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RESUMO

COTTA, C. P. Impactos dos agrotoxicos Fipronil e 2,4-D e da vinhaca da cana-de-
acucar, isoladamente e em mistura, sobre a comunidade de macroinvertebrados
bent6nicos: um estudo em modelos ecossistémicos. 2022. Dissertacdo (Mestre em
Ciéncias da Engenharia Ambiental — Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Séo Carlos,
2022).

Agrotdxicos atingem ecossistemas aquaticos e causam impactos negativos em diversos
organismos nao alvos. A cana-de-acUcar € uma das principais monoculturas no Brasil, e
o herbicida 2,4-D e o inseticida fipronil se destacam como um dos seus principais
ingredientes ativos utilizados. A vinhaga também é extensivamente utilizada nessa
plantagdo. Esses compostos no ambiente aquatico potencializam os efeitos deletérios nos
organismos. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar a composicao, abundancia
e diversidade funcional da comunidade de macroinvertebrados benténicos, bem como sua
capacidade de reestabelecimento frente a contaminacdo ambiental pelos agrotdxicos
Regent® 800WG (ingrediente ativo - i. a. fipronil) (F) e DMA® 806BR (i.a. 2,4-D) (D) e
da vinhaca (V), isoladamente e em misturas: dos agrotdxicos - M e dos trés contaminantes
- MV. O estudo foi conduzido utilizando mesocosmos ao ar livre. A comunidade de
macroinvertebrados foi monitorada por meio de estruturas de colonizagdo, sendo
avaliados os efeitos dos contaminantes ao longo do tempo de exposi¢do em 1, 7, 14, 28,
75 até 150 dias. A contaminacdo ambiental foi simulada com aplicacdo de doses
recomendadas. Foram observadas alteracdes na composicdo da comunidade. A familia
Chironomidae e subclasse Oligochaeta mostraram-se mais sensiveis ao tratamento V e
MV, enquanto as familias Phoridae, Ephydridae e Sciomyzidae foram pontualmente
encontradas nesses tratamentos. Os insetos foram sensiveis aos tratamentos F e M. Para
os grupos funcionais alimentares, a comunidade de macroinvertebrados se caracterizou
pela maior propor¢do de coletores-catadores. Os predadores, compostos por insetos,
desapareceram nos tratamentos F e M. Por outro lado, em V e MV foi observado o
desaparecimento dos coletores-catadores, que posteriormente se reestabeleceram. Nesse
cenario realistico de contaminacdo, considerando o papel importante dos

macroinvertebrados, o funcionamento ecossistémico pode ser realmente afetado.

Palavras-chave: Regent® 800 WG. DMA® 806 BR. Mistura. Composi¢do taxondmica.

indices ecoldgicos. Diversidade funcional.



ABSTRACT

COTTA, C. P. Impacts of Fipronil and 2,4-D pesticides and sugarcane vinasse,
isolated and in mixture, on the benthic macroinvertebrate community: a study in
ecosystem models. 2022. Dissertacdo (Mestre em Ciéncias da Engenharia Ambiental —
Escola de Engenharia de S&o Carlos, S&o Carlos, 2022).

Pesticides reach aquatic ecosystems and cause negative impacts on several non-target
organisms. Sugarcane is one of the main monocultures in Brazil, and the herbicide 2,4-D
and the insecticide fipronil stand out as one of its main active ingredients used. The
vinasse stands out being extensively used in this plantation. These compounds occurring
in the aquatic environment can potentiate the deleterious effects on organisms. Thus, the
objective of this study was to evaluate the composition through ecological indices,
abundance and functional diversity of the benthic macroinvertebrate community, as well
as its ability to reestablish itself in the face of environmental contamination by the
pesticides Regent® 800WG (active ingredient — a.i. fipronil) (F) and DMA® 806BR (a.i.
2,4-D) (D) and vinasse (V), alone and in mixtures: pesticides - M and the three
contaminants - MV. The study was conducted using open-air mesocosms. The
macroinvertebrate community was monitored through colonization structures, and the
effects of contaminants were evaluated over the exposure time in 1, 7, 14, 28, 75 to 150
days. Environmental contamination was simulated with the application of recommended
doses. Changes were observed in the composition of the community. The family
Chironomidae and subclass Oligochaeta were more sensitive to the treatment VV and MV,
while the families Phoridae, Ephydridae and Sciomyzidae were occasionally found in this
treatment. The insects were sensitive to treatments F and M. About functional food
groups, the macroinvertebrate community was characterized by the highest proportion of
collectors-gatherers. Predators, composed of insects, disappeared in treatments F and M.
On the other hand, in V and MV, the disappearance of collectors-gatherers was observed,
which later reestablished. In this realistic scenario of contamination, considering the

important role of macroinvertebrates, ecosystem functioning can be really affected.

Keywords: Regent® 800 WG. DMA® 806 BR. Mixture. Taxonomic composition.

Ecological indices. Functional diversity.
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CAPITULO 1: CONTEXTUALIZACAO, JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DA
PESQUISA

1. INTRODUCAO

A cana-de-acUcar € uma das maiores monoculturas cultivadas no Brasil, sendo,
portanto, a segunda lavoura que mais deve expandir em termos de area na proxima década
(Rodrigues et al., 2018) e, devido & queda no preco do aglcar, a tendéncia para 0s
préximos anos € um direcionamento do setor para a producdo de etanol (MAPA, 2017).
Apesar de apresentar importantes vantagens ambientais e econémicas em comparagdo ao
uso de outras matérias-primas, a indudstria sucroalcooleira brasileira ainda requer
adequacao ambiental em termos de manejo adequado da vinhaga, principal efluente da
producédo de etanol (CGEE, 2008). A vinhaga consiste em um efluente de coloragao
marrom-escura, tendo como caracteristica altas concentracdes de matéria organica,
nutrientes (nitrogénio, fosforo e potassio) e compostos acidos (Fuess; Garcia, 2014,
Espafia-Gamboa et al., 2011), sendo um subproduto do processo de fabricagéo de etanol
por meio da destilagdo do caldo fermentado da cana-de-agUcar (Corazza, 2006).

Alguns estudos tem revelado elevados teores de metais em amostras de vinhaca
de cana-de-acUcar (Fuess et al., 2017), de forma que na literatura, em geral tem-se
encontrado valores de metais em &guas residuais proveniente de fertirrigagdo maiores em
comparagdo com valores de referéncias presentes em instrucdes normativas e legislacdo
(WHO, 2006). Por esse motivo, € necessario conhecer os efeitos negativos que este
residuo pode causar ao serem carreados para ambientes aquéticos, de forma a encontrar
ferramentas para eliminar ou reduzir a possivel toxicidade provocada nesses ecossistemas
(Botelho, 2013). Além disso, buscando tracar novas estratégias e tecnologias para
maximizar a producdo, a agricultura tem optado cada vez mais pelo uso de insumos
agricolas, como por exemplo, agrotoxicos e fertilizantes (Lopes; Contini et al., 2012).
Entre os agrotdxicos utilizados na cana-de-agucar, o inseticida fipronil e o herbicida 2,4-
D se destacam (CETESB, 2010). Neste sentido, os ambientes aquaticos, receptores
intermediarios ou finais de atividades antropicas, sdo considerados ambientes
amplamente ameacados nos ultimos tempos (Padsék et al., 2000), sendo afetados direta
ou indiretamente pelo uso de agrotoxicos utilizados na culturas, trazidos pelo escoamento

superficial, lixiviacdo e até mesmo pela a¢do do vento ou aplicagdo aérea dos mesmos,
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uma vez que, muitas areas de cultivo apresentam em suas proximidades corpos d’agua

(Américo et al., 2015; Bortolozo et al., 2016; Ulrich et al., 2013).

Uma vez no ambiente aquatico, os agrotoxicos podem causar efeitos adversos nas
comunidades bioldgicas autdctones. Os organismos expostos aos agrotoxicos, podem
apresentar alteragdes nas suas condices minimas de sobrevivéncia, tais como
morfologicas, fisioldgicas, comportamentais, reprodutivas, dentre outras, ou mesmo tal
exposicdo podem levar a morte (Willis; MCdowell, 1982). A presenca dessas substancias
nos ambientes naturais ocorre simultaneamente, de forma que estas podem variar ao longo
do tempo em termos de concentragdo e composi¢do (Herbrandson et al., 2003), podendo
causar efeitos deletérios mais severos do que quando 0s compostos ocorrem de forma
isolada (Barata et al., 2006; Phyu et al., 2011; Silva et al., 2015; Moreira et al., 2017,
Moreira et al., 2020b; Moreira et al., 2020a). Neste contexto, macroinvertebrados
bentbnicos se destacam como importantes organismos para avaliacdo da qualidade da
agua e de impactos ambientais (Resh; Rosenberg, 1989), uma vez que, apresentam
elevada sensibilidade as variadas condi¢es ambientais, bem como, contribuem na cadeia
alimentar e ciclagem de nutrientes (Ligeiro et al., 2013). Algumas espécies de
macroinvertebrados, por serem intolerantes a poluicdo, podem estar ausentes em
ambientes onde a qualidade da &gua ou habitat estiverem degradados (Pignata et al.,
2013).

Dessa forma, estudos ecologicos que utilizam a comunidade de
macroinvertebrados como bioindicadores, tem considerado cada vez mais a classificacdo
por grupos funcionais alimentares como abordagem, uma vez que, as adaptacOes
alimentares sao consideradas conforme os diferentes recursos e a forma como estes sdo
processados (Duan et al., 2011), destacando esses organismos como espécies-chaves
utilizadas individualmente como sentinelas nas avaliacBes ecotoxicolédgicas (Pinto,
2018).

2. JUSTIFICATIVA

A cana-de-agUcar € uma das maiores monoculturas cultivadas no Brasil. Em
termos de producdo, foi utilizado cerca de 9 milhdes de hectares de area plantada para a
safra de 2016/2017. ProjecOes para as safras 2029/2030 preveem um aumento de 2
milhdes de hectares sendo, portanto, a segunda lavoura que mais deve expandir em termos

de area na proxima década, ficando apenas atras da soja (Rodrigues et al., 2018).
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O setor sucroalcooleiro do pais apresenta estimativas de crescimento na producgéo
de 52,8 milhdes de toneladas para a proxima década, sendo um acréscimo de 36,4% em
relacdo a 2016/2030. Por outro lado, de acordo com o relatério OCDE-FAO (2015), a
falta de investimento no setor e condigdes climaticas em constante mudancas,
ocasionaram produtividades médias mais baixas recentemente, resultando em quedas no
preco do agucar. Com a queda no pre¢o do agucar, de acordo com técnicos do setor de
agroenergia do MAPA (2017), a tendéncia para 0s nos préximos anos & um

direcionamento da producdo para o etanol.

Entretanto, adequagdo ambiental em termos de manejo adequado da vinhaga,
principal efluente da producédo de etanol, sdo necessarios (CGEE, 2008). Neste sentido,
encontra-se na literatura valores de metais em aguas residuais proveniente de fertirrigacdo
maiores em comparacdo com valores de referéncias presentes em instrucdes normativas
e legislagdo (WHO, 2006), e portanto, apesar de a comunidade cientifica discutir
frequentemente a necessidade de se reduzir a carga poluente da vinhaga, ainda em termos
juridicos e técnicos, pouco conteudo critico é apresentado descrevendo os efeitos da
mesma no meio ambiente e ecossistemas (Fuess; Garcia, 2015; Guerreiro et al., 2016;
Moran-Salazar et al., 2016).

Além disso, o Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-acucar e etanol (FAO,
2019), e esse tipo de cultura é demasiadamente dependente do controle quimico para a
manutencdo das plantacgdes, ocupando o segundo lugar do ranking das culturas que mais
se aplica agrotdxicos, seguido da soja (Caldarelli & Gilio, 2018). Dentre os agrotdxicos
utilizados na cana-de-agucar, o 2,4-D e o fipronil estdo entre 0s compostos mais
frequentemente utilizados (CETESB, 2010). A acdo toxica desses compostos muitas
vezes acaba sendo exercida em organismos néo alvos (Carvalho, 2017), e na maioria das
vezes, a presenca dessas substancias nos ambientes naturais ocorrerem simultaneamente
(Herbrandson et al., 2003), tornando-se cada vez mais importante estudos que avaliem os
efeitos ecotoxicoldgicos de misturas de agrotdxicos aos organismos (Barata et al., 2006;
Phyu et al., 2011; Silva et al., 2015; Moreira et al., 2017).

Quando os agrotdxicos atingem o ecossistema aquatico, eles sao distribuidos pelos
diferentes compartimentos, e a adsor¢do aos sedimentos pode diminuir a
biodisponibilidade para organismos que vivem na coluna de agua, mas aumenta sua

biodisponibilidade para a comunidade bentdnica que vive e se alimenta dessa matriz
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contaminada (Brennan et al., 2009). Os macroinvertebrados bentdnicos tém sido
considerados um grupo taxondmico importante e eficaz para a avaliacdo da toxicidade de
agrotoxicos, principalmente porque estdo expostos a produtos quimicos tanto por meio
de agua contaminada quanto por sedimentos (Morais et al., 2019). Além disso, esses
organismos podem se desenvolver por muitos anos em um ambiente, de forma que a
diversidade e o tamanho das suas popula¢des podem refletir a integracdo que seu ciclo de
vida tem com todas as condi¢fes ambientais do meio, como os efeitos de poluentes e as

suas combinacdes (Pignata et al., 2013).

3. SINTESE DA LITERATURA FUNDAMENTAL
3.1.VINHACA DA CANA DE ACUCAR

A vinhaca é um subproduto do processo de fabricacdo de etanol por meio da
destilacdo do caldo fermentado da cana-de-acucar (Corazza, 2006), e consiste em uma
agua residual marrom-escura com altas concentraces de matéria organica e compostos
acidos (Fuess; Garcia, 2014, Espafia-Gamboa et al, 2011). Apesar de apresentar
importantes vantagens ambientais e econdmicas em comparagdo ao uso de outras
matérias-primas, a industria sucroalcooleira brasileira ainda requer adequacao ambiental
em termos de manejo adequado da vinhaca, principal efluente da producdo de etanol
(CGEE, 2008).

No Brasil, a fertirrigacdo € caracterizada como uma das principais formas de
manejo da vinhaca e o uso direto dessa agua residuaria na agricultura tem-se tornado cada
vez mais comum (Fuess et al., 2017). Apesar disso, 0 uso da vinhaca na agricultura
apresenta desvantagens considerando aspectos ambientais, uma vez que a vinhaca
apresenta caracteristicas poluentes e seu descarte continuo nas lavouras de cana-de-actcar

gera diversos efeitos negativos sobre os solos e 0s recursos hidricos (Fuess; Garcia, 2014).

Devido a sua alta concentracdo de matéria organica, quando em contato com o solo
em quantidade maior do que a capacidade do mesmo em reter ions, processos de
lixiviacdo por escoamento superficial desses ions para 0s ambientes aquaticos podem
ocorrer, ocasionando a proliferacdo de microrganismos, diminuicdo de oxigénio
dissolvido na 4gua, bem como impactos sobre a fauna e flora aquaticas (Botelho, 2013).
Além disso, altos teores de matéria organica sdo responsaveis por causar diminuicdo de

oxigénio devido a biodegradacdo heterotrofica que ocorre nas aguas superficiais
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(Korndorfer; Anderson, 1997). Estudo como o de Gunkel et al. (2007) apresentou que a
biodegradacao da matéria organica do rio Ipojuca levou a uma alta taxa de mineralizagéo,
apresentando baixas concentracdes de oxigénio no curso geral da dgua, & medida que a

DBO aumentava.

Em relagdo ao pH da vinhaga, estudos como o de Wilkie et al. (2000) indicaram
alteracdo nas propriedades fisico-quimicas de solos, rios e lagos e efeitos adversos da
biota em geral desses locais, associados a valores baixos de pH da vinhaca. Botelho et al.
(2012) identificou que a vinhaca em pH baixo apresentou 100% de mortalidade nas
concentragdes 1,04%, 1,56% e 2,08% para C. dubia, e concentracdo de 1,04% para D.
magna, as quais apresentaram 100% de mortalidade na concentragdo de 4,16% e 8,34%
qguando o pH foi ajustado, respectivamente, diminuindo a toxicidade do ambiente em pH
mais elevado. No mesmo estudo, as concentracdes 0,78% e 1,56% também foram
estudadas e apresentaram 35% e 100% de mortalidade respectivamente antes do ajuste
do pH, as quais apresentaram nenhum afeito ap6s o ajuste. Além disso, considerando a
maior solubilidade de metais em condicdes acidas (WHO, 2006) o baixo pH da vinhaca

pode aumentar a solubilidade dos metais no solo (Souza et al., 2013).

Alguns estudos tem revelado elevados teores de metais em amostras de vinhaca de
cana-de-acucar, podendo-se destacar elementos fitotoxicos, como Aluminio e Ferro, bem
como, poluentes prioritarios como Cadmio, Cromo, Cobre, Chumbo, Niquel e Zinco
(Fuess et al., 2017). Metais ndo-essenciais, como Cadmio por exemplo, podem
bioacumular ou biomagnificar ao longo da cadeia tréfica, podendo afetar os seres

humanos (Ruangsomboon; Wongrat, 2006).

Em geral, encontra-se na literatura valores de metais em &guas residuais
proveniente de fertirrigacdo maiores em comparacdo com valores de referéncias presentes
em instrucfes normativas e legislacdo (WHO, 2006). Em amostras de melaco da vinhaca,
Nandan et al. (1990) relataram niveis altos de 8,8 mgL* para Pb, 15,7 mgL™* para Cobre
e 11,8 mgL! para Zn. Considerando amostras de melaco de vinhaga em processamento,
Chandra et al. (2008), identificou niveis altos de concentracdo em mgL™ para metais
como Cadmio, Chumbo, Niquel, Zinco e Cobre. Outros autores, como Tchobanoglous et
al. (2003), evidenciaram em andlise geral, que em todas as suas amostras de vinhaca,
concentragOes para Cobre, Cromo, Niquel e Zinco atingiram niveis acima dos limites de

descarga de agua tidos como valores de referéncia.
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Apesar disso, normativamente ainda € pouco apresentado conteudos que
descrevam os efeitos da vinhacae que determinem concentragdes de metais provenientes
dela que sejam aceitéveis nos ecossistemas (Fuess; Garcia, 2014; Guerreiro et al., 2016;
Moran-Salazar et al., 2016). Autores como Pinto et al. (2020), evidenciaram diminuicao
na sobrevivéncia, reproducdo e alteracbes no comportamento natatorio e sexual da
espécie de macroinvertebrado H. meinerti, com uma concentragdo de vinhaca
correspondente a 1,3% (v/v). Além disso, Fraga et al. (2020) observaram efeitos sobre o
crescimento e desenvolvimento de larvas de C. sancticaroli e na reproducdo e biomassa
da oligochaeta Allonais inaequalis, aléem da bioacumulacdo de metais por ambas as
espécies, com a mesma amostra de vinhaca em diluicbes menores que 1% (V/v).
Mortalidade do peixe Oreochromis niloticus devido a toxicidade da vinhaga em
concentracdes acima de 5% de diluicdo, também foi identificado no estudo realizado por
Correia et al. (2017), e nestes mesmos organismos, efeitos nos figados em concentracdes
menores foram identificados por Marinho et al. (2014). Efeitos genotoxicos foram
causados por concentracdes inferiores (1% e 2%) a 5% de vinhaga, conforme apresentado
no estudo realizado por Garcia et al. (2017), em relacdo aos danos presentes em

cromossomos de Allium cepa.

3.2.AGROTOXICOS (2,4-D E FIPRONIL)

Considerando que o Brasil € o maior consumidor de agrotoxicos e também o maior
produtor mundial de cana-de-agucar e etanol (OCDE-FAO, 2019), para esse tipo de
cultura, dentre os agrotoxicos utilizados, destacam-se como principios ativos mais
aplicados o inseticida fipronil e o herbicida 2,4-D (CETESB, 2010). O 2,4-D é um
herbicida que pertence ao grupo quimico acido ariloxialcandico e age de forma sistémica
como um inibidor de crescimento em plantas. O 2,4-D ja foi encontrado em ambientes
aquaticos proximos as plantacbes de cana-de-agUcar em concentragdes ambientais que
variam de 175,1 a 366,6 mgL* (CETESB, 2018).

Ja o Fipronil, é um inseticida que faz parte do grupo quimico conhecido como
pirazol e age como um forte bloqueador da regulacdo de ions de cloro por meio dos
receptores GABA (g-canais de cloreto de &cido aminobutirico) em insetos, agindo
diretamente no sistema nervoso dos organismos (Tomlin, 1994), e além disso, este
apresenta alta taxa de degradacéo e consiste em um inseticida sistémico utilizado na forma

granular apresentando metabolitos altamente toxicos como o fipronil sulfona, sulfeto,
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amida e desulfinil (Chatterjee; Gupta, 2010; Mandal; Singh, 2013; Simon-Delso et al.,
2015; Ramasubramanian; Paramasivam, 2017). O fipronil, por sua vez, foi detectado em
concentragdes observadas variando de 6 a 465 mgL™* em ambientes aquaticos proximos
de plantacGes de cana-de-acucar (CETESB, 2018).

Ambos os agrotdxicos também sdo utilizados em culturas como arroz, milho, soja
e trigo, de forma que corpos d’agua presentes ao entorno dessas culturas também ja
apresentaram concentragdes variando de 0,7 a 153 mgL™ para o fipronil (Fang et al.,
2019) e de 0,062 a 12 mgL™* para 0 2,4-D (Islama et al., 2018).

O estudo realizado por Ruiz de Arcaute et al. (2016), evidenciou que o0 2,4-D pode
causar efeitos letais e subletais para diversas espécies, como evidenciado na espécie de
peixe Cnesterodon decemmaculatus onde o valor de concentracdo letal para 50% da
populacio (CLso) foi de 1008 mgL™. Autores como Ozkul et al. (2016) evidenciaram
fitotoxidade em raizes de Allium cepa, e outros como Hattab et al. (2015) constataram
estresse oxidativo na minhoca Eisenia andrei em concentracfes subletais. Outros como
Freitas et al. (2019), evidenciaram que o herbicida prejudicou o crescimento,
desenvolvimento, respiracdo e desempenho natatorio de girinos quando expostos as

concentragdes de 0,125 mgL ™.

Ndo muito diferente, diversos estudos ecotoxicoldgicos ja tém demonstrado
efeitos relacionados ao inseticida fipronil. Autores como Weston e Lydy (2014) por
exemplo, avaliaram o impacto do fipronil em macroinvertebrados benténicos, concluindo
que com CLso de 32,5 ugL™ a espécie Chironomus dilutus se apresentou como a mais
sensivel dentre as espécies utilizadas. Efeitos subletais do fipronil em enzimas do peixe
Danio rerio foram identificados por WU et al. (2014), além de obterem CLso de 0,220

mgL ™ para a espécie.

Aléem disso, a presenca dessas substdncias em ambientes naturais ocorre
simultaneamente, os quais ja foram detectados em mistura em corpos hidricos do Estado
de Sao Paulo (CETESB, 2018), de forma que estas podem variar ao longo do tempo em
termos de concentracéo e composic¢ao (Herbrandson et al., 2003). Neste sentido, estudos
que avaliam os efeitos ecotoxicolégicos de misturas de agrotoxicos nos organismos tém
se apresentado cada vez mais importante (Barata et al., 2006; Phyu et al., 2011; Silva et
al., 2015; Moreira et al., 2017).
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Moreira et al. (2020b) avaliaram os efeitos fisioldgicos, morfoldgicos e
bioquimicas do 2,4-D e do fipronil em Raphidocelis subcapitata, evidenciando que
mesmo o 2,4-D em baixas concentra¢des pode interagir com o fipronil aumentando assim
as taxas de biotransformacao e toxicidade do inseticida nas algas, bem como, diminuigdo
da densidade e taxa de crescimento da R. subcapitata quando exposta a ambos 0s
contaminantes. Em outro estudo, realizado por Moreira et al, 2020c, Ceriodaphnia
silvestrii foi afetado quando exposto a condicdes realistas, com efeitos de predador
(através de kairomones) e exposicdo de fipronil combinado com o pesticida 2,4-D,
evidenciado que um toxico pode interferir na tolerancia do organismo em relacdo ao
outro. No estudo de Silva et al. (2020) foi observado antagonismo para a reproducao de
C. silvestrii expostos as formulac6es de fipronil e 2,4-D. Por outro lado, para os testes de
toxicidade aguda, ocorreu antagonismo para C. silvestrii em doses menores que os valores

de CEsp de fipronil e 2,4-D, e sinergismo em doses maiores (Silva et al., 2020).

Desta forma, é essencial que estudos sobre os efeitos combinados sejam
conduzidos a fim de que seus resultados possam contribuir para uma avaliacdo de risco

mais completa e acurada desses compostos nos ambientes naturais.

3.3. MACROINVERTEBRADOS BENTONICOS
3.3.1. CARACTERISTICAS TAXONOMICAS E FUNCIONAIS

A comunidade de macroinvertebrados bentdnicos apresenta grande diversidade
morfoldgica que é proporcionada pela diversidade de Filos (Figura 1), 0s quais sdo
representados organismos como poriferos, platelmintos, nematodos, anelideos, moluscos
e artrépodos (Hauer & Resh, 1996, Covich et al., 1999; Silveira et al., 2004). Os
artropodos sao os mais diversificados, destacando-se 0s insetos aquéaticos (Hynes, 1970;
Lake, 1990). Os macroinvertebrados sdo organismos que pertencem a uma fauna de
invertebrados cujo tamanho possibilita que sejam retidos por uma peneira ou rede de
malha de 500 um, quando na fase adulta (HAUER; RESH, 2006). Esses organismos sao
geralmente maiores que 0,5 mm (Cummins et al., 1989) e pelo menos parte do seu ciclo
de vida passam habitando nos sedimentos de ecossistemas Iénticos ou l6ticos, que
apresentem disponibilidade de substratos, sejam eles orgéanicos ou inorganicos
(Rosenberg, 1998; Goulart & Callisto, 2003).
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Figura 1: Macroinvertebrados bentonicos representantes da fauna de agua doce.
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Fonte: Biojurc (2014)

Os macroinvertebrados bentonicos podem ser classificados em algumas
categorias, como organismos haptobénticos ou perifiticos verdadeiros, os quais vivem
atracados a substrato sélido, também na categoria organismos de vida livre no haptobento
que possuem capacidade de se movimentar representados por um grande ndmero de
espécies e grupos de pequenos artrépodos. Outra categoria se enquadra nos organismos
com movimentos, maiores do que os de vida livre, porém sem habilidade natatdria como
0os moluscos gastropodes, alguns insetos e poucos crustdceos. Os organismos
categorizados como nadadores sdo aqueles que se alimentam de organismos do sedimento
e se deslocam em busca de recursos alimentares, como as sanguessugas, Crustaceos e
diversos insetos. Por outro lado, existem os organismos que vivem no lodo, como as
larvas de insetos e oligochaetas por exemplo, que geralmente estdo presentes em aguas
um pouco mais profundas e debaixo de vegetacdo. Por fim, a categoria dos organismos
conhecidos como fauna de areia ou psamonbentos, 0s quais se desenvolvem nas regides

litoraneas em meio a mistura de liquido, sélido e ar (Mandaville, 1999).
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S&o organismos que podem se desenvolver por muitos anos em um ambiente, de
forma que a diversidade e o tamanho das suas populagdes podem refletir a integragéo que
seu ciclo de vida tem com todas as condi¢des ambientais do meio, como por exemplo,
caracteristicas fisico-quimicas da agua e os efeitos de poluentes (Pignata et al., 2013).
Além disso, a comunidade de macroinvertebrados bentdnicos exerce muita importancia
para o sedimento, lagos e rios, pois atuam na dindmica de nutrientes, fluxo de energia e
na transformac&o da matéria atuam no metabolismo do ecossistema atuando na ciclagem
de nutrientes e na reducdo do tamanho das particulas organicas, facilitando a acdo de

fungos e bactérias (Callisto & Esteves, 1995).

Uma comunidade biolégica pode ser analisada de diversas maneiras, como
densidade de espécies, teias alimentares, fluxo de energia, diversidade especifica e
alimentacdo (Silva et al., 2011). Além disso, diversos estudos ecoldgicos tem avaliado
parte ou toda a comunidade de macroinvertebrados como bioindicadores considerando
ndo somente uma abordagem taxonémica, mas também a classificacdo por grupos
funcionais alimentares, uma vez que esta abordagem considera as adaptacoes alimentares
dos macroinvertebrados tanto de acordo com os diferentes recursos nutricionais, bem

como pela maneira pela qual eles o processam (Duan et al., 2011).

As caracteristicas funcionais dos macroinvertebrados utiliza uma abordagem de
grupo de alimentacdo funcional (GAF) desenvolvida baseada em uma técnica de
classificacdo alternativa que analisa funcionalmente a técnica de alimentacdo de
macroinvertebrados de riachos atrelada as suas adaptagdes morfocomportamentais para

aquisicdo de alimentos (Merrit et al., 2017).

Esse formato de classificacdo foi descrito a mais de 40 anos (Cummins, 1973) e
desde entdo alguns detalhes da técnica tem sido modificados (por exemplo, Cummins,
1974 , Cummins e Klug, 1979 , Wallace e Merritt, 1980 , Merritt et al. ., 1984, Cummins
e Wilzbach, 1985, Merritt et al., 1996 , Merritt et al., 1999 , Merritt et al., 2002 , Merritt
etal., 2008, Mattson et al., 2014). A base das relagdes dos GFAs consiste na relagéo direta
entre as diferentes categorias de recursos nutricionais presentes no ambiente aquatico e
0s organismos macroinvertebrados dotados de capacidades adaptadas para colher de
forma eficiente um determinado recurso alimentar disponivel (Merriti et al., 2017). Dessa

forma, quando h& alteracdo no espaco e no tempo da disponibilidade relativa desses
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recursos, também ocorrem mudancas na abundancia relativa desses grupos (Merriti et al.,
2017).

Dessa forma, considerando o modo de alimentagdo dos macroinvertebrados
bentonicos, esses organismos podem ser agrupados em cinco diferentes categorias (Silva
et al., 2011) fragmentadores, coletores, catadores, raspadores, filtradores e predadores
(Vannote et al., 1980). O grupo funcional de fragmentadores sdo caracterizados por
utilizarem a matéria organica particulada grosseira (> 1mm) e materiais foliares mortos

como fonte de alimento, sendo estes dependentes da biomassa microbiana associada.

Os organismos que desempenham papel de coletores, catadores e filtradores sdo
responsaveis por utilizar a matéria organica particulada fina (50 um-1mm) e ultrafina
(0,5-50 pm) como alimento, as quais s3o filtradas da coluna d’agua ou retiradas do
sedimento. Esses grupos também sdo dependentes da biomassa microbiana que esta
associada as particulas, bem como, dependem dos produtos de metabolismo para
comporem a sua nutricdo. Os raspadores sdo caracterizados por organismos herbivoros
capazes de raspar algas que se encontram aderidas as superficies, e os predadores por sua
vez, consistem em individuos que se alimentam de pequenos vertebrados e outros grupos
de invertebrados (Vannote et al., 1980). Por outro lado, macroinvertebrados podem mudar
seu modo de alimentacdo para se adaptar as alteracdes nas condi¢bes ambientais
(Tomanova et al., 2006).

3.3.2. MACROINVERTEBRADOS COMO BIOINDICADORES

As comunidades bentdnicas apresentam estreita relacdo com o ambiente em que
vivem, de tal forma que fatores como temperatura, morfologia do ecossistema, oxigénio
disponivel, pH, disponibilidade e qualidade de alimentos, entre outros podem alterar
caracteristicas como composic¢do, densidade e distribuicdo desses organismos (Vannote
et al., 1980; Ward et al., 1995; Galdean et al., 2000; Bispo et al., 2006), os quais podem
fletir o grau de integridade do ambiente (Kleine & Trivinho-Strixino, 2005).

Os fatores bidticos e abidticos podem exercer muitas influéncias sobre as
comunidades aquaticas, pois 0s ambientes sdo complexos por apresentarem diversas
interacOes entre os maltiplos processos que ocorrem entre as variaveis abidticas e as
comunidades biologicas (Reynolds & Elliot, 2012). Da mesma forma, oS

macroinvertebrados bentdnicos também sofre influéncia do meio devido a multiplos
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fatores denomiados como fatores controladores (Hynes, 20021). Dentro diversos fatores
controladores, pode-se destacar fatores como o ciclo de vida das espécies (Ezcurra de
Drago et al., 2007), interacdes bioldgicas (Hynes, 2001), estado trofico do ambiente
(Hynes, 2001; Smith, 2003), carga de detritos e tamanho das particulas organicas
(Vannotte et al., 1980), oxigénio dissolvido (Diaz & Rosenberg, 1995). Esses fatores sdo
muitas vezes responsaveis por controlar o funcionamento, estrutura e composi¢ao das
comunidades aquéticas, especialmente as comunidades bentbnicas (Van de Meutter et al.,
2005).

Neste sentido, 0s macroinvertebrados bentonicos, por sua vez, podem expressar
respostas a alteracdes nas condi¢fes ambientais de origem natural ou antropogénica e,
portanto, sdo bastante utilizados como organismos bioindicadores de agentes estressores
(Mangadze et al., 2016; Marzin et al., 2012; Sharma & Chowdhary, 2011). Além disso,
muitas espécies dessa comunidade estdo associadas a substratos especificos que oferecem
diferentes fontes de alimento e abrigo (Schroder et al., 2013), podendo refletir respostas
a impactos sofridos por outras comunidades aquaticas e habitat, como as algas e
macrofitas que representam importante fontes de alimento e disponibilidade de raizes,
caules e folhas (Pinilla, 2010). Além disso, os macroinvertebrados bentdnicos sdo capazes
de reagir a diferentes niveis e formas de poluicéo, e por essa razdo, conforme a habilidade
de relacdo frente ao estresse sofrido podem ser classificados como organismos tolerantes,
intolerantes e organismos resistentes (Figuar 2) (Goulart & Callisto, 2003; Gongalves &
Aranha, 2004).
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Figura 2: Ordens de macroinvertebrados bentdnicos bioindicadores da qualidade da
agua.
SENSIVEIS OU INTOLERANTES

Plecoptera Ephemeroptera Trichoptera
TOLERANTES
v
Coleoptera Megaloptera Heteroptera Odonata
RESISTENTES

Diptera Mollusca Annelida

Fonte: Callisto et al., (2008)

Os macroinvertebrados classificados como tolerantes, sdo pouco sensiveis a
poluigéo, geralmente demandam menores concentracfes de oxigénio dissolvido como
algumas familias de Diptera e geralmente representados por insetos aquaticos e
organismos pertencentes as ordens Heteroptera, Odonata e Coleoptera (Goulart &
Callisto, 2003). Os organismos considerados intolerantes correspondem aqueles que
necessitam de altas concentragcfes de oxigénio dissolvido, representados por organismos
cuja abundancia é tida como parametro de qualidade da agua, como o0s pertencentes as
ordens Ephemeroptera, Trichoptera e Plecoptera (Rosenberg, 1998; Goulart & Callisto,
2003). Por fim, os macroinvertebrados classificados como resistentes séo aqueles capazes
de sobreviver de deplecdo de oxigénio dissolvido, além de viverem enterrados no
sedimento e serem detritivoros, os quais facilmente se adaptam aos mais diversos
ambientes, 0s quais podem-se destacar as larvas de Chironomidae, diversas espécies de
Diptera e Oligochaetas (Goulart & Callisto, 2003; Gongalves & Aranha, 2004).

A comunidade de macroinvertebrados benténicos é fundamental para a dinamica

de nutrientes uma vez que propiciam a transformacdo de matéria e o fluxo de energia
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(Callisto & Esteves, 1995), pois ao biorrevolverem a superficie do sedmento e
fragmentarem matérias provenientes da vegetacao riparia liberam nutrientes para a agua
e contribuem para a aeracdo dos sedimentos (Cummins et al., 1989; Devai, 1990),

processos estes responsaveis pela satde e qualidade de um corpo d’agua.

Paralelo a isso, os ambientes aquéaticos ao longo dos anos tém sido bastante
afetados pelas variadas atividades antrdpicas, as quais exercem estresse nos organismos
presentes nessas areas (Dil Veroli et al., 2010), e a biodiversidade do macroinvertebrados
é colocada em risco com as extensas atividades agricolas e o grande uso de agrotdxicos
que chegam as &guas superficiais e contaminam esses ecossistemas (Stehle & Schulz,
2015). Dessa forma, a tempos vem sendo utilizados como organismos indicadores para a
avaliacdo de ecossistemas e sua integridade ecoldgica (Rosenberg, 1998; Goulart &
Callisto, 2003; Goncalves & Aranha, 2004).

Os macroinvertebrados bentonicos sdo 6timos bioindicadores pois podem ser
afetados por perturbacbes em muitos habitats diferentes, possuem uma riqueza de
espécies diversa, podem produzir muitas respostas, geralmente sdo de vida longa
permitindo o acompanhamento das mudangas temporais de abundancia e
desenvolvimento da comunidade, além de demonstrarem condi¢des do ecossistema ao
longo do tempo, de forma a fornecer evidéncias de suas caracteristicas por periodos de

tempo mais longos (Rosenberg, 1998; Goulart & Callisto, 2003).

Neste sentido, autores Shultz e Liess (1999), por exemplo, em seus estudos
verificaram uma reducdo no nimero de espécies em cinco datas pré e pos contaminacgédo
em trés locais diferentes de um riacho de cabeceira contaminado por inseticidas, e
portanto, evidenciando uma forte relacdo na diminuicdo das espécies e efeitos sobre essa
comunidade de macroinvertebrados com o escoamento dos agrotoxicos aplicados na
agricultura local. Reducdo na diversidade de macroinvertebrados em funcédo da utilizacéo
de agrotoxicos também foram verificadas nos estudos de Beketov et al. (2013) realizados
na Europa e na Australia, os quais os autores concluiram que produtos utilizados nas
culturas locais eram responsaveis por causar efeitos significativos na comunidade de
macroinvertebrados presentes nas regides do estudo. Corbi et al. (2013) por sua vez,
verificaram desestabilizacdo na comunidade de macroinvertebrados quando em contato
com os agrotoxicos aplicados em plantacfes de banana de um corrego presente em uma

area de preservacao.
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3.4. INDICES ECOLOGICOS

As comunidades bioldgicas tem sido fortemente influenciadas pelas atividades
antrépicas, sendo necessario um maior entendimento dos processos e padrdes para o
sistema bioldgico, bem como o desenvolvimento de avaliagbes que possam garantir a
protecao dos recursos biologicos (Karr, 1987). Entretanto, é um desafio para os estudos
ambientais quantificar o grau de alteracbes no ambiente e consequéncias sobre o0s
ecossistemas, bem como chegar em um diagnoéstico da integridade dos ecossistemas
(Brush Jr. et al., 2000). Neste sentido, 0 monitoramento da qualidade da 4gua com base
em métodos bioldgicos que utilizam de indices bidticos que expressem de forma numérica
os efeitos da polui¢do por meio de um conjunto de dados sobre a composicao da fauna
em questdo é uma 6tima ferramenta e apresenta vantagens na geracao de informacdes

desses efeitos ambientais prolongados (Lobo et al., 2002).

Os indices bidticos, ou ecoldgicos sdo baseados em taxons bioindicadores
especificos e se apresentam como uma técnica muito Gtil na avaliagdo dos efeitos das
alteracGes ambientais (Castro, 2006). Nos ambientes aquaticos, espécies ou grupos de
organismos macroinvertebrados, peixes, diatoméaceas ou de outra comunidade podem ser
utilizados como organismos bioindicadores (Washington, 1984). Os organismos
bentdnicos se destacam como organismos bases em estudos envolvendo indices
ecolégicos (Warwick, 1993, Niemi e Mc Donalds, 2004, Simboura et al.,
2005, Quintino et al., 2006 , Salas et al., 2006 , Devlin et al. , 2007 , Borja et al.,
2008 , Dauvin et al., 2010). Por integrarem mudancas ao longo do tempo e condicdes
ambientais (Salas et al., 2006), as comunidades bentbnicas permitem o estudo das
variagBes na diversidade de espécies e sua abundéncia relativa entre locais controle e
perturbados com base em diversas analises multivariadas (Pearson e Rosenberg,
1978 , Warwick e Clarke, 1993 , Gray et al. , 2002 , Orfanidis et al., 2003 , Ballesteros et
al., 2007).

A diversidade de espécies é um indice que pode ser definido como uma funcéo do
namero de espécies presentes, podendo trazer respostas sobre a riqueza ou abundancia de
espéecies dos organismos avaliados (Margalef, 1958), sendo esse um importante
indicador, pois a reducdo da riqueza ou abundancia de uma determinada espécie pode
ocasionar até uma extingdo funcional de um ecossistema (Pranovi et al., 2000). Como

uma ferramenta que busca identificar os fatores ambientais que propiciam a manutencao
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das espécies em habita, a riqueza de espécies é uma ferramenta capaz de expressar a
complexidade de um determinado local (Nabout et al., 2007). As gradezas abundancia
relativa e riqueza de espécies compreendem a distribuicdo das espécies permitindo

compreender a diversidade e sua variacao no espaco e no tempo (Duarte et al., 2006).

Por outro lado, a dominéncia de espécies traz respostas inversas sobre a
diversidade de espécie e exple as espécies mais dominantes amostradas (Souza et al.,
2020). O indice de Shannon-Winner por sua vez, atribui um maior peso para as espécies
raras (Shannon, 1948). Mais do que isso, o indice de diversidade de Shannon-Wiener ndo
considera a riqueza de taxa e nem a abundancia relativa dos organismos e analisa as
espécies presentes, tendo sido este desenvolvido para resumir a composicao de espécies
nos diferentes periodos do ano e suas estacdes (Macedo, 1999; Cropper et al., 2001; Horne
Engineering, 2003; Paula, 2004), enquanto que e o de Simpson é capaz de medir a
probabilidade de dois individuos pertencerem a uma mesma espécie (Uramoto et al.,
2005). De maneira geral, os indices utilizados nas avaliacGes de diversidade e riqueza
devem ser interpretados com bastante cautela, uma vez que pode aumentar ou diminuir
de maneira independente ao taxon existente na comunidade avaliada (Jaunatre et al.,
2013).

3.5. ESTUDO EM MODELOS ECOSSISTEMICOS

Buscando estudar os efeitos das contaminacdes as quais 0s ambientes aquaticos
estdo susceptiveis, muitos pesquisadores tem utilizado modelos ecossistémicos para
representar ao maximo a realidade natural do ecossistema a ser estudado. Os modelos
ecossitsémicos ao ar livre, sdo instalacbes externas (Alexander et al., 2016) usados como
ecossistemas artificiais que representam em escalas menores os ambientes naturais, 0s
quais permitem avaliar alteragcdes quimicas, fisicas e bioldgicas recorrentes de estressores
ambientais (Odum, 1984; Kimball & Levin, 1985).

Os modelos ecossistémicos podem ser classificados como micro ou mesocosmaos,
de modo que 0s microcosmos sdo sistemas experimentais contendo menos de 15 m2 ou
riachos experimentais com menos de 15 m de comprimento, € 0S Mesocosmos S&o
sistemas experimentais contendo mais de 15 m? ou riachos experimentais com mais de
15 m de comprimento (Crossland et al., 1992). Além disso, o termo “cosmos” também se

referem a um espaco limitado em tamanho, tempo e massa de componentes abidticos e
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bioticos, os quais apresentam contato restrito com o ambiente ao redor (Van Den Brink
et al., 2005).

Os mesocosmos sdo considerados uma forma hibrida de técnica de campo e
laboratério, como esquematizado na Figura 3, pois permitem reproduzir condi¢des
ambientais quase naturais sem deixar de ter o poder de controlar alguns pardmetros de
interesse como habitats ou espécies, por exemplo, cuja finalidade se baseia em criar
cenarios realisticos de exposi¢des quando comparado com testes laboratoriais (Alexander
et al., 2016). Além disso, em comparacdo aos estudos de campo, 0S mMesocosmos
apresentam a vantagem da replicagéo, e embora logisticamente complexo, experimentos
com mesocosmos tendem a produzir alta qualidade e possibilidade de reprodutividade
dos dados apurados pela facilidade de coleta dos mesmos (Alexander et al., 2016).

Figura 3: Esquema representativo da comparagdo entre bioensaios de laboratorio,
modelos ecossistémicos e experimentos de campo.
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(Brock et al., 2000)

Através de experimentos em mesocosmos, € possivel avaliar a estrutura e o
funcionamento dos ecossistemas a partir da composicdo e densidade das populagdes
(Mendes, 2015), assim como também diminuem as incertezas associadas as extrapolacoes
nas escalas ecossistémicas, fornecendo informacdes sobre os efeitos indiretos dos
contaminantes por meio da resposta da comunidade avaliada (Caquet et al., 2000). Além
disso, por incorporarem maior complexidade os testes com mesocosmos podem gerar
informagdes importantes sobre efeitos cronicos e subletais de poluentes em comunidades
aquaticas (Alexander et al., 2016), além de contribuirem no biomonitoramento de

avaliacdes de risco ecoldgico (Norton et al., 2014).
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Em ensaios ecotoxicoldgicos, quanto mais espécies sdo avaliadas, melhor é a
compreensdo dos efeitos sobre a comunidade aquética e ndo apenas sobre uma
determinada populacdo (Costa et al., 2008), e por essa razdo, dependendo do modelo de
mesocosmos adotado, estudos com sistemas de mesocosmos apresentam também a
vantagem de poder avaliar diferentes espécies de forma simultanea (Queiroz, 2019).
Além disso, permitem inimeras abordagens ecoldgicas de avaliacdo para poluentes, uma
vez que, permite-se avaliar organismos modelos cultivados em laboratorio que simula a
condicdo do ambiente natural (Queiroz, 2019) como também utilizar e expor espécies
nativas a um cenario de contaminacgéo (Shangguan et al., 2017). Para os experimentos de
mesocosmos in situ, ou seja, aqueles realizados no local de estudo, é possivel avaliar 0s
organismos presentes desse mesmo local de instalacdo (Queiroz et al., 2021), sendo
geralmente utilizados comunidades de organismos plancténicos e bentbnicos, 0s quais
apresentam um grande namero de individuos (Bashnin et al., 2019; Shannguan et al.,
2017).

Diferentes modelos de mesocosmos tem sido proposto com a finalidade de simular
os ambientes I6ticos e Iénticos (Queiroz et al., 2021). Para simulacdo dos ambientes
Iénticos, estudos indoor e outdoor que utilizam de tanques de diferentes volumes podem
ser empregados, ao passo que na simulacdo de ambientes I6ticos é necessario o emprego
de canais artificiais com sistemas de bombeamento para representar a vazdo de um rio,

por exemplo (Figura 4) (Boone & James, 2005; Rowe & Dunson, 1994).

Figura 4: Modelos de ambientes simulados em de mesocosmos.

MODELO INDOOR/QUTDOOR IN SITU
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Fonte Queiroz e Silva (2021)
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Nos ensaios de ambientes Iénticos, os tanques sdo mais utilizados na avaliacéo
ecotoxicoldgica de poluentes (Queiroz et al., 2021). Berghahn et al., (2012) avaliaram o0
efeito na comunidade de macroinvertebrados bentdnicos do agrotdxico neonicotindide
imidacloprido utilizando modelo de mesocosmos l6tico, no qual os organismos tiveram
repetidas exposicdes ao composto por um periodo de tempo simulando as aplicagdes que
ocorrem nas lavouras. Atraves desse ensaio, os autores foram capazes de observar efeitos
de mortalidade, imobilidade e comportamental sobre os organismos. Em outro estudo
semelhante, Bottger et al. (2013), embora os autores nao tenham observados efeitos de
mortalidade ou imobilidade nos organismos estudados, com o estudo foram capazes de
identificar reducdo na taxa de reproducdo dos mesmos. Através da abundancia e
diversidade de organismos zooplanctons, Lobson et al., (2018) conseguiu avaliar se 0
inseticida tiametoxam foram capazes de causar efeitos deletérios sobre 0s organismos.
Neste estudo, os autores utilizaram um sistema de mesocosmos constituidos de tanques

de polietileno com 4,13 m2 de volume.

Além disso, diferentes resultados podem ser obtidos nos testes ecotoxicologicos
de mesocosmos quando comparados aos testes laboratoriais (Queiroz et al., 2021). Egea-
Serrano & Tejeso (2014) avaliaram os efeitos de compostos nitrogenados sobre larvas de
anfibio Pelophylax perezi em sistemas de mesocosmos outdoor e observaram que houve
reducdo na massa e crescimento das larvas desses organismos, resultados dos quais ndo
foram observados nos ensaios utilizando mesocosmos in situ, por exemplo. Dessa forma,
nota-se que 0s estudos em mesocosmos se apresentam como importante ferramenta na
validacédo de resultados ibtidos em escala laboratorial, além de melhorar a compreenséo

do real impacto de xenobioticos sobre os ecossistemas aquaticos (Queiroz & Silva, 2021).

4. OBJETIVO GERAL

Avaliar os impactos dos agrotdxicos Regent® 800 WG (i.a. fipronil) e DMA®
806BR (i.a. 2,4-D) e da vinhaga, isoladamente e em misturas, sobre a comunidade de
macroinvertebrados bentdnicos, por meio de estruturas de colonizacdo, em modelos
ecossistémicos, considerando exposi¢cbes a concentragfes ambientalmente realistas

desses compostos.
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4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a composi¢do da comunidade de macroinvertebrados bentonicos dos
mesocosmos impactados com diferentes tratamentos de agrotoxicos e vinhaca, de
forma isolada e em mistura;

e Avaliar os efeitos na estrutura da comunidade de macroinvertebrados, atraves da
abundancia de espécies, bem como sua capacidade de reestabelecimento frente a
contaminacdo ambiental pelos compostos;

e Através dos indices ecologicos, compreender as caracteristicas da comunidade de
macroinvertebrados bentdnicos pré e pds exposic¢do aos agrotoxicos e vinhaca.

e Auvaliar os efeitos dos agrotoxicos e vinhaca, de forma isolada e em mistura, sobre a

diversidade funcional de macroinvertebrados bentbnicos;

5. HIPOTESES

Com base no contexto apresentado e no estado da arte, foram elencadas as seguintes

hipdteses:

Hipotese 1: O inseticida fipronil exerce efeitos mais severos na estrutura da comunidade
de macroinvertebrados benténicos do que o herbicida 2,4-D e a vinhaga, uma vez que,

estudos anteriores apontam neurotoxicidade em insetos causada pela presenca de fipronil.

Hipotese 2: A vinhaga isoladamente, na concentragdo estudada, é suficientemente capaz
de apresentar modificagbes nos compartimentos ambientais por toxicidade de metais,
excesso de matéria organica, alta composicdo idnica e alteracbes nas caracteristicas
fisicas e quimicas da &gua, refletindo em efeitos sobre a comunidade de

macroinvertebrados, conforme apontado em outros estudos.

Hipotese 3: A mistura dos agrotoxicos Regent® 800 WG e DMA® 806 BR tem sua
toxicidade e efeitos deletérios a comunidade de macroinvertebrados potencializados,

caracterizando um efeito sinérgico.

Hipotese 4: A ocorréncia simultanea dos agrotoxicos Regent® 800 WG e DMA® 806 BR
com a vinhacga da cana-de-agUcar no ambiente aquatico, gera efeitos mais severos e
deletérios na comunidade de macroinvertebrados bentbnicos, bem como, maiores
alteracOes nas caracteristicas fisico-quimicas do ambiente aquéatico do que quando estes

compostos estao isolados.
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CAPITULO 2: EXPOSICAO REALISTA AO FIPRONIL, 2,4-D E VINHACA
INFLUENCIA A ESTRUTURA TAXONOMICA E FUNCIONAL DA ASSEMBLEIA
DE MACROINVERTEBRADOQOS

1. INTRODUCAO

Grandes quantidades de contaminantes atingem ecossistemas aquaticos por
diferentes fontes antropicas (Quadra et al., 2019), tornando a poluicdo da dgua um dos
principais problemas ambientais no mundo (Brovini et al., 2021). Os ambientes aquaticos
contaminados por agrotoxicos, por exemplo, tém impactado negativamente, devido a
acdo toxica desses compostos, diversos organismos ndo alvos em seus diferentes niveis
tréficos, como peixes (Sanches et al., 2017), anfibios (Freitas et al., 2019),
macroinvertebrados bentdnicos, (Pinto et al., 2021a; Pinto et al., 2021b), cladoceros
(Moreira et al., 2017; Silva et al., 2020a) e algas (Mansano et al., 2017). Portanto, a
biodiversidade aquética é colocada em risco devido as extensas atividades agricolas
praticadas em seu entorno, com destaque ao uso de agrotoxicos e fertilizantes que chegam
as aguas superficiais advindo de diferentes processos de transporte, como a lixiviacao,
escoamento superficial, volatizacdo, deriva e outros (Stehle; Schulz, 2015).

No Brasil, a cana-de-aglcar é uma das principais culturas para a economia
nacional (Sanches et al., 2017), na qual o 2,4-D, herbicida sistémico que atua como
inibidor do crescimento de plantas dicotiledéneas (Islam et al., 2018), e o fipronil,
inseticida do grupo dos fenilpirazdis que atua como inibidor dos canais de regulacédo de
ions cloro através de receptores do acido gama aminobutirico (GABA) em insetos
(Jennings et al., 2002), se destacam como um dos principais ingredientes ativos utilizados
nessas culturas no pais (Christofoletti et al., 2017; CONAB, 2017; IBAMA et al., 2019).
Além disso, a industria sucroalcooleira produz uma grande quantidade de vinhacga, um
subproduto da producéo do etanol gerado numa taxa de 14L de vinhaga por litro de etanol
obtido (Espafia-Ganboa et al., 2012). Esse residuo apresenta um alto potencial poluidor
(Ortegon et al., 2016), sendo seu descarte in natura proibido em corpos d"agua desde o
final da década de 1970 (Brasil, 1978). Como alternativa, as praticas de manejo de cana-
de-agUcar tém incorporado esse residuo nas lavouras (Ferreira et al., 2011), uma vez que
esse é uma fonte alternativa de macro e micronutrientes para substituir os fertilizantes
sintéticos de alto custo (Dotaniya et al., 2016). No entanto, seu uso demasiado pode causar

sérios impactos ambientais, pois a vinhaga apresenta alta concentracdo de matéria
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organica e teor de metais, que podem promover a proliferacdo de microrganismos e
diminuicdo de oxigénio dissolvido na &gua (Botelho, 2013).

A presenca desses compostos, pesticidas e vinhaga, nos ambientes naturais pode
ocorrer simultaneamente (Herbrandson et al., 2003), e dessa forma podem causar
diferentes efeitos nos organismos autéctones do que quando 0s compostos ocorrem de
forma isolada. De acordo com o estudo de Pinto et al. (2021), a presenga de 2,4-D, fipronil
e vinhaga isoladamente e em mistura, em concentragbes ambientalmente realistas
derivados do manejo de cana-de-agucar, impactou negativamente as respostas funcionais
da espécie Hyalella meinerti, um anfipode de habitos epibentbnicos. Para o cladocero
Ceriodaphnia silvestrii, em experimentos de mesocosmos, a espécie foi altamente
sensivel a alta toxicidade do inseticida fipronil, da vinhaca e de suas misturas, sendo a
sobrevivéncia amplamente afetada (Silva et al., 2021). Em ambos os estudos, a aplicacdo
simultanea dos agrotoxicos e vinhaca apresentou efeitos toxicos mais severos e
prolongados. Estudos anteriores de laboratério também demonstraram efeitos
(antagbnicos ou sinérgicos) do fipronil e 2,4-D quando agiam simultaneamente sobre
diferentes organismos da biota aquatica, como a microalga Raphidocelis subcapitata
(Moreira et al., 2020%), o inseto Chironomus sancticaroli (Pinto et al., 2021), os peixes
das especies Prochilodus lineatus (Portruneli et al., 2021) e Danio rerio (Viana et al.,
2022) e girinos das espécies Leptodactylus fuscus e Lithobates catesbeianus (Freitas et
al., 2022).

Dentre a biota aquética, os macroinvertebrados benténicos sdo importantes
bioindicadores de qualidade da &gua. Estes organismos ligam a matéria organica e
recursos nutricionais dos niveis menores com os mais elevados da cadeia tréfica (Nkwoji
et al., 2016). Além disso, podem apresentar caracteristica de tolerancia ou elevada
sensibilidade a poluicdo, podendo fornecer informacGes importantes para a compreensao
dos efeitos cumulativos de alguns xenobiéticos presentes no ambiente (Herman e
Nejadhashemi, 2015). Por essa razdo, macroinvertebrados bentonicos tém sido
considerados um grupo taxondémico importante e eficaz para a avaliagdo da toxicidade de
diversos contaminantes, principalmente porque estdo expostos a produtos quimicos por
meio da dgua e sedimento contaminados (Morais et al., 2019).

Diante do apresentado, 0 presente estudo teve como objetivo principal avaliar os
impactos dos agrotoxicos Regent® 800 WG (i.a. fipronil) e DMA®806 BR (i.a. 2,4-D) e

da vinhaca de cana-de-agUcar, isoladamente e em misturas, sobre a comunidade de
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macroinvertebrados bentdnicos, por meio de estruturas de colonizacdo, em mesocosmos
ao ar livre, considerando exposicOes a concentracGes ambientalmente realistas desses
compostos por 1, 7, 14, 28, 75 e 150 dias. Assim sendo, considerando o objetivo proposto,
foram analisadas: i) a composicao e indices ecoldgicos de abundancia relativa, riqueza,
dominéncia e diversidade da comunidade de macroinvertebrados benténicos dos
mesocosmos impactados com diferentes tratamentos de agrotoxicos e vinhaga, de forma
isolada e em mistura; ii) os efeitos na estrutura da comunidade de macroinvertebrados,
através da abundancia de familias, bem como sua capacidade de reestabelecimento frente
a contaminacgdo ambiental pelos compostos; iii) os efeitos dos agrotoxicos e vinhaca, de
forma isolada e em mistura, sobre a diversidade funcional alimentar dos

macroinvertebrados bentonicos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. DESENHO EXPERIMENTAL

Os estudos em mesocosmos foram realizados no Nucleo de Ecotoxicologia e
Ecologia Aplicada (NEEA) no Centro de Recursos Hidricos e Estudos Ambientais
(CRHEA) (22 © 0122 " S, 43 ° 5738 " W) da Universidade de Sao Paulo (USP). Os
mesocosmos foram montados em tanques de polipropileno atéxico com volume de 1500
L, profundidade de 0,83 m e didametro de topo de 1,75 m. Para evitar o superaquecimento,
cada mesocosmo foi enterrado 0,6 m abaixo do nivel do solo. Em cada tanque foi
adicionada uma camada de 20 cm de solo natural retirado do préprio local (propriedades
descritas em Figueiredo et al., 2020) como sedimento, e preenchido com agua de pogo
profundo (60 cm de coluna d’4gua). Para a inoculacdo da fauna bentdnica, foram inseridas
amostras de sedimentos de mesocosmos ndo contaminados previamente estabelecidos no
CRHEA (conforme descrito em Moreira et al., 2017). Além disso, foram inseridas as
macrdfitas Salvinia auriculata, Pistia stratiotes, Eichhornia crassiper e Myriophyllum
aquaticum, incluindo a fauna associada as raizes das mesmas, e amostras de zooplancton
e fitoplancton coletadas no reservatério do Broa (Itirapina, Sdo Paulo). Todos o0s
mesocosmos permaneceram 6 meses em periodo de estabilizacdo antes do inicio dos
experimentos, permitindo, assim, a colonizagdo por macroinvertebrados de fase adulta
aerea.

Alocados aleatoriamente, os mesocosmos receberam 6 diferentes tratamentos com

3 repeticdes cada: controle ndo tratado (C); tratamento com o herbicida DMA® 806BR
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(i.a. 2,4-D, Dow AdroSciences Industrial Ltda) (D); tratamento com o inseticida Regent®
800WG (i.a. fipronil, BASF AS) (F); tratamento com vinhaga (V); mistura do herbicida
e do inseticida (M); e a mistura do 2,4-D, fipronil e vinhaca (MV) (Figura 1b).

Figura 1:Estruturas de colonizacdo e mesocosmos (A); descarte de mesocosmos ao ar
livre (B); tréplica de mesocosmo contaminada com mistura de maior escala (C).

Fonte: Acervo NEEA

As concentracdes dos tratamentos foram calculadas com base nas doses
recomendadas pelos fabricantes para aplicacdo na cultura da cana-de-acglcar na fase de
pré-emergéncia: 3,5 L de DMA® 806BR ha* (equivalente a 2,35 kg 2,4-D ha') e 500 g
de Regent® 800WG ha* (equivalente a 400 g de fipronil ha). Para o calculo da dose de
aplicacdo dos agrotdxicos, considerou-se um cendrio de pulverizacdo direta onde 100%
dos compostos chegariam a superficie do ambiente aquatico, como descrito em Pinto et
al. (2021), considerando a area superficial de cada mesocosmos de 1,75 m. Esses calculos
resultaram no uso de 678 mg de 2,4-D (1 mL de DMA® 806BR) e 96 mg de fipronil (120
mg de Regent®800 WG), para os tratamentos isolados e em mistura. O volume de vinhaga
utilizado foi de 20L em cada mesocosmos, conforme recomendacdes de doses (L ha*) de
agricultores locais (Pinto et al., 2021). Considerando o volume dos mesocosmos, a
contaminagio gerou uma concentracdo esperada de 447 ug L™ para 0 2,4-D, 64 pg L

para o fipronil e 1,3% (V/V) para a vinhaga, para os tratamentos isolados e misturas.

2.2.COLETA E ANALISE DA COMUNIDADE DE
MACROINVERTEBRADOS BENTONICOS

Os experimentos nos mesocosmos foram realizados na primavera e verdo (outubro

a abril). Para a avaliagdo da comunidade de macroinvertebrados, estruturas de

colonizagdo (Figura S1) foram construidas utilizando sacos de malha (abertura de 0,5 cm)

contendo pedras, gravetos e folhas variadas coletadas em area de vegetacdo riparia nativa,

47



e a macrdfita S. auriculata (seca a 60 °C por 48h) retiradas de cultivos externos. Um total
de 16 estruturas foram inseridas no fundo de cada mesocosmos, 50 dias antes do inicio
das amostragens para garantir a colonizacdo por parte da fauna de macroinvertebrados.
As estruturas foram coletadas 7 (T-7) e 1 (T-1) dia antes e 1 (T1), 7 (T7), 14 (T14), 28
(T28), 75 (T75) e 150 (T150) dias ap6s a contaminacdo. Em cada coleta, duas estruturas
(subamostras) foram retiradas de cada mesocosmo cuidadosamente para manter 0S
organismos aderidos ao material. As amostras foram preservadas, em campo, com etanol
70% para analises posteriores.

Para quantificacdo dos agrotdxicos, foi coletado 1L de dgua em garrafas estéreis
de vidro e 1L de agua foi coletado em garrafas de polietileno para analises fisico-quimica
e de nutrientes. Essas amostragens ocorreram nos mesmos dias em que as estruturas de
colonizacao foram retiradas. Também, no dia da contaminacéo, foram coletadas amostras
de agua (1L) para andlise de metais. Parametros da qualidade da agua avaliados in loco
como temperatura, potencial hidrogenionico (pH), oxigénio dissolvido (OD), turbidez e
condutividade elétrica, foram aferidos através de sonda multiparametro (HORIBA - U10)

e clorofila a através de clorofildometro (Aquafluor).

2.3.COMPOSICAO, INDICES ECOLOGICOS E DIVERSIDADE
FUNCIONAL DA COMUNIDADE
Apbs a coleta das estruturas de colonizacdo, o material preservado foi lavado em
agua corrente em peneira de malha de 210 um, para retencdo dos organismos, 0s quais
foram depositados em uma bandeja sob uma caixa de luz, triados, separados em
morfotipos e novamente preservados em etanol 70% para identificacdo posterior. Os
organismos foram identificados a nivel de familia utilizando chaves taxonémicas
disponiveis (Hamada et al., 2014; adaptado de McCafferty, 1981). A familia
Chironomidae foi separada nas subfamilias Chironominae, Tanypodinae e
Orthocladiinae. Finalmente, a identificacdo da subclasse Oligochaeta permaneceu nesse
nivel taxondmico. Realizada a etapa de identificacdo da composi¢do da comunidade de
macroinvertebrados, foram calculados os indices ecologicos de abundancia relativa,
indice de riqueza (Odum, 1984), indice de dominancia (Magurran, 2004), diversidade de
Shannon-Wiener (PIELOU, 1974), e indice de equitabilidade (Odum, 1984). Além disso,
as familias foram separadas em grupos funcionais alimentares, conforme classificagéo

proposta por Cummins et al. (2005); Damanik-Ambarita et al. (2016) e Ramirez e
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Gutiérrez-Fonseca (2014). A classificacdo de acordo com o grupo funcional alimentar

(GFA) para cada familia é apresentada como material suplementar (Tabelas S1).

2.4.ANALISES DAS VARIAVEIS FISICO-QUIMICAS, METAIS E

CONTAMINANTES

As andlises fisico-quimicas e biologicas da agua e fisico-quimica do sedimento
(metais e agrotoxicos) foram feitas seguindo o cronograma de coleta das estruturas de
colonizagéo, conforme mencionado anteriormente. Para a analise da agua, utilizando o
método de titulometria foi analisada a dureza (NBR 5762, 1977), com o método de
espectrometria foram analisadas as variaveis fosforo dissolvido total (Andersen, 1976),
ion aménio (Koroleff, 1976), nitrito e nitrato (Mackereth; Heron e Tallinng, 1978),
nitrogénio total (APHA, 1995) e turbidez (Espectrofotdmetro Hack DR, 2000).

Nas amostras de &gua, a concentracdo de agrotoxicos foi verificada por
cromatografia acoplada a espectrofotometria de massas (Goulart et al., 2020). Além disso,
a concentracdo de metais na vinhaca pura usada na contaminacdo e nas amostras foi
analisada por espectrometria de absorcdo atbmica direta (AA 240FS VARIAN) (APHA,
2018). A demanda bioquimica de oxigénio (DBO) foi determinada pelo consumo de
oxigénio no tempo de incubacdo de 5 dias e a demanda quimica de oxigénio (DQO) pelo

método de refluxo fechado (APHA, 2018) em uma aliquota de vinhaga pura.

2.5.ANALISE DE DADOS

Os efeitos dos agrotoxicos e da vinhacga nos indices ecoldgicos foram verificados
por ANOVA de modelos mistos seguida do teste de comparagdes multiplas de Tukey.
Para isso, os diferentes tratamentos foram tratados como efeitos entre fatores e 0s tempos
amostrais como efeitos dentro dos fatores (medidas repetidas). A esfericidade das
medidas repetidas foi avaliada pelo teste de Mauchly e no caso de ndo atendimento desse
parametro a correcdo de Greenhouse-Geisser foi aplicada nos dados temporais. Além
disso, a relacdo entre os indices ecologicos e as variaveis fisico-quimicas da agua foi
avaliada por meio de regressdo multipla. Para isso, cada indice foi tratado como variavel
resposta (dependente) em modelos separados e todas as variaveis fisico-quimicas da agua
e de concentracdo de agrotoxicos foram inseridas dentro de cada modelo como variaveis

explicativas (independentes). Para cada analise, as varidveis significativas (p < 0,05)
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foram inseridas no modelo buscando o melhor ajuste (R?). Todas as analises foram feitas
no programa Statistica 7.0 (StatSoft).

O conjunto de dados da comunidade de macroinvertebrados e das variaveis fisico-
quimicas foram sintetizados, separadamente, usando curvas de resposta principal (PRC).
A PRC foi construida a partir de uma analise de redundancia feita no programa
CANOCO, 3.12 (BRAAK; SMILAUER, 2002), incluindo os dados da comunidade e das
variaveis fisico-quimicas da série temporal construida a partir das amostragens nos
mesocosmos. A significancia da RDA foi avaliada pelo teste de permutacdo de Monte
Carlo usando 499 permutacGes (Van Den Brink; Ter Braak, 1999), com p < 0,05 sendo
considerado significativo. A PRC foi construida usando os pesos de cada variavel para
cada tratamento obtidos para o eixo principal da RDA. Essa analise resulta em um
diagrama que mostra o dia de amostragem no eixo X e 0 primeiro componente principal
dos efeitos da comunidade de tratamentos no eixo y. Dessa forma, o diagrama mostra os
desvios no tempo dos tratamentos em comparacdo com o controle. Além disso, um
diagrama separado apresenta os pesos de cada uma das familias/variaveis. As
familias/variaveis com alto peso positivo apresentam uma resposta semelhante a indicada
pela PRC, enquanto as familias/varidveis com peso negativo mostram 0 uma resposta
oposta a indicada pela PRC. Familias/variaveis com peso préximo ou igual a zero ndo sao
influenciadas pelos tratamentos ou apresentam uma resposta que ndo é representada pela
PRC.

3. RESULTADOS
3.1.DESCRICAO DOS CONTAMINANTES
3.1.1. VINHACA

A vinhaca pura utilizada foi caracterizada com pH acido (3,91), altas
concentracdes de DBO (46500 mg L) e DQO (107000 mg L), bem como altos niveis
de fosforo (150 mg L) e nitrogénio total (639 mg L), condutividade elétrica (8,42 mS
cm™) e dureza (3500 mgCaCOs L1). Os parametros fisico-quimicos da vinhaga bruta
aplicada nos mesocosmos sdo fornecidos na Tabela S2. A vinhaga também apresentou
altas concentragdes de potassio (3360 mg L), calcio (1140 mg L), aluminio (500 mg
L), magnésio (391 mg L), ferro (247 mg L), sddio (60 mg L) e outros metais tais
como manganés (3360 mg L1), zinco (1,23 mg LY), cobre (3 mg L), chumbo (0,340 mg
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L") e cromo (0,207 mg L1). A alta composicdo de metais podem elevar a condutividade

e salinizacdo da agua.
3.1.2. AGROTOXICOS

Na Tabela 1 séo apresentadas as concentracGes dos agrotoxicos fipronil e 2,4-D
quantificados nos mesocosmos ao longo do experimento apds a contaminagdo. Nos
mesocosmos controle, foram encontradas pequenas concentragdes de 2,4-D e fipronil.
Além disso, nos mesocosmos contendo 2,4-D, foram observadas diminui¢es das
concentracdes ao longo do tempo e ndo foram observadas concentrac6es de fipronil acima
do limite de quantificacdo somente em T-7. Nos mesocosmos tratados com fipronil foi
observado um aumento nas concentracOes a partir de T1 e diminuicdo até T150, e para
fipronil sulfide (Fd) e fipronil sulfona (Fn) foram encontradas concentraces menores que
o limite de quantificacdo até o tempo T14, porém a presenca desses dois metabolitos foi
quantificada nos tempos seguintes, no qual, também foram diminuindo gradativamente
até T150. Nos mesocosmos com tratamentos M e MV foram observadas concentracoes
de 2,4-D e fipronil em todos os tempos, diminuindo ao longo do tempo até T150, com
excecdo de concentracbes de 2,4-D em T-7 para ambos os mesocosmos. Nestes
tratamentos, as concentracdes de Fd estiveram abaixo do limite de quantificacdo até T7,
sendo maiores nos tempos posteriores, assim como para Fn no mesocosmos MV. No
mesocosmos M foram observadas concentragdes acima do limite de quantificagdo em T1
eT7.
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Tabela 1: Concentra¢cdes médias de agrotoxicos ao longo do tempo (ug L-1). As abreviaturas correspondem as moléculas de fipronil (F), sulfeto
de fipronil (Fd) e fipronil sulfona (Fn). Os tratamentos sdo controle (C), 2,4-D (D), fipronil (F), mistura de agrotoxicos (M), vinhaca (V) e mistura
de agrotdxicos com vinhaca (MV). LOQ = Limite de Quantificacéo.

c F
D F Fd Fn D F Fd Fn D F Fd Fn
T1 00954016 0,006 % 0,013 <LOQ <LOQ 1385+26841  <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 412'15321 <LOQ <L0OQ
T7  0,1964+0,084 0,004 + 0,001 <LOQ 0,0004 +0,0002 5225345444  <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 796%104  <LOQ <L0OQ
T14  01348+004 0,0047 +0,002 <L0Q 0,0007 £0,00001 375573022  <LOQ <LOQ <L0Q <LOQ 323%114  <LOQ <L0Q
T21 0062+0052 000940014 0000200006  0,0014 +0,002 4?3'282; <L0Q <LOQ <L0Q <LOQ 352+124 0065+0,028 0,1683 +0,090
00313+ 00998+ 00023+
T75 0,0121+0,003 0,0007 + 0,00 0,0001 %0 0,0002 +0,0001 1221447885 <LOQ <LOQ <L0Q 0,007 o6es o0 00027£0015
0,0137 + 0,0002 + 0,00004 + 00102+ 00027+ 00022+ 0,0039 +
T150 0,0104 0,0002 <LOQ 0,00005 6,87 +£ 10,85 <LOQ <LOQ <LOQ 0,0123 0,0019 0,0011 0,0025
M MV
D F Fd Fn D F Fd Fn D F Fd Fn
0449%  00012% 1658+ 1694%
T1  1168+43868 3839 +0.39 <LOQ <L0Q <L0Q 036 booos. 000450002 1P b2 <L0Q <L0Q
T7  48874+2025 10,69+ 012 <LOQ 0,12 +0.20 <L0Q <LOQ <L0Q <L0Q 312%5;‘21 656+137  <LOQ <L0Q
T14 401,88+6567  569+0,3 <L0Q <L0Q 0,093 0,0148 <LOQ <L0Q 208,6 6,0 <L0OQ <LOQ
T21 539073+27,60 5274013  0080£0013  0,1367 +0,018 0,148 0,006 <LOQ <L0Q 233,6 7 0,050 0,060
T75 2;’2'2':;’; 01+0072 00131400134 0013240011  01861+0  00042+0  <LOQ <L0Q 0,7 35 0,3054 0,1081
91.3288 + 0,0243 +
TS0 e ot 0,0265+0,0183 0,038 + 0,027 <LOQ <L0Q <LOQ <L0Q 0,055 0,0877 0,1356 0,0428
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3.1.3. METAIS

A concentracdo de metais na agua, analisada no dia da contaminacdo dos
mesocosmos € apresentada na Tabela 2. A aplicacdo da vinhaga provocou as maiores
alteracOes na concentracdo de metais na agua, com destaque para 0 aumento em 10 vezes
na concentracdo do manganés e em 20 vezes na concentracdo de potassio no tratamento
V, em comparag¢do com mesocosmos controle (p < 0,05). Ainda, em comparagdo com 0
tratamento controle, foi observado também o aumento nas concentracdes de bario,

cobalto, cobre e zinco.

Tabela 2: Concentracfes (média £ SE) de metais em &gua (mg L-1) dos mesocosmos de
controle (C), 2,4-D (D), fipronil (F), mistura de agrotdxicos (M), vinhaca (V) e mistura
de agrotdxicos com vinhaga (MV) em amostras coletadas apds contaminacao.

VARIAVEIS C D F M V MV

Aluminio (mg L) 1,4+0,7 4,9 +29* 52+3,8* 3711 33+10 34%03

y 0,004 + 0,02 + 0,03 + 0,03 +
_l y ] ] )
Bério (mg L) No0s 0010004 005002 (O 0,000 o
Cadmio (mg L) <LOQ <LOQ <L0Q  <LOQ  <LOQ  <LOQ
0005+ 004+ 0,06 +
_l ] ] )
Cobalto (mg L™) <LOQ <LOQ <LOQ 0,01 0.01* 0.01*
00005+  0,0005 % 0,001+ 00003+
-1 1 1 1 1
Cromo (mg L) <LoQ 0,0001 0,0005 <LOQ  goo1* 0,00
0,04 + 0,05 + 0,06 +
-1 * * ’ ] ’
Cobre (gL™) ~ 0,02£0,005 004£001* 003:001* ook JoF o
0,02 + 0,01 +
-1 1 l
Chumbo (mg L")  0,02+001 002+0,003 002+002 <LOQ 5001 5003
Manganés (mg L) 009+003 02402  02+02 03+01 09+05*% 08+0,1*
) ., 0,003 + 0,001 + 0002+ 0002+ 0,001+
Niguel (mg L") 0,004 0,001 0,002 0,004 0002 001+002
Potassio (Mg L?)  33+06  45+04  46+12 49+14 622+31% 651+37
. 0,004 + 0,06 +
-1 ’ ! *
Zico (mgL?)  0009£00L “pof  003%00L 005%005 G 01%007

Asteriscos e valores em negrito (*) indicam diferencgas do controle do mesocosmo. LOQ (Limite
de quantificacdo), sendo 0,008 mg L-1 para Cadmio, 0,009 mg L-1 para Cobalto, 0,00006 mg L-
1 para Cromo e 0,008 mg L-1 para Chumbo.

3.2.VARIAVEIS FISICO-QUIMICAS DA AGUA

A PRC para as variaveis fisico-quimicas medidas nos mesocosmos é mostrada na
Figura 2a. O teste de permutacdo de Monte Carlo indicou a significAncia da PRC (p =
0,05, 499 permutac6es). Na analise, 71% de toda variacdo pode ser atribuida ao tempo, o
qual é disposto no eixo horizontal (eixo x). Da variagéo total, 46% pode ser atribuida aos

tratamentos, que sdo apresentados nos diagramas. Para os tratamentos recebendo apenas
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0s agrotdxicos, isolados e em mistura (D, F, M), ndo houveram desvios significativos em
relagdo aos mesocosmos controle para nenhum tempo amostral (p > 0,05). Do tempo T1
ao tempo T75, houveram desvios significativos nos tratamentos V e MV em relagdo ao
controle (p < 0,05) e as variaveis condutividade elétrica, nitrogénio total e dureza,
seguidas das variaveis fosforo e turbidez apresentaram afinidade a resposta indicada pela
PRC, tendo seus valores aumentados nos tratamentos contaminados pela vinhaga (Tabela

S3).

Figura 2: Curva de resposta principal das variaveis fisico-quimicas (a) e dos
macroinvertebrados bentonicos (b) de mesocosmos controle (C), 2,4-D (D), fipronil (F),
mistura de agrotoxicos (M), vinhaca (V) e mistura de pesticidas com vinhaca (MV)
durante um periodo de 7 dias (T-7) e 1 dia (T-1) antes da contaminacédo e 1 (T1), 7 (T7),

14 (T14), 28 (T28), 75 ( T75) e 150 (T150) dias apds a contaminacao.
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Por outro lado, as variaveis que apresentaram uma resposta inversa ao indicado
pela PRC nos tratamentos V e MV, que apresentaram desvios significativos, foram a
temperatura e pH da &gua, oxigénio dissolvido e saturacdo de OD. Esses parametros
tiveram seus valores diminuidos nos mesocosmos que receberam a vinhaca. Nesse
sentido, € possivel observar na Tabela S3 a diminuicdo nos valores de pH nos tratamentos
V e MV, caracterizando a &gua como mais &cida, nos periodos de T1 a T14, voltando para
valores préximos medidos antes da contaminagdo (acima de 6,5) nos tempos T21, T75 e
T150. Da mesma forma, os valores de OD diminuiram ap0ds a contaminacdo em V e MV
e permaneceram abaixo de 1 mg L™ até o fim do experimento. No T150, ndo houveram
desvios significativos em relacdo ao controle para V e MV, indicando uma recuperagéo
do sistema que voltou a apresentar caracteristicas proximas ao controle, apesar dos baixos

valores de oxigénio dissolvido.

3.3.COMUNIDADE DE MACROINVERTEBRADOS BENTONICOS
3.3.1. COMPOSICAO DA COMUNIDADE

Um total de 19 familias distribuidas em 7 ordens e na subclasse Oligochaeta foram
encontradas nos mesocosmos ao longo de todo o experimento, sendo estes pertencentes
as familias Libellulidae e Coenagrionidae (Ordem Odonata), Planorbidae (Ordem
Pulmonata), Hydrophilidae, Haliplidae e Dryopidae (Ordem Coleoptera),
Leptophlebiidae e Caenidae (Ordem  Ephemeroptera), Physidae (Ordem
Basommatophora), Corixidae e Belostomatide (Ordem Hemiptera) e Phoridae,
Ephydridae, Sciomyzidae, Tabanidae, Muscidae, Culicidae, Ceratopogonidae (Ordem
Diptera) e as subfamilias Chironominae e Tanypodinae (Familia Chironomidae) também
pertencentes a Ordem Diptera. Essas familias totalizam 3066 organismos identificados,
dos quais o maior numero foi encontrado no controle (966 organismos).

A PCR obtida para a abundéncia de macroinvertebrados é mostrada na Figura 1b.
Nela, 79% de toda variacdo é atribuida ao tempo, disposto no eixo horizontal, e 32% pode
ser atribuida aos tratamentos. O teste de permutacdo de Monte Carlo indica a significancia
da analise (p = 0,05, 499 permutacdes). Antes da contaminacdo, ndo houve desvio de
nenhum tratamento em relacdo ao controle (p > 0,05), indicando uma composicao inicial
similar. Apds a contaminagdo, no tempo T7 houve desvio significativo (p < 0,05) do
controle no tratamento D. Nessa coleta, a subclasse Oligochaeta apresentava o dobro de

individuos no tratamento contendo 2,4-D em relacéo ao controle (Tabela S1). Por outro
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lado, no tempo T14, todos os tratamentos, exceto o 2,4-D, diferenciam-se estatisticamente
(p < 0,05) do controle. Nesse periodo, observou-se a presenca de organismos da familia
Chironomidae apenas nos mesocosmos controle e tratados com 24-D e o
desaparecimento desses organismos nos demais tratamentos (Figura 2b e Tabela S1). No
tempo T28, apenas os tratamentos contendo vinhaca, isolada e em mistura, diferenciam-
se estatisticamente do controle (p < 0,05). Nesses mesocosmos, além de ser evidenciado
0 desaparecimento dos organismos da subclasse Oligochaeta (Figura 2b), houve o
aparecimento de organismos das familias Phoridae, Ephydridae e Sciomyzidae, que nédo
foram encontrados em nenhum outro tratamento ou periodo amostral, além do T28.

Os organismos da subclasse Oligochaeta, seguidos da familia Planorbidae,
indicaram afinidade a resposta indicada pela PRC. No tratamento MV, no tempo T75, o
namero de individuos desses dois grupos foi reduzido (p < 0,05, Figura 2b). Por outro
lado, alguns individuos como os pertencentes a familia Haliplidae, Libellulidae,
Ceratopogonidae, Phoridae, Culicidae, Ephydridae e Sciomyzidae apresentaram resposta
inversa na presenca da vinhaca isolada e em mistura, tendo um ndmero maior de
individuos dessas familias nos tempos T14, T28 e T75 nos tratamentos V e MV (Tabela
S1). No tempo T150, ndo houve diferenca (desvios) entre o controle e nenhum dos

tratamentos (p > 0,05).

332. INDICES ECOLOGICOS, ABUNDANCIA E ANALISE DE
REGRESSAO MULTIPLA

Considerando o indice ecoldgico de dominancia, ndo houveram diferencas entre

os tratamentos (ANOVA de modelos mistos, F = 0,472 e p = 0,79) e entre os periodos
amostrais (ANOVA de modelos mistos, F = 1,712 e p = 0,11). Da mesma forma, néo
houve efeito na interacdo entre esses dois fatores (ANOVA de modelos mistos, F=1,411
e p = 0,0955), indicando que ndo houveram diferencas entre os tratamentos ao longo do
tempo. A andlise de regressdo maultipla mostrou que as variaveis que se relacionam
significativamente com o indice de dominéncia foram OD, turbidez (relagédo inversa) e
nitrogénio total (relacdo direta) (Tabela 3). Ao observar os valores da regresséo, percebe-
se que o0 oxigénio teve maior peso explicativo em relacdo a dominéncia, expressando uma
relacdo inversa entre a diminuicdo das concentragbes de oxigénio e aumento da
dominancia. Embora nos tratamentos onde foram detectadas as menores concentragdes
de oxigénio apos a contaminacdo (V e MV), percebe-se 0 aumento desse indice (Figura

3), diferencas significativas ndo foram detectadas pela anélise de variancias.
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Tabela 3: Regressdo multipla de indices ecoldgicos de dominancia, diversidade de
Shannon, riqueza de familias e abundancia de organismos, aplicados em relagdo a
parametros fisico-quimicos medidos na 4gua do mesocosmo ao longo do tempo. Os
valores dos coeficientes B (pesos) de cada variavel adicionada ao modelo (p < 0,05) séo
apresentados ao lado da equacdo. Onde OD - oxigénio dissolvido, NT - nitrogénio total
(mg L-1), Turb - Turbidez (NTU), Cond - Condutividade elétrica (uS cm-1), Fip -
concentracdo de fipronil (ug L-1) e Clo a - clorofila uma concentracdo (ug L-1).

o R? Erro
Estimativa . F p .
ajustado padréo
Dominancia = 0,121 — 0,052*OD — 0,081*NT + 0,004*Turb, 0,55 2,99 0,01 0,12
Diversidade = 1,779 + 0,145*NT + 0,086*OD — 0,009*Fip —
0,60 2,34 0,03 0,22
0,007*Turb,
Riqueza = 5,683 + 0,277*NT + 0,201*OD — 0,036*Fip —
0,38 3,58 0,004 0,65
0,017*Turb,

Abundancia = — 55,567 + 8,491*pH + 4,015*0D +

. 0,50 6,52 <0,001 12,84
0,524*Clo,a — 0,496*Fip — 0,074*Cond,

Para a riqueza de familias, ndo foram detectadas diferencas considerando apenas
os tratamentos (ANOVA de modelos mistos, F = 2,991 e p = 0,056). Em contrapartida,
ocorreram diferencas entre os periodos amostrais (ANOVA de modelos mistos, F = 3,277
e p <0,05), sendo o T-7 diferente de todos os outros periodos amostrais, como observado
na Figura 3. Da mesma forma, houve um efeito significativo na interacdo entre os
tratamentos e o tempo (ANOVA de modelos mistos, F = 1,578 e p < 0,05), indicando que
houveram diferencas entre os tratamentos ao longo do tempo. Nesse sentido, houve uma
diminuicdo na riqueza nos tratamentos D nos tempos 28 e 150 dias apds a contaminacao.
Além disso, houve um aumentoem V no T7 e MV no T1 e T28. Essas comparacdes foram
detectadas em relacdo ao controle nos mesmos dias amostrais (p < 0,05).

Na anélise de regressdo mdltipla, as varidveis que apresentaram relacdo
significativa com a riqueza foram nitrogénio total e OD (relacéo direta) e concentragédo
de fipronil e turbidez (relacéo inversa) (p < 0,05). Ao observar a Figura 3, percebe-se que
a riqueza foi menor em T7 e T14. Os parametros nitrogénio e oxigénio tiveram o maior
poder explicativo (peso) da riqueza de familias nos mesocosmos. Nesse sentido, a riqueza
foi maior nos tratamentos com maiores concentracdes de nitrogénio e melhores condicgdes
de oxigénio. De forma contréria, apesar do menor poder explicativo, um aumento da

concentracdo de fipronil, aplicado nos mesocosmos F, M e MV, e turbidez que foi
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associada principalmente a presenca da vinhaca em V e MV (Tabela 3), foi relacionada a

uma diminuigdo da riqueza.

Figura 3: indices de diversidade para dominancia (a), riqueza de espécies (b), Shannon
(c) e Simpson (d) de controle de mesocosmos (C), 2,4-D (D), fipronil (F), mistura de
pesticidas (M), vinhaca (V) e mistura de agrotoxicos com vinhaca (MV) durante um
periodo de 7 dias (T-7) e 1 dia (T-1) antes da contaminagdo e 1 (T1), 7 (T7), 14 (T14), 28
(T28), 75 (T75) e 150 (T150) dias ap0Os a contaminacao.
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e 1,171 e p = 0,081 e 0,115). Na interacdo entre os tratamentos e 0s tempos amostrais,

também nao foi observado efeito significativo (ANOVA de modelos mistos, F = 1,389 e

1,411 e p = 0,105 e 0,096), indicando que ao longo do tempo ndo houveram diferenca

entre os tratamentos (Figura 3). A analise de regressao multipla para o indice de Simpson

ndo foi significativa (p > 0,05). De forma contraria, o indice de Shannon apresentou
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relacdo significativa direta com o nitrogénio total e OD e inversa com a concentracao de
fipronil e turbidez da agua (p > 0,05), da mesma forma que o apresentado para a riqueza.

Para a abundéncia total de organismos (Figura 4), ndo foram detectadas diferencas
entre os tratamentos (ANOVA de modelos mistos, F = 0,754 e p = 0,597). Em
contrapartida, ocorreram diferencas entre os periodos amostrais (ANOVA de modelos
mistos, F = 3,037 e p < 0,05), sendo o T150 diferente de todos os outros periodos
amostrais. Como observado na Figura 3, de uma forma geral a abundéncia total de
organismos nos tratamentos C, D, F e M no T150 aumentou, em comparacdo a outros
periodos amostrais. Em relacdo a interacdo entre os tratamentos e o tempo ndo houve
efeito significativo (ANOVA de modelos mistos, F = 1,037 e p = 0,430). A anélise de
regressao multipla revelou que o pH da agua e oxigénio tiveram o maior poder explicativo
da abundancia de organismos, com uma resposta direta entre o aumento dos valores
dessas variaveis e o aumento da abundancia. Ressalta-se que a diminuicdo dessas
variaveis esta diretamente relacionada a contaminacdo pela vinhaca (Figura 2a, Tabela
S3). Além disso, outras varidveis tiveram um menor poder explicativo, como a
concentracdo de clorofila a que também apresentou resposta direta, e de fipronil que
apresentou resposta inversa. Por fim, a condutividade elétrica da dgua (resposta inversa)
e a concentracdo do ion amonio (resposta direta) apresentaram os menores valores de J3,
no entanto significativos, com baixa influéncia na abundancia. Alteragbes na
concentracdo de clorofila, ion aménio e na condutividade elétrica também foram

associadas a presenca da vinhaca (Figura 2a).
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Figura 4: Abundancia relativa para os tratamentos controle (a), 2,4-D (b), fipronil (c), mistura de agrotéxicos (d), vinhaca (e) e mistura de
agrotéxicos com vinhagca (f) durante um periodo de 7 dias (T-7) e 1 dia (T-1) antes da contaminacdo e 1 (T1), 7 (T7), 14 (T14)), 28 (T28), 75 (T75)
e 150 (T150) dias ap0s a contaminacao.
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3.3.3. DIVERSIDADE FUNCIONAL DA COMUNIDADE

Os organismos foram classificados de acordo com os grupos funcionais
alimentares e os resultados obtidos podem ser observados na Figura 5. Foram verificadas
alteracdes entre os tratamentos para a riqueza e diversidade funcional (ANOVA de
modelos mistos, F = 2,565 e p < 0,05), com a diminuigdo desses parametros nos
mesocosmos contaminados pela mistura de agrotdxicos (p < 0,05) em relacdo ao controle.
Né&o foram detectadas diferencas temporais para esses parametros (ANOVA, F = 1,767 e
p = 0,125). Considerando a abundancia dos grupos funcionais de forma individualizada,
ndo foram verificadas diferencas entre os tratamentos. Da mesma forma, ndo foram
encontradas diferengas temporais na abundéncia de predadores, coletores-catadores e
raspadores (ANOVA, F =1,333; 1,854 e 0,685, p > 0,05). No entanto, ressalta-se que ha
uma tendéncia de alteracdo desses parametros, que sera melhor descrita a seguir, atestada
pelos niveis de significancia (p < 0,1).

No controle, é possivel notar uma quantidade expressiva de coletores-catadores,
seguido de predadores e raspadores. Embora ao longo do tempo observa-se uma alteragdo
na quantidade de individuos representantes da classe de predadores e um aumento na
abundancia relativa dos coletes-catadores, no T150 ndo foram detectadas diferencas
significativas. No tratamento contaminado pelo 2,4-D, também sdo encontrados
organismos coletores-catadores, sendo essa classificagcdo a mais abundante, bem como
predadores e raspadores.

Nos mesocosmos contaminados pelo fipronil isolado e pela mistura de
agrotoxicos, é possivel observar a presenca dos predadores antes da contaminacao, em T-
7 e T-1, e logo apds a contaminacdo em T1. ApoGs esse periodo, os predadores
desapareceram nesses dois tratamentos, ndo sendo encontrados mesmo 150 dias apds a
contaminacdo. Nesses tratamentos, 0s organismos pertencentes a ordem Odonata e a
subfamilia Tanypodinae, classificados como predadores, desapareceram nesses periodos,
explicando as respostas observadas com os predadores. Além disso, para o tratamento F,
no T7 e T14, foram encontrados apenas coletores-catadores, especificamente devido aos
organismos da subclasse Oligochaeta. Além disso, filtro-coletores foram observados em
M, devido ao aparecimento da familia Hydrophilidae. A partir do T28, os raspadores

surgiram nas amostras provenientes do tratamento com a mistura dos agrotoxicos.
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Figura 5: Diversidade funcional de macroinvertebrados bentdnicos para os tratamentos controle (C), 2,4-D (D), fipronil (F), mistura de agrotdxicos
(M), vinhaca (V) e mistura de agrotdxicos com vinhaca (MV) durante um periodo de 7 dias (T-7) e 1 dia (T-1) antes da contaminacao e 1 (T1), 7
(T7), 14 (T14)), 28 (T28), 75 (T75) e 150 (T150) dias apds a contaminagao.
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No tratamento V, houve o desaparecimento dos coletores-catadores e raspadores
no T14 e T75, sendo que apenas predadores foram encontrados nesses tratamentos,
devido a presenca de organismos da familia Libellulidae, Sciomyzidae e
Ceratopogonidae. O mesmo aconteceu para MV no T75, quando apenas coletores-
catadores foram encontrados nas amostras especificamente os pertencentes a subfamilia
Chironominae. Além disso, no T7 os raspadores ndo foram encontrados, e em T14 0s
coletores-catadores desapareceram, aumentando a abundancia relativa dos raspadores.

4. DISCUSSAO

4.1.QUALIDADE FiSICO-QUIMICA DA AGUA E CONCENTRACOES DE

PESTICIDAS

Logo ap6s a contaminacdo dos mesocosmos que receberam os agrotoxicos (T1),
as concentracbes de fipronil detectadas em F, M e MV estiveram abaixo das
concentragdes maximas ja detectadas em corpos d’agua superficiais localizados em areas
de cultivo de cana de aglcar no Estado de Sdo Paulo, que variaram de 6 a 465 pg L™
(CETESB, 2018). Em contrapartida, as concentrac6es de 2,4-D em D, M e MV estiveram,
inicialmente, acima dos valores detectados nesses ambientes aquaticos proximos as
plantacGes de cana-de-aglcar, que alcangaram valores variando de 175,1 a 366,6 pg L™
(CETESB, 2018). Residuos dos agrotoxicos fipronil e 2,4-D foram detectados no controle
e tratamentos isolados, no entanto, conforme discutido por estudos anteriores, os valores
encontrados sdo negligencidveis em comparagdo com as concentragcdes nos tratamentos
contaminados pelos agrotéxicos (Ogura et al., 2022; Pinto et al., 2021 e 2022).

Ao longo do tempo, houve uma diminui¢do das concentracfes de ambos 0s
agrotoxicos (degradacdo), no entanto, mesmo apds 150 dias da contaminacdo, o herbicida
2,4-D foi encontrado em altas concentracbes em D e M, muito acima dos valores
reportados para corpos d’agua ao redor do mundo, que variaram de 0,08 - 11,5 ug L™ nos
Estados Unidos, 0,0096 - 6,4 ug L™ na China e 0,0014 - 1,12 pg L* na Uni&o Europeia
(Ensminger et al., 2013; Fang et al., 2019; Tsaboula et al., 2016). Concentragdes de
fipronil foram detectadas numa ordem de grandeza de nano gramas nos tratamentos F, M
e MV. Em paralelo com isso, os metabolitos fipronil sulfide e sulfona, gerados a partir da
molécula parental de fipronil, também foram detectados nos mesocosmos F, M e MV ao
longo do tempo, estando em concentra¢Ges equiparaveis ao fipronil no fim de 150 dias.
Estudos da literatura tém verificado que esses dois metabolitos apresentam uma

toxicidade equiparavel e/ou maior que a molécula parental para macroinvertebrados
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dulcicolas, pertencentes as ordens Decapoda, Amphipoda, Diptera, Ephemeroptera,
Plecoptera e Trichoptera (Maul et al., 2008; Schlenk et al., 2001; Weston and Lydy,
2014). Esses resultados demonstram a importancia de monitorar esses subprodutos, como
feito no presente trabalho, e considerar a toxicidade e efeitos desses compostos na fauna
de ambientes contaminados pelo fipronil. Atrelado a isso, estudos tem reportado que 0s
metabolitos apresentam maior persisténcia na agua e sedimento (Qu et al., 2016; Brennan
et al. 2009; Maul et al., 2008), aumentando os riscos para a biota aquética.

Devido & quantidade de formulagio comercial usada (ImL de DMA 806BR® e
120 mg Regent 800WG®), ndo eram esperadas alteragBes nas caracteristicas fisico-
quimicas da agua nos tratamentos que receberam apenas os agrotéxicos (D, F e M),
conforme atestado pela anélise de PRC. Em contrapartida, a andlise da vinhaca bruta
usada nos experimentos demonstrou uma alta carga poluente, atestada pelos altos valores
de DBO e DQO, nutrientes, contetdo iénico e de metais, além do baixo pH. Devido a
esse alto potencial poluidor, mesmo a aplica¢éo de uma baixa proporgao de vinhaga (1,3%
v:v) provocou profundas alteracbes na qualidade da agua, confirmada pelos desvios
significativos na PRC, que persistiram até 75 dias ap6s a contaminacéo.

A carga orgéanica da vinhaca pode causar diversos impactos no ambiente aquatico,
como a proliferacdo de microrganismos em quantidades capazes de reduzir o oxigénio
dissolvido na agua, morte de animais e plantas aquaticas (Freitas et al., 2022; Ogura et
al., 2022), assim como tornar os corpos d’agua inadequados como fonte de dgua potavel
(Cristofoletti et al., 2013). A aplicacdo da vinhaca em V e MV causou uma dréstica
reducdo do OD da agua, provocando condi¢fes proximas a anoxia em alguns periodos,
corroborando com essa discussao da literatura. Alinhado com isso, ao estudar evidéncias
de contaminacao por vinhaca em um rio da regido nordeste do Brasil, Gunkel et al. (2007)
verificaram diminui¢cfes nos niveis de oxigénio da dgua em regides a jusante de uma
indUstria sucroalcooleira e de areas de cultivo de cana-de-acUcar fertirrigadas com
vinhaca.

Uma elevada variagdo na condutividade elétrica foi diretamente associada aos
tratamentos V e MV no presente estudo. Esse parametro foi 0 que apresentou a maior
afinidade na PRC com os desvios detectados nos tratamentos contaminados pela vinhaca
em comparagdo ao controle. Altos valores de condutividade elétrica foram encontrados
nesses tratamentos apds a contaminacdo, os quais podem ser explicados pelas altas
concentragdes, na vinhaga bruta, de cations de potassio, calcio, aluminio, magnésio, sédio

e outros metais e anions como fosfato, nitrato, nitrito, dentre outros ndo quantificados no
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presente trabalho. O uso da vinhaca na fertirrigagdo pode aumentar a concentracdo de
nutrientes, especialmente potassio, nitrogénio, e fosforo, e de ions no solo, muito acima
da demanda nutricional das culturas, comprometendo a sua produtividade e propiciando
processos de lixiviacdo desses compostos para os corpos hidricos adjacentes (Nunes et
al., 2022), com consequente alteracdo da qualidade da agua.

No estudo de Gunkel et al. (2007) supracitado, a fertirrigagdo da cana-de-agUcar
foi a principal fonte poluidora do rio Ipojuca (Recife, Brasil) causando o aumento na
temperatura, turbidez e acidificacdo da agua, além da reducéo do oxigénio, ja destacada
anteriormente. Uma forte relacdo entre a contaminacdo com vinhaca e aumento da
turbidez e diminui¢do do pH da &gua também foi observada no presente estudo. A
turbidez é aumentada quando h& uma grande quantidade de material em suspensédo e,
assim, acaba comprometendo a atividade fotossintética de organismos autétrofos
presentes no ambiente aquatico (Nunes et al., 2022). Diferentes estudos da literatura ja
tém evidenciado que o baixo pH, normalmente menor que 4, é uma das principais
caracteristicas da vinhaga da cana-de-acUcar (Karp et al., 2022; (Palacios-Bereche et al.,
2022; Piffer et al., 2022). Nos tratamentos contaminados com a vinhaca, o pH foi o
parametro que apresentou a resposta inversa mais significativa com os tratamentos V e
MV indicados pela PRC, atestando esse processo de acidificacdo do corpo hidrico.

Dentre as diversas implicacdes associadas a reducdo do pH da &gua, ressalta-se
que condic¢des mais acidas aumentam a solubilidade de metais (WHO, 2006) alterando,
consequentemente, a biodisponibilidade desses compostos no ambiente aquético
(CETESB, 2009). Altas concentragdes de metais, associadas a condi¢Oes acidas do meio,
contribuem significativamente para o potencial poluidor da vinhaca (Freire e Cortez,
2000; Oliveira et al., 2020). Nesse sentido, a presenca de vinhaca, em V e MV, provocou
um aumento na concentracdo de diversos metais na agua, medidos apds a contaminacéao.
Diversos autores ja associaram a alta concentracdo de metais, especialmente Cd, Cr, Ni,
Pb, K, P, S, Fe, Mn, Zn e Cu, com efeitos a organismos expostos a vinhaca (Pedro-Escher
et al., 2014, Souza et al., 2013, Srivastava e Jain, 2010), cujas implica¢Oes para a fauna

de macroinvertebrados serdo posteriormente discutidas.

4.2. EFEITOS NA ESTRUTURA DA COMUNIDADE DE
MACROINVERTEBRADOS BENTONICOS

Nos ecossistemas aquaticos, as comunidades bioldgicas possuem uma relacéo
direta com as variagOes ambientais, alterando sua estrutura, composi¢éo e comportamento

ao passo que atributos bioldgicos, fisicos e quimicos do ambiente sdo alterados (Serrano
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Balderas et al., 2016). Da mesma maneira, 0s macroinvertebrados benténicos sofrem
influéncias de diversos fatores sobre sua composicéo e estrutura (Van de Meutter et al.,
2005), podendo haver a colonizagdo de espécies, principalmente daquelas com dispersdo
adulta aérea, desaparecimento ou reducdo da abundancia de alguns grupos em detrimento
do aumento de outros, conforme o grau de disturbio ambiental experimentado (Loeb,
1993). Atrelado a isso, a interferéncia dos processos naturais por fatores antropogénicos,
como a poluicéo por agrotdxicos ou residuos industriais, tal qual a vinhaga de cana-de-
acucar, pode provocar profundas alteracbes na comunidade de macroinvertebrados
bentbnicos, principalmente porque esse grupo inclui espécies com ciclo de vida que
contempla a coluna d’adgua e sedimento, aumentando a rota de exposi¢do desses
organismos que vivem e se alimentam em uma ou ambas as matrizes eventualmente
contaminadas (Castro-catala et al., 2016).

Por ser um herbicida, o mecanismo de acao do 2,4-D € descrito para o controle de
plantas dicotiled6neas, na qual esse agrotoxico é primariamente usado (Islam et al., 2018).
No entanto, estudos na literatura tém previamente descrito que esse herbicida pode
provocar efeitos para invertebrados aquaticos (e.g. Park et al., 2010; Pinto et al., 2021a e
2021c; Browne et al., 2014, Benli et al., 2007). Nesse sentido, houve um desvio
significativo da resposta do 2,4-D no T7 na PRC, atribuido, principalmente, ao aumento
da abundancia de organismos da subclasse Oligochaeta, além da diminuicdo no nimero
de Tanypodinae e Chironominae nesse periodo. Os estudos de Park et al. (2010) e Pinto
et al. (2021c), citados anteriormente, ja reportaram respostas adversas a larvas de
quironomideos expostos a esse herbicida, sendo que o efeito observado no presente
estudo pode ser atribuido a alta concentracdo inicial de 2,4-D nos mesocosmos. Em um
estudo em pocas artificiais contaminadas por 2,4-D, Stepherson e Mackie (1986) ndo
verificaram efeitos diretos sobre a fauna de macroinvertebrados benténicos, no entanto,
meses ap0s a contaminacao, houve um efeito indireto na comunidade pela dominancia de
oligoquetas da familia Tubificidae. Nesse mesmo sentido, uma hipotese para 0 aumento
dos oligoquetas no presente estudo pode ser atrelada a uma resposta indireta, pela redugéo
da competicdo por recursos alimentares causada pela diminui¢cdo de organismos da
subfamilia Chironominae.

De forma similar ao estudo de Stepherson e Mackie (1986), também foram
observados efeitos tardios (T28 e T150) de reducdo na riqueza de espécies nos
mesocosmos tratados com 2,4-D isoladamente. Nesse mesmo sentido, Harrahy, Edwards

e Hedman (2014) verificaram uma correlacéo significativa e inversa entre o tempo (dias
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apos aplicacdo) e a riqueza de macroinvertebrados em dois lagos tratados com 2,4-D para
o controle da macrofita invasora Myriophyllum spicatum L. Esses estudos, juntos, trazem
um peso de evidéncia acerca dos possiveis efeitos, direto e indiretos, do herbicida 2,4-D
para macroinvertebrados aquaticos, ressaltando os riscos associados a esse herbicida,
visto a importancia dessa assembleia biologica dentro dos ecossistemas aquaticos e
terrestres adjacentes (Balian et al., 2008).

Os insetos aquaticos representam, em termos taxonémicos, aproximadamente
60% da diversidade dos ecossistemas aquaticos e 70% da comunidade benténica (Sandin,
2003; Briers & Biggs, 2003, Balian et al., 2008). Devido ao caracter inseticida do fipronil,
apo6s a contaminacdo dos tratamentos F e M, houve um desaparecimento dos insetos
pertencentes as ordens Odonata e Diptera, especificamente das familias Libellulidae e
Chironomidae (subfamilias Tanypodinae e Chironominae), que apresentaram respostas
inversas aos desvios significativos desses tratamentos na PRC. Este inseticida faz parte
do grupo quimico pirazol e age como um forte bloqueador da regulacéo de ions de cloro
por meio dos receptores GABA (acido aminobutirico) em insetos, agindo diretamente no
sistema nervoso dos organismos expostos (Tomlin, 1994). Nesse sentido, atribui-se 0s
efeitos observados nos mesocosmos F, assim como com uma alta influéncia na mistura
com 2,4-D (M), & alta concentracdo desse inseticida. Como discutido anteriormente, as
concentracdes de fipronil medidas no inicio do experimento nesses tratamentos foram
cerca de 10 vezes menores que os valores ja detectados em ecossistemas aquaticos
presentes em areas de cultivo de cana-de-agUcar no Brasil, demonstrando o0s altos riscos
para as comunidades autdctones presentes nesses ambientes. Ressalta-se que no Brasil,
assim como em outras regides tropicais e subtropicais, a aplicacdo de agrotdxicos pode
ser intensificada no periodo chuvoso (verdo), aumentando a taxa de carreamento desses
compostos para 0s ambientes aquaticos, potencializando o0s riscos para as comunidades
bioldgicas (Gripp et al., 2017; Taniwaki et al., 2017).

Ao relacionar os indices ecolégicos com os parametros fisico-quimicos da agua e
concentracdo de agrotoxicos, foi verificada uma relacdo inversa entre a concentragdo de
fipronil e a riqueza, diversidade e abundancia de organismos da fauna de
macroinvertebrados, reforgando os efeitos deletérios desse inseticida na comunidade de
macroinvertebrados. Nesse mesmo sentido, ja foram detectadas diferencas na riqueza de
familias e abundancia da fauna de macroinvertebrados de sistemas experimentais

simulando cultivos de arroz irrigado tratados com agrotoxicos, incluindo o fipronil,
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comparados a sistemas que simularam a agricultura organica (ndo contaminados) (Rizo-
Patrén et al., 2013).

Estudos ecotoxicoldgicos ja demonstraram efeitos relacionados ao inseticida
fipronil para individuos das familias Libellulidae e Chironomidae em condic6es
controladas de laboratorio. Jinguji et al. (2012), por exemplo, observaram que larvas da
espécie Sympetrum infuscatum, pertencente a familia Libellulidae, foram sensiveis ao
fipronil, cuja exposicdo a baixas concentracdes (concentragdo inicial de 1,3 pg L7)
provocou a mortalidade de todas as larvas ap6s nove dias de experimento. Weston e Lydy
(2014), ao avaliarem o impacto do fipronil em macroinvertebrados bentdnicos,
verificaram que a espécie Chironomus dilutus foi a mais sensivel dentre as espécies
avaliadas, com CLso a0 composto de 32,5 pg L™2. Em um estudo em éreas de arroz irrigado
no Brasil, foi verificado que o uso de fipronil no tratamento de sementes provocou uma
reducdo na densidade de organismos da familia Chironomidae, com uma maior
sensibilidade de géneros pertencentes a subfamilia Tanypodinae (Marchiori; Baumart;
Santos, 2012). Nessa mesma linha, outro estudo verificou o desaparecimento e gradual
reaparecimento ao longo do tempo de organismos da familia Chironomidae, com
destagque a subfamilia Chironominae, em unidades experimentais de arroz irrigado
tratadas (tratamento de sementes) com diferentes doses de fipronil (Stevens; Helliwell,
Warren, 1998). A dominancia de quironomideos na fauna de macroinvertebrados em
ambientes dulcicolas tropicais varia entre 30 e 70% (Corbi and Trivinho-Strixino, 2008;
Kleine et al., 2011; Saulino et al., 2014) e esse grupo pode contribuir com até 80% da
produtividade secundéaria dos insetos nesses ambientes (Berg and Hellenthal, 1992),
evidenciando que o desaparecimento e/ou diminui¢do da abundancia de individuos dessa
familia implica em importantes perdas de fungdes ecossistémicas, com efeitos indiretos
dentro das cadeias troficas.

Nos mesocosmos que receberam a mistura dos agrotdxicos (M), todos os
organismos desapareceram, com excecao da subclasse Oligochaeta no T7 e T14. Esses
efeitos foram mais pronunciados em compara¢do aos mesocosmos que receberam os
agrotoxicos isolados e controle. Estudos ja tem reportado e discutido que a mistura desses
dois agrotdxicos causou efeitos deletérios mais severos do que quando 0os compostos
agiram de forma isolada para organismos de diversos grupos taxondmicos (Moreira et al.,
2020a; Moreira et al., 2020b; Silva et al., 2020; Freitas et al., 2022), com destaque para
macroinvertebrados da familia Chironomidae (Pinto et al. 2021b e c¢) e Hyalellidae (Pinto

et al., 2021a). Esses resultados, somados as evidéncias reportadas no presente estudo,
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demonstram que o uso concomitante do inseticida fipronil e do herbicida 2,4-D na
agricultura convencional potencializa os riscos para a biota autoctone de ambientes
aquaticos adjacentes aos campos agricolas.

Nos tratamentos com D, F e M foi observado uma alta abundancia de individuos
da ordem Pulmonata e sub-classe Oligochaeta. Adultos pertencentes a ordem Pulmonata
sdo tolerantes aos distlrbios ambientais (Goulart e Callisto, 2003). Da mesma forma, as
oligoquetas séo apontadas como resistentes as perturbagcdes ambientais (Beyene et al.,
2009; Hodkinson; Jackson, 2005) e estdo entre 0os grupos mais abundantes e diversos na
agua doce, possuindo uma notavel capacidade de habitar ambientes com baixo teor de
oxigénio (Wilzbach et al., 2018). Apesar disso, essa subclasse desapareceu nos
tratamentos VV e MV apds a contaminacao, reaparecendo apenas em MV apds 150 dias,
sendo o grupo mais afetado conforme a andlise de PRC pela contaminacdo dos
tratamentos com vinhaca. Nos tratamentos V e MV, houve uma acidificacdo da agua e
aumento da concentracdo de metais, fatores que podem ter contribuido para a reducéo e
desaparecimento dos oligoquetas, pois, embora alguns metais sejam essenciais para o
metabolismo desses organismos (Lukkari et al., 2005), dependendo da concentracao
podem provocar efeitos deletérios aos organismos (Cesar et al., 2011), ressaltando-se que
a diminuigéo do pH pode potencializar esse processo (Kim et al, 2017). Em concordancia
com essas constatagdes, Botelho et al. (2012), verificaram que o ajuste do pH da vinhaca
diminuiu sua toxicidade para duas espécies de cladéceros (Ceriodaphnia dubia e Daphnia
magna) e para o peixe Danio rerio. Além disso, a mistura de diferentes metais pode
contribuir para o desaparecimento desse grupo, tal como observado por Neto et al. (2018),
que verificaram que a mistura de metais causou maior toxicidade (sinergismo) a
diferentes espécies de oligoquetas.

Apesar das alteracdes significativas na qualidade da agua em V e MV, nesses
tratamentos foram observadas algumas familias pertencentes a ordem Diptera, como
Phoridae, Ephydridae e Sciomyzidae, que ndo ocorreram nos outros tratamentos,
incluindo controle. Na literatura, ndo foram encontrados trabalhos que estudaram os
efeitos de vinhaca para essas familias. A principal hipétese associada ao aparecimento
desses grupos, que apresentam dispersdo adulta aérea, foi 0 aumento da concentracéo de
matéria organica na agua, tanto pela aplicacdo direta da vinhaca, quanto pela morte das
macrofitas presentes nos mesocosmos apos a contaminacao. Estudos ja descreveram que
a aplicacdo de vinhaca em campos agricolas provoca uma atracdo e proliferacdo de

moscas (Souza et al., 2021; Serra et al., 2017), reforcando nossa hipotese associada ao
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aparecimento dessas familias. O aumento na disponibilidade de presas, no tratamento
contaminado pela vinhaga isolada, associado ao desaparecimento de grupos dominantes,
como as oligoquetas, ajuda e explicar o aumento da abundancia relativa de individuos da
ordem Odonata. No entanto, no tratamento MV, devido a presenca do inseticida, esse
processo ndo foi evidenciado, seguindo a tendéncia das respostas observadas nos
tratamentos F e M.

Pardmetros associados a poluicdo pela vinhaga, tais como a diminui¢do do
oxigénio dissolvido e pH da agua e aumento da concentracdo de nitrogénio e
condutividade elétrica da agua, foram relacionados aos indices ecologicos calculados para
a comunidade de macroinvertebrados, sendo que esses efeitos, de diminui¢do e aumento
dos parametros, foram associados ao empobrecimento da comunidade de
macroinvertebrados. Devido a complexidade da composicdo quimica da vinhaca, € dificil
estabelecer uma relacdo clara de quais parametros/compostos presentes nesse efluente
industrial sdo os responsaveis pelas respostas nos organismos (Pinto et al., 2022). No
entanto, percebe-se um efeito cumulativo entre aumento da carga organica e ibnica e
empobrecimento do meio (diminuicdo do pH e OD) na riqueza, abundancia e diversidade
de organismos, com desvios significativos em relacdo ao controle que persistiram até 75

dias ap0s a contaminag&o.

4.3. MUDANGCAS NA DIVERSIDADE FUNCIONAL DA COMUNIDADE DE
MACROINVERTEBRADOS BENTONICOS
A classificacdo dos macroinvertebrados aquaticos em grupos funcionais
alimentares é baseada nas suas caracteristicas morfo-comportamentais que se relacionam
diretamente a0 modo que esses organismos obtém e processam o alimento, tornando essa
abordagem uma ferramenta importante na caracterizacao dos ecossistemas e dos impactos
experimentados pelos mesmos (Cummins; Merritt; Andrade, 2005). Além dos efeitos
diretos sobre os organismos, a poluicdo da dgua pode indiretamente alterar o tipo e/ou
disponibilidade dos recursos alimentares, resultando na eliminagdo e/ou favorecimento
de certos grupos funcionais, com consequentes reflexos na riqueza e diversidade
funcional e equilibrio das populagdes (Duan; Wang; Xu, 2011).
No tratamento controle, assim como nos demais mesocosmos antes da
contaminag&o, foi possivel observar uma quantidade expressiva de coletores-catadores,
seguido de predadores e raspadores. A maior dominancia de coletores-catadores ocorreu,

principalmente, devido a presenga de organismos da subfamilia Chironominae e
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subclasse Oligochaeta. Coletores-catadores sdo organismos que apresentam pecas bucais
modificadas para coletar matéria organica fina (0,05-1mm) e ultrafina (0,0005-0,05mm)
que ficam acumuladas no fundo do corpo hidrico, sobre o sedimento ou outras regides de
depdsito de matéria organica (Ramirez; Gutiérrez-Fonseca, 2014). Esse grupo de
organismos, geralmente sdo abundantes em diversos tipos de ambientes, preservados e/ou
perturbados, principalmente em corpos d’agua Iénticos ou regides de depdsito (remanso)
em ambientes l6ticos, onde normalmente ocorre uma maior deposi¢cdo de matéria
organica, apresentando um importante papel, tanto na ciclagem de matéria e energia,
quanto na produtividade secundaria dentro dos ambientes aquaticos (Berg and
Hellenthal, 1992; Damanik-Ambarita et al., 2016, LI et al., 2013).

Oligochaeta e Chironominae incluem organismos tolerantes a altos niveis de
poluicdo organica devido, principalmente, a caracteristicas adaptativas morfologicas e
fisioldgicas que permitem que esses organismos sobrevivam, inclusive, em ambientes
pobres em oxigénio (Statzner e Béche, 2010). Entretanto, conforme descrito
anteriormente, especificamente em T14 para os tratamentos V e MV, assim como T75
apenas para V, ndao foram observados a presenca de nenhum organismo desses dois
grupos, devido aos fatores ja discutidos, implicando no desaparecimento dos coletores-

catadores nesses mesocosmos.

Devido a diminuicao/desaparecimento dos coletores-catadores nos tratamentos V
e MV, houve um aumento da abundancia relativa dos predadores e, em um menor grau,
dos raspadores. Predadores séo aqueles organismos que capturam e consomem presas
vivas (Merritt & Cummins, 1996b), sendo representados nesses tratamentos pelas larvas
da ordem Odonata. Larvas de Odonata desempenham um importante papel na dinamica
do ecossistema aquatico (Costa et al., 2006), e sdo predadores relevantes na teia alimentar
de agua doce (Oliveira et al., 2013). Além do desaparecimento de outros grupos
funcionais, outro fator associado ao aumento da abundancia de predadores é o aumento
da disponibilidade de presas pela proliferacdo de larvas de moscas das Phoridae,
Ephydridae e Sciomyzidae nos tratamentos contaminados pela vinhaca, uma vez que a
dieta desses organismos inclui outros insetos aquaticos (Corbet, 1999; Furlan & Dos
Anjos, 2015).

A eliminacdo dos insetos nos tratamentos contaminados pelo fipronil isolado e em
mistura com o 2,4-D provocou, como consequéncia, no desaparecimento dos predadores.
A diminuicéo e desaparecimento dos predadores podem ocasionar grandes alteragdes nas
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funcBes ecossistémicas de um ambiente, pois estes Sao responsaveis por mover a energia
entre niveis troficos e possuem potencial de controlar as populacfes de outros organismos
(Oberndorfer, McArthur & Barnes, 1984; Cooper, Walde & Peckarsky, 1990). Por essa
razdo, o desaparecimento dos predadores pode explicar 0 aumento da abundéncia relativa

dos coletores-catadores e raspadores.

Os organismos raspadores foram o terceiro grupo funcional mais predominante ao
longo do experimento. Os raspadores desempenham os papéis troficos de herbivoros,
detritivoros e generalistas, uma vez que utilizam diversas estratégias de alimentacdo ao
mesmo tempo ou durante diferentes fases da vida, raspando biofilmes, compostos por
algas, bactérias, fungos, animais e detritos aderidos a diferentes substratos com compdem
os diversos micro-habitats nos ambientes aquaticos (Rawer-Jost et al., 2000). Apesar de
ter sido evidenciado aumento nos valores dos parametros de clorofila a e b, associados ao
aumento na concentracdo de algas, nos tratamentos contendo vinhaga, os raspadores
desapareceram nesses mesocosmos em alguns periodos. Nesse caso, um incremento na
disponibilidade de recursos alimentares ndo refletiu, indiretamente, num favorecimento
desse grupo funcional, provavelmente devido a alta toxicidade da vinhaca e sua mistura
com agrotoxicos. A poluicéo orgénica, de uma maneira geral, implica num prejuizo para
a fauna de raspadores, causando a diminuicdo e/ou desaparecimento desse grupo
funcional (Duan; Wang; Xu, 2011; Helson e Williams, 2013). O desaparecimento dos
raspadores pode desequilibrar o ecossistema aquatico, pois por consumirem algas, esses
individuos exercem um efeito importante no controle populacional dos produtores
primarios (Ramirez; Gutierrez-Fonseca, 2014), no consumo de biomassa produtiva e
exercem forte influéncia na composicdo de espécies de algas (Feminella & Hawkins,
1995).

Os filtro-coletores estiveram presentes somente no tratamento M em T150, sendo
representados por organismos pertencentes a familia Hydrophilidae da ordem Coleoptera.
Buendia et al., 2013 identificaram essa ordem de organismos como sendo 0 grupo mais
sensivel, apresentando baixa ocorréncia em seu estudo de gradiente de sedimentacdo em
riachos. O baixo percentual desses grupos indica sensibilidade a degradagdo ambiental
(Helson e Willians, 2013). Os filtro-coletores possuem adaptagOes bucais especiais,
capturando particulas diretamente da coluna d’agua (Ramirez; Gutiérrez-Fonseca, 2014),
exercendo uma importante funcdo ecossistémica pela maior eficiéncia no uso desse tipo

de recurso e ao remover (filtrar) particulas organicas da coluna d’agua, reduzindo a taxa
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de exportacdo de particulas para trechos a jusante, promovendo servicos de purificacdo

da agua e ciclagem de nutrientes (Wotton, Malmqvist, Muotka & Larsson, 1998).

As diminuicdes na riqueza e diversidade de grupos funcionais observada na
mistura dos agrotoxicos reforca os riscos associado a ocorréncia desses dois compostos
em corpos d’agua, tanto para a estrutura, quanto para o funcionamento desses ambientes,
resultando em perdas 0s servicos ecossistémicos. Além disso, devido ao limitado numero
de grupos funcionais encontrados, além da alta variabilidade observada entre os
tratamentos e tempos, ndo foram detectadas diferencas estatisticas temporais na
composicao de coletores-catadores, predadores e raspadores. No entanto, ressalta-se que
houve uma tendencia de alteragdo ap6s a contaminagdo nos tratamentos F, M, V e MV,
devido ao desaparecimento/alteracdo na abundancia desses grupos ao longo do tempo,
como discutido anteriormente, reforcando as implicacGes funcionais aos ecossistemas
causadas por diferentes praticas de manejo agricola, especialmente em areas de cultivo
de cana-de-agUcar.

5. CONCLUSAO

O presente estudo contribuiu para um melhor entendimento dos efeitos toxicos e
levanta preocupagdes como concentracGes relevantes de campo dos agrotédxicos fipronil
e 2,4-D e da vinhaca de cana-de-agucar utilizada como fertirrigacdo exercem sobre as
comunidades de macroinvertebrados aquéaticos de forma realista através de modelos
ecossistémicos. Além disso, foi possivel observar que esses efeitos sdo mais severos

quando esses compostos ocorrem simultaneamente do meio ambiente.

Os principais efeitos identificados foram mudancas na composicdo e estrutura da
comunidade, o j& imaginado desaparecimento dos insetos na presenca do fipronil, bem
como a diminuicdo da subfamilia Chirominae, fato que possivelmente reduziu a
competicdo por recursos e consequentemente contribuiu para a aumento de Oligochaeta
neste tratamento, e também a mistura de ambos os agrotoxicos fez com que todos os
organismos desaparecessem em T7 e T14, exceto Oligochaeta. Além disso, as principais
alteracOes nas caracteristicas funcionais observadas foram em T14 para os tratamentos V
e MV, e em T75 para V, 0s organismos coletores-coletores Oligochaeta e Chironominae
considerados tolerantes a altos niveis de poluicdo organica ndo foram observados, e
também o desaparecimento de insetos na presenca de fipronil, que sdo classificados como

predadores. Além disso, foram observados efeitos consequentes das alteracdes nas
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caracteristicas fisico-quimicas da agua, devido a acao, principalmente da vinhaca, como
alta carga poluente, atestado pelos altos valores de DBO e DQO, nutrientes, ions e teores
metélicos, e também baixo pH.
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Table S1: Numero médio de familias de macroinvertebrados benténicos nos mesocosmos controle (C), 2,4-D (D) e fipronil ao longo do tempo de 7 dias (T-7) e 1 dia (T-1) antes
da contaminacdoe 1 (T1), 7 (T7), 14 (T14), 28 (T28), 75 (T75) e 150 (T150) dias ap06s a contaminagdo. A classificacdo dos Grupos de Alimentacdo Funcional (GFA) foi separada
em coletores-coletores (CC), filtradores (F), filtros-coletores (FC), raspadores (Rs), trituradores (Tr) e predadores (Pr).

C D F

Ordem Familia GFA T-7T-1 T1 T7 T14 T21 T75 T150 T-7T-1 T1 T7 T14 T21 T75 T150T-7 T-1 T1 T7 T14 T21 T75 T150
Libellulidae Pr 2 1 4 1 2 2 5 4 -1 - 2 3 - 2 4 1 - 2 - - - - -

Odonata o

Coenagrionidee Pr - 3 - - - - - - - .- - . -

Pulmonata Planorbidae Rs 7 6 3 2 9 8 22 8 - - 1 1 2 1 3 1 - 12 9 3 6 14 22 2
Phoridae e - . - - -

Ephydridae [ - - - - ... - - ..o -

Sciomyzidae Pr - - - - - - - - - - - - -1 - - . -

Tabanidae Pr - - - - - - - - e - ... -

: Muscidae Pr - 1 - - - 1 - - - - - ..o - . -
Diptera Culicidae cc - - - - - - - - . - - -
Ceratopogonidae Pr - - - - - - - 1 - - - - - . -

Chironominae = CC 145 34 25 12 - 2 25 107 27 - 3 12 3 8 41 39 13 17 - - - - 8 154

Tanypodinae Pro 13 8 - 11 2 1 - 1 3 - 4 2 - - - R s -

Orthocladiinae C¢C - - - - - - - - - -1 - - - - ... -

Hydrophilidae @~ FC - - - - - - - . - . -

Coleoptera Haliplidae el - . - - .. .
Dryopidae Rs - - - - - - - -1 - - - e - . -
Leptophlebiidee C€C - - - - - - - 1 - ... -

Ephemeroptera Caenidade cC . L S ] T ]
Basommatophora  Physidae Rs - - - - - - - - . - - ..o -
Hemiptera Corixidae _ Rs. - - - - - - - - - - - ... - . -
Belostomatidae Pr - - - - - - - - o o - - - - . ... . .. .-

Oligochaeta* cC 2 7 7 12 77 68 79 234 14 3 26 29 62 9 35 55 3 - 2214 7 69 17 11

*A classificacdo Oligochaetata no nivel de subclasse. ** Classificacdo de Alimentos Funcionais ndo identificada por Grupo de Alimentos Funcionais.

85



Table S1: Numero médio de familias de macroinvertebrados benténicos nos mesocosmos controle (C), 2,4-D (D) e fipronil ao longo do tempo de 7 dias (T-7) e 1 dia (T-1) antes
da contaminacdoe 1 (T1), 7 (T7), 14 (T14), 28 (T28), 75 (T75) e 150 (T150) dias ap06s a contaminacdo. A classificacdo dos Grupos de Alimenta¢do Funcional (GFA) foi separada
em coletores-coletores (CC), filtradores (F), filtros-coletores (FC), raspadores (Rs), trituradores (Tr) e predadores (Pr). (continuacéo).

V M MV

Ordem Familia GFA T-7 T-1 T1 T7 T14 T21 T75 T150 T-7 T-1 T1 T7 T14 T21 T75 TI150 T-7 T-1 T1 T7 T14 T21 T75 T150
Libellulidae Pr - - - 4 3 4 1 - 2 - 1 - - - - - 11 1 1 2 - - -

Odonata o
Coenagrionidae P - - - - - - - - 1 - - - - - - T i
Pulmonata Planorbidae Rs 2 2 1 2 - - - 2 - - - - - 13 127 5 9 6 4 - 1 - - 14
Phoridae S R S - R - - - - - - 18 - -
Ephydridae .- - - - 4 - - - - .- e _
Sciomyzidae Pr - - - - 1 18 - - - - - - Y I ]
Tabanidae Pr - - - - - - - - - - - - T ]
: Muscidae Pr - - - - - - - - - - - - - ..o - i
Diptera Culicidae cc - - - - - 18 - - - - - - - - T - 3 _
Ceratopogonidae Pr 1 1 1 1 1 1 1 1 - - - e i
Chironominae cC 61 26 9 3 - 1 - 11 18 27 2 - - - 7 8 947724 5 - - 38 14
Tanypodinae Pro 12 1 3 - - - - - 5 1 2 - - - - - 711 2 1 - - - 1
Orthocladiinae cc - - - - - - - - - - - - - - T - . i
Hydrophilidae Fc - - - - - - - - - - - L - 1 7 - - o - B i
Coleoptera Haliplidae *ooooo- 1 1 - - - - - - - - - - ..o - . i
Dryopidae Rs - - - - - - - - - - - - - - - ..o - . i
Leptophlebiidee =~ CC - - - - - - - - - - - - - - - ... - . i
Ephemeroptera Caenidade cc 1 - - - - - - - - - - . - . . . -1 - ; } ) )
Basommatophora  Physidae Rs - - - - - - - - - - - .. T _
Hemiptera Corixidae Rs. . - - - - - - - - - e - L . _
Belostomatidae Pr - - - - - - - - - - - - - - - ... - . i
Oligochaeta* ccC 3 2o - - - - - - 7 1 28 1- 1- 58 14- 81 3 4 3 3 - - - 3

*A classificacdo Oligochaetata no nivel de subclasse. ** Classificacdo de Alimentos Funcionais ndo identificada por Grupo de Alimentos Funcionais.
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Table S2: Caracterizacao fisico-quimica da vinhaca pura adaptada de Pinto et al (2021).

Parametros Concentracoes
pH 3,91
Condutividade elétrica (mS cm™) 8,42
Demanda bioldgica de oxigénio - DBO 46,500
(mg LY

D?manda quimia de oxigénio - DQO (mg 107,000
L)

Dureza (mg CaCOs LY) 3,500
Nitrogénio total (mg L) 639
Fosforo total (mg L™?) 150
Amoénia (mg L) 53
Cromo - Cr (mg L?) 0,207
Cobre - Cu (mg L?) 3
Chumbo - Pb (mg L) 0,340
Manganés -Mn (mg L) 6,24
Ferro - Fe (mg L™?) 247
Niquel - Ni (mg L) 0,183
Cadmio - Cd (mg L™?) 0,025
Zinco - Zn (mg LY) 1,23
Cobalto - Co (mg L) 0,219
Litio - Li (mg L™) 0,031
Magnesio - Mg (mgL™) 391
Antimdnio - Sb (mg L™?) 0,530
Aluminio - Al (mg L™?) 500
Baério - Ba (mg L™?) 2
Célcio - Ca(mg L) 1,140
Sédio - Na (mg L™?) 60
Potassio - K (mg L) 3,360

Fonte: adaptado de Pinto et al. (2021).



Table S3: Média das variaveis ambientais das amostras dos tratamentos dos mesocosmos de controle (C), 2,4-D (D), fipronil (F), mistura de defensivos (M), vinhaca
(V) e mistura de defensivos com vinhaca (MV) ao longo do tempo, 7 dias (T-7) e 1 dia (T-1) antes da contaminacdo e 1 (T1), 7 (T7), 14 (T14), 28 (T28), 75 (T75) e
150 (T150) dias apds a contaminacao.

C D
T7  T1 TL T7 T4 T8 T?5 TS0 T7 T-1 TL  T7 T4 T28 TS Té‘:’
. 2316 2114+ 22,12 21,10 23,38 21,48 2360 23,10 20,03 21,97 20,87 23,30 21,43
Temperatura (°C)  2366£0.2 o5 06" 403 +05 +03 =01 2% +02 +04 %07 +06 +06 04 +03 000
621 599+ 586 614+ 636 6,66+ 551 600+ 595 587+ 59+ 6338 6,63
pH 5%x01 b3 01 02 02 01 01 %% +02 o005 +02 02 02 01 +00 29
Condutividade elétrica (oo, ;o 2580 2666+ 3082 3136 3432 4298 . 1153 2653 3087 3493 3873 46,3 o147 0.00
(S cm™) TR 129 3,0 +50 +£70 £65 97 ’ +21 £50 +78 =50 54 £6,0 11_6 ’
Oxigénio dissolvido g, o, 452 252+ 170 400+ 201 194% ,., 399 471+ 302 164+ 205 107 129 .o
(mg LY S6£04 410 07 +04 04 +11 11 ™ +09 02 +09 07 06 +06 +05
Oxigenio dissolvido e oo , = & 156 2702+ 1926 2898 L% 2180 5110 1080 5433 337 1883 2267 11,73 14,60 0.00
[0) ! =™ - - ’ - - ’
saturado (%) 12.0 8,0 +50 +44 127 +13,0 102 +2,3 107 +85 £63 £7,0 +57
. 250 296+ 2320 2520 6,65 17,62 207 382+ 521 2667 3167 685 12,14
.l 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Turbidez (Mg L) 257£15 57 15 185 +150 +53 +88 °'8 109 20 45 +136 %180 #57 22 000
15,03 30,68
. 285 1503+ 410 802+ 93 3022 396 657+ 1600 22,55 1356 16,00 "

-1 L] 1 L] L] 1 1 1 1 1 1 1
Clorofilaa(ugL™)  250£24 %) "800 410 95 16:1 ra45 8702 135 537 170 +243 +112 +57 2(;-”5 0,00
. . 385 2860+ 502 1313 2000 4730 1855 995 1079 2799 3101 2826 2709 3394
Clorofilab (ngL™) ~ 497£22 .54 157 +63 +187 1. +760 4 +77 +90 X +292 x2a7 F % 000

£20 167 %63 £187 ,5 *76 B0 90 qgq 2292 X247 54 p57

. 1400 1640+ 13,60 1320 1640 22,00 13,00 18,67 14,00 14,67 18,67 18,67
Dureza (mg CaCO3 L") £37 17 +11 +30 #20 +73 1800 +65 +23 +00 +30 #23 +75 00
Nitrogénio total (Mg L' 1, 04 104+ 154 051+ 104 131+ 063 0,96 121 096+ 126+ 121 152 086
1) PO £0, 07 +05 05 =08 09 +04 0,1 +03 01 07 +04 +08 +03
,  eooss 22320 1507 15114 3232 ggqo 1072 1481 1583 1c0gg 19315 1983 1306 935
Fasforo total (ug L™) 324 + 4349 4+ + 439 0z + 758 6 1+ 2+ +711 +363 2+ 4+ 8%
! £A34Z 901 THI 5g09 T8 463 361 143 T £33 143 581 310
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3,54

. 197+ 350 319+ 197 170+ 457 509 287 439+ 395+ 287 361
-1 l ) ) l l ’ l l l 1 1 1
Nitrito (ug L) 309207 03 *12 02 10 04 66 +28 £11 14 15 11 oo *21
Fésforo inorganico (ug 98,05+ 331 7754 905 5599 3557 14,57 990 37,18 886+ 900 2081 334
L) 348221 a9 T o1g  F samp E 0% £21 +380 12 =+21 F 8%
9 571 18 5ge T2 974 11 t21 2380 12 221 434 159
Fosfato total dissolvido 11522 31,12 41,77 112 29094 4811 26,14 2010 2455 51,01 29,10 09 525
(g L) 155635 +37 +57 +62 2% o % £40 +36 +31 =40 T 1%
37 57 %62 o549 5810 208 148 +40 236 31 £40 134 993
Nitato (ug L) 4188 2537+ 3430 3p04 2537 9479 3337 4080 4198 3372 3B50 4198 2250 5
11,4 88 g5, 105 .3, 40 I T £87 216 +121 £87 %26 /)
86,39
N 261+ 8039 404+ 261 259+ 495 153 273 7060 482+ 273 298 176
-1 1 ) 1 1 L] 1 1 1 1 1 1 1
Silicato (mg L)~ 1,19£0,7 1,1 954 21 +20 06 +71 02 +04 +213 04 +04 +03 06
Amonia gLy 4099 7895+ 256 3683 (0,0 8268 o' 2867 05 320+ g X0 2154 ST
27.4 263 04 +409 o £774 0% %62 e 10 23 136 157 a0
F M
T7T1 TL T7 T4 T8 T3 TISO T7 T4 T T7 T4 T2 T 0
. 2353 21,10+ 21,87 2080 2313 21,27 2343 2253 2003 21,07 2080 2320 2153
Temperatura (°C)  2350£01 56 06 401 %02 +01 201 %00 403 +04 %02 %04 =203 200 z01 2%
615 609+ 584 604+ 617 684+ 563 607+ 605 597+ 597+ 644 691
PH 565203 406 02 +04 03 01 02 29 403 02 +01 02 03 02 +01 %90
Condutividade elétrica 1, o, 3067 2796+ 3350 3433 %' 3463 o 1719 3333 0% a183 ez P O
-1 ' =™ - ) = = X )
(uS cm) £48 261 %50 £70 7. %300 £87 £120 0, 125 £141 00 .0,
Oxigénio dissolvido oo ., 500 482% 207 232+ 238 359% . 383 308+ 377 109+ 124% 133 474
(mg L) 9rxl2 %1 13 +18 18 +16 11 %% 102 07 +06 09 06 +07 +05 O
Oxigénio dissolvido 4643+ >%," 5063+ 230 2543 %07 5127 4453 3567 3073 1220 1343 1457 5360 o
saturado (%) 141 2 124 oo #200 oo, 272 0% £30 £74 £71 #117 06 78 62

89



Turbidez (mg L)

Clorofilaa (ug L?)

Clorofila b (ug L™?)

Dureza (mg CaCO3 L)

Nitrogénio total (mg L
9

Fosforo total (ug L)
Nitrito (ug L™)
Fdésforo inorganico (ug
LY
Fosfato total dissolvido

(Mg LY

Nitrato (ug L?)

Silicato (mg L™?)

Amonia (ug L)

3,85+23

5,71+4,9

13,61+
11,6

0,18+0,1

0,59+0,3

148,78 =
31,7

4,96 +3,0

4,66 £ 4,5

22,12 +
12,9

51,96 +
21,8

190+14

3,68
+3,1

5,00
+43

6,66
+7,2

10,67
+1,1

558
3,6

26,89 +
10,0

40,88 +
11,1

20,67 +
50

0,24 +
0,2

0,97 +
1,0

135,90
+23,0

2,71+
0,5

32,60 +
24,2

52,43 +
28,2

41,56 £
7,3

3,97 £
2,4

30,00
+4,3

7,03
4,7

8,94
+9,6

1533
+11
0,27
0,03
1,04
+0.2

154,6
4+
61,6
4,32
+1,7

12,22
+25

25,46
145
46,39
39,3
104.3

9+
98,1

26,33
15

7,57
1,8

12,04
+59

14,67
+2,3

0,23+
0,1

0,82+
0,3

120,13
+ 46,8

4,25+
1,1

35,24
+9,6

21,87
+121

17,13
9,1

43,71
+3,8

6,16
+2,0

26,89
20,2
40,88
111
20,67
+50
0,24
0,24
0,97
+10

135,9
0+
23,1

271
+0.5
32.60
24,3
52.43
28,2

41,56
7,3

3,97
24

30,82
+5,0

44,18
+3,0

63,71
+18,1

29,33
+8,0

0,58 +
0,0

2,46 +
0,2

193,49
+10,0

507+
0,9

63,18
+9,0

97,68
+8,0

23,62
+73

574
1,7

0,00
0,00
0,00

0,00

0,21
+0,1

0,76
+0,5

1245
9+
22,2

6,26
+53
17.99
12,5
69,92
43.8
36,25
12,7

3,99
+11

1,83
+0,5

0,54
+0,3

3,33
+14

0,17

0,02
0.56

0,09
66,40
50,9

3,06
+17

3,67
2,2

13,14
+77
21,71
10,1
2.76
+18

6,22 £
7,1

6,48 £
6,5

10,01
+14,1

15,33
+1,1

6,17
+3,0

20,65
19,0
2513
14.6
22.00
+6.0

0,36
0,07
1,44
+03
93,83
35,5

2,73
+1,6

6,72
+43

21,03
+9,9

44,79
+75

4,59
+3,0

25,00
+4,6

5,49 +
0,8

4,61 +
1,5

18,00
+4,0

0,30 +
0,06

1,18 +
0,3

90,09
+11,7

3,44
0,7

13,21
+3,9

18,16
+3,1

17,45
+10,5

55,47
+27,0

26,00
+131

5,63+
3,2

7,98 =
51

18,67
+23

0,15+
0,02

0,48 =
0,1

162,65
+52,6

5,69 =
1,4

55,21
+23,0

16,75
+8,2

17,56
*+6,8

83,40
+ 23,6

7,60
+3,0

20,65

19,0
25,13
14.6
22.00
+6.0

0,36
+0,1

1,44
+0,3

93,83
35,5

2,73
+1,6

6,72
+43

21,03
+9,9

44,79
+7,5

4,59
+3,0

25,94
12,3
39,31
17.0
46,58
15.0
30,00
+60
0,25
+0.2
0,93
0,81
1387
3+
175
11,04
12,0
55,58
19.6
80,12
21,0
44,04
218
5,64
+20

0,00
0,00
0,00

0,00

0,27
+0,1

1,01
+0,6

271,
49 +
111,

4,54
+1,1

21,5
3%
8,7
69,4
3%
13,7
24,5
7%
4,9

4,04
+1,3
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Y, MV
T1 T7 T4 T28 T75 T150 T-7 T T1 T7 T4 T28 TS Té5
Temperatura (0) 2350202 230 2113 1073 2227 2153 2145 2377 2320 2027 2103 1983 2233 2127 219
p 20202 755 +01 +03 +01 +03 +00 +02 +04 +03 +03 +03 +03 204 0
6,18 219 se0x &7 693 622 557 604x 07 aglx 530+ 675 711

+0.8 ooa Ol ogs 03 ®09 £02 01 T, 003 03 00 %01
Condutividade elétrica 28 47 4426 )6q 909 9410 33560 1155 1 g7 5403 3457 y3p53 40117 2215 394 o6
1280442 o 0 22 0x x5 0T B0y AN UM e 3a 2

*8, 307 364 355 1566 1240 TA4 05 g 252 226 o) 47y
Oxigénio dissolvido 5 3, . 1 g9 497 044 015+ 0% 016+ 036 385 468+ 1,12 028+ 02+ 049 008 L1
34219 155 £02 01 3, 01 %00 06 06 +04 007 01 *03 +00 ©
Oxigénio dissolvido >33 483 160+ 553 187+ 425 4520 5303 11,80 310+ 303+ 493 083 113
saturado (%) e £27 10 +32 16 +03 +80 +33 +50 07 16 +36 +08 0
Turbidez (mg LY 6.67 1;‘%;3 12333 3490 2404 492 358 168+ 137;6 150,33 102,33 4307 3907 415
+71 oo 151 £14 £188 20 £31 09 % #195 £102 ., T, 6
Clorofila a (ug L) 8,93 T2 goog 70 o5 BT og5 185+ 0 uger so97 0% 316 313
o3 1 *107 i 120 i1, #1009 T, #107 £275 i, %90 9

182.6

Clorafila b (ug LY 17,36 1542 11435 >%% 1986 1897 612 222+ 7+ 2550 11681 1§2+'6 3226 291
56 £83 372 (3, +125 £33 £23 20 1:236, £301 596 0 ST
Dureza (g CaCO3 L) 40,67 1967 1367 1007 7535 1900 5733 107 1133 1333 %07 8267 600
+57 g t21 g3 151 400 110 ,gg 57 2208 5o £64 0
Nitrogénio total (Mg L™ 4, 0 o 190 1,72+ 299 174+ 063 02 281 201+ 127+ 281 176 085
1 meEs +03 04 +07 12 +0,3 063 +10 0,3 05 +10 +06 +05
, 862 78l 1372 789+ 271 0,68 1287 915+ 568+ 1287 797 375
-1 1 1 1 l l l l l l l l l
Fosforo total (kg L7) - 1,23+£0,05 £16 20 +32 60 13 0.2 £50 16 24 50 +30 %21
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Nitrito (ug L?) 902’9231
Fésforo inli)_rlgjénico (ug 2.49+0.8
Fosfato (tﬁtgalL(_jli)ssolvido 323407

Nitrato (g L™?) 10,82 + 3,0

Silicato (mg L™) 15,10+ 0,5

Amonia (ug L?) 1,96 £ 0,6

1021,4
+153,8

14,29 +
12,6

213,00
+334,2

3538+
385,7

41,47 +
9,5

5,59 +
2,2

1048,
7+
266,6

4.74
+0.8
38,01
12,6
1714
116.9
62,66
30,1
1506

4+
1359

891.0
2507

15,72
+9,0

37,60
+17,7

354 %
17,8

93,90
+ 15,7

208,80
+11,2

1021,
4+
153,8

14.29
12,6
213.0

0+
334,2

353.8
385,7

41,47
+9,5

5,59
+2.2

3285
160,2

10,31
+4,7

30,13
+27,5

133,0
+52,3

25,85
+0,5

5,45+
1,0

1717
31.0
12,52
131

7,14
4,1

52.9
211
37.97
23.0

3,37
+0,8

54,05
18,6

1,17
+0,7

4,34
+2,5

11,43
*+6,6

15,53
+9,0

1,58
+1,0

1506,
1+
415,2

15,46
+9,7

67,42
63,6
265,4
1865

27,33
+2,7

5,56
+0,8

1415,1
+27,1

5,56
1,6

80,07
+ 27,6

229,9
+12,3

40,02
+8,7

2,56
0,3

853,7
+

253.6

7,90 =
0,7

28,59
*+6,2

25,7+
16,0

29,45
+4,0

123,79
+19,8

1506,
1+
415,2

15,46
+9,7

67,42
63,6
2654
1865

27,33
+2,7

5,56
+0,8

807,1

1029,

14,51
+55

29.42
19,1
250,5
108.6

25,64
+3,3

6,85
+19

272,
7%
143,

2,84
+0,2

4,07
+3,0

31,1
2+
10,0
23,3
8+
6,8

3,14
+1,0
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CONSIDERAGCOES FINAIS

Nas ultimas décadas as praticas agricolas vém causando diversos impactos para o
meio ambiente, principalmente a respeito do langamento intencional ou nédo de
substancias indesejadas nos corpos d’agua, especialmente os proximos das areas urbanas
e areas de cultivo. Neste sentido, sendo parte fundamental dos ecossistemas aquaticos, a
comunidade de macroinvertebrados bentdnicos € fortemente influenciada por esses
contaminantes que atingem seus habitats. Embora diversas caracteristicas devam ser
levadas em consideracdo quando se define os organismos bioindicadores para estudos
ecotoxicoldgicos, os resultados obtidos nesse trabalho enfatizam a importancia de se
trabalhar com os macroinvertebrados benténicos, pois responderam de formas diferentes
aos impactos testados. Além disso, como visto, 0s macroinvertebrados sdo organismos
diversos, uma vez que apresentam diferentes caracteristicas funcionais, com tolerancias
diferenciadas aos efeitos toxicos, sendo eles tolerantes, intolerantes ou resistentes as
perturbacdes, e portanto, através das respostas da caracteristica da comunidade obtida,
seja pela perda de organismos, permanéncia e até mesmo reestabelecimento deles na
comunidade, foi possivel compreender e captar a satde da &gua analisada pelo simples
fato da presenca ou ndo deles em um determinado periodo do experimento sob um

determinado tratamento.

O estudo avaliando a toxicidade dos agrotdxicos que sdo amplamente aplicados
na cultura da cana-de-acUcar e da vinhaca, separados e em mistura, também trouxeram
reflexdes sobre a acdo destes de forma simultdnea, evidenciando a importancia e
necessidade de investigacOes adicionais para se obter uma maior compreensdo da

interacdo dos mesmos, uma vez que entende-se que efeitos sinérgicos podem ocorrer.

A fertirrigagdo com vinhaga tem sido utilizada na agricultura como uma
alternativa econémica e ambiental para um residuo o qual ndo tinha destinacdo, mas
entendendo que a presenca da mesma nos corpos hidricos e compreendendo as diversas
possibilidades da sua chegada nestes, bem como seu potencial poluidor, estudos mais
abrangentes sobre a vantagem do seu uso precisam ser mais explorados. Vale ressaltar
também que o estudo ter sido realizado utilizando do sistema de mesocosmos como uma
forma de expressar caracteristicas de poluicéo real facilitou na compreensdo de como 0s
complexos ecossistemas aquaticos sdo afetados e 0s processos nos quais 0s contaminantes
sdo englobados e conseguem exercer seu potencial poluidor, ainda mais entendendo como

0s ecossistemas reagem de maneiras diferentes e como apresentam particularidades nas
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suas formas de recuperacdo frete as mudancas nas quais estdo susceptiveis. Além disso,
levantou-se importancia de experimentos realisticos, mais proximos do campo
possibilitado pelos mesocosmos, algo a ser mais incorporado em futuros trabalhos de
avaliacdes da qualidade ambiental utilizando organismos bioindicadores e reproducées

reais de contaminacéo.
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