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RESUMO

NUNES, M.E.T. Avaliacido dos efeitos de agrotoxicos sobre a fauna edafica por meio de
ensaios ecotoxicologicos com Eisenia andrei (Annelida, Oligochaeta) e com comunidade
natural do solo. 2010. 175 p. Tese (Doutorado) — Programa de Pos-graduagdo em Ciéncias
da Engenharia Ambiental — Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo,
Sao Carlos, 2010.

Os impactos ambientais relacionados ao uso de agrotoxicos em areas agricolas vém sendo
considerados como preocupantes nas ultimas décadas, verificando-se efeitos adversos em
diferentes niveis de organiza¢do biologica nos ecossistemas terrestres e aquaticos e,
consequentemente, com elevados riscos a saide humana. No municipio de Bom Repouso,
MG, com economia baseada na producdo de batata e morango, a situagdo ¢ similar,
evidenciando-se a utilizagdo intensiva e inadequada de agrotoxicos (mais de 80 produtos),
muitos com alta periculosidade ambiental e toxicologica, entre eles o Vertimec® 18 EC. No
sentido de verificar os impactos do uso deste agrotoxico, estudos experimentais foram
conduzidos para avaliacdo de efeitos agudo, cronico (reproducao) e comportamental (rejeicao)
com Eisenia andrei (Annelida, Oligochaeta), além da realizacdo de ensaio multi-espécies,
com populacdes da fauna edafica extraidas de area do CRHEA/SHS/EESC/USP, ltirapina,
SP. Por meio dos resultados obtidos, verifica-se que para E. andrei a CL50,14dias foi de 7,64
mg/kg, sendo que a sobrevivéncia dos organismos nos ensaios cronicos (28 dias) s6 diferiu
significativamente (p < 0,05) do controle na maior concentragdo (10,5 mg/kg). Os
sobreviventes apresentaram alteragdes morfologicas (afilamento e descoloracdo da parte
posterior; estrangulamentos em diferentes regides do corpo; fragmentacdo e perda de
segmentos, principalmente posteriores), comportamentais (letargia ou lentidao na resposta a
estimulos mecanicos) e diminuicdo do peso corporal, correlacionadas ao aumento das
concentragdes do agrotoxico. Em relagdo a reprodugdo, o nimero médio de juvenis (n = 4)
passou de 33 (Controle) para 3 (0,875 mg de abamectina/kg SAT), ndo ocorrendo reproducao
nos demais tratamentos. Nos ensaios de comportamento, houve rejeicdo, com diferenca
significativa (p< 0,05) em relacao ao controle, a partir de 1,75 mg abamectina/kg. Nos ensaios
com multi-espécies verificou-se efeito significativo na densidade (p < 0,05), sendo maior no
controle, no qual também foram registrados os maiores indices de diversidade e riqueza para
fauna edafica, e menor indice de dominancia, em relagdo a dose recomendada (DR).

Palavras-chave: Agrotoxicos; abamectina; fauna de solo; avaliagdo de risco; efeitos agudos e
cronicos; rejei¢ao; Ecotoxicologia do solo; poluicao do solo






ABSTRACT

NUNES, M.E.T. Assessment of pesticides effects on soil fauna through ecotoxicological
tests with Eisenia andrei (Annelida, Oligochaeta) and natural soil fauna community.
2010. 175 p. Tese (Doutorado) — Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias da Engenharia
Ambiental — Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos,
2010.

Environmental impacts of pesticides use in agricultural areas have been a matter of worry in
the last decades, with adverse effects on different levels of biological organization of
terrestrial and aquatic ecosystems and, consequently, denoting high risks to human health. At
Bom Repouso, MG, Brazil, where economy is based on potato and strawberry production, the
situation is similar, with intensive and inappropriate pesticide use (more than 80 products),
many very dangerous and toxic to the environment and humans, such as Vertimec® 18 EC.
Aiming to verify the impacts of the use of this pesticide, experimental studies were conducted
to evaluate the acute, chronic (reproduction) and behavioral (avoidance) effects on FEisenia
andrei (Annelida, Oligochaeta), in addition to an multi-species assay, with edaphic fauna
populations extracted from an area at CRHEA/SHS/EESC/USP, Itirapina, SP. The LC50,14d
for E. andrei was 7.64 mg/kg and the survival of earthworms on chronic test (28 days)
differed significantly (p < 0.05) from control only at the highest concentration (10.5 mg
abamectin/kg soil). Survivors showed morphological (threadlike and colorless posterior
region; constrictions on different body regions; fragmentation and loss of segments) and
behavioral (lethargy or slowness o respond to mechanical stimuli) alterations and weight loss
correlated to increasing pesticide concentrations. Respecting to reproduction, average (n = 4)
number of juvenile was 33 (Control); 3 (0.875 mg de abamectin/kg soil) and 0 (other
treatments). Earthworms avoided contaminated soils, with significant difference (p < 0.05)
from control, from 1.75 mg abamectin/kg soil. Multi-species tests showed significant effect (p
< 0.05) on density, higher on control, which showed higher diversity and richness indexes for
edafic fauna, and small dominance index, compared to recommended dose (DR).

Keywords: Pesticides; abamectin; soil fauna; risk assessment; acute and chronic effects;
avoidance; soil Ecotoxicology; soil pollution.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

1.1 O USO DOS AGROTOXICOS E A CONTAMINACAO DO SOLO

Em todo o mundo, a preocupagdo com a contamina¢do do solo tem crescido nas
ultimas décadas. Na Europa, esta tem sido identificada pelo Thematic Strategy for Soil
Protection como uma das principais ameacas a sustentabilidade deste recurso.
Consequentemente, nos ultimos 20 a 30 anos, paises europeus tem desenvolvido e
implementado politicas de prote¢do do solo, incluindo a prevencdo e a remediagdo de areas
contaminadas, seja em nivel nacional (Reino Unido, Dinamarca, Holanda, Alemanha, Austria,
Bélgica, Italia e Espanha) ou da Unido Europeia. O mesmo tem ocorrido em outros paises,
como Estados Unidos, Canada, China e Japao (RODRIGUES et al., 2009).

No Brasil, recentemente entrou em vigor legislacdo especifica sobre o gerenciamento
de areas contaminadas, estabelecendo critérios e valores orientadores de qualidade do solo,
bem como diretrizes para sua preservacdo, por meio de uma resolucdo estabelecida pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA (2009). Esta foi elaborada com base na
experiéncia da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental — CETESB, em Sao
Paulo, que registrou em 2002 as areas contaminadas no estado, em um processo pioneiro no
Brasil. Desde entdo, o niumero de 4reas contaminadas cadastradas aumentou de 255 para
2904, em 2008. Destas, 110 (4%) ja foram reabilitadas e 819 (28%) estdo em processo de
reabilitacio (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, 2009).

Em 2008, o estado de Minas Gerais também iniciou o cadastramento de areas contaminadas



(CONSELHO ESTADUAL DE POLITICA AMBIENTAL — COPAM, 2008). Com a
vigéncia da resolugdo do Conama, cada vez mais areas contaminadas deverao ser oficialmente
identificadas no Brasil e cada 6rgdo ambiental estadual devera cadastra-las e gerencia-las.

A contaminagdo do solo por atividades antropicas pode derivar tanto de fontes
pontuais como difusas e geralmente ¢ refletida pelo aumento da concentracdo de
contaminantes acidificantes (como SO, e NOy); metais (como cadmio, mercurio, chumbo);
metaléides como arsénio; € compostos organicos, como agrotoxicos, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAHs), bifenis policlorinatados (PCBs) e dioxinas. As principais
fontes antrépicas de contaminagdo do solo sdo mineragdo e fundi¢do, combustio de
combustiveis fosseis; lodo de esgoto; industrias (especificamente metalurgicas, eletronicas e
quimicas); disposicdo e incineracdo do lixo; deposi¢do atmosférica de emissdes de
automoveis; derramamento de liquidos, como solventes ou oOleos; praticas de irrigagdo com
agua contaminada; e aplicacdo de agrotoxicos, fertilizantes e outros materiais agricolas
(RODRIGUES et al., 2009).

No que se refere aos agrotoxicos, sua utilizagdo faz parte de um conjunto de
tecnologias associadas ao processo de modernizacdo da agricultura ocorrido a partir dos anos
1960, a chamada “Revoluc¢dao Verde”, que teve como premissa o aumento da produtividade
para suprir a crescente demanda mundial por alimentos. No Brasil, essa politica de
modernizagdo levou o pais a figurar sempre entre os maiores mercados consumidores
mundiais de agrotéxicos (RODRIGUES, 2003).

Entre 1964 ¢ 1991, houve um aumento no emprego desses produtos no pais, da ordem
de 276,2% que, no entanto, ndo foi acompanhada por drastica redug¢do nas perdas atribuidas a
pragas e doengas nas culturas agricolas (CAMPANHOLA; BETTIOL, 2003; PERES et al.,
2003). Entre 1997 e 2000 houve um aumento médio de 18,0% nas vendas de agrotoxicos,

com destaque para os herbicidas, cujas vendas cresceram 31,0% (FARIA et al., 2004). Em



2008, segundo dados do Sindicato Nacional das Industrias de Produtos para Defesa Agricola
(SINDAG), o pais passou a ser o maior mercado mundial consumidor de agrotéxicos. Em
2009, houve um acréscimo de 7,7% nas quantidades totais comercializadas, em relacdo a
2008. E, nos cinco primeiros meses de 2010, estimou-se um aumento de 5% nas vendas
brasileiras em relacdo ao mesmo periodo de 2009 (FERREIRA; VEGRO; CAMARGO,
2010). Esse crescimento se deve a varios fatores de natureza complexa, que incluem a
expansao da fronteira agricola; a intensificacdo do desequilibrio bioldgico do agroecossistema
e a fendmenos de ordem socio-economica (RIBEIRO, 2001).

Apesar de constituirem uma pequena porcentagem dos poluentes totais, ndo se pode
ser complacente com o uso intensivo e até abusivo de agrotdxicos, uma vez que, por sua
natureza e propositos, sdo venenos e seu impacto no ambiente pode ser consideravel (SILVA;
FAY, 2004). Como poluentes, podem significar um problema ambiental em funcdo de sua
persisténcia, toxicidade e bioacumulacdo (FAY; SILVA, 2004).

O problema da contaminagao do solo por agrotoxicos se agrava pelo fato de que boa
parte do que € aplicado em campo ¢ perdida. Estima-se que 90% ndo atingem o alvo, sendo
dissipados para o ambiente ¢ tendo como ponto final reservatorios de agua e, principalmente,
o solo (BETTIOL; GHINI, 2003). CHAIM et al. (1999a), por exemplo, verificaram que em
cultura de tomate estaqueado de 24% a 41% do produto aplicado ficam na planta, de 20% a
30% vao para o solo e de 30% a 45% sdo perdidos por evaporagdo e/ou deriva. Em estudo
realizado no estado de Sao Paulo (RAMOS, 2001) os pulverizadores costais ou semi-
estacionarios, que proporcionam baixa eficiéncia nas aplicagdes, representavam 46% dos
equipamentos em utilizacdo em pequenas propriedades, onde predominavam culturas como
melancia, meldo, morango, tomate, figo, goiaba e uva, entre outras. O numero de
pulverizagdes anuais variava de 20 a 70, com perdas superiores a 60% do volume de produtos

aplicados. Para a cultura do feijao, Chaim et al. (1999b) observaram que, dependendo do



porte das plantas, as perdas de agrotoxicos permaneceram entre 49 e 88%. Para compensar a
baixa eficiéncia das aplicacdes, os agricultores fazem pulverizagdes repetidas, o que aumenta
os custos de producdo e o potencial de impactos ao ambiente, além dos riscos associados a
satde humana.

Os volumes de calda de agrotoxicos utilizados por area também sdo bastante elevados,
0 que aumenta o potencial de perda e, consequentemente, de impacto ambiental. Como
exemplo, no cultivo de morango, apesar do baixo porte da cultura, os volumes de caldas
variam de 680 a 5700 L/ha, com maior frequencia na faixa de 1000 a 1600 L/ha, com 2 a 3
aplicagdes semanais durante o ciclo da cultura (RAMOS, 2001).

Os agrotoxicos podem interagir com as fases sélida, liquida e gasosa do solo e também
com o0s organismos vivos ai presentes. Os residuos dos agrotoxicos podem, ainda, passar por
varios processos que afetam diferentes compartimentos do agroecossistema: o ar, por meio da
evaporagdo de residuos das superficies das culturas ou dos solos contaminados; as aguas
superficiais, por meio de escoamento superficial, erosdo e arraste de solo contaminado; ¢ a
agua subterranea, pela lixiviacdo através dos perfis do solo. A possibilidade de contaminagao
de aguas superficiais e subterraneas justifica o grande interesse pelo comportamento de
agrotoxicos em solos, uma vez que quando esses produtos s3o introduzidos, os recursos
hidricos aparecem como principal destino final (FERRACINI et. al., 2001; GEVAO; JONES,
2002; SPADOTTO, 2002; RODRIGUES, 2003; FAY; SILVA, 2004).

Quando no solo os agrotoxicos entram em contato intimo com os organismos edaficos,
com os quais interagem direta ou indiretamente. Assim, tem aumentado o interesse nos
impactos de agrotoxicos sobre a diversidade da fauna e as fung¢des do solo, bem como a
atencdo para a necessidade de métodos apropriados para avaliar os efeitos negativos dos

agrotoxicos sobre o ecossistema solo (GARCIA, 2004).



1.2 A ABORDAGEM ECOTOXICOLOGICA NOS ESTUDOS AMBIENTAIS

O termo Ecotoxicologia foi sugerido pela primeira vez em 1969, por René Truhaut,
para denominar uma nova area de estudo que refletia a crescente preocupacdo com danos de
substancias quimicas sobre outras espécies, além do homem. Zagatto (2006) define a
Ecotoxicologia como a ciéncia que estuda os efeitos dos poluentes aos organismos e como
esses interagem com seus habitats.

A Ecotoxicologia envolve diversas areas de pesquisa, sendo que os mecanismos
observados nos ecossistemas sdo resultantes de combinagdes de um infinito numero de
processos, que podem ser observados nos mais diversos niveis de organizacio. E a ciéncia
responsavel pela geragdo do conhecimento que subsidiard a formulagao segura de dispositivos
legais, normas, programas e diretrizes gerenciais para enfrentar questdes de risco
ecotoxicologico potencial e real, geradas pela introdu¢dao de agentes quimicos no ambiente
(ZAGATTO, 2006).

Segundo o mesmo autor, a Ecotoxicologia Aquatica foi o primeiro ramo a se
desenvolver, com testes de toxicidade implementados para organismos aquaticos na década de
1930, com o objetivo de estabelecer a relacdo causa/efeito de substancias quimicas e despejos
liquidos. Esta area cresce a cada ano e os testes de toxicidade aquatica sdo desenvolvidos por
varias instituicdes de pesquisa e 6rgaos de monitoramento ambiental, em todo o mundo. Sao
realizados experimentos com agrotoxicos, metais, efluentes industriais, amostras ambientais
de agua e sedimentos e varias outras substancias. Como organismos-teste sao utilizados algas
e bactérias, invertebrados aquaticos zooplanctdnicos ¢ bentonicos € os peixes, entre outros.
Nesses estudos sdo considerados desde os pardmetros dos testes de toxicidade padronizados,

como sobrevivéncia ou mortalidade, crescimento e taxa de fecundidade, até parametros



bioquimicos, fisioldgicos, histoldgicos, comportamentais, entre outros (RAND;

PETROCELLI, 1995).

1.3 A ECOTOXICOLOGIA TERRESTRE

A importancia dos estudos ecotoxicologicos para ambientes terrestres foi reconhecida
posteriormente em relagdo a Ecotoxicologia Aquatica e, consequentemente, refletiu no
niimero de métodos padronizados (ROMBKE; KNACKER, 2003). O ensaio de toxicidade
aguda com minhocas (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT - OECD, 1984), testado e padronizado internacionalmente, tornou a
espécie Eisenia fetida um organismo modelo para avaliagdo dos efeitos de substincias
quimicas sobre invertebrados saprofitas terrestres (SPURGEON et al., 2003) e significou um
impulso a Ecotoxicologia Terrestre. Pesquisas avaliando os efeitos de diferentes substancias
quimicas sobre esses organismos, como metais e agrotoxicos, sdo frequentes na literatura
internacional (EIJSACKERS et al., 2005, JENSEN; DIAO; SCOTT-FORDSMAND, 2007,
LUKKARI et al., 2005, VERMEULEN; REINECKE; REINECKE, 2001, YEARDLEY;
LAZORCHAK; GAST, 1996).

Embora o numero ¢ também a complexidade de testes voltados a Ecotoxicologia
Terrestre tenham crescido nos ultimos 20 anos, a padronizagao internacional em grande escala
dos mesmos comecou ha pouco mais de 10 anos. Até 1995, as normas internacionais
existentes para organismos de solo eram os testes de toxicidade aguda para minhocas e para
plantas (ROMBKE; KNACKER, 2003).

A maior parte dos testes padronizados para invertebrados do solo foi desenvolvida

para quantificar os efeitos da exposi¢do a substdncias quimicas sobre os organismos em



substratos ou solos artificiais formulados. O primeiro substrato artificial recomendado para
ensaios de toxicidade com minhocas (FEisenia fetida) foi o Artisol (ASSOCIATION
FRANCAISE DE NORMALISATION — AFNOR, 1984), composto por silica gel em mistura
com bolas de vidro e agua, sem qualquer similaridade fisica e quimica com os solos naturais.
O protocolo 207 da OECD (1984) descreveu um solo artificial composto de 10% de turfa de
esfagno finamente peneirada, 20% de argila caolinita (caulim) e 70% de areia.

De acordo com Silva e van Gestel (2009), desde sua descricdo esse solo tem sido
usado em muitos outros testes de toxicidade com minhocas, enquitreideos e colémbolos. Os
autores salientam ainda que, embora a extrapolagdo para condi¢cdes de campo dos dados
gerados com o solo artificial seja muitas vezes dificil, seu uso permanece amplo, devido a
existéncia de grande base de dados para muitos xenobidticos, como agrotoxicos e metais, € a
facil interpretagdo e comparagao de resultados.

Usualmente os efeitos de estressores quimicos em organismos de solo tém sido
avaliados em ensaios laboratoriais com uma tnica espécie e entre os que ja estdo
internacionalmente padronizados podem ser citados aqueles estabelecidos pela
INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION (ISO) para
microrganismos (ISO 14240-1, 1997; ISO 14240-2, 1997b; ISO 15685, 2004; ISO/TS 10832,
2009); para plantas (ISO 11269-1, 1993b; ISO 11269-2, 2005); e para invertebrados, como os
testes agudos, cronicos e de rejei¢do com minhocas Eisenia fetida e Eisenia andrei (ISO
11268-1, 1993a; ISO 11268-2, 1998a e ISO 17512-1, 2008) e os testes de toxicidade cronica
com colémbolos (Folsomia candida) e com enquitreideos (Enchytraeus sp.) (ISO 11267,
1999; ISO 16387, 2004 — respectivamente).

Esses testes tém sua importancia e utilidade para muitos propodsitos, mesmo quando se
considera a avaliacdo de areas contaminadas, como o estabelecimento de valores limites para

uma avaliagdo inicial desses locais (KUPERMAN et al., 2009). No entanto, seja para



avaliacdo de substancias isoladas ou para a analise de risco de areas contaminadas, a falta de
relevancia ecoldgica dos mesmos ¢ um problema, pois a complexidade do ecossistema solo ¢
grande e no laboratério as interagdes entre os organismos e seu ambiente ndo sao
consideradas.

Com intuito de obter dados com maior relevancia ecologica, ensaios laboratoriais e de
semi-campo (micro e mesocosmos) com multiplas espécies tém sido propostos para transpor a
lacuna entre os ensaios com espécies unicas em laboratorio e estudos em condi¢des de campo
(EDWARDS, 2002). Microcosmos podem ser definidos como modelos de ecossistemas que
sdo completamente confinados (sem troca de materiais ou individuos com o meio externo),
mantidos em laboratério ou no campo e envolvendo parte ou toda a comunidade do solo
Mesocosmos sdo microcosmos mantidos em condig¢des de campo e que permitem a troca de
material (gases, nutrientes, d4gua), mas que limitam a troca de individuos com uma barreira
fisica (ODUM, 1984). A principal limitacdo dos microcosmos/mesocosmos ¢ sua
reproducibilidade, o que poderia explicar porque nao existem protocolos padronizados com
esses métodos.

Recentemente tem sido dada atencdo para desenvolver um teste padronizado com
multiplas espécies, para avaliagdo de risco ambiental, os chamados Modelos de Ecossistema
Terrestre (Terrestrial Model Ecosystems — TMEs) (KNACKER et al.,, 2004), que sao
definidos como sistemas controlaveis e reproduziveis que tentam simular os processos e
interagdes de componentes em uma por¢do do ambiente terrestre. Consistem em blocos de
solo coletados em campo, incluindo a biota nativa, que sdo tratados com contaminantes sob
condi¢des controladas. Diferentes parametros podem ser avaliados neste tipo de teste, como
abundancia, biomassa e diversidade de varios grupos de organismos, de microbios a

minhocas. Em adi¢do, parametros funcionais como taxa de alimentagdo (com uso de “bait-



lamina”) ou perda de massa em estudos de decomposi¢cdao podem ser avaliados (KUPERMAN
et al., 2009).

No entanto, nenhum ensaio de campo com multiplas espécies estd padronizado, com
exce¢do do ISO 11268-3 (1998b), um protocolo para avaliar o efeito de poluentes sobre
comunidades de minhocas.

Testes relacionados com avaliagcdo dos efeitos de poluentes sobre processos do solo
podem ser utilizados em laboratorio, campo e semi-campo ¢ sdo relativamente faceis. Um
exemplo ¢ o “litter-bag” (PAULUS et al., 1999), que mede a decomposicdo natural de
material organico. Este método tem sido criticado por impedir o contato do material organico
com o solo contaminado, talvez criando um microclima favoravel aos decompositores. Outro
¢ 0 “bait lamina test” (ANDRE et al., 2009), que mede a taxa de consumo de alimento pela
fauna do solo, consistindo de placas de plastico com buracos cheios com um substrato
alimentar que permitem determinar numericamente a taxa de consumo de alimento.

Kuperman et al. (2009) salientam que o desafio atual da Ecotoxicologia Terrestre no
que diz respeito a avaliacdo de areas contaminadas ¢ exatamente integrar os efeitos das
propriedades fisicas e quimicas de solos naturais, as variagdes na diversidade e,
consequentemente, na sensibilidade de espécies e as interacdes entre 0s organismos
pertencentes a varios niveis troficos e estruturais.

Da mesma forma, Rombke, Bauer e Marschner' (1996, apud Garcia, 2004, p. 5)
salientam que a avaliacdo de risco de substancias, como agrotoxicos, deve ser realizada em
etapas com crescente relevancia ecoldgica e complexidade. Os autores sugerem que sejam
realizadas, em sequéncia, as seguintes etapas: a) ensaios laboratoriais basicos, principalmente
agudos; b) ensaios laboratoriais cronicos; ¢) ensaios envolvendo microcosmos ou mesmo em

campo. Entretanto, ha que se considerar os problemas relacionados a complexidade, custos e

' ROMBKE, J.; BAUER, C.; MARSCHNER, A. Hazard assessment of chemicals in soils: proposed
ecotoxicological test strategy. Environ. Sci. Pollut. Res., v.3, p.78-82, 1996.
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demanda de tempo para realizagdo dos ensaios da ultima etapa. Por outro lado, seja para
avaliagdo de risco de locais contaminados ou de substincias, um ponto importante a se
considerar ¢ que os resultados dos testes sdo dependentes das propriedades do solo, que
afetam os organismos e a biodisponibilidade do contaminante.

Assim, a definicdo de solos de referéncia para serem usados como controle
experimental ou como substrato para diluicdo em série de solos contaminados ainda é um
desafio para a Ecotoxicologia Terrestre. A isto se associam a identificagdo de espécies
relevantes para diferentes regides geograficas, representando diferentes zonas ecologicas,
niveis troficos e grupos taxondmicos, bem como o desenvolvimento e maior refinamento de

ensaios com multi-espécies (KUPERMAN et al., 2009).

1.4 A ECOTOXICOLOGIA TERRESTRE EM REGIOES TROPICAIS

A despeito de algumas mudangas recentes (GARCIA, 2004; GARCIA et al., 2007,
ROMBKE; WAICHMAN; GARCIA, 2008, SILVA; VAN GESTEL, 2009) a Ecotoxicologia
em geral e a Ecotoxicologia Terrestre, em particular, ainda tém o foco em regides temperadas
do mundo, como América do Norte e Europa. Desta forma, em relagdo a essas regides, ainda
ndo incipientes as informagdes sobre os impactos de poluentes obtidas em testes padronizados
adaptados para condicdes tropicais.

Garcia (2004) salienta ainda que o mesmo ocorre quando se consideram os
agrotoxicos e que frequentemente muitos dos dados utilizados na avaliagdo do risco ambiental
desses produtos em paises tropicais sdo gerados em regides temperadas. O autor, por
exemplo, estudando o efeito dos fungicidas benomil e carbendazim e do inseticida lambda-

cialothrina sobre minhocas e artropodos da Amazodnia, verificou que, conforme o produto, o
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comportamento e efeitos no solo podem ser diferentes em condic¢des tropicais e temperadas. O
autor ainda destaca a necessidade de maior cautela na extrapolagdo de dados ecotoxicologicos
de regides temperadas para condi¢des tropicais e, portanto, de serem realizados testes
padronizados para obter dados para essas ultimas.

Entretanto, em muitos paises tropicais, os protocolos internacionais, como os da IS0 e
OECD de ensaios ecotoxicoldgicos para organismos de solo, ndo estdio em uso. Como
exemplo, até recentemente o Artisol era o substrato recomendado em protocolos locais no
Brasil (INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS
NATURAIS RENOVAVEIS, 1990; CETESB, 1990) e somente ha 3 anos foi adotada no pais
a norma para conducdo de ensaios de toxicidade aguda com minhocas (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS — ABNT, 2007), em que o solo artificial, como
preconizado pelos protocolos internacionais, ¢ indicado.

A principal limitacdo do uso do solo artificial padrio em regides tropicais ¢ a
dificuldade de obtengdo do tipo de matéria organica (turfa de esfagno) sugerido no protocolo
n® 207 da OECD (1984). Originalmente, este método foi descrito para a situagdo dos paises de
regides temperadas, onde a turfa de esfagno podia ser facilmente obtida, sendo bastante
utilizada como substrato para cultivo de flores e hortalicas. A crescente conscientiza¢do dos
impactos aos ecossistemas de pantanos de onde sdo retiradas salienta a necessidade de busca
de substratos mais ambientalmente aceitaveis (SILVA; VAN GESTEL, 2009).

Garcia (2004) sugere a substituicdo da turfa de esfagno por residuo de fibra de coco ou
p6 de xaxim e Silva e Van Gestel (2009) sugerem o uso de p6 de fibra de coco submetida a
compostagem. Quaisquer que sejam os substitutos, a realizacdo de testes com diferentes
contaminantes e organismos ¢ importante para que a validade dessas substituigdes seja
comprovada e, em um segundo momento, para que comecem a ser estabelecidos bancos de

dados ecotoxicologicos a partir de testes realizados nas condigdes tropicais.
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Com relagdo a utilizacao de solos naturais, a mesma consideracao sobre o desafio que

isso representa para a Ecotoxicologia Terrestre em geral vale para as regides tropicais.
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CAPITULO 2

CONCEPCAO, HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1 CONCEPCAO DA PESQUISA

A utilizagdo de agrotéxicos € crescente em todo o mundo, em funcdo de seus
beneficios para controlar pragas, doencas e plantas invasoras de cultivos agricolas. No
entanto, os mesmos constituem fonte de contaminagdo de organismos nao-alvo devido a sua
utilizagdo intensiva e, por vezes, abusiva, implicando em danos estruturais e funcionais nos
ecossistemas terrestres e em riscos a saude humana.

No municipio de Bom Repouso (MQ), localizado na regido sudoeste de Minas Gerais,
essa também ¢ a realidade, uma vez que a atividade econdmica principal ¢ baseada na
agricultura, com batata-inglesa e morango como os principais cultivos. De acordo com
Brigante e Espindola (2003), a regido € rica em nascentes € as micro-bacias que integram o
municipio sdo, via-de-regra, de primeira ou segunda ordem, compostas por pequenos corpos
de 4gua categorizados como de alto gradiente e baixo volume hidrico, muito suscetiveis aos
impactos ambientais como o assoreamento e a entrada de agrotdxicos. Os processos de
escoamento superficial daquela regido sdo acelerados pela declividade natural e pela pratica
de aracdo sem curvas-de-nivel. A arag@o geralmente ¢ feita no sentido longitudinal do terreno,
uma exigéncia que evita o tombamento do trator. Além disso, os autores salientam os
impactos da demanda de 4gua para irrigagdo, bem como as altas cargas de agrotoxicos e

fertilizantes utilizadas nas culturas.
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Essas caracteristicas chamaram a aten¢do ao desenvolvimento de pesquisas na regiao,
que visaram caracterizar os impactos sobre os recursos hidricos. Em relagdo a agrotoxicos,
Brigante et al. (2003) mencionam a ocorréncia de organoclorados como aldrin, trans-
heptacloro e a-endosulfan em amostras de sedimentos coletadas nas nascentes dos rios
Espraiado, Mogi-Guacgu e do Peixe, todas localizadas em Bom Repouso. Em relacdo aos
organofosforados, os autores verificaram a presenga de paration etil e metil nos mesmos
pontos.

Em estudo buscando avaliar os residuos de agrotoxicos e metais em solos sob cultivo
de batata-inglesa e morango no municipio de Bom Repouso, Rodrigues (2007) detectou a
presenga de aldrin, heptacloro e heptacloro epoxido em amostras de solo sob cultura de batata,
e de aldrin, heptacloro epdxido e endosulfan-I nas amostras provenientes de cultura de
morango. Mesmo em areas de mata foram detectados residuos de heptacloro, gama-BHC,
aldrin, heptacloro epoxido, endosulfan II, endosulfan sulfato, paration, acefato e clorpirifos.
Em ensaio utilizando percolado de solo sob cultura de batata, a autora também verificou a
ocorréncia de efeitos subletais em juvenis de Danio rerio, com 0s organismos expostos ao
percolado apresentando comprimento significativamente menor em relacdo aos considerados
controle, submetidos a agua destilada. Alteragdes histopatologicas, em geral relacionadas a
proliferacdo celular, dilatacdo de capilares, deslocamento de epitélio, aneurismas e fusdo de
lamelas, foram observadas nas branquias dos organismos submetidos aos testes.

Resende (2009), em analise de amostras de agua coletas em Bom Repouso em julho de
2008, verificou a presenca de alfa-BHC, aldrin, alfa-endosulfan, clordano, endrin, gama-BHC,
metacloro e dieldrin. Para o sedimento, a autora verificou a presenca de abamectina em 3
pontos de amostragem.

Lima (2010) desenvolveu pesquisa de forma similar aos estudos de Rodrigues (2007),

utilizando, no entanto, organismos terrestres (Eisenia andrei) para avaliagdo da contaminacao
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de solos cultivados com batata e morango, além de solos de mata. Os resultados obtidos pela
autora ndo demonstraram riscos ambientais em funcdo do uso de agrotoxicos mediante a
utilizagdo de testes agudos e cronicos com E. andrei, evidenciando efeitos negativos mais em
relagdo aos testes comportamentais.

Os resultados apresentados por Lima (2010) foram desenvolvidos concomitantemente
a esta pesquisa, integrando muitos dos resultados obtidos preliminarmente pela equipe dentro
do escopo do Projeto Mogi-Guagu, patrocinado pela Petrobras, no ambito do Programa
Petrobras Ambiental (ESPINDOLA; BRIGANTE, 2009). Enfatiza-se, no entanto, que a
maioria das pesquisas desenvolvidas no local tinha como foco principal o uso sustentavel dos
recursos hidricos (proposta do edital da Petrobras) e que, mediante as caracteristicas locais (e
todos os problemas detectados), optou-se em fazer a avaliagdo dos riscos associados ao uso de
agrotoxico por meio de testes ecotoxicoldgicos.

De acordo com Rombke e Garcia (2000) e Garcia (2004), em relagdo ao ambiente
aquatico, pouco ¢ sabido sobre efeitos ecotoxicoldgicos de agrotoxicos em ambiente terrestre
e a maioria dos trabalhos realizados diz respeito a produtos antigos ¢ com base em testes nao
padronizados, sendo escassas as informacdes sobre produtos atualmente utilizados.
Frequentemente, as informagdes usadas na avaliagdo de risco em paises tropicais sdo geradas
na América do Norte ou na Europa, exigindo uma extrapolacdo de dados de regides
temperadas para tropicais que pode levar a resultados erroneos.

Rombke, Waichman e Garcia (2008) também salientam que a avaliacdo de risco
ecoldgico para solos tropicais é extremamente afetada pela existéncia de poucos dados sobre o
comportamento desses produtos no solo e, de forma mais pronunciada, de dados sobre seus
efeitos nos organismos, para essas regides. Desta forma, a realizagdo de estudos e

desenvolvimento de novas ferramentas para avaliar impactos diretos e indiretos de
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agrotoxicos sobre comunidades edaficas, em condigdes tropicais, tornam-se cada vez mais
necessarios.

Nesse sentido, Garcia (2004) propos modificagdes nas metodologias descritas para a
realizacdo de testes ecotoxicoldgicos para o ambiente terrestre, de modo a adaptéa-las as

condi¢des tropicais, as quais foram utilizadas no presente estudo.

2.2 HIPOTESE

Diante do exposto, o presente estudo pretendeu comprovar a hipdtese de que
agrotoxicos atualmente utilizados nos cultivos de batata ¢ morango no municipio de Bom
Repouso afetam negativamente a comunidade edafica, podendo levar a instabilidade do solo

como ecossistema.

2.3 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar os efeitos ecotoxicologicos da pulverizagao
de agrotoxicos em culturas de morango e batata-inglesa de Bom Repouso (MG), sobre a biota
do solo, utilizando, para tal finalidade, um produto representativo daqueles utilizados
atualmente por produtores locais, procurando-se identificar os riscos ambientais e subsidiar

medidas efetivas para o controle do uso de agrotdxicos, visando a sustentabilidade da

producdo agricola no municipio.
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2.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Levantar informagdes sobre o uso de agrotdéxicos no municipio de Bom Repouso e das
caracteristicas dos produtos mais citados pelos produtores locais, de modo a permitir a
escolha de um produto representativo e ecotoxicologicamente relevante para ser
utilizado nos testes;

b) Verificar efeitos diretos do agrotoxico selecionado sobre minhocas da espécie Eisenia
andrei, por meio dos parametros mortalidade, reproducdo e peso corporal de adultos,
avaliados com testes de toxicidade aguda e de reproducio;

c) Verificar efeitos sobre o comportamento dos organismos, por meio de testes de
rejeicao;

d) Verificar os efeitos sobre comunidades do solo, por meio da exposi¢do de organismos
retirados de um solo natural a solo contendo o agrotdxico, em condi¢des de

laboratorio.

2.5 CONFIGURACAO DA APRESENTACAO DA TESE

A estrutura desta tese foi configurada no formato de artigos cientificos, apresentados
em capitulos especificos. Em cada capitulo (excetuando-se os capitulos 1, 2 ¢ 7) foram
incluidos os itens resumo, introdug¢do, embasamento tedrico, objetivos, materiais ¢ métodos,
discussdo, considera¢des ¢ conclusdes sobre os resultados obtidos, além das referéncias
bibliograficas, as quais seguiram as normas recomendadas para apresentagdo de teses e

dissertacdes da Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo.
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Salienta-se que, neste formato de apresentagdo, muitas vezes foi inevitavel a repeticao
de algumas informagdes para que cada artigo pudesse ter todas as informagdes necessarias.

Desta forma, estruturou-se a tese em 4 artigos cientificos, além dos capitulos 1,2 ¢ 7,
relacionados a introducdo geral ao tema da pesquisa, com um embasamento em dados de
literatura sobre a questdo do uso de agrotéxicos e a contaminag¢do do solo, bem como da
abordagem ecotoxicoldgica para analisar os efeitos da introdu¢do no ambiente desses
poluentes (Capitulo 1); a concepgdo, hipdtese e objetivos da pesquisa, bem como a
configurag¢do da estrutura da tese apresentada (Capitulo 2) e as consideragdes finais sobre os
estudos realizados e resultados obtidos, bem como a conclusio final sobre o desenvolvimento
da pesquisa (Capitulo 7).

Nos demais capitulos (3, 4, 5 e 6), procurou-se descrever sobre o resultado do
levantamento de informagdes sobre o uso de agrotdxicos em Bom Repouso, MG, e o risco de
contamina¢do do solo (Capitulo 3); os efeitos agudos e cronicos do agrotoxico mais citado
pelos produtores locais sobre uma espécie de minhoca (Eisenia andrei), padrao para testes
ecotoxicologicos com organismos de solo (Capitulo 4); as respostas comportamentais da
mesma espécie de minhoca a presenca do agrotoxico no solo, em concentracdes subletais
(Capitulo 5) e os efeitos do agrotdxico sobre a estrutura de uma comunidade natural do solo,

exposta a solo contaminado, em condi¢des de laboratorio (Capitulo 6).
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CAPITULO 3

USO DE AGROTOXICOS NO MUNICIiPIO DE BOM REPOUSO, MINAS GERAIS,
BRASIL E RISCO DE CONTAMINACAO DO SOLO

3.1. RESUMO

Considerando a caracteristica essencialmente agricola de Bom Repouso, MG, Brasil, com batata-
inglesa e morango como principais culturas, este estudo objetivou caracterizar as atividades
agricolas no municipio. Utilizando-se questionarios estruturados, as informagdes foram levantadas,
por meio de entrevistas com produtores rurais e suas familias, com destaque a utilizagdo de
agrotoxicos. As entrevistas evidenciaram utilizacdo intensiva e inadequada de agrotoxicos e a
aplicacdo de produtos de alta periculosidade ambiental e toxicologica, caracterizando potencial alto
de risco ambiental, o que ¢ agravado pelas caracteristicas topograficas e pluviométricas da regido. O
Quociente de Risco para o solo do agrotoxico mais citado pelos produtores foi calculado, com base
na Concentragdo Ambiental Estimada (CAE) considerando propriedades do solo, caracteristicas do
produto e taxas de aplicacdo. Comparou-se o valor obtido de CAE com Concentracdo Letal
Mediana, aos 14 dias (CLsg,a4ias) para minhocas, obtida em ensaios adaptados as condigdes
tropicais. Em 3 cenarios que consideraram taxas reais de aplicacdo do produto, com base nas
informagdes fornecidas pelos entrevistados, o risco potencial cronico para organismos do solo foi
identificado. Os dados obtidos no presente estudo sdo importantes subsidios para futuras avaliagdes

de risco ecologico.

Palavras-chave: Atividades agricolas, diagnostico, avaliagio de risco, solo, abamectina.
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3.2 INTRODUCAO

A degradacdo do solo por fatores antropogénicos ¢ alarmante e a necessidade de sua
protecdo, bem como das comunidades a ele inerentes, tem se tornado objeto principal de
politicas ambientais no mundo todo. Na Europa, nos tltimos 20-30 anos, politicas de prote¢ao
do solo, incluindo a preven¢ado e a remediagdo de areas contaminadas, tém sido desenvolvidas
e colocadas em pratica. Uma ampla revisdo sobre decisdes regulatorias para areas
contaminadas para diversos paises ¢ apresentada por Rodrigues et al. (2009). Recentemente
também foi aprovada no Brasil resolucdo que estabelece as diretrizes para o gerenciamento
ambiental de 4reas contaminadas (CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE -
CONAMA, 2009).

Dentre as principais fontes antropicas de contaminacdo do solo estdo incluidas as
aplicacdes de agrotoxicos, fertilizantes e outros materiais agricolas, cuja intensificacdo no uso
acompanhou o crescimento tanto em produtividade como em 4rea cultivada da agricultura
mundial, ao longo dos anos (ARMAS et al., 2005). No Brasil, o cendrio nao ¢ diferente, o que
levou o pais a se estabelecer como um dos maiores mercados mundiais de agrotdxicos
(RODRIGUES, 2003). Em 2008, segundo dados do Sindicato Nacional das Industrias de
Produtos para Defesa Agricola (SINDAG), o pais passou a ser o maior mercado mundial
consumidor de agrotoxicos. Em 2009, houve um acréscimo de 7,7% nas quantidades totais
comercializadas, em relagdo a 2008 e nos cinco primeiros meses de 2010, estimou-se um
aumento de 5% nas vendas brasileiras em relacdo ao mesmo periodo de 2009 (FERREIRA;
VEGRO; CAMARGO, 2010).

Os agrotdxicos representam uma pequena parcela dos poluentes totais, porém, nao se
deve ter complacéncia com seu uso indiscriminado, pois estes produtos sao venenos, podendo

ter impactos considerdveis no ambiente, mesmo estando em baixas concentragdes (SILVA;
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FAY, 2004). Problemas associados ao uso intensivo de agrotoxicos na agricultura envolvem a
contaminagdo de solo, dgua, ar, animais e alimentos; a intoxicacdo de agricultores; a
ocorréncia de patdogenos, pragas e plantas invasoras com resisténcia a determinados produtos;
o desequilibrio biologico que altera a ciclagem de nutrientes e da matéria organica; a
eliminagdo de organismos benéficos e a reducao da biodiversidade (BETTIOL; GHINI, 2003;
GHINI; KIMATI, 2000; OMOTO, 2009; VIEIRA, 2004).

Diferentes causas podem levar a perda de agrotdéxicos no campo, as quais estdo
relacionadas a tecnologia de aplicagdo, como a rotacdo inadequada do equipamento, que
prejudica a agitacdo e a segregagcdo dos produtos com formulagdo do tipo pd-molhavel e a
inadequacgdo do tamanho das gotas a operacao de pulverizagdo, que potencializa as perdas por
evaporagdo, deriva ou vazamentos (RAMOS, 2001); ou relacionadas ao momento da
aplica¢do, como pulverizagdes baseadas em calendarios pré-fixados e nao na ocorréncia de
problemas com pragas ou doengas (BETTIOL; GHINI, 2003).

Os efeitos ambientais dos agrotoxicos sdo, em geral, agravados por problemas relacionados
a tecnologia de aplicagdo desses produtos, que levam a perdas para o ambiente de boa parte das
caldas aplicadas as culturas, com consequente polui¢do de aguas e solos que ndo eram alvo das
aplicacdes (RAMOS, 2001). Estima-se que 90% nao atingem o alvo, sendo dissipados para o
ambiente e tendo como ponto final reservatorios de agua e, principalmente, o solo (BETTIOL,;
GHINI, 2003). Para compensar a baixa eficiéncia das aplicagdes, os agricultores fazem
pulverizagdes repetidas, o que aumenta os custos de produgdo e o potencial de impactos ao
ambiente. Os volumes de calda de agrotoxicos utilizados por area também sdo bastante
elevados, o que aumenta o potencial de perda e, consequentemente, de impacto ambiental. No
cultivo de morango, por exemplo, apesar do baixo porte da cultura, os volumes de caldas
variam de 680 a 5700 L/ha, com maior freqiiéncia na faixa de 1000 a 1600 L/ha, com 2 a 3

aplicacdes semanais durante o ciclo da cultura (RAMOS, 2001).
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De acordo com Soares, Almeida e Moro (2003), ainda h&d muito a ser feito para reduzir
possiveis danos ambientais provocados pela ma utilizagdo de agrotoxicos, em funcdo do
comumente baixo nivel educacional e de conscientiza¢do da populagdo rural em relagdo a
isso, associado as dificuldades na fiscalizagdo e controle de sua utilizacdo, bem como para a

implementagdo de a¢des abrangentes de orientagdo a usuarios e comerciantes.

r

A avaliagdo de risco ¢ uma importante ferramenta que pode ser utilizada para
determinar em que nivel a integridade de um ecossistema pode ser perturbada por diferentes
estressores, como 0s agrotoxicos, € fornecer suporte para tomadas de decisdes que visem
mitigar o problema. Segundo Waichman (2008), embora por razdes praticas as ferramentas e
os métodos de avaliacdo internacionalmente utilizados para avaliar riscos para a saude
humana tenham sido desenvolvidos independentemente daqueles utilizados para a avalia¢ao
de riscos ambientais, atualmente se propde uma abordagem integrada. Da mesma forma, ha
controvérsias quanto ao uso das expressdes “avaliagdo de risco ambiental” e “avaliacdo de
risco ecologico (ARE)” como sindnimos e em relacdo a inclusdo de aspectos relacionados a

satde humana (SPADOTTO, 2006).

A estrutura geral de uma ARE adotada atualmente ¢ derivada das recomendagoes da
Agéncia Americana de Protecdo Ambiental (U. S. Environmental Protection Agency -
USEPA) (EHRLICH, 1988) e de Sutter II et al. (2003), e consiste em 3 etapas ou fases:
formulagdo do problema, avaliacdo da exposi¢do e caracterizagdo do risco. Na primeira fase
(formulacdao do problema) sdo discutidos os objetivos, as limitagdes e levantados os riscos
potenciais com base em informacgdes pré-existentes, fornecendo subsidios para a realizagao da

avaliagdo da exposi¢ao.

Dentro deste contexto, objetivou-se fazer uma caracterizagdo da atividade agricola do
municipio de Bom Repouso, Minas Gerais, notadamente em relagdo a utilizagdo de agrotdxicos, e

discutir seu potencial risco ambiental, em particular para o compartimento solo.
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Area de estudo

O municipio de Bom Repouso (MG) esta localizado a sudoeste do estado de Minas
Gerais (Figura 3.1.), com latitude 22°C 28’15°’S e longitude 46°C 08°42”" O. Seu clima ¢
tropical de altitude Cwb, com pluviosidade média de 1500 mm, segundo a classificacdo de
Koeppen. E uma area rica em nascentes, incluindo a do rio Mogi-Guagu. Os dominios
fitoecologicos sao formados, basicamente, por Mata Atlantica, intercalada com agrupamentos
de araucarias. Porém, a regido ja se apresenta bastante devastada, em funcao da exploracdo da
madeira e do uso de areas para atividades agricolas, além da pecuaria e criagdo de pequenos
animais. O municipio destaca-se pela producdo de batata-inglesa e morango (ESPINDOLA;

BRIGANTE; ELER, 2003).
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Figura 3.1 Localiza¢do do municipio de Bom Repouso, MG.
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3.3.2 Caracterizacdo das atividades agricolas no municipio

Essa caracterizacdo fez parte das atividades desenvolvidas pelo Nucleo de
Agrotoxicos/Agricultura Alternativa do Projeto Mogi-Guagu, patrocinado pelo Programa Petrobras
Ambiental, e que teve como area de atuacdo a bacia de montante do Rio Mogi-Guagu, com maior
parte das atuagdes no municipio de Bom Repouso. Foram visitadas, entre abril e julho de 2005, 166
propriedades em 21 bairros do municipio. Por meio de entrevistas com os produtores e suas
familias, com aplicagdo de questionarios padronizados (Apéndice A), foram levantadas informagdes
sobre a escolaridade dos mesmos, estrutura agraria dos estabelecimentos, produtos cultivados,
pragas e doengas mais comuns nas culturas, agrotoxicos mais utilizados e forma de utilizagao dos
mesmos, jornada de trabalho, utilizagdo de equipamentos de prote¢do durante o manuseio e
aplicacao dos agrotoxicos, conhecimento dos produtores sobre periodo de caréncia dos agrotoxicos

utilizados, triplice lavagem, assisténcia recebida e casos de intoxicagdes por agrotoxicos.

3.3.3 Estimativa do risco para solo do agrotoxico mais citado

O risco para abamectina (ingrediente ativo de Vertimec® 18EC) foi estimado pela
Razao Toxicidade/Exposicao (Toxicity Exposure Ratio — TER), em que o dado toxicologico
agudo ou cronico ¢ dividido pela Concentragdo Ambiental Estimada (CAE). Foi considerado
o valor da CLsg j4dias para minhocas (8,41 mg de abamectina/kg de solo) considerando todas as
concentragdes testadas em ensaios realizados com solo artificial tropical (ver Capitulo 4 desta
tese).

A CAE foi calculada com o modelo FOCUS (FOCUS Soil Modeling Work Group,

1997) e para cada aplicagdo o valor foi estimado considerando as taxas de aplicagdo, a
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profundidade e a densidade do solo. Para multiplas aplicagdes, o calculo envolveu as mesmas
informagdes, mais a CAE inicial para 1 aplicacdo, a constante de dissipacdo do agrotdxico e
os numeros de aplicagdes e o intervalo entre elas (dias).

Os dados de taxa de aplicag@o (g do ingrediente ativo/ha) foram calculados considerando
2 cendrios: o pior, com a maior dose recomendada no Brasil para a cultura do morango (75 ml de
Vertimec/100L de agua), com aplicagdo de um volume de calda de 1250 L/ha; e um menos
dréstico, ou seja, a menor dose recomendada (50 ml/100 L de agua e 1000 L de calda/ha).

Em relacdo ao numero de aplicagcdes e intervalo entre elas, considerou-se a
recomendacdo para a cultura do morango e as informagdes fornecidas pelos produtores
entrevistados em Bom Repouso.

O dado de taxa de dissipacdo do produto (28 dias, para condi¢des tropicais) foi obtido
em literatura (ROMBKE; WAICHMAN; GARCIA, 2008), bem como os de densidade do
solo (ROCHA, 2009).

O Quociente de Risco (QR) obtido foi entdo comparado a valores criticos, tendo sido
utilizados aqueles propostos pela Unido Europeia: 10 para dados de toxicidade aguda e 5 para

dados de toxicidade cronica (ROMBKE; WAICHMAN; GARCIA, 2008).

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No levantamento realizado em 2005, junto aos produtores rurais do municipio de Bom
Repouso, MG, verificou-se que os principais cultivos comerciais sdo de morango ¢ batata-inglesa,
com alho, mandioquinha-salsa e ervilha sendo cultivados em menor escala. Feijao e milho sdo
culturas de subsisténcia presentes em quase todas as propriedades e em algumas ha o cultivo de

cana-de-agucar, utilizada junto com o milho na alimentag¢ao animal.
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Os cultivos de morango e batata-inglesa caracterizam-se pelo uso intensivo de
agrotoxicos e o fato de serem praticados em areas de grande declividade (Figura 3.2), que sao
caracteristicas no municipio, estabelecido em uma regido montanhosa, amplia o potencial de
risco sobre o meio ambiente devido ao uso de agrotdxicos. Associadas a grande quantidade de
chuvas que ocorrem nos pontos mais elevados, as caracteristicas fisicas do municipio
permitem um maior escoamento superficial e, assim, favorecem que os agrotoxicos possam

ser espalhados para além dos alvos das aplicacdes.

(b)

Figura 3.2  a) Areas de cultivo de morango; b) Areas de cultivo de batata: preparada para o
plantio (esquerda) e com cultura em inicio de desenvolvimento (direita). Fotos:
Acervo fotografico do Projeto Mogi-Guacu (2005).
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3.4.1 Perfil socioeconomico dos produtores e sua influéncia na utilizacdo de agrotoxicos

Verificou-se que a estrutura fundidria de Bom Repouso era baseada em pequenas
propriedades rurais, com a mao-de-obra quase exclusivamente familiar.

Soares, Almeida e Moro (2003), em estudo que caracterizou o trabalho rural em nove
municipios de Minas Gerais, mostram que trabalhadores rurais sujeitos a maior risco de intoxicacao
foram os de municipios com propriedades que apresentavam as menores areas médias. A média de
escolaridade encontrada nos municipios analisados era de aproximadamente 3,35 anos, com 87,5%
dos entrevistados possuindo apenas o Ensino Fundamental incompleto.

De forma similar, o grau de escolaridade de produtores rurais em Bom Repouso (Tabela
3.1) € baixo, uma vez que a maioria (57,8%) cursou no maximo até a quarta séric do Ensino

Fundamental ou sem nenhuma instrugao formal (11,56%).

Tabela 3.1 Nivel de escolaridade de produtores do municipio de Bom Repouso, MG, com
base em entrevistas realizadas no ano de 2005.

Nivel de Escolaridade Y
1~ a 4 séries do Ensino Fundamental incompletas 32,37
1~ a 4 séries do Ensino Fundamental completas 25,43
Nenhuma instru¢ao formal 11,56
Ensino Médio completo 9,25
5-a 8" séries do Ensino Fundamental incompletas 7,51
5-a 8" séries do Ensino Fundamental completas 7,51
Nao responderam 4,05
Ensino Médio incompleto 1,16
Curso Superior Completo 0,58
Curso Técnico Completo 0,58

Associados a baixa escolaridade, outros fatores contribuem para o aumento no risco de
contaminacdo ambiental por agrotoxicos, por influenciarem a adogdo de praticas inadequadas,

como: pulverizagdes constantes com agrotoxicos, seguindo calendario pré-definido e ndo tendo
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por base a real necessidade de controle de pragas ou doengas, € queima, enterro ou abandono das
embalagens vazias de agrotoxicos em area proximo a lavoura ou aos cursos d’agua.

A renda da maioria da populagdo rural do municipio ¢ baixa, de até um salario minimo, e
advinda principalmente de aposentadorias e de trabalhos em lavoura propria ou pela prestacao de
servico a outros produtores.

O acesso a assisténcia técnica € precario, sendo que 40% dos entrevistados responderam
ndo receber qualquer orientacdo. Isso se confirma quando se analisa os dados relacionados a
orientacdo sobre uso correto e seguro de agrotoxicos. Para a pergunta “Com quem aprendeu a
trabalhar com agrotoxicos”, a maioria (53%) respondeu que com outro agricultor ou familiares
(Figura 3.3). Com isso, acabam se perpetuando formas erroneas de utilizacdo desses produtos e,
consequentemente, aumentando os riscos potenciais a saude desses agricultores € ao meio
ambiente.

Além disso, mesmo entre aqueles que disseram ter acesso a informagdes sobre praticas
adequadas de manejo das culturas e/ou de uso correto e seguro de agrotoxicos por vias diversas
(extensionistas, televisdo, entre outras fontes), percebeu-se que, muitas vezes, essas nio tém
sentido pratico para eles.

A baixa escolaridade, em contraponto ao nivel técnico das informagdes, impossibilita uma
compreensao real dos efeitos negativos que o uso inadequado desses produtos podem causar a sua
saude, do meio ambiente e dos consumidores. Um agravante ¢ que muitos dos entrevistados
mencionaram que os produtos utilizados nas culturas nao se alteram ao longo dos anos e, entdo,
consideram que ndo ha necessidade de receberem orientacdo de técnicos especializados, ou
mesmo que estes facam visitas as propriedades para dar assisténcia. Afirmam o mesmo em

relagdo a necessidade do Receituario Agrondmico para aquisi¢cao de agrotoxicos.



35

H Néo regponden EEmpregador M Extensionista
® Outro agricultor M Familiar M Outros

Figura 3.3  Respostas dos agricultores de Bom Repouso, MG a pergunta “Com quem
aprendeu a trabalhar com agrotoxicos?”, em entrevista realizada em 2005.

O quadro de deficiéncia de formagao se refletiu também nas respostas dos agricultores em
relagdo ao grau de toxicidade e periodo de caréncia dos produtos. Para a pergunta sobre quais as
cores das faixas dos rétulos de produtos que caracterizam o maior grau de perigo, as seguintes
respostas foram dadas: 55,8% disseram ser a faixa vermelha a que representa maior perigo;
29,8% disseram nao saber; 7,2% nao responderam; 5% informaram ser a amarela; ¢ 2,2%, a
azul ou a verde.

Embora a maioria tenha informado, corretamente, ser a faixa vermelha a que indica maior
grau de toxicidade do produto, um alto indice (37%) representou os que disseram nao saber ou
que evitaram responder, talvez até porque nao soubessem. Isso ocorre porque o percentual de
individuos que 1€ os rétulos das embalagens ¢ o compreendem ¢ restrito, o que pode ser

explicado pelos niveis de escolaridade encontrados na comunidade.
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Quanto ao periodo de caréncia dos produtos, apesar de responderem que sabem o que € e
o respeitem, quando a pergunta ¢ direta, no decorrer da entrevista acabam por relatar que a
aplicagdo ¢ constante, em todo o ciclo de cultivo. Para a cultura de morango, por exemplo, em que
a colheita se estende por varios meses, muitos dos entrevistados relataram nao fazer aplicagdes
apenas no dia em que os frutos sdo colhidos. Ou, ainda mais preocupante, como muitos dos
pequenos produtores locais compartilham pequenas areas para o cultivo, foi comum verificarmos
que um produtor fazia a colheita em sua area, enquanto na adjacente, outro pulverizava suas
plantas. Mal orientados, julgam que, a medida que ndo estejam fazendo pulverizagdes, sua cultura
esta isenta de agrotoxicos, mesmo que ao lado esteja havendo aplicacao.

Os produtores citaram 83 diferentes produtos comerciais como sendo utilizados nas culturas
de morango ¢ batata. Destes, a maior parte (60%) ¢ de fungicidas, seguidos por acaricidas (20%) e
inseticidas (12%). Isso esta relacionado ao fato de que as doengas causadas por fungos e os ataques
por acaros serem os problemas mais comuns relatados pelos produtores de morango, maioria entre
os entrevistados.

A Tabela 3.2 apresenta os 25 produtos mais citados. De acordo com o Sistema de
Agrotoxicos Fitossanitarios (Agrofit), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, em relacdo a periculosidade ambiental (Figura 3.4), 57% deles sao
considerados muito perigosos (Classe I1); 30%, perigosos (Classe III); e 13%, altamente
perigosos (Classe I).

Quanto a classificagdo toxicoldgica, a maioria (40%) pertence a classe III (faixa azul),
considerados medianamente toxicos. Em segundo lugar (28%) estdo os produtos de classe II (faixa
amarela), considerados altamente toxicos, seguindo-se os de classe IV (faixa verde), pouco toxicos,

com 24%, e por ultimo (8%) os de classe I (faixa vermelha), extremamente toxicos (Figura 3.5).
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B (Clagzel - Produto Altamente Perigoso

JClasgeIl - Produto Muito Perigoso

M Clagge I - Produto Perigoso

Figura 3.4. Periculosidade ambiental dos agrotoxicos mais citados pelos produtores
rurais de Bom Repouso, MG, em 2005.

® 18 EC, tem classificagio toxicologica III —

O produto mais citado, Vertimec
“medianamente toxico” e, em relacdo a periculosidade ambiental, ¢ enquadrado como
classe II — muito perigoso ao meio ambiente. Caracteriza-se, ainda, como altamente
persistente no meio ambiente e extremamente toXico para microcrustaceos € peixes.

Os dados das entrevistas também evidenciaram que os produtores do municipio
fazem pulverizacdes baseadas em calendario pré-definido. De 142 que responderam a
pergunta relativa a frequéncia de pulverizacdes, 87 disseram fazer pulverizagdes semanais

e 27, quinzenais, durante todo o ciclo das culturas. Nao se considera aqui a quantos

produtos se referem essas aplicacdes.



B ] - Produto Extremamente Toxico

'T - Produto Altamente Toxico
H I - Produto Medianamente Téxico

H IV - Produto Pouco Toxico

Figura 3.5 Classificagdo toxicoldgica dos agrotoxicos mais citados pelos produtores.

Considerando Vertimec® 18 EC, dos 84 produtores que relataram sua utilizagdo
(Tabela 1), treze afirmaram usar apenas este produto. Destes, oito disseram fazer
aplicagdes semanais do produto, durante todo o ciclo da cultura, trés citaram aplicagdes
quinzenais e os outros dois, entre 2 e 3 aplicagdes semanais.

De acordo com o Sistema Agrofit, as recomendacdes de aplicagdo para as duas
principais culturas comerciais do municipio seriam até duas pulverizagdes por ciclo da
cultura, para morango, e até quatro para batata-inglesa.

Todos os oito produtores que relataram fazer pulverizagdes semanais com
Vertimec® 18 EC plantavam morango. Assim, considerando-se o ciclo da cultura de 7 a 8
meses, poderiam ser feitas de 28 a 30 aplicagdes do produto na cultura, de acordo com o

que relataram os produtores entrevistados. Com base nessas informacdes foram
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consideradas 20 aplica¢des para a estimativa de risco para organismos do solo, realizada no
presente estudo.

Este produto continua a ser o mais utilizado no municipio. Em novo levantamento
realizado no municipio em julho de 2010 (Espindola, informagdo verbal)®, o Vertimec® 18
EC foi citado por todos os 50 produtores entrevistados.

Os efeitos de agrotoxicos na populagdo humana s3o diretamente proporcionais a

o

concentracdo ¢ a exposicdo. Nesse sentido, a realidade encontrada em Bom Repouso
preocupante, com um descaso dos agricultores com a propria saude, trabalhando descalgos
(Figura 3.6a), inclusive no momento de aplicacdo dos agrotoxicos. Verificou-se, tanto nas
respostas aos questionarios, quanto nas observagoes em campo, que o uso de Equipamentos de
Prote¢do Individual (EPIs) durante o preparo da calda e aplicagdo de agrotoxicos também € raro
(Figura 3.6b). Apenas 14% afirmaram usar o kit completo de EPIs.

Durante as visitas as propriedades pode-se verificar que muitos agricultores realizam a
aplicacdo com a mesma vestimenta utilizada em outras atividades na cultura, sem se
preocupar com uma maior protegdo. Mesmo em raros momentos em que se observou a
utilizacdo de equipamentos de protecdo individual durante a aplicagdo de agrotdxicos,
verificou-se que a conscientizacdo ndo ¢ tdo grande, uma vez que outras pessoas
continuavam a trabalhar na cultura, sem prote¢do alguma, enquanto a aplicacdo era
realizada (Figura 3.6¢). A situacdo se agrava pelo fato de a maioria (69%) dos entrevistados
utilizar pulverizadores costais manuais, significando maior risco pela maior exposi¢do aos
agrotoxicos.

Problema adicional se relaciona com os cuidados com o préprio EPI, uma vez que
esses sdo armazenados na propria residéncia, lavados no proprio corpo ou simplesmente

usados sem qualquer limpeza adicional (Espindola, informagao verbal, 2010).

* Informagio fornecida por Espindola, em Sao Carlos, em 2010.



c)

Figura 3.6 a) Agricultor trabalhando em cultura de morango; b) Aplicagdo de agrotoxico
sem utilizagdo de Equipamento de Prote¢do Individual; c) Aplicacao de
agrotoxico com utilizagdo de EPI, mas na presenga de pessoas sem protegao.
Fotos: Acervo fotografico do Projeto Mogi-Guagu.

De acordo com Soares, Almeida e Moro (2003), um trabalhador rural desprotegido tem

72% mais chance de se intoxicar em relagdo ao protegido. No Sri Lanka, por exemplo, foi

observado que, embora mais de 90% dos trabalhadores fossem conscientes sobre 9 entre 11

itens de protecdo quimica, a grande maioria ndo usava EPI, em razdo de desconforto e

custos (FARIA et al., 2004). Em Bom Repouso também foi unanime a afirmacgdo de ndo

usar EPIs por serem desconfortaveis e caros. Por desinformagao, desconsideram o aumento

do risco de intoxicag¢do pela maior exposicdo e também consideram “fracos” os produtos
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que utilizam, justificando também por essa razao a nao utilizagdo de prote¢do ao manusea-

los e pulveriza-los.

Muitos agricultores entrevistados citaram ser, ou ter membros da familia,
acometidos por doencas. Entre as mais citadas estdo: cancer de mama, estdmago, cérebro,
garganta, problemas endocrinos, hipertensdo, problemas cardiacos, hepaticos, renais e
disturbios mentais. Porém, em sua maioria ndo acreditam que possa haver uma relagao
entre essas doencas ¢ o uso de agrotoxicos. Dos entrevistados, 32% afirmaram ja ter sido
acometidos por disturbios ocasionados pela aplicacdo de agrotdxicos, citando sintomas

como dores de cabeca e nausea.

Outro problema encontrado, relacionado a saude ambiental, envolve o descarte
inadequado de embalagens vazias de agrotoxicos. Dos entrevistados, 32% afirmaram queimar as
mesmas; e 22%, enterrar, guardar, deixar na lavoura ou destinar ao lixo comum. Embora 47%
dos produtores entrevistados em Bom Repouso tenham afirmado devolver as embalagens
no local de compra dos produtos, a realidade encontrada nas visitas a campo ndo confirma
isso. Muitas embalagens vazias de agrotoxicos foram observadas proximo aos corregos,
nas matas ciliares e junto as lavouras. A reutilizacdo de embalagens vazias também era
comum e nao foi dificil confirma-la, bem como o descarte inadequado, em visitas a campo

(Figura 3.7).

No Brasil, a Lei Federal 9.974/00 (BRASIL, 2000) distribui responsabilidades a
agricultores, fabricantes, sistema de comercializagdo e poder publico em relagdo a
destina¢do adequada das embalagens vazias de agrotoxicos. Campanhas de sensibilizacdo e
orientagdo sdo realizadas, coordenadas pelo Instituto Nacional de Processamento de

Embalagens Vazias (InpEV) e multas vém sendo aplicadas.



Figura 3.7 Descarte inadequado e reutilizacdo de embalagens vazias de agrotoxicos.
Bom Repouso (MG), 2005. Fotos: Acervo fotografico do Projeto Mogi-
Guagu.

Os produtores entrevistados tinham informacdes, mesmo que incompletas, sobre o
assunto, e era comum comentarem sobre a fiscalizacao e aplicacdo de multas ocorrendo na
regido. Isso certamente se refletiu nas respostas dadas, uma vez que muitas vezes
informavam que devolviam as embalagens na revenda, por saber ser a resposta correta, € a
entrevista ocorria ao lado de embalagens abandonadas na area de cultivo. Além disso, no
periodo em que as entrevistas foram realizadas, ndo havia no municipio uma unidade de

recebimento de embalagens vazias de agrotoxicos.
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3.4.2 Risco estimado para solo, em relacdo a abamectina

A Tabela 3.3 apresenta o risco potencial para solo, estimado para o ingrediente ativo de
Vertimec® 18 EC (abamectina), levando-se em consideragdo informagdes fornecidas pelos
produtores entrevistados em Bom Repouso, em 2005, e o que ¢ recomendado no Brasil para a
cultura do morango.

No presente estudo trés cendrios de risco cronico para organismos do solo foram
identificados, todos envolvendo a aplicagdo da dosagem maxima recomendada para a cultura e o
volume maximo de calda aplicado por area (ha), que correspondem a uma concentragao de 16,88
g de abamectina/ha. Esses cenarios também envolveram numero excessivo de aplicacdes (20),

que foi baseado nas respostas de produtores entrevistados.

No entanto, observa-se que, mesmo para trés outros cendarios avaliando a dosagem
correspondente a recomendada no Brasil para a cultura do morango, os valores de QR estdo
proximos ao limite proposto pela Unido Europeia para toxicidade cronica (5,0). Estes também

estao associados ao uso intensivo do produto (20 aplicacdes).

Embora sejam apenas estimativas, a ocorréncia de cenarios mostrando risco chama a
aten¢do para a situacdo de Bom Repouso, notadamente com respeito ao nimero abusivo de

pulverizagdes relatadas por produtores locais, como para o Vertimec” 18 EC.

Rombke, Waichman e Garcia (2008) avaliaram o risco de 11 agrotdxicos para o
solo, em 4 areas proximas a Manaus, AM., com o mesmo processo realizado no presente
trabalho. Os autores ndo detectaram risco da abamectina para minhocas, nos trés cenarios
analisados, mesmo considerando doses de aplicagdo de 2,8 a 21,1 g i.a/ha; nimero de
aplicacdes variando de 5 a 7; e intervalos de 7-10 dias entre as aplicagdes, de acordo com

informagdes de produtores locais, para diferentes culturas.
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E importante salientar que residuos de abamectina foram encontrados por Lima (2010),
em amostras de solo provenientes de Bom Repouso, sendo 1 coletada sob cultura de morango e 3,
sob mata nativa. O principio ativo também foi detectado em amostras de sedimento coletadas no
municipio em julho de 2008, em 3 pontos, em um estudo sobre qualidade da agua de
abastecimento de areas rurais (RESENDE, 2009). Tais dados evidenciam o potencial de

contaminag¢do de areas do municipio por este produto.

3.5 CONCLUSAO

Considerando as informagdes relativas ao uso de agrotoxicos em Bom Repouso, levantadas
em 2005; o resultado de estimativa de risco para minhocas encontrado para abamectina neste
estudo; o mimero de agrotdxicos citados pelos produtores entrevistados (83 produtos comerciais),
muitos apresentando alta periculosidade ambiental; e a presenca de residuos do agrotdxico mais
utilizado, inclusive em area de mata preservada, acredita-se que o potencial risco ambiental, ¢ mais
especificamente, para o solo, decorrente da utilizacdo desses produtos no municipio existe € ndo
deve ser ignorado.

A obtencao de dados sobre efeitos desse principal agrotoxico utilizado no municipio
em organismos do solo, sob condigdes tropicais, permitird uma estimativa mais realistica
deste risco e, consequentemente, da necessidade de medidas para sua mitigagao.

Em adicdo, tendo em vista a forma de utilizagdo dos agrotéxicos no municipio,
bastante intensiva, até abusiva, e com alto potencial de exposi¢ao de diferentes organismos,
deve-se salientar também a necessidade de atengdo para uma andlise integrada, incluindo

diferentes compartimentos ambientais e os efeitos a satide humana.
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CAPITULO 4

EFEITOS DE VERTIMEC® 18 EC SOBRE A SOBREVIVENCIA,
REPRODUCAO E MORFOLOGIA DE EISENIA ANDREI

4.1 RESUMO

O inseticida/acaricida Vertimec® 18 EC ¢ um dos agrotoxicos mais utilizados por produtores
de morango e batata no municipio de Bom Repouso, MG. Brasil. No entanto, poucos dados
estdo disponiveis em literatura sobre seus efeitos sobre organismos nao-alvo do solo,
notadamente em condi¢des de clima tropical. Neste contexto, o presente estudo teve por
objetivo avaliar, por meio de ensaios agudos e cronicos, seu efeito toxico sobre Eisenia
andrei. Para tanto, foram realizados ensaios com substrato artificial (SA) e solo natural (SN),
com adaptag¢des nos protocolos padronizados, tornando-os mais condizentes com a realidade
de regides tropicais: a) no solo artificial tropical (SAT), substituicdo da turfa de esfagno por
p6 de fibra de coco, como fonte de matéria organica e b) estabelecimento da temperatura de
25 + 2°C para condugio de todos os ensaios. No solo artificial, o agrotoxico foi incorporado
nas concentragdes de 0-14 e de 0-10,5 mg de abamectina/kg de solo, respectivamente, para o
ensaio agudo e o crénico. Nos ensaios com SN o produto foi pulverizado sobre o solo, em
campo, com a dosagem maxima recomendada no Brasil para a cultura do morango (DR); com
duas vezes essa dosagem (2DR); e com agua destilada (Controle). Os organismos foram
expostos aos solos Controle, DR e as dilui¢des de 12,5%, 25%, 50%, 75% e 100% de 2DR,
obtidas por meio da mistura com o solo Controle. A CLsg 144ias determinada no ensaio com

SAT foi de 7,64 mg/kg. No ensaio cronico, s6 houve diferenca significativa na sobrevivéncia
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aos 28 dias, em relagdo ao controle, para a concentragdo mais alta avaliada (10,5 mg/kg), com
CLso2s dias €stimada em 8,65 mg/kg. Os organismos expostos ao agrotoxico apresentaram
alteracdes morfoldgicas (afilamento e descoloracdo da parte posterior; estrangulamentos em
diferentes regides do corpo; fragmentagdo e perda de segmentos, principalmente da parte
posterior), bem como comportamentais (letargia ou lentiddo na resposta a estimulos
mecanicos), além de diminui¢do do peso corporal. A ocorréncia de tais altera¢des relacionou-
se diretamente com o aumento das concentragdes do agrotoxico. O numero médio de juvenis
(n = 4) passou de 33 (Controle) para 3 (0,875 mg de abamectina/kg SAT), ndo tendo ocorrido
reproducdo nos demais tratamentos. Nos ensaios realizados com SN, ndo houve resposta dos

organismos para quaisquer dos parametros analisados.

Palavras-chave: minhocas, abamectina, alteracdes morfoldgicas, efeitos agudos e cronicos

4.2 INTRODUCAO

Agrotdxicos sao bem conhecidos como um método com boa relagdo custo/beneficio no
controle de pragas e outras ameagas das culturas agricolas, mas também podem ser toxicos a
espécies nao-alvo e benéficas. Podem ser aplicados diretamente no solo, para controle de pragas e
patdgenos ai presentes, ou chegar a esse compartimento pelo escorrimento e deposicao de calda
aplicada na parte aérea, em concentragcdes que podem ser altas o suficiente para afetar organismos
edaficos que nao era seu alvo.

Dentre os organismos naturalmente presentes no solo, as minhocas se destacam, pois com
seus deslocamentos revolvem o solo, misturando os horizontes, e por seus hdbitos alimentares
influenciam as transformagdes de matéria organica em decomposi¢do ¢ a ciclagem de nutrientes.

Além disso, os canais que formam no solo permitem a passagem de ar e agua e podem conduzir
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agrotoxicos para horizontes mais profundos do solo (LANGENBACH et al., 2002, PAPINI;
ANDREA, 2004, SILVA; FAY, 2004, LANDGRAF; MESSIAS; REZENDE, 2005). Esses
organismos representam interessante indicador para monitorar impactos ambientais (PAOLETTI,
1999, SPURGEON; WEEKS; VAN GESTEL, 2003, SCHAEFER, 2003).

O teste de toxicidade aguda com minhocas (OECD, 1984), padronizado
internacionalmente, tornou a espécie de minhoca Eisenia fetida um organismo modelo para
avaliacdo dos efeitos de substancias quimicas sobre invertebrados saprofitas terrestres
(SPURGEON; WEEKS e VAN GESTEL, 2003) e significou um impulso a ecotoxicologia
terrestre. Entretanto, embora o numero ¢ também a complexidade de testes voltados a
ecotoxicologia terrestre tenham crescido nos ultimos 20 anos, a padronizagdo internacional
em grande escala dos mesmos comecou ha pouco mais de 10 anos (ROMBKE; KNACKER,
2003). Em relagdo a prote¢ao ambiental, a importancia do solo foi reconhecida depois da dgua
e do ar (BECK et al., 2005) e a ecotoxicologia terrestre despertou maior interesse dos
pesquisadores consideravelmente depois da aquatica, havendo consequentemente menor
nimero de ensaios padronizados para este ambiente. Até 1995, as normas internacionais
existentes para organismos de solo eram os testes de toxicidade aguda para minhocas e para
plantas (ROMBKE; KNACKER, 2003).

Ahlers e Martin (2003) apontam que os principais progressos recentes para a avaliacao
dos efeitos de substancias quimicas no compartimento terrestre se deveram ao
desenvolvimento de novos testes, especialmente estudos cronicos e investigacdes relacionadas
a efeitos subletais.

A maior parte dos testes e ensaios, entretanto, foram desenvolvidos e realizados em
paises de clima temperado, pois, a despeito de algumas mudancas recentes (GARCIA, 2004;
GARCIA et al., 2007, ROMBKE; WAICHMAN; GARCIA, 2008, SILVA; VAN GESTEL,

2009) a Ecotoxicologia em geral e a Ecotoxicologia Terrestre em particular ainda tém o foco



54

em regides temperadas do mundo, como América do Norte e Europa. Neste sentido, pouca
informagdo ainda ¢ disponivel sobre impactos de poluentes obtidas em testes padronizados
adaptados para condicdes tropicais.

Garcia (2004) salienta que poucos estudos tém sido feitos sobre os impactos de
agrotoxicos em condigdes tropicais e frequentemente muitos dos dados utilizados na avaliagao
do risco ambiental desses produtos em paises tropicais sao gerados em regides temperadas.
Destaca, ainda, a necessidade de cautela na utilizagdo de dados ecotoxicologicos de regides
temperadas para condi¢des tropicais.

Entre os diversos agrotoxicos utilizados, destaca-se a abamectina, que faz parte de um
grupo de substancias chamadas avermectinas, assim como a ivertmectina ¢ doramectina. Tais
substancias sdo derivadas da fermentagdo realizada pela bactéria Streptomyces avermitilis
(BURG et al., 1979). E constituida por uma mistura de 80% de avermectina B, (C4sH7,014) €
20% de avermectina By (C47H70014) (FISHER; MROZIK, 1989). Sua baixa solubilidade em
dgua e rapida fotodegradacio (TISLER; ERZEN, 2006) poderiam indicar baixo risco
ambiental. No entanto, alguns estudos demonstram o efeito deletério sobre organismos nao-
alvo. Insetos (principalmente coledpteros e dipteros) associados ao esterco de animais tratados
com abamectina podem ser afetados, especialmente suas fases larvais (HALLEY;
VANDENHEUVEL; WISLOCKI, 1993). Tisler e Erzen (2006), estudando efeito
ecotoxicologico da abamectina no ambiente aquatico, também observaram toxicidade
extremamente alta (aguda e cronica) a Daphnia magna (Concentragdo Efetiva Mediana —
CEso = 49,3ug/L) e Scenedemus subspicatus (CEsy = 4,4 mg/L)

Tais efeitos t€ém despertado, cada vez mais, a preocupacdo com as avermectinas, de
forma geral, ¢ da abamectina em particular, como contaminantes. No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), tendo em vista estudos realizados que

apresentam resultados preocupantes relativos a toxicidade aguda e suspeita de toxicidade
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reprodutiva de abamectina e de seus metabolitos, incluiu os produtos técnicos e os formulados
com este ingrediente na lista dos que deveriam ser submetidos a reavaliacdo, para o ano de
2008 (ANVISA, 2008). No entanto, o resultado final desta avaliacdo ainda ndo foi
disponibilizado.

Embora rapidamente fotodegradada em agua, com meia-vida de 0,5 dia ou menos, a
abamectina desaparece mais lentamente do compartimento solo, com meia-vida de 2 a 8
semanas (HALLEY; JACOB; LU, 1989, McCRACKEN, 1993), o que a torna um potencial
risco para organismos ndo-alvo no solo (DIAO; JENSEN; HANSEN, 2007). Entretanto,
pouco ¢ conhecido sobre os possiveis efeitos sobre minhocas e organismos edaficos em geral
(SUN et al., 2005, JENSEN; DIAO; SCOTT-FORDSMAND, 2007, KOLAR et al., 2008) e
menos ainda quando se consideram as regides de clima tropical.

Considerando o exposto, o presente estudo teve por objetivo avaliar a toxicidade
aguda e cronica da abamectina sobre minhocas da espécie FEisenia andrei, por meio da
exposicdo a solo natural e substrato artificial com a presenca de Vertimec® 10 EC, sob

condicdes tropicais.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Organismo-teste

A escolha do organismo-teste, sua manutengdo em laboratorio e exigéncias para sua
utilizagdo nos testes basearam-se nas recomendagdes dos protocolos OECD (1984; 2004); ISO

(1993; 1998); CETESB (1990) ¢ ABNT (2007) e em GARCIA (2004).
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Lotes de minhocas da espécie Eisenia andrei (ver Apéndice B) foram obtidos junto a
produtores comerciais de Campinas, SP e mantidas no laboratorio de Ecotoxicologia do
NEEA/CRHEA/SHS/EESC/USP, Sao Carlos, SP, em substrato constituido de p6 de fibra de
coco ¢ esterco bovino seco (50:50 v/v), em caixas de material plastico resistente, com
capacidade para 1000g do substrato seco (Apéndice B). A fibra de coco utilizada foi o substrato
agricola Golden Mix T-80, da empresa Amafibra (Artur Nogueira, SP).

Antes de ser utilizado o substrato foi submetido a um tratamento de desfaunagem
(PESARO et al., 2003), com ao menos 2 ciclos de congelamento de 48 h, seguidos de
descongelamento. O pH do substrato foi ajustado (Apéndice B) e regularmente monitorado
para 6,0 £ 0,5, com adicdo de quantidades suficientes de CaCO;, quando necessario. A
umidade foi ajustada e monitorada semanalmente, visualmente, conforme indicado nos
protocolos citados. A alimentagdo dos organismos foi suplementada com fornecimento
quinzenal de flocos de aveia, previamente cozidos em agua destilada. O cultivo foi mantido a
20 + 2°C, sob regime de 12 horas de luz ¢ 12 horas de escuro, com uma intensidade de luz de
400-800 lux. Antes de serem submetidos aos ensaios, os organismos foram aclimatados aos
substratos-teste (solo artificial tropical ou solo natural ndo submetido a pulverizacdo) com uma
antecedéncia de 48 horas. Nos ensaios foram utilizados organismos adultos, apresentando clitelo,

e com peso médio de 300-600 mg.

4.3.2 Substancia-teste

Vertimec® 18 EC (Syngenta Protegdo de Cultivos Ltda) tem propriedades como
acaricida, inseticida e nematicida. Formulado como concentrado emulsionavel, € constituido
de 18 g de abamectina/L. Por apresentar efeito toxico sobre varias pragas, Vertimec” 18 EC é

utilizado para proteger diversas culturas agricolas. No Brasil, de acordo com o Sistema de
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Agrotoxicos Fitossanitarios (Agrofit), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, ele ¢é registrado para 23 culturas. Para morango, a dosagem recomendadas no
pais € de 50 a 75 ml/100 L de 4gua, com aplica¢ao de 1000 a 1250 L de calda/ha.

A abamectina pertence ao grupo das lactonas macrociclicas e ¢ estruturalmente
idéntica a ivermectina, exceto pelo fato de apresentar uma ligagao insaturada dupla na posicao
(C22-23, enquanto a ivermectina apresenta uma simples (MOLINARI; SOLONESKI;
LARRAMENDY, 2010). Em vertebrados, a ivermectina tem agao neurotoxica, ligando-se aos
receptores do neur6nio pos-sinaptico (posterior), estimulando maior liberagdo do
neurotransmissor gama-aminobutirico (GABA) no neurdnio pré-sindptico (anterior). Isso
causa uma hiperpolarizagdo do potencial de repouso das células pds-sinapticas, tornando mais
dificil a neurotransmissdo dos estimulos e, como conseqiiéncia, a contragdo muscular. O
resultado ¢ paralisia ¢ morte dos organismos. Em invertebrados, o alvo é o glutamato nos
canais de cloro localizados nas jungdes neuromusculares, independentemente do GABA,
paralisando musculos somaticos e faringeais (CAMPBELL, 1989). Recentemente foi sugerido
que ambos os canais sdo os alvos das lactonas macrociclicas em geral (McCAVERA;
WALSH; WOLSTENHOLME, 2007). O modo de agdo primario da abamectina ¢ o distrbio
dos receptores de GABA nas células nervosas dos insetos, resultando na inibi¢do tanto das

comunicagdes nervo a nervo, como de nervo a musculos, induzindo a paralisia e a morte do

organismo (MOLINARI; SOLONESKI; LARRAMENDY, 2010).

4.3.3 Solos-teste

Nos ensaios com solo natural (SN) foram utilizadas amostras de solo provenientes de uma

area do Centro de Recursos Hidricos ¢ Ecologia Aplicada (CRHEA/SHS/EESC/USP), em
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Itirapina, SP. No local, ap6s preparo do solo, trés parcelas de 8m?, separadas por areas de 2m,
foram submetidas a pulverizagdo com, respectivamente: 0,9 L de Vertimec® 18 EC/ha,
correspondente & dosagem maxima recomendada no Brasil para a cultura do morango (DR); duas
vezes essa dosagem (2DR); e agua destilada (Controle). A pulverizagao foi feita sobre solo sem
qualquer cobertura vegetal, de modo a simular uma situagdo de pior cendrio, ou seja, que todo
o volume de calda aplicado a uma cultura de morango chegasse ao solo, assim como a
utilizagdo da dosagem 2DR objetivou simular situagdes em que os produtores aplicam
dosagens acima das recomendadas. As amostras de solo foram retiradas da camada mais
superficial (0-10 cm). Considerando a densidade do solo como 1,5 g/em™, a concentragio
esperada de abamectina no solo, para a dose mais alta aplicada (2DR), seria de 0,0216 mg. A
Figura 4.1 apresenta imagens do preparo do terreno, aplicacdo do agrotdxico e coleta das amostras
de solo.

Nos ensaios foram utilizadas amostras de solo controle, de solo contaminado com DR e de
diluigdes correspondentes a 12,5%, 25%, 50%, 75% e 100% do solo contaminado com 2DR, por
meio da mistura com solo controle. A umidade foi ajustada para 50% da capacidade méaxima de
reteng¢do de agua do solo, previamente determinada. Antes de ser utilizado nos testes, o solo foi
peneirado (5 mm de abertura de malha) e submetido a processo de desfaunagem, como descrito
anteriormente, para o substrato de cultivo.

No ensaio com solo artificial utilizou-se uma adaptacao proposta por Garcia (2004) ao
substrato preconizado pelas normas OECD (1984) e ISO (1993), que se constituiu de uma mistura
(70:20:10, em porcentagem de peso seco) de areia, argila branca (caulim) e p6 de fibra de coco,
denominada Solo Artificial Tropical (SAT). A areia utilizada é proveniente de area do
municipio de Biritiba Mirim e foi adquirida junto ao Instituto de Pesquisas Tecnologicas do
Estado de Sao Paulo (IPT), onde é submetida a lavagem com agua para retirada de material

organico, seca em forno rotativo a temperatura aproximada de 250°C e peneirada. A argila
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branca (caulim em pd U.S.P. 26) foi adquirida da empresa Labsynth Produtos para

Laboratério (Diadema, SP).

Figura 4.1 Preparo do terreno, aplicacdo do agrotdxico nas parcelas e coleta das amostras para
conducao de ensaio com solo natural (SN). Fotos: Maria Edna T. Nunes.

O agrotdxico foi diluido em agua destilada nas concentragdes de 0-14 e de 0-10,5 mg de
abamectina’kg de SAT, respectivamente para o ensaio agudo e para o cronico. Para o ensaio
agudo foram realizados diferentes testes, com concentragdes que variaram de 0 a 56 mg de
abamectina/kg, até a defini¢do das concentracdes utilizadas neste ensaio.

A incorporagdo ao SAT foi feita uma unica vez, no inicio dos ensaios, misturando-se
manualmente as solu¢des do agrotoxico com o substrato. No tratamento controle, agua destilada

foi incorporada. As quantidades de agua destilada para incorporac¢do do agrotdxico ao SAT foram
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calculadas de forma a ajustar a umidade para 50% de sua Capacidade Maxima de Retencdo de
Agua (CMRA), determinada previamente (ver Apéndice C). O mesmo ajuste foi feito nos ensaios

com SN.

4.3.4 Caracterizagdo fisico-quimica dos solos-teste e andlise de residuos de abamectina

Amostras de SAT e de SN foram analisadas no laboratorio de Limnologia do
NEEA/CRHEA/EESC/USP quanto as caracteristicas: pH, umidade e capacidade de retengdo de
agua (MONTEIRO; FRIGHETTO, 2000); teor de matéria organica (TRINDADE, 1980);
granulometria (ABNT, 1968); e nitrogénio organico total (AMERICAN PUBLIC HEALTH
ASSOCIATION — APHA, 1995). A Tabela 4.1 apresenta as caracteristicas fisicas e quimicas

dos solos.

Tabela 4.1 Caracteristicas quimicas e fisicas do solo artificial tropical (SAT) e do solo
natural (SN) coletado em area do CRHEA/SHS/EESC/USP, Itirapina, SP.

pH* L. Nitrogénio Cap’ac'ldade
Matéria . . . . maxima
Solos | KCI organica Aﬁela S(1)1te Aroglla orgamlco de retengdo
IM H0 (%) (%) (%) (%) t(();a de 4gua
0 (%)
4,48 | 5,86
SAT + + 5,4 76 19 5 0,4 58,4
0,18 | 0,20
5,33 | 5,39
SN + + 13,45 72 18 10 4,64 69,8
0,107 | 0,09

* Valores médios e desvios-padrio.
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Amostras de SN e de das diluicdes de solo pulverizado com 2DR foram também
submetidas a analise de residuos de abamectina, no Laboratorio de Quimica Ambiental do
Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, por meio de Cromatografia
Liquida (modelo SCL-10A-Shimadzu), com detector UV-SPD-10A e a confirmacao feita por
GC-MS (modelo QP2010-Shimadzu), com utilizagdo de colunas C-18 ¢ Rtx SMS, Shimadzu,
respectivamente. Os analitos foram extraidos pelo método SPE, em coluna C18 (EPA 3500) e
ultra-som (EPA 3550B). A recuperacao do método de extragdo foi de 79-86% (£ 1,7). O
limite de detec¢dao do método foi de 12,0 pg/kg.

Para os ensaios com SAT, ndo foram feitas analises de residuos. Assim, os valores

citados referem-se a concentragdes nominais de abamectina.

4.3.5 Conducao dos testes

Testes de toxicidade aguda

Os testes de toxicidade aguda seguiram as recomendag¢des dos protocolos da ISO (1993)
e ABNT (2007), excetuando-se a temperatura em que os mesmos foram conduzidos. Detalhes
e fotos da condugdo dos testes podem ser vistos no Apéndice B. Os testes de toxicidade aguda
com o SAT foram conduzidos com o intuito de determinar a Concentracdo Letal Mediana
(CLso) do agrotdxico. Foram utilizados potes plasticos, com tampa perfurada, com diametro de
11,5 cm e altura de 9,5 cm. Foram adicionadas 10 minhocas por recipiente, com quatro
repeti¢des (recipientes) por tratamento. Foram colocados 500g de solo (peso seco) em cada

recipiente.
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Os ensaios foram realizados sob condigdes de 12h de luz/12 h de escuro e temperatura
de 25 + 2°C. A mortalidade das minhocas foi avaliada aos 7 e aos 14 dias, retirando-as do
meio de teste e testando sua reagdo a estimulos mecanicos na parte frontal.

Para avaliar o efeito agudo nas minhocas da pulverizagdo do agrotoxico, os testes

seguiram o mesmo procedimento, alterando-se apenas o solo-teste.

Testes de toxicidade cronica

A condugdo dos testes de toxicidade cronica seguiu as recomendac¢des do protocolo
ISO (1998). O procedimento de montagem do teste e as condigdes de manutencao foram os
mesmos descritos para o teste de toxicidade aguda. A alteragdo efetuada relaciona-se a
suplementagdo de alimentacdo para os organismos. Para tanto, semanalmente, 5 g de esterco
bovino seco e triturado foi colocado em cada pote (replicata). Detalhes e fotos podem ser
vistos no Apéndice B.

Como detalhado anteriormente (item 4.3.3), a umidade dos solos-teste (SN ou SAT)
foi ajustada para 50% de sua capacidade maxima de reten¢do de agua, no momento da
montagem dos testes. A manutencdo desta umidade durante todo o periodo de condu¢do do
teste foi semanal. Para tanto, imediatamente apds a montagem dos testes cada pote (replicata)
foi pesado em balanga Toledo Modelo Prix III e o peso anotado. Semanalmente, os potes
foram pesados novamente ¢ uma quantidade de dgua correspondente a perda de peso dos
mesmos foi adicionada.

Apds 4 semanas (28 dias) do inicio do teste os individuos adultos foram retirados,
manualmente, observando-se ¢ anotando-se mudangas morfologicas (como afilamento e

descoloragdo da parte posterior; estrangulamentos em diferentes regides do corpo;
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fragmentacdo e perda de segmentos) e comportamentais (como letargia ou lentidao na
resposta a estimulos mecanicos), e o nimero de sobreviventes em cada pote. Os sobreviventes
foram pesados individualmente, em balanca analitica.

Apo6s a retirada dos adultos, os potes foram mantidos por mais 4 semanas sob as
mesmas condigdes descritas anteriormente, inclusive com relagdo a adi¢do de alimento e
manuten¢do da umidade. Oito semanas (56 dias) depois de iniciado o teste, os juvenis foram
retirados, com o método de extracdo por aquecimento em banho-maria (ISO, 1998; GARCIA,

2004) anotando-se o nimero de juvenis em cada pote (ver Apéndice B).

4.3.6 Analise dos dados

Nos testes de toxicidade aguda com SAT, o célculo da Concentragdo Letal Mediana,
aos 14 dias (CLsg,14dias) foi feito pelo método Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON;
RUSO; THURSTON, 1977). Para a determinacdo da Menor Concentragdo com Efeito
Observavel (CEO) e da Maior Concentragao Sem Efeito Observavel (CENO) os dados foram
analisados quanto a sua normalidade (teste de Shapiro Wilks) e homogeneidade de variancias
(testes de Bartlett, Hartley ¢ Cochran). Como os dados ndo tinham distribui¢do normal ¢ as
variancias nao eram homogéneas, foram submetidos ao teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis,
seguido de teste de comparagdes multiplas de Dunn para verificar diferenca das médias dos
tratamentos em relag@o ao controle.

Em relagdo a mortalidade dos organismos nos ensaios com solo natural (SN), como os
dados apresentavam distribuicdo normal e variancias homogéneas, foram submetidas a analise
de variancia (ANOVA), seguida de teste de Dunnett para comparacdo entre médias de

tratamentos e do controle.
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Nos testes de toxicidade cronica, para a analise do nimero de sobreviventes (teste com
SAT) e de variagdo no peso (teste com SN) dos adultos, aos 28 dias, os dados foram
analisados quanto a sua normalidade (teste de Shapiro-Wilks) e homogeneidade de variancias
(teste de Cochran). Posteriormente, efetuou-se analise de variancias, seguida por teste de
Dunnett para comparagdo das médias dos tratamentos com a média do controle.

Todas as analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Toxstat 3.4.

4.4 RESULTADOS

4.4.1 Residuos de abamectina em amostras de SN

A Tabela 4.2 apresenta as concentracdes de abamectina encontrada nas amostras de SN

submetido a pulverizagdo (DR e 2DR) e das diluigdes deste em solo controle.

Tabela 4.2 Concentragdes de abamectina (mg/kg) nas amostras de solo natural (SN) submetido
a pulverizagdo com Vertimec” 18 EC, nas dosagens de 0,9 L/ha (DR) e 1,8 L/ha
(2DR), detectadas por cromatografia liquida.

Propor¢des de 2DR
Controle DR
12,5% 25% 50% 75% 100%
nd 0,0195 0,0020 0,00376 0,00832 0,00974 0,0207

nd = ndo detectado.

Limite de deteccao do método = 0,0012 mg/kg
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A concentragdo de abamectina detectada no solo submetido a pulverizacao com dose
correspondente a 2DR (0,0207 mg/kg) esta de acordo com o que era esperado pela estimativa de
concentragdo (0,0216 mg/kg), considerando 1,5 g/em’ de densidade do solo e coleta das amostras

nos primeiros 10 cm de solo para realizagdo dos testes.

4.4.2 Testes de toxicidade aguda

Em relagdo ao teste com solo natural (SN), a taxa de mortalidade foi pequena em todos
os tratamentos (Figura 4.2). A maior taxa média de mortalidade (20%) ocorreu para o solo
pulverizado com duas vezes a dose recomendada para a cultura do morango (2DR), com
diferenca estatistica significativa (p < 0,05) em relagdo ao controle.

Para os demais tratamentos, as porcentagens médias de mortalidade foram: 2,5% para
as diluicdes de 12,5%, 25% e 50% de solo pulverizado com 2DR (igual a obtida no
tratamento controle); 5% para a dilui¢ao de 75%; e 7,5% para o solo pulverizado com a dose
recomendada (DR).

Nos ensaios com o solo artificial tropical (SAT) as taxas médias de mortalidade foram
maiores (Figura 4.3), chegando a 100% no tratamento com 14 mg de abamectina/kg de SAT.
Nos demais tratamentos, as médias de mortalidade foram de 0% (controle ¢ tratamento com
1,75 mg de abamectina’kg de SAT); e de 10%, 25% e 82,5%, respectivamente, para os
tratamentos com 3,5; 7 e 10,5 mg de abamectina’kg de SAT. Como os dados ndo tinham
distribui¢do normal ou homogeneidade de varidncias, procedeu-se teste estatistico nao
paramétrico para comparacdo das médias, resultando em diferenga estatisticamente
significativa (p < 0,05) em relagdo ao controle apenas para a maior concentracao testada (14

mg de abamectina’kg de SAT).
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Figura 4.2 Mortalidade média (n = 4) de minhocas (Eisenia andrei), aos 14 dias, quando
expostas a diferentes dilui¢cdes, em solo controle, de solo natural pulverizado com
duas vezes a dose de Vertimec” 18 EC recomendada para a cultura do morango
(2DR), e a solo natural pulverizado com a dose recomendada (DR). * = diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05), em relagdo ao controle, de acordo com
teste de Dunnett. Barras de erros correspondem a desvios-padrao.
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Figura 4.3 Mortalidade média (n = 4) de minhocas (Eisenia andrei), aos 14 dias, quando
expostas a diferentes concentragdes de abamectina incorporada a solo artificial
tropical (SAT) pela adi¢io de Vertimec® 18 EC.* = diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05), em relacdo ao controle, de acordo com Teste de Kuskall-
Wallis seguido de Teste de Dunn para comparagdes multiplas. Barras de erro
correspondem a desvios-padrao.
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O valor estimado da Concentracdo Letal Mediana aos 14 dias(CLsg 14 gias) fo1 de 7,64
mg de abamectina’kg de SAT, com limites inferior e superior de 6,86 ¢ 8,51 mg de
abamectina/g de SAT, respectivamente.

A Menor Concentragdo com Efeito Observavel (CEO) foi 14 mg de abamectina/kg
de SAT e a Maior Concentragdo de Efeito Nao Observavel (CENO) foi 10,5 mg de

abamectina /kg de SAT.

4.4.3 Testes de toxicidade cronica

Nos testes de toxicidade cronica com SN, as minhocas ndo se reproduziram de modo a
satisfazer o critério de validade estabelecido pelo protocolo ISO (1998), de haver no minimo
30 juvenis em cada replicata do solo controle, de forma que esses dados nao foram analisados.
No entanto, observou-se que o numero de juvenis foi menor a medida que aumentaram as
concentragdes do agrotdxico no solo (ver Apéndice D).

Aos 28 dias, ndo foi observada mortalidade de organismos adultos, em qualquer dos
tratamentos. No mesmo periodo, verificou-se aumento de peso dos organismos adultos, em
relacdo ao inicio do ensaio, para todos os tratamentos (Figura 4.4). O ganho de peso foi menor
a medida que aumentaram as concentragdes de abamectina no solo. No entanto, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa, em relagdo ao controle, para qualquer dos
tratamentos.

Para os ensaios realizados com SAT, verificou-se efeito na reprodug@o dos organismos
e também na sobrevivéncia de adultos aos 28 dias (Figura 4.5). O numero médio de juvenis
caiu de 33, no controle, para 3, no tratamento com a menor concentragdo de abamectina (0,88

mg/kg de solo). Para os demais tratamentos ndo houve producao de juvenis.
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Figura 4.4 Variagdo média (n = 4) na biomassa aos 28 dias, em relacdo ao peso no inicio do
teste, de minhocas adultas da espécie Eisenia andrei expostas a diferentes
diluigdes, em solo controle, de solo natural pulverizado com duas vezes a dose de
Vertimec® 18 EC recomendada para a cultura do morango (2DR) e a solo natural
pulverizado com a dose recomendada (DR). Barras de erro correspondem a
desvios-padrao.
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Figura 4.5 Efeito de doses de abamectina, incorporada em solo artificial tropical (SAT) como
Vertimec® 18 EC, sobre a sobrevivéncia de adultos de Eisenia andrei, aos 28 dias,
e a producdo de juvenis, aos 56 dias. * = diferenca significativa (p < 0,05), em
relacdo ao controle, pelo teste de Dunnett. Os valores sdo médias (n = 4) e as
barras de erro correspondem a desvios-padrao.



69

Em relacdo a mortalidade de organismos adultos aos 28 dias, verificou-se uma relagao
dose-resposta positiva (Figura 4.5). A CLs2s gias €stimada foi de 8,65 mg de abamectina’/kg de
SAT. A maior taxa média (77,5%) ocorreu para a dose de 10,5 mg de abamectina/kg de SAT.
Neste tratamento também ocorreu a maior variacdo média de biomassa dos organismos adultos
sobreviventes aos 28 dias (Figura 4.6) em relagdo ao peso inicial. Para os dois parametros a
resposta encontrada neste tratamento diferiu significativamente do controle (p < 0,05).

Os organismos adultos sobreviventes apresentaram alteragdes morfoldgicas (Figura 4.7),
como estrangulamentos em diferentes regides do corpo, fragmentagdo e perda de segmentos
(amputacdo), principalmente da parte posterior e possivel regeneracdo da mesma, quando os
organismos apresentavam esta regido mais afilada e descolorida. A ocorréncia de tais alteragdes
relacionou-se diretamente com o aumento das concentracdes do agrotoxico (Figuras 4.8).
Alteracdes comportamentais (letargia ou lentiddo na resposta a estimulos mecanicos) também

foram observadas em alguns organismos, embora ndo tenham sido quantificadas.
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Figura 4.6 Efeito de doses de abamectina, incorporada em solo artificial tropical (SAT) como
Vertimec® 18 EC, sobre a perda de peso de adultos de Eisenia andrei, aos 28 dias,
em relacdo ao peso inicial. * = diferenga significativa (p < 0,05), em relagdo ao
controle, pelo teste de Dunnett. Valores sdo medias (n = 4) ¢ barras de erros
correspondem a desvios-padrao.
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Figura 4.7 Tipos de alteracdes morfoldgicas apresentadas por adultos de FEisenia andrei
sobreviventes, apos 28 dias de exposicdo a SAT sem (Controle) e com
incorporagio de Vertimec® 18 EC.
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Figura 4.8 Efeito de doses de abamectina, incorporada em solo artificial tropical (SAT) como
Vertimec® 18 EC, sobre a ocorréncia de alteragdes morfoldgicas em adultos
sobreviventes de Fisenia andrei, aos 28 dias. Os valores sao médias (n = 4) e as
baras de erro correspondem a desvios-padrao.
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4.5 DISCUSSAO

A abamectina € o ingrediente ativo de agrotoxicos com eficiéncia em controle de pragas de
diversas culturas agricolas e sua importancia por isso ¢ inquestionavel. No entanto, a presenca de
residuos no solo pode ser prejudicial para organismos nao-alvo, o que torna imprescindivel conhecer
o efeito deste produto sobre fauna edafica. No presente estudo, por exemplo, foram verificados
efeitos subletais importantes sobre a espécie Eisenia andrei, o que demonstra o risco potencial do
uso do produto, apesar dos beneficios existentes.

Nos ensaios com SN nao foram observados efeitos agudos ou cronicos significativos, o que
¢ condizente com a concentragdo de abamectina determinada nas amostras de solo natural, as quais
sdo bem menores que as concentragcdes em que foram observados efeitos no SAT. Enquanto no
SAT a CLs,14 dias fo1 de 7,64 mg de abamectina’/kg e a concentracdo a partir da qual ndo ocorreu
producdo de juvenis foi de 1,75 mg/kg, a concentragdo maxima de abamectina encontrada no SN foi
de 0,0207 mg/kg de solo.

Jensen, Diao e Scott-Fordsmand (2007) também nao observaram mortalidade de minhocas
adultas (Eisenia fetida), aos 28 dias, em concentragcdes de até 5 mg de abamectina’kg de solo,
quando os organismos foram expostos ao produto em um solo natural. Por outro lado, os autores
detectaram menor producdo de casulos a partir da concentragdo de 0,25 mg de abamectina’kg de
solo, com reducdo de mais de 50% em concentra¢des cima de 1 mg/kg de solo e chegando a zero na
concentracdo de 5 mg/kg. No presente estudo verificou-se resultados semelhantes, com reducao no
numero de juvenis, de 33 no Controle, para 3 na concentragdo de 0,875 mg de abamectina’/kg de
SAT, chegando a zero nas concentragdes maiores que 1,75 mg/kg.

Outro efeito subletal verificado no presente estudo foi a variagdo no peso dos organismos,
que mostrou relagdo direta com o aumento das concentragdes de abamectina, tanto nos ensaios

cronicos com solo natural (SN) quanto com substrato artificial (SAT). Kolar et al. (2008), que



72

expuseram FEisenia andrei a abamectina em solo natural padronizado para regides temperadas (Lufa
2.2), também observaram a mesma resposta, com valores de CEO e CENO de 29 ¢ 9,8 mg de
abamectina’kg de solo seco, respectivamente, quando um solo natural padrdo para condigdes
temperadas (Lufa) foi utilizado. O resultado ¢ compativel com o resposta significativa verificada
apenas no tratamento correspondente a 10,5 mg de abamectina’/kg de SAT, no presente estudo.

Em relagdo ao efeito letal, o valor de CLs 14 g4ias €Stimado no presente estudo foi de 7,64
mg/kg e a CLsp, 23 dias, de 8,65 mg de abamectina/kg de substrato seco. Para minhocas, dados
conflitantes relativos a toxicidade de abamectina sdo disponiveis em literatura, referentes a ensaios
desenvolvidos com o solo artificial preconizado pela OECD (1984) ou Lufa e sob temperatura de 20
+ 2 °C. Halley, Jacob e Lu (1989) fornecem um valor de CLs, de ivermectina para Eisenia fetida de
314 mg/kg. Wislocki, Grosso e Dybas (1989) encontraram, para a mesma espécie, uma CLs, 23 gias
de 38 mg/kg , enquanto para Sun et al. (2005) os valores foram de 24 ¢ 17 mg/kg, para 7 ¢ 14 dias
de exposi¢do dos organismos, respectivamente, os quais sao comparaveis com o encontrado por
Kolar et al. (2008), de 18 mg/kg aos 28 dias de exposicao quando utilizado solo natural padrdo
(Lufa).

Todos os resultados sdo superiores aos encontrados no presente estudo para o ensaio agudo
(14 dias) e o cronico (28 dias), sendo que os diferentes tipos de substrato e de temperatura em que 0s
ensaios foram conduzidos podem ser as causas dessas discrepancias, indicando a necessidade de
mais estudos com solo artificial tropical.

Outro diferencial ¢ que no presente estudo foi utilizada uma formulagdo comercial de
abamectina (Vertimec"18 EC). A presenca de outros ingredientes (adjuvantes, antiespumantes,
antioxicidantes, solventes, entre outros) nas formulagdes comerciais dos agrotoxicos também pode
estar relacionada a maior toxicidade desses produtos. Este ponto de vista tem sido discutido por
diferentes autores (OAKES; POLLAK 2000, SOLOMON; THOMPSON, 2003). Marques, Pereira

e Gongalves (2009) apontam esta como a causa de ter havido maior rejeicdo de Fisenia andrei a
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solo tratado com o produto comercial Viper, em relacdo aquele ao qual o ingrediente-ativo do
herbicida (penoxsulam) foi incorporado. Pereira et al. (2009), por outro lado, observaram tanto
aumento quanto reducdo da toxicidade dos produtos formulados em relagdo a seus ingredientes-
ativos. Tais resultados salientam a necessidade de cuidado com o uso apenas de dados relativos a
toxicidade de ingredientes ativos na avaliacao de risco de agrotoxicos.

As alteragdes morfologicas encontradas nos adultos sobreviventes aos 28 dias, no ensaio
cronico com SAT, podem ser um parametro interessante para monitorar a toxicidade de agrotdxicos
e outros poluentes, ja tendo sido relatado para outros produtos, como clorpirifés (RAO; PAVAN;
MADHAVENDRA, 2003) e profenofés (REDDY; RAO, 2008), em relacdo a Eisenia fetida, em
testes realizados pelo método OECD de exposi¢ao dos organismos em papel de filtro. Mais estudos
para elucidar os mecanismos que levam a essas alteragdes, bem como sobre o tempo para que as

mesmas possam ser detectadas, em ensaios com solo natural ou artificial, sio recomendados.

4.6 CONCLUSAO

O estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade do agrotoxico Vertimec® 18 EC sobre
minhocas (Eisenia andrei). Pelos resultados obtidos, foram verificados efeitos importantes do
produto sobre os organismos, com destaque as respostas subletais, como menor reproducao e
biomassa de organismos expostos. A toxicidade, com base na dose do ingrediente ativo
(abamectina), determinada no presente estudo, foi maior que a encontrada em estudos semelhantes,
e o efeito de outros ingredientes presentes na formulagdo comercial (por exemplo, algum adjuvante,
antiespumante, antioxicidante, solvente, entre outros) deve ser o fator que levou a esta diferenga. Os
efeitos subletais (como redugdo na reproducdo, alteragdes morfologicas, letargia, alteracdo na

biomassa dos organismos) encontrados sdo importantes, o que chama a atengdo para a inclusdo
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dessas respostas em andlises de risco. Os resultados salientam ainda a necessidade de maior atengdo
com o uso exclusivo de dados relativos a toxicidade de ingredientes ativos na avaliagdo de risco de

agrotoxicos.
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CAPITULO 5

SENSIBILIDADE DE EISENIA ANDREI A ABAMECTINA EM ENSAIOS DE
REJEICAO REALIZADOS COM SUBSTRATO ARTIFICIAL E SOLO NATURAL,
SOB CONDICOES TROPICAIS

5.1 RESUMO

A obtenc¢do de dados ecotoxicologicos de agrotoxicos para regides tropicais € necessaria para
que andlises de risco mais realisticas possam ser efetuadas e, nesse sentido, ensaios de
rejeicdo tém sido propostos como uma boa ferramenta, tendo em vista suas caracteristicas de
rapidez e baixo custo, em relagdo aos testes agudos e cronicos. Assim, o presente estudo teve
por objetivo avaliar o comportamento de rejeicdo de Eisenia andrei ao produto formulado
Vertimec” 18 EC (i.a. abamectina) em ensaios realizados com solo artificial tropical (SAT) e
com solo tropical natural (SN). Nos ensaios com SAT utilizou-se uma adaptagdo do substrato
preconizado pelas normas OECD e ISO, com residuo de fibra de coco como fonte de matéria
organica. Nos ensaios com SN foram utilizadas amostras provenientes de 3 parcelas de 8m’
submetidas a pulverizagdo com, respectivamente, 0,9 L de Vertimec® 18 EC/ha,
correspondente a dosagem maxima recomendada no Brasil para a cultura do morango (DR);
duas vezes essa dosagem (2DR); e 4agua destilada (Controle). Os organismos foram expostos
aos solos Controle, DR e as dilui¢des de 12,5%, 25%, 50%, 75% e 100% de 2DR, obtidas por
meio da mistura com o solo Controle. Todos os ensaios foram realizados sob temperatura
também ajustada as condigdes tropicais (25 + 2°C) e fotoperiodo de 12 h de luz: 12 h de

escuro. Nos ensaios com SAT os organismos rejeitaram os solos contaminados, com resposta
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significativa (p < 0,05) a partir da concentragdo correspondente a 1,75 mg de abamectina/kg
de SAT. Foram determinadas a Concentragdo Efetiva Mediana — CEsp4sn (3,918 mg de
abamectina/kg de SAT), a Concentragdo de Efeito Nao Observado — CENO (0,85 mg i.a./kg
de SAT) e a Concentragdo Menor de Efeito Observado — CEO (1,75 mg de abamectina/kg de
SAT). No ensaio com SN n3o houve resposta de rejeicdo significativa (p < 0,05) para

qualquer das dilui¢des solo-teste:solo controle avaliadas.

Palavras-chave: agrotoxicos, avaliagao de risco, abamectina, comportamento, minhocas

5.2 INTRODUCAO

O solo ¢ frequentemente considerado um “filtro”, por ser capaz de imobilizar e
depurar grande parte das impurezas nele depositadas, mas essa capacidade ¢ limitada, e sua
qualidade pode ser alterada por efeito cumulativo da deposi¢do de poluentes atmosféricos,
aplicacdo de agrotoxicos e fertilizantes e disposicao de residuos so6lidos industriais, urbanos,
materiais toxicos e radiativos (CETESB, 2010).

A degradacao do solo por fatores antropogénicos ¢ alarmante e a necessidade de sua
protecdo, bem como de suas comunidades inerentes, tem se tornado objeto principal de
politicas ambientais no mundo todo (RODRIGUES et al., 2009). No Brasil, recentemente
entrou em vigor legislagdo especifica sobre o gerenciamento de areas contaminadas,
estabelecendo critérios e valores orientadores de qualidade do solo, bem como diretrizes para

sua preservacao (CONAMA 2009).
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Dentre os contaminantes que ameagam a qualidade do solo estao os agrotoxicos. Seu
uso em sistemas agricolas tem se intensificado ¢ ¢ uma das mais criticas consequéncias da
busca por maiores produ¢des e produtividades das culturas. Isto tem se tornado mais dbvio
em regides tropicais, onde o aumento no uso de agrotoxicos tem sido consideravel nas ultimas
décadas (SILVA; VAN GESTEL, 2009). Um exemplo ¢ o Brasil, que tem figurado entre os
maiores mercados consumidores mundiais de agrotdxicos, alcangando o primeiro lugar em
2008 e com tendéncia a se manter neste patamar, dado o aumento das vendas (RODRIGUES,
2003; FERREIRA; VEGRO; CAMARGO, 2010).

Os contaminantes no solo possuem algumas fra¢des distintas que dependem da
contaminagdo ¢ do tipo de solo, algumas das quais sdo biodisponiveis, dependendo de
caracteristicas fisicas e quimicas do solo, como pH, porcentagem de argila, capacidade de
troca catidnica, teor de matéria organica, ¢ da forma quimica do elemento. Entdo, apenas a
determinagdo de conteudos totais de substancias quimicas ndo € suficiente para avaliar o risco
ecoldgico inerente. Assim, bioensaios sdo ferramentas uteis para medir de forma mais exata o
risco potencial de contaminantes ao solo, com base em sua biodisponibilidade (LOUREIRO;
SOARES; NOGUEIRA, 2005).

Usualmente, testes agudos e de reproducdo para organismos de solo, como minhocas
(Eisenia fetida e Eisenia andrei) (OECD, 1984; ISO, 1993; ISO, 1998; OECD, 2004),
colémbolos (Folsomia candida) (ISO, 1999) e enquitreideos (Enchytraeus sp.) (ISO 16387,
2004) sao utilizados para este fim. Entretanto, a inabilidade em acessar efeitos sobre
populacdes com os testes agudos e o trabalho intensivo e a longa duragdo que caracterizam os
testes cronicos tém chamado a atencdo para o desenvolvimento de métodos mais rapidos, mas
sensiveis e ecologicamente relevantes (SILVA; VAN GESTEL, 2009).

O comportamento dos organismos como um parametro sensivel e relevante para

testes de toxicidade foi sugerido e utilizado por diferentes autores (YARDLEY et al., 1996;
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SCHAFER, 2003; NATAL-DA-LUZ; RIBEIRO; SOUSA, 2004, LOUREIRO; SOARES;
NOGUEIRA, 2005, GARCIA et al., 2008).

O principio do teste de rejeicdo sugerido baseia-se no fato de que as minhocas
possuem quimioreceptores nos segmentos anteriores e tubérculos sensores na superficie do
corpo que permitem que esses organismos detectem a presenca de diversos contaminantes
(REINECKE et al., 2002). Este teste ¢ considerado ideal para uma rapida avaliagdo de
poluentes no solo em fungao de ser simples de realizar e demandar um periodo curto de tempo
para ser concluido (YARDLEY et al., 1996).

Alguns autores também sugerem que a sensibilidade do teste de rejeigdo ¢
comparavel a de testes de reprodugdo para minhocas (HUND-RINKE; WIECHERING, 2003)
e que poderiam ser utilizados em substitui¢do aos mesmos, porém alguns resultados de
estudos com minhocas e colémbolos revelam que as propriedades dos solos afetou
significativamente o comportamento dos organismos, principalmente texturas extremas e
teores muito baixos de matéria organica (NATAL-DA-LUZ; ROMBKE; SOUSA, 2008). Um
protocolo padronizado para determinar a funcdo de habitat do solo com testes de rejeicdo com
minhocas foi estabelecido pela ISO (2008).

Em relagdo aos agrotoxicos, foi demonstrado que minhocas rejeitaram solos
contaminados com fungicidas (GARCIA et al., 2008; NATAL-DA-LUZ et al., 2008),
inseticidas (REINECKE; REINECKE, 2007) e herbicidas (MARQUES; PEREIRA;
GONCALVES, 2009).

Entre os agrotdxicos comumente utilizados, destaca-se a abamectina, que faz parte de
um grupo de substancias chamadas avermectinas, assim como a ivertmectina e doramectina.
Tais substancias sdo derivadas da fermentagdo realizada pela bactéria Streptomyces
avermitilis (BURG et al., 1979), sendo constituida por uma mistura de 80% de avermectina

B1a (C4sH72014) € 20% de avermectina Bo, (C47H70014) (FISHER; MROZIK, 1989). Sua baixa
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solubilidade em 4gua e rapida fotodegradagio (TISLER; ERZEN, 2006) poderiam indicar
baixo risco ambiental. No entanto, estudos demonstram o efeito deletério sobre organismos
ndo-alvo, aquaticos e do solo (HALLEY; VANDENHEUVEL; WISLOCKI, 1993, TISLER;
ERZEN, 2006; SUN et al., 2005, JENSEN; DIAO; SCOTT-FORDSMAND, 2007, DIAO;
JENSEN; HANSEN, 2007, KOLAR et al., 2008).

Relatos sobre respostas comportamentais de minhocas a presenca de abamectina nao
foram encontrados em literatura. Da mesma forma, a falta de dados ecotoxicologicos e do
comportamento deste produto em solo, para condig¢des tropicais, sdo raros. Assim, o presente
estudo teve por objetivo avaliar o comportamento de rejei¢do de Eisenia andrei ao produto
formulado Vertimec” 18 EC (ingrediente ativo, abamectina) em ensaios realizados com um

solo natural e um substrato artificial, em condigdes tropicais.

5.3 MATERIAL E METODOS

5.3.1 Organismo-teste

A escolha do organismo-teste, sua manutengdo em laboratorio e exigéncias para sua
utilizagdo nos testes basearam-se nas recomendac¢des do protocolo ISO (2008). Lotes de
minhocas da espécie Eisenia andrei (ver Apéndice B) foram obtidos junto a produtores
comerciais de Campinas, SP e mantidas no laboratéorio de Ecotoxicologia do
NEEA/CRHEA/SHS/EESC/USP, Sao Carlos, SP, em substrato constituido de p6 de fibra de
coco ¢ esterco bovino seco (50:50 v/v), em caixas de material plastico resistente, com
capacidade para 1000g do substrato seco (Apéndice B). A fibra de coco utilizada foi o substrato

agricola Golden Mix T-80, da empresa Amafibra (Artur Nogueira, SP). Antes de ser utilizado
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o substrato foi submetido a um tratamento de desfaunagem (PESARO et al, 2003), com ao
menos 2 ciclos de congelamento de 48 h, seguidos de descongelamento.

O pH do substrato foi ajustado (Apéndice B) e regularmente monitorado para 6,0 +
0,5, com adi¢do de quantidades suficientes de CaCO0s;, quando necessario. A umidade foi
ajustada e monitorada semanalmente, visualmente. A alimentacdo dos organismos foi
suplementada com fornecimento quinzenal de flocos de aveia, previamente cozidos em agua
destilada. O cultivo foi mantido a 20 + 2°C, sob regime de 12 horas de luz e 12 horas de
escuro, com uma intensidade de luz de 400-800 lux. Antes de serem submetidos aos ensaios,
os organismos foram aclimatados aos substratos-teste (solo artificial tropical ou solo natural nao
submetido a pulverizagdo) com uma antecedéncia de 48 horas. Nos ensaios foram utilizados

organismos adultos, apresentando clitelo, € com peso médio de 300-600 mg.

5.3.2 Substiancia-teste

Vertimec® 18 EC (Syngenta Protecio de Cultivos Ltda) tem propriedades como
acaricida, inseticida e nematicida. Formulado como concentrado emulsionavel, é constituido
de 18 g de abamectina/LL e por apresentar efeito toxico sobre diversas pragas ¢ utilizado para
proteger varias culturas agricolas. No Brasil, de acordo com o Sistema de Agrotoxicos
Fitossanitarios (Agrofit), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, Vertimec®
18 EC ¢ registrado para 23 culturas. Para morango, a dosagem recomendadas no pais ¢ de 50
a 75 ml/100 L de 4gua, com aplicagao de 1000 a 1250 L de calda/ha.

A abamectina pertence ao grupo das lactonas macrociclicas e ¢ estruturalmente
idéntica a ivermectina, exceto pelo fato de apresentar uma ligagao insaturada dupla na posicao

C22-23, enquanto a ivermectina apresenta uma simples (MOLINARI; SOLONESKI;
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LARRAMENDY, 2010). Em vertebrados, a ivermectina tem a¢ao neurotoxica, ligando-se aos
receptores do neur6nio pos-sinaptico (posterior), estimulando maior liberagdo do
neurotransmissor gama-aminobutirico (GABA) no neur6nio pré-sindptico (anterior). Isso
causa uma hiperpolarizagdo do potencial de repouso das células pds-sinapticas, tornando mais
dificil a neurotransmissdo dos estimulos e, como conseqiiéncia, a contragdo muscular. O
resultado € paralisia e morte dos organismos.

Em invertebrados, o alvo ¢ o glutamato nos canais de cloro localizados nas jun¢des
neuromusculares, independentemente do GABA, paralisando musculos somaticos e faringeais
(CAMPBELL, 1989). Recentemente foi sugerido que ambos os canais sdo os alvos das
lactonas macrociclicas (McCAVERA; WALSH; WOLSTENHOLME, 2007). O modo de
acdo primario da abamectina ¢ o distarbio dos receptores de GABA nas céluals nervosas dos
insetos, resultando na inibi¢do tanto das comunicag¢des nervo a nervo, como de nervo a
musculos, induzindo a paralisia ¢ a morte do organismo (MOLINARI; SOLONESKI;

LARRAMENDY, 2010).

5.3.3 Solos-teste

Nos ensaios com solo natural (SN) foram utilizadas amostras de solo provenientes de uma
area do Centro de Recursos Hidricos ¢ Ecologia Aplicada (CRHEA/SHS/EESC/USP), em
Itirapina, SP. No local, ap6s preparo do solo, trés parcelas de 8m?, separadas por 4reas de 2m,
foram submetidas a pulverizagdo com, respectivamente, 0,9 L de Vertimec® 18 EC/ha,
correspondente a dosagem maxima recomendada no Brasil para a cultura do morango (DR); duas
vezes essa dosagem (2DR); e dgua destilada (Controle). A pulverizagao foi feita sobre solo sem

qualquer cobertura vegetal, de modo a simular uma situagdo de pior cendrio, ou seja, que todo
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o volume de calda aplicado a uma cultura de morango chegasse ao solo, assim como a
utilizagdo da dosagem 2DR objetivou simular situagdes em que os produtores aplicam
dosagens acima das recomendadas. Considerando a densidade do solo como 1,5 g.em™, a
concentra¢do esperada de abamectina no solo, para a dose mais alta aplicada (2DR), seria de
0,0216 mg/kg.

Nos ensaios de rejeicao foram utilizadas amostras de solo controle, de solo contaminado
com DR e de diluigdes correspondentes a 12,5%, 25%, 50%, 75% e 100% do solo contaminado
com 2DR, por meio da mistura com solo controle. A umidade foi ajustada para 50% (Apéndice C)
da capacidade maxima de reten¢do de dgua do solo, previamente determinada.

Antes de ser utilizado nos testes, o solo foi peneirado (5 mm de abertura de malha) e
submetido a processo de desfaunagem, como descrito anteriormente, para o substrato de cultivo.

No ensaio com solo artificial utilizou-se uma adaptacao proposta por Garcia (2004) ao
substrato preconizado pelas normas OECD (1984) e ISO (1993), que se constituiu de uma mistura
(70:20:10, em porcentagem de peso seco) de areia, argila branca (caulim) e p6 de fibra de coco,
denominada Solo Artificial Tropical (SAT). A areia utilizada é proveniente de area do
municipio de Biritiba Mirim e foi adquirida junto ao Instituto de Pesquisas Tecnologicas do
Estado de Sao Paulo (IPT), onde é submetida a lavagem com agua para retirada de material
organico, seca em forno rotativo a temperatura aproximada de 250°C e peneirada. A argila
branca (caulim em pdé U.S.P. 26) foi adquirida da empresa Labsynth Produtos para
Laboratério (Diadema, SP).

O agrotoxico foi diluido em 4gua destilada nas concentragoes de 0,87; 1,75; 3,5; 5,38 ¢ 7,0
mg de abamectina’kg de SAT. A incorporagdo ao SAT foi feita uma unica vez, no inicio do
ensaio, misturando-se manualmente as solu¢des do agrotdoxico com o substrato. No tratamento
controle adicionou-se agua destilada. As quantidades de agua destilada para incorporagdo do

agrotoxico ao SAT foram calculadas de forma a ajustar a umidade para 50% de sua Capacidade
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Maxima de Reten¢do de Agua (CMRA), determinada previamente (ver Apéndice C). O mesmo

ajuste foi feito nos ensaios com SN.

5.3.4 Caracterizagdo fisico-quimica dos solos-teste e andlise de residuos de abamectina

Amostras de SAT e de SN foram analisadas no laboratério de Limnologia do
NEEA/CRHEA/EESC/USP quanto as caracteristicas: pH (medido em potenciometro Micronal
B374), umidade e capacidade de retencdo de agua (MONTEIRO; FRIGHETTO, 2000); teor
de matéria organica (TRINDADE, 1980); granulometria (ABNT, 1968); e nitrogénio organico
total (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION- APHA, 1995). A Tabela 5.1

apresenta as caracteristicas fisicas e quimicas dos solos.

Tabela 5.1 Caracteristicas quimicas e fisicas do solo artificial tropical (SAT) e do solo
natural (SN) coletado em area do CRHEA/SHS/EESC/USP, lItirapina, SP.

pH . Nitrogénio Cap:dc;dade
Matéria . . . . maxima
Solos | KCI organica A(r)ela Silte Arog ila | org amlco de retencdo
M| RO Ty | OO | Ce) (%) o de 4gua
( 0) (% )
4,48 | 5,86
SAT + + 5,4 76 19 5 0,4 58,4
0,18 | 0,20
5,33 | 5,39
SN + + 13,45 72 18 10 4,64 69,8
0,107 | 0,09

* Valores médios e desvios-padrao.

Amostras de SN e de das diluicdes de solo pulverizado com 2DR foram também
submetidas a analise de residuos de abamectina, no Laboratorio de Quimica Ambiental do
Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade de Sdao Paulo, por meio de Cromatografia

Liquida (modelo SCL-10A-Shimadzu), com detector UV-SPD-10A e a confirmagao feita por
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GC-MS (modelo QP2010-Shimadzu), com utilizacao de colunas C-18 e Rtx SMS, Shimadzu,
respectivamente. Os analitos foram extraidos pelo método SPE, em coluna C18 (EPA 3500) e
ultra-som (EPA 3550B). A recuperacao do método de extragdo foi de 79-86% (= 1,7). O
limite de detec¢do do método foi de 12,0 ng/Kg.

Para os ensaios com SAT, ndo foram feitas analises de residuos. Assim, os valores

citados referem-se a concentragdes nominais de abamectina.

5.3.5 Testes de rejeicao

Excetuando-se a temperatura (ver Apéndice B), os ensaios de rejeicao foram realizados de
acordo com o protocolo da ISO (2008), sob condigdes controladas de fotoperiodo (12h de luz:12h
de escuro), utilizando-se 4 replicatas/tratamento, cada uma constituida de pote de plastico, com
tampa perfurada, com diametro de 11,5 cm e altura de 9,5 cm, dividido ao meio por um divisor de
plastico antes da introdugdo de 250 g (peso seco) de solo-controle e de solo-teste,
respectivamente, nos lados esquerdo e direito do recipiente. Em seguida, apds a retirada do
divisor, 10 minhocas previamente lavadas e secas em papel absorvente foram colocadas
exatamente na linha divisdria entre os dois substratos.

Para a avaliagdo do ensaio, ap6s 48 horas da montagem do experimento, o divisor de
plastico foi novamente introduzido nos potes, separando o substrato contaminado do controle, e

contando o numero de minhocas que se encontrava em cada um dos lados.

5.3.6 Teste de controle duplo
O uso de rejeicdo como parametro assume que os organismos devem estar distribuidos de

forma homogénea entre as duas se¢des do recipiente (ISO, 2008), quando este contém o mesmo
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tipo de solo. Assim, para cada um dos solos, um teste de controle duplo foi realizado com 10

replicatas. A conducdo do teste foi a descrita para os testes com os solos contaminados.

5.3.7 Analise dos dados

Para o teste de controle duplo considerou-se o nimero médio de minhocas em cada lado
do recipiente. O teste ¢ foi utilizado para comparagdo entre os resultados.
Nos testes com os solos contaminados com Vertimec® 18 EC, a resposta foi calculada

em termos de porcentagem de rejeicdo, de acordo com a formula (ISO, 2008):

% de rejeicao = [(n, — ng)/N] x 100

Em que:

n. = numero de minhocas no controle

n; = nimero de minhocas no solo-teste

N = niimero total de minhocas

Respostas negativas sdao consideradas como 0% de rejeigao.

O Teste Exato de Fisher foi utilizado para analisar a significancia da resposta. Para o teste de
controle duplo foi escolhido o teste bicaudal, considerando como hipotese nula a distribuigdo igual
dos organismos nos dois lados do recipiente. Para o ensaio com os solos contaminados com o
agrotoxico, foi escolhido o teste unicaudal, com a hipdtese nula de que, quando ndo ha efeito,
metade dos organismos fica no solo contaminado (NATAL-DA-LUZ et al., 2008). Com base nos
resultados do Teste Exato de Fisher, foram determinadas a Menor Concentracdo de Efeito

Observavel (CEO) e a Maior Concentragdo de Efeito Nao Observavel (CENO). O programa
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Minitab 15.1 foi utilizado para realizar as analises e construir os graficos. A Concentracao Efetiva
Mediana, para os efeitos apos 48 horas de exposi¢ao (CEsg sp) foi estimada pelo método Trimmed

Spearman-Karber (ISO, 2008).

5.4 RESULTADOS

5.4.1 Residuos de abamectina em amostras de SN

A Tabela 5.2 apresenta as concentragdes de abamectina encontrada na amostras de SN
submetido a pulverizagdo (DR e 2DR) e das diluigdes deste em solo controle. A concentracao de
abamectina detectada no solo submetido a pulverizagdo com dose corrrespondente a 2DR (0,0207
mg/kg) esta de acordo com o que era esperado pela estimativa de concentracao (0,0216 mg/kg),
considerando 1,5 g.cm® de densidade do solo e coleta das amostras nos primeiros 10 cm de solo

para realizacdo dos testes.

Tabela 5.2 Concentra¢des de abamectina (mg/kg) nas amostras de solo natural (SN) submetido a
pulverizacdo com Vertimec 18% EC, nas dosagens de 0,9 L/ha (DR) e 1,8 L/ha
(2DR), detectadas por cromatografia liquida.

Propor¢des de 2DR
Controle DR
12,5% 25% 50% 75% 100%
nd 0,0195 0,0020 0,00376 0,00832 0,00974 0,0207

nd = ndo detectado.
Limite de detec¢ao do método = 0,0012 mg/kg
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5.4.2 Validade dos testes de rejeicio

Ambos os critérios de validade foram satisfeitos, uma vez que ndo houve morte de
organismos € os mesmos se distribuiram de forma homogénea nos dois lados do recipiente, nos

testes de controle duplo (Figura 5.1), para os dois solos testados.
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Figura 5.1 Porcentagem de organismos (média + desvio padrdo, n = 10) em cada lado do
recipiente no ensaio de controle duplo para os solos artificial (SAT) e natural
(SN). Barras pretas = lado esquerdo do recipiente; barras brancas = lado direito do
recipiente. Nao houve diferenga estatistica na distribuicdo dos organismos (p >
0,05), teste exato de Fisher (p > 0,05).

5.4.3 Efeitos da presenc¢a de abamectina

As minhocas apresentaram resposta de rejeicdo aos solos contaminados com

Vertimec” 18 EC, mostrando uma relagdo positiva entre concentragdes de abamectina no solo
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e resposta dos organismos, que foi significativa (p < 0,05), a partir da concentragdo

correspondente a 1,75 mg de abamectina/kg de solo, nos ensaios com SAT (Figura 5.2).
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Figura 5.2 Porcentagem média (n = 4) de resposta de rejeicdo de Eisenia andrei a solo
artificial (SAT) com diferentes concentracdes de abamectina As barras
representam os desvios-padrdo. (ns) = resposta ndo significativa (p > 0,05) e (*) =
resposta significativa (p < 0,05), de acordo com Teste Exato de Fisher.

O valor de CEsg4sn obtido foi de 3,918 mg de abamectina/kg de SAT; de CENO foi

0,85 mg de abamectina/kg de SAT e de CEO foi 1,75 mg de abamectina/kg de SAT.

Para as concentragdes de 5,25 e 7,0 mg de abamectina’kg de solo a resposta de
rejeicdo também suplantou o limite (60%) considerado indicativo de que o solo apresenta
funcdo de habitat limitada, pela presenga de contaminantes (ISO, 2008, MARQUES,

PEREIRA;GONCALVES, 2009).

No ensaio com SN ndo houve resposta de rejeicdo significativa (p < 0,05) para

qualquer das dilui¢des solo-teste:solo controle avaliadas. As maiores respostas de rejeicao
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(25%) ocorreram na diluicdo com 75% de solo-teste e no solo-teste sem diluigdo (2DR), nas
quais as concentragdes de abamectina determinadas por cromatografia foram,

respectivamente, 0,00974 ¢ 0,0207 mg/kg de solo (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Porcentagem de resposta de rejei¢do (médias + desvio padrdo, n = 4) de Eisenia
andrei a solo natural (SN) com diferentes concentracdes de abamectina,
correspondentes a dilui¢des em solo controle de solo pulverizado com 2DR (e) e
a solo pulverizado com DR (O). As barras representam os desvios-padrao. (ns) =
resposta nao significativa (p > 0,05), de acordo com Teste Exato de Fisher.

5.5 DISCUSSAO

O ensaio de rejei¢ao utilizando minhocas ¢ citado como um instrumento sensivel para a
analise de risco de locais contaminados ou de substancias, uma vez que essas detectam uma
variedade de contaminantes. Para testes com agrotoxicos, os dados de literatura em relagdo a
resposta dos organismos sdo variaveis. Garcia et al. (2008) e Loureiro, Soares e Nogueira (2005),

por exemplo, relatam que baixas concentragdes de benomil e carbendazim foram detectadas pelos
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organismos, enquanto auséncia de resposta de rejeicdo foi relatada para os organofosforados

diazinon e clorpirifos (HODGE et al., 2000).

Nos testes realizados com o substrato SAT no presente estudo, duas alteragdes foram
feitas em relacdo as recomendacgdes dos protocolos internacionais: uso de residuo de casca de
coco como fonte de matéria organica, em substituicdo a turfa de esfagno, e teste realizado a
temperatura de 25 + 2°C. Como as minhocas ndo mostraram uma distribui¢do significativamente
diferente entre as duas metades do recipiente quando o SAT foi utilizado, o teste foi considerado
valido. Da mesma forma, ndo houve mortalidade de organismos, o que satisfez o segundo critério
de validagdo do teste (< 10% de mortalidade). Assim, as altera¢des efetuadas na constituicao do
SAT e na temperatura ndo alteraram o desempenho do método. O mesmo foi relatado por Garcia
et al. (2008), em ensaio com solo artificial com a mesma constituicdo do utilizado no presente
estudo, em temperatura de 28 + 2°C, para avaliar o efeito de benomil, carbendazim e lambda-

cialotrina sobre o comportamento de rejeicao de Eisenia fetida.

As minhocas evitaram SAT contaminado a partir da segunda menor concentracao testada
(1,75 mg de abamectina/kg de solo), o que revela maior sensibilidade do teste de rejeicdo em
relacdo ao teste agudo realizado com o mesmo substrato e temperatura, em que o valor de
CLs0.14 dias foi de 7,64 mg de abamectina/kg de solo (ver Capitulo 4 desta tese). Em relacdo a
reproducdo, sua sensibilidade pode ser considerada menor, uma vez que o numero de juvenis
produzidos foi igual a zero a partir de 1,75 mg de abamectina/kg de solo, enquanto a CEsq_ 4sn
estimada para resposta de rejeicdo foi de 3,918 mg/kg. O dado sobre o efeito na reprodugdo

também foi obtido em ensaio anterior (ver Capitulo 4 desta tese).

Torkhani et al. (2010) obtiveram resultados contrarios aos do presente estudo. Expondo
Eisena fetida e Lumbricus terrestris a ivermectina em solo natural (Lufa 2.2) verificaram alta
porcentagem de Eisenia fetida no solo-teste (contaminado). Os autores salientam nao ter encontrado

explicagdo para esta preferéncia dos organismos pelo solo contaminado. Citam, ainda, o trabalho de
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Gunn e Sadd® (1994), que trabalharam com um produto formulado e verificaram resposta de
rejeicdo dos organismos, salientando que o produto formulado pode conter outros ingredientes que
podem ser toxicos e aumentem a resposta dos organismos. Essa pode ser a mesma explicagdo em
relacdo aos resultados obtidos no presente estudo, em que se trabalhou com o produto comercial

Vertimec® 18 EC.

Garcia et al. (2008) também verificaram atracdo de Eisenia fetida a solo OECD com 1
mg de carbendazim/kg. Hodge et al. (2000) relatam falha em resposta de rejeicdo de
Aporrectodea caliginosa a solos contaminados com clorpirifés e diazinon, em ensaios em
laboratorio e campo. Tais resultados demonstram a necessidade de mais estudos, com

diferentes produtos, para melhor validagcdo do método.

A substitui¢do de testes agudos e cronicos pelo teste de rejei¢ao, que ¢ defendida por
alguns autores (HUND-RINKE et al., 2003), também ¢ assunto de discussdo. Silva ¢ Van
Gestel (2009) verificaram que a resposta de rejei¢ao foi mais sensivel que a de sobrevivéncia
e menos que a de reproducdo, em testes realizados com clorpirifés e carbofuran para Eisenia
andrei, concluindo que esses testes comportamentais s6 poderiam ser usados em uma
avaliacdo inicial da toxicidade de agrotoxicos a minhocas. Os mesmos autores fizeram uma
compilacdo de resultados de 18 estudos de comparacdo de respostas de sobrevivéncia e
reproducdo com rejeicao e de 7 comparando apenas os dois ultimos parametros. Os autores
relatam que em 67% dos casos a rejei¢ao foi mais sensivel que sobrevivéncia. Por outro lado,
apontam que a reprodugdo geralmente foi o parametro mais sensivel e que em 36% dos casos
as diferencas entre os dois parametros ndo foi maior que duas vezes, chamando ainda a

aten¢do para a maior relevancia ecologica dos testes de reprodugao.

3 GUNN, A., SADD , J.W. The effect of ivermectin on the survival, behaviour and cocoon production of the
earthworm Eisenia fetida. Pedobiologia, v.38, p.327-333, 1994.
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Da mesma forma, Marques, Pereira ¢ Gongalves (2009) salientam que testes de rejeigao
ndo sdo direcionados a efeitos fisiologicos nos quais a resposta de reproducdo se baseia.
Estudando os efeitos de dois ingredientes ativos de herbicidas (sulcotriona e penoxsulam) e seus
respectivos produtos comerciais sobre o comportamento de rejei¢do de minhocas, os autores
também consideraram os ensaios de rejeicdo como uma ferramenta preliminar de avaliagdo de

risco dos produtos.

No presente estudo, apesar de ter havido resposta de rejeicdo das minhocas ao solo
contaminado, nos ensaios com SAT, as concentracdes utilizadas estdo acima das taxas
recomendadas de aplicacdo do produto em campo. Da mesma forma, quando os organismos
foram expostos ao SN pulverizado com o produto, simulando uma situacdo real, mesmo
considerando o pior cenario (aplicagdo de duas vezes a dosagem recomendada), ndo houve
resposta de rejei¢do. As concentragdes presentes no solo, da ordem de pg/kg, estio bem abaixo
dos valores de CEspe CEO determinados para abamectina (respectivamente 3,918 ¢ 1,75 mg de
abamectina/kg de SAT). Essas baixas concentra¢cdes no SN sugerem baixo risco a fauna do
solo se forem respeitados a dosagem recomendada para a cultura do morango e considerando

apenas uma Unica aplicagdo do produto.

5.6 CONCLUSOES

A resposta de rejeicdo mostrou-se vélida para determinar a toxicidade de Vertimec® 18
EC a Eisenia andrei. Os organismos mostraram resposta a presenga do agrotoxico, com uma
relagdo positiva com o aumento da concentragdo do produto. Para o agrotdxico em questdo, a
resposta de rejeicdo foi mais sensivel que a resposta de sobrevivéncia dos organismos, porém

menor que a de reproduc@o. Assim, esse parametro pode ser uma nova ferramenta para uma
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avaliacgdo inicial da toxicidade de agrotoxicos, bem como para dar suporte a avaliagdo de risco de
areas com historico de aplicagdo intensiva dos mesmos. No entanto, mais estudos sdo necessarios,
visando elucidar variagdes nas respostas de rejeicdo das minhocas a alguns produtos, como
encontrado em literatura, validando melhor o método. Os resultados obtidos contribuem para

suprir a falta de dados ecotoxicoldgicos sobre efeito de agrotoxicos em condigdes tropicais.
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CAPITULO 6

AVALIACAO DO EFEITO NAO-ALVO DO INSETICIDA/ACARICIDA
VERTIMEC® 18 EC SOBRE UMA COMUNIDADE EDAFICA

6.1 RESUMO

Poucos sdo os estudos sobre os efeitos de abamectina sobre organismos de solo e em sua
maioria, quando existem, envolvem normalmente ensaios com espécies padronizadas,
desconhecendo-se os efeitos toxicos sobre multiplas espécies. Nesse sentido, procurou-se
avaliar o efeito de Vertimec® 18 EC (abamectina) sobre a comunidade edafica, por meio da
exposi¢do a solo em que o produto foi incorporado, em laboratdrio, de organismos intrinsecos a
amostras de solo coletados em uma area do Centro de Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada
(CRHEA/SHS/EESC/USP), Itirapina, SP, Brasil. As amostras de solo foram coletadas nos
primeiros 10 cm de solo, de quatro pontos em linha reta e para a extragdo dos organismos
utilizou-se uma adapta¢do do funil de Berlese. Os frascos de coleta abaixo das armadilhas
representaram 3 diferentes tratamentos: etanol 70% (objetivando a caracterizagdo da fauna
inicial do solo); solo tratado com Vertimec® 18 EC em concentragdo correspondente a dosagem
mais alta recomendada no Brasil para a cultura do morango (0,9 L/ha); e solo controle, ao qual
foi adicionada apenas agua destilada. Os organismos coletados em potes com solo controle e
solo contaminado ficaram expostos aos mesmos, durante 28 dias, em laboratorio, sob
temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de escuro. Apds esse periodo,
realizou-se a extragao dos organismos contidos nos potes de cada tratamento, procedendo-se sua
identificagdo e contagem. A partir do nimero de organismos de cada grupo da fauna edafica

capturados, convertido para individuos/m” (densidade total), foram obtidos os indices de
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diversidade, dominancia, equitabilidade e riqueza para cada tratamento. Os resultados encontrados
permitem concluir que a presenca de Vertimec” 18 EC, na concentragio maxima recomendada no
Brasil para a cultura do morango, afetou a estrutura (densidade e composi¢cao) da comunidade
edafica. Considerando que os organismos foram expostos a uma Unica incorpora¢ao do produto
no solo-teste, diferente do que acontece em 4areas agricolas em que ¢ utilizado, em que
normalmente mais de uma aplicagdo ¢ realizada, destaca-se a importancia de atencdo aos

potenciais impactos da utiliza¢do do produto sobre o ecossistema solo.

Palavras-chave: agrotoxicos; abamectina; fauna do solo; efeitos nao-alvo.

6.2 INTRODUCAO

A crescente pressdo por maior producdo de alimentos provocou, ao longo do tempo,
grandes mudancas no panorama das técnicas agricolas. As novas tecnologias empregadas
neste segmento, a partir da chamada “Revolucdo Verde”, na década de 1960, embora
positivas no sentido de aumentar a produtividade das culturas, também podem levar a
significativos impactos ambientais. Dentre as inovagodes, destaca-se o uso de agrotoxicos para
defender as lavouras da agcdo danosa de insetos, patdogenos e plantas invasoras. Sua utilizagao
nos sistemas agricolas se estende, hoje, por praticamente todas as terras cultivaveis, com
alguns impactos ambientais imediatos e bem conhecidos e outros que dependem de anos e até
décadas para se manifestar e ser avaliados em suas consequéncias totais (BRAGA et al.,
2005). No Brasil a situa¢dao ndo ¢ diferente e, como resultado, desde 2008 o pais ocupa o
primeiro lugar dentre os mercados mundiais consumidores de agrotdxicos, com estimativa

para crescimento das vendas em 2010 (FERREIRA; VEGRO; CAMARGQO, 2010).
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Os agrotdxicos representam uma pequena parcela dos poluentes totais, porém, nao se
deve ter complacéncia com seu uso indiscriminado, pois por sua natureza e propositos, sao
toxicos, podendo ter impactos consideraveis no ambiente, mesmo estando em baixas
concentragoes (SILVA; FAY, 2004a).

As perdas que ocorrem durante as aplicagdes de agrotdxicos contribuem com esse
cenario, sendo estimado que 90% do volume de calda ndo atingem o alvo, sendo dissipados
para o ambiente e tendo como ponto final reservatorios de dgua e, principalmente, o solo. Tais
perdas se devem tanto a problemas no momento da aplicagdo, como ocorréncia de
vazamentos, como as aplicagdes baseadas em calendarios pré-fixados e ndo na real
necessidade, pela presenga de pragas e doengas em niveis que poderiam causar dano
economico (BETTIOL; GHINI, 2003). Chegando ao solo, podem ter efeitos deletérios sobre a
fauna edafica, de grande importancia neste ecossistema, afetando negativamente sua
sobrevivéncia, reproducao e atividade (CORREIA; OLIVEIRA, 2000; SILVA; FAY, 2004b).

O uso de invertebrados do solo como bioindicadores de danos causados por atividades
agricolas, entre elas a contaminagdo por agrotoxicos, aparece como uma boa estratégia para
avaliag¢do de risco do uso indiscriminado dessas atividades (PAOLETTI, 1999). Dentre esses,
a mesofauna, cujos componentes apresentam didmetro corporal entre 100 um e 2 mm, vem
sendo utilizada(CORREIA; OLIVEIRA, 2000, PARISI et al., 2005). Os colémbolos sdo
exemplos deste grupo de organismos e, na ultima década, protocolos com espécies
padronizadas, como Folsomia candida, para monitoramento de poluentes no solo, tém sido
desenvolvidos (ISO, 1999). Da mesma forma, a macrofauna também tem sido utilizada na
avaliacdo ambiental. A macrofauna compreende organismos maiores de 2 mm, como cupins
(Isoptera), aranhas (Arachinida), tatuzinhos (Isopoda), centopéia (Chilopoda), piolhos-de-
cobra (Diplopoda), moluscos (Mollusca), algumas formigas (Hymenoptera) ¢ minhocas

(Oligochaeta), entre outros.
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Ensaios com minhocas foram os primeiros a ser desenvolvidos para avaliacdo dos
efeitos de substancias quimicas sobre invertebrados saprofitas terrestres (SPURGEON;
WEEKS; VAN GESTEL, 2003) e significaram um impulso ao desenvolvimento da
ecotoxicologia terrestre. A partir de entdo, outros testes e protocolos padronizados foram
desenvolvidos, na sua maioria utilizando uma tnica espécie, como os testes agudos, cronicos
e de rejeicdo com minhocas Eisenia fetida e Eisenia andrei (ISO 11268-1, 1993; ISO 11268-
2, 1998; ISO 17512-1, 2008; ABNT, 2007).

Com intuito de obter dados com maior relevancia ecologica, ensaios laboratoriais ¢ de
semi-campo com multiplas espécies (micro € mesocosmos) sao mais interessantes ¢ tém sido
propostos, como o chamado Modelo de Ecossistema Terrestre (MET) (KNACKER et al.,
2004). No entanto, a falta de estudos ecotoxicologicos sobre os efeitos de poluentes sobre a
fauna de solo ¢ ainda uma realidade, pois a ecotoxicologia terrestre e, mais especificamente, a
ecotoxicologia do solo, ¢ um ramo bastante novo. Assim, ainda existem poucos testes
padronizados internacionalmente para a condugdo de estudos nesta area, os quais comegaram
a surgir em grande escala ha aproximadamente 15 anos (ROMBKE; KNACKER, 2003). Tal
situacdo torna-se ainda mais grave quando se consideram os efeitos sobre a biodiversidade do
solo causada por agrotoxicos, tema cujos estudos sdo escassos (XIONG et al., 2008).

Em relacdo aos agrotoxicos, tem-se verificado a ampla utilizacdo de Vertimec” 18 EC,
cujo ingrediente ativo ¢ a abamectina, para o controle de insetos, acaros e nematoides de
culturas agricolas, o que é uma realidade em muitas regides, como ¢ o caso do municipio de
Bom Repouso, MG, que se destaca pela produgdo de batata-inglesa e morango. Apesar de sua
eficiéncia em controlar tais pragas agricolas, vem crescendo a preocupag¢dao com os efeitos
nocivos da abamectina sobre organismos nao-alvo. Tisler e Erzen (2006), por exemplo, em
estudo sobre os efeitos toxicos da abamectina em ambiente aquatico, verificaram alta

toxicidade do composto sobre Daphnia magna, concluindo que tal substancia pode
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representar sério risco aos ecossistemas, pois apesar de ser rapidamente fotodegradada nesse
ambiente, ¢ extremamente toxica. Por outro lado, os poucos trabalhos que avaliaram a
toxicidade da abamectina sobre o ecossistema solo, em sua maioria realizados sob condigdes
de laboratorio e em ensaios com espécies unicas e padronizadas, indicam significativo efeito
deletério do produto sobre a fauna do solo (DIAO; JENSEN; HANSEN, 2007; HALLEY;
VANDENHEUVEL; WISLOCKI, 1993; KOLAR et al., 2007).

Esse cenario orientou a realizagdo do presente estudo, que envolveu a execucao de
ensaio em laboratorio, porém com multiplas espécies de uma comunidade edafica natural,
visando integrar a analise de indices para monitorar a biodiversidade de solo submetido a
contaminagdo por agrotoxicos, a ensaios ecotoxicologicos. Pretendeu-se, com o mesmo,
comprovar a hipotese de que o agrotoxico Vertimec®18 EC pode afetar negativamente o

compartimento solo, em funcao de efeitos deletérios sobre a comunidade edafica.

6.3 MATERIAL E METODOS

6.3.1 Substincia-teste

Vertimec® 18 EC (Syngenta Protegdo de Cultivos Ltda) tem propriedades como
acaricida, inseticida e nematicida. Formulado como concentrado emulsionavel, é constituido
de 18 g de abamectina/L e por apresentar efeito toxico sobre varias pragas, Vertimec® 18 EC
¢ utilizado para proteger diversas culturas agricolas. No Brasil, de acordo com o Sistema de
Agrotoxicos Fitossanitarios (Agrofit), do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento, ele ¢ registrado para 23 culturas, sendo que para morango, a dosagem
recomendada no pais ¢ de 50 a 75 ml/100 L de agua, com aplicacdo de 1000 a 1250 L de

calda/ha.
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A abamectina pertence ao grupo das lactonas macrociclicas e ¢ estruturalmente
idéntica a ivermectina, exceto pelo fato de apresentar uma ligagao insaturada dupla na posi¢ao
C22-23, enquanto a ivermectina apresenta uma simples (MOLINARI; SOLONESKI;
LARRAMENDY, 2010). Em vertebrados, a ivermectina tem ag¢ao neurotoxica, ligando-se aos
receptores do neurénio poés-sinaptico (posterior), estimulando maior liberagdo do
neurotransmissor gama-aminobutirico (GABA) no neuronio pré-sinaptico (anterior). Isso
causa uma hiperpolarizagdo do potencial de repouso das células pds-sinapticas, tornando mais
dificil a neurotransmissdo dos estimulos e, como conseqiiéncia, a contragdo muscular. O
resultado ¢ paralisia e morte dos organismos. Em invertebrados, o alvo é o glutamato nos
canais de cloro localizados nas jungdes neuromusculares, independentemente do GABA,
paralisando musculos somaticos e faringeais (CAMPBELL, 1989). Recentemente foi sugerido
que ambos os canais sdo os alvos das lactonas macrociclicas em geral (McCAVERA;
WALSH; WOLSTENHOLME, 2007). O modo de agdo primario da abamectina ¢ o distirbio
dos receptores de GABA nas células nervosas dos insetos, resultando na inibi¢do tanto das
comunicagdes nervo a nervo, como de nervo a musculos, induzindo a paralisia e a morte do

organismo (MOLINARI; SOLONESKI; LARRAMENDY, 2010).

6.3.2 Solo-teste

O solo-teste utilizado nos ensaios foi obtido em uma éarea do Centro de Recursos
Hidricos e Ecologia Aplicada (CRHEA/SHS/EESC/USP), em ltirapina, SP, a qual nunca foi
utilizada para fins agricolas. A area foi preparada previamente a retirada do solo, retirando-se
as gramineas que o recobriam e revolvendo as camadas superficiais (0-15 cm) com o auxilio

de enxadas. As amostras retiradas foram acondicionadas em sacos plasticos pretos, para
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transporte ao laboratorio. Optou-se por este solo-teste uma vez que foi o mesmo utilizado em
testes toxicoldgicos com o mesmo agrotdxico e a espécie padrao de minhoca (Eisenia andrei).
As amostras foram retiradas de areas Controle (sem aplicacao do agrotoxico) dos ensaios com
solo natural (SN) realizados com as minhocas.

As amostras foram mantidas sob refrigeracao e, no dia seguinte a coleta, submetidas a
peneiramento (5 mm de abertura de malha), com o objetivo de retirar raizes de plantas e
torroes. Posteriormente, o solo foi submetido a processo de desfaunagem (PESARO et al.,
2003), com ao menos 2 ciclos de congelamento de 48 h, seguidos de descongelamento.

Uma solucio aquosa de Vertimec® 18 EC foi incorporada ao solo, em laboratorio, com
concentracdo correspondente a dose maxima recomendada no Brasil (DR), para a cultura do
morango (0,9 L/ha). O tratamento controle correspondeu a incorporacdo de agua destilada. Os
volumes de calda do agrotoxico ou de agua destilada incorporados ao solo foram calculados
de modo a obter umidade final correspondente a 50% de sua capacidade maxima de retengao
de 4gua (MONTEIRO; FRIGHETTO, 2000). A homogeneiza¢do das misturas solo +
substancia-teste (ou agua destilada) foi realizada manualmente e imediatamente apos a
homogeneizagdo, o solo-teste foi distribuido nos potes plasticos utilizados no ensaio. Em cada
tratamento (controle e DR) foram preparadas duas replicatas para cada um dos pontos de coleta

da fauna de solo (R1, R2, R3 e R4).

6.3.3 Coleta de amostras de solo para extragdo e andlise da fauna

Para a extracdo da fauna do solo foi escolhida uma area arborizada do Centro de

Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada (CRHEA/SHS/EESC/USP), em Itirapina, SP, de onde



108

foram retiradas amostras de solo de quatro pontos (R1, R2, R3 e R4) dispersos em um
transecto.

Para a coleta das amostras de solo, utilizou-se uma sonda quadrada de madeira
medindo 25 cm X 25 c¢m, para demarcacao da area (CORREIA; OLIVEIRA, 2000). Ao redor
desta sonda foi efetuada uma escavagdo, com auxilio de enxaddes e pds, permitindo o
isolamento e retirada da camada correspondente aos 10 cm superiores do solo (Figura 6.1). Os
monodlitos (amostras) retirados foram acondicionados em sacos plasticos pretos de 100 L e

encaminhados ao laboratorio para a extracdo dos organismos.

Figura 6.1  Detalhes da area de onde foram coletadas amostras de solo para extragao da
fauna edafica e da coleta de monolitos para extragdo da fauna edéafica.
Itirapina, SP, 2008.
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6.3.4 Extracdo dos organismos eddficos

De cada monolito de solo (R1, R2, R3 e R4) foram retirados seis sub-amostras de
500g cada, as quais foram colocadas nas armadilhas para extragdo dos organismos. Duas sub-
amostras foram utilizadas para cada tratamento, representado pelo substrato em que os
organismos extraidos eram coletados: controle (solo tratado com agua destilada), dose
recomendada — DR (solo tratado com Vertimec”® 18 EC) e etanol 70%. Este tltimo tratamento
teve a finalidade de conhecer a comunidade inicial de fauna do solo na area em que as
amostras foram coletadas.

As armadilhas para extracdo da fauna (Figura 6.2) utilizadas no presente estudo
consistiram de uma adaptacdo do funil de Berlese (CORREIA; OLIVEIRA, 2000) e
basearam-se em metodologia utilizada por Domene Casadesus® (informagdo verbal, 2007).
Cada uma das amostras de 500 g de solo foi acondicionada sobre uma peneira de abertura de
malha de 2 mm, a qual foi colocada sobre um funil feito com cartolina. Os conjuntos foram
dispostos sobre galdes de agua abertos na parte superior, no interior dos quais foram
colocados frascos com 50 ml de etanol 70% ou potes com solo-teste e solo-controle.

Sobre cada sistema desses foi acesa uma lampada de 100 W, que favorecia a migragao
dos animais para a ponta do funil e, consequentemente, sua queda diretamente nos frascos ou
potes. As armadilhas foram assim mantidas (sob luz acesa constante) por 14 dias. A
manuten¢do dada ao teste nessa etapa foi apenas colocacdo de etanol nos frascos com alcool
em que houve evaporagdo, para que os 50 mL fossem constantes.

Ao término desse periodo as lampadas foram desligadas, as armadilhas desmontadas e
os frascos com solucdo de etanol levados ao laboratério, para separagdo e posterior

identificacdo dos organismos coletados.

* Xavier Domene Casadesus ¢ pesquisador na Universidade de Barcelona e em 2007 esteve no
NEEA/CRHEA/SHS/EESC/USP, desenvolvendo ensaios com fauna de solo, em projeto de colaboragdo entre a
EESC/USP, Universidade de Coimbra e Universidade de Barcelona.
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Figura 6.2 Detalhes das armadilhas utilizadas para extragdao da fauna do solo.

6.3.5 Exposicdo dos organismos a solo com Vertimec® 18 EC

Para verificar o efeito de Vertimec® 18 EC sobre os organismos do solo, ao término do
periodo de 14 dias em que as armadilhas foram mantidas sob luz (item 6.3.4), os potes com
solo contaminado pelo agrotdxico e com solo controle foram levados para laboratério, onde
foram mantidos por 28 dias sob temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de
escuro. Esta metodologia também foi baseada nas informacdes de Xavier Domene Casadesus,
como citado no item anterior.

Durante esse periodo foi realizado controle semanal da umidade do solo nos potes, por
meio de adicdo de dgua destilada, quando necessario. Tal tarefa foi realizada pesando-se os
potes no inicio do teste e anotando-se a massa encontrada. Semanalmente os potes eram
pesados novamente e, quando apresentavam uma massa menor, devido a evaporagdo da agua,
adicionava-se agua destilada até¢ alcancar a massa inicial.

Passado o periodo de 28 dias em condigdes controladas em laboratdrio, procedeu-se a
extracdo dos organismos presentes em cada pote, da mesma forma que descrito no item 6.3.4.

O contetido de cada pote foi colocado sobre a peneira da armadilha e acenderam-se
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novamente as lampadas. Dessa vez, apenas solucdes fixadoras de etanol 70% foram colocadas
no fundo dos funis, para coleta dos organismos.
Ao fim de 14 dias, as lampadas foram apagadas e os frascos foram retirados e levados

para a identificagdo e contagem dos organismos coletados.

6.3.6 Identificacdo e contagem da fauna de solo

As amostras de fauna presentes nos frascos com etanol 70% foram levadas para o
laboratorio € o conteudo de cada frasco passado por peneira com abertura de malha de 0,053
mm, lavando-se com agua de torneira, para se retirar detritos menores. O conteudo retido na
peneira foi, entdo, transferido para placas de Petri com dgua e submetido a identificagdo sob
microscopio estereoscopico. Tal tarefa foi realizada com apoio do Laboratério de Microbiologia
do Solo, da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP), Piracicaba, SP, e

do Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia/ EMBRAPA, Seropédica, RJ.

6.3.7 Conversdo dos dados para niumero de individuos para individuos/m’

O numero total de organismos encontrados em cada amostra de 500 g (quantidade de

solo em cada armadilha) foi convertido para individuos/m?, com base na massa especifica do

solo (1,41 g/cm’), determinada com emprego de cilindro de cravagdo (ABNT, 1987).
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6.3.8 Calculo dos indices de diversidade

Com os dados de nimero de organismos/m’, foram calculados os indices de
diversidade de Shannon (H), de dominancia de Simpson (Js) e de riqueza (d) (ODUM, 1988)
e equitabilidade de Pielou (e) para cada amostra, além da freqiiéncia relativa de cada grupo da
fauna de solo em relacdo ao total de organismos do agrupamento considerado.

O indice de diversidade de Shannon (H) para uma determinada area foi definido por:

H==Epl % logpt

em que:
pi=ni/n
ni = namero total de individuos de cada grupo na amostra

n = numero total de individuos na amostra
Segundo Zar (1984) qualquer base logaritmica pode ser usada, sendo que, neste

trabalho, adotou-se a base 2.

O indice de dominancia de Simpson (Is) foi calculado de acordo com a formula:
il —
by — EM
n(rm — 1)
O indice de riqueza de Margalef (d) (ODUM, 1988) foi obtido por:

[z =

lagqm
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em que:

S = niimero de grupos taxondmicos da fauna de solo na amostra

O indice de equitabilidade de Pielou (e) foi definido por:

em que:

H = indice de diversidade de Shannon

6.3.9 Determinacgdo de parametros fisicos e quimicos do solo

Amostras de solo que foram utilizadas para extracdo da fauna edéfica (pontos R1, R2,
R3 e R4), bem como do solo utilizado no qual os organismos foram expostos a Vertimec” 18
EC (solo-teste), foram analisadas no laboratorio de Limnologia do NEEA/CRHEA/EESC/USP
quanto as caracteristicas: pH (medido em potencidometro Micronal B374), umidade e
capacidade de retencdo de agua (MONTEIRO; FRIGHETTO, 2000); teor de matéria organica
(TRINDADE, 1980); granulometria (ABNT, 1968); fosforo total (ANDERSEN, 1976),
nitrogénio organico total (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION—- APHA, 1995) e

metais (SILVERIO, 1999; 2003).
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6.3.10 Analise dos dados

Para avaliar o efeito de Vertimec® 18 EC, a andlise dos dados de densidade total
obtidos com a extracdo de organismos apos exposi¢ao ao solo-controle e ao solo-teste foi
realizada considerando-se cada armadilha extratora (ou cada pote) como uma replicata.
Assim, a distribuicdo normal dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilks e a
homogeneidade de varidncias, pelo teste F. Como os dados tinham distribui¢do normal e
variancias homogéneas, as médias dos dois tratamentos foram comparadas pelo teste t.
Também foi feita analise dos dados de grupos encontrados inicialmente ¢ nos tratamentos
controle ¢ DR. Os dados tinham distribui¢ao normal (teste de Shapiro-Wilks) e variancias
homogéneas (teste de Bartlett) e foram analisados pelo teste de Dunnett. Todas as analises

foram realizadas com o programa Toxstat 3.4.

6.4 RESULTADOS

6.4.1. Caracteristicas fisicas e quimicas dos solos

A Tabela 6.1 apresenta os dados relativos aos atributos fisicos e quimicos das amostras
de solo coletadas nos quatro diferentes pontos (R1, R2, R3 e R4) dos quais foi extraida a
fauna edafica, e do solo-teste, em que os organismos foram expostos a Vertimec® 18 EC.
Também sao apresentados nesta tabela os valores orientadores recomendados pela Resolugao
Conama n°® 420 (Conama, 2009), para metais no solo.

Em relacao as amostras de solo de onde foram extraidos os organismos, a do ponto R3
foi a que apresentou a maioria das caracteristicas diferentes das demais, com valor de

Nitrogénio Total de 0,12%, enquanto nas outras foi detectado de 1,54% a 1,98%; menor teor
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de Manganés (19,75 mg/kg), sendo que nas outras amostras variou de 25,65 a 36,93 mg/kg.
Neste ponto também foram determinados os maiores valores de Cobre, pH e umidade,
respectivamente: 1,375 mg/kg, 5,91 e 10,13%.

O ponto R2 apresentou valor discrepante das demais em relagdo a concentragdo de Cr,
que chegou a 0,125 mg/kg, sendo que nas demais esse metal nao foi detectado (R1) ou foi
detectado em menor concentragao (0,05 mg/kg, para os pontos R3 ¢ R4).

Nenhuma das amostras apresentou valores de metais superiores aos recomendados

pela resolucao do Conama (2009) para prevengao e intervencao em area agricola.

6.4.2 Composicao inicial da fauna eddfica

Os valores de densidade total, nimero de grupos encontrados e indices de diversidade
da fauna de solo inicial e apds exposicdo ao solo-controle e ao solo-teste, em que foi
incorporado Vertimec® 18 EC sio apresentados na Tabela 6.2

Em relagdo a fauna inicial, o ponto R3 foi o que apresentou menores valores de
individuos/m” e para todos os indices, exceto domindncia, o que condiz com os valores
discrepantes de propriedades fisicas e quimicas, em relagdo aos demais pontos.

Também foi observada diminuicdo acentuada na densidade total de organismos, no
numero de grupos e na densidade de cada grupo inicialmente observados nas amostras de solo
dos pontos de coleta R1 a R4, ap6s a exposicdo dos organismos extraidos ao solo-teste,
mesmo no tratamento controle.

Diferencas nas caracteristicas fisicas e quimicas dos solos, como podem ser

observadas na Tabela 6.1, podem explicar este fato.
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6.4.3 Efeitos da exposi¢do a solo contaminado com Vertimec® 18 EC sobre os indices de

diversidade da fauna eddfica

Comparando-se os indices de diversidade obtidos para o solo-teste com os do solo-
controle ¢ possivel notar mudangas em relacdo a fauna do solo. Em relagdo a densidade total
(Figura 6.3), observou-se acentuada redug¢@o no niimero total de individuos no solo submetido
ao tratamento com o agrotoxico. O indice médio (considerando os 4 pontos de coleta) passou
de 8254 individuos/m? no solo controle para 4003 individuos/m? no solo em que foi
incorporado o agrotoxico, com diferenca significativa (p < 0,05; Ho: per = upr). Essa
tendéncia de diminuicdo do nmimero de individuos no tratamento com Vertimec® 18 EC
também ¢ observada quando se comparam isoladamente os valores de densidade total de

individuos para as amostras de cada ponto de coleta (Tabela 6.2).

12000 5

10000 4

2000 A

000

Individuos/im?®

4000

2000 A

CT DR

Tratamentos

Figura 6.3 Comparacgdo entre valores médios de densidade de organismos edaficos, apos
exposicdo a solo controle (CT) e a solo contaminado com Vertimec® 18 EC
(DR). * = Diferenca significativa (p = 0,0289, n = 8). Barras de erro representam
os desvios-padrio.
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Em relagdo ao nimero de grupos encontrados, também foi verificada uma mudanca
negativa relacionada ao uso do Vertimec® 18 EC, sendo identificados no controle um total de
7 taxons, contra 5 no tratamento com a dose recomendada do produto. Mesmo
desconsiderando o grupo “outras larvas”, ainda hd maior nimero de grupos (6) no solo-
controle, em relagdo ao solo-teste (4). No entanto, a diferencga ndo foi significativa (p>0,05).

Considerando-se os principais grupos (Acarina e Collembola), verificou-se reducao
nos numeros totais de organismos (soma dos 4 pontos) e também para cada ponto de coleta.
Excec¢do ocorreu para o nimero de acaros para o ponto R1, em que foi menor o numero de
organismos encontrados no solo controle. Para 4caros a redugcdo no numero total de
organismos ndo foi tdo marcante, mas para colémbolos foi da ordem de 10 vezes. O numero
total de colémbolos foi de 14736, no solo-controle, € 1417, no solo-teste.

Em relacdo aos indices ecologicos, foram verificados valores maiores de riqueza e
diversidade para o tratamento com o solo-controle, em relagio ao solo tratado com Vertimec®
18 EC. O indice de dominancia de Simpson (d) calculado para o solo contaminado foi maior
do que para o solo controle, em fun¢do do menor nimero de grupos diferentes no solo com
abamectina. Tal constatacao ¢ reforcada quando se analisam as frequéncias relativas de cada
grupo para os dois tratamentos (Tabela 6.3). Observou-se ainda um aumento da frequéncia

dos acaros, enquanto a de Collembola e Hymenoptera foi reduzida.

6.5 DISCUSSAO

A baixa seletividade ainda ¢ um problema de muitos dos agrotoxicos utilizados nas
atividades agricolas. Assim, o estudo dos efeitos da aplicagdo desses produtos sobre

organismos nao-alvo da fauna do solo se torna importante, pois permite avaliar de forma mais
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ampla os potenciais efeitos sobre a fauna edafica. Por outro lado, informagdes sobre os efeitos
de abamectina sobre a fauna edafica sdo raras em literatura e, em sua maioria, referem-se a
testes com espécies unicas, o que limita uma maior analise do potencial de risco do produto.
Nesse sentido, no presente estudo procurou-se analisar os efeitos da presenca de
Vertimec® 18 EC no solo sobre a estrutura de uma comunidade edafica natural, exposta aos
tratamentos em condi¢cdes de laboratorio. Os resultados mostraram efeito negativo da
presenga do agrotoxico sobre os organismos do solo, observada inicialmente pela menor
densidade total de organismos no solo-teste em relacdo solo-controle, além da reducdo no
numero de grupos encontrados no solo tratado com o agrotoxico, refletindo na diversidade da

comunidade.

Tabela 6.3 - Densidade total e frequéncia relativa dos principais grupos de fauna de solo
encontrados nos tratamentos solo-controle (CT) e solo-teste, contaminado com
dose méaxima de Vertimec® 18 EC recomendada para a cultura do morango

(DR).
CT DR
Grupos Densidade Frequéncia Densidade Frequéncia
(individuos/m?) | relativa (%) (individuos/m?) relativa (%)
Acarina 3861 46,78 2905 72,57
Collembola 3684 44,64 354 8,85
Chilopoda 2487 3,00 461 11,50
Hymenoptera 283 3,43 0 0,00
Protura 0,00 0,00 71 1,77
Outros 177 2,15 213 5,31
Total 8254 100,00 4003 100,00

Outra alteracdo interessante foi observada ao se compararem, entre o tratamento

controle e o com o agrotoxico, as freqiiéncias relativas dos tdxons. No que diz respeito aos
acaros, no tratamento controle estes representaram 46,78% dos individuos encontrados,

enquanto no solo tratado com o agrotoxico sua freqiiéncia relativa aumentou para 72,57%. Em
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uma primeira analise, tal constatagdo contraria o resultado esperado, pois o produto utilizado ¢
um inseticida/acaricida. Porém, o efeito pode ser explicado pelo fato de que hd uma grande
diversidade de 4caros presentes no solo, com uma comunidade diferente dos acaros fitofagos
presentes na parte aérea das plantas e alvos diretos da aplicacdo do Vertimec® 18 EC que,
portanto, devem ser mais sensiveis ao produto. Resultado e justificativa semelhantes sdo
apresentados por Xiong et al. (2008) que, em estudo realizado para avaliar a seletividade de
cinco produtos a microartropodos do solo, também verificaram que a abamectina ndo teve
efeito significativo sobre dcaros e colémbolos do solo.

Em relagdo aos colémbolos, no presente estudo houve uma redugdo em seu niimero
quando a fauna extraida do solo foi exposta ao tratamento com o agrotoxico, o que esta de
acordo com resultados encontrados em literatura, que mostram a sensibilidade desses
organismos a avermectinas, embora em sua maioria realizados com espécies Unicas. Diao,
Jensen e Hansen (2007), em estudo sobre os efeitos agudos e cronicos da abamectina em
quatro espécies da fauna de solo (duas espécies de colémbolos, Folsomia fimetaria e
Folsomia candida; uma espécie de enquitreideo, Enchytraeus crypticus; e uma espécie de
minhoca, FEisenia foetida) observaram que a abamectina afetou consideravelmente a
sobrevivéncia de Folsomia fimetaria, porém nao a de Folsomia candida. Jensen, Krogh ¢
Sverdrup (2003), também constataram alta toxicidade aguda da ivermectina, estruturalmente
quase idéntica a da abamectina, sobre colémbolos (F. fimetaria) e enquitreideos (E.
crypticus), com destaque para os primeiros. A ivermectina também afetou mais severamente a
reproducdo de F. fimetaria em comparagdo a E. crypticus.

A maior ou menor sensibilidade de espécies de um mesmo grupo de organismos a
agrotoxicos pode alterar substancialmente os efeitos observados quando se considera a
estrutura da comunidade edafica. Trabalhos com colémbolos realizados por Endlweber;

Schéadler e Scheu (2006) e por Fountain et al. (2007), em campo, com o inseticida clorpirifos
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salientam isso. Endlweber; Schédler e Scheu (op. cit.) observaram que o clorpirifos reduziu a
densidade total dos organismos, tendo praticamente eliminado espécies dos géneros
Pseudosinella, Ceratophysella ¢ Sminthuridae, reduzindo significativamente as densidades
dos animais pertencentes aos géneros Lepidocyrtus, Entomobrya, Isotoma, Friesea ¢
Folsomia. No estudo de Fountain et al (2007), a densidade total de colémbolos aumentou.
Porém, uma analise mais detalhada da taxonomia dos organismos encontrados mostrou que,
dentre as 12 espécies identificadas, a unica que foi favorecida pela aplicagao da substancia foi
Ceratophysella denticulata, sendo todas as outras prejudicadas expressivamente, o que
resultou em mudangas no indice de equitabilidade.

Assim, deve ser salientada a importancia da identifica¢do em um nivel taxondmico
apropriado quando se realiza estudos como este (FOUNTAIN et al., 2007). Portanto uma
importante complementagdo ao presente estudo seria uma identificacdo mais detalhada dos
organismos encontrados, para que possa haver uma maior compreensdo dos efeitos da
abamectina sobre a fauna de solo.

Além disso, ¢ importante maior atencao aos efeitos das caracteristicas do solo sobre as
populacdes da fauna edafica, uma vez que no presente estudo verificou-se uma reducao
acentuada na densidade de organismos e niumero de grupos encontrados quando os mesmos

foram expostos ao solo-teste, em relagdo a fauna inicialmente identificada.

6.6 CONCLUSOES

Os resultados encontrados no presente estudo permitem concluir que a presenga do
Vertimec® 18 EC, na concentragio méxima recomendada no Brasil para a cultura do

morango, afetou a comunidade edafica, com efeito negativo, sobre populagdes de organismos
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intrinsecos ao solo, extraidos de uma comunidade natural e expostos ao produto, em
laboratorio. O efeito foi significativo (p<0,05) para a densidade total de organismos, reduzida
quando os organismos foram extraidos e expostos a solo contendo o agrotoxico.

Considerando que os organismos foram expostos a uma Unica incorporagao do produto
no solo-teste, diferente do que acontece em areas agricolas em que ¢ utilizado, em que
normalmente mais de uma aplicacdo ¢ realizada, destaca-se a importancia de maior atencao
aos potenciais impactos da utilizagdo do produto sobre o ecossistema solo.

Mais estudos s3o necessarios, envolvendo a identificagdo dos organismos em niveis
taxondmicos mais apropriados, para elucidar os efeitos do produto sobre a estrutura da

comunidade edafica.
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CAPITULO 7

CONSIDERACOES FINAIS, RECOMENDACOES E CONCLUSAO

7.1 A SITUACAO DO MUNICIiPIO DE BOM REPOUSO

Pelos resultados obtidos no decorrer da pesquisa, verifica-se que existe um potencial
risco ambiental decorrente das atividades agricolas desenvolvidas no municipio de Bom
Repouso, MG, com utilizagdo ampla e irrestrita de diversos produtos, com efeitos
toxicologicos e de periculosidade ambiental com niveis diferenciados, o que, em conjunto
com a adogdo de praticas de producdo inadequadas, torna a situagdo preocupante em termos
de satide ambiental e humana.

O baixo nivel de escolaridade dos produtores, que em sua maioria também nao
possuem informacdo técnica sobre o uso e riscos dos agrotdxicos utilizados (apenas 7%
relataram ter recebido alguma informacgdo) se reflete nas a¢des inadequadas, que incluem a
ndo utilizagdo de receitudrio agrondmico para compra dos produtos; aplicacdes seguindo
calendario pré-definido e ndo a necessidade real; utilizacdo de dosagens ou numero de
aplicagdes maiores do que as recomendadas para as culturas; desrespeito aos periodos de
caréncia dos agrotoxicos, aplicando-os inclusive durante a colheita; queima ou abandono no
campo de embalagens vazias dos produtos, entre outras. Todas essas a¢des contribuem de
forma significativa para os riscos ambientais.

Por outro lado, esses resultados também chamam a aten¢do para o aspecto social e de
saude publica. O municipio de Bom Repouso tem somente 11.000 habitantes, dos quais

aproximadamente 50% residem na area rural ou desenvolvem atividades ligadas diretamente a
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agricultura. Considerando apenas o risco relacionado a satide de aplicadores, verificou-se que
este ¢ alto, uma vez que a maioria relatou nao utilizar equipamentos de prote¢do individual
(EPIs) durante o preparo das caldas e as aplicagdes de agrotoxicos. Além disso, os principais
cultivos s3o conduzidos em areas de acentuado declive, sendo que populagdo utiliza as
nascentes e riachos para abastecimento de agua, o que aumenta o risco a saude publica,
conforme vem sendo percebido no local, com relatos de maior incidéncia de casos de cancer
além de outras doengas mais comuns de veiculacdo hidrica.

Associados aos estudos que avaliaram a ecotoxicidade do principal produto utilizado,
considerados a seguir, esses resultados podem ser utilizados como subsidios para a proposi¢ao
de projetos, programas e politicas publicas voltados a producdo agricola local, tornando-a
uma pratica mais sustentavel. S3o exemplos o incentivo a substituicdo do sistema de cultivo
atual pelo organico ou ao estabelecimento de programas como o de Producdo Integrada,
estabelecido no Brasil pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, e que
consiste em um conjunto de técnicas voltadas a produgdo de alimentos utilizando métodos de
manejo que visam a minima utilizagdo de agrotoxicos.

Um trabalho neste sentido foi desenvolvido por ocasido do Projeto Mogi-Guacu
(Fipai/Programa Petrobras Ambiental), pelo Nucleo de Agrotoxicos e Agricultura Alternativa,
do qual a autora da presente tese foi coordenadora, originando, a partir de entdo, as hipoteses
da pesquisa. Palestras sobre uso correto e seguro de agrotoxicos e um curso de agricultura
organica foram oferecidos aos produtores, bem como foi implantada no municipio uma
estagdo experimental de produ¢do de morango organico. No entanto, problemas relacionados
principalmente ao escoamento da produgdo, dificultado pela mé qualidade das estradas de
terra, bem como a dificuldade em conseguir a certificagdo de seus produtos por ndo estarem
totalmente isentos de agrotoxicos, uma vez que nio havia isolamento total de areas vizinhas

onde os mesmos continuavam a ser aplicados, levaram a maior parte do grupo de produtores
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envolvidos com o cultivo organico a desistirem. Atualmente, em visita ao local por pos-
graduandos que ainda desenvolvem suas pesquisas no municipio, verificou-se que o cultivo
organico foi reiniciado por antigos produtores vinculados ao Projeto Mogi-Guagu, o que pode
ser uma alternativa viavel em substituicdo a forma atual de produgdo, embora esta seja uma
grande utopia em relagdo aos interesses diversos existentes no gerenciamento politico e
econdmico em diferentes niveis de organizagdo social.

Por outro lado, também verificou-se a ampliagdo da area de plantio, com o
estabelecimento de novas fronteiras agricolas em dareas de interesse ambiental para
conservagdo, bem como da adoc¢do de novas relagdes de trabalho, contribuindo para o éxodo
rural por meio da magnificagdo do setor produtivo, amparado pela formacdo de grupos e/ou
aquisicao de pequenas propriedades e sua transformagdo em grandes redes produtivas. Se por
um lado aumenta-se a produgdo, por outro se verificou o inicio da perda das relagdes
familiares na producdo e, conjuntamente, o aumento da exploracdo do trabalho rural, o que
nao foi acompanhado pelo incentivo a adogdo de medidas mais preventivas em relagcdo ao uso
de agrotoxico e de seus efeitos ambientais e sociais.

No entanto, acredita-se que, apesar das forgas contrarias, os dados obtidos no presente
estudo poderdo ser utilizados para sensibilizar e esclarecer a populagdo local e os gestores,
dando suporte a uma melhor reflexdo e discussdo entre eles, possibilitando tomadas de
decisdes mais conscientes ¢ adequadas a realidade da comunidade e as suas percepgoes.
Assim, poderiam favorecer a maior participagdo de todos nos projetos, programas e planos
como os citados, garantindo sua continuidade e, consequentemente, a sustentabilidade da

atividade agricola do municipio.
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7.2 OS ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS COM ORGANISMOS DE SOLO

Conforme salientado em diferentes capitulos desta tese, por meio da revisdo
bibliografica efetuada, pouco se conhece ainda sobre a toxicidade dos agrotdxicos, bem como
as diferentes respostas que podem ocorrer em relagdo aos diferentes organismos do solo,
quando se consideram regides de clima tropical.

Testes de toxicidade com organismos de solo ainda sdo pouco desenvolvidos no
Brasil, conforme observado nas reunides cientificas promovidas pela Sociedade Brasileira de
Ecotoxicologia, representando menos de 15% dos trabalhos apresentados, conforme
observado nos tultimos trés Congressos Brasileiros de Ecotoxicologia, realizados em Sao
Pedro/SP e Sao Bento/RS ¢ Bombinhas/SC, em 2006, 2008 e 2010, respectivamente, embora
outros foruns de discussdo talvez venham sendo utilizados para debater o assunto.

Além disso, os protocolos internacionais existentes para 0s mesmos somente
recentemente passaram a ser discutidos, com intuito de sua adog¢do no Brasil, pela Associagao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). Isso ressalta a necessidade de ampliar os estudos
nesta area, buscando-se a adequacdo e padronizagdo dos protocolos para nossas condigdes. O
presente estudo também trouxe, dessa forma, uma contribui¢do ao acima exposto.

Ressalta-se, no entanto, a necessidade de se dar continuidade aos estudos, para melhor
avaliacdo e adequagdo dos métodos atualmente disponiveis e busca por novos, que sejam mais
rapidos e eficientes na obten¢do de respostas ecotoxicoldgicas, como o uso de alteragdes
morfoldgicas e enzimaticas nos organismos. Por outro lado, hd a necessidade de se obter
maior relevancia ecoldgica com os métodos ecotoxicoldgicos empregados e, neste sentido, o
estudo realizado com uma comunidade natural do solo, para verificar os efeitos do agrotoxico

mais utilizado pelos produtores de Bom Repouso, também se mostrou interessante. Existe a
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necessidade de mais estudos nesta linha de pesquisa, bem como de mais estudos sobre os
efeitos de agrotdxicos sobre o ecossistema solo, realizados em condigdes de campo.

Nos estudos ecotoxicologicos, tradicionalmente tem-se utilizado os testes
laboratoriais, desenvolvendo ensaios em situagdes controladas, os quais, em sua maioria,
simulam condi¢des muito especificas e controladas. Se por um lado facilitam as analises
comparativas e geram respostas mais rapidas, por outro minimizam as relacdes existentes e as
possiveis variacdes decorrentes de processos naturais, aumentando as diferengas entre os
resultados dos ensaios e a compreensao dos reais efeitos toxicos. Nesse sentido, maior esfor¢o
deve ser alocado no desenvolvimento de pesquisas em unidades experimentais in sifu,
destacando-se, de forma bem evidente, que essa abordagem ainda ¢ limitada, como pode ser
avaliada pela reduzida contribuicdo dos mesmos nos eventos cientificos realizados no Brasil,

a despeito de sua importancia.

7.3 0S ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS COM VERTIMEC® 18 EC

O presente estudo também teve como contribui¢do a identificacdo da toxicidade do
agrotoxico Vertimec® 18EC em organismos do solo, com a obtencdo de dados que poderdo
subsidiar a avaliagao de risco do agrotdxico, em condi¢des tropicais.

Os dados de toxicidade obtidos para o produto, tendo como base a dose de seu
ingrediente ativo (abamectina), mostraram maiores respostas de toxicidade aguda, cronica e
comportamental do produto, em relacdo a dados de literatura, obtidos em sua maioria para
condi¢des de clima temperado. No entanto, sdo necessarios mais estudos para melhor elucidar

as causas, aqui atribuidas ao uso do produto em sua formulacdo comercial e,



132

consequentemente, a possivel toxicidade decorrente de substincias consideradas inertes
presentes na formulagao.

Com relagdo ao risco ecologico da utilizagdo do produto, com base no ecossistema
solo, os dados obtidos no presente estudo mostram que ele existe. A Tabela 7.1 traz um
resumo dos resultados, evidenciando os efeitos agudos, cronicos e comportamentais para um
teste uniespecifico, e efeitos na densidade e composicdo em testes multiespecificos, com

organismos da fauna edafica.

Tabela 7.1 Observagdo de efeitos na funcdo habitat do solo, por meio de diferentes respostas
dos organismos a presenca de Vertimec® 18 EC.

~ Testes Testes de Testes de Testes com
Solo/concentragoes ~ . . .
. agudos com | reproducio com | rejeicio com | comunidade
de abamectina . . .. . N .
Eisenia andrei | Eisenia andrei Eisenia andrei natural
Solo natural (SN)
com concentracao ) i ) i
correspondente a
DR*
Solo artificial
(SAT), com n n n nd
concentragoes
superiores 8 DR

*DR = dosagem maxima recomendada no Brasil para a cultura do morango.

nd = ndo determinado

Embora os resultados dos testes com Eisenia andrei tenham sido negativos para as
respostas de mortalidade, reproducao e rejeicdo, na presenga de abamectina na concentragao
correspondente a DR, houve alteracdo na estrutura da comunidade natural, nesta
concentracao.

Além disso, deve-se salientar que em todos os ensaios efetuou-se apenas uma
aplicacdo ou incorporagdo do produto. Desta forma, o risco considerando a condicao de
culturas de morango em Bom Repouso, por exemplo, onde o numero de aplicacdes relatadas

pelos produtores chega até 20 por ciclo, também pode ser alto, mesmo que sejam feitas com a
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dose recomendada do produto. Estudos objetivando avaliar o efeito cumulativo de diferentes
aplicacdes do produto sdo recomendados.

Além dos efeitos sobre os organismos de solo, na avaliagdo de risco do produto, ou da
contaminag¢do potencial em Bom Repouso, devem ser considerados efeitos sobre organismos
aquaticos. Nesse sentido, resultados de pesquisas realizadas no Nucleo de Estudos em
Ecossistemas Aquaticos (NEEA/CRHEA/EESC/USP) também demonstram os efeitos
negativos do Vertimec® 18 EC. Resultados obtidos em laboratorio com a abamectina
demonstraram alta toxicidade em concentra¢des muito baixas, sendo os valores de CE50; 48h
para Daphinia similis de 0,016 pg/L; a CL50; 96h para Chironomus. xanthus de 3,12 pg/L e
CL50; 48h para Danio rerio de 33,7 ng/.L. Resultados obtidos com o produto comercial, em
experimentos de runoff, também revelaram alta toxicidade. As espécies mais sensiveis foram
0s organismos zooplanctonicos, com valores de CES0; 48h para D. similis de 13,87%, o que
representa cerca de 4ug/L de abamectina e para C. dubia de 3,12% (0,9 ng/L de abamectina).
Os valores de CL50; 96h para o C. xanthus foi de 16,24 (5,0 ng/L de abamectina).
Experimentos realizados em mesocosmos também demonstraram efeitos ambientais
significativos do Vertimec® 18 EC sobre a comunidade fitoplanctonica e perifitica
(composicdo, riqueza ¢ abundancia), macrofitas aquaticas (aspectos biométricos, biomassa ¢
necrose foliar) e fauna associada as macroéfitas (composicao, riqueza e abundancia).

Recomenda-se, portanto, a determinagao de concentragdes do agrotoxico em amostras
de 4agua e do solo do municipio de Bom Repouso e posterior analise de risco ecologico
englobando todos os organismos para o qual a toxicidade do produto foi avaliada. Tendo em
vista a exposi¢do da populagdo humana local ao agrotoxico, por exemplo, como aplicadores
ou consumidores de produtos agricolas ou dgua com potencial ter residuos do agrotoxico em

questdo, uma analise integrada, incluindo efeitos sobre a satide humana, seria recomendavel.
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7.4 CONCLUSAO

A hipétese inicial desta pesquisa foi Agrotoxicos atualmente utilizados nos cultivos de
batata e morango no municipio de Bom Repouso afetam negativamente a comunidade
eddfica, podendo levar a instabilidade do solo como ecossistema.

Apbs o desenvolvimento da pesquisa e considerando:

a) os resultados obtidos nos levantamentos em Bom Repouso, incluindo a detec¢do de
residuos de abamectina em amostras de solo, inclusive de area de mata.

b) a forma intensiva e até abusiva com que os produtores aplicam os agrotéxicos, chegando a
relatar até 20 aplicagdes por ciclo da cultura do morango para o produto mais citado
(Vertimec”® 18 EC).

¢) que, além de Vertimec® 18 EC, outros 83 produtos foram citados pelos produtores locais
como sendo aplicados regularmente e concomitantemente.

d) os resultados obtidos nos ensaios ecotoxicologicos com Vertimec” 18 EC realizados com a
espécie de minhoca Eisenia andrei.

e) as alteragdes na estrutura da comunidade de organismos do solo expostos a solo com

Vertimec® 18 EC, na concentragio recomendada para a cultura do morango,

a hipotese da pesquisa foi aceita, ou seja, a pratica agricola adotada no municipio, com o uso
intensivo de agrotoxico, com destaque para Vertimec®18 EC, é prejudicial a comunidade

edafica.
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APENDICE A

QUESTIONARIO UTILIZADO PARA LEVANTAMENTO DE INFORMACOES
SOBRE ATIVIDADES AGRICOLAS EM BOM REPOUSO, MG

1. INFORMACOES GERAIS

1.1 Proprietario:

1.2 Entrevistado:

1.3 Entrevistadores:

1.4 Nome da Propriedade:

1.5 Localizagao (Bairro): 1.6 Coord. Geograficas:

1.7 Tamanho da Propriedade (estimativa): 1.8 Data:

1.9 Profissao/Ocupacao do proprietario:

() Doméstica () Pedreiro () Trabalhador () Aposentado () Agricultor () Funcionario
Publico

() Comerciante () Outros - especificar

1.10 Nivel de escolaridade do proprietario:

() nenhum () 1* a 4* séries (antigo primario) incompleto () 1* a 4* séries (antigo primario)
completo

() 5% a 8* séries (antigo ginasial) incompleto () 5% a 8* séries (antigo ginasial) completo

() 2° grau incompleto () 2- grau completo

() Superior () Curso Técnico

1.11 N° de agregados na familia:

1.12 Renda familiar:
() Sem Renda fixa
Estimativa mensal:

2. INFORMACOES AGRICOLAS E FITOSSANITARIAS

2.1 Qual (ais) a(s) cultura(s) presente(s) na propriedade? Ha4 quantos anos?

2.2 Qual a area plantada?

2.3 Quais entes da familia trabalham na lavoura?
() todos () pai e mae () filhos adultos ( ) outros — Especificar

2.4 A cultura ¢ afetada por pragas e doengas?

(OSON

Quais as mais comuns?
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2.5 a) Usa algum tipo de agrotoxico para prevenir ou | 2.6 a)  Associa  agrotdxicos
tratar as pragas ou doencas que aparecem nas |diferentes?

culturas? ()S()N

()S()N b) Se SIM, quais?

b) Se SIM, quais?

2.7 Qual o tempo (meses) do|2.8 Qual a época do ano em que ¢ (sao) utilizado(s) o(s)

ciclo da cultura? agrotoxico(s)?

2.9 Utiliza o agrotoxico em que fase do ciclo da cultura? 2.10 Com que freqiiéncia é
() Total (continuo) ( ) parcial ( ) durante a “acdo da praga ou | feita a aplicagdo do
doenca” agrotoxico?

() antes do plantio (preparo da terra) () diaria () semanal

() Outros — () quinzenal

Especificar: () mensal

2.11 Em que momento(s) tem contato com o agrotoxico?
() preparo da calda () aplicacdo () retorno ao local da cultura apds aplicacao ( )outro(s)

2.12 Qual o tempo de trabalho diario na lavoura?

2.13 Por quanto tempo, durante o trabalho diario, tem contato com o(s) agrotdxico(s)?

2.14 Que tipo de protecao utiliza no preparo da calda e na aplicagao de agrotdxicos?

() Nenhum (') Luvas impermeéveis ( ) Camisa de manga curta ( ) Camisa de manga longa
() Méscara descartavel para poeira ( ) Mascara com filtro quimico ( ) Avental impermeavel
() Botas impermeaveis ( ) Chapéu/boné () Macacao ( )Calga comprida

() Kit completo de equipamento de protecdo individual — EPI

2.15 Onde armazena os agrotdxicos? 216 O que faz com as
() Dentro de casa ( ) Em um depdsito especifico embalagens vazias?

() Junto as maquinas e equipamentos ( ) Na garagem () Guarda () Deixa na lavoura ()
() Outro — Especificar: Enterra

() Reutiliza () Queima ()
Destina ao lixo comunitario ()
Devolve para o vendedor

2.17 Onde compra os produtos?

2.18 Triplice lavagem? 2.19 Que tipo de
() Nao conhece () Conhece e faz () Conhece, mas nao faz pulverizador utiliza?

() costal () tratorizado
2.20 Utiliza receituario agrondmico? 2.21 Qual a quantidade de agrotdxico (s)
()S()N aplicado (s) em relacdo a area da lavoura?

2.22 Quais os demais insumos agricolas utilizados (fertilizantes, corretivos do solo)?

2.23 Com quem aprendeu a trabalhar com agrotoxicos?

() Empregador ( ) Extensionista ( ) Outro agricultor ( ) Familiar
() Outros

Especificar:
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2.24 Recebe assisténcia técnica ou treinamento antes, durante e apds a utilizagdo de
agrotoxicos?

() Nao recebe () Extensionista () Cooperativa ( ) Técnico de revenda ( ) Outro agricultor

() Empregador

() Outros

Especificar:

2.25 a) Ja ouviu falar de periodo de caréncia?

(OSON

b) Se SIM, onde obtém informagdes sobre periodo de caréncia?
() Rotulo do produto () Fornecida pelo técnico

() Outros

Especificar:

2.26 Qual a cor da faixa do rétulo que indica maior perigo do(s) agrotoxico(s)?
() Nao sabe () Azul () Amarelo () Vermelho () Verde

2.27 a) Sente ou ja sentiu algum mal-estar durante ou ap6s a aplicagao do(s) agrotoxico(s)?
() Sim () Nao

b) Se SIM, qual(is) tipo(s):

() nauseas () dor de cabeca () vomito ( ) insonia ou sono perturbado () apatia ( ) depressao
() falhas da memoria () dificuldade de raciocinio e concentracao

() Outros — Especificar:

¢) Faz quanto tempo?

2.28 Precisou ser hospitalizado?

(OSON

a) Qual produto utilizava?

b) Qual atividade exercia?
() preparo da calda (') aplicacdo () retorno a cultura
() outra. Especificar:

2.29 a) Precisou ficar afastado da atividade na lavoura?

()OSON

b) Se SIM, por quanto tempo?

c)—Houve registro? () S() N
d) Se SIM, onde foi efetuado o registro?

2.30 Quais as doengas mais comuns na sua familia e/ou na comunidade?

2.31 J& ouviu falar de experiéncias com produgao |2.32 H4 interesse em experimentar?
organica? ()S()N
OSON
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2.33 a) Ja ouviu falar de produtos ou métodos naturais para combater as pragas e doengas de
plantas?

(OSON

b) Se SIM, quais?




139

APENDICE B

DETALHES SOBRE A ESPECIE DO ORGANISMO-TESTE, SUA MANUTENCAO
EM LABORATORIO E A CONDUCAO DOS TESTES DE TOXICIDADE

1. EISENIA FETIDA E EISENIA ANDREI

Historicamente, FEisenia fetida (Savigny, 1826) e Eisenia andrei (Bouche, 1972) eram
tidas como uma unica espécie devido a terem aparéncia e requerimentos ecologicos
semelhantes, além de estarem frequentemente associadas. Apds sugestdoes de classificagao
como duas ragas fisiologicas ou subespécies, métodos bioquimicos revelaram ser espécies
distintas, além do fato de o cruzamento entre ambas nao resultaram em descendentes viaveis
(DOMINGUES; VELANDO; FEREIRO, 2005; JANSCH; AMORIM; ROMBKE, 2005).

Embora se assemelhem morfologicamente, as duas espécies possuem caracteres
externos diferentes: E. fetida apresenta listras evidentes ao longo do corpo e despigmentacao
na area em volta dos segmentos, mostrando-se amarela ou palida, enquanto Eisenia andrei é
uniformemente avermelhada, com listras pouco aparentes (Figura ApB.1). O comportamento
das duas espécies também se difere: a espécie Eisenia fetida se desloca com mais velocidade a
procura de um refugio quando ¢ retirada do substrato onde se encontra, possivelmente devido
a maior aversdo a luz (GUIMARAES, 2006).

Considerando ensaios ecotoxicoldgicos, esta diferenciacdo € importante, uma vez que
os efeitos dos contaminantes sobre cada espécie podem ser diferentes (DOMINGUEZ;

VELANDO; FERREIRO, 2005)
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Figura ApB.1 a) FEisenia fetida (acima) e FEisenia andrei (abaixo); b) Eisenia fetida
(esquerda) e Eisenia andrei (direita). Fotos: Maria Edna T. Nunes.

2. MANUTENCAO DOS ORGANISMOS EM LABORATORIO

Com relagdo ao substrato, os protocolos OECD (1984, 2004), ISO (1993; 1998; 2008)
indicam uma mistura com 50% de esterco animal (bovino ou eqiiino) e 50% de turfa. A
CETESB (1990) recomenda partes iguais de esterco fresco de cavalo e terra vegetal. A ABNT
(2007) sugere a utilizagdo de 50% de esterco de cavalo ou bovino com 50% de outro material
(turfa, ou esfagno, ou p6d de fibra de coco). J& GARCIA (2004) sugere uma mistura (70:30
v/v) de esterco bovino e Solo Artificial Tropical, constituido de 10% de fibra de coco, 20% de

caolim e 70% de areia.
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No laboratério do Nucleo de Estudos em Ecossistemas Aquaticos
(NEEA/CRHEA/SHS/EESC/USP) verificou-se que os organismos se desenvolvem e
reproduzem bem em um substrato constituido de fibra de coco e esterco bovino seco (50:50
v/v). Assim, este foi adotado para a manutencdo das culturas, que foi feita em caixas de
material plastico resistente, com capacidade para 1000g do substrato seco (500g de esterco bovino
seco + 500g de fibra de coco), acrescido de quantidade suficiente de agua destilada. De acordo
com os protocolos citados anteriormente, essa verificagdo da umidade do substrato pode ser
apenas visual, ndo devendo o mesmo estar demasiadamente seco, nem umido a ponto de
escorrer liquido quando uma quantidade de substrato ¢ pressionada na mao. Em cada caixa de
cultivo foram colocadas cerca de 100 minhocas adultas (pesando individualmente de 400 mg a
600 mg). A cada dois a trés meses o substrato foi totalmente substituido, passando-se os
organismos para caixas com substrato novo.

As espécies Eisenia fetida e Eisenia andrei preferem pH neutro a ligeiramente acido
(JANSCH; AMORIM; ROMBKE, 2005). A fim de ajustar o pH do substrato para 6,5 a 7,0,
ideal para o desenvolvimento dos organismos, quantidades suficientes de CaCO; foram
adicionadas ao mesmo. Para tanto, foram retiradas amostras de 10g do substrato, secas ao ar, a
temperatura ambiente, por pelo menos 12 horas, as quais eram adicionadas quantidades
conhecidas de CaCOj; (por exemplo, 0,01; 0,02; e 0,03 g). Apds, eram adicionados 25 mL de
uma solucdo em agua de 1mol/L de KCI. As suspensdes eram, entdo, agitadas por 5 minutos e
deixadas descansar por pelo menos 2 horas. O pH foi medido com auxilio de um
potenciometro Micronal B374. Verificava-se, assim, a quantidade de CaCOs necessaria para
que o pH da amostra ficasse entre 6,5 ¢ 7,0, posteriormente extrapolando-se para a quantidade
total de substrato utilizada nas caixas de cultivo.

Semanalmente era verificada a umidade do substrato, adicionando-se dgua destilada

em quantidade suficiente, quando necessario, sendo esta verificacdo apenas visual, conforme
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descrito anteriormente. A alimentagao das minhocas foi suplementada com fornecimento
quinzenal de flocos de aveia, previamente cozidos em agua destilada, colocando-se uma
colher de sopa cheia deste alimento, preparado na proporc¢ao de 3-4 colheres de sopa de flocos
para 100 ml de 4gua, em cada caixa de cultivo.
Com relacdo a temperatura, os protocolos citados indicam que as culturas sejam mantidas
a 20 + 2°C e esta foi adotada no NEEA. As culturas ficaram sob regime de 12 horas de luz e 12
horas de escuro, com uma intensidade de luz de 400-800 lux.
A Figura ApB.2 apresenta detalhe das minhocas no substrato de cultivo utilizado

neste estudo.

Figura ApB.2 Detalhes da manuten¢do de minhocas de Eisenia andrei no laboratorio do
NEEA/CRHEA/SHS/EESC/USP. Fotos: Maria Edna T. Nunes.

3. CONDUCAO DOS TESTES DE TOXICIDADE AGUDA, CRONICA E DE
REJEICAO

A principal altera¢do incorporada no presente estudo, em relagdo aos testes de

toxicidade aguda, cronica e de rejeicdo como recomendado pelos protocolos citados refere-se
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a temperatura em que os mesmos foram conduzidos. Os protocolos internacionais (OECD e
ISO), da CETESB e da ABNT indicam que os testes sejam conduzidos a 20 + 2°C. Garcia (2004)
sugeriu a temperatura de 28 + 2°C para testes em condigdes tropicais, sendo que esta temperatura
foi definida para as condi¢des da regido amazonica.

No presente estudo utilizou-se a temperatura de 25 + 2°C, considerada mais
condizente com as condi¢des do sudeste do Brasil, com base em informagdes de Ghini
(comunicagdo pessoal)’ e em dados de temperatura do solo disponiveis no site do Centro de
Previsdo do Tempo e Estudos Climaticos — CPTEC.® As temperaturas do laboratorio em que

os testes foram conduzidos foram monitoradas com o sensor Escort-Mini Logger.

As Figuras ApB.3, ApB e ApBS5 apresentam aspectos da condugao dos testes.

Figura ApB.3 Aspectos dos testes agudos e cronicos com Eisenia andrei: a esquerda,
colocacdo das minhocas nos potes com o solo-teste; ao centro, potes dispostos
nas prateleiras durante o periodo de condugdo dos testes; a direita, detalhe da
suplementagdo alimentar com esterco, nos testes cronicos. Fotos: Maria Edna
T. Nunes.

°. Raquel Ghini é pesquisadora da Embrapa Meio Ambiente e forneceu dados sobre temperatura do solo na
regido de Campinas.

6 Dados de temperatura do solo em diferentes plataformas de coletas de dados (PCDs) foram obtidos em
http://satelite.cptec.inpe.br/PCD/historico/consulta_pcda.jsp.
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Figura ApB.4 Aspectos do aparato para extragao de juvenis, aos 56 dias, nos testes cronicos.
Fotos: Maria Edna T. Nunes.

B\ .-/ f

Figura ApB.5 Aspectos da montagem e condugdo dos testes de rejeigdo: a esquerda,
pesagem e colocacdo dos solos em cada um dos lados do recipiente; ao
centro: colocagdo dos organismos na linha divisoria entre os solos; a direita,
disposi¢do dos recipientes durante a condugao do teste. Fotos: Maria Edna T.
Nunes.
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APENDICE C

DETERMINACAO DA CAPACIDADE MAXIMA DE RETENCAO DE AGUA
E AJUSTE DA UMIDADE DOS SOLOS-TESTE

Para determinagdo da capacidade de retengdao de dgua (MONTEIRO; FRIGHETTO,
2000), foram pesados em balanga analitica, em duplicata, 20 g de substrato, colocando-se
sobre papel de filtro acondicionado em um funil e montado sobre um frasco coletor
previamente pesado. Aos poucos, foram adicionados 100g de dgua destilada (pesada em
balanca analitica). Todo o aparato foi coberto com um filme plastico ou papel aluminio, para
evitar a evaporagdo, e deixado descansar por uma noite. Apds esse periodo, alguns
procedimentos foram feitos, como uma pequena batida na haste do funil, para liberar as
ultimas gotas de dgua que pudessem estar presas nela. Posteriormente, novamente o frasco
coletor foi pesado em balanca analitica. Para os controles, também em duplicata, o
procedimento foi o mesmo, porém sem colocar substrato sobre o papel de filtro. O calculo da

capacidade maxima de retencao de agua foi feito de acordo com a formula:

capacidade maxima de retencao de agua (%) = [(100 — Wp) + Wi]/Dwtx 100 (1)
em que:
Wp = peso da agua percolada (g)
Wi = conteudo de dgua (g) existente inicialmente na amostra

Dwt = peso seco do solo

A umidade do substrato (SN ou SAT) foi ajustada para 50% de sua capacidade
maxima de retengdo de dgua (CMRA). Para tanto, inicialmente foi feita a determinacdo do

teor de umidade do substrato. Foram pesados 5g do solo, em um recipiente (cadinho) de peso
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conhecido e em balanga analitica. Depois, o conjunto foi levado a estufa, a 105°C, por 24
horas. Apds esse periodo, foi colocado para esfriar em dessecador, pesando-se posteriormente
o recipiente com o solo seco. A umidade, dada em porcentagem de massa do substrato, foi

calculada pela férmula:

U (%) =[(W2 - W3)/(W3-W1)]/100 ()
em que:
U (%) = porcentagem de umidade
W1 = peso do recipiente
W2 = peso do recipiente + substrato

W3 = peso do recipiente + substrato seco.

Depois de determinada a umidade inicial dos substratos, a mesma foi ajustada para
50% da CMRA, de acordo com os protocolos ISO 11268-1 (1993), ISO 11268-2 (1998), ISO
17512-1 (2007) e OECD 222 (2004), que recomendam ajuste para 40% a 60% da CMRA. O
ajuste de umidade foi realizado no momento de montagem dos ensaios de toxicidade. No caso
do SN pulverizado com Vertimec® 18 EC em campo, adicionou-se agua destilada na
quantidade necessaria, em porcentagem do peso seco do solo. Para os ensaios com SAT ¢ o
ensaio com fauna de solo, em que produto foi incorporado aos substratos no momento da
montagem dos testes, o volume de agua destilada utilizado para preparar a solu¢do do
agrotoxico correspondeu ao necessario para ajustar o teor de umidade do substrato.

A Figura ApC.1 apresenta aspectos da metodologia para determinacdo da capacidade

maxima de retencao de agua.
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Figura ApC.1 Detalhes do aparato para determinagdo da capacidade de retencdo de dgua das
amostras de solos. Fotos: Maria Edna T. Nunes/Luciana Massukado.



150



151

APENDICE D

DADOS RELATIVOS A REPRODUCAO DE EISENIA ANDREI EM ENSAIOS COM
SOLO NATURAL (SN) PULVERIZADO COM VERTIMEC® 18 EC

Concentrag.ﬁo de . . % em relacao ao
Tratamentos abamectina Numero de juvenis**
(mg/kg de solo)* controle
Controle nd 20,75+2,22 100
2DR 12,5% 0,0020 1,5+2,38 7,23
2DR 25% 0,00376 6,75 +4,03 32,53
2DR 50% 0,00832 5,5+0,57 26,50
2DR 75% 0,00974 3,75+ 3,09 18,07
2DR 100% 0,0207 2,75+ 1,71 13,25
DR 0,0195 3,5+1,73 16,87

* Solo natural (SN) submetido a pulverizacdo com Vertimec” 18 EC, nas dosagens de 0,9L/ha
(DR) e 1,8 L/ha (2DR). Concentracdes detectadas por cromatografia liquida. Limite de
detec¢ao do método = 0,012 mg/kg.

** média + desvio-padrao



