*
podem ter implicacGes ecoldgicas importantes, influenciando principalmente a dindmica do OD
na agua (Dodds; Whiles, 2020), enquanto altos niveis de NOsz podem ser toxicos para

invertebrados, peixes e anfibios (Camargo; Alonso; Salamanca, 2005).
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Figura 23 - Precipitacdio média mensal (barras tracejadas), velocidade do vento (barras sélidas),
temperatura do ar (linha tracejada) e temperatura da agua (linha continua) durante o periodo experimental.
a = apos fertilizante (IP/C); b = ap06s fipronil (C); ¢ = apés 2,4-D (IP/C); d = apds pastagem (EP/IP); e =
apos 2,4-D (IP); f = apos fertilizante (IP/C); g = ap6s cana cortada (C); h = apds vinhacga (C); i = ap0s

fipronil (C).

As plantas flutuantes podem monopolizar a luz e absorver nutrientes da coluna d'agua,
impedindo que o fitoplancton e a vegetacdo submersa obtenham recursos suficientes para a
fotossintese (Hailu; Degaga, 2019). O crescimento dessas plantas contribui para a diminuicdo da
luminosidade no fundo do corpo d'agua e do OD, especialmente no verdo, quando as macrofitas
atingem sua produtividade maxima (Kroger et al., 2007). No inverno, as plantas aquaticas
iniciam o processo de decomposicdo, com uma reducdo significativa na taxa de produtividade
devido a diminuicdo do nivel da 4gua (Bento; Marotta; Enrich-Prast, 2007).

A decomposicdo da biomassa € o principal processo pelo qual as macréfitas aquaticas
devolvem os nutrientes acumulados a circulacdo (Patel, 2012). Quanto mais eutréfico for o
ecossistema lacustre, menores serdo os valores de biomassa de macrofitas, pois as condicdes de
nutrientes dos lagos eutréficos favorecem o crescimento de densas populacdes de algas,
especialmente algas filamentosas, que reduzem a penetracdo de luz a ponto de impedir o
crescimento de macréfitas flutuantes que tém na agua sua principal fonte de nutrientes (Zhang et
al., 2020).

A decomposicdo das macrofitas também pode ser acelerada pela presenca de agrotoxicos

e metais, uma vez que as plantas aquaticas sdo sensiveis a diferentes agentes tdxicos (Dos Santos
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et al., 2020), especialmente herbicidas, que tém modo de acdo direcionado as plantas (Ogura et
al., 2022a). No presente estudo, o IET aumentou com o tempo em todos 0os mesocosmos (Figura
20) a medida que as macrofitas comecaram a se decompor. Os valores de Cla também
aumentaram nesse periodo, sugerindo que as comunidades de algas foram favorecidas em
relacdo as macrdéfitas. No entanto, pode-se observar que os tratamentos Pl e C obtiveram valores
mais altos de IET em comparagdo com o tratamento PE, no qual ndo foram realizadas préaticas de
manejo do solo (Figura 20).

As caracteristicas fisicas-quimicas-bioldgicas da &gua também determinaram a
composi¢do vegetal dos mesocosmos. A macrofita S. auriculata coloniza grandes superficies de
agua em um curto espaco de tempo; tem ampla distribuicdo geogréfica; é caracteristica de
ambientes com pH mais acido; e tem uma taxa de decomposicédo rapida (Henry-Silva; Camargo,
2006). Por essas razoes, esta espéecie predominou em todos 0s mesocosmos, especialmente nos
mesocosmos PE, que apresentaram pH mais acido (4,38-7,40) em comparacdo com O0S
mesocosmos PI (4,51-8,83) e C (4,65-8,70).

Nos mesocosmos Pl e C, a macrofita E. crassipes também predominou. Essa macrofita
tem uma alta taxa de crescimento e se adapta a uma ampla variedade de ecossistemas aquaticos
(Patel, 2012). A maior disponibilidade de nutrientes nos mesocosmos Pl e C devido a fertilizacédo
do solo pode ter favorecido uma maior diversidade de macrofitas em comparacdo com 0S
mesocosmos PE. A macroéfita P. stratiotes ndo conseguiu se estabilizar nos mesocosmos, pois o
crescimento exuberante e a alta plasticidade das plantas E. crassipes e S. auriculata permitiram
que elas crescessem acima das plantas de P. stratiotes, sombreando-as e estressando-as (Tripathi
etal., 2010).

4.3 Metais

Os fertilizantes vém sendo relatados na literatura ndo apenas como fonte de nutrientes,
mas também como fonte potencial de impurezas (por exemplo, metais e metais pesados), uma
vez que ndo sao suficientemente purificados em sua fabricacdo (Gimeno-Garcia; Andreu;
Boluda, 1996). Diversos estudos relataram que os fosfatos naturais e os fertilizantes fosfatados
(por exemplo, fosfato monoamonico, fosfato diaménico e superfosfato triplo) sdo as principais

fontes de contaminacdo por metais no sistema solo-planta, como chumbo, cadmio, cobre, zinco,
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cromo, manganés, ferro e niquel, que sdo potencialmente prejudiciais aos ecossistemas (Bento et
al., 2021a; Corbi et al., 2018). As propriedades fisicas e quimicas do solo (por exemplo, 0s
materiais de origem, as formas geoquimicas, a matéria organica, o pH, a densidade aparente, o
tipo e a quantidade de argila, a presenca de 6xidos de ferro e aluminio) determinam o transporte,
0 destino e a biodisponibilidade desses elementos no ambiente, que podem atingir e contaminar
outras matrizes ambientais, como a 4gua (Bento et al., 2021a; Miskowiec; Olech, 2020).

As pastagens intensivas geralmente tém solos mais compactados devido ao pisoteio do
gado, o que contribui para 0 aumento da entrada de poluentes na dgua por meio do escoamento
superficial (Dunne; Western; Dietrich, 2011; Esterhuizen; Fossey; Lues, 2012; Haggard et al.,
2003). No entanto, os resultados do presente estudo ndo corroboram essa hip6tese, uma vez que
encontramos menores aportes de nutrientes e metais na agua apés o pastejo do gado, sugerindo
que os metais podem ter sido retidos pelo sistema solo-planta (Wang et al., 2020) ou assimilados
pelas macroéfitas aquaticas (Harguinteguy; Schreiber; Pignata, 2013).

Além disso, a elevacdo do pH do solo pelo processo de calagem, quando na presenca de
metais pesados, aumenta as reacOes de precipitacdo, adsor¢cdo e complexacdo da matéria
organica, o que reduz a disponibilidade e a mobilidade desses elementos (Papadopoulos; Rowell,
1988). Em relacdo a presente pesquisa, isso pode explicar a diminuicdo dos valores das
concentragdes dos metais na agua apos o pastejo do gado no primeiro ciclo nos tratamentos PE e
Pl, uma vez que a matéria organica do esterco, juntamente com o pH mais alto do solo e os
baixos niveis de precipitacdo (Figura 23), contribuem para a diminuicdo da biodisponibilidade e
do transporte de metais do solo para a agua.

Os metais também podem ser componentes autoctones do solo. Por exemplo, o latossolo
vermelho-amarelo (tipo de solo da &rea de pesquisa) é rico em aluminio, que pode ser
disponibilizado para a agua por meio do escoamento devido ao uso exaustivo da terra e ao seu
tipo de cobertura (Vendrame et al., 2011). No presente estudo, as concentraces de Al ficaram
fora dos padrdes de qualidade da agua da resolucio CONAMA 357/2005 em 98% das amostras,
com concentragdes superiores a 0,1 mg L (BRASIL, 2005), chegando a atingir 7,88 mg L™ no
tratamento C. A solubilidade e a mobilizacdo do aluminio aumentam em pH 4&cido,
especialmente para o Al nas formas monomérica e inorganica, tornando-o ambientalmente
disponivel (Fakhraei; Driscoll, 2015). No presente estudo, esse mecanismo foi observado, uma

vez que as concentracGes mais altas de aluminio foram observadas em pH acido, especialmente
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nos mesocosmos Pl e C. Altas concentracBes de Al podem ser tdxicas para 0s organismos,
especialmente por sua capacidade de se complexar com outros compostos e reduzir a atividade
de enzimas importantes (Shugalei et al., 2013).

O manejo da cultura da cana-de-aglcar no Brasil inclui a fertirrigacdo do solo com
fertilizantes organicos alternativos e mais baratos, como a vinhaca (agua residual obtida da
producdo de etanol), que pode substituir totalmente a fertilizacdo potassica e parcialmente a
fertilizag&o nitrogenada (Moraes et al., 2010; Dotaniya et al., 2016; Pinto et al., 2021c). Diversos
estudos indicaram que a fertirrigacdo melhora a produtividade das culturas; porém, pode alterar
os atributos quimicos, fisicos, hidraulicos e bioldgicos do solo (Da Silva; Bono; Pereira, 2014;
Goldemberg; Coelho; Guardabassi, 2008). Quando aplicada em grandes volumes, a vinhaga pode
causar sérios impactos ambientais devido a sua composicdo quimica (pH acido, alta demanda
quimica e bioldgica de oxigénio, alta condutividade e teor de metais, incluindo potassio, calcio,
sodio, magnésio e ferro) (Christofoletti et al., 2013; Reis; Hu, 2017). Ainda, a presenca de
vinhaca em corpos d'agua devido ao descarte inadequado ou mesmo ao processo de fertirrigacéo
ndo é incomum no Brasil (Martinelli; Filoso, 2008).

Pesquisadores relataram mudancas nas propriedades do solo apos a fertirrigagdo com
vinhaca que podem influenciar a lixiviagdo e o escoamento (Christofoletti et al., 2013;
Fontanetti, Carmem Silva; Bueno, 2017); mudancas na persisténcia, sorcdo e potencial de
lixiviacdo de agrotdxicos (Lourencetti; De Marchi; Ribeiro, 2012); e efeitos toxicos da vinhaca
para varios organismos aquaticos (Botelho et al., 2012; Coelho et al., 2018; Correia et al., 2017;
Marinho et al., 2014; Pinto et al., 2023; Silva et al., 2021). Além disso, estudos recentes
mostraram que a aplicacdo de vinhaca em solos tratados com fertilizante a base de nitrogénio
sintético pode aumentar as emissdes de N»O, diminuindo as vantagens do uso do etanol de cana-
de-acucar para reduzir as emissfes de gases de efeito estufa (Carmo et al., 2013; Paredes et al.,
2014). No entanto, mais estudos precisam ser desenvolvidos para avaliar os impactos da vinhaca
no sistema solo-agua, especialmente por que essa agua residual pode ocorrer em mistura com
outros contaminantes, que podem ser mais toxicos e levar a perda de biodiversidade (Relyea,
2009).



146

5 CONCLUSOES

Os resultados deste capitulo enfatizam que as praticas agricolas convencionais nao
podem sustentar o aumento da producdo de alimentos sem sérios riscos ambientais. Foi
demonstrado que a intensificacdo das pastagens e o cultivo da cana-de-agucar resultaram na
deterioracdo da qualidade da agua doce ao longo do tempo. Nos tratamentos Pl e C, houve uma
reducdo no pH e no OD ao longo do tempo e um aumento na disponibilidade de nutrientes e
metais. A fertilizacdo do solo foi o principal precursor das mudancas na qualidade da agua,
aumentando as concentracfes de nutrientes na agua, especialmente as formas de fosfato (PT,
PDT e PI). Esse aumento foi mais evidente no tratamento C em comparagdo com 0s tratamentos
Pl e PE. As concentracBes de aluminio foram maiores nos tratamentos Pl e C, especialmente em
pH acido, enquanto o uso de vinhaga como fertilizante organico no tratamento C mostrou o
potencial de aumentar as concentragdes de K e Mn.

O manejo do solo resultou em maior deterioracdo da qualidade da 4gua nos tratamentos
Pl e C em comparagdo com o tratamento PE, no qual ndo houve manejo do solo. De modo geral,
a qualidade da 4gua nos mesocosmos do tratamento C foi mais afetada em compara¢do com o0s
outros tratamentos. As alteracGes na qualidade da agua doce causadas pelas praticas agricolas
convencionais podem afetar a estrutura e o funcionamento dos ecossistemas aquaticos, 0 preco
final do tratamento da agua para uso doméstico e o fornecimento de servigos ecossistémicos.
Portanto, enfatiza-se a importancia do desenvolvimento de praticas agricolas mais sustentaveis
para que os impactos da agricultura de cana-de-aglcar no Brasil possam ser reduzidos,

especialmente no primeiro estabelecimento da cultura, em que ocorre preparo intensivo do solo.
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CAPITULO 3

Efeitos da intensificacdo de pastagens e do cultivo de cana-de-agucar em espécies nao-alvo:

uma avaliacao realistica em mesocosmos contaminados por agrotoxicos

Isabele Baima Ferreira Freitas”, Paulo José Duarte Neto, Lais Roberta Sorigotto, Maria Paula
Cardoso Yoshii, Lais Fernanda de Palma Lopes, Mickaelle Maria de Almeida Pereira, Lais
Girotto, Danillo Badolato Athayde, Bianca Veloso Goulart, Cassiana Montagner, Luis Cesar
Schiesari, Luiz Anténio Martinelli, Evaldo Luiz Gaeta Espindola

RESUMO

O manejo convencional do solo em éareas agricolas pode expor organismos nao-alvo a varios
tipos de contaminantes. Neste estudo, os efeitos do manejo do solo em pastagem extensiva (PE),
pastagem intensiva (Pl) e culturas de cana-de-aclcar (C) foram avaliados em um estudo de
campo em escala realista. Treze mesocosmos aquaticos inseridos nos tratamentos PE, Pl e C
foram monitorados durante 392 dias. O manejo recomendado para cada uma das areas foi
simulado, como preparacdo do solo, aplicacdo de fertilizantes, agrotoxicos (2,4-D, fipronil) e
vinhaca, bem como a pastagem do gado. Para avaliar os possiveis efeitos toxicos que as
diferentes etapas do manejo do solo nessas areas podem causar, 0 cladocero Ceriophania
silvestrii foi usado como bioindicador aquatico, a dicotileddnea Eruca sativa como bioindicador
de fitotoxicidade na agua e o diptero Chironomus sancticaroli como bioindicador do sedimento.
Modelos lineares mistos generalizados foram usados para identificar diferencas entre os
tratamentos. Baixas concentragbes de 2,4-D (< 97 pg L™?) e fipronil (< 0,21 pug L™?) na agua
foram capazes de alterar a fecundidade, a sobrevivéncia das fémeas e a taxa intrinseca de
aumento da populacdo de C. silvestrii nos tratamentos Pl e C. Da mesma forma, a dicotileddnea
E. sativa teve a germinacdo, o crescimento da parte aérea e raiz afetados principalmente pelas
concentracdes de 2,4-D na &gua. Para C. sancticarolli, ndo foram observadas mudancas
significativas na mortalidade, deformidades do mentum, comprimento do corpo, biomassa fresca

e peso seco livre de cinzas. A elucidacdo desses tipos de respostas pode melhorar a compreensdo
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das consequéncias da exposi¢do da biota de &gua doce a estressores complexos em um ambiente

que muda répido e constantemente.

Palavras-chave: Manejo do solo. 2,4-D. Fipronil. Fertilizante. Vinhaga. Contaminantes

emergentes.

1 INTRODUCAO

A mudanca no uso da terra se tornou uma das principais ameacas a protecdo e a
preservacdo da biodiversidade em todo o mundo (Taniwaki et al., 2017). No processo de
substituicdo de florestas para o estabelecimento de monoculturas, sistemas naturais complexos,
multiestruturados, diversificados e estaveis sdo transformados em sistemas artificiais
simplificados e instaveis (Dolezal et al., 2019). As monoculturas sdo baseadas em praticas
agricolas convencionais que envolvem intenso manejo do solo e vém sendo conduzidas desde o
advento da Revolucdo Verde, implicando riscos potenciais a diferentes matrizes ambientais,
como ar, solo e agua (Pinto et al.,, 2021b). No Brasil, duas matrizes de uso da terra sdo
reconhecidas como uma das principais bases econémicas do pais: areas de pastagem para gado e
cultivo de cana-de-agucar (Freitas et al., 2023).

A cana-de-agucar é uma cultura de bioenergia muito difundida, e a crescente demanda
global por bioenergia impulsionou a intensificacdo do seu cultivo para a producdo de etanol,
especialmente no Brasil (Bento et al., 2018), que é o maior produtor de etanol a base de cana-de-
acucar do mundo (Filoso et al., 2015). Como resultado, areas de pastagens extensivas estdo
sendo convertidas em plantacfes de cana-de-aglcar, enquanto 0 manejo das pastagens restantes
estd se tornando intensivo (Filoso et al., 2015). O manejo do solo é geralmente mais intenso
durante o verdo (estacdo chuvosa) nos tropicos, o que, juntamente com a forte precipitacdo nessa
estacdo, leva ao transporte excessivo de contaminantes e nutrientes para 0s ecossistemas
aquaticos por meio do escoamento superficial (Taniwaki et al., 2017).

As culturas de cana-de-agucar sdo cultivadas com praticas intensivas de manejo do solo,
como o preparo do solo, a correcdo da acidez (calagem), o uso de fertilizantes (sintéticos e
organicos) e agrotoxicos. No Brasil, 126 ingredientes ativos de agrotdxicos sdo permitidos para

uso nas culturas de cana-de-aclcar, € 947 novos produtos formulados foram registrados nos
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altimos quatro anos (2019-2022) (AGROFIT, 2023). Entre esses agrotoxicos, destacam-se 0
herbicida &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e o inseticida fipronil (IBAMA, 2021; IEA,
2023). O herbicida sistémico 2,4-D é o segundo herbicida para cana-de-agucar mais utilizado no
Brasil (IBAMA, 2021), atua como inibidor do crescimento de plantas dicotiledoneas por meio da
diviséo celular descontrolada no tecido vascular (Benli et al., 2007). O inseticida sistémico
fipronil age perturbando o receptor do &cido gama aminibutirico (GABA) nos neur6nios do
sistema nervoso central dos insetos, causando hiperexcitacdo e subsequente morte dos
organismos (Ramasubramanian; Paramasivam, 2017). Ambos os agrotoxicos ja foram relatados
em corpos d’agua no entorno de areas de cultivo de cana-de-agUcar no Brasil, com concentracGes
variando de 150 e 252 ng Lt e 2 a 122 ng L™ para 2,4-D e fipronil, respectivamente (CETESB,
2022).

Além disso, a agua residuaria da producdo de etanol, vinhaca da cana-de-acUcar, é
utilizada como suplemento para a fertilizacdo do solo em culturas de cana-de-agUcar, e sua
presenca ndo é incomum em aguas doces brasileiras (Martinelli; Filoso, 2008). A vinhaca tem
baixo potencial hidrogenionico (pH), alta condutividade elétrica (Cond) e altas concentracdes de
sulfato, matéria organica e metais, especialmente potassio (Christofoletti et al., 2013; Reis; Hu,
2017; Rodrigues Reis et al., 2019). Alguns estudos relatam que tanto fertilizantes sintéticos (por
exemplo, nitrato de aménio, superfosfato simples) quanto organicos (por exemplo, vinhaga) séo
uma fonte de nutrientes (Gimeno-Garcia; Andreu; Boluda, 1996) e outras impurezas, como
metais (por exemplo, chumbo, cadmio, cobre, zinco, cromo, manganés, ferro e niquel) (BENTO
etal., 2021a).

Dentro deste contexto, é cada vez mais comum a presenca de uma mistura de
contaminantes emergentes nos ecossistemas aquaticos (Glcker; Boéchat; Giani, 2009). A acédo
conjunta de moléculas variadas com diferentes modos de acdo pode causar um numero
potencialmente ilimitado de efeitos aditivos, sinérgicos ou antagbnicos em organismos de
diferentes niveis de organizacdo biolégica (Panizzi; Suciu; Trevisan, 2017), levando a varios
efeitos em cascata na teia alimentar e a perdas de servigos ecossistémicos essenciais (Malaj et al.,
2014; Pinto et al., 2021b). A previsdo dos efeitos toxicos de diferentes contaminantes no meio
ambiente pode ser avaliada por meio de ensaio ecotoxicoldgicos utilizando organismos de

diferentes niveis troficos como bioindicadores (Magalhaes; Ferrdo, 2008).
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Os claddceros tém sido usados com frequéncia como bioindicadores devido a sua
importancia em ambientes de agua doce. Por exemplo, o claddcero neotropical Ceriodaphia
silvestrii € uma espécie nativa e representativa (comum e abundante) em aguas doces tropicais da
América do Sul, especialmente no Brasil (Fonseca; Rocha, 2004a). C. silvestrii tem um ciclo de
vida curto, facilidade de cultivo em laboratorio, critérios para testes padronizados (ABNT, 2017)
e tem se mostrado um bioindicador eficiente para varios tipos de contaminantes (Freitas et al.,
2022a; Silva et al., 2020). Da mesma forma, as larvas de dipteros, como as da familia
Chironomidae, desempenham um papel importante na cadeia alimentar do ecossistema aquatico
(Pinto et al., 2021c) e podem ser expostas a produtos quimicos por meio de agua e sedimentos
contaminados (Brennan et al., 2009). Por exemplo, a espécie Chironomus sancticaroli é um
mosquito comum na América do Sul e representa 0s organismos mais abundantes da comunidade
bentonica (Fonseca; Rocha, 2004b), e tem sido usada com sucesso em testes de toxicidade
(Morais et al., 2019; Pinto et al., 2023; Richardi et al., 2018). Sob essa mesma perspectiva, a
irrigagdo com agua contaminada por agrotoxicos pode comprometer a produtividade das culturas
adjacentes devido a sua potencial fitotoxicidade (Poudyal et al., 2019). As dicotiledéneas, como
a espécie Eruca sativa, provaram ser boas representantes para avaliar a fitotoxicidade de
ambientes contaminados por agrotoxicos (Freitas et al., 2022a; Ogura et al., 2022a).

Trabalhos relacionados abordaram os efeitos toxicos do 2,4-D e do fipronil e suas
misturas em organismos de diferentes niveis tréficos (Moreira et al., 2022; Pinto et al., 2023;
Freitas et al., 2022; Silva et al.,, 2020). No entanto, a maioria dos estudos se concentrou
principalmente na previsdo dos efeitos toxicos de apenas um ou dois estressores em estudos de
laboratério, desconsiderando que os contaminantes ocorrem em mistura com uma variedade de
contaminantes em ambientes naturais e sob diferentes condi¢des de qualidade da agua (Freitas et
al., 2022a). Experimentos em escala de campo com sistemas de integracdo macroecoldgica
podem preencher essa lacuna de conhecimento produzindo resultados ecologicamente mais
realistas (Beketov; Liess, 2012), especialmente quando sdo conduzidos ao longo do tempo.

Considerando esse cenario, no presente estudo avaliou-se os efeitos tdxicos que as
praticas convencionais de manejo do solo conduzidas em pastagens extensivas (PE), pastagens
intensivas (Pl) e cultivo de cana-de-actcar (C) podem causar, utilizando C. silvestrii, C.
sancticaroli e E. sativa como espécies bioindicadoras. Esta pesquisa foi desenvolvida em

modelos ecossistémicos (mesocosmos) inseridos em matrizes de intensificacdo de pastagens e
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cultivo de cana-de-aglUcar para avaliar com maior precisdo os efeitos toxicos de multiplos

estressores e suas possiveis interacbes com varidveis ambientais.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Area experimental e manejo do solo

As caracteristicas da area experimental e o manejo do solo conduzidos nos tratamentos
PE, Pl e C estdo descritos no Capitulo 1/Topico 5 desta tese. A Figura 16 resume as etapas
discutidas no presente capitulo.

NPK

Fipronil

Coleta de agua e sedimento

2,4-D

Mesocosmos

Pl ‘ Ceriodaphnia silvestrii
c JL o O

( T

('-Q_)J Chironomus sancticaroli

Eruca sativa

v

Manejo do solo

Figura 24 — Etapas discutidas no Capitulo 3

2.2 Testes de toxicidade

Os métodos para os testes de toxicidade realizados com as espécies C. silvestrii, C.

sancticaroli e E. sativa estdo descritos a seguir.
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2.2.1 Ceriodaphnia silvestrii

Os neonatos de C. silvestrii foram obtidos de uma cultura interna continua estabelecida
no Ndcleo de Ecotoxicologia e Ecologia Aplicada (NEEA/CRHEA/EESC/USP). Os métodos
para 0s procedimentos de cultivo e testes de toxicidade seguiram as recomendacdes do protocolo
padrdo 13373:2017 desenvolvido para essa espécie (ABNT, 2017). A cultura, com idades
sincronizadas, foi mantida em &gua reconstituida filtrada com pH entre 7,0 e 7,6; Cond de 160
uS cmt; dureza entre 40 e 48 mgCaCOs L™ (ASTM 2001); sob controle de temperatura (24 + °2
C), de regime de luz (12:12 h claro/escuro) e de intensidade luminosa (~ 1000 lux) (ABNT,
2017). Os organismos foram alimentados em intervalos de 48 h com uma suspensdo de algas
(Raphidocelis subcapitata — 1x106 células mL™?) e uma solugido composta de levedura do tipo
Fleishman (0,5%) e racdo de peixe fermentada (TetraMin® 0,5%) (ImL L) (ABNT, 2017).

Os testes de toxicidade agudos e cronicos seguiram os protocolos estabelecidos pela
norma 13373:2017 (ABNT, 2017 - adaptado). Todos os ensaios foram realizados com as
amostras in natura e ndo diluidas. Para os testes de toxicidade aguda, os recipientes foram
preenchidos com 10 mL de amostra ou 10 mL de agua reconstituida (controle) e cinco neonatos
(6-24 h de idade) por réplica (quadruplicata). Os experimentos foram mantidos a 25 + 1 °C, sem
adicdo de alimentos, e no escuro por 48 h. Apos a exposi¢do, 0 numero de individuos imdveis foi
quantificado.

Os testes de toxicidade crbnica foram realizados usando cinco replicas, cada uma
contendo um neonato (6-24 h de idade) em 15 mL de amostra ou 15 mL de agua reconstituida
(controle). Os testes foram semiestaticos, com renovacdo das amostras e alimentacdo a cada 48
horas ap06s o registro do numero de adultos e neonatos sobreviventes. Os organismos foram
alimentados e mantidos sob as mesmas condicBes de temperatura, fotoperiodo e meio descritas
para a manutencdo da cultura, e a duracdo do experimento foi de oito dias. A porcentagem de
sobrevivéncia das fémeas e o numero de recém-nascidos por fémea (fecundidade) foram
avaliados a cada 48 h. A taxa intrinseca de aumento populacional (r) foi calculada partir da

equacdo de Euler-Lotka (de acordo com Marinho et al., 2019).

n

= z e ™1, m,

x=0



168

em que:
"r" ¢ ataxa intrinseca de aumento da populagéo (d™);
"x" é a idade dos organismos (dias);

"Ix" é a probabilidade de sobrevivéncia na idade "x";

"mx" é o nllmero de recém-nascidos na idade Xx.

Testes de toxicidade agudos foram realizados mensalmente com a substancia de
referéncia cloreto de sodio (NaCl) nas concentracdes 0,6; 1,0; 1,3; 1,6; 2,2 g L-1 (ABNT, 2017)
para garantir que oS organismos usados nos experimentos estivessem em boas condigdes
fisiolégicas. Os parametros pH (micronal B374), condutividade (Oriom 145) e oxigénio
dissolvido (OD) (YSI55-25 ft) foram verificados no inicio e no final dos experimentos agudos e

crénicos.

2.2.2 Chironomus sancticaroli

As larvas de C. sancticaroli foram obtidas de cultura continua estabelecida no Nucleo de
Ecotoxicologia e Ecologia Aplicada (NEEA/CRHEA/EESC/USP). As culturas foram mantidas
em bandejas plasticas contendo 1 kg de sedimento fino esterilizado (queimado a 550 °C por 2 h)
e 4 L de agua de cultivo (pH: 7,0-7,5; Cond: 50,5 *+ 1,4 puS cm™; dureza: 12-16 mg CaCOs L?)
(Fonseca; Rocha, 2004b). As bandejas de cultivo foram mantidas com aeragdo constante, além
de temperatura (25 £ 1 °C) e regime de luz (12:12 claro: escuro) controlados. A agua de cultivo
foi renovada semanalmente, e novas culturas foram estabelecidas mensalmente. As bandejas
foram cobertas com gaiolas de nailon para evitar a oviposicdo por outras espécies e para reter 0s
organismos adultos (mosquitos). As larvas foram alimentadas com uma suspensao de Tetramin®
(5 g L) batida em liquidificador por 10 minutos (25 mL por bandeja). Para os testes de
toxicidade, as larvas recém-eclodidas foram mantidas por cinco dias em novas bandejas até o
inicio do teste.

Os testes de toxicidade foram baseados no protocolo da USEPA (2000) e aplicado com
sucesso anteriormente (Pinto et al., 2021c, 2023). Os testes de toxicidade foram realizados sob as
mesmas condi¢cdes ambientais descritas para a manutencdo da cultura. As larvas foram inseridas
em recipientes plasticos atoxicos com uma proporcdo de 240 mL de &gua de cultivo e 60 g de

sedimento fino esterilizado para o controle; e 175 mL de &gua de cultivo para 100 mL de
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sedimento dos mesocosmos. O sedimento usado no controle foi 0 mesmo usado nas culturas,
previamente calcinado (550 °C) e sem conteudo de matéria organica. Os testes foram realizados
em triplicata para os mesocosmos de cada tratamento, com 10 larvas (5 dias de idade) por
réplica. O periodo de exposi¢do foi de oito dias para evitar a metamorfose (Pinto et al., 2021c¢),
de acordo com o ciclo de vida descrito por Fonseca e Rocha (2004b). As larvas foram
alimentadas a cada 48 horas (suspensdo de Tetramin®) seguindo a mesma propor¢do de
alimentacédo das culturas. Cada réplica foi aerada por 30 segundos a cada 48 horas para evitar a
anoxia das amostras devido ao alto teor de matéria organica nas amostras ambientais. Os
parametros de qualidade da agua pH (micronal B374), oxigénio dissolvido, temperatura (Y SI55-
25 ft) e condutividade (Oriom 145) foram medidos no inicio e no final dos testes. No final dos
testes, 0s organismos foram preservados em etanol 70% para avaliagdo do comprimento do

corpo, biomassa e deformidades do mentum.

2.2.2.1 Estimativa do comprimento do corpo e da proporgdo de biomassa

As larvas preservadas de C. sancticaroli foram dispostas em laminas e fotografadas para
medicdo do comprimento do corpo usando o software Kinovea 0.8.15, que foi calibrado com
papel milimetrado. O tamanho do corpo foi medido a partir de uma linha que comeca no topo da
cabeca até as papilas anais (Pinto et al., 2021c). A biomassa fresca e 0 peso seco livre de cinzas
(AFDW) dos organismos foram estimados usando o modelo de regressdao linear descrito por
Pinto et al. (2021c) de acordo com a USEPA (2000). O modelo relaciona a biomassa dos

organismos ao comprimento do corpo das larvas.

2.2.2.2 Deformidades do mentum e estagio de desenvolvimento

Para avaliar a presenca ou auséncia de deformidades, as capsulas da cabeca das larvas de
C. sancticaroli foram removidas do corpo e colocadas em laminas semipermanentes com meio
de Hoyer. A estrutura bucal dos organismos foi analisada em um microscopio éptico com
aumento de 200x. Quatro tipos de deformidades foram considerados os principais: dentes
ausentes; dentes extras; lacuna de Koehn; e bifurcacdo dos dentes centrais medianos (Kuhlmann;

Hayashida; Aradjo, 2000). Além disso, o desvio da configuracdo mental normal foram
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consideradas deformidades (Pinto et al., 2021c). A presenca de dentes desgastados foi registrada
como uma alteragdo, mas ndo deformacgéo; e os dentes quebrados foram pontuados, mas néo
foram considerados uma deformidade, pois poderiam ter ocorrido devido ao manuseio da
amostra (Pinto et al., 2021b). A largura da cépsula da cabeca foi medida em um microscépio
estereoscopico para determinar o estagio de desenvolvimento das larvas (Fonseca; Rocha,
2004b). Apos oito dias de exposicdo, espera-se que a maioria das larvas de C. sancticaroli atinja
0 quarto instar de desenvolvimento (Fonseca; Rocha, 2004b).

2.2.3 Eruca sativa

Os bioensaios de germinacdo de sementes com E. sativa determinaram a fitotoxicidade
das amostras de agua coletadas dos mesocosmos (adaptado de USEPA, 1996). Os bioensaios
foram realizados em placas de Petri com papel de filtro (gramatura do papel 80 g, Unifil), dez
sementes de E. sativa e 1 mL de amostra de &gua dos mesocosmos ou agua destilada (controle de
laboratério). As placas de Petri foram incubadas em uma camara escura com temperatura
controlada (20 + 2 °C) por 96 h. As sementes usadas nos testes foram Isla Sementes®, rucula
organica de folha larga gigante (Lote 108343 e germinacdo média de 92%). O teste foi realizado
em triplicata, e os endpoints finais avaliados foram a porcentagem de germinacdo das sementes e
0s comprimentos médios da parte aérea e raiz. Para validagcdo do teste, adotou-se pelo menos

70% de germinacdo das sementes no controle de laboratério (USEPA, 1996).

3.1 Amostragem e analises quimicas

As amostras de agua foram coletadas dos mesocosmos em garrafas plasticas atoxicas para
analise de toxicidade durante os dois ciclos da cana-de-agucar, mensalmente ou ap6s algum tipo
de manejo do solo (total de 17 amostragens - Tabela 1). As amostras de sedimento foram
coletadas dos mesocosmos a partir do segundo ciclo da cana-de-agucar, quando o sedimento
estava consolidado e com volume suficiente para coleta nos mesocosmos, totalizando sete

amostragens para avaliacdo da toxicidade. As coletas de sedimento foram realizadas com o
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auxilio de um core sampler, constituido de um tubo de PVC de 10 cm de diametro, que permite a
obtencdo de amostras de sedimentos ndo perturbados e consolidados.

Os parametros in situ da dgua foram medidos com uma sonda multipardmetro (Modelo
YSI Pro DSS) (ou seja, pH, DO, Cond e turbidez - Turb), bem como a clorofila a (Cla)
(AquaFluor® Turner Designs). Os nutrientes na agua foram quantificados por espectroscopia
(Shimadzu UV-2101PC): Nitrogénio Kjeldahl (NT) (Kjeldahl, 1883), fosforo total (PT), fosfato
total dissolvido (PTD), fosfato inorganico total (PI) (APHA, 1995), nitrato (NO3") (Mackereth et
al., 1978), ion aménio (NH.:") (Koroleff, 1976), nitrito (NO2) e silicato reativo (SiO2)
(Golterman et al., 1978).

A determinacdo das concentracBes de agrotoxicos na agua (fipronil e 2,4-D) e no
sedimento (2,4-D, fipronil e os metabdlitos do fipronil - fipronil sulfona e fipronil sulfide) foi
realizada usando um equipamento de cromatografia liquida Agilent 1200 (ESI - Agilent 6410)
acoplado a um espectrometro de massa Agilent 6410B com ionizagéo por eletrospray (Agilent
Technologies-Santa Clara, EUA). A metodologia, a linearidade, os limites de deteccdo, os
limites de quantificacdo, a veracidade, a precisdo e o efeito de matriz para as amostras de agua
estdo descritos detalhadamente em Goulart et al. (2020).

Para a determinacdo de agrotoxicos no sedimento, foi realizada a extracdo solido-
liquido nas amostras. As amostras de sedimento foram inicialmente secas ao ar em condi¢cdes
ambiente e peneiradas em peneiras com tamanho de particulas de 1,0 mm. Em seguida, 10 g da
amostra foram adicionadas a tubos Falcon de 50 mL e acidificadas com 1 mL de &cido sulfurico
0,1 mol L A extracdo foi realizada em dois ciclos de 10 minutos empregando-se 20 mL de
diclorometano por ciclo. A cada ciclo, a mistura foi homogeneizada em Vortex por 1 minuto,
sonicada por 10 min em banho ultrassonico e, em seguida, a fase organica foi separada por
centrifugacdo a 4000 rpm por 10 min. Ao final de cada ciclo, a fase organica foi coletada e seca
sob fluxo constante de nitrogénio a 22 °C. O extrato seco foi ressuspenso em 1,5 mL de uma
mistura MeOH-H,0 70:30 v/v contendo 50 pg L™ de 2,4-D (anel **Cs) e fipronil (pirazol-*3Cs,
ciano-13C) utilizados como padréo interno. Em seguida, o extrato foi filtrado empregando filtro
de seringa de PTFE hidrofobico (0,45 um) (Amarante et al., 2003; Tetzner et al., 2016). Quando
necessario, os extratos foram diluidos em uma mistura H.O-MeOH 70:30 v/v para posterior

analise por LC-MS/MS empregando padronizacéo interna.
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Tabela 24 - Etapas de manejo do solo realizadas nos tratamentos de pastagem extensiva (PE),
pastagem intensiva (Pl) e cana-de-aclcar (C) durante os dois ciclos da cana-de-agUcar, que
incluem: a data de amostragem; o evento realizado e seu respectivo tratamento; a abreviagdo do
evento; coletas de &gua (A) e coletas de sedimento (S).

Ciclo Coleta Evento Tratamento  Abreviagéo A S
1(18/12/18)  Fertilizante/Fipronil C a/b -
2 (16/01/19) - - - -
3 (04/02/19) 2,4-D PI/C c -
4 (07/03/20) - - - -
5 (07/04/20) - - - -
L0 6 (08/05/19) Pastagem PE/PI d -
7 (04/06/19) - - - -
8 (16/07/19) - - - -
9 (06/08/19) 2,4-D Pl e -
10 (05/09/19) - - - -
11 (15/10/19) - - -
12 (22/10/19) Corte da cana C f
13 (30/10/19) Fertilizante P1/C g
14 (11/11/19) Vinhaca C h
20 15 (26/11/19) Fipronil C i
16 (10/12/19) 2,4-D PI/C j
17 (10/01/20) Pastagem PE/PI k

4.1 Analises estatisticas

A analise estatistica foi realizada usando o software estatistico R versdo 4.0.0 (R Core

Team, 2022) com a aplicacdo do Rstudio versdo 2022.02.0+443©, 2009-2022 (RStudio, 2022).
As variaveis fisico-quimico-biolégicas da agua - pH, Cond, Cla, TP, TDP, TIP, TN, NO2", NOg’,

NHs", and SiO; - foram submetidas & analise de componentes principais (PCA) para reduzir a

dimensionalidade dos dados (k = 11). A PCA foi realizada usando o pacote "FactoMineR" (Le;

Josse; Husson, 2008) com base na matriz de variancia e covariancia dos dados em escala obtidos

das amostragens durante os dois ciclos da cana-de-aglcar. A andlise Parallel foi usada para reter
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0S componentes principais mais significativos para a representacdo dos dados usando o pacote
psyc (Revelle, 2022). Os componentes principais (CPs) retidos foram usados como covariaveis
nos Modelos Mistos Lineares Generalizados (GLMM). O GLMM foi realizado usando o pacote
"Ime4" (Bates et al., 2015), considerando a pastagem extensiva como tratamento de referéncia
em um nivel de significancia de 5%.

No GLMM para as especies C. silvestrii e E. sativa, as varidveis explicativas foram 0s
tratamentos (PE, Pl e C), os agrotdxicos (2,4-D e Fipronil) e as CPs retidas (CP1, CP2, CP3,
CP4). Para a espécie C. sancticarolli, as variaveis explicativas foram os tratamentos (PE, Pl e C),
e 0s agrotoxicos (ou seja, 2,4-D, fipronil, fipronil sulfona e fipronil sulfide). O tempo e os
mesocosmos foram considerados como efeitos aleatérios em todos os modelos mistos. Foi
realizado um modelo linear generalizado (GLM) entre as variaveis resposta e cada uma das
variaveis explicativas para descobrir a ordem de entrada das variaveis no GLMM de acordo com
a menor deviance.

A escolha do melhor modelo foi feita com base nos valores do Critério de Informagéo de
Akaike (AIC), corrigidos para o tamanho pequeno da amostra (AlCc) (Hobbs; Hilborn, 2006).
As diferencas entre os modelos foram consideradas quando o AIC foi superior a duas unidades
(Burnham; Anderson, 2002). A significancia de cada uma das variaveis explicativas foi realizada
de forma hierarquica, a partir da comparacdo entre o0 modelo completo e os modelos mais
simples (ou seja, primeiro removendo o efeito aleatério, seguido pelos componentes principais e
interacdes, e por cada variavel individualmente). O ajuste do modelo foi avaliado por meio da
analise dos graficos de residuos.

As variaveis resposta para os modelos da C. silvestrii foram imobilidade, fecundidade,
taxa intrinseca de aumento da populacéo (r), modelada usando distribuicdo gaussiana e funcéo de
ligacdo de identidade; e sobrevivéncia das fémeas, modelada usando distribuicdo de
probabilidade binomial e funcdo de ligacdo logit. As varidveis resposta para os modelos de E.
sativa foram germinacdo, modelada usando distribuicdo de probabilidade binomial e funcdo de
ligacdo logit; comprimento da parte aérea e raiz, ambos modelados usando distribuicdo gaussiana
e funcdo de ligacdo de identidade. As variaveis resposta para o C. Sancticarolli foram
mortalidade, deformidades do mentum e larvas no quarto instar, modeladas usando distribuicdo
de probabilidade binomial e funcdo de ligacdo logit; e comprimento do corpo, biomassa fresca e

peso seco livre de cinzas (PSLC), modelados usando distribui¢do gaussiana e funcéo de ligacao
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de identidade. Além disso, os mesocosmos PE5 e C3 foram desconsiderados nas analises, pois
foram perdidos durante o periodo experimental.

3 RESULTADOS

O controle laboratorial para todas as espécies testadas teve suas premissas aceitas, de
acordo com o padrdo para cada espécie: sobrevivéncia acima de 90% para C. silvestrii (ABNT,
2017); germinacdo acima de 70% para E. sativa (USEPA, 1996; Ogura et al., 2022) e
sobrevivéncia acima de 80% para C. sancticaroli (USEPA, 2000; Pinto et al., 2021b).

As trés primeiras CPs foram retidas pela analise Parallel (Apéndice B1). No entanto, a
CP4 foi considerada dentro dos modelos para explicar os resultados obtidos de forma mais
assertiva. As quatro CPs foram responsaveis por 75,1% da variancia total dos dados originais
(Fig. S2). A CP1 (34,3%) foi correlacionada com PT, PTD, Pl e Cond; a CP2 (16,7%) foi
relacionada com NOz e pH; a CP3 (15,7%) foi correlacionada com SiO2, TN e NOs’; e a CP4
(8,3%) foi representada por Cla e NH4™ (Apéndice B2 e B3).

As concentracdes do herbicida 2,4-D na agua variaram de 0 a 0,16 pg L™; 0a 5,30 pg L
12 0a97,97 ug L nos tratamentos PE, Pl e C, respectivamente. As concentragdes do inseticida
fipronil na agua variaram de 0 a 0,003 pg L™*; 0 a 0,005 pg L*; 0 a 0,21 pg L* nos tratamentos
PE, Pl e C, respectivamente. A concentracdo maxima de 2,4-D (97,97 ug L) na agua foi
detectada no mesocosmo C5 apOs a segunda aplicacdo de 2,4-D (evento j), enquanto a
concentragdo maxima de fipronil (0,21 pug L) foi verificada no mesocosmo C2 apds a aplicagdo
de vinhaga (evento h).

No que diz respeito as amostras de sedimento, o herbicida 2,4-D ndo foi detectado em
nenhum tratamento. Por outro lado, as concentragdes de fipronil variaram de 0 2 49,3 ng g*; 0 a
374,9 ng g*; e 0 a 402,6 ng g* nos tratamentos PE, Pl e C, respectivamente. A concentragio
maxima de fipronil (402,6 ng g*) foi verificada no mesocosmo C1 na coleta 17 (evento k — apds
pastagem do gado). O subproduto do fipronil, fipronil sulfona, variou de 0 a 87,5 ng g*; 0 a
190,0 ng g%; e 0 a 540,0 ng g nos tratamentos PE, Pl e C, respectivamente. A concentracio
maxima de fipronil sulfona (540,0 ng g*) foi observada no mesocosmo C1 na coleta 13 (evento g

— apos fertilizante). O subproduto fipronil sulfide variou de 0 a 146,5ng g*; 0a 1459 ngg?; e 0
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a 71,7 ng g* nos tratamentos PE, Pl e C, respectivamente. A concentragdo maxima de fipronil
sulfide (146,5 ng g™) foi verificada no mesocosmo EP4 na coleta 11.

3.1 Ceriodaphnia silvestrii

Os resultados dos GLM (Apéndice B4) definiram a ordem de entrada das variaveis
explicativas nos GLMM para as variaveis resposta imobilidade, fecundidade, sobrevivéncia das
fémeas e r. No geral, foram observadas baixas porcentagens de imobilidade em todos os
tratamentos (Figura 25A), registradas de forma aleatoria e em sua maioria no tratamento PE. A
imobilidade observada no tratamento PE ocorreu principalmente no periodo seco (da 72 a 122
coleta) (Figura 25A). No tratamento PI, a imobilidade de C. silvestrii aumentou apds a aplicacéo
de 2,4-D (eventos e) (Figura 25A), e a maior porcentagem de organismos imoveis (100%) foi
observada no mesocosmo PI3 (concentragdes de 2,4-D e fipronil de 0,41 e 0,0007 pg L7,
respectivamente). No tratamento C, a imobilidade aumentou apds a primeira aplicacdo de 2,4-D
(evento c), e a maior porcentagem de organismos imoveis (50%) foi observada no mesocosmo
C4 (concentragdes de 2,4-D e fipronil de 0,49 e 0,005 pg L™, respectivamente).

Apesar disso, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre o0s
tratamentos PE, Pl e C no modelo final (m15), o qual foi composto apenas pelas variaveis
aleatorias tempo e mesocosmo (Apéndice B5, B6 e B7), que explicaram 4,2% e 4,8% da
variabilidade nos dados de imobilidade, respectivamente. Dentre os pacotes (Ime4, pscl, gamiss,
zoib) e distribuicdes testadas (binomial, binomial negativa, poisson, gaussiana), nao foi possivel
definir a modelagem mais adequada para esta variavel. No entanto, a distribui¢do gaussiana e a
funcdo de ligacdo identidade foram escolhidas pela simplicidade na analise dos resultados e por
traduzir melhor os resultados observados (Apéndice B7).

A fecundidade diminuiu nos tratamentos Pl e C em comparacdo com o tratamento PE
(Tabela 25). A fecundidade diminuiu no tratamento Pl quando associada a CP1 (PDT, PI, PT,
Cond), CP3 (SiO2, NT, NOg") e ao inseticida fipronil (Tabela 25); e diminuiu no tratamento C
quando associada & CP1 (PDT, PI, PT, Cond), CP2 (NO2", pH), CP3 (SiO2, NT, NO3’) e ao
inseticida fipronil, em comparacdo com o intercepto (tratamento PE). Os valores significativos
obtidos entre os tratamentos (Pl e C) e CP1, CP2 e CP3 mostraram uma relacdo substancial entre

o0s parametros fisico-quimicos e a fecundidade. Além disso, a fecundidade apresentou um padréo
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sazonal em todos os tratamentos (Figura 25B), sendo maior na estagdo chuvosa (amostras 1 a5e
11 a 17) e menor na estagédo seca (amostras 6 a 10).

O modelo que melhor descreveu os dados de fecundidade de C. silvestrii foi 0 m9
(Apéndice B8 e B9), e a distribuicdo gaussiana e a funcdo de ligacdo identidade foram
consideradas adequadas (Apéndice B10). As variadveis explicativas Tratamento, 2,4-D, Fipronil,
CP1, CP2 e as interagcbes 2,4-D*Tratamento, Fipronil*Tratamento, CP1*Tratamento,
CP2*Tratamento e CP3*Tratamento foram importantes para o modelo final (Apéndice B8). O
efeito aleatorio do tempo e dos mesocosmos explicou 52,10% e 4,83% da variabilidade nos
dados de fecundidade, respectivamente. Os coeficientes do modelo m9 para fecundidade
apresentaram valores de p significativos (<0,05) para as variaveis explicativas descritas na
Tabela 25 (CP1, CP3, Fipronil, CP2, Tratamento PI*CP1, Tratamento C*CP1, Tratamento
PI*CP3, Tratamento C*CP3, Tratamento PI*Fi, Tratamento C*Fi, Tratamento C*CP2). Esses
resultados mostram uma relacdo significativa entre os parametros fisico-quimicos (CPs) e a
variavel resposta fecundidade.

A sobrevivéncia das fémeas foi significativamente diferente entre os tratamentos (p <
0,05), diminuindo nos tratamentos Pl e C em comparacdo com o tratamento PE (Tabela 25). As
interacdes dos tratamentos Pl e C com CP3 (SiOz, NT, NO3") e CP4 (Cla e NH4") também foram
significativas (p < 0,05) (Tabela 25), mostrando que os pardmetros e processos fisico-quimicos
representados por esses CPs influenciaram a sobrevivéncia das fémeas nesses tratamentos. Apos
a primeira aplicacdo de 2,4-D (evento c), a sobrevivéncia das fémeas diminuiu no tratamento PI,
com a menor taxa de sobrevivéncia (0%) nos mesocosmos P12 (concentracdo de 2,4-D e fipronil
de 2,1 e 0,0002 pg L1, respectivamente). Da mesma forma, os mesocosmos C1 e C4 (tratamento
C) também registraram a morte de todas as fémeas no final do teste (concentracfes de 2,4-D e
fipronil de 2,5 € 0,015 pug L™t em C1; e 0,49 e 0,005 pg Lt em C4, respectivamente).

Na coleta 8, a sobrevivéncia das fémeas foi afetada em todos os tratamentos (média de
5%, 56% e 40% nos tratamentos PE, Pl e C, respectivamente) (Figura 25C). Apos a segunda
aplicacdo de 2,4-D (evento j), a sobrevivéncia das fémeas diminuiu nos tratamentos Pl (média de
32%) e C (média de 80%) em relacdo ao tratamento PE (média de 80%). Nessa coleta, o Pl pode
ter sido mais afetado por CP3 (SiO2, NT, NO3z) e CP4 (Cla e NHs"), uma vez que as
concentragBes de 2,4-D (média de 0,004 pug L) e fipronil (média de 0,001 pg L™?) ndo foram
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significativas. Por outro lado, o tratamento C foi mais influenciado pela presenga de 2,4-D
(média de 41,79 ug L) e fipronil (média de 0,035 pg L) (Figura 25C).

O modelo que melhor descreveu os dados de sobrevivéncia das fémeas de C. silvestrii foi
0 m11l (Apéndice B11 e B12), e a distribuicdo de probabilidade binomial e a funcdo de ligacédo
logit foram consideradas adequadas (Apéndice B13). As varidveis explicativas Tratamento, 2,4-
D, Fipronil, CP2, CP3, CP4 e as interagdes Fipronil*Tratamento, CP3*Tratamento e
CP4*Tratamento foram importantes para o modelo final. O efeito aleatério do tempo e dos
mesocosmos explicou 34,18% e 2,21% da variabilidade dos dados para a sobrevivéncia das
fémeas, respectivamente. Os coeficientes do modelo m11 mostraram valores de p significativos
(<0,05) para as variaveis explicativas descritas na Tabela 25 (Tratamento PI, Tratamento C, CP3,
Fipronil, CP4, CP2, D, Tratamento PI*CP3, Tratamento C*CP3, Tratamento PI*Fi, Tratamento
C*Fi, Tratamento P1*CP4, Tratamento C*CP4).

Né&o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos PE, Pl e C
para a variavel r (Tabela 25). No entanto, a variavel Fi e suas interacdes (Tratamento PI*Fi,
Tratamento C*Fi) mostraram uma relacdo significativa com a varidvel r, que diminuiu nos
tratamentos Pl e C em comparacdo com o tratamento PE (Tabela 25). Semelhante a fecundidade,
r apresentou uma tendéncia sazonal no tratamento PE, sendo mais alta na estacdo chuvosa
(amostras 1 a 5 e 11 a 17) e mais baixa na estacdo seca (amostras 6 a 10) (Figura 25D). O
modelo que melhor descreveu os dados para a taxa de crescimento da especie C. silvestrii foi o
m12 (Apéndice B14 e B15), e a distribui¢do gaussiana e a funcao de ligacdo de identidade foram
consideradas adequadas (Apéndice B16). As variaveis explicativas Tratamento, 2,4-D, Fipronil e
as interacdes 2,4-D*Tratamento, Fipronil*Tratamento foram importantes para o modelo final. O
efeito aleatorio do tempo e dos mesocosmos explicou 44,25% e 4,51% da variabilidade nos
dados para r, respectivamente. Os coeficientes do melhor modelo (m12) para r apresentaram
valores de p significativos (<0,05) para as variaveis explicativas descritas na Tabela 25 (Fipronil,

Tratamento PI*Fi, Tratamento C*Fi).
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Tabela 25 - Resultados do modelo misto linear (LMM) avaliando os efeitos das varidveis explicativas na
série temporal de experimentos para a espécie Ceriodaphnia silvestrii. Os valores da estimativa do
coeficiente (estimate), do desvio padrdo (D.P) e do p-valor sdo descritos. O intercepto representa o
tratamento PE. *valores de p significativos (p < 0,05).

Endpoint Modelo final Efeitos fixos Estimate D.P p-valor
Imobilidade m15 PE (Intercepto) 0,036 0,011 3,202
PE (Intercepto) 10,051 8,429 0,233
Tratamento PI -6,494 8,322 0,435
Tratamento C -1,561 8,385 0,852
CP1 -6,714 2,033 0,001*
CP3 -1,481 0,348 0,000*
Fi 51,292 12,716 0,000*
Fecundidade o CP2 2,547 0,847 0,003*
Tratamento PI1*CP1 6,669 2,019 0,001*
Tratamento C*CP1 6,751 2,021 0,001*
Tratamento PI1*CP3 1,017 0,348 0,004*
Tratamento C*CP3 1,224 0,393 0,002*
Tratamento PI*Fi -83,265 13,986 0,000*
Tratamento C*Fi -51,776 12,716 0,000*
Tratamento C*CP2 -2,824 0,889 0,002*
PE (Intercepto) 6,434 1,554 0,000
Tratamento Pl -3,944 1,596 0,013*
Tratamento C -4,871 1,533 0,001*
CP3 0,261 0,158 0,098
Fi 24,038 7,469 0,001*
CP4 0,608 0,143 0,000*
Sobrevivéncia das CP2 0,280 0,100 0,005*
fémeas mit D 0,192 0,115 0,097
Tratamento PI*CP3 -0,679 0,199 0,001*
Tratamento C*CP3 -0,523 0,199 0,008*
Tratamento PI*Fi -20,952 7,940 0,008*
Tratamento C*Fi -23,972 7,471 0,001*
Tratamento PI*CP4 -0,386 0,213 0,071
Tratamento C*CP4 -0,577 0,226 0,011*
S PF (Intercepto) 0,544 0,486 0,264
crescimento m12 i _ 1,540 0,778 00497
oopulacional () Tratamento Pl*F-I -2,048 0,829 0,014*
Tratamento C*Fi -1,541 0,778 0,049*
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Figura 25 - A) Imobilidade; B) Numero de neonatos por fémea (fecundidade); C) Sobrevivéncia das fémeas; e D) Taxa
intrinseca de aumento populacional (r) da espécie Ceriodaphnia silvestrii apos exposicao a diferentes eventos de manejo do
solo. PE = pastagem extensiva; Pl = pastagem intensiva; C = cana-de-agUcar; a/b = apos fertilizante (P1/C) e fipronil (C); c
= ap06s 2,4-D (PI/C); d = apds pastagem do gado (PE/PI); e = ap6s 2,4-D (PI); f = ap6s corte da cana (PI/C); g = ap06s
fertilizante (C); h = ap6s vinhaga (C); i = ap0os fipronil (C); j = apds 2,4-D; k = apos pastagem do gado (PE/PI).
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3.2 Eruca sativa

Os resultados dos GLM (Apéndice B17) definiram a ordem de entrada das variaveis
explicativas nos GLMM para as variaveis resposta germinacéao, crescimento da parte aérea e raiz.
A germinacdo de sementes, o crescimento da parte aérea e raiz diminuiram nos tratamentos Pl e
C em comparacdo com o tratamento PE, especialmente ap6s a aplicacao de 2,4-D nos dois ciclos
de cana-de-agucar. Na primeira aplicacdo de 2,4-D (evento c), foi observada menor média de
crescimento da parte aérea e da raiz no tratamento C (1,19 e 1,98 cm, respectivamente) em
comparagdo com os tratamentos Pl (1,26 e 2,09 cm, respectivamente) e PE (1,22 e 2,29 cm,
respectivamente) (Figura 26). O comprimento da parte aérea (1,09 cm) e da raiz (2,07 cm)
atingiu seus valores mais baixos no mesocosmo C1, onde foram detectadas as concentragdes
mais altas de 2,4-D (2,5 u L) e fipronil (0,015 p L). Ap6s o evento e (aplicagdo de 2,4-D no
tratamento PI), foi observada uma reducdo no comprimento da raiz no tratamento PI (2,06 cm)
em comparacdo com os tratamentos PE (2,31 cm) e C (2,21 cm) (Figura 26). Nessa coleta, a
concentragdo média de 2,4-D no tratamento PI foi de 1,69 p L™

Apos a aplicacdo de 2,4-D no segundo ciclo (evento j), a germinacdo de sementes, 0
comprimento da parte aérea e 0 comprimento da raiz atingiram seus valores mais baixos no
tratamento C (67%, 0,85 cm e 0,78 cm, respectivamente), enquanto os valores para 0S
tratamentos Pl (64%, 1,06 cm e 1,31 cm, respectivamente) e PE (82%, 1,21 cm e 1,87 cm,
respectivamente) foram mais altos (Figura 26). Nessa coleta, foram observadas as maiores
concentragBes de 2,4-D de todo o periodo experimental (média de 41,7 p L no tratamento C),
bem como concentragdo média de fipronil de 0,035 pg L. A maior concentragio de 2,4-D (97,9
ug L) foi observada no mesocosmo C5 (evento j) e, como resultado, os valores mais baixos de
germinacdo de sementes (46%), comprimento do broto (0,6 cm) e comprimento da raiz (0,51 cm)
foram observados nesse mesocosmo.

Apesar da observacdo destes efeitos (Figura 26), estes ndo foram suficientes para gerar
diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos PE, Pl e C para os endpoints
avaliados germinacdo, crescimento da parte aérea e raiz (Tabela 26). O modelo que melhor
descreveu os dados de germinacdo de E. sativa foi 0 m10 (Apéndice B18 e B19), e a distribui¢do
de probabilidade binomial e a funcdo de ligacdo logit foram consideradas adequadas (Apéndice

20). As variaveis explicativas Tratamento, 2,4-D, Fipronil, CP3, CP4 e as interacdes
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CP3*Tratamento e CP4*Tratamento foram importantes para o modelo final. O efeito aleatorio
do tempo e dos mesocosmos explicou 9,35% e 1,58% da variabilidade dos dados de germinagéo,
respectivamente. Para o comprimento da parte aérea, 0 modelo que melhor descreveu os dados
foi 0 m13 (Apéndice B21 e B22), e a distribuicdo gaussiana e a funcdo de ligacdo identidade
foram consideradas adequadas (Apéndice B23). A variavel explicativa 2,4-D e CP2 foram
importantes para 0 modelo final. O efeito aleatorio do tempo explicou 53% da variabilidade dos
dados do comprimento da parte aérea. O modelo que melhor descreveu os dados de comprimento
de raiz de E. sativa foi 0 m12 (Apéndice B24 e B25), e a distribuicdo gaussiana e a funcao de
ligacdo identidade foram consideradas adequadas (Apéndice B26). As varidveis explicativas
Tratamento, 2,4-D, CP2 e a interagdo 2,4-D*Tratamento foram significativas no modelo. O
efeito aleatorio do tempo explicou 56% da variabilidade nos dados de comprimento da raiz.

Tabela 26 - Resultados do modelo misto linear (LMM) avaliando os efeitos das variaveis explicativas na
série temporal de experimentos para a espécie Eruca sativa. Os valores da estimativa do coeficiente
(estimate), do desvio padrdo (D.P) e do p-valor sdo descritos. O intercepto representa o tratamento PE.
*valores de p significativos (p < 0,05).

Endpoint Modelo final ~ Efeitos fixos Estimate D.P p-valor
PE (Intercepto) 2,177 0,204 0
Tratamento Pl 0,253 0,198 0,201
Tratamento C 0,217 0,210 0,302
Germinacao m10 D -0,099 0,032 0,002*
Fi -0,109 0,04 0,006*
Tratamento PI* CP4 -0,279 0,087 0,001*
Tratamento C*CP4 -0,275 0,11 0,012
) PE (Intercepto) 1,461 0,051 0,000
Crescimento
m13 D -0,046 0,011 0,000*
parte aérea
CP2 -0,031 0,009 0,001*
PE (Intercepto) 3,575 0,847 0,000
Crescimento 12 Tratamento Pl -1,401 0,839 0,096
m
raiz Tratamento C -1,376 0,842 0,103

CP2 -0,073 0,018 0,000*
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Figura 26 - A) Germinacdo; B) Crescimento da parte aérea; C) Crescimento da raiz da espécie Eruca
sativa ap0s exposicdo a diferentes eventos de manejo do solo. PE = pastagem extensiva; Pl = pastagem
intensiva; C = cana-de-agucar; a/b = apos fertilizante (PI1/C) e fipronil (C); ¢ = ap6s 2,4-D (PI/C); d =
apos pastagem do gado (PE/PI); e = apés 2,4-D (PI); f = apos corte da cana (P1/C); g = ap0s fertilizante
(C); h = apobs vinhaga (C); i = apos fipronil (C); j = apds 2,4-D; k = apos pastagem do gado (PE/PI).
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3.3 Chironomus sancticaroli

Os resultados dos GLM (Apéndice B27) definiram a ordem de entrada das variaveis
explicativas nos GLMM para as variaveis resposta mortalidade, comprimento do corpo,
biomassa fresca, BSLC, deformidades do mentum e larvas no quarto instar. O modelo que
melhor descreveu os dados de mortalidade de C. sancticaroli foi 0 m9 (Apéndice B28 e B29), e a
distribuicéo de probabilidade binomial e a funcédo de ligagéo logit foram consideradas adequadas
(Apéndice B30). O efeito aleatério do tempo e dos mesocosmos explicou 3,7% e 1,7% da
variabilidade nos dados de mortalidade, respectivamente. O modelo que melhor descreveu os
dados de comprimento do corpo (Apéndice B31, B32 e B33), biomassa fresca (Apéndice B34,
B35 e B36) e BSLC (Apéndice B37, 38 e 39) de C. sancticaroli foi 0 m9. Para esses modelos, a
distribuicdo gaussiana e a funcédo de ligacéo identidade foram consideradas adequadas (Apéndice
B33, B36 e B39, respectivamente). O efeito aleatorio do tempo explicou 62,97%, 63,83% e
63,83% da variabilidade nos dados para as variaveis de resposta comprimento do corpo,
biomassa fresca e BSLC, respectivamente.

O modelo que melhor descreveu os dados para deformidades do mentum de C.
sancticaroli foi 0 m9 (Apéndice B40 e B41), e a distribuicdo de probabilidade binomial e a
funcdo de ligacdo logit foram consideradas adequadas (Apéndice B42). O efeito aleatério do
tempo explicou 22% da variabilidade nos dados para deformidades do mentum. O modelo que
melhor descreveu os dados para larvas no quarto instar de C. sancticaroli foi 0 m6 (Apéndice
B43 e B44), e a distribuicdo de probabilidade binomial e a funcdo de ligacdo logit foram
consideradas apropriadas (Apéndice B45). O efeito aleatdrio do tempo e do mesocosmo explicou
8,72% e 2,68% da variabilidade nos dados, respectivamente.

Os efeitos fixos nos modelos (tratamento, fipronil, sulfeto de fipronil e sulfona de
fipronil) ndo foram significativos para as varidveis resposta mortalidade, deformidades do
mentum, comprimento do corpo, biomassa fresca e BSLC (Tabela 2). No entanto, o efeito
aleatorio do tempo foi significativo em todas essas variaveis resposta, permanecendo no modelo
final. A maior mortalidade média foi observada apds o corte da cana (evento e) nos tratamentos
Pl (26%) e C (18%) (Figura 27). A variavel explicativa fipronil foi significativa no modelo de
larvas no quarto instar (Tabela 27). As menores porcentagens de larvas que atingiram o quarto

instar de desenvolvimento foram observadas apos a aplicacdo do fipronil (evento i): 78%, 70% e
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88% nos mesocosmos PE1 (30,7 ng fipronil g1), P11 (172,8 ng fipronil g?) e C4 (62,3 ng
fipronil g?'), respectivamente. A porcentagem de deformidades do mentum aumentou
consideravelmente apds a aplicacdo de 2,4-D (evento j) em todos os tratamentos, especialmente
no tratamento PI (Figura 26C).

Tabela 27 - Resultados do modelo misto linear (LMM) avaliando os efeitos das variaveis explicativas na
série temporal de experimentos para a espécie Chironomus sancticaroli. Os valores da estimativa do
coeficiente (estimate), do desvio padrdo (D.P.) e do p-valor sdo descritos. O intercepto representa o
tratamento PE. *valores de p significativos (p < 0,05).

Endpoint Modelo final ~ Efeitos fixos Estimate D.P p-valor
Mortalidade m9 (Intercept) -2,173 0,167 0,000
Deformidades do mentum m9 (Intercept) -2,595 0,382 0,000

) mé (Intercept) 2,630 0,307 0,000
Larvas no quarto instar

F -0,152 0,075  0,041*

Comprimento do corpo m9 (Intercept) 10,452 0,330 6,58 x10°®
Biomassa fresca m9 (Intercept) 3,373 0,184 1,70x10°

Biomassa seca livre de cinzas  m9 (Intercept) 0,453 0,026 2,18 x10°
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Figura 27 - A) Mortalidade; B) Larvas no quarto instar; C) Deformidades do mentum; D) Comprimento
do corpo; E) Biomassa fresca; F) Biomassa seca livre de cinzas (BSLC) da espécie Chironomus
sancticaroli apds exposicdo a diferentes eventos de manejo do solo. PE = pastagem extensiva; Pl =
pastagem intensiva; C = cana-de-agucar; f = apds corte da cana (PI/C); g = ap0s fertilizante (C); h = ap6s
vinhacga (C); i = ap0s fipronil (C); j = apos 2,4-D; k = apds pastagem do gado (PE/PI).
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4 DISCUSSAO

A distribuicdo de agrotoxicos no ambiente estd diretamente associada as suas
caracteristicas fisico-quimicas (Kolanthasamy; Pandi; Gajendran, 2022). Na presente pesquisa, 0
herbicida 2,4-D foi detectado somente na 4gua e estava ausente no sedimento. A alta solubilidade
do 2,4-D (677 mg Lt a 25 °C) e o baixo coeficiente de particdo octanol/agua (log Kow 2,81)
(Kim et al., 2021) sugerem que esse herbicida pode ter baixa precipitagdo no sedimento (Freitas
et al., 2022a). Em contrapartida, o fipronil foi detectado em ambas as matrizes ambientais
avaliadas, dgua e sedimento. Esse agrotdxicos é pouco a moderadamente solGvel em agua (1,9
mg L™ a 25 °C) e tem afinidade moderada pelo carbono orgénico (log Kow 3,9 - 4,1), situando-
se entre 0s agrotdxicos altamente insoltveis, como o DDT (log Kow 6,2), e os sollveis, como a
atrazina (log Kow 2,6) (Gunasekara et al., 2007).

Os agrotoxicos 2,4-D e fipronil foram detectados na agua dos mesocosmos do tratamento
PE, embora ndo tenham sido aplicados nesse tratamento. A deriva de agrotoxicos em terras ndo
agricolas tem sido um problema comum em regides intensamente cultivadas, pois seus residuos
ndo ficam restritos ao local de aplicacdo (Cech et al., 2023). Os agrotdxicos podem ser levados
para areas proximas durante a aplicacdo (por exemplo, devido a evaporacdo de goticulas de
pulverizagdo, movimento do ar e volatilizacdo) (FOCUS, 2008) ou depois (por exemplo, por
lixiviacdo e erosdo do solo, escoamento superficial e transporte pelo vento) (Linhart et al., 2019;
Zivan; Bohbot-Raviv; Dubowski, 2017). Estima-se que cerca de 70% das terras agricolas na
América do Sul estejam contaminadas por mais de um agrotoxico ao mesmo tempo (Tang et al.,
2021).

Em areas agricolas intensivas, como pastagens intensificadas e culturas de cana-de-
acucar, os agrotdxicos podem atingir os corpos d'agua em concentracGes mais altas (Islam et al.,
2018; Tang et al., 2021). Neste estudo, as concentracbes de 2,4-D e fipronil foram maiores no
segundo ciclo da cana-de-aglcar (maximo de 97,97 u L e 0,21 p L, respectivamente) do que
no primeiro ciclo da cana-de-agticar (maximo de 5,3 p L™ e 0,065 p L2, respectivamente). 1sso
sugere que o transporte de agrotoxicos para a agua pode aumentar a medida que os ciclos de
cultivo se sobrepdem, uma vez que o manejo repetitivo do solo em areas agricolas tende a
aumentar o escoamento superficial (Gatiboni et al., 2003; Martinelli; Filoso, 2008). O valor

maximo de 2,4-D (97,97 u L) registrado durante o experimento é vinte e quatro vezes e 3,2
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vezes maior do que o valor permitido para corpos d’agua Classe 1 (4 p L) e 2 (30 p LY,
respectivamente, de acordo com as diretrizes de agua potavel da resolugdo CONAMA 357/2005
(BRASIL, 2005). Apesar de sua toxicidade comprovada para varias espécies nao-alvo (Moreira
et al., 2023; Pinto et al., 2023; Silva et al., 2020), ndo ha valor regulatorio para o fipronil no
Brasil; porém, a concentragdo maxima na agua observada nesta pesquisa (0,21 pg L) esta acima
da concentragdo maxima permitida pela Unido Europeia (0,1 pg L) (Oliveira; Agostinetto;
Siegloch, 2023).

Apesar do risco potencial ao meio ambiente e a saide humana, os efeitos da exposigdo a
combinages crescentes de agrotdxicos e outros xenobioéticos permanecem pouco compreendidos
(Islam et al., 2018). Em ambientes naturais, 0s agrotdxicos estdo sujeitos a uma combinacdo de
fatores fisicos, quimicos e bioldgicos (Kolanthasamy; Pandi; Gajendran, 2022). Recentemente,
varios estudos descreveram os efeitos toxicos causados pelo 2,4-D, fipronil e vinhaga em uma
variedade de espécies ndo-alvo de diferentes niveis tréficos, compartimentos aquéticos e padrdes
de vida, como E. sativa (Freitas et al., 2022a; Ogura et al., 2022a), C. silvestrii (Silva et al.,
2020, 2021), Daphnia magna (Moreira et al., 2023), Hyalella meinerti (Pinto et al., 2021a,
2021b, 2022), C. sancticaroli (Pinto et al., 2021c, 2023), Leptodactylus fuscus e Lithobates
catesbeianus (Freitas et al., 2022b), Scinax fuscovarious e Physalaemus nattereri (Girotto et al.,
2022), e Danio rerio (Moreira et al., 2022). No entanto, a maioria das pesquisas que avaliaram a
toxicidade desses contaminantes esta restrita a experimentos de laboratério. Os estudos em
escala de campo podem obter respostas que os estudos de laboratério ndo conseguem acessar,
como a avaliagdo conjunta entre os parametros de qualidade da agua, analises quimicas e
ecotoxicologicas (Charalampous et al., 2015).

No presente estudo, a germinacgdo, o crescimento da parte aérea e da raiz da espécie E.
sativa foram afetados principalmente apds a aplicacdo do 2,4-D nos tratamentos Pl e C (Figura
26). Os resultados obtidos por Freitas et al. (2022) mostraram que o 2,4-D foi capaz de reduzir o
crescimento da parte aérea e da raiz de E. sativa, em uma concentracdo abaixo dos padrdes de
qualidade da agua no Brasil (< 30 pu L; BRASIL, 2005). Ogura et al. (2022a) também relataram
alta fitotoxicidade relacionada ao herbicida 2,4-D e a mistura de 2,4-D e fipronil, que causou
inibicdo completa do crescimento do broto e da raiz de E. sativa mesmo em baixas concentracfes
(0,2 pg LY. Os resultados desses estudos sugerem que a irrigagdo de culturas com éagua

contaminada com residuos de 2,4-D dentro das concentracGes detectadas na presente pesquisa
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pode causar fitotoxicidade, afetar o desenvolvimento da planta e reduzir a produtividade da
cultura. Por outro lado, E. sativa ndo apresentou fitotoxicidade para o fipronil (concentragdes até
0,21 pg L), estando de acordo com os resultados obtidos por Ogura et al. (2022a) que também
ndo observaram efeitos em concentragdes até 42,5 ug L.

Embora 0 modo de acéo do 2,4-D seja direcionado as plantas, outras espécies podem ser
afetadas pela presenca desse agrotdxico em baixas concentracfes. Na presente pesquisa, foram
observados aumento da imobilidade e reducéo da sobrevivéncia de fémeas e r de C. silvestrii nos
tratamentos Pl e C, especialmente apds a aplicacdo de 2,4-D (evento c, e, j). Embora essas
alteracbes tenham sido observadas ap6s a aplicacdo do 2,4-D, elas foram estatisticamente
associadas a presenca do fipronil (p < 0,05) (Tabela 2). Isso sugere que a mistura entre os dois
agrotoxicos (fipronil e 2,4-D) pode induzir efeitos toxicos diferentes dos esperados. Por
exemplo, Silva et al. (2020) relataram que a toxicidade aguda da mistura dos agrotdxicos 2,4-D e
fipronil leva a efeitos antag6nicos em baixas concentragdes e sinergismo em altas concentragoes,
e a mudanca do antagonismo para o sinergismo ocorre em doses superiores a ECsp (169 £+ 18 mg
a.i. L™ para 2,4-D e 3,9 + 0,50 pg a.i. L™ para fipronil). Embora as concentragdes maximas de
2,4-D (0-97 pug L) e fipronil (0,21 ug L) observadas no presente estudo seja menor do que 0s
valores de CEsg reportados por Silva et al. (2020), ainda assim efeitos toxicos foram observados.

Moreira et al. (2023) avaliaram a resposta de evitacdo do claddcero D. magna aos
agrotoxicos 2,4-D, fipronil e suas misturas e observaram que 0s organismos tendem a ndo migrar
para areas contaminadas com esses agrotoxicos, especialmente o fipronil e a mistura de ambos.
Esse resultado sugere que os agrotdxicos podem limitar as areas colonizadas pelos organismos,
tornar os habitats desfavoraveis e potencialmente causar a extincdo local das espécies, mesmo
antes de os efeitos cronicos serem detectados. O fipronil também foi relatado como capaz de
reduzir a velocidade de natacdo e a distancia percorrida por D. magna (concentracfes entre 0,1 e
100 pg/L) e causar alteragdes fisiologicas nesses organismos, como a frequéncia cardiaca, a
atividade das garras pés-abdominais e 0s movimentos dos membros tordcicos (Bownik;
Szabelak, 2021).

Em um estudo realizado nos mesmos mesocosmos desta pesquisa, Girotto et al. (2022)
relataram alteracfes funcionais em espécies de girinos nativos (S. fuscovarious e P. nattereri)
por meio da analise de biomarcadores bioquimicos ap6s 7 dias de exposicdo in situ nos

tratamentos Pl e C. Ambas as espécies de girinos apresentaram valores elevados de
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malondialdeido (MDA) nos tratamentos Pl e C em comparagdo com o tratamento PE,
evidenciando estresse oxidativo em concentrag@es abaixo de 0,11 pg L e 0,0031 ug L para
2,4-D e fipronil, respectivamente. Esse desequilibrio pode favorecer a ocorréncia de peroxidacao
lipidica em ambas as espécies, indicando uma possivel falha de defesa na protecdo dos tecidos do
girino contra danos (Girotto et al., 2022).

Com relagdo aos organismos bentonicos, eles tém como rotas de exposicdo aos
contaminantes tanto a dgua quanto o sedimento. No presente estudo, a menor porcentagem de
sobrevivéncia da espécie C. sancticarolli (80%) foi observada na maior concentracao de fipronil
detectada (402,6 ng g* — mesocosmo C1), enquanto 88% das larvas atingiram o quarto insta de
desenvolvimento. Pinto et al. (2023) observaram que a exposi¢ao as amostras de sedimento com
a presenca de fipronil (concentragdo de 26,2 ng g*') diminuiu a sobrevivéncia larval de C.
sancticarolli, reforcando a sensibilidade dos quironomideos a este inseticida, mesmo quando
associado ao sedimento. Apesar disso, ndo foram observados efeitos prejudiciais significativos (p
> (0,05) sobre a espécie C. sancticarolli nas concentrac6es de fipronil medidas no sedimento (de
0 a 402,6 ng g*) para os endpoints mortalidade, deformidades do mentum, comprimento do
corpo, biomassa fresca e BSLC no presente estudo.

Entretanto, a frequéncia de larvas que atingiram o quarto instar diminuiu com a presenca
do fipronil em concentrag@es abaixo de 402,6 ng g™ no presente estudo. A reducio das larvas que
atingem o quarto instar e, consequentemente, os efeitos observados nas taxas de emergéncia
devido a exposicdo ao fipronil também foi observada por Pinto et al. (2023). O atraso no
crescimento e no desenvolvimento desses organismos pode ser atribuido a neurotoxicidade do
fipronil (Dias; Vasseur; Bonzom, 2008) e a sua capacidade de agir como um desregulador
enddcrino (Leemans et al., 2019).

Em relagdo a matriz agua, baixos valores de CEso (0,42 a 3,7 pg de fipronil L™) para
fipronil foram relatados para dipteros (Ali; Nayar; Gu, 1998; Monteiro et al., 2019; Pinto et al.,
2021c; Stevens et al., 2011; Stratman et al., 2013), confirmando que esse grupo é sensivel ao
fipronil mesmo em baixas concentragGes. Pinto et al. (2021c) relataram CEio = 0,48 pug Lt e
CEso de 3,70 pg L para o fipronil sobre a espécie C. sancticarolli, valores acima dos
observados no presente estudo (até 0,21 pg L™). Monteiro et al. (2019) observaram efeitos sobre
a espécie C. riparius apos exposi¢cdo cronica (28 dias) ao fipronil, que resultou na reducdo do

crescimento e da emergéncia de larvas com menor concentracdo de efeito observado (LOEC) de
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0,081 pg Lt O peso corporal dos adultos dessa espécie, que esta ligado diretamente ao
desempenho de voo e a fecundidade dos mosquitos, também foi afetado (LOEC = 0,040 pg L™?)
(Carron, 2007; Monteiro et al., 2019; Sibley; Ankley; Benoit, 2001).

No ambiente natural, 0s organismos sao expostos a varios estressores, vias de exposi¢do e
receptores (Van Den Brink et al., 2016). No presente estudo, a imobilidade de C. silvestrii foi
registrada esporadicamente nos mesocosmos do tratamento PE, especialmente no inverno e no
inicio da estacdo chuvosa (amostragens 6 a 12) (Figura 25). Nao foi possivel associar a
mortalidade verificada nesse tratamento a presenca dos contaminantes determinados. No entanto,
hipotetiza-se que as condi¢Oes observadas nos mesocosmos no inverno — a reducgdo do volume
dos mesocosmos e da temperatura da dgua, o aumento da decomposicdo de macrofitas, das
concentragdes de nitrato e da concentracdo de clorofila a (Freitas et al., 2023) — podem ter
propiciado o florescimento de cianobactérias. A presenca de cianobactérias tem sido relatada em
aguas doces tropicais no final do periodo de inverno (inverno seco) e no inicio da estacdo
chuvosa (Jardim et al., 2014). As floracGes de cianobactérias geralmente sdo acompanhadas pela
producdo de toxinas capazes de causar sérios problemas aos organismos aquaticos, 0 que pode
estar associado a sua decomposicdo e a sintese de metabdlitos secundarios bioativos, além da
deplecdo de oxigénio dissolvido (Vo et al., 2020). A literatura reporta, ainda, que a abundancia
de cianobactérias é inversamente proporcional a abundancia de zooplancton (Ger Ali et al.,
2016), uma vez que muitas espécies sdo dificeis de digerir, ttm baixo valor nutricional e
auséncia de constituintes necessarios para o desenvolvimento do zooplancton (Martin-
Creuzburg; Elert; Hoffmann, 2008), além da producéo de toxinas e formas filamentosas.

Além disso, enfatiza-se que os efeitos observados neste estudo podem ser intensificados,
uma vez que a deplecao de oxigénio causada pela eutrofizacdo dos corpos d'agua é um problema
recorrente e muitas vezes concomitante a presenca de agrotoxicos e outros xenobioticos, sendo
este um cenario provavel (Sula et al., 2020). Freitas et al. (2023) observaram acidificacdo (pH
entre 4-5) e deplecéo de oxigénio (atingindo valores proximos a 0 mg L) ao longo do tempo nos
mesmos mesocosmos avaliados neste estudo. Dessa forma, esperam-se efeitos piores do que 0s
observados com base em bioensaios de toxicidade padrdo, pois o oxigénio dissolvido constitui
uma variavel essencial para o estabelecimento de comunidades aquéticas e esta relacionado a
capacidade dos ecossistemas de processar nutrientes (Dodds, 2006). Niveis entre 40-50% de

saturacdo de oxigénio ja sdo capazes de alterar a biocenose aquética, resultando em perda de
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biodiversidade (Holmstrup et al., 2010). Os resultados relatados por Sula et al. (2020) apontam
evidéncias de que a hipéxia aumenta os efeitos toxicos de agrotdxicos e PCBs no peixe
Carassius carassiu, sobrecarregando seu metabolismo energético e sistema endocrino e
causando alteracdes histopatolégicas. Em uma mesma perspectiva, Van der Geest et al. (2002)
observaram uma reducdo significativa nos valores de CLso do cobre em cenarios de hipdxia
(50% O) em comparacao com a normoéxia (100% O2) para a mosca Ephoron virgo. Portanto, 0s
resultados discutidos aqui alertam para a necessidade de complementacdo dos testes de
toxicidade com experimentos que abranjam condi¢cbes mais realistas encontradas nos

ecossistemas, melhorando, assim a assertividade na avaliagdo de risco ecoldgico.

5 CONCLUSOES

Os organismos e as condi¢Oes avaliadas neste estudo revelaram que a presenca de
diferentes agentes estressores no ambiente pode alterar os valores de toxicidade. Baixas
concentragdes de 2,4-D e fipronil foram capazes de alterar a fecundidade, a sobrevivéncia das
fémeas e a taxa intrinseca de aumento da populacéo de C. silvestrii nos tratamentos Pl e C em
comparacdo com o tratamento PE. Para essa espécie, também foram observados padrdes
sazonais, com aumento da mortalidade durante os periodos de inverno seco, provavelmente
associado a floracdo de cianobactérias nos mesocosmos.

Da mesma forma, a dicotiledénea E. sativa teve a germinacdo, o crescimento da parte
aérea e das raizes afetados apos a aplicacdo do 2,4-D. Para essa espeécie, os efeitos observados no
segundo ciclo da cana-de-acucar foram maiores do que no primeiro ciclo, uma vez que a
concentragdo de 2,4-D seguiu esse mesmo padrdo. Para a espécie C. sancticarolli, a
concentracdo de fipronil ndo causou alteracdes nos endpoints avaliados, com excecdo da
porcentagem de larvas que atingiram o quarto instar, que foi menor no tratamento Pl e C e esteve
associado a presenca de fipronil. Além disso, todos os endpoints foram afetados pelo efeito do
tempo, sugerindo que os efeitos cumulativos da exposicdo ao fipronil podem ser significativos,
mesmo em baixas concentracdes.

De maneira geral, os efeitos observados para o tratamento C foram maiores do que 0s
observados para os tratamentos Pl e PE, respectivamente. Além disso, os efeitos observados sob

as condic¢des avaliadas nesta pesquisa podem ser intensificados a medida que ciclos repetidos de
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cana-de-agUcar sdo conduzidos na mesma paisagem. Pesquisas futuras precisam considerar 0s
mecanismos fisiologicos, comportamentais e moleculares dos organismos que podem ser
alterados como resultado da mistura de agrotoxicos e sua combinacdo com variaveis ambientais
(por exemplo, oxigénio dissolvido, pH e temperatura) que afetam diretamente o comportamento

desses contaminantes no ambiente.
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CAPITULO 4

Avaliacdo de risco ecoldgico para o diagnéstico de impactos ambientais oriundos de
pastagens extensivas, pastagens intensivas e planta¢des de cana-de-aglicar: uma perspectiva
sobre a perda de servigcos ecossistémicos

Isabele Baima Ferreira Freitas*, Paul J. Van den Brink, Thandy Junio da Silva Pinto, Evaldo
Luiz Gaeta Espindola, Maria Paula Cardoso Yoshii, Lais Girotto, Lais Roberta Sorigotto, Natan
Guilherme dos Santos, Danillo Badolato Athayde, Gabriele Ver6nica de Mello Gabriel, Bianca

Veloso Goulart, Janaina Braga do Carmo, Cassiana Montagner, Maria Stela Maioli Castilho

Noll, Luis Cesar Schiesari, Luiz Antonio Martinelli

RESUMO

A crescente pressdo para aumentar a produtividade agricola e produzir bioenergia em
larga escala representa uma grande ameaca ao meio ambiente devido & mudanca no uso da terra,
0 potencial de perda de biodiversidade e 0 uso excessivo de fertilizantes e agrotoxicos. Neste
estudo, avaliou-se o risco ecoldgico e a perda de servigos ecossistémicos causado pelo manejo do
solo em sistemas de pastagem extensiva (PE), pastagem intensiva (PI) e cana-de-agucar (C). A
avaliacdo de risco ecologico (ARE) foi construida a partir o método da triade, que consiste na
analise de trés linhas de evidéncia: quimica, ecologica e ecotoxicologica. A avaliacdo da perda
de servigos ecossistémicos foi desenvolvida a partir da construcdo de cadeias l6gicas consistentes
e baseadas em evidéncias para demonstrar os efeitos mais amplos da contaminacao por metais e
agrotoxicos nos servigos ecossistémicos fornecidos por dois grupos de espécies-chave: plantas
ndo alvo e invertebrados aquaticos. Os resultados obtidos na ARE evidenciaram que o risco foi
maior nos tratamentos C e Pl em comparacdo com o tratamento PE, sendo maior no tratamento
Pl devido ao aumento da concentracdo de aluminio e pelo agrotéxico 2,4-D, enquanto no
tratamento C os principais responsaveis pelo aumento do risco foram os metais aluminio,
potassio, manganés e 0s agrotoxicos 2,4-D e fipronil. As cadeias l6gicas demonstraram efeitos

nos servicos ecossistémicos, com reducdo da qualidade do solo e da agua e perda de
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biodiversidade. Por fim, objetivos de protecéo especificos foram desenvolvidos para cada grupo
de espécie-chave, de acordo com os requisitos legais da legislacdo europeia.

Palavras-chaves: 2,4-D. Fipronil. Metais. Aluminio. Vinhaga.

1 INTRODUCAO

A agricultura tem um papel importante no fornecimento de alimentos e de bioenergia
para a sociedade (Zhang et al., 2007). No entanto, as praticas agricolas convencionais, como o
uso de fertilizantes e agrotoxicos, sdo responsaveis também por diminuir a provisdo de diversos
servicos ecossistémicos que séo fornecidos pelos ecossistemas terrestres e aquaticos (EI Chami;
Daccache; EI Moujabber, 2020). No Brasil, a conversdo de pastagens extensivas em pastagens
intensivas e cultivo de cana-de-acucar vem sendo relatada como uma importante fonte difusa de
nutrientes, metais e agrotoxicos (Freitas et al., 2023). Isso se deve ao fato de que pastagens
intensificadas e culturas de cana-de-acucar pressupem um manejo intensivo do solo, como
preparo do solo; aplicacdo de fertilizantes — NPK; de agrotdxicos — especialmente 2,4-D e
fipronil; e fertirrigacdo com vinhaca da cana-de-agucar (Freitas et al., 2023).

Como consequéncia, 0s agroquimicos e seus residuos sao frequentemente detectados nas
aguas superficiais em concentragdes acima do permitido, contribuindo para a perda de
biodiversidade e alteracdes em espécies de diferentes niveis tréficos (Krebs et al., 1999). As
perturbacdes antropicas no ambiente aquatico podem ser analisadas por meio da Avaliacdo de
Risco Ecologico (ARE). A ARE e uma ferramenta utilizada para avaliar os impactos de
diferentes estressores quimicos presentes no meio ambiente e consiste em uma andlise integrada
da probabilidade de risco nos ecossistemas (Jensen; Mesman, 2006; Ogura et al., 2022b). O
método da triade é uma das abordagens da ARE e considera o risco proveniente de trés linhas de
evidéncia (LE): 1) LE quimica (caracterizacdo quimica dos contaminantes); 2) LE
ecotoxicologica (realizacdo de bioensaios, em laboratério ou em campo, para determinacdo da
toxicidade dos contaminantes); 3) LE ecoldgica (caracterizacdo da comunidade biolégica que
estd exposta a contaminacdo) (Jensen; Mesman, 2006). A analise integrada dessas trés linhas de

evidéncia estima o risco de exposicdo, mais detalhadamente, a que o0 ecossistema esta sujeito e
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gera informacgOes substanciais que podem auxiliar no processo de tomada de decisdo pelos
gestores ambientais (Jensen; Mesman, 2006).

Aliado & ARE, € possivel classificar também as perdas de servicos ecossistémicos (SE)
em determinado cenario. O conceito de SE é resultado de complexas interacBes entre 0s
compartimentos bidticos e abi6ticos de um ecossistema (Schafer et al., 2012) e constitui um
eficiente meio de comunicacgéo entre os diferentes grupos tomadores de decisdo e avaliadores de
risco (Nienstedt et al., 2012). Os SEs sdo divididos em quatro categorias: servigos de
provisionamento (producdo de bens), como alimentos e agua; servicos reguladores (processos de
suporte a vida), como a regulacdo da qualidade do clima e da agua; servi¢os culturais (condi¢Ges
que satisfazem a vida), como valores estéticos e de recreacdo; e servicos de sustentacdo
(processos de suporte a vida), como o processo de formacéo do solo, fotossintese e ciclagem de
nutrientes (Millennium Ecosystem Assessment, 2005).

A abordagem de servigos ecossistémicos é bastante difundida na legislacdo da unido
europeia, em que diversos documentos preveem o0 uso e aplicacdo desse conceito (Millennium
Ecosystem Assessment, 2005) como um instrumento para derivar objetivos especificos de
protecdo para diferentes grupos de espécies consideradas chave no ecossistema (EFSA, 2010;
Nienstedt et al., 2012). Recentemente, a abordagem de servi¢os ecossistémicos vem sendo
conectada a construcdo de cadeias ldgicas, evidenciadas pela literatura publicada, que
identificam as ligacGes entre pressdes ambientais, mudancas nos atributos do ecossistema e 0s
efeitos sobre os servicos ecossistémicos relacionados (Hayes et al., 2018; Van Den Brink et al.,
2021). Essa abordagem permite uma avaliacédo robusta dos possiveis impactos, indicando efeitos
primarios, secundarios e terciarios entre a exposicdo ao contaminante e 0S Servigos
ecossistémicos afetados (Hayes et al., 2018).

Considerando o cenério de expansdo das areas de pastagem e cana-de-agUcar no Brasil
(Oliveira et al., 2019), o objetivo deste estudo foi avaliar o risco ecoldgico, a partir do método da
triade (Jensen; Mesman, 2006), a que ecossistemas aquaticos inseridos em sistemas de pastagens
extensivas (PE), pastagens intensivas (P1) e cana-de-acucar (C) estdo submetidos. A fim de obter
resultados mais robustos, a caracterizacdo do risco ecoldgico foi seguida da construcdo de
cadeias logicas de efeito-consequéncia (Hayes et al., 2018). Apds a identificacdo de servicos
ecossistémicos importantes por meio das cadeias ldgicas, objetivos de protecdo especificos foram

desenvolvidos baseados nas proposi¢des da legislacdo da unido europeia (EFSA, 2010). Este
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estudo contribui para uma visdo mais holistica sobre os impactos ambientais relacionados ao

manejo do solo em é&reas de PE, Pl e C.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo e uso do solo
As caracteristicas da area experimental e o manejo do solo conduzidos nos tratamentos
PE, Pl e C estdo descritos no Capitulo 1/Topico 5 desta tese. A Figura 28 resume as etapas

discutidas no presente capitulo.

Linha de Linha de Linha de
evidéncia evidéncia evidéncia

f quimica ecolégica ecotoxicolégica
PE

PI ' l
c A o O CADEIAS LOGICAS

_ l

Manejo do solo PERDA DE SERVIGOS ECOSSISTEMICOS

Mesocosmos

Figura 28 — Etapas discutidas no Capitulo 4

2.2 Auvaliacao de risco ecoldgico

A caracterizacdo do risco foi realizada a partir da analise de trés linhas de evidéncia
(quimica, ecoldgica e ecotoxicologica), que foram analisadas de forma integrada para obter o
risco ecologico final (Jensen; Mesman, 2006) (Tabela 28), considerando a matriz aquética. Os
parametros usados para calcular o risco nas linhas de evidéncia quimica, ecologica e
ecotoxicologica foram, respectivamente: 1) concentracdo de agrotéxicos (2,4-D, fipronil),
concentracdo de metais (Al, Ba, Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Zn), oxigénio dissolvido, pH e turbidez
(FREITAS et al., 2023); 2) dominancia (indice de Simpson), diversidade (indice de Shannon) e
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Figura 29 — Modelo conceitual adotado para a Avalia¢do de Risco Ecologico, representando as principais
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equitabilidade de Pilou (DOS SANTOS et al.,, 2023 — comunicacdo pessoal; comunidade
zooplancténica); clorofila a, nitrogénio total, fosforo total, indice de estado trofico e potéssio
(Freitas et al., 2023); 3) C. silvestrii (mortalidade - teste agudo; e sobrevivéncia de fémeas - teste
cronico) e E. sativa (germinacdo) (resultados descritos no capitulo 3).

Na linha de evidéncia quimica, os valores de referéncia utilizados foram aqueles
disponiveis na resolugio CONAMA 357/05 (Brasil, 2005) para corpos d'agua de Classe 1
(abastecimento para consumo humano, protecdo das comunidades aquaticas, recreacao e
irrigacdo). Na linha de evidéncia ecoldgica, foram usados os valores de referéncia da CONAMA
357/05 para 0s componentes quimicos, enquanto para os indices ecoldgicos os valores de
referéncia foram os obtidos no tratamento PE. Na linha de evidéncia ecotoxicoldgica, os valores
de referéncia foram os obtidos para o tratamento PE. Os célculos de risco (Tabela 28)
consideraram o0s resultados obtidos ap6s 0s eventos de manejo do solo (Tabela 29). A
classificacdo de risco ap0s a integracdo das trés linhas de evidéncia foi expressa de zero a um:
risco baixo (0,000-0,250), risco moderado (0,251-0,500), FiSCoRalg (0,501-0,750) ou FiSCONMUIG
- (0,751-1,000). O modelo conceitual do risco adotado para a ARE em cenéario de riscos

potenciais decorrentes do manejo do solo em area de PE, Pl e C esta representado na Figura 29.
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Tabela 28 - Estrutura de avaliacdo de risco ambiental baseada na triade da linha de evidéncia
(LE) quimica, ecotoxicologica e ecoldgica. Apds célculos individuais, o risco integrado foi
estimado com base no modelo de avaliagdo de risco de Jensen & Mesman (2006).

LE quimica
R1 Concentragdo medida
R2 Valor de referéncia CONAMA 357 (BRASIL, 2005)
. R R1
R3 Pressdo toxica de cada parametro )
, . 1
R4 Calculo do risco 1-
1+ R3
Correcdo das concentraces em relacdo ao R4 — R4rer
R5 o e
valor de referéncia 1— R4f
R6 Risco combinado para todos os parametros 1-—((1—-R5); X (1—=R5); X..x(1—R5),
LE ecoldgica
R1 Maédia entre o valor medido e a referéncia
R2 Calculo dos valores de log absolutos ABS(log((R1))
R3 Calculo da soma de todos os valores 1—x z R2
multiplicados por -1
R4 NUmero de endpoints n
- . . R3
R5 Divisdo da soma pelo numero de endpoints 7
Calculo do valor médio geométrico (risco RS
R6 integrado) 1-10
LE ecotoxicologica
0,
R1 Divisdo dos valores de teste (%) por 100 xl(O/?))
R1—R
R2 Derivacdo do risco s
1- Rref
R1 Integracdo de dados ecotoxicologicos log(1 —x)
R2 Média dos testes Average (xq ... xp)
R3 Risco ecotoxicoldgico integrado 1—10%
Risco integrado
X Valores de risco para cada linha de
evidéncia
R1 Calculo do logaritmo de (1-risco)* log(1—x)
R2 Meédia dos valores de R1 Average (xq ... Xp)
R3 Risco integrado final 1 — (10R%)
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Tabela 29 - Coletas consideradas na elaboracdo da Avaliagdo de Risco Ecoldgico e descricdo
das etapas de manejo do solo nos tratamentos de pastagem extensiva (PE), pastagem intensiva
(PI) e cana-de-acucar (C) durante os dois ciclos da cana-de-agucar (o primeiro estabelecimento
da cultura - 1°; e a rebrota da cana-de-agucar - 2°).

Ciclo da cana Coleta Evento Tratamento

1 (18/12/18) Fertilizante/Fipronil PI1/C

2 (16/01/19) Fertilizante/Fipronil PI1/C
1°SC 3 (04/02/19) 2,4-D PI/C

4 (06/08/19) 2,4-D Pl

5 (22/10/19) Corte da cana C

6 (30/10/19) Fertilizante PI1/C
205C 7 (11/11/19) V_inhag_a C

8 (26/11/19) Fipronil C

9 (10/12/19) 2,4-D PI/C

2.3 Cadeias ldgicas e servicos ecossistémicos

Ap0s a caracterizagdo do risco, foram desenvolvidas cadeias logicas para identificar 0s
impactos da presenca de agrotoxicos (2,4-D e fipronil) e metais (aluminio) em aguas superficiais
sobre os servigos ecossistémicos fornecidos por dois grupos de espécies-chave — plantas nao-
alvo e invertebrados aquaticos. As cadeias logicas foram projetadas para levantar a hipotese de
cadeias causais de efeitos entre o servico ecossistémico selecionado e o0s estressores (método
descrito em Hayes et al., 2018). As cadeias logicas comegam com uma exposicdo aos
contaminantes, resultando em uma diminuicdo do fator-chave sensivel. Esse efeito direto se
transforma em efeitos subsequentes em cascata, que resultam na alteracdo de um processo final e
afetam o servico ecossistémico (Figura 30). Cada elo das cadeias é apoiado por evidéncias
cientificas publicadas, como forma de comprovar os efeitos descritos ao longo das cadeias

I6gicas.
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Efeito direto Efeito secundario Efeito secundario Pentltimo efeito Impacto no servigo
Elevada Redugéo na Reducéo da - _ Reducio da
concentracio de abundancia de estabilidade dos Aumer;::)sclal: rosso f rtl?l?:u:a:da L produtividade da
cobre no solo minhocas agregados do solo SIEHCACe oSO 0 cultura

Figura 30 — Demonstracdo da estrutura de uma cadeia logica de impacto, desde o efeito direto até os impactos
em um servico final do ecossistema, usando como exemplo os possiveis impactos de concentracdes elevadas de
cobre na producéo agricola.

Fonte: Adaptado de Hayes et al. (2019)

Apbs o desenvolvimento das cadeias logicas, foi possivel identificar os servicos
ecossistémicos mais importantes afetados pelo manejo do solo em pastagens extensivas,
pastagens intensivas e cana-de-agucar. Em seguida, foram desenvolvidos objetivos de protegédo
especificos para espécies-chave com base nos requisitos legais da legislacdo europeia (EFSA,
2016). A EFSA descreve quatro etapas no procedimento para desenvolver objetivos de protecao
especificos usando o conceito de servigos ecossistémicos, que incluem: 1) selecionar a lista de
servigos ecossistémicos relevantes no ecossistema; 2) identificar como os estressores podem
afetar os servicos ecossistémicos selecionados; 3) selecionar os principais fatores determinantes
desses servigos ecossistémicos; 4) desenvolver objetivos de protecdo especificos por meio de
cinco dimensdes — entidade ecoldgica (individuo, populacdo, comunidade), atributo
(comportamento, sobrevivéncia, reproducdo), magnitude (pequena, média, grande), escala
espacial (no campo, borda do campo, campo proximo, area protegida, bacia hidrografica,
paisagem, regido, continente) e escala temporal (dias, semanas, meses, estacdes, anos, décadas,
geracOes, rotacOes). Este procedimento € de suma importancia para o desenvolvimento de uma
avaliacdo de risco ambiental mais robusta e assertiva, considerando que os avaliadores de risco
precisam ser capazes de quantificar o que proteger, onde proteger e por quanto tempo proteger
(Nienstedt et al., 2012).
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacédo de risco ecoldgico

O risco da LE ecoldgica se manteve entre baixo e moderado em todos os tratamentos;
porém foi observado risco mais elevado para o tratamento Pl e C, em relagdo ao tratamento PE
(Figura 31A). No tratamento PI, foi observado aumento do risco de baixo para moderado nas
coletas 5 (ap6s corte da cana), associado aos valores de clorofila a, nitrogénio total e potassio; e
6 (apds fertilizante), associado aos valores de clorofila a, nitrogénio total, fésforo total e potassio.
No tratamento C, a mesma tendéncia (risco baixo para moderado) foi observada nas coletas 7
(ap6s vinhaca), associada ao aumento dos valores de clorofila a, potéssio, e fosforo total; e 8
(apds fipronil), associada aos valores de clorofila a e potassio. Quanto a LE ecotoxicoldgica, o
risco observado foi baixo em todos os tratamentos para todas as coletas avaliadas (Figura 31B).

Dentre as LE avaliadas, a quimica foi a responsavel pelos maiores indices de risco,
especialmente nos tratamentos Pl e C. O risco da LE quimica considerou tanto a presenca isolada
de agrotdxicos (Figura 31C) e metais (Figura 31D) quanto a juncdo de ambos (Figura 31E). Esta
abordagem permitiu inferir qual dos dois grupos de contaminantes teve maior contribuicdo para
0 aumento do risco ecoldgico. O risco quimico variou de moderado a muito alto nos tratamentos
Pl e C em todas as coletas (Figura 31C). O tratamento Pl apresentou risco alto apos a aplicagédo
de 2,4-D (coletas 3, 4 e 9) e apds o fipronil (coleta 8); e muito alto apds corte da cana (coleta 5) e
apos aplicacao de fertilizantes (coleta 6) (Figura 31C). O tratamento C apresentou risco alto apos
fipronil (coleta 8); e muito alto nas coletas 1 (apds fertilizantes/fipronil), 5 (apds corte da cana), 7
(apds vinhaca) e 9 (ap6s 2,4-D) (Figura 31C). O aumento do risco quimico no tratamento Pl
esteve associado especialmente as concentracdes de metais, enquanto no tratamento C foi
associado a ambas as concentracdes de metais e agrotoxicos.

No tratamento PI, o maior risco quimico (muito alto) foi observado nas coletas 5 (apds
corte da cana) e associado ao aumento das concentracGes de aluminio, cadmio e cobre; e 6,
associado aos valores de aluminio e manganés (apos fertilizante). No tratamento C, o risco muito
alto observado na coleta 9 (ap6s 2,4-D) foi associado ao aumento das concentracbes de 2,4-D,
aluminio e manganés. Nesta coleta, a maior concentracdo de 2,4-D foi registrada (97 pg L ™). Na

integracdo dos riscos, observou-se que os maiores indices foram obtidos quando na presenca de
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metais (Figura 31G). O risco integrado total (Figura 31H) se manteve baixo no tratamento PE em
todas as coletas, variou de baixo a alto no tratamento PI, e de baixo a muito alto no tratamento C.
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Coleta Coleta

# Risco muito alto © Risco alto  Risco moderado  Risco baixo
@ Pastagemextensiva X Pastagemintensiva Jj Cana-de-agticar

Figura 31 - Avaliacédo de risco ecologico para as Linhas de Evidéncia (LE): A) ecoldgica, B) ecotoxicologica
e C) quimica - D) metais e E) agrotoxicos -, indicando os riscos de baixo a extremamente alto para as datas de
amostragem. O risco integrado representa o risco final das trés linhas de evidéncia (ecologica, ecotoxicologica
e quimica) calculadas considerando F) agrotoxicos, G) metais e H) ambos. Coletas 1 e 2 — ap6s fertilizante e
fipronil (P1/C); coleta 3 - apos 2,4-D (PI/C); coleta 4 — ap6s 2,4-D (PI); coleta 5 — apds corte da cana; coleta 6
— apos fertilizante (P1/C); coleta 7 — apds vinhaga (C); coleta 8 — ap6s fipronil (C); coleta 9 — ap6s 2,4-D
(P1/C).
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As cadeias légicas baseadas em evidéncias demonstraram o0s impactos provenientes da

exposicdo a metais — representado pelo aluminio, metal que mais influenciou o risco quimico na

ARE —; e agrotoxicos — representado pelo 2,4-D e fipronil. As Figuras 32 e 33 representam as

cadeias de impacto ap6s a exposicdo das espécies-chave plantas ndo alvo e invertebrados

aquaticos aos metais e agrotdxicos, respectivamente. A partir da relagdo entre causa e efeito

delineada nas cadeias ldgicas, objetivos de protecdo especificos foram determinados para cada

grupo de espécie-chave, de acordo com os requisitos legais da legislacdo europeia, e estdo

descritos na Tabela 30. Os servigos ecossistémicos identificados para cada espécie-chave foram

divididos em quatro categorias: provisdo, suporte, cultural e regulacéo.

A)

Elevada
concentragéo de
aluminio

B)

Elevada
concentragdo de
aluminio

Efeito direto

Inibicdo do

crescimento das

raizes

Efeito direto

Reducdo da atividade

enzimatica

Efeito secundario

Alteracdes na absorcéo
de nutrientes e no
balango nutricional

Efeito secundario

Alteragoes
fisiolégicas e
comportamentais

Efeito secundario

Reducido da
fotossintese e
produtividade

primdria

Efeito secundario

Reducéo na
abundancia,
sobrevivéncia e
reproducio

Pentiltimo efeito

Reducéao da ciclagem
de nutrientes

Penultimo efeito

Diversidade
taxinémica e
funcional

Impacto no servigo

Redugéo da qualidade
do solo

Impacto no servigo

Redugdo da
biodiversidade

Figura 32 - Cadeia logica de impactos para 0s grupos de espécie-chave A) Plantas ndo-alvo e B) Invertebrados
aquaticos, oriundos da exposicdo a concentracdes elevadas de metais (aluminio).
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Figura 33 - Cadeia I6gica de impactos para 0s grupos de espécie-chave A) Plantas ndo-alvo e B) Invertebrados
aquaticos, oriundos da exposicao a concentracdes elevadas de agrotdxicos (2,4-D e fipronil).
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Tabela 30 - Estrutura de servicos ecossistémicos baseados em metas de protecdo especificas para os grupos de espécies-chave plantas
ndo-alvo e invertebrados aquaticos possivelmente afetados pelo manejo do solo em pastagens extensivas, pastagens intensivas e
culturas de cana-de-agucar. As metas de protecdo especificas baseiam-se nos requisitos legais derivados da legislacdo europeia e sdo

especificadas em termos de entidade ecoldgica, atributo, magnitude do impacto e escala espaco-temporal do impacto (EFSA, 2010).

- . , . Requerimento Objetivo de Entidade . Escala
Espécie-chave  Categoria Servigo ecossistémico protecéo L. Atributo
legal B ecoldgica
especifico
Magnitude Espacial Temporal
Provisdo Alimentos;
Recursos genéticos;
Biodiversidade
Regulacdo  Regulacéo da agua; .
Regulacéo da qualidade Em curto prazo, . Dias a semanas
. . Efeito pequeno a na borda do
do ar nenhum efeito x Biomassa - Borda do o
~ P a—— Lo : Populacédo médio em campo; dias
Plantas ndo Cultural Educacéo e inspiracéo; Sem diminui¢do  sobre a biomassa afetada pela . campo a )
o L a grupos o agroecossistemas - . em areas
alvo Valores estéticos da produtividade  de grupos S germinacao/ paisagem/bacia .
- U funcionais . (dependente da - e protegidas e
Suporte Fotossintese; funcionais e crescimento populacio) hidrogréfica bacias
Producéo primaria; espécies-chave . -
. A hidrogréficas
Ciclagem de nutrientes;
Ciclagem de 4gua;
Formacao e retencdo do
solo
Provisdo Recursos genéticos; A curto prazo, Dias a semanas
Biodiversidade nenhum efeito na A na borda do
< ~ N Abundancia/ L
Regulacdo  Regulagdo de pragas e abundancia, biomassa: campo; dias
doengas; . sobrevivéncia, S Efeito pequeno a em areas
S . Nenhum efeito ~ Sobrevivéncia/ - .
Invertebrados Purificacdo de 4gua . reproducdo e . i médio em Borda do protegidas e
- T letal e subletal; e Grupos crescimento; . . .
aquaticos Cultural Educagio e inspiracio; . diversidade S . agroecossistemas campo a bacia  bacias
, o ' Nenhum efeito . funcionais  Reprodugdo; - e : -
(agua doce) Valores estéticos taxondnima e S (dependente da hidrogréfica hidrograficas
. - comportamental - Diversidade x
Suporte Ciclagem de nutrientes funcional de taxondnimae  Pepulacao)
?rup_os . funcional
uncionais e

espécies-chave
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4 DISCUSSAO

O manejo convencional do solo em &reas de conversao de pastagem em cana-de-agucar
alteram as suas propriedades fisicas e quimicas do solo e interferem na disponibilidade de
nutrientes, metais e agrotdxicos, contribuindo potencialmente para o carreamento desses
contaminantes para a agua doce (Freitas et al., 2023). Os resultados obtidos no presente estudo
demonstram que este tipo de manejo estd estreitamente relacionado com o aumento do risco
ecoldgico, principalmente nos tratamentos Pl e C, em que as intervencdes no solo foram
conduzidas em maior escala. Metais, como o aluminio, antes imobilizados no solo e com uma
taxa de dissolucdo e carreamento baixa, passam a ser perdidos em escalas maiores devido ao
manejo e revolvimento do solo conduzido em larga escala em monoculturas (Bjerregaard;
Andersen; Andersen, 2021).

Em ambos os tratamentos Pl e C, a obtencéo de risco quimico muito alto esteve associado
principalmente as concentragfes de aluminio. Do total das amostras coletadas nos mesocosmos
do presente estudo, 98% foram superiores a 0.1 mg L™* (Freitas et al., 2023), estando fora dos
padrdes de qualidade da agua e agua potavel da resolucdo CONAMA 357/2005 (BRASIL,
2005). O aluminio é um constituinte natural do latossolo vermelho-amarelo (solo da area de
estudo) (Freitas et al., 2023), € encontrado na maioria dos solos e rochas, € o terceiro elemento
mais abundante e o metal mais comum na crosta terrestre (EPA, 2018). O aluminio pode ser
transportado para a 4gua por meio de processos naturais, como o desgaste das rochas, e como
resultado de atividades antrpicas, como a mineracédo e uso do solo (EPA, 2018).

As perdas de aluminio podem causar diversos danos as comunidades aquéticas, devido a
sua toxicidade em altas concentracfes, a sua capacidade de se complexar com outros compostos
e comprometer a atividade de enzimas importantes, afetar a capacidade de algumas espécies de
regular ions, como sais, e inibir funcdes respiratorias (Shugalei et al., 2013). Uma das principais
causas relatadas da morte de peixes em lagos e rios acidificados esta relacionada aos efeitos das
espécies toxicas de Al sobre as fungdes das branquias, com subsequente perda de sais do sangue
e disturbios nas trocas gasosas (Bjerregaard; Andersen; Andersen, 2021). Outros estudos relatam
os efeitos tdxicos do aluminio, como alteracbes na sobrevivéncia, no crescimento e na

morfologia de D. rerio (Capriello et al., 2021; Monaco; Grimaldi; Ferrandino, 2017); e na
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sobrevivéncia e reproducdo de P. promelas (Cardwell et al., 2018), dos caramujos L. stagnalis e
do cladocero D. magna (Gensemer et al., 2018).

A biodisponibilidade do aluminio depende de parametros quimicos especificos da &gua,
como pH, dureza e carbono organico dissolvido (Gensemer et al., 2018). O parametro quimico
mais importante para o aluminio € o pH, pois a especiacdo e a solubilidade desse metal ocorre
em funcdo dele; por exemplo, a presenca de aluminio na fase aquosa predomina em pH baixo (~
4,0) (Bjerregaard; Andersen; Andersen, 2021). No entanto, as diretrizes regulatérias de qualidade
da &gua sdo, em sua maioria, apresentadas como um valor Gnico, desconsiderando esses
parametros. Isso pode levar a uma protecdo excessiva ou insuficiente para 0s organismos
aquaticos (Bjerregaard; Andersen; Andersen, 2021).

A vinhaga da cana-de-agUcar também ¢ relatada como fonte potencial de metais em sua
composic¢do, como potassio, cadmio, sodio, magnesio e ferro (Christofoletti et al., 2013). A
vinhaca também é caracterizada por seu pH acido, alta demanda bioquimica de oxigénio e
condutividade. No presente estudo, o risco ecoldgico observado no tratamento C passou de baixo
a muito alto apos a aplicacdo de vinhaca (Figura 31). 1sso ocorreu como consequéncia do
aumento das concentracdes de manganés, cobalto e potassio, bem como a reducdo do pH e do
oxigénio dissolvido (Freitas et al., 2023). Diversas pesquisas alertam para os efeitos toxicos da
vinhaca da cana-de-aglicar em organismos ndo-alvo. Por exemplo, Silva et al. (2021) reportaram
100% de mortalidade de C. silvestrii em mesocosmos contaminados com vinhaca da cana-de-
acucar e com a mistura de vinhaca e o inseticida fipronil. Nesse estudo, a diminuicdo do pH e o
aumento da condutividade apds a aplicacdo de vinhaca também influenciaram na mortalidade
desta espécie devido ao aumento do estresse fisiologico. Efeitos similares também foram
observados para a espécie H. meinerti, com 100% de mortalidade apds a contaminacdo nos
tratamentos contendo vinhaca e fipronil (isolados e em mistura) (Pinto et al., 2021b).

O aumento nas concentracfes de Mn e Co provenientes da vinhaca também pode causar
toxicidade nos organismos aquaticos. Os efeitos toxicos do Mn incluem a sua bioacumulacdo no
figado e nas branquias e alteracdes cerebrais no peixe Astyanax lacustris (Gnocchi et al., 2023),
bem como alteracdes genotoxicas, bioquimicas e comportamentais no peixe D. rerio (Marins et
al., 2019). Similarmente, a presenca de Co induziu a bradicardia e a alteracdes morfoldgicas no
peixe D. rerio, como inibicdo da insuflacdo da bexiga natatoria, edema do saco vitelino e edema
do pericardio (Alves et al., 2022).
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No tratamento C, o risco muito alto esteve associado principalmente a concentracdo de
2,4-D. A maior concentragio detectada deste agrotoxico (97.97 ug L — coleta 7) foi 24 vezes
maior que a concentragio maxima permitida para corpos d’dgua de Classe 1 (4 pg L™?), de
acordo com os padrdes de qualidade da dgua e &gua potavel da resolucio CONAMA 357/2005
(BRASIL, 2005). Apesar do elevado risco apontado na LE quimica, o risco observado para a LE
ecotoxicoldgica foi baixo em todos os tratamentos e coletas. Similarmente, o risco ecoldgico
avaliado no Reservatorio do Lajeado (Araraquara, Brasil) — cuja bacia hidrografica tem como
principais usos do solo a cultura de cana-de-aglcar e pastagens — foi maior na linha de evidéncia
quimica (Ogura et al., 2022), atrelado principalmente aos metais (manganés, ferro, chumbo e
zinco), enquanto o risco na linha de evidéncia ecotoxicoldgica se manteve de baixo a moderado
(Ogura et al., 2022).

O baixo risco detectado na LE ecotoxicologica expbe a sensibilidade dos modelos de
avaliacdo de risco ecologico aos endpoints usados no calculo do risco. A utilizacdo de endpoints
padronizados da ecotoxicologia, como sobrevivéncia (efeitos agudos) e reproducdo (efeitos
croénicos), na ARE pode subestimar o risco a que a comunidade aquética esta exposta. Por
exemplo, alguns estudos relatam efeitos subletais causados pelo agrotéxico 2,4-D, como
alteracdes citotoxicas, genotoxicas e mutagénicas em plantas, bem como alteragdes histologicas,
fisioldgicas e comportamentais em animais em concentracdes abaixo de 30 ug L (Marcato;
Souza; Fontanetti, 2017). Esses resultados alertam que endpoints mais sensiveis precisam ser
considerados na ARE.

Os efeitos toxicos observados nos organismos ndo-alvo levam a perda das funcdes
ecologicas desempenhadas por eles e, consequentemente, afetam 0s servigcos ecossistémicos que
eles fornecem. Considerando as monoculturas, as praticas agricolas caracteristicas dessas areas
produzem sistemas simplificados que resultam na exaustdo do solo, no empobrecimento
nutricional, na contaminacdo da agua, do solo e do ar (Suarez; Gwozdz, 2023), afetando também
a provisdo de servigos ecossistémicos, como o controle de pragas (Grab et al.,, 2018), a
polinizacdo (Aizen et al., 2019) e a ciclagem de nutrientes (Feng et al., 2023; Soto-Jimenez;
Paez-Osuna; Bojorquez-Leyva, 2003).

Neste contexto, a construcdo de cadeias l6gicas de efeito vem sendo cada vez mais usadas
para avaliar os beneficios e custos das perturbacGes ambientais, pois oferecem um meio de

contabilizar as externalidades que normalmente ndo sdo consideradas na tomada de decisdes
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(Maltby et al., 2018). No presente estudo, a polui¢do por metais (aluminio) e agrotoxicos (2,4-D
e fipronil) mostrou uma rede de impactos originados de efeitos diretos em plantas ndo alvo e
invertebrados aquéaticos. Enquanto a polui¢do por agrotéxicos mostrou potencial de conduzir a
efeitos letais e subletais nas espécies-chave avaliadas e, consequentemente, a reducdo na
qualidade do sistema solo/agua, a polui¢do por metais refletiu o potencial de alterar a diversidade
funcional e taxinbmica das comunidades.

Ambas as exposicGes foram potencialmente relacionadas a redugdo da biodiversidade.
Para os invertebrados aquéticos (constituem a comunidade zooplanctonica), os efeitos em cadeia
observados exercem pressdo sobre o funcionamento adequado dos ecossistemas, uma vez que
este grupo de espécies exerce funcdo fundamental na conducdo do fluxo de energia, dos
produtores primarios para os consumidores de niveis troficos superiores, € no transporte e
regeneracgdo de nutrientes pelo seu elevado metabolismo (Lomartire; Marques; Gongalves, 2021).
No caso das plantas ndo alvo, uma reducdo na sua germinacdo e crescimento acarreta a
diminuicao da fotossintese e da produtividade primaria, aumento da erosdo do solo, e reducdo da
ciclagem de nutrientes (Blanco; Lal, 2010); estes efeitos intermediarios diminuem a qualidade do
solo e torna-o cada vez mais suscetivel a ocorréncia de pragas e dependente da utilizacdo de
agroquimicos (Dolezal et al., 2019).

Hayes et al. (2018) mostraram uma cascata de impactos decorrentes da contaminacao do
cobre nos ecossistemas do solo e de mercdrio nas dguas doces por meio do uso de cadeias
I6gicas, resultando na diminuicdo da provisdo de importantes servigos ecossistémicos, como a
reducdo da disponibilidade de alimentos (e.g., pesca), do valor de amenidade, da producao
agricola e animal, da qualidade da agua potavel e purificacdo do solo, bem como regulacdo
climatica e de enchentes. Similarmente, Van den Brink et al. (2021) utilizaram modelos
ecologicos aliados a cadeias ldgicas para prever a perda de servigos ecossistémicos apos a
exposicdo a um inseticida organofosforado utilizado em pomares de macieiras e identificaram
impactos nos servicos ecossistémicos de regulacdo da qualidade do solo, controle de pragas,
polinizacao e recreacao.

Os resultados obtidos na presente pesquisa alertam também para o fato de que corpos
d'agua inseridos em culturas de cana-de-acUcar e pastagens intensificadas podem ser potenciais
fontes de emissdes de gases de efeito estufa devido a uma combinacdo de altas concentracbes de

carbono e nitrogénio e baixas concentracdes de oxigénio dissolvido, o que favorece a
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decomposicdo, a metanogénese e a desnitrificacdo (Schiesari et al., 2023). Estes efeitos séo
observados com mais intensidade em corpos d’agua proximos de culturas de cana-de-agucar,
considerando que j& foi provado que a estabilidade ambiental € menor em ecossistemas aquaticos
circundados por plantacGes de cana-de-aglicar em comparacdo com pastagens intensificadas e
pastagens extensivas com base em dados fisico-quimicos, nutrientes, agrotoxicos, fitoplancton e
analise da comunidade (Schiesari et al., 2023).

A adoc¢do de praticas de manejo mais sustentaveis tem se mostrado uma importante
estratégia para manutencdo da produtividade das culturas ao mesmo tempo em que promovem a
conservagao do solo, agua e ar, a provisdo de servicos ecossistémicos, a resiliéncia e a qualidade
de habitats para biodiversidade e a seguranca alimentar (Chavarria et al., 2018; Pretty et al.,
2006). Teixeira et al. (2021) demonstraram que 0 manejo agroecoldgico em areas de pastagens e
culturas de café resultaram em aumento da diversidade vegetal, melhoria da qualidade do solo e
aumento da biomassa microbiana do solo. Além disso, estes autores observaram que a maior
intensidade de capina e maior uso de agroguimicos nos sistemas de cafeicultura convencional
ndo resultaram em aumento da qualidade do solo ou produtividade do café em comparagdo com
0 manejo agroecoldgico, evidenciando que 0s agroecossistemas sdo capazes de diminuir a
dependéncia do uso de agroquimicos nas culturas e podem prover multiplos servigos

ecossistémicos.

5 CONCLUSOES

O cultivo intensivo do solo resulta em grandes perdas de solo, agua, fertilizantes,
corretivos, agrotoxicos e metais pesados, 0s quais podem se acumular no sedimento carreado,
tendo como consequéncia a contaminagdo dos corpos d’agua. Este estudo forneceu evidéncias de
que o manejo do solo em PE, Pl e C acarretam diferentes indices de risco ecolégico. Verificou-se
que o risco ecoldgico foi maior nos tratamentos C e PI, nessa ordem, em compara¢do com 0
tratamento PE. A contaminacdo por aluminio e pelo agrotoxico 2,4-D foram os principais
responsaveis pelo aumento do risco nos tratamentos Pl, enquanto a contaminacdo pelos metais
aluminio, potassio, manganés e pelos agrotdxicos 2,4-D e fipronil foram os principais

responsaveis pelo aumento do risco no tratamento C.
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Destaca-se a importancia de utilizar organismos e enpoinds sensiveis na ARE, a fim de
predizer com maior acurécia os efeitos dos contaminantes. A construcdo de cadeias l6gicas de
efeitos comprovados demonstrou como o aluminio e os agrotdxicos 2,4-D e fipronil podem
influenciar os servigos ecossisttmicos fornecidos por plantas ndo alvo e por invertebrados
aquaticos. A adocdo dessa abordagem demonstra que considerar apenas os efeitos diretos da
contaminacdo da agua e do solo por metais e agrotdxicos subestima consideravelmente os
impactos totais desses poluentes. Essa abordagem é transferivel e pode ser replicada para outros
metais, agrotéxicos e contaminantes emergentes. A perda desses servi¢os ecossistémicos pode
afetar também o bem-estar humano, uma vez que todos 0s processos da natureza estdo

conectados.
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CAPITULO 5

Consideracdes finais e sugestdes para trabalhos futuros

1 CONSIDERACOES FINAIS

Os impactos negativos da agricultura desenvolvida sem préaticas conservacionistas tém
sido relatados ao longo dos anos (FOLEY et al., 2005; GUCKER; BOECHAT; GIANI, 2009;
SIQUEIRA; LACERDA; SAITO, 2015), mas apenas recentemente mais esfor¢cos foram
direcionados para a compreensdo de processos especificos, como a conversdao de pastagens em
tipos mais intensivos de agricultura (BENTO et al., 2021b; FILOSO et al., 2015; TANIWAKI et
al., 2017). Apesar desses avancos, os resultados apresentados nesta pesquisa demonstraram que
0s impactos de varias etapas de manejo da terra em pastagens intensivas e culturas de cana-de-
acucar sobre a qualidade da agua, os efeitos ecotoxicoldgicos e o risco ecoldgico ainda ndo sao
totalmente compreendidos e sdo mais complexos do que os relatados anteriormente na literatura.
Os resultados discutidos aqui indicaram que:
e A intensificacdo das pastagens e o cultivo da cana-de-acUcar resultaram na deterioracao
da qualidade da agua, com reducéo do pH e do OD ao longo do tempo nos tratamentos PI
e C, bem como aumento das concentracGes de fosforo total, nitrogénio total, aluminio,
potassio, manganés;
e As amostras de agua e sedimento dos mesocosmos causaram efeitos sobre as espécies
testadas, portanto foram afetadas pelo tipo de manejo do solo referente a cada tratamento.
No entanto, nem sempre 0s tratamentos com maior manejo foram aqueles que implicaram
em maior efeito, 0 que demonstra a complexidade dos sistemas e a dificuldade em se
quantificar de forma mais efetiva os reais efeitos das atividades antropogénicas, como
ocorrido nesta pesquisa;
e O risco ecologico decorrente do manejo do solo nas areas experimentais aumentou nos
tratamentos C e PI, relacionados principalmente a linha de evidéncia quimica. O risco no
tratamento PI variou de moderado a muito alto, e 0 aumento do risco esteve associado aos

metais aluminio, cadmio, cobre, manganés. No tratamento C, o risco variou de baixo a
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muito alto e o0 seu aumento esteve relacionado com o aumento das concentragdes de 2,4-

D, aluminio e manganés.

e A construcdo de cadeias légicas de efeitos comprovados demonstrou que a exposi¢do ao
aluminio e aos agrotoxicos 2,4-D e fipronil podem resultar na perda de servi¢os
ecossistémicos fornecidos por plantas ndo alvo e por invertebrados aquéticos, resultando
na perda de biodiversidade;

Os efeitos observados nas condi¢Oes avaliadas nesta pesquisa podem ser ainda mais
intensos, considerando os efeitos cumulativos dos ciclos repetidos da cana-de-agUcar na mesma
area e 0 uso de maquinario pesado. A agricultura de precisdo precisa ser amplamente distribuida
no campo para que o0 aumento da producgéo e as mudancas no uso da terra sejam conduzidos com
maior eficiéncia e sustentabilidade dos recursos econémicos e ambientais, minimizando assim a
erosdo e a degradacdo do solo, a poluicdo da agua doce e a perda de servicos essenciais do
ecossistema. Além disso, se faz necessario o desenvolvimento e ampliacdo de sistemas de
agricultura mais sustentaveis, como o0s sistemas agroflorestais (SAFs), que promovem o
consorcio entre culturas de importancia agrondémica e as plantas da floresta, bem como a
recuperacdo vegetal e do solo.

Entretanto, a aplicacéo de praticas agricolas mais sustentaveis dependera de informacoes
cientificas sobre as causas e os efeitos dos impactos ambientais da producdo de cana-de-agucar,
como as discutidos neste estudo. Além disso, € essencial que as informacdes teoricas sejam
apropriadas pelo governo e pelos produtores de cana-de-acUcar para que 0s ganhos da producéo

de cana-de-agUcar superem Seus Custos.

2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando trabalhos futuros, sugere-se a abordagem dos seguintes topicos.

e Selecionar uma area de referéncia com base em critérios mais representativos de um
ecossistema ndo impactado, como sistemas agroflorestais, pois este fator influencia
diretamente na avaliacdo do risco;

e Considerar a contaminacdo das aguas subterraneas, especialmente o acimulo de metais e

agrotoxicos nestes ambientes;
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e Desenvolver experimentos in situ em mesocosmos para utilizacdo na Avaliacdo de Risco
Ecoldgico, obtendo, assim, resultados mais realistas;

e Auvaliar o0 uso de endpoints mais sensiveis na Avaliagdo de Risco Ecoldgico, como 0s
avaliados a nivel molecular, uma vez que estes efeitos sdo observados antes mesmo de

efeitos agudos e crénicos serem detectados.
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APENDICE A - Material suplementar do Capitulo 2
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Apéndice Al - Analise Parallel da analise de componentes principais (PCA) dos parametros in-situ nos

mesocosmos durante o experimento. As CPs retidas (1 e 2) estdo localizadas acima da linha vermelha.
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Apéndice A2 - Contribui¢Bes das variaveis (%) para: A) CP1; e B) CP2. As variaveis analisadas foram

potencial hidrogenidnico (pH), oxigénio dissolvido (OD), condutividade elétrica (Cond), turbidez (Turb),

clorofila a (Cla) e clorofila b (Clb). A linha vermelha de referéncia corresponde ao valor esperado se a

contribuicgao fosse uniforme.
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Apéndice A3 - Representacdo e direcdo das variaveis para os parametros in-situ, considerando CP1

versus CP2. As varidveis analisadas foram potencial hidrogenionico (pH), oxigénio dissolvido (OD),

condutividade elétrica (Cond), turbidez (Turb), clorofila a (Cla) e clorofila b (Clb). As setas representam a

magnitude e a direcdo da contribuicdo de cada variavel.
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Apéndice A4 - Representagdo dos residuos gerados pelo Modelo Misto Linear (LMM) usando a CP1 dos pardmetros

in-situ como variavel resposta. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B) Grafico de residuos versus

valores ajustados.
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Apéndice A5 - Representacao dos residuos gerados pelo Modelo Misto Linear (LMM) usando a CP2 dos parametros in-
situ como variavel resposta. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B) Grafico de residuos versus
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Apéndice A6 - Analise Parallel da analise de componentes principais (PCA) dos nutrientes nos

mesocosmos durante o experimento. As CPs retidas (1, 2 e 3) estdo localizadas acima da linha vermelha.
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Apéndice A7 - ContribuicBes das varidveis (%) para: A) CP1; B) CP2; e C) CP3. As varidveis analisadas
foram: fésforo total (PT); fosforo total dissolvido (PTD); fésforo inorganico total (P1); nitrogénio total
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(NOs); e silicato (Si0O-). As setas representam a magnitude e a dire¢do da contribuicdo de cada variavel.
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Apéndice A9 - Representacdo dos residuos gerados pelo Modelo Misto Linear (LMM) usando a CP1 dos nutrientes
como varidvel resposta. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B) Grafico de residuos versus

valores ajustados.
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Apéndice Al0 - Representacdo dos residuos gerados pelo Modelo Misto Linear (LMM) usando a CP2 dos
nutrientes como variavel resposta. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B) Grafico de residuos

versus valores ajustados.
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Apéndice All - Representagdo dos residuos gerados pelo Modelo Misto Linear (LMM) usando a CP3 dos nutrientes como
variavel resposta. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B) Gréafico de residuos versus valores ajustados.
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Apéndice A12 - Analise Parallel da analise de componentes principais (PCA) dos nutrientes nos mesocosmos
durante o experimento. As CPs retidas (1, 2 e 3) estdo localizadas acima da linha vermelha.
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Apéndice Al13 - Contribuigdes das variaveis (%) para: A) CP1; B) CP2; e C) CP3. As varidveis
analisadas foram: aluminio (Al); manganés (Mn); chumbo (Pb); niquel (Ni); potassio (K); cobre (Cu);
zinco (Zn); cadmio (Cd); cobalto (Co); e bario (Ba).
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Apéndice Al4 - Representacdo e direcdo das varidveis para os metais, considerando A) CP1 versus CP2 e
B) CP1 versus CP3. As variaveis analisadas foram: aluminio (Al); manganés (Mn); chumbo (Pb); niquel
(Ni); potassio (K); cobre (Cu); zinco (Zn); cadmio (Cd); cobalto (Co); e bario (Ba). As setas representam
a magnitude e a direcdo da contribuicdo de cada variavel.
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Apéndice A15 - Representacdo dos residuos gerados pelo Modelo Misto Linear (LMM) usando a CP1
dos metais como variavel resposta. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B) Grafico de

residuos versus valores ajustados.



Residuals

245

B .

T - . 25
o~ —---.-------. ----------- - o------;-.-----. ------ —.-----' -----

) . . .' . * L %
© .0..:':.:0 0.'-:' ": .:. y ."'.0 ..": * .n" '. .': : g- 0.0

ves * m :.‘ .o:...'. . ..‘ns . .l .".i... s .'.. o.lt\ (%
o T RS
¥ 4 . 25 .

I [ [ I

0 50 100 150 .

Index 3 2 A 0 1 2 3
Theoretical

Apéndice Al6 - Representacdo dos residuos gerados pelo Modelo Misto Linear (LMM) usando a CP2 dos metais
como varidvel resposta. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B) Grafico de residuos versus
valores ajustados.
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Apéndice Al7 - Representacdo dos residuos gerados pelo Modelo Misto Linear (LMM) usando a CP3 dos
metais como variavel resposta. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B) Grafico de residuos
versus valores ajustados.
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APENDICE B - Material suplementar do capitulo 3
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Apéndice B1 - Andlise Parallel da analise de componentes principais (PCA) dos parametros utilizados
nos modelos lineares generalizados mistos (GLMM). As CPs retidas (1,2 e 3) estdo localizadas acima da
linha vermelha.
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Apéndice B2 - Contribuicdes das variaveis (%) para: A) CP1; B) CP2; C) CP3; e D) CP4. As variaveis
analisadas foram potencial hidrogeni6nico (pH), oxigénio dissolvido (OD), condutividade elétrica (Cond),
turbidez (Turb), clorofila a (Cla); fésforo total (PT); fosforo total dissolvido (PTD); fésforo inorgénico
total (PI); nitrogénio total (NT); fon aménio (NH."); nitrito (NO); nitrato (NO3); e silicato (SiO,). A
linha vermelha de referéncia corresponde ao valor esperado se a contribuigdo fosse uniforme.
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Apéndice B3 - Representacao e direcdo das variaveis, considerando A) CP1 versus CP2 e B) CP1 versus CP3; C) CP1
versus CP4. As variaveis analisadas foram potencial hidrogenidnico (pH), oxigénio dissolvido (OD), condutividade
elétrica (Cond), turbidez (Turb), clorofila a (Cla); fésforo total (PT); fosforo total dissolvido (PTD); fésforo inorganico
total (P1); nitrogénio total (NT); fon amdnio (NH4"); nitrito (NO2"); nitrato (NO3); e silicato (SiO). A linha vermelha
de referéncia corresponde ao valor esperado se a contribuicdo fosse uniforme.
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Apéndice B4 - Resultados do modelo linear generalizado (GLM) para as varidveis resposta da espécie
Ceriodaphinia silvestrii (imobilidade, fecundidade, sobrevivéncia das fémeas e taxa intrinseca de
crescimento populacional - r) e cada uma das variaveis explicativas para descobrir a ordem de entrada das
variaveis nos modelos lineares generalizados mistos (GLMM) de acordo com a menor deviance.

Variavel Modelo Variavel explicativa Deviance Ordem da variavel
GIm1 Tratamento 14.930 1°
GIm2 2,4-D 15.362 7°
i GIm3 Fipronil 15.349 40
= Glm4 CP1 15.333 30
2 GIm5 CP2 15.361 6°
- GImé CP3 15.357 50
Glm7 CP4 15.183 20
GIm1 Tratamento 1056.30 20
o GIm2 2,4-D 1100.62 4o
kS GIm3 Fipronil 1101.85 50
S Glm4 CP1 1040.83 1°
3 GIm5 cP2 1103.95 7°
. GImé CP3 1067.11 30
Glm7 CP4 1103.75 6°
" GIm1 Tratamento 572.6415 1°
3 GIm2 2,4-D 580.7122 7°
§ @ GIm3 Fipronil 576.6924 40
g 2 Glm4 CP1 573.3212 20
3L GIms CP2 580.6813 6°
3 GImé CP3 574.0713 30
@ GIm7 CP4 580.2015 50
GIm1 Tratamento 10.03075 2°
= o= GIm2 2,4-D 10.39534 50
gt 5 GIm3 Fipronil 10.40077 7°
S £ 8 Glm4 CP1 10.107460 30
=33 GIm5 CP2 10.39775 6°
|c_>é e GImé6 CP3 9.864633 1°

Glm7 CP4 10.39160 40
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Apéndice B5 - Resultados dos modelos lineares generalizados mistos (GLMM) para a imobilidade da espécie Ceriodaphnia silvestrii. Variaveis
explicativas: tratamento (Tratamento - pastagem extensiva, pastagem intensiva e cana-de-acucar); 2,4-D; Fipronil (Fip); parametros fisico-
quimicos-biolégicos agrupados em componentes principais (CP1, CP2, CP3 e CP4), interacdo entre tratamento e agrotoxicos (2,4-D e fipronil);
interacdo entre tratamento e componentes principais (CP1, CP2, CP3 e CP4); Efeitos aleatdrios: tempo e mesocosmo; (+): fator aplicado no
modelo; NA: fator ausente no modelo; *: modelo final; Intercepto: tratamento pastagem extensiva. Hierarquia de remocdo das variaveis: efeitos
aleatdrios, interacdes entre tratamento e variaveis, e varidveis principais. As variaveis foram removidas de acordo com a ordem estabelecida no
Apéndice B4.

(Intercepto) Trat 24-D Fip CP1 CP2 CP3 CP4 24-D*Trat Fip*Trat CP1*Trat CP2*Trat CP3*Trat CP4*Trat Tempo Mesocosmo

m-completo + + + + + + + +
ml + + + + + + + + + + + + NA +
m2 + + + + + + + + + + + + + NA
m3 + + + + + + + NA + + + + + + +
m4 + + + + + + + NA + + NA + + + +
m5 + + + + + + + NA + + NA NA + + +
m6 + + + + + + + NA NA + NA NA + + +
m7 + + + + + + + NA NA NA NA NA + + +
m8 + + + + + + + NA NA NA NA NA NA + +
m9 + NA + + + + + NA NA NA NA NA NA + +

m10 + NA + + NA + + NA NA NA NA NA NA + +
mil + NA + + NA NA + NA NA NA NA NA NA + +
m12 + NA NA + NA NA + NA NA NA NA NA NA + +
m13 + NA NA NA NA NA + NA NA NA NA NA NA + +
ml4 + NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA + +
mi15* NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA + +
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Apéndice B6 - Resultados do Modelo Linear Misto Generalizado para imobilidade de Ceriodaphnia
silvestrii. AIC: Critério de Informacgdo de Akaike; AAICc: diferenga entre cada modelo e o modelo de
melhor ajuste; df: graus de liberdade. *: modelo final.

Sample

Residuals

Index

Modelo AlCc AAICc df
m15 -1096.2 0.0 4
m13 -1087.5 8.8 7
m14 -1087.5 8.8 6
m12 -1076.2 20.1 8
mil -1065.3 31.0 9
m10 -1054.3 42.0 10
m9 -1044.1 52.1 11
m8 -1036.0 60.3 12
m7 -1021.2 75.1 14
m6 -1007.0 89.2 16
m5 -1004.3 91.9 18
m4 -996.2 100.0 20
m3 -981.2 115.1 22
m-completo -980.4 115.9 24
m2 -967.5 128.8 23
m1 -947.9 148.3 23
061 —_-lo' .
041 :'
021 /
<
0.0
0.2
2 0 2
Theoretical
< : . .
: L] ‘ ---..: -::------; ------ ;- .-.---;-_.--‘:----
7| e, 4'.H'.;’IJ""?'!;’!F"F-:;I""
I
T T T T T
0 200 400 600 800

Apéndice B7 - Representacdo dos residuos gerados para o modelo final m4 para a imobilidade de
Ceriodaphnia silvestrii. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B) Gréfico de residuos

versus valores ajustados.
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Apéndice B8 - Resultados dos modelos lineares generalizados mistos (GLMM) para a fecundidade da espécie Ceriodaphnia silvestrii. Variaveis
explicativas: tratamento (Tratamento - pastagem extensiva, pastagem intensiva e cana-de-acucar); 2,4-D; Fipronil (Fip); parametros fisico-
quimicos-biolégicos agrupados em componentes principais (CP1, CP2, CP3 e CP4), interacdo entre tratamento e agrotoxicos (2,4-D e fipronil);
interacdo entre tratamento e componentes principais (CP1, CP2, CP3 e CP4); Efeitos aleatorios: tempo e mesocosmo; (+): fator aplicado no
modelo; NA: fator ausente no modelo; *: modelo final; Intercepto: tratamento pastagem extensiva. Hierarquia de remocdo das variaveis: efeitos
aleatdrios, interaces entre tratamento e variaveis, e varidveis principais. As variaveis foram removidas de acordo com a ordem estabelecida no
Apéndice B4.

(Intercepto) Trat 24-D Fip CP1 CP2 CP3 CP4 24-D*Trat Fip*Trat CP1*Trat CP2*Trat CP3*Trat CP4*Trat Tempo Mesocosmo

m-completo + + + + + + + +
ml + + + + + + + + + + + + NA +
m2 + + + + + + + + + + + + + + NA
m3 + + + + + + + + + + NA + + + +
m4 + + + + + + + + + + + + NA + +
m5 + + + + + + + + NA + + + NA + +
mé6 + + + + + + + NA + + + + NA + +
m7 + + + + + + + + + + + + NA + +
m8 + + + + + + + + NA + + NA + +

mo* + + + + + + NA + + + + NA + +
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Apéndice B9 - Resultados do Modelo Linear Misto Generalizado para a fecundidade de Ceriodaphnia
silvestrii. AIC: Critério de Informacgdo de Akaike; AAICc: diferenga entre cada modelo e o modelo de
melhor ajuste; df: graus de liberdade. *: modelo final

Modelo AlCc AAICc df
m9* 6991.8 0.0 21
m-completo 6993.2 1.3 24
m4 6994.1 2.2 22
m7 7000.8 9.0 20
m8 7004.5 12.6 20
m6 7000.6 14.1 20
m3 7008.9 17.0 22
m5 7041.8 50.0 20
m2 7061.5 69.7 23
m1l 7506.6 514.8 23
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Apéndice B10 - Representacdo dos residuos gerados para o modelo m9 para a fecundidade de
Ceriodaphnia silvestrii. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B) Gréfico de residuos

Versus

valores

ajustados.
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Apéndice B11 - Resultados dos modelos lineares generalizados mistos (GLMM) para a sobrevivéncia das fémeas da espécie Ceriodaphnia
silvestrii.Varidveis explicativas: tratamento (Tratamento - pastagem extensiva, pastagem intensiva e cana-de-agUcar); 2,4-D; Fipronil (Fip);
parametros fisico-quimicos-bioldgicos agrupados em componentes principais (CP1, CP2, CP3 e CP4), interacdo entre tratamento e agrotoxicos
(2,4-D e fipronil); interagdo entre tratamento e componentes principais (CP1, CP2, CP3 e CP4); Efeitos aleatorios: tempo e mesocosmo; (+): fator
aplicado no modelo; NA: fator ausente no modelo; *: modelo final; Intercepto: tratamento pastagem extensiva. As variaveis que o modelo ndo
conseguiu convergir (-) foram removidas do modelo e adicionadas no final para analise de sua significancia. Hierarquia de remocao das variaveis:
efeitos aleatdrios, interacBes entre tratamento e varidveis, e varidveis principais. As variaveis foram removidas de acordo com a ordem
estabelecida no Apéndice B4.

(Intercepto) Trat 24-D Fip CP1 CP2 CP3 CP4 24-D*Trat Fip*Trat CP1*Trat CP2* Trat CP3*Trat CP4*Trat Tempo Mesocosmo

m-completo + - + + + + + +
ml + + + + + + + - + + + + NA +
m2 + + + + + + + - + + + + + NA
m3 + + + + + + + - + + NA + + + +
m4 + + + + + + + - + + NA + NA + +
m5 + + + + + + + - NA + NA + + + +
mé6 + + + + + + + - + + NA NA + + +
m7 + + + + + + + - + NA NA + + + +
m8 + + + + + + + + + NA NA + + + +
m9 + NA + + + + + NA + NA NA + + + +

m10 + + + + NA 4+ + NA + NA NA + + + +
mll* + + NA + + + NA + NA NA + + + +




255

Apéndice B12 - Resultados do Modelo Linear Misto Generalizado para sobrevivéncia das fémeas de
Ceriodaphnia silvestrii. AIC: Critério de Informagéo de Akaike; AAICc: diferenga entre cada modelo e o
modelo de melhor ajuste; df: graus de liberdade. *: modelo final.

Modelo AlCc AAICc df
m11* 644.4 0.0 16
m7 644.4 0.0 17
m9 645.5 11 16
m3 646.5 2.1 19
m8 648.6 4.2 19
m-completo 649.1 4.7 21
m4 649.7 5.4 17
m5 650.2 5.8 17
m10 651.4 7.0 16
m2 651.9 7.5 20
m6 657.1 12.7 17
m1 765.8 121.5 20
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Apéndice B13 - Representagdo dos residuos gerados para 0 modelo m11 para a sobrevivéncia das fémeas
de Ceriodaphnia silvestrii. A) Representacéo da probabilidade normal de residuos; B) Gréfico de residuos
versus valores ajustados.
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Apéndice B14 - Resultados dos modelos lineares generalizados mistos (GLMM) para a taxa intrinseca de crescimento populacional (r)da espécie
Ceriodaphnia silvestrii. Varidveis explicativas: tratamento (Tratamento - pastagem extensiva, pastagem intensiva e cana-de-agucar); 2,4-D;
Fipronil (Fip); parametros fisico-quimicos-biolégicos agrupados em componentes principais (CP1, CP2, CP3 e CP4), interacdo entre tratamento e
agrotoxicos (2,4-D e fipronil); interacdo entre tratamento e componentes principais (CP1, CP2, CP3 e CP4); Efeitos aleatdrios: tempo e
mesocosmo; (+): fator aplicado no modelo; NA: fator ausente no modelo; *: modelo final; Intercepto: tratamento pastagem extensiva. Hierarquia
de remocdo das varidveis: efeitos aleatorios, interagBes entre tratamento e variaveis, e variaveis principais. As varidveis foram removidas de
acordo com a ordem estabelecida no Apéndice B4.

(Intercepto) Trat 24-D Fip CP1 CP2 CP3 CP4 24-D*Trat Fip*Trat CP1*Trat CP2*Trat CP3*Trat CP4*Trat Tempo Mesocosmo

m-completo + + + + + + + + +
ml + + + + + + + + + + + + + NA +
m2 + + + + + + + + + + + + + + NA
m3 + + + + + + + + NA + + + + + +
m4 + + + + + + + + + + NA + + + +
m5 + + + + + + + NA + + NA + + + +
m6 + + + + + + + + + + NA + NA + +
m7 + + + + + + + + + NA NA + NA + +
m8 + + + + + + + + + NA NA NA NA + +
m9 + + + + NA + + + + NA NA NA NA + +

m10 + + + + NA + NA + + NA NA NA NA + +
mil + + + NA NA NA NA + + NA NA NA NA + +
ml2* + + + NA NA NA NA + + NA NA NA NA + +
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Apéndice B15 - Resultados do Modelo Linear Misto Generalizado para a taxa intrinseca de crescimento
populacional (r) de Ceriodaphnia silvestrii. AIC: Critério de Informacdo de Akaike; AAICc: diferenca
entre cada modelo e o modelo de melhor ajuste; df: graus de liberdade. *: modelo final

Modelo AlCc AAICc df
ml12* -99.9 0.0 12
mll -90.9 9.0 13
m10 -82.0 17.9 14
m9 -76.2 23.7 15
m8 -68.5 31.3 16
m7 -52.2 47.7 18
m6 -38.7 61.1 20
m4 -24.7 75.2 22
mb5 -24.5 75.4 20
m-completo -11.5 88.3 24
m2 -8.8 91.1 23
m3 -5.9 94.0 22
ml 50.1 150.0 23
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Apéndice B16 - Representacdo dos residuos gerados para o modelo m12 para a taxa intrinseca de
crescimento populacional (r) de Ceriodaphnia silvestrii. A) Representacdo da probabilidade normal de
residuos; B) Gréafico de residuos versus valores ajustados.



258

Apéndice B17 - Resultados do modelo linear generalizado (GLM) entre as varidveis resposta da espécie
Eruca sativa (germinagdo, comprimento da parte aérea e comprimento da raiz) e cada uma das variaveis
explicativas para descobrir a ordem de entrada das varidveis nos modelos lineares generalizados mistos
(GLMM) de acordo com a menor deviance.

Variavel Modelo Variavél explicativa Deviance Ordem das variaveis

Giml Tratamento 1149.45 50

° GIm2 2,4-D 1104.98 20
o) GIm3 Fipronil 1139.86 30
E GIm4 CP1 1150.07 6°
5 GIm5 CP2 1065.10 1°
© GImé cP3 1142.10 40
GIm7 CP4 1150.58 7°

Gim1l Tratamento 72.90 7°

3 = GIm2 2,4-D 68.42 1°
2 < GIm3 Fipronil 72.18 50
g o GIm4 CP1 71.03 40
2 ‘é GIms CP2 70.34 20
o GIm6 CP3 70.54 3°
GIm7 CP4 72.28 6°

Giml Tratamento 298.70 6°

3 GIm2 2,4-D 279.54 20
2 GIm3 Fipronil 295.09 3
23 Glm4 CP1 296.61 20
2" GIms CcP2 249.43 10
o GImé CP3 298.96 7°

Glm7 CP4 297.01 50
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Apéndice B18 - Resultados dos modelos lineares generalizados mistos (GLMM) para a germinacdo da espécie Eruca sativa. Variaveis
explicativas: tratamento (Tratamento - pastagem extensiva, pastagem intensiva e cana-de-acucar); 2,4-D; Fipronil (Fip); parametros fisico-
quimicos-biolégicos agrupados em componentes principais (CP1, CP2, CP3 e CP4), interacdo entre tratamento e agrotoxicos (2,4-D e fipronil);
interacdo entre tratamento e componentes principais (CP1, CP2, CP3 e CP4); Efeitos aleatorios: tempo e mesocosmo; (+): fator aplicado no
modelo; NA: fator ausente no modelo; *: modelo final; Intercepto: tratamento pastagem extensiva. Hierarquia de remocdo das variaveis: efeitos
aleatdrios, interacBes entre tratamento e variaveis, e varidveis principais. As varidveis foram removidas de acordo com a ordem estabelecida no

Apéndice B17.

(Intercepto) Trat 24-D Fip CP1 CP2 CP3 CP4 24-D*Trat Fip*Trat CP1*Trat CP2* Trat CP3*Trat CP4*Trat Tempo Mesocosmo
m-completo + + + + + +
ml + + + + + + + + + + + + NA +
m2 + + + + + + + + + + NA + + +
m3 + + + + + + + NA + + + + + + +
m4 + + + + + + + NA + + NA + + + +
m5 + NA + + + + + NA + + NA + + + +
mé6 + + + + NA + + NA + + NA + + + +
m7 + + + + NA + + NA + + NA + NA + +
m8 + + + NA + + NA + NA NA + + + +
m9 + + + + NA + + NA NA NA NA + + + +
m10* + + + NA NA + + NA NA NA NA + + + +
mll + + NA NA NA + + NA NA NA NA + + + NA
m12 + NA NA NA NA + + NA NA NA NA + + + NA
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Apéndice B19 - Resultados do Modelo Linear Misto Generalizado para a germinacéo de Eruca sativa.
AIC: Critério de Informacao de Akaike; AAICc: diferenca entre cada modelo € o modelo de melhor
ajuste; df: graus de liberdade. *: modelo final

Modelo AlCc AAICc df
mé 1762.5 0.0 18
m8 1764.0 1.5 16
m9 1764.1 1.6 14
m4 1764.6 2.1 19
m10* 1765.5 3.1 13
m7 1766.0 3.5 16
m3 1766.0 3.5 21
m-completo 1768.1 5.6 23
m2 1770.9 8.4 21
m5 1771.4 9.0 18
m1l 1783.8 214 11
m12 1792.8 30.3 10
m1l 1881.8 119.3 22
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Apéndice B20 - Representacdo dos residuos gerados para o modelo m9 para a germinagdo de Eruca
sativa. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B) Grafico de residuos versus valores

ajustados.
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Apéndice B21 - Resultados dos modelos lineares generalizados mistos (GLMM) para o comprimento da parte aérea da espécie Eruca sativa.
Variaveis explicativas: tratamento (Tratamento - pastagem extensiva, pastagem intensiva e cana-de-aglcar); 2,4-D; Fipronil (Fip); parametros
fisico-quimicos-biol6gicos agrupados em componentes principais (CP1, CP2, CP3 e CP4), interacdo entre tratamento e agrotéxicos (2,4-D e
fipronil); interacdo entre tratamento e componentes principais (CP1, CP2, CP3 e CP4); Efeitos aleatdrios: tempo e mesocosmo; (+): fator aplicado
no modelo; NA: fator ausente no modelo; *: modelo final; Intercepto: tratamento pastagem extensiva. Hierarquia de remocao das variaveis: efeitos
aleatdrios, interaces entre tratamento e variaveis, e varidveis principais. As variaveis foram removidas de acordo com a ordem estabelecida no
Apéndice B17.

(Intercepto) Trat 24-D Fip CP1 CP2 CP3 CP4 24-D*Trat Fip*Trat CP1*Trat CP2* Trat CP3*Trat CP4*Trat Tempo Mesocosmo

m-completo + + + + + + + +
ml + + + + + + + + + + + + NA +
m2 + + + + + + + + + + + + + NA
m3 + + + + + + + + + + + + NA + NA
m4 + + + + + + + + NA + + + NA + NA
m5 + + + + + + + + NA NA + + NA + NA
m6 + + + + + + + + NA NA + NA NA + NA
m7 + + + + + + + + NA NA NA NA NA + NA
m8 + + + + + + + NA NA NA NA NA NA + NA
m9 NA + + + + + + NA NA NA NA NA NA + NA

m10 NA + NA + + + + NA NA NA NA NA NA + NA
mil NA + NA + + + NA NA NA NA NA NA NA + NA
mi2 NA + NA NA + + NA NA NA NA NA NA NA + NA
m13* NA + NA NA + NA NA NA NA NA NA NA NA + NA
m14 NA + NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA + NA
m15 NA NA NA NA + NA NA NA NA NA NA NA NA + NA
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Apéndice B22 - Resultados dos Modelos Lineares Mistos Generalizados para 0 comprimento da parte
aérea de Eruca sativa. AIC: Critério de Informacdo de Akaike; AAICc: diferencga entre cada modelo e o
modelo de melhor ajuste; df: graus de liberdade. *: modelo final

Modelo AlCc AAICc df
ml13* 110.6 0.0 5
ml4 1125 1.9 4
m12 119.0 8.5 6
m15 120.1 9.5 4
mll 125.1 14.6 7
m10 134.4 23.9 8
m9 137.8 27.3 9
m8 148.9 38.3 11
m7 149.3 38.8 13
m6 156.8 46.3 15
mb5 171.9 61.3 17
m4 178.4 67.8 19
m3 181.1 70.5 21
m2 184.3 73.7 23
m-completo 185.9 75.3 24
ml 405.9 295.3 23
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Apéndice B23 - Representacdo dos residuos gerados para 0 modelo m14 para o comprimento da parte
aérea de Eruca sativa. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B) Grafico de residuos
versus valores ajustados.
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Apéndice B24 - Resultados dos modelos lineares generalizados mistos (GLMM) para o comprimento da raiz da espécie Eruca sativa. Variaveis
explicativas: tratamento (Tratamento - pastagem extensiva, pastagem intensiva e cana-de-acucar); 2,4-D; Fipronil (Fip); parametros fisico-
quimicos-biolégicos agrupados em componentes principais (CP1, CP2, CP3 e CP4), interacdo entre tratamento e agrotoxicos (2,4-D e fipronil);
interacdo entre tratamento e componentes principais (CP1, CP2, CP3 e CP4); Efeitos aleatorios: tempo e mesocosmo; (+): fator aplicado no
modelo; NA: fator ausente no modelo; *: modelo final; Intercepto: tratamento pastagem extensiva. Hierarquia de remocdo das variaveis: efeitos
aleatdrios, interaces entre tratamento e variaveis, e varidveis principais. As variaveis foram removidas de acordo com a ordem estabelecida no
Apéndice B17.

(Intercepto) Trat 24-D Fip CP1 CP2 CP3 CP4 24-D*Trat Fip*Trat CP1*Trat CP2*Trat CP3*Trat CP4*Trat Tempo Mesocosmo

m-completo + + + + + + + +
ml + + + + + + + + + + + + NA +
m2 + + + + + + + + + + + + + NA
m3 + + + + + + + + + + + NA + + NA
m4 + + + + + + + + + + + NA NA + NA
m5 + + + + + + + + + NA + NA NA + NA
m6 + + + + + + + + NA NA + NA NA + NA
m7 + + + + + + + NA NA NA + NA NA + NA
m8 + + + + + + + + NA NA NA NA NA + NA
m9 + + + + + NA + + NA NA NA NA NA + NA

m10 + + + + + NA NA + NA NA NA NA NA + NA
mil + + + NA + NA NA + NA NA NA NA NA + NA
mi12* + + NA NA + NA NA + NA NA NA NA NA + NA
m13 + + NA NA NA NA + NA NA NA NA NA + NA
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Apéndice B25 - Resultados do Modelos Lineares Mistos Generalizados para 0 comprimento da raiz de
Eruca sativa. AIC: Critério de Informacéo de Akaike; AAICc: diferenca entre cada modelo e 0 modelo de
melhor ajuste; df: graus de liberdade. *: modelo final.

Modelo AlCc AAICc df
ml12* 994.6 0.0 9

mll 996.6 2.0 10
m13 1002.8 8.2 8

m10 1004.4 9.9 11
m9 1012.2 17.6 12
m8 1018.8 24.2 13
mb5 1025.1 30.5 17
m6 1025.7 31.1 15
m3 1028.9 34.3 21
m4 1030.8 36.3 19
m7 1032.6 38.0 13
m-completo 1035.3 40.7 24
m2 1035.4 40.8 23
m1l 1256.4 261.8 23




266

A
1_
o
£ 0
O
»
1
2 0 2
Theoretical
B
< -
w o —";-"."-i-"'"-"'-"‘;"“:"’,;-"".;.':"rf"‘“!““
_— o . . ' ' L L
S _ y&% 2 .-:;éa AL 5’;;5
3 OFRE é .“'-‘;ﬁg."-' o~ .f. -t
82 oy _._---_Q;._.S_'____‘__._---u_'__'_s-.:.:‘_.____._c'__‘_e__q___
I - oo

T T I I I T I
0 100 200 300 400 500 600

Index

Apéndice B26 - Representacdo dos residuos gerados para 0 modelo m11 para o comprimento da raiz de
E. sativa. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B) Gréfico de residuos versus valores

ajustados.
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Apéndice B27 - Resultados do modelo linear generalizado (GLM) entre as varidveis resposta da espécie
Chironomus sancticaroli (mortalidade, comprimento do corpo, biomassa fresca, biomassa seca livre de
cinzas - BSLC, deformidades do mentum e larvas no quarto instar) e cada uma das variaveis
explicativas para descobrir a ordem de entrada das variaveis nos modelos lineares generalizados mistos
(GLMM) de acordo com a menor deviance.

Variavel Modelo Variavel explicativa Deviance Ordem da variavel
° Gim1 Tratamento 179.3457 1°
©
3 GIm2 Fipronil 181.1425 3°
Is
‘g GIm3 Fipronil sulfide 181.3297 40
= Glm4 Fipronil sulfona 180.8149 20

o Gim1 Treatment 94.033366 1°
é 3 GIm2 Fipronil 95.13234 20
=5
g— 3 GIm3 Fipronil sulfide 95.40738 3°
©
o
© Glm4 Fipronil sulfona 95.49451 40
« GIml Treatment 28.87017 1°
a g GIm2 Fipronil 20.21869 20
g fg GIm3 Fipronil sulfide 29.32339 3°
Q Glm4 Fipronil sulfona 29.34933 40
GIim1l Treatment 0.5664391 1°
< GIm2 Fipronil 0.5732771 20
R GIm3 Fipronil sulfide 0.5753314 3
Gim4 Fipronil sulfona 0.5758403 40
o GIim1l Treatment 280.8001 3°
©
% e GIm2 Fipronil 281.7082 40
=}
e 5 GIm3 Fipronil sulfide 268.2098 10
o
E) Gim4 Fipronil sulfona 280.6433 20
o GIim1l Treatment 203.1768 3°
@25 Glm2 Fipronil 197.1247 1°
g g 2 GIm3 Fipronil sulfide 201.0771 20
- Glm4 Fipronil sulfona 203.1829 40
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Apéndice B28 - Resultados dos modelos lineares generalizados mistos (GLMM) para a mortalidade da

espécie

Chironomus sancticaroli. Variaveis explicativas: tratamento (Trat - pastagem extensiva,

pastagem intensiva e cana-de-agucar); Fipronil (Fip); Fipronil sulfeto (F-ide); Fipronil sulfona (F-ona);
interacdo entre tratamento e Fipronil (Fip*Trat); interacdo entre tratamento e Fipronil sulfeto (F-
ide*Trat); interacdo entre tratamento e Fipronil sulfona (F-ona*Trat). Efeitos aleat6rios: tempo e
mesocosmo; (+): fator aplicado no modelo; NA: fator ausente no modelo; *: modelo final. Hierarquia de
remocdo das variaveis: efeitos aleatorios, interacdes entre tratamento e variaveis, e variaveis principais.
As variaveis foram removidas dos modelos de acordo com a ordem estabelecida no Apéndice B27.

(Intercepto) Trat Fip F-ide F-fona Fip* Trat F-ide*Trat F-ona*Trat Tempo Mesocosmo
m-completo + + + + + + + + +
ml + + + + + + + NA +
m2 + + + + + + + + NA
m3 + + + + + + NA + NA
m4 + + + + + NA NA + NA
m5 + + + + NA NA NA + NA
m6 + + + NA NA NA NA + NA
m7 + + NA NA NA NA NA + NA
m8 + NA NA NA NA NA NA + NA
mo* NA NA NA NA NA NA NA + NA

Apéndice B29 - Resultados do Modelo Linear Misto Generalizado para a mortalidade de Chironomus
sancticaroli. AIC: Critério de Informacdo de Akaike; AAICc: diferenca entre cada modelo e o modelo de

melhor ajuste; df: graus de liberdade. *: modelo final.

Modelo AlCc AAICc df
mo* 396.9 0.0 3
m8 400.5 3.5 5
m7 402.5 55 6
mé 403.2 6.3 7
m5 404.6 7.7 8
m4 404.7 7.8 10
m3 407.3 10.4 12
m-completo 411.9 14.9 14
m2 413.6 16.7 13
m1l 439.4 425 13




269

A 41
L]

2
@
2 o
@
w

2

4

2 -1 0 1 2
Theoretical
B
q T L]
w N _"_.__":__;___._; _________ N ';"
g o '.. -...O .-‘ . ...... ..'...‘. n.
» o -’ o L) . o . * ee
@ s o "%, . . * . L) oo
14 L R hd ____._____:____'_'_____'t____________'__'___________-____
J 4
T T T T I
0 20 40 60 80
Index

Apéndice B30 - Representacdo dos residuos gerados para o0 modelo m9 para mortalidade de C.
sancticaroli. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B) Gréafico de residuos versus

valores ajustados.
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Apéndice B31 - Resultados dos modelos lineares generalizados mistos (GLMM) para 0 comprimento do
corpo da espécie Chironomus sancticaroli. Varidveis explicativas: tratamento (Trat - pastagem extensiva,
pastagem intensiva e cana-de-agucar); Fipronil (Fip); Fipronil sulfeto (F-ide); Fipronil sulfona (F-ona);
interacdo entre tratamento e Fipronil (Fip*Trat); interacdo entre tratamento e Fipronil sulfeto (F-
ide*Trat); interacdo entre tratamento e Fipronil sulfona (F-ona*Trat). Efeitos aleat6rios: tempo e
mesocosmo; (+): fator aplicado no modelo; NA: fator ausente no modelo; *: modelo final. Hierarquia de
remocdo das variaveis: efeitos aleatorios, interacdes entre tratamento e variaveis, e variaveis principais.
As variaveis foram removidas dos modelos de acordo com a ordem estabelecida no Apéndice B27.

(Intercepto) Trat Fip F-ide F-fona Fip* Trat F-ide*Trat F-ona*Trat Tempo Mesocosmo

m-completo + + + + + + + + +
ml + + + + + + + NA +
m2 + + + + + + + + NA
m3 + + + + + + NA + NA
m4 + + + + + NA NA + NA
m5 + + + + NA NA NA + NA
mé + + + NA NA NA NA + NA
m7 + + NA NA NA NA NA + NA
m8 + NA NA NA NA NA NA + NA

mo* NA NA NA NA NA NA NA + NA

Apéndice B32 - Resultados do Modelo Linear Misto Generalizado para o comprimento do corpo de
Chironomus sancticaroli. AIC: Critério de Informacgio de Akaike; AAICc: diferen¢a entre cada modelo e
o modelo de melhor ajuste; df: graus de liberdade.

Modelo AlCc AAICc df
m9* 208.9 0.0 3
m8 213.6 4.7 5
m7 219.2 10.3 6
m6é 224.5 15.6 7
m5 229.4 20.5 8
m4 233.8 25.0 10
m3 240.8 31.9 12
m2 242.9 34.1 14
m-completo 243.6 34.7 15

ml 299.2 90.4 12
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Apéndice B33 - Representacdo dos residuos gerados para o modelo m9 usando GLMM para o
comprimento do corpo de C. sancticaroli. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B)

Gréfico de residuos versus valores ajustados.
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Apéndice B34 - Resultados dos modelos lineares generalizados mistos (GLMM) para a biomassa fresca
da especie Chironomus sancticaroli. Variaveis explicativas: tratamento (Trat - pastagem extensiva,
pastagem intensiva e cana-de-agucar); Fipronil (Fip); Fipronil sulfeto (F-ide); Fipronil sulfona (F-ona);
interacdo entre tratamento e Fipronil (Fip*Trat); interacdo entre tratamento e Fipronil sulfeto (F-
ide*Trat); interacdo entre tratamento e Fipronil sulfona (F-ona*Trat). Efeitos aleat6rios: tempo e
mesocosmo; (+): fator aplicado no modelo; NA: fator ausente no modelo; *: modelo final. Hierarquia de
remocdo das variaveis: efeitos aleatorios, interacdes entre tratamento e variaveis, e varidveis principais.
As variaveis foram removidas dos modelos de acordo com a ordem estabelecida no Apéndice B27.

(Intercepto) Trat Fip F-ide F-fona Fip* Trat F-ide*Trat F-ona*Trat Tempo Mesocosmo

m-completo + + + + + + + + +
ml + + + + + + + NA +
m2 + + + + + + + + NA
m3 + + + + + + NA + NA
m4 + + + + + NA NA + NA
mb5 + + + + NA NA NA + NA
m6 + + + NA NA NA NA + NA
m7 + + NA NA NA NA NA + NA
m8 + NA NA NA NA NA NA + NA
mo* NA NA NA NA NA NA NA + NA

Apéndice B35 - Resultados do Modelo Linear Misto Generalizado para a biomassa fresca de Chironomus
sancticaroli. AIC: Critério de Informacdo de Akaike; AAICc: diferenca entre cada modelo e o modelo de

melhor ajuste; df: graus de liberdade. *: modelo final.

Modelo AlCc AAICc df
m9* 100.9 0.0 3
m8 107.7 6.8 5
m7 1145 13.6 6
mé 121.0 20.2 7
m5 127.1 26.2 8
m4 134.3 33.5 10
m3 144.1 43.2 12
m2 148.5 47.6 14
m-completo 149.6 48.7 15
m1 203.8 103.0 14




273

1.0

051

0.01

Sample

2 -1 0 1 2
Theoretical

Residuals
0
1
L
.

Index

Apéndice B36 - Representacdo dos residuos gerados para 0 modelo m9 para a biomassa fresca de C.
sancticaroli. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B) Gréafico de residuos versus
valores ajustados.
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Apéndice B37 - Resultados dos modelos lineares generalizados mistos (GLMM) para a biomassa seca
livre de cinzas (BSLC) da espécie Chironomus sancticaroli. Variaveis explicativas: tratamento (Trat -
pastagem extensiva, pastagem intensiva e cana-de-agucar); Fipronil (Fip); Fipronil sulfeto (F-ide);
Fipronil sulfona (F-ona); interacdo entre tratamento e Fipronil (Fip*Trat); interacdo entre tratamento e
Fipronil sulfeto (F-ide*Trat); interacdo entre tratamento e Fipronil sulfona (F-ona*Trat). Efeitos
aleatdrios: tempo e mesocosmo; (+): fator aplicado no modelo; NA: fator ausente no modelo; *: modelo
final. Hierarquia de remocdo das variaveis: efeitos aleatorios, interagdes entre tratamento e variaveis, e
variaveis principais. As variaveis foram removidas dos modelos de acordo com a ordem estabelecida no
Apéndice B27.

(Intercepto) Trat Fip F-ide F-fona Fip* Trat F-ide*Trat F-ona*Trat Tempo Mesocosmo

m-completo + + + + + + + +
ml + + + + + + + NA +
m2 + + + + + + + + NA
m3 + + + + + + NA + NA
m4 + + + + + NA NA + NA
m5 + + + + NA NA NA + NA
m6 + + + NA NA NA NA + NA
m7 + + NA NA NA NA NA + NA
m8 + NA NA NA NA NA NA + NA

mo* NA NA NA NA NA NA NA + NA

Apéndice B38 - Resultados do Modelo Linear Misto Generalizado para a biomassa seca livre de cinzas
(BSLC) de Chironomus sancticaroli. AIC: Critério de Informacdo de Akaike; AAICc: diferenca entre
cada modelo e o modelo de melhor ajuste; df: graus de liberdade. *: modelo final.

Modelo AlCc AAICc df
m9* -252.9 0.0 3
m8 -238.2 14.7 5
m7 -227.5 25.4 6
m6é -217.0 35.9 7
m5 -207.1 459 8
m4 -192.0 61.0 10
m3 -174.3 78.6 12
m2 -162.1 90.8 14
m-completo -161.0 91.9 15

ml -106.7 146.2 14
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Apéndice B39 - Representacdo dos residuos gerados para 0 modelo m9 para a biomassa seca livre de
cinzas (BSLC) de Chironomus sancticaroli. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B)

Gréfico de residuos versus valores ajustados.
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Apéndice B40 - Resultados dos modelos lineares generalizados mistos (GLMM) para as deformidades

do mentum (%) da espécie

Chironomus sancticaroli. Variaveis explicativas: tratamento (Trat -

pastagem extensiva, pastagem intensiva e cana-de-agucar); Fipronil (Fip); Fipronil sulfeto (F-ide);
Fipronil sulfona (F-ona); interacdo entre tratamento e Fipronil (Fip*Trat); interacdo entre tratamento e
Fipronil sulfeto (F-ide*Trat); interacdo entre tratamento e Fipronil sulfona (F-ona*Trat). Efeitos
aleatdrios: tempo e mesocosmo; (+): fator aplicado no modelo; NA: fator ausente no modelo; *: modelo
final. Hierarquia de remocdo das variaveis: efeitos aleatorios, interagbes entre tratamento e variaveis, e
variaveis principais. As variaveis foram removidas dos modelos de acordo com a ordem estabelecida no

(Intercepto) Trat Fip F-ide F-fona Fip* Trat F-ide*Trat F-ona*Trat Tempo Mesocosmo

m-completo + + + + + + + + +
ml + + + + + + + NA +
m2 + + + + + + + + NA
m3 + + + + NA + + + NA
m4 + + + + NA + NA + NA
m5 + + + + NA NA NA + NA
mé + NA + + NA NA NA + NA
m7 NA NA + + NA NA NA + NA
m8 NA NA + NA NA NA NA + NA
m9* NA NA NA NA NA NA NA + NA

Apéndice B27.

Apéndice B41 - Resultados do Modelo Linear Misto Generalizado para deformidades do mentum de
Chironomus sancticaroli. AIC: Critério de Informacdo de Akaike; AAICc: diferenca entre cada modelo e
o modelo de melhor ajuste; df: graus de liberdade.

Modelo AlCc AAICc df
m9 302.3 0.0 2
m8 303.2 1.0 3
m7 305.4 3.1 4
mé 307.8 5.6 6
m5 310.2 7.9 7
m4 313.4 11.2 9
m3 318.0 15.8 11
m2 322.2 19.9 13
m-completo 325.0 22.7 14
m1 482.0 179.8 13
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Apéndice B42 - Representacdo dos residuos gerados para 0 modelo m9 para deformidades do mentum de
C. sancticaroli. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B) Grafico de residuos versus

valores ajustados.
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Apéndice B43 - Resultados dos modelos lineares generalizados mistos (GLMM) para larvas no quarto
instar (%) da espécie Chironomus sancticaroli. Varidveis explicativas: tratamento (Trat - pastagem
extensiva, pastagem intensiva e cana-de-agucar); Fipronil (Fip); Fipronil sulfeto (F-ide); Fipronil sulfona
(F-ona); interacdo entre tratamento e Fipronil (Fip*Trat); interacdo entre tratamento e Fipronil sulfeto (F-
ide*Trat); interacdo entre tratamento e Fipronil sulfona (F-ona*Trat). Efeitos aleatérios: tempo e
mesocosmo; (+): fator aplicado no modelo; NA: fator ausente no modelo; *: modelo final. Hierarquia de
remocdo das variaveis: efeitos aleatorios, interacdes entre tratamento e variaveis, e variaveis principais.

(Intercepto) Trat Fip F-ide F-fona Fip*Trat F-ide*Trat F-ona*Trat Tempo Mesocosmo

m-completo + + + + + + + +
ml + + + + + + + NA +
m2 + + + + + + + NA
m3 + + + + + + NA + +
m4 + + + + + NA NA + +
m5 + + + + NA + NA + +

me* + + + NA NA + NA + +
m7 + NA + NA NA + NA + +

As variaveis foram removidas dos modelos de acordo com a ordem estabelecida no Apéndice B27.

Apéndice B44 - Resultados do Modelo Linear Misto Generalizado para larvas no quarto instar de
Chironomus sancticaroli. AIC: Critério de Informacdo de Akaike; AAICc: diferenca entre cada modelo e
0 modelo de melhor ajuste; df: graus de liberdade. *: modelo final.

Modelo AlCc AAICc df
mé* 352.0 0.0 9

m5 352.9 0.9 10
m7 353.4 1.3 8

m3 356.1 4.0 12
m-completo 360.5 8.5 14
m2 363.1 11.0 13
m4 375.4 23.4 10

ml 379.5 275 13
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Apéndice B45 - Representacdo dos residuos gerados para 0 modelo m9 para larvas no quarto instar de C.
sancticaroli. A) Representacdo da probabilidade normal de residuos; B) Gréafico de residuos versus

valores ajustados.






