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Resumo

Este trabalho teve como objetivo verificar através de exposigdes a curto e longo prazo, os
efeitos diretos e indiretos das dguas contaminadas dos Igarapés do Mindu e do Quarenta
sobre larvas do anuro, hilideo Osteocephalus taurinus. Para tanto, foram realizados dois
experimentos através de exposi¢des de 96hs a um gradiente crescente de concentragdes, se
avaliou os efeitos agudos da contaminagdo, sobre ovos ¢ larvas em estagio 25 — larva livre,
natante e sem a presen¢a de branquias externas. Nao foi verificada mortalidade e nem
anomalias aparentes em curto prazo para ambos os igarapés tanto para os estagios de ovo,
como para o de larva. Para avaliacdo dos efeitos cronicos da exposicdo, foram utilizadas
larvas em estagio 25 de Gosner, onde estas foram expostas as aguas contaminadas até
alcangarem a metamorfose em um experimento unifatorial utilizando um tratamento
Controle e dois outros utilizando 100% da concentracdo da agua dos respectivos igarapés.
Os compostos nitrogenados [Amodnio (NH4"), Nitrito (NO,") e Nitrato (NOs)] verificados ao
longo dos experimentos mostraram-se sempre em maior concentracdo para o Igarapé do
Mindu em relacdo ao do Quarenta e, apesar de as concentragdes de pH, oxigénio dissolvido
e temperatura terem se mantido sempre proximas entre os tratamentos e tendo ainda todos
os individuos recebido a mesma alimentagdo, nos dois tratamentos com agua dos igarapés,
houve diferenga significativa na duragdo do periodo larvario, no tamanho da metamorfose
bem como na taxa de crescimento em relagdo ao Controle. O periodo larvario no Igarapé do
Mindu foi menor, com o tamanho ¢ a taxa de crescimento maiores em relagdo ao Controle.
Ja no Igarapé do Quarenta, a situag@o se inverteu, foi observado um periodo larvario maior,
com o tamanho na metamorfose e a taxa de crescimento menores que no Controle. Os
efeitos cronicos produzidos por exposicao a agua de igarapés contaminados sao indicios de
que a contaminacdo continua dos igarapés e/ou corregos urbanos pode desequilibrar a
dindmica populacional de anfibios, trazendo consigo, outras alteracdes ecoldgicas. Estes
resultados demonstram possiveis conseqiiéncias da contaminacdo por efluentes urbanos

sobre comunidades larvarias de anfibios de igarapés e pogas de floresta de terra firme.



Abstract

This study aimed to verify through exposure to short-and long-term, direct and indirect
effects of contaminated water from streams Mindu and Quarenta on anuran larvae, hylid
Osteocephalus taurinus. Two experiments were conducted over 96 hours of exposure to a
gradient of increasing concentrations, we assessed the acute effects of contamination on eggs
and larvae in stage 25 — larvae free natantia and without the presence of external gills. There
was no mortality and no apparent anomalies in the short term for both streams for both
stages of egg, as for the larvae. To assess the effects of chronic exposure, larvae were
used in stage 25 of Gosner, where they were exposed to contaminated water until they
reach metamorphosis in an experiment using a one-factor control and two treatment
using 100% of the concentration of water in their streams. The nitrogen compounds
[ammonium (NH"), nitrite (NO;") and nitrate (NO3)] produced in the course of the
experiments were always in a higher concentration for the affluent of Mindu in relation
to the Quarenta, while the concentrations of pH, dissolved oxygen and temperature
have remained always close between treatments and also taking all individuals received
the same feed in two streams of water treatments, a significant difference in the length
of larvae, size of metamorphosis and growth rate compared to control. The period of the
larvae in Stream Mindu was lower, with the size and growth rate higher than in the
control. In the Stream Quarenta, the situation is reversed, there was a period of larvae
increased with the size at metamorphosis and growth rate lower than in control. The
effects produced by chronic exposure to contaminated water streams are indications that
the continuous contamination of streams and / or urban streams can upset the population
dynamics of amphibians, carrying, other ecological changes. These results demonstrate
possible consequences of contamination by urban sewage on larval amphibian

communities of streams and pools of forest land.



"Hoje € o petroleo. Amanha podera ser a agua.

Hoje ¢ o deserto do Oriente Médio. Amanha podera ser a bacia Amazonica."

(Antdénio Ermirio de Morais)



Formatacao:

A dissertacao apresentada segue as normas do periodico South American Journal of
Herpetology.



Objetivos

Objetivo Geral

Avaliar, em condi¢des experimentais, os efeitos da contaminacao por efluentes

urbanos das aguas de dois igarapés de Manaus - Amazonas, sobre o desenvolvimento de

ovos e larvas de Osteocephalus taurinus.

Objetivos Especificos

e Estimar a concentracdo letal média CL50(96) das dguas contaminadas de dois
igarapés da area urbana de Manaus (Igarapés do Quarenta e do Mindu) para

ovos ¢ larvas de Osteocephalus taurinus, por testes de toxicidade aguda;

e Estimar os efeitos cronicos das aguas contaminadas dos Igarapés do Quarenta e

do Mindu sobre larvas de O. taurinus, medindo as seguintes variaveis:

(1) Mortalidade;

(2) Duragao do periodo larvario;

(3) Tamanho na metamorfose (no estagio 41 de Gosner);

(4) Taxa de crescimento larvario (do inicio do experimento até¢ a metamorfose);

e Verificar os parametros fisico-quimicos (pH, oxigénio dissolvido, temperatura),

e analisar os parametros quimicos (amonio, nitrito e nitrato) in loco da agua dos

locais de coleta e dos experimentos.
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo verificar através de exposi¢des a curto e longo prazo, os
efeitos diretos e indiretos das dguas contaminadas dos Igarapés do Mindu e do Quarenta
sobre larvas do anuro, hilideo Osteocephalus taurinus. Para tanto, foram realizados dois
experimentos através de exposi¢des de 96 horas a um gradiente crescente de concentracdes,
onde se avaliou os efeitos agudos da contaminagdo, sobre ovos e larvas em estagio 25 —
larva livre, natante e sem a presenca de branquias externas. Nao foram verificadas
mortalidade nem anomalias aparentes em curto prazo para ambos os igarap€s tanto para os
estagios de ovo, como para o de larva. Para avaliagdo dos efeitos cronicos da exposigao,
foram utilizadas larvas a partir do estagio 25 de Gosner, onde estas foram expostas as aguas
contaminadas até alcancarem a metamorfose em um experimento unifatorial utilizando um
tratamento controle e dois outros utilizando 100% da concentragdo da agua dos respectivos
igarapés. Os compostos nitrogenados [Amonio (NH4"), Nitrito (NO,") e Nitrato (NO3)]
verificados ao longo dos experimentos mostraram-se sempre em maior concentragao para o
Igarapé do Mindu em relacdo ao do Quarenta e apesar de as concentracdes de pH, oxigénio
dissolvido e temperatura terem se mantido sempre proximas entre os tratamentos e tendo
ainda todos os individuos recebido a mesma alimentag@o, nos dois tratamentos com agua
dos igarapés, houve diferenca significativa na dura¢do do periodo larvario, no tamanho da
metamorfose bem como na taxa de crescimento em relagdo ao controle. Sendo o periodo
larvario no Igarapé¢ do Mindu menor, com o tamanho e a taxa de crescimento maiores em
relacdo ao controle. Ja no Igarapé do Quarenta, a situacdo se inverteu, foi observado um
periodo larvario maior, com o tamanho na metamorfose e a taxa de crescimento menores
que no controle. Os efeitos cronicos produzidos por exposicdo a agua de igarapés
contaminados sao indicios de que a contaminagdo continua dos igarapés e/ou coOrregos
urbanos pode desequilibrar a dindmica populacional de anfibios, trazendo consigo, outras

alteracdes ecologicas. Estes resultados demonstram possiveis conseqiiéncias da



contaminagdo por efluentes urbanos sobre comunidades larvarias de anfibios de igarapés e

pogas de floresta de terra firme.

Palavras chave: Anfibios, Igarapé do Mindu, Igarapé do Quarenta, Toxicidade,

Compostos nitrogenados

Introducio

A expansdo urbana no municipio de Manaus (Amazonas, Brasil) em associagao
com processos de desmatamento, uso ndo planejado do solo, emissdes de efluentes
liquidos industriais e domiciliares, além do aporte de poluentes transportados do meio
urbano por meio dos sistemas de drenagem e escoamento superficial, sao alguns dos
multiplos fatores responsaveis pelas modificacdes das caracteristicas originais dos
igarapés (ou riachos de pequeno e médio porte na regido) (Santos et al. 2006; Santana &
Barroncas, 2007; Rodrigues et al., 2009). Além disso, o aporte de fertilizantes
(Waichman, 2008) tem causado grandes impactos nestes ambientes aquaticos, gerando
alteragdes ecologicas decorrentes de um processo de eutrofizagao (Melo et al. 2005) e

da alteracdo de outras condig¢des fisico-quimicas (Silva, 1996; Elias & Silva, 2001).

Ja na década de 80 se relatou um elevado grau de degradacdo da agua dos
igarapés urbanos de Manaus, devido a elevada carga de matéria organica neles
despejada (Fonseca et al., 1982 e Bringel, 1986), e vem sendo sistematicamente
registrado desde entdo, com a adicdo de efluentes industriais que aumentaram a carga de
metais nestes igarapés (Silva, 1996; Cleto Filho, 1998; Melo et al., 2005; Santos et al.,
2006; Santana & Barroncas, 2007; Franco-de-S4, 2009; Rodrigues et al., 2009; Pinto et
al., 2009). As microbacias dos Igarapés Educandos e S3ao Raimundo tem como
principais tributarios os Igarapés do Quarenta e Mindu, respectivamente, e drenam areas
densamente povoadas desde suas nascentes até a foz. Transformam-se, em vista da
ocupacao residencial de suas margens e das atividades industriais em seu entorno, em

receptores de residuos domésticos e industriais (Pinto et al., 2009).

Tais atividades vém ajudando a aumentar consideravelmente a quantidade de

nitrogénio reativo, que ¢ definido como N ligado a carbono, oxigénio ou hidrogénio



(Wetzel, 2001), e dessa forma alterando significativamente o ciclo biogeoquimico de
um dos elementos mais importantes para o metabolismo dos ecossistemas (Esteves,
1998). A importancia deste estd relacionada ao fato de ele constituir moléculas
biologicas envolvidas na estrutura, atividade, metabolismo, armazenamento e regulacao
dos seres vivos (Sterner & Elser, 2002; Pereira & Mercante, 2005). Conseqiientemente,
alteracdes na especiagdo molecular, disponibilidade, distribuicdo e abundancia relativa
deste elemento tém conseqiiéncias importantes para o desempenho dos individuos, para

a dinamica das populacdes e para a estrutura e composicao das comunidades biologicas.

As alteracdes ocorrem em diversas escalas espaciais: apesar de descargas
maiores de nitrogénio concentrarem-se em areas de agricultura intensiva e em regides
industrializadas (Matthews, 1994; Townsend et al., 1996), mecanismos de transporte
regionais como rios e corregos, € globais como correntes oceanicas ¢ massas de ar, t€m
o potencial de redistribuir o nitrogénio de modo que atinjam d&reas remotas e
aparentemente ndo perturbadas, onde mesmo em baixas concentragdes possam trazer

conseqiiéncias biologicas importantes (Blaustein et al., 2003).

Em ecossistemas aquaticos o nitrogénio pode ocorrer de diversas formas
(Suipauba-Tavares, 1998), embora as predominantes sejam o nitrogénio molecular (N),
a amonia ndo-ionizada (NH3), o fon aménio (NH,"), onde estas duas formas juntas
constituem a amonia total, ou nitrogénio amoniacal total (Pereira & Mercante, 2005),
nitrito (NO;") e nitrato (NOs’), além de um grande nimero de compostos organicos
dissolvidos (aminas, peptideos, purinas, aminoacidos, etc.) e particulados (detritos
fitoplancton, zooplancton, bactérias, etc.) (Wetzel, 2001). A forma predominante de
nitrogénio em um ambiente depende de varios fatores, incluindo pH, temperatura e

disponibilidade de oxigénio (Environment Canada, 2003).

Diversos estudos demonstram que, em igarapés que cruzam a cidade de Manaus,
ha uma intensa contaminagdo por agdo antropica, resultando em redugdao no teor de
oxigénio dissolvido e aumento do pH da agua (Melo et al. 2005; Santos et al. 2006;
Mendonga & Santana, 2006; Santana & Barroncas, 2007), que sdo naturalmente acidas
(Mendonga et al., 2005). Coliformes fecais e totais estdo presentes em quantidade acima
das taxas permissiveis para recreagao ¢ consumo humano (Melo et al. 2005; Santana &

Barroncas 2007).



Organismos que dependem de ambientes aquaticos em alguma fase de sua vida
sdo os mais diretamente afetados pela contaminagdo dos corpos d’agua, especialmente
organismos que habitam sistemas hidricos de floresta de terra firme (McCauley, 1966),
que normalmente sdo igarapés de baixa vazdo (até quarta ou quinta ordem) ou
ambientes Iénticos, como pocas d’adgua e baixios, que acumulam contaminantes mais
rapidamente e por mais tempo do que os ambientes de agua corrente (Harrel, 1985;
McCauley, 1966). Sendo que ja ha registros de modificagdes ocasionadas por
compostos nitrogenados, afetando muitos grupos de organismos (Camargo & Alonso,
2006). Estudos comprovam que amonia, nitrito € nitrato sao toxicos para insetos (Kelso
et al, 1999), peixes (Tomasso & Carmichel, 1986), moluscos (Alonso & Camargo,
2003), crustaceos (Alonso & Camargo, 2004) e anfibios (Vieira, 1986; Hecnar, 1995.
Marco et al., 1999, 2001; Johansson et al., 2001; De Oliveira, 2003; Camargo et al.,
2005; Krishnamurthy et al., 2006).

Dentre estes, merece atencdo especial o grupo dos anfibios, pois sdo
reconhecidos como excelentes bioindicadores de estresse ambiental (Blaustein & Wake,
1995) por possuirem diversos atributos morfo-fisiologicos e de histéria de vida que os
tornam particularmente vulneraveis a alteragdes ambientais. Além disso, atualmente ha
um crescente interesse no estudo de anfibios, devido a recentes declinios e extingdes
populacionais registradas em todo o mundo (Blaustein & Kiesecker, 2002; Blaustein et
al., 2003; La Marca et al., 2005). Entre as principais causas desses declinios estdo a
destruicdo dos habitats, poluicdo de corpos d’agua, radiacdo UV e doencas (Young et
al., 2001; Dodd & Smith, 2003). Existem crescentes evidéncias de que contaminantes
quimicos sdo de alguma forma, responsaveis por declinios de populagdes de anfibios
(Young et al.. 2001; Blaustein et al.. 2003; Camargo et al., 2005; Smith et al., 2005).
Os estressores quimicos, como pesticidas, metais, acidificagdo e fertilizantes, podem
afeta-los direta ou indiretamente, ou seja, mesmo que ndo causem mortalidade em curto
prazo, podem trazer outras conseqiiéncias futuras (Rouse et al,, 1999; Boone &

Bridges, 2003; La Marca et al., 2005; Agostini et al., 2010).

Caracteristicas das larvas de anfibios como a pele fina (Sparling et al., 2000),
rica em vasos sanguineos, respiragdo por branquias externas nos seus primeiros dias de
vida, possivelmente as tornam mais vulneraveis a contaminagao dos corpos de agua. A

suscetibilidade de anfibios a contaminantes depende do estagio em que eles se



encontram, do tempo de exposicao e da concentragdo do contaminante (Howe et al.,

1998; Boone et al., 2001).

No Brasil, o problema da contaminacao por nitrogénio ¢ muito importante, pois
de acordo com a SBH, 2010, esse ¢ o pais onde se encontra a maior riqueza de anfibios
do planeta sendo reconhecidas 875 espécies de anfibios, dentre estes, 847 sdo anuros, €
ao mesmo tempo, ocorre a utilizagdo em massa de fertilizantes e a expansao da fronteira
agricola bem como a urbanizacdo em areas anteriormente preservadas vem ocorrendo

de forma acelerada (IBGE, 2010).

Larvas de anfibios expostas a niveis subletais de poluentes podem apresentar
malformagdes (Burkhart et al., 1998, Monteiro, 2004; Agostini et al., 2010), menor
tamanho corporal (Mahaney, 1994; Johansson et al., 2001; Monteiro, 2004; Agostini et
al., 2010), maior tempo de desenvolvimento até a metamorfose (Johansson et al., 2001;
Bridges, 2000; Pahkala et al., 2001; Greulich & Pflugmacher, 2003; Monteiro, 2004;
Franco-de-Sa, 2009), diminui¢do da performance natatéria (Berrill et al., 1994; Hopkins
et al., 2000) e maior susceptibilidade a predacdo (Broomhall, 2002; Monteiro, 2004), a
infec¢des (Lefcort et al., 1997; Gedron et al., 2003) e a radiagdo UV (Blaustein et al.
2003).

Na Amazonia Central, grande parte das espécies de anuros possui fase larval
aquatica, sendo que muitas se reproduzem em pog¢as marginais aos igarapés (Hodl,
1990; Lima et al., 2006). No entanto, nessa regido o uso de espécies de anuros para
monitoramento da qualidade da &4gua ndao ¢ comum, apesar de alguns estudos
confirmarem sua efetividade como indicadores bioldgicos da qualidade da agua

(Monteiro, 2004; Franco-de-Sa, 2009).

Em experimentos de efeito agudo da agua contaminada do Igarapé do
Educandos em Manaus — Amazonas sobre ovos ¢ larvas de Osteocephalus taurinus, a
mortalidade em curto prazo resultante da exposi¢do a concentracdo de 3,6% da agua
poluida do igarapé foi de 100% para ovos e 6% para larvas (Franco-de-S4, 2009). Em
experimentos de efeito cronico, este autor ndo observou diferencas nos parametros de
desenvolvimento de larvas at¢ a metamorfose entre dgua limpa e concentragdes até

1,8% da dgua do respectivo igarapé, porém, observou que a durag@o do periodo larvério,



o tamanho na metamorfose e a taxa de crescimento das larvas foram significativamente
mais altos em concentragdes de 3,6% ou superiores da d4gua contaminada em relagdo a
larvas cultivadas em agua limpa. Além disso, Franco-de-Sa (2009) constatou uma alta
variabilidade entre larvas de diferentes desovas na resposta a contaminagao. Contudo,
nao foi possivel avaliar quais componentes presentes na agua dos experimentos podem

ter levado a esse efeito.

A diminuicdo da concentragdo de oxigénio dissolvido e o aumento da
alcalinidade na agua sdo fortes indicadores da condicdo do ambiente (INPA, 2001;
Pereira & Mercante, 2005). Além de poder causar algum efeito maléfico as larvas de O.
taurinus (Monteiro, 2004). A decomposi¢do da matéria organica proveniente de esgotos
sem tratamento forma compostos nitrogenados, que sdao extremamente toxicos (Boyd &

Queiroz, 2004; Pereira & Mercante, 2005).

Para melhor avaliar a suscetibilidade aguda e cronica dos ovos e larvas de uma
espécie de anuro amazonico em relacdo a dgua contaminada por efluentes urbanos e
industriais de dois igarapés de Manaus — Amazonas, ¢ a fim de possibilitar a
comparacdo com os dados de outros autores, o presente estudo foi relizado com a
mesma espécie, Osteocephalus taurinus, ¢ nas mesmas condi¢des experimentais de
laboratério de estudos anteriores para oleo lubrificante queimado (Monteiro, 2004) e

agua do Igarapé do Educandos (Franco-de-S4, 2009).



Material e Métodos

Espécie estudada, coleta de amostras e manutenc¢do de desovas

Foram utilizados ovos e larvas de Osteocephalus taurinus (Hylidae), uma
espécie nativa e de ampla distribuicdo na Amazodnia central, que ocorre em florestas
primarias e secundarias de terra firme (Lima et al., 2006), cujo pico de reproducao
ocorre no inicio da estacdo chuvosa. As desovas com, em média, 2500 ovos (Hero,
1991; Gascon, 1995; Lima et al.,, 2006) sao depositadas em uma pelicula de gelatina
sobre a agua (Bokermann, 1964; Lima et al., 2006), preferencialmente em pocas
temporarias rasas de beira de caminhos ou em pocas isoladas na floresta (Hero, 1991).
Suas larvas sdo raspadoras e detritivoras, além de vorazes predadores de ovos
coespecificos ou de outras espécies (Lima et al., 2006). Suas desovas sdo facilmente
encontradas e contém suficiente nimero de ovos para atender ao tamanho amostral
requerido para os experimentos. Suas larvas sdo facilmente mantidas em laboratorio e
seus locais preferenciais de desova (pocas temporarias originadas a partir do
transbordamento de igarapés apoOs as chuvas) sdo mais suscetiveis a contaminagdo do

que corpos de agua corrente.

Cinco desovas (A, B, C, D, E, em estagio de ovo ou larvas recém-eclodidas),
foram coletadas entre janeiro e maio de 2010 na Reserva Florestal Adolpho Ducke —
RFAD (02° 55* e 03° 01°S, 59° 53° e 59° 59°W) (Figura 1), localizada ao norte de
Manaus-AM. As desovas foram coletadas em pogas nas margens de um igarapé (Barro
Branco), em pogas temporarias de beira de caminho ou em bacias plasticas de 70 x 50 x
20 cm contendo 4gua do igarapé mais proximo (Barro Branco) e liteira, simulando

pocas naturais.

As desovas foram acondicionadas individualmente em baldes plésticos,
contendo 4gua da propria poca e, em seguida, transportadas ao laboratorio onde foram
mantidas individualmente em caixas plasticas de 70 x 50 x 20 cm contendo agua de
poco e dotadas de sistema de aeragao artificial (denominadas daqui em diante de
estoque), a temperatura ambiente de 25 + 1°C e fotoperiodo de 12 horas de claridade. As

larvas foram alimentadas a partir do estagio 25 de Gosner (1960) com ra¢do triturada



para roedores (Pasto Verdi - Zootecna®™). Esta foi oferecida diariamente ad libitum aos

animais, evitando-se o acimulo no fundo.

Outras trés desovas (F, G e H) em estagio de ovos foram coletadas entre 14 — 16
de maio de 2010, nos mesmos locais, da mesma maneira supracitada e transportadas ao
laboratorio de apoio a pesquisa da propria RFAD, onde foram realizados os estudos de

efeito agudo com ovos de O. taurinus.

A area urbana de Manaus abrange quatro bacias hidrograficas, sendo trés
contribuintes da grande bacia do rio Negro e uma contribuinte da bacia do rio
Amazonas. Duas encontram-se integralmente dentro da cidade — a bacia do Igarapé de
Sao Raimundo e do Igarapé do Educandos — e duas parcialmente inseridas na malha
urbana — bacia do Igarapé¢ do Taruma-Agu e do rio Puraquequara (GeoManaus, 2002;

Mendonga & Santana, 2006) (Figura 1).

O Igarapé do Quarenta (IQU) € o principal afluente da bacia de Educandos e sua
nascente esta localizada na zona leste da cidade, apresenta margens desmatadas e, em
alguns trechos, vegetagdo secundaria. Em seu curso superior drena parte da area do
Distrito Industrial de Manaus, onde recebe efluentes provenientes das atividades de
diversas industrias do setor quimico, termoplastico, metalirgico, mecanico e

eletroeletronico, cujos principais agentes poluidores sao metais (Lopes ef al., 2008).

O Igarapé do Mindu (IMI) ¢ o principal afluente da bacia do Sdo Raimundo e
tem uma de suas nascentes na zona leste da cidade, proximo a Reserva Florestal
Adolpho Ducke. Suas margens apresentam-se em parte com cobertura vegetal e outras
desmatadas e totalmente habitadas, recebe em seu percurso esgotos domésticos e
residuos organicos despejados pela comunidade. Cruza a cidade no sentido nordeste-

sudoeste, percorrendo e delimitando inimeros bairros (Lopes et al., 2008).

As microbacias do Igarapés do Educandos e Sao Raimundo, que possuem os
igarapés supracitados respectivamente, drenam areas densamente povoadas desde sua

nascente até a foz. Transformam-se, em vista de ocupagdo de sua ocupacao residencial



de suas margens e das atividades industriais em seu entorno, em receptores de residuos

domésticos ¢ industriais (Pinto et al., 2009).

A crescente ocupagao urbana provocou a retirada da mata ciliar (excetuando
alguns pequenos trechos de preservacao), assoreamento do leito e, consequentemente,
transbordamento dos mesmos, quando ocorrem eventos pluviométricos de grande
escala. Outro fendmeno de igual, ou até maior amplitude, ¢ a descaracterizacdo fisica,
quimica e biologica de suas aguas (Pinto er al., 2009), além da contaminacdo por
metais, como comprovado em diversos estudos: Silva (1996), Cleto Filho (1998), Melo
et al., (2005), Santos et al., (2006), Santana & Barroncas, 2007, Franco-de-Sa, 2009,
Rodrigues et al., 2009.
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Figura 1: Hidrografia da cidade de Manaus, indicando a localizagao da Reserva Ducke
(quadrado demarcado) e os dois igarapés onde foram coletadas as amostras de agua

contaminada: (1) Igarapé do Mindu (IMI) e (2) Igarapé do Quarenta (IQU).

A agua para os experimentos foi coletada no dia 01/04/2010 em pontos de
maxima contamina¢ao do Igarapé do Mindu (03°09°S, 60°01°W), que apresentava uma
tonalidade esverdeada e odor caracteristico de matéria organica em decomposi¢do, ¢ do
Igarapé do Quarenta (03°12°S, 59°98°W), que apresentava uma coloragdo enegrecida e

odor moderado de matéria organica em decomposi¢cdo. Foram coletados 500 litros de



agua de superficie (aproximadamente 15 cm de profundidade) as margens de cada

igarapé.

A agua coletada foi armazenada separadamente em quatro tonéis previamente
lavados e esterilizados de polietileno com capacidade de 300 litros, preenchidos com
250 litros, sendo dois tonéis para o Igarapé do Mindu e outros dois para o Igarapé do
Quarenta (totalizando 500 litros de cada igarapé), estes, foram transportados ao Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazodnia - INPA onde permaneceram em repouso fora do
laboratorio, parcialmente vedados, em temperatura ambiente e local sombreado, até a
estabilizagdo natural do pH. Para que todos os experimentos fossem realizados com o
mesmo nivel de contaminantes, a dgua s6 foi utilizada nos experimentos apds a
estabilizacao desta, que indica que os principais componentes presentes nela, como os
compostos nitrogenados, também se estabilizaram (Santana, G. P. comunicagdo

pessoal).

Trés dias antes do inicio de cada experimento, a quantidade de agua
contaminada necessaria era retirada diretamente dos tonéis localizados fora do
laboratério (dgua da superficie dos tonéis) e transferida para outros galdes distintos de
50 litros — referentes aos respectivos igarapés — que encontravam-se no interior do
laboratorio, permitindo que a temperatura da d4gua contaminada se nivelasse com a da

agua dos tratamentos controle e de cultivo dos ovos e larvas, evitando choque térmico.

Experimentos

Os testes de toxicidade aguda e cronica da agua dos Igarapés do Mindu e do
Quarenta sobre larvas de O. faurinus, foram conduzidos no Laboratorio de Ecologia de
Populagdes do Departamento de Ecologia do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazobnia - INPA. Os testes de toxicidade aguda para os ovos foram conduzidos no
laboratorio de apoio a pesquisa da RFAD, visando realizar tal experimento com os ovos

no estagio menos desenvolvido possivel.



Estagios de desenvolvimento

Os estagios das larvas de O. taurinus nas diversas fases dos experimentos, foram

determinados de acordo com a classificagdo de Gosner (1960): ovo [até o estagio 17,

quando surge o botdo da cauda]; larva imodvel [estagios 18 a 20, quando comecam a

apresentar respostas musculares e movimentos mais visiveis]; larva com branquias

externas [estagios 21 a 24]; larva livre natante [estidgios 25 ao 42, quando ja ndo

possuem branquias externas e passam a nadar livremente e comer]; inicio da absorc¢ao

da cauda [final do estagio 41]; metamorfose [estigio 42]; periodo de absor¢do da

cauda [42 ao 48, larva sai da 4gua e ndo se alimenta] e individuo pés-metamérfico

[estagio 48, individuo com cauda completamente absorvida] (Figura 2).
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Figura 2: Escala completa de Gosner (1960); 1 = ovos, 2 = larvas imoveis, 3 = larvas

com branquias externas, 4 = de larva livre natante até a metamorfose, 5 = absor¢do da

cauda.




Efeito agudo da contaminagdo sobre ovos e larvas de O. taurinus

Este experimento teve por objetivo determinar a concentragao letal média CL50
para ovos e larvas de O. faurinus e estabelecer a susceptibilidade relativa destes dois
estagios de desenvolvimento a exposi¢cdo, em concentragcdes agudas, a agua dos dois
igarapés. A CL50 ¢ um parametro padrdo em ecotoxicologia, que equivale a
concentragdo de uma substancia que causa 50% de mortalidade em um grupo de
organismos sob condi¢des especificas em um intervalo de tempo pré-determinado
(Larini, 1970; Lombardi, 1999). Neste caso foi utilizado o intervalo de 96 horas,
correspondendo ao mesmo periodo utilizado em outros estudos com esta mesma espécie

(Monteiro, 2004; Franco-de-Sa, 2009).

Os intervalos entre os niveis de concentragdo do contaminante e para as revisoes
foram definidos de acordo com o modelo de Sprague (1990), em seqiiéncia geométrica
crescente. Foram usadas 10 concentragdes da dgua contaminada de cada igarapé na
razao de 1,71, sendo [0, 14, 24, 41, 70, 119, 202, 344, 589 ¢ 1000 mL/L] - para cada
fase de vida (ovo e larva), onde a concentracdo [0 mL/L] correspondeu ao controle de
cada experimento. Para o tratamento controle e para as dilui¢cdes dos demais tratamentos
foi utilizada dgua de pogo. Para cada concentracdo, foram estabelecidas as seguintes
réplicas: (para os experimentos com as larvas, as desovas A, B, C, D ¢ E, e para os
experimentos com os ovos, outras desovas, F, G e H), a fim de controlar o efeito
parental sobre a variabilidade da resposta ao teste. Cada réplica consistiu em um pote de
polietileno com capacidade de 1000 mL contendo 800 mL de solugdo-teste
(tratamentos) ou agua pura de poco (controle) e 10 individuos, em sistema semi-estatico
— sem circulag¢do de agua e sem aeracdo (Figura 3). Ao todo, foram utilizados 300 ovos
(das desovas F, G e H) e 500 larvas (das desovas A, B, C, D e E) para cada
experimento. As revisdes foram definidas na razdo de 1,50, tanto para ovos quanto para
larvas e foram realizadas as 4, 6, 9, 13, 19, 29, 43, 64 ¢ 96 horas apds o inicio do

experimento.

Os experimentos com larvas foram realizados entre 09/05 e 13/06/2010, e com

os ovos entre 14 ¢ 22/05/2010. Os ovos utilizados apresentavam em torno de oito horas



de vida (aproximadamente estagio trés), e as larvas encontravam-se no estagio 25 no

inicio dos experimentos.

Figura 3. Detalhe da distribui¢do de réplicas dos experimentos de efeitos agudos: (A) =

com ovos, (B) = com larvas e (C) = detalhe da vista geral de distribuigao.

Efeito cronmico da contaminagdo sobre larvas de O. taurinus

Este experimento teve por objetivo avaliar a resposta dos principais parametros
de desenvolvimento larvario a exposicao a agua contaminada dos Igarapés do Quarenta

e Mindu, desde a fase inicial de larva livre natante até a metamorfose.

Nao houve registros de mortalidades no experimento de CL509s) com larvas
para nenhum dos dois igarapés. Por isso, para a analise do efeito cronico da
contaminagdo sobre os parametros de desenvolvimento das larvas de O. taurinus, foi
utilizada a concentracdo maxima [100%] do contaminante de cada um dos igarapés em

teste, além do controle - concentragdo [0%], consistindo de agua pura de pogo.

Para cada tratamento (IMI [100%] e IQU [100%]) e o controle, foram utilizadas
50 réplicas (sendo 10 réplicas por desova — A, B, C, D ¢ E, a fim de controlar o efeito
parental sobre os parametros medidos). Cada réplica consistiu de um individuo,
inicialmente no estagio 25, mantido em um pote de polietileno com capacidade de 1000
mL, contendo 800 mL de dgua, em sistema semi-estatico - sem circulagdo de agua e

sem aeracao. Ao todo, foram utilizadas 150 larvas (Figura 4).



Figura 4. Detalhe da distribui¢do de réplicas no experimento de efeitos cronicos: (A) =
larva sendo alimentada, (B) = destaque das unidades experimentais e (C) = vista geral

da distribuigao.

As larvas foram alimentadas diariamente com ragao triturada para coelhos (Pasto
. ® Ly . . , N .
Verdi - Zootecna ) ad libitum, procurando evitar o acimulo de ragdo ndo consumida na

unidade experimental. A 4gua das unidades era trocada a cada quatro dias.
Foram medidos os seguintes parametros de desenvolvimento:

(a) Mortalidade: numero de individuos que morreram entre o inicio dos experimentos
e o dia da metamorfose (final do estagio 41; quando ocorre a extrusdo do primeiro

membro anterior);

(b) Duracgao do periodo larvario: tempo decorrido (em dias) entre a data observada ou
estimada de desova (estabelecida baseando-se no estagio de desenvolvimento que se

encontravam, e seguindo a escala de Gosner, 1960) e a data de metamorfose;

(c) Tamanho na metamorfose: comprimento do rostro até o final da cauda (em mm
com precisdo de 1 mm) dos individuos no final do estdgio 41, quando atingem seu
comprimento total maximo. Os individuos foram medidos colocando-os em uma caixa

de vidro de 10 x 10 x 3 cm contendo agua e papel milimetrado no fundo;

(d) Taxa de crescimento: razdo entre [a data de inicio do experimento e a data de

metamorfose pelo tempo decorrido (em dias) x 100].

Todas as larvas se encontravam no estagio 25 de Gosner, 1960 na data inicial do

experimento. Os individuos de cada desova usados no experimento foram selecionados



no sentido de evitar individuos fracos e/ou com aspecto doente e de padronizar a
distribuicao de tamanho das larvas entre tratamentos ¢ o controle. O tamanho inicial e
final das larvas (comprimento rostro-ponta da cauda) foram medidos do mesmo modo

descritos acima para tamanho de metamorfose.

Medidas de parametros quimicos e fisico-quimicos da dgua

Foram aferidos pH, temperatura e oxigénio dissolvido in loco, além de coletadas
amostras de dgua para analise de amdnio, nitrito e nitrato de trés pogas de onde foram
coletadas desovas de O. taurinus, do igarapé proximo a estas (Barro Branco — IBB — na
RFAD), da 4gua de poco usada no laboratorio (APL) e dos Igarapés do Mindu e do

Quarenta momentos antes da troca de agua dos experimentos.

Em todos os casos medidos in loco foram aferidos os seguintes parametros
fisico-quimicos: pH e temperatura utilizando um pHmetro (YSI 63/ mod. 63-10 FT) e
oxigénio dissolvido (OD) utilizando um oximetro (YSI 55/ mod. 55-25 FT) portateis.
Durante todo o experimento, foram escolhidas diariamente duas réplicas diferentes de
cada tratamento para aferir o pH, teor de oxigénio dissolvido e a temperatura afim de

acompanhar a evolugdo destes parametros ao longo do experimento.

A cada sete dias, foram coletadas amostras de dgua do estoque (que se
encontrava dentro do laboratorio) de cada Igarapé (IMI e IQU), antes de coloca-las nas
unidades experimentais, a fim de controlar o efeito das excretas do animal ou da racao
nao consumida sobre as medi¢des nas réplicas, e assim, determinar a quantidade minima

de amonio, nitrito e nitrato a que as larvas estavam sendo submetidas em cada troca de

agua.

Todas as analises relativas aos compostos nitrogenados foram determinados por
espectrofotometria adaptada de APHA (1985), Golterman et al. (1978) e Mackereth et
al. (1978) para o sistema FIA (Anélise por Injecdo de Fluxo). Parte das amostras de
agua destinada a andlise dos compostos nitrogenados foi transferida para frascos de
polietileno de 250 ml e aclimatadas a temperatura entre 4 ¢ 6 °C em caixas térmicas

durante o transporte até¢ o laboratério. As amostras foram analisadas em parceria com o



laboratorio de Quimica Ambiental da Coordenagdo de Pesquisas em Clima e Recursos

Hidricos — CPCRH do INPA.

Analise de dados

Apo6s a verificacdo das premissas para testes paramétricos, os resultados dos
experimentos cronicos para as larvas foram comparados por meio de analise de
variancia (ANOVA) bifatorial, utilizando como fatores TRATAMENTO (controle, IMI
e IQU) e DESOVA (A, B, C, D e E). As analises foram realizadas utilizando programa

MYSTAT® 12 Statistics - 1.

Resultados

Medidas de pardametros fisico-quimicos e quimicos da dgua

Durante todo o experimento, a temperatura da dgua variou entre 24 ¢ 26°C. A
dgua do controle manteve os valores sempre em torno das seguintes médias para os
compostos nitrogenados: [NH4'] (< 0,10 mg/L N), [NO;] (< 0,030 mg/L N) e [NO37]
(1,60 mg/L N). Os parametros fisico-quimicos diferiram bastante entre os locais de
coleta tanto in loco (Tabela 1) quanto entre os experimentos (Figuras 5 a 14). No
periodo de 22/5 a 2/6, o pH ndo foi medido devido a problemas técnicos com a

aparelhagem.



Tabela 1: Parametros fisico-quimicos obtidos in loco dos Igarapés do Mindu (IMI) e do

Quarenta (IQU), nos locais de coleta de desovas na RFAD (Igarapé Barro Branco -

IBB), pocas 1, 2 e 3) e da dgua de poco do laboratorio (APL).

oD Temperatura Amonio Nitrito Nitrato
Locais PH o o) g O (NHsH)  (NOp) (NO3)
g (mg/LN) (mg/L N) (mg/L N)

APL 7,36 5,12 23,8 <0,10 <0,03 1,60
IMI 6,94 1,02 30,1 10,08 <0,03 <0,01
IQU 6,90 1,95 28.2 3,75 1,08 1,00
IBB 3,30 5,26 25,1 0,129 <0,03 0,041
Poga 1 6,07 4,64 24,7 0,232 <0,03 0,021
Poga 2 6,51 4,54 24,5 2,598 0,034 <0,01
Poca 3 5,68 4,30 24,5 4,295 <0,03 <0,01
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Figura 5: Evolucdo do oxigénio dissolvido (OD) em mg/L durante o periodo do
experimento agudo com as larvas.
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Figura 6: Evolucdo do oxigénio dissolvido (OD) em mg/L durante o periodo do
experimentos cronico com as larvas.
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Figura 7: Evolugdo do pH durante o periodo do experimento agudo com as larvas.

11

=== e

pH
[
BEVOwNOLS

<3 < <y < <3 <y <y <y <y o o o e A=
_‘5.\ \‘o\ N.q;,\ 19\ {\,\ ’1?'\ ‘1&"‘\ “'q;\ Q’Q\ -\,\ -a,\ (.,\ 4\\ q\
Datx
|+IMI —e—Controle —a— QU |

Figura 8: Evolugdo do pH durante o periodo do experimento cronico com as larvas.
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Figura 9: Evolugdo da concentragio de amdnio [NH,;'] em mg/L N durante o periodo

dos experimentos agudo com larvas.
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Figura 10: Evolugdo da concentragio de amoénio [NH4'] em mg/L N durante o periodo

do experimento cronico com larvas.



0.6 -

0.4 -\'

0}2 -

0-_‘:

9/5 13/5
Datas

—a— M| ——|1QU

Nitrito (mg/L N)

Figura 11: Evolugdo da concentragdo de nitrito [NO;, ] em mg/L N durante o periodo do

experimento agudo com larvas.
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Figura 12: Evolugdo da concentracdao de nitrito [NO, ] em mg/LL N durante o periodo

dos experimentos cronico com larvas.
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Figura 13: Evolugdo da concentracdo de nitrato [NO;'] em mg/L N durante o periodo

dos experimentos agudo com larvas.
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Figura 14: Evolucdo da concentracdo de nitrato [NO3] em mg/L N durante o periodo

dos experimentos cronico com larvas.



Efeito agudo da contaminagdo sobre os ovos e larvas de O. taurinus

Durante os experimentos de exposicao aguda a dgua contaminada dos Igarapés
do Mindu (IMI) e Quarenta (IQU), ndo foi registrada mortalidade de embrides nem de
larvas, consequentemente ndo foi possivel calcular a CL509s. Também ndo foram
observadas alteracdes fisicas aparentes nos ovos/embrides, e todas as larvas

encontravam-se no estagio 25 ao final dos experimentos.

Efeito Cronico da contaminagdo sobre larvas de O. taurinus

O tamanho inicial das larvas usadas no experimento de efeitos cronicos variou
significativamente entre desovas F(4, 146) = 54,02; p <0, 0001 (Figura 15A). No entanto,
como houve selecdo das larvas usadas no experimento, a fim de padronizar o
comprimento inicial, ndo houve diferenga significativa no tamanho inicial de girinos
entre tratamentos e controle F(2, 146) = 0,03; p = 0, 9666 (Figura 15B). Sendo assim, o
tamanho inicial ndo foi utilizado como co-varidvel nas andlises dos demais parametros

de desenvolvimento.
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Figura 15. Tamanho inicial das larvas de O. taurinus no experimento de efeitos cronicos da
agua contaminada de dois igarapés de Manaus: (A) = por desova e (B) = médias de

todas as desovas por tratamento; (C) = Controle; (IMI) = Igarapé do Mindu; (IQU) =

Igarapé do Quarenta; (I) = Desvio padrdo e (o) = Média.

a) Mortalidade

Para as larvas do controle e da dgua do Igarapé¢ do Mindu (IMI) ndo foi
observada mortalidade. Entre as larvas na agua do Igarapé¢ do Quarenta (IQU) foram

contabilizados trés individuos mortos.

b) Duragdo do periodo larvario

Houve diferenca significativa na duragdo do periodo larvario entre as desovas [F(4,
146) = 57,64; p <0, 0001] (Figura 16A) e entre os tratamentos [F(2, 146) = 74,47; p <0,
0001] (Figura 16B), Observa-se que no tratamento IMI as larvas se desenvolveram
mais rapido e as do IQU que por sua vez desenvolveu-se mais lentamente que no

controle (Figura 16B).
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Figura 16. Duragio do periodo larvario de O. taurinus no experimento de efeitos cronicos
da agua contaminada de dois igarapés de Manaus: (A) = por desova e (B) = média de

todas as desovas por tratamento; (C) = Controle; (IMI) = Igarapé do Mindu; (IQU) =

Igarapé do Quarenta; (I) = Desvio padrao e (o) = Média.

¢) Tamanho na metamorfose

Houve diferenga significativa no tamanho na metamorfose entre as desovas [F(4, 146) =
2,53; p = 0, 0430] (Figura 17A) e entre os tratamentos [F(2, 146) = 9,55; p = 0, 0001]
(Figura 17B). Observa-se que as larvas do tratamento IQU tenderam a ser menores que

as do IMI e do controle (Figura 17B).
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Figura 17. Tamanho na metamorfose de O. faurinus no experimento de efeitos cronicos
da 4gua contaminada de dois igarapés de Manaus: (A) = por desova e (B) = média de

todas as desovas por tratamento; (C) = Controle; (IMI) = Igarapé do Mindu; (IQU) =

Igarapé do Quarenta; (I) = Desvio padrdo e (o) = Média.

d) Taxa de crescimento

Houve diferenga significativa na taxa de crescimento entre as desovas [F(4, 146) =
28,73; p < 0, 0001] (Figura 18A) e entre tratamentos [F(2, 146) = 62,98; p < 0, 0001]
(Figura 18B). A taxa de crescimento no tratamento IMI tendeu a ser maior em relagao
ao IQU e controle, enquanto que a taxa de crescimento do IQU foi claramente menor

que a dos demais (Figura 18B).
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Figura 18. Taxa de crescimento das larvas de O. faurinus no experimento de efeitos
cronicos da dgua contaminada de dois igarapés de Manaus: (A) = por desova e (B) =

média de todas as desovas por tratamento; (C) = Controle; (IMI) = Igarapé do Mindu;

(IQU) = Igarapé do Quarenta; (I) = Desvio padrdo e (o) = Média.

Discussao

Efeitos agudos da contaminagdo — teste de CL50

A agua contaminada utilizada nos experimentos foi posta em repouso até a
estabilizagdo de seu pH, favorecendo a decomposicdo de grande parte da matéria
organica presente. Esta em condigdes aerdbicas forma aminas que poderiam ser
oxidadas e produzir nitrito este, por sua vez, poderia ser oxidado produzindo nitrato
(Vieira, 1986; Geomanaus, 2002). Porém, provavelmente a decomposi¢ao da matéria
organica na agua ocorreu de forma anaerobica, pois em dguas paradas a quantidade de
oxigénio ¢ muito pequena (Vieira, 1986), fato que também poderia ser observado em

pocas temporarias utilizadas por Osteocephalus taurinus.



Com o oxigénio em quantidades baixas, ocorre a decomposicdo das proteinas,
formando aminoacidos, que, por sua vez, sdo parcialmente desdobrados em amonia,
acidos graxos e 4cido carbdnico, tornando a dgua imprdpria para larvas de anuros

(Vieira, 1986).

Em um periodo de curto prazo, as aguas de ambos igarapés nao causaram
mortalidade de ovos de Osteocephalus taurinus. Isto possivelmente se deveu a protecao
oferecida pela gelatina que os envolvia (do estagio 0 ao 17) e a possivel tolerancia aos
niveis de contaminagdo da 4gua a que foram expostos do estagio 18 ao 25 (Berrill et al.,
1994; Mahaney, 1994; Bridges, 2000; Greulich & Pflugmacher, 2003; Monteiro, 2004).
Além disso, segundo Monteiro (2004), as larvas desta espécie sao mais suscetiveis a
contaminagdo aguda por derivados de petroleo que os ovos. O que também pode ter

ocorrido em relagdo aos compostos nitrogenados medidos neste estudo.

De acordo com De Oliveira (2003), os sinais caracteristicos de intoxica¢do em
larvas de anuros incluem morte stbita, boca aberta, vermelhiddo na pele, excesso de
muco, branquias vermelhas e brilhantes, desorientagdo, ataques convulsivos, dificuldade
em ganhar peso e opacificagdao das cores. Contudo, neste estudo nao foram constatados
estes sinais, nem malformacdes, ao contrario do observado por Franco-de-Sa (2009),
que registrou morte subita, para larvas desta mesma espécie, em baixas diluigdes de
agua contaminada de outro igarapé de Manaus - AM (Igarapé do Educandos). O baixo
nivel de concentragdo de oxigé€nio dissolvido na 4gua, poderia ter causado reducao na
sobrevivéncia das larvas, e, mesmo com valores baixos, em média 3,0 mg/L, ndo foi um
fator determinante para causar mortalidade das larvas, tanto para o Igarapé do Mindu,

quanto para o do Quarenta.

A acidificagdo de rios em zonas temperadas tem impactos negativos sobre
populagdes de anfibios (Rowe et al., 1998), porém, o pH de 4guas pretas amazonicas,
como as dos igarapés de onde provém as desovas usadas no presente estudo, variam
naturalmente entre 3 ¢ 5 (Geomanaus, 2002; Mendonga et al., 2005). Podendo, entdo, a

situagdo oposta ser observada para esta espécie. Portanto, a alcalinidade encontrada na



agua contaminada dos experimentos, provavelmente ndo afetou negativamente as
larvas. Durante os experimentos o pH dos Igarapés do Mindu e do Quarenta estiveram
em média sempre acima de 6,5 e o pH do controle também seguiu esta tendéncia,
estando fora da amplitude de variagdo de pH encontrado em corpos d’agua nado
contaminados da regido, e, dentro dos niveis encontrados em aguas antropizadas.
Valores de pH acima de 5,0, em Manaus, s6 sdo encontrados no igarapés contaminados
(Geomanaus, 2002). Nas pogas temporarias onde as desovas foram coletadas o pH foi,
em média, de 6,0. O que levanta a possibilidade de os ovos e larvas desta espécie tolerar
ambientes alcalinos com oxigenagdo baixa, visto que, suas desovas sdo depositadas em

pogas temporarias, sem circulacdo da agua e, portanto, sem adi¢do de oxigénio.

Mesmo o Igarapé do Quarenta pertencendo a mesma microbacia hidrografica do
Educandos - igarapé avaliado por Franco-de-Sa (2009), onde o autor encontrou um
ambiente com forte odor de matéria organica em decomposi¢do, além de quantidades de
metais bem acima dos permitidos pela resolu¢do corrente, indicando uma alta taxa de
contaminag¢do (Franco-de-S4, 2009). O Igarapé¢ do Educandos recebe diretamente agua
de esgotos domésticos sem tratamento, além da agua j& contaminada de outros
importantes Igarapés - Mestre Chico, Manaus, além do proprio Quarenta - (GeoManaus,
2002), aumentando consideravelmente sua taxa de contaminagdo. Podemos considerar,
portanto, que a carga de poluentes do Igarapé do Educandos ¢ bem superior a dos
Igarapés do Quarenta ¢ do Mindu, o que pode explicar, em parte, a auséncia de
mortalidade aguda tanto para ovos quanto para larvas de O. taurinus neste trabalho, em

contraste com os resultados obtidos por Franco-de-Sa (2009).

Avaliagdo de efeitos cronicos da contaminagdo

Nos experimentos de exposi¢do cronica, mesmo usando concentracao de [100%]
da agua contaminada de ambos Igarapés (Mindu e Quarenta), houve mortalidade
minima em apenas em um dos experimentos, apenas trés individuos do Igarapé do
Quarenta - IQU. As larvas expostas a dgua do Igarapé¢ do Mindu - IMI chegaram a
metamorfose em menos tempo (+ 2 dias) e com maior tamanho (+ 1,0 mm) em relacao

ao controle. Ja as larvas expostas a dgua do Igarapé do Quarenta - IQU demoraram mais



tempo para chegar a metamorfose (+ 2 dias) e tiveram o tamanho corporal menor (+ 1,5
mm) em relagdo ao controle. Em geral, estudos com exposicao de larvas de anuros a um
estressor que nao afeta a eclosdo dos ovos, registraram diminuicdo na dura¢do do
periodo larvario e consequentemente diminuicdo do tamanho de metamorfose,
provavelmente para minimizar o tempo de contato com o estressor (Wilbur & Collins,
1973; Bridges, 2000; Pahkala et al., 2001; Agostini et al., 2010). Meus resultados
indicaram que as larvas de O. taurinus detectaram e responderam aos diferentes
estressores, presentes na dgua em teste, de maneiras diferentes; ora aumentando a
duragcdo do periodo larvario e tendo seu tamanho na metamorfose diminuido; ora
reduzindo a duragdo do periodo larvario e aumentando o tamanho corporal na
metamorfose, fato este, que ja foi registrado em outros estudos e para outras espécies
como: Rana sphenocephala (Bridges, 2000), Rana clamitans (Boone et al., 2001), Rana
arvalis (Greulich & Pflugmacher, 2003), (Rose, 2005), Rana catesbeiana e R. clamitans
(Smith et al., 2005), Bufo terrestris (Edwards et al., 2006), Bufo fowleri (Barret et al.,
2010) e mesmo para O. taurinus que também teve um crescimento maior que o controle

(Franco-de-S4, 2009).

Os teores de oxigénio dissolvido (OD) na 4gua dos locais de coleta na RFAD
(Igarapé do Barro Branco e pocas tempordrias) e da dgua de pogo do laboratério
estavam maiores que os encontrados in loco nos Igarapés do Mindu (IMI) e do Quarenta
(IQU) e durante todos os experimentos. Esta variavel ¢ um forte indicador da condig¢ao
do ambiente com respeito a polui¢do, pois, a matéria organica biodegradavel em
grandes quantidades, torna o consumo de oxigénio pelos microrganismos no processo
de degradacao maior que a reposi¢ao deste elemento pela atmosfera ou por fotossintese
(INPA, 2001). Os principais responsaveis pela deplecao do teor de oxigénio nos
Igarapés do Mindu e Quarenta sdo os esgotos domésticos, que contém muita matéria
organica biodegradavel (GeoManaus, 2002). Grande parte dos microorganismos
degradaram-se no processo de estabilizacdo do pH, antes do inicio dos experimentos, e,
além de nao haver reposi¢ao destes nutrientes por fontes poluidoras, justifica 0 aumento

no teor de OD nos experimentos.

O fato de que as larvas expostas a dgua do Igarapé do Mindu terem crescido
mais que as do Igarapé do Quarenta pode estar relacionado ao maior teor de nutrientes

disponivel na agua do Mindu, visto que, a partir do estagio 25, as larvas comecam a se



alimentar de fontes externas, pois ja se esgotaram os recursos do saco vitelino que as
mantinham na fase de ovo (Hero, 1990; Lima et al., 2006). O Igarapé¢ do Mindu muito
provavelmente possui uma carga poluidora com matéria organica bem superior a do
Quarenta, ja4 que aquele apresentou uma maior concentragdo de amodnio [NH;']. A
amonifica¢do do nitrato (NO3") para formar amdnio ¢ favorecida, dentre outros fatores,
pela disponibilidade de matéria organica (Esteves, 1998; INPA, 2001). A agua do
Igarapé do Mindu apresentou, também, concentragdes mais altas de nitritos e nitratos
que a do Quarenta, o que pode ter contribuido com a diferenga no desenvolvimento das

larvas entre os dois igarapés.

A razdo [amodnia/amodnio] depende do pH, e quando este ¢ inferior a 8,5, ou seja,
quando o meio passa de alcalino a neutro ou acido, verifica-se que o aménio (NH4")
predomina, enquanto a amonia (NH3) prevalece quando o pH est4 acima de 8,5, ou seja,
quando o meio ¢ alcalino. Por essa razdo, quanto mais elevado for o pH, maior serd a
porcentagem da amonia total presente como NHj;, forma nio ionizada e, portanto, mais

toxica (Carmouze, 1994; Pereira & Mercante, 2005; Lima et al,. 2009).

O pH médio da dgua durante os experimentos (+ 8,0) foi mais alcalino que o
medido nas pocas temporarias de onde foram coletadas desovas na RFAD (+ 6,0) e o
medido in loco nos Igarapés do Mindu (6,94) e do Quarenta (6,90). Contudo, durante os
bioensaios, o pH do Mindu manteve-se mais baixo que o do Quarenta, por isso o IMI
apresentou maiores concentragdes de amoénio (NH;'), e consequentemente menor
disponibilidade de amdnia (NH3), ao contrario do Igarapé do Quarenta, o que contribuiu
para os periodos larvarios maiores € tamanho na metamorfose menores em relagdo ao
controle para este. A agdo toxica do amdnio pode envolver a redugdo da concentragao
de sodio no sangue para niveis letais, embora na realidade os efeitos negativos mais
graves estejam relacionados a sua por¢ao nao-ionizada, a amodnia (Russo, 1985). A agdo
toxica desta sobre os organismos aquaticos envolve diversas alteragdes bioquimicas do
metabolismo, mas o principal efeito negativo causado ¢ a destruicdo dos tecidos,
especialmente do epitélio branquial, o que prejudica a respiragdo e osmorregulacao
(Camargo & Alonso, 2006). Estudos revelam que larvas de anuros expostas a ambientes
contaminados desviam energia do crescimento e desenvolvimento para suprir os custos

metabolicos da desintoxicacao, resultando em larvas menores em relagdo ao controle (Rowe

et al., 1998; Pahkala et al., 2001; Agostini et al., 2010).



A diminui¢do na duragcdo do periodo larvéario de O. taurinus, associado a
diminui¢do na taxa de crescimento e do comprimento final das larvas expostas a agua
contaminada, possibilitaria um maior risco acumulado de morte por predagdo
(Monteiro, 2004), desde que a populagao de predadores nao fosse afetada diretamente
em fun¢do da contaminagdo. Por outro lado, o aumento na duracao do periodo larvario
também aumenta o risco de morte por dessecacdo (Blaustein & Kiesecker, 2002;
Blaustein et al., 2003; La Marca et al., 2005), exposi¢do a predadores (Monteiro, 2004)
e a radiacdo UV (Blaustein et al,, 2003), visto que, estes se desenvolvem em pocas

temporarias (Hero, 1991; Lima et al., 2006).

O nitrogénio amoniacal resulta da degradacdo de matéria organica e também da
excre¢ao direta dos animais, constituindo juntamente com o oxigénio dissolvido um
bom indicador de polui¢dao, por isso, em ambientes com concentracdes de oxigénio
baixa, ¢ comum ser esta a forma de nitrogénio inorganico mais abundante (INPA 2001).
Nos igarapés, onde ndo ha influéncia de dejetos humanos, os teores de amodnia sdo
sempre baixos, estando muitas vezes abaixo do limite de detec¢ao do método (0,1mg/L)
(INPA, 2001). No caso dos Igarapés do Mindu e Quarenta, que estdo constantemente
recebendo cargas de esgotos domésticos e/ou industriais, os valores tendem a ser
elevados (GeoManaus, 2002). Os nitritos sdo uma condi¢do intermediaria, tanto na
oxidagdo da amoénia a nitrato, como no processo inverso, mas sao freqiientemente
encontrados em ambientes quimicamente reduzidos e, em geral, ausentes em ambientes

naturais acrados (Esteves, 1998; INPA, 2001).

Neste experimento os fatores: excreta do animal e ra¢do ndo consumida, ndo
interferiu no aumento significativo do nitrogénio amoniacal nas unidades experimentais,
provavelmente pelo fato de haver agua suficiente para diluir as excretas de apenas um
individuo, e do controle em evitar o acumulo de alimento no pote, no periodo de quatro

dias.

O papel da identidade das desovas e dos igarapés e, portanto, a magnitude da
variacdo intraespecifica, poderia ser confundida por varios fatores na resposta aos
contaminantes, como por exemplo, as condi¢des experimentais, a qualidade da agua,

tipo de composto quimico utilizado e estagio de desenvolvimento dos animais testados



(Marco & Ortiz-Santaliestra, no prelo). Nos experimentos que realizei pode-se descartar
o efeito da qualidade da agua e dos compostos quimicos utilizados, pois estes foram
iguais para todas as desovas — para cada igarapé testado. Também pode-se descartar o
estagio de desenvolvimento, uma vez que todas as diferentes desovas foram testadas ao
redor do estagio 25 (Gosner, 1960), e das condi¢des laboratoriais (temperatura, e

fotoperiodo), que foram iguais para todos.

Um fator de grande influéncia para a ecotoxicidade ¢ a temperatura. Em geral, a
solubilidade dos compostos na 4agua e as taxas metabdlicas dos organismos (inclusive
taxas de absorcdo e circulagdo sanguinea) sdo maiores em temperaturas elevadas, o que
pode acentuar os efeitos toxicos (Cairnis et al., 1975). Por outro lado, conforme as taxas
metabolicas aumentam com a temperatura, a desintoxicagdo bioquimica também pode
aumentar, reduzindo eventualmente a toxicidade dos compostos (Howe et al., 1994).
Portanto, a temperatura tem grande potencial de influenciar a toxicidade de
contaminantes, especialmente para organismos ectotérmicos (Sprague, 1985). Por este
motivo, protocolos internacionais determinam 24 + 2 °C como temperatura padrdo para
os testes ecotoxicoldgicos (ASTM, 2004). Sendo assim, a temperatura foi controlada

durante todo o experimento mantendo-se em 25 °C + 1.

Muitas espécies de anfibios sdo suscetiveis aos efeitos toxicos de compostos
nitrogenados como o nitrito e nitrato de amoénia: Bufo bufo (Rouse et al., 1999), (Marco
et al., 1999, 2001), Rana temporaria (Johansson et al.,2001) e (Camargo et al.,
2005). Entre os efeitos toxicos de nitrato e outros compostos nitrogenados sobre larvas
de anfibios foram registrados nata¢ao e movimentos irregulares, agitagao e/ou paralisia,
alteragdes morfoldgicas, escurecimento do corpo (Krishnamurthy et al. 2006). Todos os
parametros de desenvolvimento larvario avaliados variaram significativamente entre as
desovas, como observado por Johansson et al. (2001) para Rana temporaria, indicando
que existe uma forte variagcdo intraespecifica na susceptibilidade aos contaminantes para

esta espécie.

Os efeitos de aguas contaminadas de igarapés de Manaus-AM sobre o
desenvolvimento de larvas de Osteocephalus taurinus podem ser varidveis e

contraditorios, produzindo em alguns casos, a esperada reducao na duracdo do periodo



larvario e aumento no tamanho da metamorfose como no IMI, ou o aumento do periodo
larvério e a diminui¢do no tamanho de metamorfose como no IQU. Esses resultados
corroboram os descritos em outros estudos anteriores, onde, esses efeitos podem ser
variaveis tanto entre espécies (Marco et al. 1999; Smith et al., 2005) como entre
populagdes da mesma espécie (Johansson et al., 2001; Barret et al., 2010). Por outro
lado, em alguns casos, ndo foi registrado nenhum efeito aparente de nitrato sobre larvas
de anuros (Marco et al., 1999; Johansson et al.,2001; Smith et al., 2005). O presente
estudo indica que em condi¢des laboratoriais e apds a estabilizagdo da agua
contaminada dos Igarapés do Mindu e do Quarenta, tivemos apenas alteracdo no
periodo larvario e no crescimento das larvas de Osteocephalus taurinus, nao
ocasionando mortalidade em massa dos ovos e larvas desta espécie. Contudo, em
condi¢des naturais esses resultados podem ser diferentes, ocasionando diversos efeitos

maléficos as larvas de Osteocephalus taurinus.

A exposi¢do ao nitrogénio inorganico também pode alterar o comportamento das
larvas de anuros causando redugdo dos niveis de atividade (Marco & Ortiz-Santaliestra,
no prelo) indicando que ha uma agao toxica sobre o sistema nervoso central das larvas,
o qual controla a atividade e a percepcao das condi¢des ambientais (Hecnar, 1995).
Alteracdes na atividade motora podem trazer grandes consequéncias, visto que esta
atividade media o conflito que hd entre o forrageamento e evitagdo aos predadores
(Werner & Anholt, 1993). Contudo, infelizmente por questdes de logistica ndo foi

realizado um estudo mais detalhado a esse respeito neste trabalho.

Quanto a comparagdo da sensibilidade de Osteocephalus taurinus com a de
outras espécies reportadas na literatura, ¢ importante salientar que mesmo com o esforgo
da comunidade cientifica no sentido de padronizar testes ecotoxicoldgicos, ha algumas
diferencas no delineamento experimental das pesquisas publicadas, principalmente com
relacdo aos periodos de exposi¢do, compostos manipulados e estidgios de
desenvolvimento dos animais testados, que prejudicam qualquer comparagdo. Por
exemplo, em estudos realizados anteriormente com Osteocephalus taurinus, um dos
autores trabalhou a influéncia de o6leo lubrificante automotivo queimado sobre ovos e
larvas (Monteiro, 2004) e o outro, apesar de ter verificado a influéncia da agua de outro

Igarapé de Manaus — AM estudou apenas a influéncia de metais, a presenga/auséncia de



oxigénio e de alimentagdo sobre os ovos e larvas (Franco-de-Sa, 2009) e ndo estudou os

compostos nitrogenados, como neste trabalho.

Em regides tropicais, no entanto, a caréncia de dados para espécies nativas faz
com que os critérios aplicados no controle de qualidade da agua sejam derivados de
dados obtidos com espécies de zonas temperadas (Kwok et al., 2007). O problema dessa
estratégia ¢ que ela assume que a sensibilidade das espécies tropicais ¢ similar a das
espécies de zonas temperadas. Em um estudo de revisao feito por Kwok et al (2007)
demonstra que nao hd um padrdo Unico para a sensibilidade relativa de espécies
tropicais e temperadas. Este trabalho comparou a sensibilidade de peixes, anfibios e
diversos grupos de invertebrados a 18 substancias tdxicas, e observou que, por exemplo,
para a maioria dos metais as espécies temperadas tendem a ser mais sensiveis que as
tropicais, enquanto que para pesticidas e amonia ndo-ionizada as espécies tropicais sao

provavelmente mais sensiveis.

De acordo com Birge et al. (2000) esta sensibilidade nao segue um padrdo
consistente, € no presente estudo, isto também foi observado: para experimentos de
longo prazo com distintas desovas de uma mesma espécie, os resultados foram
contraditérios para os diferentes igarapés testados, tanto em relagdo ao tempo de
desenvolvimento, tamanho final e taxa de crescimento. Atrelado a isto, o efeito
combinado de wvarios poluentes ¢ a causa mais provavel de anomalias no
desenvolvimento e declinio de populacdes de anfibios (Blaustein & Kiesecker, 2002;

Pakhala et al., 2002; Franco-de-Sa, 2009; Barret et al., 2010).

Este estudo, juntamente com anteriores utilizando 6leo lubrificante queimado
(Monteiro, 2004) e 4gua contaminada do Igarapé do Educandos em Manaus, AM, Brasil
(Franco-de-sa, 2009), vem demonstrando que Osteocephalus taurinus pode ndo ser
considerado um bom indicador de qualidade ambiental, frente as diversas respostas
encontradas. Contudo, ¢ cedo para definir padroes gerais, uma vez que ha limitada
capacidade de extrapolacao de resultados obtidos para diferentes espécies, compostos

ou ecossistemas (Schiesari et al., 2007).

Pequenos lagos ou pogas podem apresentar concentracdes de nitrogénio elevadas

suficientemente para afetar os anfibios que dependem destes ambientes, por possuirem



menor volume de agua, e consequentemente menor capacidade de diluir grandes
concentragdes de nitrogénio (Hecnar, 1995; Marco et al, 1999). No Brasil, as
informagdes a respeito de concentragdes de N inorganico em ecossistemas aquaticos,
restringem-se basicamente a rios e reservatorios, nesses ambientes, essas concentragoes
se mantém quase sempre na faixa de microgramas por litro (CETESB, 2009), e,
portanto muito abaixo de niveis toxicos para a maioria dos organismos aquaticos

(Marco & Ortiz-Santaliestra, no prelo).

Contudo, de acordo com Smith et al., 2005, elevadas concentracdes de
compostos nitrogenados na natureza podem ser benéficas para consumidores primarios,
como larvas de anuros, devido ao aumento da produtividade primdria, porém,
concentragdes consideradas inofensivas em testes de laboratério podem tornar-se
prejudiciais nos ambientes naturais devido a sinergismos com outros fatores fisicos,
bioldgicos ou quimicos (Marco & Ortiz-Santaliestra, no prelo). Segundo Hacth &
Blaustein, (2000), a radiacdo UV-B pode aumentar os efeitos toxicos do nitrito e do
nitrato. Baixas concentragdes de oxigénio dissolvido podem aumentar os efeitos
negativos causados pelo nitrito, nitrato e amonia total (Hatch & Blaustein, 2000), e a
temperatura e o pH podem influenciar na toxicidade da amonia total devido a alteragdes
na propor¢ao entre as formas ionizada e ndo-ionizada (Carmouze, 1994; Hatch &

Blaustein, 2000; Pereira & Mercante, 2005; Lima et al,. 2009).

Sendo assim, resta saber se os compostos nitrogenados estdo ou se podem causar
de fato outros efeitos negativos sobre larvas de anuros na natureza, e em que situagdes

1ss0 ocorre com maior frequéncia e intensidade.

Estudos ecotoxicoldgicos, como o que aqui apresento, talvez permitam
futuramente desenvolver critérios de qualidade ambiental mais adequados a
conservagao dos ambientes aquaticos tropicais. Por estes motivos, evidéncias
biologicas, ecotoxicoldgicas, quimicas, fisicas e fisico-quimicas devem ser empregadas
de forma integrada, para a obtencdo de informagdes objetivas, que subsidiem agdes de
protecdo do meio ambiente. Portanto, estudos de laboratério, manipulagdo de poluentes
isoladamente, ou em mais complexos modelos multivariados, poderdo ser feitos
futuramente com o intuito de completar este e os demais estudos feitos a respeito deste

assunto. Além disso, ¢ de fundamental importancia que as concentragdes de nitrogénio



inorganico, ou mesmo os demais parametros fisico-quimicos sejam monitorados
diretamente em campo. Assim, saberemos a que concentragdes as larvas sdo de fato
expostas na natureza, e principalmente, poderemos avaliar como as atividades humanas
estdo afetando a qualidade ambiental, bem como os efeitos dessa degradagdo sobre a

biodiversidade.

Conclusao

1. As condigdes fisico-quimicas e quimicas da dgua dos Igarapés do Mindu e
do Quarenta mostraram-se estar mais degradadas que a agua dos demais

locais estudados.

2. A agua dos Igarapés do Mindu e do Quarenta nao causaram nenhum tipo de
dano aparente, em um periodo de 96 horas, em ovos e larvas de

Osteocephalus taurinus.

3. Apo6s um periodo de longo prazo de exposi¢do, as larvas de Osteocephalus
taurinus, nao sofreram mortalidade e tiveram seu periodo larvario
diminuido, tamanho na metamorfose e taxa de crescimento aumentados,

quando expostos a agua do Igarapé do Mindu.

4. Apo6s um periodo de longo prazo de exposigdo, as larvas de Osteocephalus
taurinus, nao sofreram mortalidade e tiveram seu periodo larvario
aumentado, tamanho na metamorfose e taxa de crescimento diminuido,

quando expostos a agua do Igarapé do Quarenta.

5. Houve siginificativa variagdo intraespecifica na sensibilidade de larvas de

Osteocephalus taurinus expostos a agua dos Igarapés do Mindu e Quarenta.
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