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RESUMO

O ecossistema aquatico da Amazoénia vem sendo alvo de contaminacdo ambiental pelo uso
indiscriminado de herbicidas, colocando em risco a diversidade e abundancia das macrofitas
aquaticas da regido. Pouco se sabe a respeito dos efeitos dos herbicidas em espécies de
macrofitas aquaticas amazoOnicas, sendo a maioria dos estudos ecotoxicologicos
desenvolvidos com a espécie Lemna sp., que é utilizada como representativa dos efeitos dos
agrotoxicos sobre a comunidade de macrofitas. Além disso, os valores maximos permitidos
para os herbicidas em uso no Brasil ndo estdo estabelecidos em lei. O presente trabalho teve
como proposta investigar a toxicidade crénica do diuron, glifosato e paraquat em sete espécies
de macrofitas aquaticas de ocorréncia na Amazonia (Azolla filiculoides, Cabomba aquatica,
Limnobium laevigatum, Pistia stratiotes, Phyllanthus fluitans, Salvinia auriculata, Spirodela
polyrhiza), permitindo delinear estratégias para sua protecdo com base na utilizacdo do
método de distribuicdo de sensibilidade de espécies, e sugerir valores maximos permitidos
para cada herbicida. Primeiramente, foi determinada a concentragéo de efeito mediana (CEsp)
dos herbicidas, testados individualmente para as sete espécies. Em seguida foram
determinadas as concentracfes de risco que afetam 5% das espécies (HCs) utilizando o
conceito de distribuicdo de sensibilidade de espécies (DSE). Os valores maximos permitidos
para cada herbicida em ambientes aquaticos na Amazo6nia foram propostos. Com base nos
resultados da CEsp, 0 paraquat se mostrou mais tdxico, seguido do glifosato e diuron, e as
espécies S. auriculata e A. filiculoides foram as espécies mais sensiveis a exposi¢do dos
herbicidas, enquanto que C. aquatica apresentou uma menor sensibilidade. Os valores de HCs
evidenciaram que a espécies amazoOnicas sd0 mais sensiveis que a espécie padrdo Lemna sp.
Os valores de HCs gerados com a construcdo das DSEs foram propostos para a formulacéo
dos padrdes de qualidade de agua, no que diz respeito ao grupo das macrofitas aquaticas,
sendo os valores maximos sugeridos para 0,06 pg/L, 0,18 pg/L, 0,33 ug/L para glifosato,
paraquat e diuron, respectivamente. Este trabalho é um dos pioneiros na realizacdo de testes
de toxicidade em macrofitas aquéticas da regido amazdnica com herbicidas. Ele contribui para
ampliar o nimero de dados ecotoxicoldgicos e serve como ponto de partida para as discussées
envolvendo a determinacdo de valores maximos permitidos de herbicidas para o ambiente
aquético da Amazonia que visem proteger este grupo.

Palavras-chave: macrofitas aquaticas, herbicidas, sensibilidade de espécies, padrdo de
gualidade ambiental, Amazénia.
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ABSTRACT

The aquatic ecosystem of the Amazon has been the target of environmental contamination by
the indiscriminate use of herbicides, endangering diversity and abundance of aquatic
macrophytes in the region. Little is known about the effects of herbicides on species of
aquatic macrophytes occurring in the Amazon, most ecotoxicological studies are conducted
with Lemna sp. species which is used as representative of the effects of pesticides on the
community of macrophytes. In addition, the maximum permissible values for the herbicides
in use in Brazil are not established by law. This work aimed to investigate the chronic toxicity
of diuron, glyphosate and paraquat in seven species of Amazonian aquatic macrophytes
(Azolla filiculoides, Cabomba aquatica, Limnobium laevigatum, Pistia stratiotes, Phyllanthus
fluitans, Salvinia auriculata, Spirodela polyrhiza), allowing to outline strategies for their
protection based on the use of the method of distribution of species sensitivity and suggest
maximum allowable values for each herbicide. First, the median effect concentration (ECs)
of the herbicides tested individually for the seven species was determined, followed by the
calculation of the concentrations of risk affecting 5% of species (HCs) using the concept of
species sensitivity distribution (SSD). The maximum allowable values for each herbicide in
aquatic environments in the Amazon have been proposed. Based on the results of ECs,
paraquat was more toxic, followed by glyphosate and diuron, and the species S. auriculata e
A. filiculoides were more sensitive to exposure to the herbicide, whereas C. aquatica showed
lower sensitivity. HCs values showed that the Amazonian species are more sensitive than the
standard species Lemna sp.. HCs values generated with the construction of the SSD have been
proposed for formulating standards for water quality, with respect to the group of aquatic
macrophytes, being the maximum values suggested of 0.06 pg/L, 0.18 pg/L e 0.33 ug/L to
glyphosate, paraquat and diuron, respectively. Therefore, this work is one of the pioneers in
performing toxicity tests on aquatic macrophytes with herbicides in the Amazon region, thus
contributing to increase the number of ecotoxicological data.vit also serves as a starting point
for discussions involving the determination of maximum allowable values herbicide to the
aquatic environment of the Amazon aimed at protecting this group.

Keywords: aquatic macrophytes, herbicides, sensitivity of species, environmental quality
standard, Amazon.
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INTRODUCAO GERAL

A Amazobnia hoje se constitui na mais importante area tropical do planeta, contendo
aproximadamente 40% da floresta tropical remanescente, e concentrando uma enorme
diversidade de espécies da flora e da fauna (LAURANCE et al. 2001). E considerada uma
regido de alta relevancia econdmica, social e ambiental, possuindo uma das maiores fracdes
da biodiversidade terrestre e aquética de 4gua doce do planeta (PERES & SCHEIDER, 2012).
Entretanto, este enorme capital natural vem sendo ameacado principalmente pela
intensificacdo da agricultura, que busca promover a modernizagdo do setor agricola com a
implantacdo de pacotes tecnoldgicos baseados na adogdo de agrotoxicos como estratégia de
aumento de produtividade (KAGEYAMA, 2003; MIRANDA et al., 2007). Além disso, 0
governo ofereceu incentivos para a instalacdo da industria de agrotoxicos no pais e seu amplo
uso nas lavouras foi promovido ao condicionar a obtencdo do crédito rural a aquisi¢do de
agrotdxicos (SOARES; PORTO, 2009; PORTO; SOARES, 2012).

Essas mudancas trouxeram ganhos para a agricultura e a economia, mas também perdas
incalculaveis, dados os impactos das préaticas agricolas no ecossistema onde a area agricola
esta inserida e também no seu entorno. N&o apenas a pratica agricola leva a reducdo da
biodiversidade, por converter éareas natuais em monoculturas, mas também deve ser
considerada a perda de espécies pela contaminacdo das areas de cultivo e corpos de agua
préximos com agrotoxicos. Em se tratando de ecossistemas tropicias, como é o caso da
Amazonia, a possivel perda de biodiversidae pode ser ainda maior em termos absolutos, dado
que nestes sistemas, ndo sO existem mais espécies, mas eles podem conter também maior
nimero de espécies relativamente mais sensiveis, vulnerdveis ou espécies endémicas
(SCHIESARI et al., 2013).

Desde 2008, o Brasil é o maior consumidor de agrotdéxicos do mundo. Neste contexto as
vendas anuais de agrotoxicos e afins no Brasil tiveram um crescimento de 194 % nos Gltimos
dez anos, passando de 162.461,96 toneladas em 2000 para 477.792,44 toneladas de
ingredientes ativos comercializados em 2012 (IBAMA, 2012).

Sabe-se que o0 uso de agrotoxicos na regido do Amazonas tem aumentado
significativamente nas ultimas décadas. Entre os anos de 2005 e 2013 a utilizagcdo dessas
substéncias no Estado do Amazonas passou de 78 para 151 toneladas por ano, segundo dados
do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola (SINDAG, 2014).

14



Esse crescimento, segundo Waichman et al. (2002; 2007), foi ocasionado por dois
motivos: o rapido crescimento populacional nas areas urbanas, que resultou no aumento da
demanda por frutas e hortalicas e a introducdo de cultivos ndo adaptados as condicdes da
regido, sendo mais suscetiveis as pragas e a competicdo com a vegetacdo nativa, levando 0s

agricultores a um uso intenso de agrotoxicos em diversos municipios do Estado do Amazonas.

Embora a “Lei dos Agrotoxicos” (Lei n°. 7.802/89) exija uma receita agrondmica para a
venda e técnicos treinados para a aplicacdo, os agrotoxicos sao livremente comercializados e
utilizados nas principais areas agricolas do Estado (WAICHMAN et al. 2002 e 2007;
ROMBKE et al., 2008). Além disto, foi reportado pelos autores acima citados que os
agricultores, por falta de conhecimento e de acompanhamento técnico, fazem, na maiora das
vezes, um uso incorreto destas substancias, utilizando dosagens maiores que as
recomendadas, aplicando os produtos com alta frequéncia e menores intervalos de tempo
entre aplicagdes, e descartando residuos e embalagens em locais inapropriados. Desta forma,
0 ndo cumprimento do disposto na lei e o uso incorreto de agrotoxicos por parte dos
agricultores concorrem para a contaminacdo dos ecossistemas aquaticos da regido, colocando
ndo s6 em risco a biodiversidade e abundancia de organismos aquaticos, mas o funcionamento

e sustentabilidade desses ecossistemas.

Ecossistemas aquéticos sdo particularmente vulneraveis aos efeitos da poluicdo por
agrotoxicos, os quais podem alcancar corpos de agua por diversas rotas, incluindo a aplicacdo
direta para controle de pragas, dispersao aérea, deriva, escoamento superficial e lixiviacdo,
sendo estes Ultimos processos favorecidos em regides tropicais dada a alta intensidade de
precipitacbes (KOOPE et al., 2005; CASTILLO, et al., 1997). Na Amazonia, a extensa malha
hidrica caracteristica da regido também pode ser responsavel pelo transporte destes
contaminantes para além da area onde os agrotoxicos foram aplicados, atingindo diversos
ecossistemas e espécies ndo-alvo, podendo alcangar inclusive areas destinadas a protecdo da
biodiversidade (HENRIQUES et al., 1997). Evidencias sobre o transporte de agrotdxicos para
areas adjacentes as terras agricolas, inclusive para dentro de areas de conservacdo foram
apresentadas por Moraes e colaboradores (2003) que amostrando 0s corpos de agua,
sedimentos e peixes dentro de uma reserva de Mata Atlantica demonstraram a presenca de 27

agrotoxicos, com significativo acimulo das substancias mais persistentes em peixes.

O estudo realizado por Campos (2009) mostra que lagos e igarapés das areas agricolas

de Manaus e arredores ja apresentam concentracdes de agrotoxicos acima do permitido,
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colocando em risco a biota desses corpos de dgua. Entretanto o conhecimento dos efeitos dos
agrotoxicos sobre as espécies aquaticas amazonicas ainda é muito limitado. O efeitos dos
agrotoxicos sobre as espécies amazonicas e a comparacdo da sensibilidade interespecifica
com especies da regido temperada somente foi avaliada para 0s agrotdxicos parationa
metilica, malationa e carbendazim, considerando peixes e invertebrados (RICO et al, 2009,
2011), e deltametrina, imidacloprido, glifosato e diuron considerando peixes (SOUZA, 2014).
Os efeitos destes 4 agrotoxicos também foi avaliado para uma espécie de anuro (MACEDO,

2014), mas nenhum estudo foi realizado até o0 momento com macrofitas aquaticas.

As macrofitas aquaticas sdo plantas vasculares de grande relevancia ecoldgica, uma vez
que sdo importantes elementos estruturais e funcionais dos sistemas aquéaticos (SCHEFFER,
1998). Formam a maioria da biomassa dos ecossistemas aquaticos, e tém importante papel na
ciclagem e no controle da disponibilidade de nutrientes e nos processos fisico-quimicos desse
sistema, sendo fonte de alimento e fornecendo habitat e refligio para um sem-nimero de
espécies de aves, peixes, anfibios e invertebrados (FAIRCHILD et al., 1998; ROESSINK, et
al., 2005). Desta forma, podem ser consideradas espécies-chave nos ecossistemas aquaticos,
de forma que mudancas na comunidade de macrdfitas aquaticas podem ter maiores
consequéncias, alterando a estrutura e funcionamento destes ecossistemas. Especificamente na
Amazonia, as macrdéfitas aquaticas sdo os produtores primarios mais abundantes das varzeas,
constituindo 52% do total da producdo primaria dessas areas (JUNK & HOWARD-
WILLIAMS, 1984, JUNK 1985).

A comunidade de macrofitas aquaticas das areas alagaveis amazénicas apresenta uma
alta diversidade, sendo reportadas na Amazbnia Central aproximadamente 400 espécies
pertencentes aos mais diferentes grupos taxonémicos (PIEDADE et al., 2010). Apesar desta
grande diversidade de plantas aquaticas ndo ha estudos na regido que mostrem os efeitos de
agrotoxicos, principalmente herbicidas, nestes organismos. Poucos estudos tém sido
realizados mundialmente sobre os efeitos dos agrotdxicos nas macrofitas aquéticas
(FAIRCHILD et al., 1994; FRANKART et al., 2003; LYTLE & LYTLE, 2002, 2005;
WENDT-RASCH et al., 2004; MALTBY et al.,2005; BELGERS et al., 2007; ARTS et al.,
2008; SOBRERO et al., 2007; SOOD et al., 2011), sendo todos eles em regides temperadas e

nenhum realizado em regides tropicais.

Em todas as regides do mundo, a importacdo, fabricagdo e comercializacdo de

agrotoxicos devem ser feitas mediante o registro destes produtos em 6rgdos governamentais
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especificos. No Brasil o registro e controle do uso e comercializacdo desses produtos é da
responsabilidade da ANVISA, que se encontra sob a intreveniéncia de 3 ministérios, o
Ministério da Saude, o Ministério de Meio Ambiente e o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento. Para este registro € necessaria a realizacdo de testes ecotoxicoldgicos com o
intuito de determinar se o0 agrotdxico a ser registrado coloca em risco 0 ambiente onde seré
utilizado (Lei n°. 7.802/89). Entretanto, com a justificativa de reduzir os custos de producéo
dos agrotdxicos e, consequentemente, os custos da producédo agricola e evitar o monopdlio do
mercado nacional por empresas estrangeiras foi adotado o critério de equivaléncia, que
simplifica o processo de registro (WAICHMAN, 2012). Neste sentido, ndo é exigida uma
avaliacdo completa, sendo incentivado o uso de produtos cujas patentes estdo vencidas, sendo

esses produtos obsoletos, em geral, de maior toxicidade e persisténcia no ambiente.

A realizacdo de teste ecotoxicologicos é considerada um processo caro e lento, que
levaria a demoras desnecessarias no registro dos produtos. Por este motivo, € comum a
extrapolacdo dos resultados realizados com espécies e em condicBes das regides temperadas
para as condicOes tropicais, podendo levar a erros, uma vez que diferencas nas condi¢bes
ecossistémicas, na composicdo de espécies (tanto em diversidade como abundancia) e na
sensibilidade das plantas ndo sdo levadas em consideracdo (CASTILLO et al. 1997; KWOK
et al. 2007; ROMBKE et al. 2008; DYER et al. 1997; MALTBY et al. 2005; RICO et al,
2009).

Especificamente no caso das macrofitas aquaticas, a maior parte dos testes é realizada
com a especie flutuante Lemna sp. (horma OECD 2002), sendo questionado se a toxicidade
determinada para essa espécie pode ser utilizada como representativa dos efeitos dos
agrotoxicos sobre a comunidade de macrofitas aquaticas em geral (FLETCHER, 1990;
LEWIS, 1995; HANSON & ARTS, 2007; TURGUT & FOMIN, 2002). Além disto, poucos
estudos estdo focados na diferenca de sensibilidade das espécies de macrofitas aos
agrotoxicos (ARTS et al., 2008; KNAUER et al., 2008). Estes estudos recomendam que
pesquisas comparando a sensibilidade de varias espécies de macréfitas aquaticas sejam
realizadas, de forma a se construir e consolidar uma base de dados para o melhor

entendimento dos potenciais efeitos dos agrotéxicos no ambiente.

Assim, para garantir a protecdo da macrdfitas aquaticas e dos servigos ecossistémicos
que elas fornecem, ha necessidade de desenvolver ferramentas de avaliagdo de risco para os

sistemas tropicais, em especial o amazonico, estabelecendo critérios de qualidade da agua,
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permitindo o monitoramento e controle dos impactos das atividades humanas. 1sso requer a
compreensdo de como esse grupo torna-se vulneravel com a dispersdo dos contaminantes.
Para isto, € preciso, em um primeiro momento, a realizacdo de testes ecotoxicoldgicos que

avaliem o efeito dos agrotoxicos sobre espécies de macréfitas aquaticas em particular.

Apesar da existéncia da Resolugdo CONAMA N° 430/2011, na qual, complementa
parcialmente a Resolucdo N° 357/2005, que determina os valores maximos permitidos de
diversas substancias nas aguas do Brasil, a maior parte dos agrotoxicos ainda ndo tiveram seus
valores maximos permitidos estabelecidos na legislacdo. Nesse contexto, a auséncia desses
valores cria um cenario onde se torna quase impossivel implementar acbes para a protecao da

biodiversidade aquatica e para o uso correto de agrotdxicos.

Para resolver o impasse da extrapolacdo realizada a partir de uma ou duas espécies
para inferir efeitos no conjunto das espécies do ecossistema foi proposto o método de
avaliacdo da Distribuicdo de Sensibilidade de Espécies (DSE), considerando que estas variam
consideravelmente na sua sensibilidade aos contaminantes ambientais, e essa variacdo pode
ser descrita através da construcdo de uma distribuicdo da sensibilidade de espécies
(NEWMAN, 2000). Este método leva em consideracdo a diversidade de espécies
representando de forma mais abrangente o comportamento de determinada substancia no
ambiente, pois se utiliza de dados de sensibilidade de diferentes organismos e assim
determina qual a fracdo afetada de espécies para cada composto estudado. Com base nessas
informac@es pode ser proposto um valor maximo da substancia no ambiente de acordo com a
proporcdo de espécies que se quer proteger (MALTBY et al., 2005; DAAM; VAN DEN
BRINK, 2010).

Um aparente entrave na utilizacdo do método DSE para definir padrdes de qualidade de
agua para herbicidas na Amazonia se da por conta da escassez de dados ecotoxicologicos com
espécies da regido, dada a auséncia de resultados provenientes de testes com espécies locais
ou endémicas e em situacdes que reflitam as condigdes locais de exposi¢do da biodiversidade
aos agrotoxicos (KRULL et al., 2011). Desta forma, estudos sobre a toxicidade de herbicidas
na Amazonia sdo de suma importancia e necessarios, de forma a validar se os padrbes de
gualidade ambiental baseados em valores de toxicidade para as espécies Lemna spp. podem
ser utilizados na Amazonia, protegendo também a biodiversidade de macrdéfitas aquaticas

dessa regido.
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OBJETIVO GERAL

Investigar se os principais herbicidas utilizados na regido podem causar efeitos toxicos
nas macrofitas aquaticas, podendo interferir na estrutura e funcionamento do ecossistema

aquatico.

OBJETIVOS ESPECIFOS

— Determinar a Concentracdo de Efeito Mediana (CEsp) dos herbicidas diuron, glifosato e
paraquat em sete espécies de macrofitas aquaticas amazonicas Azolla filiculoides,
Cabomba aquatica, Limnobium laevigatum, Pistia stratiotes, Phyllanthus fluitans, Salvinia

auriculata, Spirodela polyrhiza testadas individualmente.

— Determinar a concentracdo de risco que afeta 5% das espécies e protege 95% (HC 5%), por

meio da construcdo de curva de sensibilidade das espécies estudadas para cada herbicida.
— Sugerir ajustes nos padrdes de qualidade da agua para o uso seguro dos herbicidas

estudados e desta forma proteger a diversidade de macréfitas aquéaticas da regido

amazonica;
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HIPOTESES

1. O uso dos herbicidas diuron, glifosato e paraquat causam efeitos toxicos nas
macrofitas aquaticas amazoénicas, podendo provocar alteracGes na estrutura e funcionamento

do ecossistema aquatico.

2. As concentracdes de efeito determinadas para a espécie padrdo Lemna spp. sdo
equivalentes ou semelhantes as das especie amazénicas, e portanto a definicdo de um padrao

de qualidade da agua a partir dessa espécie é estrapolavel para as espécies amazonicas.

3. Os padrGes de qualidade de agua existentes, portanto, os valores maximos
permitidos do diuron, glifosato e paraquat no meio aquatico protegem a comunidade de

macrofitas aquaticas.
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CAPITULO 1

EFEITO DOS HERBICIDAS DIURON, GLIFOSATO E PARAQUAT EM SETE
ESPECIES DE MACROFITAS AQUATICAS DE GRANDE OCORRENCIA NA
REGIAO AMAZONICA.
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1. INTRODUCAO

Os herbicidas sdo os agrotoxicos mais comercializados no Brasil (IBAMA, 2010).
Entre os anos de 2009 e 2013 a utilizacdo de herbicidas somente no Estado do Amazonas
passou de 39 para 113 toneladas por ano, segundo dados do Sindicato Nacional da Industria
de Produtos para Defesa Agricola (SINDAG). Somente entre os anos de 2009 a 2012, o uso
no Brasil dos herbicidas que foram avaliados na presente pesquisa aumentou
significativamente. No caso do diuron, se observou um aumento de 400% passando de 2 para
8 toneladas. J& para o glifosato 0o aumento no mesmo periodo foi de 57% passando de 118
para 186 toneladas. O paraquat, herbicida de menor uso no Brasil, apresentou um aumento de
comercializacdo de 273%, com 1,9 toneladas utilizadas em 2009 e 5,2 toneladas
comercializadas em 2012 em todo o Pais (IBAMA, 2012).

H& uma razoavel expectativa de que as taxas de uso dos agrotdxicos devam aumentar
ao longo do tempo com o aumento da agricultura no estado (SCHIESARI et al., 2013).
Levando em consideragdo que a agricultura intensiva depende de terras férteis perto de corpos
de &gua naturais, a biota aquatica esta vulneravel a contaminacdo destes toxicos (VIDAL et
al., 2011)

Os herbicidas sdo agentes bioldgicos ou substancias quimicas capazes de matar ou
suprimir o crescimento de espécies vegetais e algas e, para serem seletivos, eles devem atingir
somente as plantas daninhas e ndo toda a cultura (ROMAN et al., 2007). Quando atingem o0s
sistemas aquaticos por meio de varias rotas como de escoamento superficial e lixiviacdo
(DAVIES et al., 2003), os agrotdxicos podem causar alteragcdes destes ecossistemas, uma vez
que ao afetar os organismos vivos, alteram a composicdo das comunidades aquaéticas,
interferiendo nas relacGes troficas e nos ciclos biogeoquimicos, portanto, modificando a
estrutura e o funcionamento dos ecossisstemas aquaticos (ARTS et al., 2008). As macrofitas
aquaticas desempenham importante fungdo na manutencdo e equilibrio dos ambientes
aquaticos, sendo consideradas como a principal fonte produtora de matéria organica. Servem
de abrigo e/ou alimentacdo para diversos tipos de organismos, atuam na despoluicdo dos
ambientes aquéticos, na producdo de biomassa, no controle de erosdo hidrica, no
melhoramento fisico e nutricional do solo, e na ciclagem de nutrientes, entre outros (SILVA,
2011).
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N&o hé evidéncias de estudos na regido do Amazonas que tenham avaliado a toxidade
de agrotoxicos em plantas aquéticas, visto que para estas avaliagdes Sdo necessarios testes
ecotoxicologicos. Diversas normas para testes de efeitos toxicoldégicos vém sendo
implementadas no Brasil, sendo que nenhuma para plantas aquaticas. Somente a Diretriz
91/414/EEC (EU 1997) da Unido Europeia, que estd em revisdo, possui um requerimento para
protecdo das macrofitas, e nela séo exigidos testes com uma Unica espécie, Lemna spp. Porém
existe uma preocupacdo no que diz respeito as avaliagdes de riscos baseadas nos parametros
da Lemna sp., pois estas avaliacbes podem ndo ser aplicaveis para outras espécies de
macrofitas aquaticas ( MALTBY et al., 2010).

Para Esteves (2011), as macrdéfitas séo classificadas quanto ao seu biétopo, que séo
denominados genericamente de grupos ecoldgicos e sdo divididas em: i) macrdfitas aquaticas
emersas - plantas enraizadas no sedimento e com folhas acima da lamina de &gua; ii)
macroéfitas aquaticas com folhas flutuantes - plantas enraizadas no sedimento e que se
desenvolvem com folhas flutuantes na lamina da agua; iii) macrofitas aquaticas submersas
enraizadas - plantas enraizadas no sedimento, que crescem totalmente submersas; iv)
macrdéfitas aquaticas submersas livres - plantas que apresentam raizes pouco
desenvolvidas e que flutuam submersas em &guas de pouca turbuléncia; v) macrofitas

aquaticas flutuantes - plantas que se desenvolvem flutuando livremente no espelho de agua.

Se existem diversos modos de vida diferentes, ha davidas se os testes realizados com
Lemna sp. que é a espécie padrdo do estudos ecotoxicologicos, podem ser representativos para
as espécies da regido Amazonica. Por exemplo, o ciclo de vida curto da Lemna spp. ndo é
comparavel aquele das espécies de macrofitas submersas, cujo crescimento é mais lento
(CEDERGREEN et al., 2005). Além disso, as folhas de Lemna spp. estdo expostas ao ar e a
agua e podem ser diretamente influenciadas pela deriva de agrotoxicos. Macrdéfitas submersas
enraizadas, pelo contrario, estdo expostas pela entrada de agrotoxicos tanto por meio de
escoamento, drenagem ou derramamentos acidentais como pelo sedimento (ARTS et al.
2008).

Assim, para garantir a protecdo das plantas aquaticas e dos servigos ecossistémicos que
elas fornecem, ha uma necessidade de compreender, por meio de testes ecotoxicoldgicos, a
vulnerabilidade desse grupo de plantas e seus diferentes habitos quando da dispersdo de
contaminantes. Como ndo ha evidéncias de testes ecotoxicologicos realizados com espécies

da regido, a presente pesquisa tem o intuito de investigar os efeitos dos herbicidas diuron,
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glifosato e paraquat que s&o amplamente utilizados no Estado do Amazonas, por meio de
testes crénicos em laboratério com sete espécies de macrofitas aquaticas da regido
Amazonica, podendo assim gerar conhecimentos para constriur uma base de dados em

ecotoxicologia, a qual, ainda é inexistente.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Espécies testadas

As espécies Azolla filiculoides, Cabomba aquatica, Limnobium laevigatum, Pistia
stratiotes, Phyllanthus fluitans, Salvinia auriculata, Spirodela polyrhiza foram as macrofitas
testadas para avaliar a toxicidade dos herbicidas diuron, glifosato e paraquat, por meio de
ensaios padronizados (tabela 1).

As plantas foram escolhidas tendo em conta a facilidade de serem encontradas nos
ambientes aquaticos da regido e sua facil adaptacdo as condicGes de experimentacdo em

laboratorio.
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Tabela 1. Grupo taxondémico, comprimento e peso (média £ DP; n = 54)

das espécies de macrofitas.

Ordem, familia, género, espécies

Comprimento (cm) Peso (g)

Alismatales
Araceae
Spirodela
Spirodela polyhiza
Pistia
Pistia stratiotes
Hidrocharitaceae
Limnobium
Limnobium laevigatum
Salviniales
Azzolaceae
Azolla
Azolla filliculoides
Salviniaceae
Salvinia
Salvinia auriculata
Euphorbiales
Euphorbiaceae
Phyllanthus
Phyllanthus fluitans
Nymphaeales
Cabombaceae
Cabomba
Cabomba aquatica

1,57 + 0,15

7,08 +1,80

6,68 + 3,08

1,49+ 0,33

5,25+0,77

4,29 +0,87

19+1,05

0,09 + 0,07

5,96 +3.16

2,64 + 2,55

0,17+0,11

1,80 £0,95

0,48 +£0,28

1,27 £ 0,39

As macrofitas para a realizacdo dos testes foram coletadas no lago da Ilha da Paciéncia
e no lago da Felicidade na costa do Xiborena ambos localizados no municipio de Iranduba
(Fig.1). A espécie Cabomba aquatica foi cedida pelo Dr. Marcos Makiyama da Coordenagéo
de Pesquisas em Aquicultura (CPAQ/ INPA). Todas as coletas e transporte das macrofitas
aquaticas foram realizadas com autorizagdo do IBAMA sob o N° 29386-2 do Sistema de

Autorizacéo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO).
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Figura 1: Area de coleta: (A) Lago llha da Paciéncia; (B) Lago da Felicidade

Azolla filiculloides, possui forma de filicula, tem héabito flutuante livre, quando
jovem é verde, depois se torna avermelhada e parda. Vive em &guas calmas e nao cresce em
aguas acidas pobres em fosforo. Possui intensa propagagédo vegetativa, podendo duplicar-se a
cada 3-6 dias (POTT & POTT, 2000). Possui ampla distribuicdo geografica, podendo ser
encontrada em ecossistemas aquaticos tropicais, subtropicais e em regioes de clima temprado
(SCULTHORPE, 1985) (Fig. 2).

Figura 2. Azolla filiculloides
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Salvinia auriculata, possui forma de auricula ou forma semelhante & orelha-de-onca,
tem habito flutuante livre e possui raiz com uma estrutura em forma de U. Possue folhas que
repelem agua e raizes que servem como esponja retendo agua e sendimentos. Sao plantas que

requerem muita luz sua ocorréncia é ampla em todo o Brasil (POTT & POTT, 2000) (Fig. 3).

Figura 3. Salvinia auriculata

A espécie Spirodela polyrhiza tem habito flutuante livre, vive em aguas calmas com
pouca perturbacdo. As folhas sdo verdes na parte superior e avermelhadas/roxas na parte
inferior, normalmente apresentam de 6 a 12 raizes por folha (EMERICH, 2009). Sua

reproducdo se da por meio de propagacdo vegetativa intensa a partir da folha mde (WANG et
al., 2014) (Fig.4).

Figura 4. Spirodela polyrhiza
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Pistia stratiotes vive em &guas paradas ou pouco correntes, possui folha esponjosa e seu
tamanho varia conforme o ambiente; necessita de muita luz. Sobrevive semi-enraizada em
lama Umida; é polinizada por insetos e sua semente é dispersada pela agua. N&o tolera muito
bem a sombra, sendo colonizadora, pois avanca rapidamente e se adensa no local. Sua

distribuicdo se da principalmente do sul dos Estados Unidos a Argentina e em todo o Brasil
(POTT & POTT, 2000) (Fig.5).

[

Figura 5. Pistia stratiotes

A espécie Phyllanthus fluitansé uma planta flutuante livre que vive em aguas ricas em
nutrientes. As folhas variam de verde a arroxeadas dependendo das condi¢gdes do ambiente, e
sdo ocas embaixo o que favorece sua flutuacdo. As raizes servem de abrigo para os alevinos

(NOTARE, 1992) e sua distribui¢do ocorre no Brasil, Paraguai, Equador e Peru (POTT &
POTT, 2000) (Fig.6).

Figura 6. Phyllanthus fluitans
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A Limnobium laevigatum é uma espécie flutuante livre que prefere aguas calmas,
possui folhas esponjosas no lado inferior; quando enraizada possui folhas eretas. A espécie é
exigente quanto a quantidade de luz e prefere dguas de pH proximo do neutro. Distribui-se
pela América tropical e subtropical (POTT & POTT, 2000; DIMITRI, 1972) (Fig 7).

Figura 7. Limnobium laevigatum

Cabomba aquatica, ¢ uma planta que pode se apresentar na cor verde ou vermelha,
possui folhas submersas opostas cruzadas ou verticiladas com geralmente 2 folhas por nd,
lamina multipartida, reniforme a quase circular no contorno. Possui folhas emersas flutuantes
e flores individuais intensamente amarelas e sdo muito exigentes na quantidade de luz
(AUBLET, 1775). Sua distribuicdo se da na América Central e do Sul até o Rio Amazonas
(RATAJ & HOREMA, 1977) (Fig 8).

Figura 8. Cabomba aquatica
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2.2 Herbicidas testados

No presente trabalho foram utilizados os herbicidas mais comercializados e usados no
estado do Amazonas, que foram selecionados previamente segundos consultas realizadas nas

lojas comerciais de vendas de agrotoxicos da cidade de Manaus.

Foram testados trés herbicidas: glifosato (Gliz 480g/L), diuron (Diuron Nortox 500g/L)

e paraquat (Gramaxone 200g/L). A Tabela 2 mostra 0s nomes comerciais, pureza da

substancia ativa, ingredientes inertes, niamero de registro, fabricante e a classificacdo quanto a
periculosidade dos produtos utilizados neste estudo.

Nos testes ecotoxicologicos realizados ndo foram utilizados os ingredientes ativos

puros dos herbicidas, uma vez que na agricultura do Amazonas séo utilizadas as formulagdes

comerciais.

Tabela 2. Nomes comerciais, pureza da substancia ativa, ingredientes inertes, nimero do lote e
classificacdo quanto a periculosidade ao meio ambiente dos produtos testados.

Nome . Ingrediente Ativo Ingredientes Nl]m.ero de Periculosidade ao
Comercial Inertes Registro* Meio Ambiente
Gramoxone bipiridilio dicloreto, 0 Classe Il - Muito
200 ion (Paraquat) 20% 87.6% 01518498 perigoso
Gliz 480 SL Glifosato Sal 69,20% 0438898 Classe 111 -

Isopropilamina 48% Perigoso
Diuron Nortox Diuron 50% 69.4% 08895 Classe I_I - Muito
500 SC perigoso

*Namero de registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)

2.2.1 Paraquat

E um herbicida pertencente ao grupo quimico dos bipiridilio e tem sua classificacio
toxicoldgica | — extremamente toxico e classificacdo do potencial de periculosidade ambiental
Il — muito perigoso ao meio ambiente, conhecido como paraquat com nomenclatura quimica

de 1,1'-dimethyl-4,4"-bipyridinium, formula bruta com C1,H14N; e férmula estrutural (Fig.9).
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7 \

Figura 9. Férmula Estrutural do Paraquat
Fonte: ANVISA, 2005

Este herbicida é um sal soltvel em agua que desseca rapidamente todo o tecido verde
com o qual entra em contato. Amplamente utilizado em agricultura, ndo é volatil, explosivo
ou inflamavel em solucdo aquosa (PERON et al., 2003). Geralmente € comercializado como
Gramoxone®, Gramocil®, Agroquat®, Gramuron®, Paraquat®, Paraquol®e também em

misturas com outros principios ativos, como o Secamato®.

O Paraquat age na presenca de luz, desidratando as partes verdes de todas as plantas
com as quais entra em contato; ap06s a aplicacdo a penetracdo ocorre quase imediatamente. O
local de acdo do Paraquat é o cloroplasto contendo os sistemas fotossintéticos das plantas que
absorvem a energia luminosa usada para produzir actcares (MARTINS, 2013). Este herbicida

é conhecido por agir no Fotossistema 1.

2.1.2 Glifosato

O Glifosato pertence ao grupo glicina substituida e é classificado como um produto
extremamente toxico - Classe 111 (ANVISA, 2007) para a saude humana, e pouco tdxico para
0 meio ambiente - classe IV. E um herbicida nio seletivo, de acdo sistémica de pds-
emergéncia, com nomeclatura quimica: N-(phosphonomethyl) glycine, férmula bruta:
C3HgNOsP e formula estrutural (Fig. 10). Pode ser encontrado em forma de sais, sendo sal de
isopropilamina (glyphosate-isopropylammonium), sal de potassio (glyphosate-potassium) e

sal de amdnio (glyphosate-ammonium).
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Figura 10. Formula Estrutural da Glifosato
Fonte: ANVISA, 2007.

Hoje o glifosato é principal herbicida utilizado no mundo, tendo participacdo de 10% do
total de defensivos agricolas consumidos (MOURA, 2009). Em condi¢Ges ambientais, o
glifosato apresenta estabilidade na presenca de luz, inclusive em temperaturas superiores a
60°C (AMARANTE et al., 2002). E altamente solGvel em 4gua e sua meia-vida pode variar
de 7 a 70 dias dependendo das condi¢Ges ambientais (GIESY et al., 2000).

O glifosato inibe especificamente a enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfatosintase
(EPSPS), que catalisa a condensacdo do acido chiquimico e do fosfato piruvato, inibindo,
assim, a sintese de trés aminoacidos essenciais — triptofano, fenilalanina e tirosina
(JAWORSKI, 1972; ZABLOTOWICZ & REDDY, 2004).

Quando o glifosato é aplicado sobre as plantas, ocorre a penetracdo ou absorcao, cuja
velocidade vai depender de numerosos fatores, incluindo espécie, idade, condi¢cdes ambientais
e concentracdo do glifosato e surfactante. O glifosato é mdvel no floema e é rapidamente
translocado por todas as partes da planta, mas tende a se acumular nas regifes meristematicas
(YAMADA & CASTRO, 2007).

2.1.2 Diuron

E um herbicida pertencente ao grupo quimico da uréia, com classificacio 11l —
medianamente toxico e classificacdo do potencial de periculosidade ambiental — 11 — produto

muito perigoso ao meio ambiente.

Esse herbicida é conhecido quimicamente por 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea,
formula bruta: CoH10C12N2o e formula estrutural é apresentada na figura 11.
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Cl NHCON(CH,),

Cl

Figura 11. Formula Estrutural do Diuron
Fonte: ANVISA, 2003.

Apresenta-se sob a forma de pé molhavel com acdo sistémica pré e pos-emergente,
usado no controle de ervas daninhas, agindo na planta por absorcdo, principalmente pelas
raizes, de onde € deslocado através do xilema (MONCADA, 2012). Seu mecanismo de acao €
a destruicdo do Fotossistema Il e, consequente, a interrupgdo da fotossintese. Por ele ser um
herbicida de alta persiténcia ele pode ser encontrado em muitos ambientes, incluindo solos,
sedimento e 4gua (GIACOMAZZI & COCHET, 2004).

O diuron é considerado como sendo um dos herbicidas mais perigosos para o ambiente,
uma vez que é muito persistente ndo biodegradavel e bioacumulavel (KUMAR et al., 2011;
BARBIERI, 2009; MHADHBI & RICARDO BEIRAS, 2012). A sua persisténcia € atribuida
principalmente a combinacdo de trés fatores: sua estabilidade quimica, baixa solubilidade em
agua e forte sor¢do do solo (WONG et al., 2013).

2.3. Protocolo experimental

Para determinar a toxicidade do diuron, glifosato e paraquat nas espécies selecionadas,
foram realizados experimentos com testes cronicos para o célculo da CEsy (Concentracdo
Efeito Mediana), que representa a concentracdo de uma substancia toxica que promove algum
efeito em 50% das plantas expostas durante 0s ensaios.

Os testes foram baseados com as orientacdes da OECD 221 (2006) para teste com a
Lemna sp., incluindo algumas adaptacdes, como tamanho dos recipientes, nimero de plantas
por replicata e duracdo do teste.

Pré-testes foram realizados para cada herbicida, baseados nas concentragdes de efeito
(CEsp) existentes para a espécie padrdo Lemna spp. (EPA; AERU, 2014), a fim de determinar
o intervalo de concentracdes que se aproxima da CEsp, uma vez que os dados disponiveis com
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os herbicidas selecionados em espécies amazobnicas sdo inexistentes. Apos andlise dos pre-
testes, as concentragdes para os testes cronicos foram definidas.

Para determinar a CEsp-21dias, os testes cronicos foram realizados em um sistema
estatico sem troca ou adi¢do de agua. A fim de chegar o mais proximo possivel do que
acontece na realidade no campo, os herbicidas foram aplicados somente no inicio dos testes
em cinco concentracdes crescentes (C1, C2, C3, C4, C5) e um controle (C0O), e com 3
repeticdes por nivel de tratamento (n = 3). As concentracGes nominais utilizadas nos testes de
toxicidade estdo apresentadas na tabela 3.

As soluges estoque utilizadas nos testes de toxicidade cronica foram preparadas por
diluicdo dos herbicidas em agua destilada Os meios de ensaio foram preparados por dilui¢éo
da solucdo estoque em metade agua do local de coleta das espécies, que foi previamente

filtrada e metade da 4gua de origem artesiana coletada na UFAM.
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Tabela 3. Concentracdes nominais dos agrotoxicos (1g/L) usadas nos testes de toxicidade
crbnica com espécies de macréfitas aquaticas. * espécie ndo coletada para teste com
glifosato.

Espécies Diuron Glifosato Paraquat
8 5 4
12 10 7
Azolla filiculoide 16 15 10
20 20 13
24 25 16
20 25 10
24 35 15
Cabomba aquatica 28 45 20
32 55 25
36 65 30
12 15 5
16 20 10
Limnobium laevigatum 20 25 15
24 30 20
28 35 25
12 5 4
16 10 7
Pistia stratiotes 20 15 10
24 20 13
28 25 16
16 5 4
20 10 7
Phyllanthus fluitans 24 15 10
28 20 13
32 25 16
8 5 4
12 10 7
Salvinia auriculata 16 15 10
20 20 13
24 25 16
12 * 5
16 * 10
Spirodela polyrhiza 20 * 15
24 * 20
28 * 25

2.4 Periodos de aclimatacao

Os testes laboratoriais de toxidade foram realizados no Laboratério de Ecologia da

UFAM. As macrdfitas foram coletadas uma semana antes do inicio dos experimentos e foram
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previamente lavadas e aclimatadas em aquérios de 30 litros contendo metade da agua do local
e metade da agua de poco de origem artesiana da UFAM.

As macrofitas ficaram no minimo cinco dias em sala aclimatizada com iluminacgéo

apropriada de 20 watts (aproximadamente 2500 lux) até o inicio do experimento (Fig.12).

Figura 12. Aclimatacéo das macrdfitas antes do inicio dos testes ecotoxicologicos.

2.5 Duragéo dos experimentos

Os testes foram conduzidos em aquarios de 2L para espécies maiores e 1L para as
espécies menores (Fig. 13). Os testes com Cabomba aquatica, por ser uma macrofita
enraizada, foram realizados utilizando areia como sedimento, adquirida em loja de materiais

de construcéo que foi previamente lavada e secada na estufa a 90 °C.
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Figura 13. Recipientes dos testes com 2 e 1 litro de capacidade de armazenamento.

Todas as plantas selecionadas para os testes foram lavadas com &gua destilada para
retirada de qualquer material e foram selecionados os individuos com condigdes saudaveis e
de tamanhos semelhantes. Em cada recipiente foram adicionadas plantas individuais, e logo
em seguida os recipientes foram cobertos com filme plastico com alguns furos para passagem
de ar para impedir a rapida evaporacao da agua.

Os testes foram realizados em ambiente com temperatura que variou de 23 a 25 °C, e
ciclo de iluminagéo de 12h de luz e 12 h escurid&o, utilizando iluminagdo fluorescente em um
local fechado com entrada permitida apenas pelo condutor do experimento. As macrofitas
foram expostas aos herbicidas pelo periodo de 21 dias, baseados em testes realizados com

Lemna spp.

No total foram avaliados 5 parametros para determinar a toxicidade dos herbicidas, a
saber: (1) tamanho da planta (cm), (2) tamanho da folha (cm), (3) tamanho da raiz (cm), (4)
numero de folhas e (5) peso fresco (g). Os efeitos foram monitorados no inicio do
experimento (t=0) e no 7°, 14° e 21° dias. Além disso, alteracOes visuais nas plantas foram

registradas ao longo do experimento

As concentragdes de oxigénio dissolvido, pH, condutividade elétrica e temperatura
foram avaliadas no inicio do experimento (t=0) e nos 7°, 14° e 21° dias com o uso de um
aparelho multiparamétrico (Thermo Orion Five Star, Thermo Scientific, USA). Os valores dos

parametros fisicos se encontram no apéndice A.
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2.6 Analises estatisticas

As andlises estatisticas para obtencdo das estimativas das concentracfes de efeito
(CE50) e correspondentes curvas dose-resposta, foram realizadas no software R (R CORE
TEAM, 2014), empregando o pacote drc — “dose response curves” (RITZ & STREIBIG,
2005), que utiliza modelos de distribuicdo de probabilidade log-logistica. A andlise de
variancia (ANOVA-1 via) foi empregada como teste de adequacdo das curvas dose-resposta

aos modelos de distribuicdo log-logistico.

3. RESULTADOS

3.2 Concentracdes de Efeito Medianas (CEsp)

Os resultados dos testes de toxicidade crénicos das sete espécies de macrofitas
aquaticas de ocorréncia comum na regido amazonica, com os valores da CEs-21dias para
todos os parametros avaliados estdo apresentados nas figuras 14 (duron), figura 15 (glifosato)
e figura 16 (paraquat).

Na avaliacdo dos efeitos dos testes cronicos ap6s adicdo dos herbicidas (diuron,
glifosato e paraquat) as espécies de macrofitas aquaticas testadas mostraram diferentes

respostas dos parametros de sensibilidade testados.

Os valores da CEsp-21dias do diuron variaram de 7,7 a 30,4 ug/L (Fig. 14). C.
aquatica apresentou a maior de CEsp (30,4 pg/L) e a Salvinia auriculata o menor valor de
CEso (7,7 ng/L). As especies Azolla filiculoides e S. auriculata se apresentaram como as mais
sensiveis para a maioria dos parametros avaliados, e a espécie Cabomba aquatica como a
mais resistente a este herbicida. O pardmetro que melhor representou a sensibilidade das
espécies testadas ao herbicida diuron foi o peso fresco, onde das 7 espécies testadas 4
(Salvinia auriculata, Azolla filiculoides, Phyllanthus fluitans e Cabomba aquéatica) mostraram
respostas com menores valores de CEsg, em comparacdo aos demais parametros avaliados.
Para as demais espécies o parametro toxicoldgico mais sensivel ao diuron foi tamando da
planta (Pistia stratiotes), tamanho da raiz (Limnobium laevigatum) e numero de folhas

(Spirodela polyrhiza).
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Figura 14. Concentragdo de efeito (CEsp) do diuron para os diferentes parametro
toxicoldgicos avaliados nas 7 espécies testadas.

Os valores da CEsp-21dias para o herbicida glifosato variaram de 5,1 a 48,7 ug/L para
as espécies de macrofitas testadas (Fig. 16) A sensibilidade a este herbicida variou entre 0s
parametros e entre as espécies testadas. Cabomba aquatica apresentou a maior CEsy (48,7
ug/L) e além disso mostrou ser a espécie menos sensivel a todos os parametros avaliados
para este herbicida. A Phyllanthsus fluitans apresentou o menor valor de CEsg (5,1 pg/L)
para o glifosato, sendo que as espécies Azolla filiculoides e Salvinia auriculata também se

mostraram mais sensiveis a este herbicida (Fig. 15).
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Figura 15 Concentracdo de efeito (CEsp) do herbicida glifosato para os diferentes pardmetros
toxicologicos avaliados nas 6 espécies testadas.

O herbicida paraquat foi o mais toxico para as macrofitas com os valores da CEso-
21dias variando de 4,1 a 21,8ug/L (Fig. 176). Novamente, Cabomba aquética foi a espécie
menos sensivel, com os maiores valores de CEsy para todos os pardmetros toxicoldgicos
avaliados, sendo as espécies Azolla filiculoides e Phyllantus fluitans as espécies mais

sensiveis.

Das 7 espécies testadas 3 delas, Salvinia auriculata, Phyllanthus fluitans, Limnobium
laevigatum apresentaram o numero de folhas como o pardmetro mais afetado pela presenca
do herbicida paraquat. Ja para as espécies Azolla filiculoides e Spirodela polyrhiza o
parametro que melhor representou o efeito do paraquat na planta foi o tamanho da raiz e para

as espécies Pistia stratiotes e Cabomba aquatica o tamanho da planta.
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Figura 16. Concentracdo de efeito (CEsp) do herbicida paraquat para os diferentes parametros
toxicoldgicos avaliados nas 7 espécies testadas.

A partir dos resultados acima apresentados pode se observar que o glifosato foi o
herbicida menos toxico para as macréfitas aquaticas estudadas e o paraquat o mais toxico.
Apesar dos diferentes niveis de toxicidade entre as espécies quanto a alguns sintomas
resultantes da exposicdo aos trés herbicidas, esses efeitos foram mais evidentes quando as
maiores concentragdes de herbicidas foram aplicadas.

Nos testes realizados com diuron, em todas as plantas observaram-se sintomas a partir
da concentragdo 3 com aparecimento de folhas escurecidas e enrugadas. As espécies
Phyllanthus fluitans, Spirodela polyrhiza e Azzola filiculoides tiveram suas raizes
desprendidas do resto da planta ao final do experimento.

O amarelamento das folhas foi outro sintoma comum que se observou a partir da
concentracdo 3 nas plantas nos testes com os 3 herbicidas. No caso do paraquat, as folhas das

plantas, em especial a Pistia stratiotes ficaram com manchas na cor marrom e com necrose.
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4. DISCUSSAO

Embora sejam conhecidos os mecanismos de acdo dos herbicidas testados, pouco se
sabe acerca de sua reacdo especifica em decorréncia de um determinado herbicida (ROMAN
et al., 2007). Em relacéo as espécies, A. filiculoides foi a espécie mais sensivel para todos os

herbicidas testados, e C. aquatica a menos sensivel.

Os parametros toxicologicos avaliados permitiram identificar quais podem ser mais
adequados e Uteis para a caracterizacdo de limiares toxicos e niveis de efeitos dos herbicidas
nas espécies amazolnicas, ou seja aqueles herbicidas que promovem efeitos mesmo nas
menores concentracfes. Neste sentido, pode ser observado que o peso fresco e 0 niUmero de

folhas foram os parametros mais sensivies para a maior parte das espécies avaliadas.

Estudos semelhantes ao nosso realizado por Kumar & Han (2010) utilizando os
agrotoxicos atrazina, diuron, simazina e glifosato, revelaram que o diuron foi o herbicida mais
toxico (CEsp 0,016 pg/L), enquanto glifosato (CEsp 16 pg/L) foi o0 menos toxico para Lemna
spp., quando foram avaliados CEss para o parametro numero de folhas e peso fresco. Isso
corrabora com 0s nossos resultados, onde quatro das sete espécies testadas se mostraram mais

sensiveis a este paramentro, em relacdo ao herbicida diuron.

Knauert et al. (2010) em pesquisa realiza com atrazina e diuron em plantas submersas,
mostraram que Myriophyllum spicatum foi a espécie mais sensivel para o diuron em testes
laboratoriais. De forma semelhante, no trabalho Lambert et al. (2006) se observou que
concentracdes da ordem de 5ug de diuron/L induziram uma reducdo de 50% da biomassa de
Myriophyllum Spicatum obtida pelo parametro peso fresco depois de 14 dias exposta ao
herbicida. Os resultadas acima apresentados contrariam o que foi observado neste estudo, que
mostrou que a espécie Cabomba aquatica, também de forma de vida submersa, foi a espécie
menos sensivel ao diuron, quando comparadas as demais 6 espécies testadas, todas flutuantes

de vida livre.

Em relagdo aos sintomas apresentados pelas plantas expostas ao diuron, outros
autores tambem reportaram o escurecimento das folhas, seguido de clorose ou amarelamento
e posterior necrose (RIZZARDI et al., 2004, SEVERINO et al., 2004). O escurecimento pode
estar relacionado a um incremento da clorofila como resposta a interferéncia deste herbicida

no fotossistema |1, de forma a compensar a reducdo na eficiéncia da fotossintese. Apos essa
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resposta para compensar a perda de eficiéncia fotossintética, a destruicdo do fotossistema Il
leva a clorose pela perda da clorofila e, finalmente, a necrose da folha (ROMAN et al., 2007).

Comparando os valores de CEs, para diuron obtidos nesse estudo com valores
determinados para a espécie padrdo Lemna sp. e tidos como referéncia para a protecdo da
comunidades de macrdfitas aquaticas podemos mencionar que o valor fornecido pela Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (Environmental Protection Agency- EPA), é de
CEs 15 pg/L para Lemna perpusilla. Desta forma essa espécie € menos sensivel que Azolla
filiculoides, Salvinia auriculata, Spirodela polyrhiza, Limnobium leavigatum e Pistia

stratiotes.

Os valores de CEs encontrados por Turgut & Formin (2002) em testes realizados com a
espécie Myriophyllum sp. para o glifosato variaram de 222 pg/L a 2.040 pg/L entre os
parametros mensurados na pesquisa, sendo de 5 a 50 vezes maiores que os valores
encontrados neste trabalho. Valores mais proximos aos deste estudo foram estabelecidos por
Michel et al. (2004) que observaram para Lemna paucicostata, outra espécie de lemnacea,
um valor de CEs para a taxa de crescimento, baseado no tamanho da folha de 66 ug/L, em 7

dias de exposicéo.

As CEsp referentes aos parametros utilizados para mostrar a toxidade do glifosato
encontradas neste trabalho, que variaram de 5,1 a 48,7 ug/L, evidenciam que de 6 espécies
testadas 5 delas se mostraram mais sensiveis quando comparadas com a espécie padrdo
Lemna gibba, cuja CEsy segundo valor fornecido pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (Environmental Protection Agency- EPA), é 21,5 pg/L para o herbicida
glifosato.

Para Gruyz & Sikorski (1990), os sintomas comuns observados apos a aplicagéo de
glifosato séo clorose foliar seguida de necrose. Outros sintomas foliares sdo: enrugamento ou
méa formacdo. Nas plantas, o glifosato é muito estavel, com pequena degradacdo detectavel
ocorrendo em longo periodo de tempo. Herbicidas Inibidores da EPSPs como o glifosato
promovem uma reducdo acentuada nos niveis dos aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina e triptofano), e as plantas tratadas com esses herbicidas param de crescer (HAC,
2003). Isso mostra a semelhanca com os efeitos apresentados no presente trabalho, que

mostrou a inibicdo do crescimento das plantas em relagdo a todos os parametros avaliados.
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Estudos realizados por Frankart et al., (2003) sobre os efeitos dos herbicidas com
diferentes modos de a¢do em processos fotossintéticos evidenciaram que o paraquat foi 0 mais
toxico entre os herbicidas avaliados na pesquisa. Em concentracdo de 10 pg/L mostrou efeitos

inibidores no crescimento da espécie Lemna minor.

Em relacdo ao paraquat, os valores de CEsy fornecidos pela agéncia Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (Environmental Protection Agency- EPA) para a
espécie padrdo Lemna minor é 98,0 pg/L, e de 51,0 pg/L para Lemna gibba . Isto permite
afirmar que as espécies de macrofitas aquaticas estudadas neste trabalho sdo mais sensiveis
em relacdo a espécie padrdo utilizada nos testes ecotoxicoldgicos dos Estados Unidos e da
Unido Europeia. As menores CEsg obtidas no presente estudo variaram de 4,1 a 10,2 pg/L,
valores muito abaixo dos apresentados pela EPA, ou seja, as 7 espécies se mostraram mais

sensiveis ao paraquat que a espécie padrdo Lemna sp.

Roman et al., (2007) observaram sintomas como amarelecimento e necrose das folhas
qguando submetidas a concentragdes de paraquat. Da mesma forma como aconteceu no
presente estudo, em poucas horas apds a aplicacdo surgiramos os primeiros sintomas na forma
de manchas amarelas que logo progrediram para necrose. Herbicidas inibidores do
Fotossistema | como o paraquat, quando aplicados na presenca de muita luz, provocam severa
injuria nas folhas das plantas tratadas (HAC, 2003). Os efeitos causados nas macroéfitas
aquaticas quando expostas a esse herbicida ja apareceram na primeira semana do
experimento, com as folhas mostrando necrose, amarelecimento e rugosidade nas

extremidades.

E dificil prever o comportamento da comunidade de macréfitas na presenca de
herbicidas, principalmente a partir de testes individuais como os aqui apresentados. Em
condigdes naturais, a composicao e diversidade da comunidade de macroéfitas de agua doce
sdo governadas por varios fatores ambientais, como disturbios hidraulicos, riqueza de
nutrientes ou disponibilidade de luz (Piedade & Junk, 2000), bem como pelas interagdes
bidticas como competicdo e hervibobria (COURTIS et al, 2010). Entretanto, a contaminacéo
dos ambientes aquaticos por herbicidas pode modificar a estrutura da comunidade.

Diversos estudos mostraram que as concentragfes dos herbicidas normalmente
encontrados em sistemas de dgua doce tém um efeito inibidor baixo sobre o crescimento da
comunidade de macrofitas (JONES & WINCHELL, 1984; JONES et al, 1985). No entanto,
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por causa da variacdo de sensibilidade aos herbicidas entre as espécies, ndo podemos excluir
os efeitos sobre toda a comunidade como mudancas na dominancia de algumas espécies ou
grupos funcionais de macréfitas (CEDERGREEN et al, 2004a, 2004b;. FAIRCHILD et al,
1998;. LAMBERT et al, 2006.). Tais mudancas podem ser dificeis de prever, uma vez que
podem resultar de efeitos diretos de herbicidas sobre espécies individuais e de efeitos
indiretos através da modificacdo das interacGes bioticas envolvendo macréfitas (ROHR et al.,
2006). Por exemplo, a competicéo interespecifica poderia ser afetada por herbicidas, devido a
diferencas de sensibilidade entre as espécies. Se a espécie dominante é mais sensivel, sua
reducdo ou eliminagcdo poderd levar a um aumento da diversidade de espécies ou ao
desaparecimento de espécies que dela dependem para alimentacdao e abrigo.

Embora ndo se disponha de estudos demonstrando as concentra¢fes dos agrotoxicos
aqui avaliados nos ambientes aquéaticos da regido, ficam evidentes os efeitos toxicos dos
herbicidas, o que pode em longo prazo afetar ndo apenas a comunidade de macréfitas
aquaticas, como também a sobrevivéncia dos outros organismos do ecossistema aquético

proximos das areas de cultivo.
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CAPITULO 2

CURVAS DE DISTRIBUICAO DE SENSIBILIDADE DE ESPECIES PARA OS
HERBICIDAS DIURON, GLIFOSATO E PARAQUAR E A PROTECAO DA
DIVERSIDADE DE MACROFITAS AQUATICAS AMAZONICAS.
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1. Introducéo

As plantas aquaticas sdo elementos de grande importancia funcional e estrutural para o
ecossistema aquatico, com papéis muito diversificados dentro deste sistema (SCHEFFER,
1998). Uma dessas funcdes é converter energia solar e dioxido de carbono em matéria
organica, contribuindo como fonte de alimento, habitat e reflgio para a fauna aquatica
(FAIRCHILD et al.,1998). Sdo importantes também por serem capazes de estabelecer uma
forte ligacdo entre o sistema aquético e 0 ambiente terrestre que o circunda (JORGENSEN &
LOFFLER, 1990). As macrofitas enraizadas modificam o fluxo da agua, estabilizam os
sedimentos e promovem a retencdo de matéria organica e nutrientes (SAND-JENSEN, 1997).
Distdrbios antropogénicos, como a introdugdo de agentes toxicos dentro do ecossistema
aquatico podem alterar a estrutura e funcdo da comunidade de plantas do ecossistema
(FAIRCHILD et al., 1998).

A fim de proteger os ecossistemas aquaticos proximos a areas agricola, e para sustentar a
biodiversidade e as funcbes ecoldgicas descritas acima, € vital entender quais 0s riscos que 0s
herbicidas representam para macrofitas aquaticas. Além disso, hd a necessidade de
implementacdo de uma abordagem mais abrangente, pois 0s procedimentos de avaliacdo de
risco ambiental para os agrotdxicos testados em macrofitas aquaticas somente sdo requeridos
para o registro de herbicidas, sendo que os testes sdo realizados comumente com a espécie
Lemna spp. (OECD, 2002). Outras espécies como, Potamogeton sp., Myriophyllum sp.,
Ceratophyllum sp., Elodea sp., e Vallisneria americana tém sido ocasionalmente avaliadas,
mas comparacgdes sdo complicadas devido a variacdo de condi¢des experimentais, duracao
dos experimentos e pela escolha dos parametros avaliados e pelas respostas variaveis (WANG
AND FREEMARK, 1995; SWANSON et al., 1991).

O desafio enfrentado pelos avaliadores de risco ecoldgico é derivar concentracfes iniciais
para contaminantes ambientais que visem proteger a diversidade de espécies e os atributos
funcionais naturais dos ecossistemas (MALTBY et al., 2005). Baseado nas concentragdes
iniciais e no conhecimento disponivel sobre 0 modo de agdo toxico dos compostos é possivel
identificar os grupos de organismos que sdo mais sensiveis a eles, como por exemplo,
artropodes para inseticidas e algas e plantas para herbicidas (MALTBY et al., 2005; VAN
DEN BRINK et al., 2006).

58



Essa abordagem na defini¢cdo das concentragdes maximas de substancias permitidas é
falha, uma vez que o que se pretende proteger ndo € uma determinada espécie, mas as
populacgdes, as comunidades e 0s ecossistemas aquaticos de forma geral. As espécies variam
muito na sua sensibilidade em relagcdo a um dado herbicida ao qual sédo expostas (MALTBY et
al., 2005), e essa variacdo pode ser descrita através da construgdo de uma curva de
Distribuicdo de Sensibilidade das Espécies (ALDENBERG et al., 2002).

A Distribuicdo de Sensibilidade das Espécies - DSE (Species Sensibility Distribution
- SSD) é um método utilizado para representar a variacdo da sensibilidade de mudltiplas
espécies em relacdo a um determinado componente toxico, sendo representada por uma
funcdo estatistica (ALDENBERG et al., 2002). Essa curva de sensibilidade é obtida a partir
da distribuicdo de sensibilidade de espécies que tenham tido sua aplicabilidade bem sucedida
na sensibilidade a diferentes compostos e na comparagdo destas sensibilidades com outros
grupos taxondmicos (BROCK et al., 2004; CEDERGREEN et al., 2004a; VAN DEN BRINK
et al., 2006).

A DSE, nos Estados Unidos ja vem sendo utilizada em processos de analise de risco
(SOLOMON et al., 1996; NEWMAN et al., 2000), e na Europa, em 2002, se previa a
sua inclusdo nos documentos técnicos da Comissdo Europeia que dao indicagdes a
analise de risco de novas substancias quimicas (WHELER et al., 2002). Ainda ha uma
grande escassez de informacGes de dados ecotoxicoldgicos referentes aos herbicidas, o que
dificulta a construcdo de curvas de DSE, pois esta depende da quantidade e da qualidade de
dados existentes (WHELER et al., 2002)

Deste modo, o presente estudo pretendeu gerar informacgdes para determinar a
concentracdo de risco que afeta 5% das espécies de macrofitas e protege 95% (HCs), através
da construcédo de curva de sensibilidade das sete espécies estudadas para os herbcidas diuron,
glifosato e paraquat. A partir destes resultados pretende-se fornecer subsidios aos 6rgaos de
protecdo ambiental no que diz respeito a sensibilidade de plantas aquaticas expostas a
concentracdes de herbicidas na agua, de forma a proteger a biodiversidade aquatica da regido

amazonica.
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2 Material e métodos

2.1 Distribuic6es de Sensibilidade das Espécies - DSES

A DSE pode ser definida como uma funcéo de distribui¢do cumulativa de determinado
componente toxico em relagdo a um conjunto de espécies que possuam caracteristicas
comuns, como taxonomia, habitat ou regido geografica. Por meio deste método é possivel
também calcular as concentracdes de risco (HCs) - concentragdes de um componente quimico
na agua que é capaz de afetar uma propor¢do (p) de um grupo de espécies (HCp). Através
destes calculos é possivel derivar quais concentracdes de um determinado componente toxico

podem ser toleradas por diferentes grupos de espécies da fauna e da flora.

(1) Para a execucdo do método DSE foram necessarias duas fases: Selecdo de dados
toxicoldgicos

Estes dados foram obtidos a partir dos resultados das CEsy encontrada nos testes cronicos, na

qual foram utilizadas as CEsy dos parametros que se mostraram mais sensiveis para cada

espécie, referente a cada herbicida como mostrado na tabela 1.

Tabela 1. Valores de CEsy utilizados para a construgdo da curva de sensibilidade de
espécies de macrdfitas referentes aos parametros mais sensiveis para todas as espécies e
herbicidas avaliados.

Espécies testadas Diuron Glifosato Paraquat
CEsg Parametro CEsy Parametro CEsg Parametro
(ug/L) Avaliado (pg/L) avaliado  (ug/L) avaliado

Salvinia auriculata 7,7 Peso 5,2 Tamanho 4,2 Numero

Fresco da raiz de folhas

Azolla filiculoides 8,0 Peso 5,2 Tamanho 4,1 Tamanho
Fresco da raiz da raiz

Spirodela polyrhiza 9,5 Numero de - - 55 Tamanho
folhas da raiz

Pistia stratiotes 11,0 Tamanho 6,6 NUmero 57 Tamanho

da planta de folhas da folha

Limnobium laevigatum 13,1  Tamanho 13,7  Numero 5,3 NUmero

da raiz de folhas de folhas

Phyllanthus fluitans 15,4 Peso 51 Peso 4.4 NUmero

Fresco Fresco de folhas

Cabomba aquatica 20,7 Peso 25,4 Peso 10,2  Tamanho

Fresco Fresco da folha
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(2) Andlise estatistica dos dados

As curvas foram construidas utilizando os dados de CEsy de cada parametro avaliado
para cada herbicida em estudo, assumindo que os valores das diferentes CEsy assumem uma

distribuicdo log-normal de acordo com a seguinte férmula:

flx) =

Vamae

1 —0.5 X (x — u)*
7 - X exp =

onde x = log (ECsp ou CLs),
u € a média do log (ECso ou CLsp) €

o € 0 desvio padrdo do log (ECsg ou CLsp).

A construcdo das curvas foi realizada de acordo com Aldenberg & Jaworska (2000)
utilizando o software ETX 2.0 (VAN VLAARDINGEN et al., 2004). Esse software, além de
construir a curva, permite o calculo do valor da concentracéo de risco para 5% (HCs) e 50%
(HCs0) das espécies, com limite de confianca de 95%. Uma vez que o modelo assume uma
distribuicdo log-normal dos dados, a log-normalidade foi testada com o teste de Anderson-
Darling incluido no pacote do software ETX (VAN VLAARDINGEN et al., 2004).. A
normalidade dos dados de toxicidade foi estabelecida em p > 0,05.

As curvas foram construidas utilizando o menor valor de CEsy dos parametros

avaliados de cada espécie de macrofita aquatica, para cada herbicida.

2.2 Caélculo do valor maximo permitido dos herbicidas diuron, glifosato e parquat (padrédo de
qualidade da agua)

A Curva de Distribuicdo de Sensibilidade de Espécies tem sido usada durante as
ultimas décadas nos Estados Unidos e na Europa para determinar os padrées de qualidade da
agua para o0 uso seguro de agrotoxicos (SUTER II, 2002; VAN STRAALEN & VAN
LEEUWEN, 2002; BROCK et al., 2006). Assim, para o calculo do valor maximo permitido

de cada herbicida avaliado (padrdo de qualidade da &gua), foi calculada a concentracdo de
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risco (HCs - concentracdo dos agrotoxicos que afeta 5% das espécies e protege 95%). O limite
inferior do intervalo de confianga proporcionou a concentracdo que podera ser recomendada
para a definicdo de critério de qualidade da agua que sejam protetores para espécies de plantas
aquaticas da amazonica (MALTBY et al., 2005).

Como foi utilizado o valor de CEsp, 0 valor do limite inferior do intervalo de confianga
do valor de HCs foi corrigido por um fator de seguranca de 10, conforme indicado pela
Diretriz EE91/417 da Unido Europeia (EU,1997).

3. Resultados

Na construcdo das curvas de sensibilidade de espécies deve ser considerado o modo de
acao toxica dos herbicidas, de forma a poder evidenciar qual espécie ou grupo de espécies sdo
mais apropriadas para uma definicdo mais acurada das concentragcfes méximas. Desta forma,
as curvas de sensibilidade de espécies e a determinacdo do HCs correspondente foram
realizadas separadamente para cada herbicida, e em seguida foram comparados os trés

herbicidas estudados no presente trabalho ( Figuras 1, 2, 3 e 4).

3.1. Curva de Distribuicao de Sensibilidade de Espécies

A curva de distribuicdo de sensibilidade de espécies para as macrdéfitas aquaticas
testadas referentes ao herbicida diuron foi contruida com os valores de CEsy dos pardmetros
que se mostraram mais sensiveis. O valor de HCs para o herbicida diuron para as espécies
avaliadas foi de HCs 6,17 pg/L, (Fig. 1), evidenciando que as espécies com menor biomassa,
como A. filiculoides, S.auriculada e S. polyrhiza se mostraram como as mais sensiveis ao

diuron.
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Figura 1 Distribuicéo de sensibilidade de espécies de macrofitas aquaticas da Amazénia para
o diuron. A mediana da concentracdo perigosa para 5% das espécies (HCs) € apresentada
juntamente com o intervalo superior (5%) e inferior (95%) de confianca entre parénteses.

O valor de HCs para o herbicida glifosato para as espécies avaliadas foi de HCs 2,57

Mg/L. Levando em consideragdo que esta curva foi calculada utilizando os valores dos

parametros mais sensiveis para cada espécie, o glifosato se apresentou como sendo o

herbicida mais toxico em relacdo ao diuron e paraquat (Fig. 2).
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Figura 2. Distribuicdo de sensibilidade de espécies de macrofitas aquaticas da Amazoénia para
o glifosato. A mediana da concentracdo perigosa para 5% das espécies (HCs) é apresentada
juntamente com o intervalo superior (5%) e inferior (95%) de confianca entre parénteses.

Para o herbicida paraquat o valor médio de HCs 3,12 ug/L contruido pelo método de
curva de distribuicdo de sensibilidade, mostrou que este herbicida se apresenta como muito

toxico para plantas da regido amazonica, assim como o glifosato (Fig. 3).
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Figura 3. Distribuicdo de sensibilidade de espécies de macrofitas aquaticas para o paraquat. A
mediana da concentracao perigosa para 5% das espécies (HCs) é apresentada juntamente com
o intervalo superior (5%) e inferior (95%) de confianga entre parénteses.

A fim de analisar a aplicabilidade dos valores de HCs estimados na protecdo das
macrofitas aquaticas da Amaz6nia, foram comparados os valores medianos de HCs dos
herbicidas com diferentes modos de acédo (Fig. 4).

Ao se comparar as curvas de distribuicdo de sensibilidade do diuron, glifosato e
paraquat, ficou evidente que ha uma pequena diferenca entre os valores médios de HCs para o
glifosato e o paraquat sendo que todos os herbicidas testados se mostraram toxicos para as

plantas.
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Figura 4. Distribuicdo da sensibilidade de espécies das macrofitas aquéticas amazodnicas
construida com a CEsp (ug/L) para Glifosato (azul), Paraquat (verde), Diuron (vermelho).

3.2 Célculo dos valores maximos de herbicidas (padrdes de qualidade da agua)

Para o célculo do padrédo de qualidade da agua foi utilizado o valor do limite inferior do
intervalo de confianca (percentil de 5%) da HCs das espécies de macréfitas aquaticas
amazonicas. Como no presente estudo foram utilizados dados de exposicdo aguda (CEsg), um
fator de avaliacdo ou seguranca foi aplicado, dividindo o valor do limite inferior do intervalo
de confianga por 10 (EU,1997).

Utilizando os critérios acima explanados, os valores encontrados para servir de subsidio
para definicdo dos padrdes de qualidade da 4gua do ecossistema amazodnico para os herbicidas
avaliados neste trabalho e levando em consideracdo o grupo de macrdfitas aquaticas

amazonicas, estdo apresentados na Tabela 2.

Pode-se observar que os valores maximos permitidos, em ordem crescente, foram 0,06

Mg/L, 0,18 ng/L, 0,33 pg/L para glifosato, paraquat e diuron, respectivamente (Tabela2).
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Tabela 2. Valores maximos permitidos dos herbicidas no ambiente aquatico
amazonico, calculados para as macréfitas aquaticas utilizando a abordagem de
distribuicdo de sensibilidade de espécies. HC5 é a concentracdo de risco para
5% das espécies e que protege 95% das espécies; o percentil de 5%
corresponde ao limite inferior de confianca (5%) do HC5. O valor maximo foi
calculado dividindo o percentil de 5% por um fator de seguranca de 10.

: 5 . .
Herbicidas HCs (ug/L) Percentil de 5% Valor maximo permitido

(Ho/L) (Ho/L)
Diuron 6,17 3,38 0,33
Glifosato 2,57 0,69 0,06
Paraquat 3,12 1,85 0,18

4. DISCUSSAO

4.1 Distribuicéo de Sensibilidade de Espécies

A abordagem DSE é representada por intervalos de confianca para o calculo das
concentracdes de risco, especialmente para estimativas de HCs. A incerteza dos resultados
fornecidos pela abordagem DSE é altamente dependente do numero de espécies testadas
(tamanho da amostra) para gerar as curvas (NEWMAN et al., 2000; WHEELER et al., 2002;
PENNINGTON, 2003). Neste caso a DSE foi baseada nos resultados para sete espécies,
incluindo uma espécie enraizada, que também foram testadas na mesma forma padronizada
que as espécies flutuantes. Consequentemente, para a construcdo da DSE com base nos
valores dos parametros mais sensiveis para cada espécie, 0 numero de espécies em uma Curva
de distribuicdo de sensibilidade de espécies utilizando plantas aquaticas é limitado para o
maximo de sete (CAMPBELL et al., 1999).

Shuler & Rand (2008), avaliando a sensibilidade de algas e macrofitas em nove
herbicidas, incluindo diuron, mostraram que em geral a avaliacdo de risco para 0s tOXicos
foram relativamente baixas, variando de 0,7 a 0,28 ug/L, porém evidenciando que o diuron €
0 herbicida mais toxico para as espécies testadas com a menor concentragdo de risco

encontrada, a partir das curvas de sensibilidade. Ao contrario do que observamos neste estudo
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onde o diuron ndo foi o herbicida mais toxico para as espécies de macrdfitas aquéticas da

regido Amazonica.

Um estudo realizado por Fairchild et al. (1997), que comparou a sensibilidade da alga
Selenastrum capricornutum e a macréfita Lemna minor para 16 herbicidas (atrazina,
metribuzin, simazina, cyanazina, alachlor, metolachlor, chlorsulfuron, metsulfuron, triallate,
EPTC, trifluralin, diquat, paraquat, dicamba, bromoxynil e 2,4-D), que representavam nove
classes quimicas e diferentes modos de agdo, mostrou que a L. minor foi mais sensivel que a
alga Selenastrum capricornutum em relacdo aos herbicidas diquat e paraquat. Estes mesmos
autores indicam que ambas S. capricornutum e L. minor sdo universalmente mais sensiveis

dentro destas classes de herbicidas estudados.

Quando se comparou os valores de HC5 dos herbicidas em estudo, o HC5 para o
herbicida diuron mostrou que apenas as espécies Phyllanthus fluitans e Cabomba aquatica
ndo foram mais sensiveis que a espécie padrdo Lemna spp. para o glifosato so ndo a espécie
Cabomba aquatica foi mais sensivel e para o paraquat, todas foram mais sensiveis que a
espécie Lemna spp. Diferentemente de Brock e colaboradores (2000), que investigaram 0s
dados de toxicidade disponiveis para herbicidas e concluiram que o processo de avaliacdo de
risco atual a base de algas e Lemna spp. parecia ser de protecdo para a maioria dos
das espécies testadas. Porém, Arts e colaboradores (2008) evideciaram, quando compararam
a sensibilidade de 5 espécies de macrofitas submersas com a espécies Lemna spp. testando 4
agrotoxicos, que as macréfitas submersas foram mais sensiveis que a espécie padrdo quando

avaliado o parametro tamanho da raiz.

Guiddings e colaboradores (2013) avaliaram a sensibilidade 6 espécies de macrofitas
aquaticas em 11 herbicidas e 3 fungicidas com dados que foram retirados da base de dados da
Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA), e mostraram que nem Lemna gibba nem
Myriophyllum spicatum foram consistentemente entre as espécies de macrdfitas mais
sensiveis para todos os herbicidas e fungicidas, que no geral, estes resultados suportam a
utilidade dos testes com L.gibba e M. spicatum para avaliar riscos de pesticidas para
macrofitas aquaticas. Porém, dada a dificuldade de restricdo de selecdo de dados para a
construcdo de curvas de sensibilidade com base em parametros iguais, sdo necessarios mais

estudos avaliando 0 mesmo parametro, com uma diversidade de macréfitas bem maior.
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Dados para os 3 herbicidas estudados ainda s&o muito escassos, ndo apenas para a
Amazodnia, mas também para ambientes da regido temperada, pois foram encontrados apenas
estudos com 2 espécies de macrdéfitas submetidas ao paraquat, 3 espécies para o glifosato e 3
espeécies para o diuron, sendo que nenhum dos testes realizados tiveram o0 mesmo tempo de
exposicdo aos compostos avaliados no presente estudo (EPA, 2014) Para Cedergreen et al.
(2004b), diferencas na sensibilidade de macrofitas podem ser explicadas pelo pardmetro
crescimento, uma vez que plantas com crescimento mais rapido seriam mais sensiveis que as

espécies com o crescimento mais lento.

Para Maltby et al. (2005), diversos fatores devem ser levados em consideracdo quando
se avalia a sensibilidade de espécies, dentre eles o cenario de exposicdo, a duracdo do
experimento, o modo de acdo do composto e a relevancia ecoldgica das espécies. Para Van
den Brink et al (2006) é preferivel focar em uma menor diversidade de grupos de espécies,
visto que alguns compostos podem ser particulamente seletivos para um determinado grupo.
Todos esses parametros corraboram com 0s resultados da presente pesquisa, pois 0s testes
foram similares para os compostos, porém, com diferentes modos de acdo e critérios de

periculosidade para o ambiente.

Levando em consideracdo que a investigacdo ecotoxicoldgica tem sido concentrada
principalmente em regides de clima temperado, pouco se sabe sobre o efeito e comportamento
dos herbicidas em ecossistemas aquaticos tropicais, principalmente no que diz respeito a
Amazonia (CASTILLO et al., 1997; LACHER & GOLDSTEIN, 1997).

4.2 Padrao de qualidade da 4gua para macrofitas aquaticas amazonicas

Para alcancar o terceiro objetivo deste trabalho de estabelecer pard@metros de qualidade
ambiental que possam ser futuramente utilizados para proteger a producdo primaria da regido
amazonica foi necessario analisar a Resolucdo CONAMA N° 357/2005, que estabelece
limites individuais para diversas substancias para cada classe de agua, mas que somente

apresenta um valor para o herbicida glifosato de 65 pg/L.

O modelo de DSE tem sido usado durante as ultimas décadas nos Estados Unidos e na
Europa para determinar Critérios de Qualidade da Agua para 0 uso seguro de agrotoxicos
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(SUTER 11, 2002; VAN STRAALEN et al., 2002). Esse método faz uma extrapolacéo a partir
de um conjunto de dados disponiveis, assumindo que esses dados sdo uma amostra aleatéria
das espécies do ecossistema aquatico, para derivar critérios de qualidade da agua destinados a

proteger a maior parte das espécies em um ecossistema (POSTHUMA et al., 2002).

Embora néo seja claro como foram determinados os valores estabelecidos na Resolugéo
CONAMA N° 357/2005, sabe-se que os testes de concentracao geralmente séo realizados com
espécies padrdo, tais como o microcrustaceo Daphnia, peixes (normalmente Oncorhynchus
mykiss e/ou Danio rerio) e macrdfitas (Lemna sp.) que tentam representar o ecossistema (EU,
1997; ZAGATTO et al., 2006).

Porém, acredita-se que o uso de espécies padrdo originarias de ambientes temperados
compromete a definicdo de padrdes ambientais que sejam condizentes com a realidade local
da Amazonia. Isto ficou evidente pela anélise dos valores obtidos, que se apresentaram bem
divergentes do determinado pelo método da curva de distribuicdo de sensibilidade das
macrofitas aquaticas para o herbicida glifosato (VMP 0,06 pg/L), mostrando que o valor
apresentado pela resolucdo do CONAMA néo protege as plantas aquéticas da regiao.

Alguns paises, como por exemplo, Canada, Austrélia e os Estados Unidos, definiram o
valor maximo de diuron na agua tratada com 150, 30 e 10 pg/L, respectivamente (WONG et
al., 2013). No caso do paraquat, apenas no Canadé foi definido o valor méximo permitido de
10 ug/L (BASTOS et al, 2004). Os valores determinados pelo método da curva de
sensibilidade (VMP 0,33 pg/L para o diuron e VMP 0,18 pg/L para o paraquat), mostram que
as espécies de macrofitas aquaticas da regido amazonica ndo estdo sendo protegidas nem com
os valores estabelecidos pelas agéncias ambientais internacionais.

Segundo Xing et al. (2013), essa abordagem para a determinacdo de padrbes de
gualidade da &gua utilizando a curva de sensibilidade de espécies apresenta algumas
vantagens, dentre elas: a possibilidade de avaliar quais grupos taxonémicos sdo mais
sensiveis; 0 valor estimado possuir menor incerteza; e a possibilidade de definir diferentes
niveis de protecdo estabelecidos para diferentes tipos de corpos de agua, o que teria maior
adequacgdo com a finalidade da Resolucdo CONAMA n° 357/2005, que é o enquadramento
dos corpos de agua segundo seus principais usos.

Souza (2014) avaliou a sensibilidade de 5 espécies de peixes amazoOnicos para 0S
herbicida diuron e glifosato e apresentou 0s VMPs de 1,27 pg/L e 177 pg/L,
respectivamente, e consequentemente mostrou que o valor do glifosato estabelecido pela
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CONAMA é protetivo para as espécies de peixes. Vilarinho (2013), avaliando grupos como
invertebrados pelo método de curvas de sensibilidade para os herbicidas glifosato e paraquate,
a partir de dados de estudos ja pulblicados, apresentou o VMP para o glifosato de 218,16 ug/L
e para o paraquat o VMP 0,06 pg/L, mostrando que também o VMP de 65 pg/L do glifosato é
protetivo para o grupo dos invertebrados.

Comparando com o unico valor apresentado pelo CONAMA que é do herbicida
glifosato com os VMP para peixes 177 pg/L apresentado por Souza (2014), ao VMP para
invertebrados 218,16 pg/L apresentado por Vilarinho (2013) e ao VMP de macrofitas
aquaticas apresentados no presente trabalho (0,06 pg/L), podemos avaliar em nivel de
ecossistema aquatico que o VMP para o glifosato da resolucdo do CONAMA néo é protetivo
para as macroéfitas aquaticas. Entretanto, o conhecimento sobre ecotoxicologia na Amazonia
ainda é muito limitado e, portanto, recomenda-se a realizacdo de mais modelos de estudos de
ecossistemas com mais agrotoxicos em uma escala geografica maior dentro da zona tropical.

E importante destacar que os padrdes de qualidade da 4gua sdo desenvolvidos para
contaminantes individuais, enquanto na natureza, 0s organismos podem estar expostos a
multiplas substancias toxicas simultaneamente. Portanto, segundo RUBACH et al. (2010)
testes com apenas um composto toxico apresentam grandes diferencas na sensibilidade das
espécies testadas e essas diferencas fazem parte da incerteza na avaliacdo de risco ambiental.

Sabendo que existem poucos dados referentes a toxicidade dos agrotoxicos para
espécies de macrofitas aquaticas da Amazénia é preciso avaliar muito bem ao tentar definir
até que ponto os dados ecotoxicoldgicos podem ser extrapolados de uma regido geogréafica
para outra, pois a biodiversidade em regiGes tropicais € maior do que aquela de outras regides,
portanto 0 numero de espécies potencialmente afetadas pela exposicdo a um determinado
agrotoxico pode ser bem maior.

Pode-se afirmar que é de suma importancia o conhecimento dos efeitos dos herbicidas
sobre a biodiversidade Amazénica para a definicdo de padrdes de qualidade ambiental e para
subsidiar o registro dos agrotoxicos no Brasil. Entretanto, a realizagéo desta tarefa implica em
primeira instancia na construcdo de uma base de conhecimentos em ecotoxicologia para a
regido, com espécies locais ou endémicas e em situagBes que reflitam as condic6es locais de

exposicéo da biodiversidade aos herbicidas.
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CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho investigamos se os principais herbicidas utilizados na regido podem
estar causando efeitos toxicos nas macrofitas aquaticas, interferindo na estrutura e

funcionamento do ecossistema aquatico.

Nossos dados corroboram com a hipdtese 1, mostrando que a partir das concentragdes
de efeito medianas dos herbicidas encontrados podemos dizer que as macroéfitas aquéaticas da
regido Amazonica sdo afetadas pelo herbicida diuron, glifosato e paraquat. Os resultados
deste trabalho contribuem com alguns dos primeiros dados ecotoxicoldgicos para espécies de

macrofitas aquaticas da Amazonia.

Nossos dados ndo corroboram com a hipdtese 2, mostrando que pelos valores de HCs
apresentados no presente estudo estimados através do método de curvas de distribuicdo de
sensibilidade das espécies para o trés herbicidas, evidenciam que a CEsy da espécie padrédo
Lemna sp. usada nos protocolos internacionais ndo € protetiva para as espécies de macrofitas

aquaticas da regido.

A hipétese C ndo é corroborada com os resultados encontrados, pois 0s valores
maximos permitidos de substancias toxicas no meio aquéatico apresentados pela Resolugédo
CONAMA 357/2005 e pelas Agéncias internacionais ndo protegem as espécies de macroéfitas
aquaticas amazoénicas, consequentemente o ambiente aquatico, visto que nossos valores de

protecdo sdo bem menores que os apresentados pelas resolucdes.

Os valores maximos calculados para espécies de macrofitas aquaticas da Amazonia
servem como ponto de partida para formulacdo de padrdes de qualidade da agua, uma vez que
na Resolugdo CONAMA n° 357/2005 s6 e estabelecido valores para um dos 3 agrotoxicos

avaliados nesse estudo.

Considerando que o Brasil é o maior detentor de biodiversidade do planeta, e que
atualmente € o maior consumidor de agrotéxicos do mundo é imperativo que padrbes de
qualidade da &gua para 0s agrotoxicos registrados no pais sejam estabelecidos, de forma a
proteger toda a biodiversidade aquatica.
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Apéndice A. Média e desvio padrdo dos parametros ambientais dos testes crénicos (21 dias)

realizados com herbicidas diuron, glifosato e paraquat.

Diuron
0O, (mg/L) Temperatura (°C) pH Condutividade (uS/cm)
Espécies médiatDP médiatDP médiatDP médiatDP
Azolla fliculoides 6,6 £0,7 23,7+0,8 6,6 £0,7 262 +102,7
Cabomba aquatica 53%0,3 2351 3,7x0,1 326 £139,5
Limnobium laevigatum 5,7+ 0,6 23,305 6,9+0,7 139,3+£19,9
Phyllanthus fluitans 58x0,3 23,105 6,6 £0,6 1425+ 127,3
Pistia stratiotes 52%0,3 23,9+£0,9 6,311 162,8 + 33,8
Salvinia auriculata 45+11 232+14 6,4+0,8 174 £229
Spirodela polyrhiza 6,6 £0,6 23111 6,3+0,5 146,7 £ 13,6
Glifosato
Azolla fliculoides 56+0,2 212+172 6,6 +0,8 69 + 15
Cabomba aquatica 59%0,3 26,6 £0,7 6,5+0,5
Limnobium laevigatum 57+0,5 224 +1 57+0,8 45+ 15,9
Phyllanthus fluitans 57x0,6 224+13 53%0,5 445+ 19,2
Pistia stratiotes 45+0,6 234+04 6,2+0,1 21+1,3
Salvinia auriculata 57%05 221+14 53%0,5 46,5+ 16,8
Paraguat
Azolla fliculoides 6,4+0,7 25,2+0,2 6,8+0,3
Cabomba aquatica 6,2+0,5 24,3+£0,3 6,7 0,2
Limnobium laevigatum  59+0,5 24,8 + 0,6 6,7+0,2
Phyllanthus fluitans 6,4 +0,7 253+0,1 6,8 0,3
Pistia stratiotes 6+£04 253+0,1 6,8 0,3
Salvinia auriculata 6,4+0,3 245+21 6,61
Spirodela polyrhiza 6,4+0,4 249+0,9 7,3x1
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