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RESUMO:

Por sua elevada produtividade e contribui¢do na ciclagem de nutrientes e de carbono, o
desempenho funcional exercido pela comunidade de macrofitas aquaticas vem sendo
amplamente relatado, uma vez que influem diretamente na estrutura e no metabolismo dos
ecossistemas limnicos, como lagos e reservatérios. O presente estudo determinou o
crescimento de Ricciocarpus natans em meio contaminado a fim de diagnosticar como
substancias provenientes de atividades antrdpicas (i.e., contaminantes emergentes) afetam a
producdo primaria das macrofitas aquaticas. Nesse sentido, o objetivo desse projeto foi
acompanhar a interferéncia causada no crescimento de R. natans quando expostas a duas
diferentes concentragdes do fungicida Calda Bordalesa. Quando em contato com as diferentes
concentragdes do fungicida, os exemplares de R. natans apresentaram impacto negativo
significativo sobre o crescimento quando comparados ao crescimento dos individuos que
foram mantidos em condi¢des de controle; além de ndo apresentaram reproducao. Os
individuos nos bioensaios contendo Calda Bordalesa apresentaram clorose e, assim, perda da
capacidade de realizar fotossintese. Tanto a largura quanto o comprimento dos individuos de
R. natans apresentaram diferenga significativa entre o tratamento com a calda e o tratamento
controle. Diferentemente do tratamento controle, as macroéfitas dispostas em solugdo com
Calda Bordalesa (2,5 e 5%) estagnaram o crescimento e senesceram, ndo chegando a se
reproduzir. A aplicagdo do modelo logistico apenas foi possivel nos resultados obtidos dos
crescimentos de R. natans nos bioensaios controle, pois houve um crescimento acumulado do
comprimento nesses tratamentos. Os valores obtidos de p (coeficiente de crescimento) foram
0,027 + 0,004 dia!' (controle do teste realizado com 2,5% de Calda Bordalesa) e 0,035 +
0,003 dia! (controle do teste realizado com 5,0% de Calda Bordalesa). Com base nos
resultados encontrados, a presenca do fungicida em contato com as macrofitas aquaticas
apresentou efeito negativo tanto na producdo primaria, quanto na reproducao de R. natans

mantidos nos bioensaios com a Calda Bordalesa.

Palavras-chave: agrotoxico; bioensaios; toxicidade; cinética; crescimento; modelagem

matematica.



ABSTRACT
Due to their high productivity and contribution to nutrients and carbon cycling, the

functional performance by aquatic macrophytes communities has been widely discussed,
since these organisms can directly influence the metabolism of limnic ecosystems, as lakes
and reservoirs. This study determined the primary aquatic production (i.e., the growth of a
floating aquatic macrophyte) to diagnose how substances from human activities (i.e.,
emerging contaminants) can cause aquatic environment contamination and affect aquatic
macrophytes primary aquatic production. Thus, this study followed the interference caused in
Ricciocarpus natans growth (floating species) when exposed to two different concentrations
(2.5 e 5.0%) of a fungicide called Bordeaux mixture. When in contact with different fungicide
concentrations, R. natans presented a significant negative impact on their growth in
comparison with the individuals in the control treatment; besides not being able to reproduce.
The application of the logistic model was only possible in the data obtained from the growth
of R. natans in the control bioassays, as there was an accumulated growth in length in these
treatments. The values obtained for p (growth coefficient) were 0.027 = 0.004 (control of the
test conducted with 2.5% Bordeaux mixture) and 0.035 = 0.003 day' (control of the test
performed with 5.0% Bordeaux mixture).

The individuals in the Bordeaux mixture bioassays showed chlorosis losing their
ability to carry out photosynthesis. The mathematical modeling presented the individuals
accumulated growth in concentrations declined, showing, a negative impact caused by
Bordeaux mixture on the macrophyte. Based on the results found, the contact between this
fungicide and the aquatic macrophyte presented a negative impact both in primary production

and in reproduction.

Keywords: pesticide; bioassays; toxicity; kinetics; growth, mathematical modeling.
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1. INTRODUCAO

Sdo conhecidos como macrofitas aquaticas, os vegetais que embora sejam
originalmente terrestres, passaram por ajustes e modificacdes para colonizar ambientes
aquaticos. Tais adaptagdes permitiram seu crescimento em distintos gradientes nos ambientes
aquaticos. Esses organismos sao classificados de acordo com seu habito em (i) submersas, (ii)
emergentes, (iii) com folhas flutuantes e (iv) flutuantes (RUIZ, 2008). Incluindo macroalgas,
musgos, pteridofitas adaptadas ao meio aqudtico e angiospermas oriundas do ambiente
terrestre, as macrofitas aquaticas compreendem as formas macroscopicas da vegetagao
(BIANCHINI Jr. e CUNHA-SANTINO, 2008).

A funcionalidade exercida pelas macrofitas aquaticas tem enorme importancia no
metabolismo dos ecossistemas aquaticos, uma vez que, colonizam amplamente a zona
litoranea. Dessa forma, toda a produtividade desses organismos ¢ fundamental para o
funcionamento desses sistemas. Dentre os fatores que condicionam a produtividade das
macrofitas aquaticas, i.e., que interferem na produgdo primaria, cita-se a presenca de
substancias toxicas e/ou produtos de origem quimica (ZAGO et al., 2018).

Atualmente, a presenca de novos residuos nos corpos hidricos vem tornando-se
frequente, representando um grande desafio em relacdo a sua gestdo. Conhecidos como
“contaminantes emergentes”, esses poluentes ja4 existem ha bastante tempo; mas, com o
aumento da preocupag¢do com o ambiente, tornaram-se evidentes e de extrema preocupagao
pela comunidade cientifica (MONTAGNER, 2017). Sendo assim, a presenca de agroquimicos
e outros residuos que dao origem aos contaminantes emergentes nas aguas, nascentes, cursos
d’4gua, areas de recarga e até mesmo nos solos ¢ altamente preocupante, na medida em que
ndo sdo retirados das dguas e alteram as dindmicas de produtividade e desenvolvimento dos
ecossistemas aquaticos e consequentemente, afetando a produtividade das macrofitas
aquaticas.

A grande maioria dos poluentes emergentes persiste no ambiente e sdo cumulativos,
alocando-se no solo e nos sedimentos de rios, podendo ser transportada facilmente por longas
distancias (MEYER et al., 1999). Sao oriundos de residuos ou subprodutos derivados de usos
industriais, residuos hospitalares e domésticos mal alocados, como principalmente de residuos
de agrotoxicos (GUIMARAES, 2005). Um agravante em relagdo a esses contaminantes ¢ a
grande quantidade que eles tém sido gerados. O preocupante ¢ que estas substancias tém
como via principal a agua, i.e., apos serem usadas ou ingeridas, sao aduzidas no sistema de
esgoto, passam pelo sistema de tratamento e acabam em diferentes ecossistemas (TORDIN,

2018).



Dentre os compostos emergentes que se deslocam pela agua, estdo os fungicidas e
agroquimicos que agem principalmente sobre fungos e bactérias que atacam plantas em
pequena e larga escala de acdo (MOTTA, 2008). Entre os mais comuns, estdo os fungicidas
cupricos, um dos mais antigos agroquimicos em uso nesse setor. Embora exista a
recomendacao da pulverizagao sobre as folhas e frutos que adoecem de fungos e bactérias, a
aplicacdo de fungicidas cupricos provocam, em diferentes escalas, fitoxicidade i.e., reagdo
que o quimico provoca na planta, alterando seu desenvolvimento tanto nas folhas como nos
frutos (REZENDE et al., 2008). Assim, classifica-se a Calda Bordalesa, fungicida de facil

fabricagdo e ampla aplicagdo nos cultivos tradicionais e, principalmente, nos organicos.

2. OBJETIVOS
O objetivo desse projeto foi compreender, por meio de modelagem matematica, as
interferéncias causadas na produgdo primaria e na reproducao de Ricciocarpus natans quando

expostas a duas diferentes concentra¢des do fungicida Calda Bordalesa.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os servicos ecossistémicos da comunidade de macrofitas aquaticas tém sido
amplamente divulgados na literatura cientifica, ressaltando principalmente a sua elevada
produtividade e a contribui¢cdo na ciclagem de nutrientes nesse ecossistema (POTT e POTT,
2000). As macrofitas também sdo biodindicadoras da qualidade da &gua, apresentando
capacidade de absorver cargas excessivas de nutrientes e metais (BIANCHINI Jr. e CUNHA-
SANTINO, 2008). Sao organismos de grande importincia ecoldgica dentro de um
ecossistema aqudtico, uma vez que contribuem para a manuten¢do das cadeias troficas,
participando de diversos processos fisicos, quimicos e biologicos do sistema (BIANCHINI Jr.
et al., 2010).

Esses vegetais que se caracterizam por apresentar grande produtividade, evidenciando
que a producdo primaria ¢ um importante processo na dindmica de energia e de matéria
organica dos ecossistemas aquaticos, sendo que esse processo exibe uma grande variacao
interespecifica (BIANCHINI Jr. e CUNHA-SANTINO, 2008). A distribuicdo das macrofitas
e a produtividade dependem das caracteristicas fisicas e quimicas da dagua e do
sedimento/substancias presentes na agua (WETZEL, 2001), sendo que qualquer interferéncia
ou transtorno dentro desses ecossistemas pode vir a afetar esse processo. Por exemplo, pode-
se determinar a produtividade das macrofitas para acompanhar como nutrientes provenientes
de atividades antropicas causam eutrofizagdo, ou mesmo como a presenga de um

contaminante pode alterar esse processo (BIANCHINI Jr., 2003).



A preocupagdo crescente com o aumento expressivo de contaminagdo ambiental vem
tornando-se cada vez mais o foco de inimeras observacdes e estudos. A presenca de
substancias toxicas ao meio, introduzidas e reintroduzidas diariamente por fontes pontuais,
como as oriundas de processos industriais, € as difusas, provenientes majoritariamente do
setor agropecuario, tem impactado diretamente as esferas do meio ambiente, principalmente a
hidrosfera, meio onde através do déficit de saneamento bdésico, esgotos clandestinos e
principalmente através da percolacdo e lixiviacao do solo, apresenta grande contaminagdo por
esses toxicos (CETESB, 2018). Dentre esses elementos contaminantes toxicos, estdo os
contaminantes emergentes, como farmacos, cafeina, hormonios, residuos industriais, além de
defensivos agricolas. Esses compostos apresentam grandes riscos, devido entre outros, a
presenca de metais em sua composi¢do. Uma vez que na natureza sdo persistentes, apresentam
em sua maioria, toxicidade nociva e bioacumulagao nos seres (SANKHLA et al., 2016).

A grande introdugdo e realocacdo de metais em diversos compartimentos ambientais,
decorrente de atividades humanas, principalmente na hidrosfera, compromete de maneira
severa a capacidade autodepuradora dos ecossistemas aquaticos, com grandes impactos
potenciais (BARRETO, 2011). Consequéncia do Antropoceno, era em que o homem se
tornou o influenciador de forgas sobre a Terra, os corpos hidricos estdo sendo contaminados
por uma grande quantidade de novos compostos (REYNOL, 2010). Essas contaminagdes
ocorrem em quantidades e propor¢des diversas e parte dos seus efeitos sdo ainda
desconhecidos para os ecossistemas aquaticos e para os usos multiplos, como o abastecimento
publico. Conhecidos como contaminantes emergentes, sua denominagdo faz referéncia aos
produtos toxicos que ndo sdo removidos e/ou eliminados pelos processos tradicionais de
tratamento de dgua e esgoto. Dessa forma, o sistema de 4gua doce mundial vem apresentando
significativo aumento de contaminagdo por diversos compostos quimicos, principalmente
decorrentes da aplicacao de quimicos agricolas que chegam até os corpos hidricos e degradam
severamente os ecossistemas (SAMPAIO et al., 2013).

Oriundos de residuos ou subprodutos derivados de usos industriais, residuos
hospitalares e domésticos e residuos de agrotoxicos (GUIMARAES, 2005), os contaminantes
emergentes sao hormonios endogenos, hormonios sintéticos, anticoncepcionais, farmacos de
diversas composi¢des, cafeina, sucralose, nanomateriais, fungicidas, bactericidas, inseticidas,
algicidas, herbicidas, produtos de limpeza e de higiene pessoal, protetores solares, produtos de
cloracdo e ozonizagdo de dguas, entre outros, totalizando mais de mil compostos (TORDIN,
2018). Vale ressaltar que essas substancias também podem ser de origem natural, como
toxinas de algas (RAIMUNDO, 2011); porém, estdo presentes no ambiente em menor

quantidade em relagdo as de origem antrdpica.



Em seus estudos, Montagner (2017) mostrou que a persisténcia e a bioacumulagdo sao
fatores alarmantes para esse tipo de composto, uma vez que sdo resistentes a degradacao
fotoquimica e persistentes no ambiente mesmo apds os devidos tratamentos. Para os
ecossistemas, ¢ um risco enorme ¢ eminente (GAFFNEY et al., 2014), representando um
grande problema para a reproducdo e desenvolvimento dos organismos, afetando, por
exemplo, a produtividade primaria dos ecossistemas aquaticos. Dessa forma, o fungicida,
composto classificado como emergente, ainda ¢ um desafio para pesquisadores e afins, visto
que embora, ja existam designacdes, definicdes e identificagdes de varias substincias que
estdo nesse englobado chamado de emergentes, o surgimento didrio de novos compostos
sintetizados € inevitavel assim, aumentando a lista e as contaminagdes. Embora tenham
grandes evidéncias de toxicidade, a dificuldade da delimitacdo desses contaminantes e da
compreensdo de como afetam os processos ecologicos no ambiente, € quais consequéncias
acarretam, tanto para o homem como para todos os organismos atingidos, ainda € escassa, o
que dificulta a identificagdo do quanto sdo perigosos para o ambiente.

O uso e ocupagdo do solo e o setor econdmico mais influente regionalmente, apresenta
forte ligacdo com os tipos de contaminantes nas dguas superficiais, nesse sentido, locais com
um setor industrial mais aquecido tendem a ter substancias relacionadas aos rejeitos da
industria, enquanto regides mais agricolas, a presenga de pesticidas ¢ predominante na
contaminagdo das aguas. Corroborando com isso, Montagner et al. (2017), traz que a grande
maioria dos estudos de contaminacao superficial tem como tematica os pesticidas, uma vez
que a relagcdo de contaminagdo versus pesticidas, vem muito antes das discussoes recentes de
contaminantes emergentes e seus impactos negativos. Tais estudos ultrapassam as barreiras da
contaminagdo da agua, relacionando-se, também, a exposicdo de outros elementos e seres
vivos a determinado nivel de contaminantes. Ambientalmente, as aguas sao mais suscetiveis a
contaminagdo, principalmente de forma indireta e clandestina, justificando a crescente
preocupagdo com esse tema, ja que segundo estudos atuais, o Brasil é o pais que mais
consome agrotdxicos no mundo todo, inclusive, com uso de alguns quimicos proibidos no
mundo todo (RIGOTTO et al. 2014).

Em periodos de alta nas atividades agricolas, o uso indiscriminado ¢ em larga escala
de defensivos agricolas - residuos da agricultura e seus quimicos - torna-se rotina, sendo umas
das principais fontes de poluicdo nas dguas dentro do continente, independentemente se
utilizado na agricultura convencional ou da organica (SAMPAIO et al., 2013). Presentes nas
composi¢des de quimicos e defensivos agricolas, os metais quando apresentam concentragdes
altas mostram-se extremamente nocivos, acarretando casos significativos de impactos

fisiologicos, metabdlicos e, inclusive, estruturais nos organismos que mantém contato, até
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mesmo 0s metais que sao nutrientes para o desenvolvimento dos organismos. Essa afirmagao
¢ exemplificada pelo cobre, onde mesmo sendo um elemento essencial para o
desenvolvimento de organismos, em concentragdes elevadas, que variam segundo a espécie,
apresenta potencial perigo para as comunidades aquaticas (SAMPAIO, 2013).

Os metais, comumente encontrados nas formulagdes dos agroquimicos, como ¢ o caso
do cobre, em elevadas concentragdes no meio, tem efeito cumulativo, impactando de forma
negativa as fungoes fisiologicas e metabolicas dos organismos em contato (GIMENES, 2020).
As concentracdes dessas substdncias como os metais dissolvidos nas aguas, podem afetar
tanto a comunidade aqudtica e seu metabolismo, bem como causar danos a saude da
populagio e dos animais que fazem uso desses recursos (MARQUES e AMERICO-
PINHEIRO, 2018). Todavia, os metais, como o cobre, também sdo considerados essenciais
para o desenvolvimento sadio das plantas quando em baixas concentragdes, sendo
fundamental para os processos biologicos e metabolicos (BIZZO-CABRAL, 2020).

Presente em inumeras formulagdes de defensivos agricolas, como fertilizantes,
pesticidas e fungicidas, como a Calda Bordalesa, o cobre quando em baixas concentragdes ¢é
considerado um micronutriente essencial a vida de animais, plantas e do proprio homem.
Todavia, quando apresenta altas concentragdes, o mesmo metal age de forma prejudicial nos
organismos que estdo em contato com esse meio, apresentando efeitos toxicoldgicos
significativos. Devido a essa toxicidade significativa existem legislagdes que determinam a
concentracdo maxima deste metal em aguas, necessitando de um controle mais rigido, uma
vez que ¢ considerado um contaminante prioritario, devido suas agdes aos organismos
(BIZZO-CABRAL, 2020).

A Calda Bordalesa ¢ um defensivo agricola utilizado em cultivos, predominantemente
organicos, devido a sua eficiéncia no controle de varias doencas causadas por fungos em
diversas culturas, além de apresentar efeito repelente sobre alguns insetos. Em busca de
agentes de tratamento que apresentem um menor impacto, a calda tem o uso permitido na
agricultura organica uma vez que os seus componentes sdo considerados pouco toxicos as
plantas (MOTTA, 2008) e, muito embora exista a preocupagdao da bioacumulagdo do cobre
nas plantas, o que ¢ preocupante e extremamente negativo € nocivo, onde os individuos
podem apresentar impactos negativos como clorose, necrose, descoloracdo das folhas e
inibi¢do do crescimento radicular (PERUCH, 2008). Toda e qualquer interferéncia de
compostos utilizados nas areas adjacentes aos habitats das macrofitas, pode vir a afetar os
mecanismos de vida e reproducao desses organismos.

Os contaminantes emergentes, como os fungicidas, estdo amplamente distribuidos, e

assim sendo, compreender a sua atuacdo perante esses organismos e sua produtividade ¢ de
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suma importancia (ZAGO et al., 2018). Comumente, nos estudos que visam compreender o
comportamento e principalmente o efeito de quimicos nas comunidades aquaticas, a
observagdo ocorre com componentes isolados (SAMPAIO, 2013). Com base no exposto, a
hipotese a ser testada € que a presenca da Calda Bordalesa, quimico que contém o cobre em
sua formulagdo, ird interferir no crescimento e na reproducdo da macrofita Ricciocarpus

natans, alterando negativamente a produc¢ao primaria.

4. METODOLOGIA

4.1. LOCAL DE COLETA

Exemplares da macroéfita aquatica Ricciocarpus natans (L.) Corda (Marchantiales,
Hepaticopsida) foram coletados em um jardim de cultivo localizado no Departamento de
Botanica da Universidade Federal de Sao Carlos, campus Sdo Carlos. Foram coletados
individuos saudaveis de R. natans e em laboratorio, selecionando individuos de mesmo
estagio de desenvolvimento (i.e., de tamanhos semelhantes). Na sequéncia, os exemplares
foram lavados cuidadosamente com agua da torneira e agua destilada para remog¢ao de
particulas aderidas.

As amostras de dgua utilizadas nos bioensaios foram coletadas no Reservatorio do
Monjolinho (Figura 1), na por¢ao represada dentro do campus da Universidade Federal de
Sao Carlos, antes da abertura das comportas de represamento (23S 202.402 UTM 7.565.926).
Esse ambiente fica localizado na regido Centro-Norte do estado de Sdo Paulo, no municipio
de Sao Carlos, que estd inserido em duas bacias, a Bacia do Mogi-Guacu e do Tieté-Jacaré;

compondo a 13* Bacia Hidrografica denominada Tieté-Jacaré (SOUZA, 2011).



Figura 1: Local de Coleta de Agua, por¢io represada do Rio Monjolinho (Foto: Caroline
Zago).

4.2. DESCRICAO DA ESPECIE UTILIZADA

A Ricciocarpus natans (Figura 2) ¢ uma macroéfita aquatica de distribuicao global,
encontrada em regides tropicais e temperadas, sendo considerada cosmopolita (YANO, 2012).
De habito flutuante e podendo atingir até¢ 2,5 cm de comprimento em individuos saudéveis,
demonstra um metabolismo ativo ao longo do ano. Apresenta reprodugdo vegetativa pela
bifurcagdo do apice em crescimento (RIAL et al., 1998) e por esporos (POTT e POTT, 2000).
O gametofito ¢ dorsoventralmente achatado e tem a parte apical dicotomicamente lobulada
em forma de leque, com ranhuras em forma de forquilha e bordas caneladas ou recortadas.

O lado superior ¢ levemente granuloso e dspero, com nUMErosos poros que permitem
as trocas gasosas, enquanto o lado inferior apresenta muitos rizoides com fun¢ao de absorgao
(RUIZ, 2008). Através de sua superficie apresenta absor¢ao continua dos elementos contidos
na dgua e uma competéncia de reagir de forma répida as mudangas na qualidade da agua,
embora tenha uma ampla tolerancia ao espectro de contaminantes e/ou metais.

Pela sua tolerancia e rapida resposta as mudangas no ambiente R. natans ¢ considerado
um excelente bioindicador (ZECHMEISTER et al.,, 2003), além de ser indicada para
bioensaios, ja que apresenta grande habilidade de absor¢ao de qualquer possivel contaminante
presente na dgua residente, onde, através de sua anatomia favoravel, faz com que seus tecidos
fiquem exposto por um maior tempo aos componentes presente na agua, onde toda a

superficie plantar consegue absorver os elementos (SAMECKA-CYMERMAN et al., 2002).



Figura 2: Exemplar de Ricciocarpus natans (Foto: Caroline Zago).

4.3. DESCRICAO DO FUNGICIDA

A Calda Bordalesa ou Calda de Bordeaux (Figura 3) surgiu na Franga, com o intuito
de controlar o mildio em videira. Considerado um defensivo agricola, vem sendo amplamente
utilizado, mostrando sua eficiéncia em controlar varias doencas causadas por fungos como a
ferrugem e a podriddoes em diversas culturas, contra bacterioses e efeito repelente contra
alguns insetos. Constituida por 6xido de célcio (cal virgem) e sulfato de cobre, ¢ permitida
sua utilizacdo nos cultivos organicos uma vez que seus componentes sdo considerados pouco
toxicos e contribuem para o equilibrio nutricional das plantas. Embora no comércio haja o

produto pronto, sua producgdo caseira € corriqueira, eficiente e economica (MOTTA, 2008).
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Figura 3: Fungicida Calda Bordalesa (Foto: Caroline Zago).

4.4. MATERIAIS UTILIZADOS

° Béquer de vidro borosilicato (volume = 250 ml)

° Béquer de vidro borosilicato (volume = 1000 ml)

° Biomassa fresca de macrofitas (individuos): n = 10 para cada tratamento
° Amostra de 4gua do mesmo local de coleta das macrofitas

° Paquimetro (marca Western)

° Pinga

° Placa de Petri

o Oxido de Calcio
° Sulfato de Cobre
) Filtro poroso de algodao

° Bastdo de Vidro

° Papel de filtro absorvente
° Luvas de latex
° Camara de germinacao (marca ColdLab, modelo CL 286)

° Agua coletada do reservatdrio do Monjolinho



4.5. DESENVOLVIMENTO TEORICO E EXPERIMENTAL

Para o desenvolvimento teérico desse estudo foi adotada uma metodologia de
desenvolvimento descritiva e bibliografica, com pesquisa pela literatura existente acerca do
processo de produtividade das macrofitas, das especificacdes da espécie escolhida, bem como,
de forma generalizada, como reagem ao contato com substincias emergentes e/ou com a
presenca do cobre.

Para a pesquisa bibliografica, as palavras-chaves utilizadas foram ‘“Macrofitas
Aquaticas”, “Produtividade”, ‘“Produgdo Primaria”, “Contaminantes Emergentes”, “Calda
Bordalesa”, “Ricciocarpus natans” nos peridodicos online, bem como nas bases de dados
como Scielo, Scopus, Web of Science e em livros disponiveis na Biblioteca Comunitaria da
UFSCar. A mesma ocorreu durante todo o desenvolvimento deste estudo. Apds as pesquisas
bibliograficas prévias, realizou-se a montagem dos bioensaios em 2 concentragdes diferentes
de Calda Bordalesa (5,0% v/v e 2,5% v/v) e bioensaios de controle (sem adi¢do da Calda
Bordalesa) que foi montado apenas com a agua do reservatério do Monjolinho.

A formulacdo da Calda Bordalesa ocorreu 24 horas antes do uso nos bioensaios.
Comecando pela dissolug@o do sulfato de cobre (10 mg = 3,98 mg de Cu) em 500 ml de dgua
destilada; colocado em um pano poroso de algoddo e amarrado, formando uma trouxa. Essa
solugdo foi deixada em repouso por 24 horas. Passado o tempo necessario, em outro béquer
de 1000 ml, foram inseridos 10 mg do 6xido de calcio em 100 ml de 4gua. Posterior,
adicionou-se mais 400 ml de agua destilada a essa mistura. Apds as duas solugdes estarem
dissolvidas, as mesmas foram homogeneizadas. Dessa solu¢do foram realizadas as dilui¢des
(v/v) de 5,0% e 2,5% na montagem dos bioensaios de crescimento.

Para cada tratamento proposto (i.e., diferentes concentracdes de Calda Bordalesa) e o
controle, os bioensaios foram preparados em duas réplicas. Em cada béquer (250 ml) foram
adicionados dez exemplares de macrofitas no meio aquoso a ser testado: (i) controle: apenas
dgua do ambiente e (ii) distintas concentragdes de contaminantes emergentes, nesse caso o
fungicida organico Calda Bordalesa, sendo 5,0% e 2,5%. Os béqueres foram incubados em
camara de germinac¢do em condig¢des controladas (25°C e RFA = 47,25 mol m? s™') com um
regime de luz de 12/12 h (claro e escuro).

Os bioensaios foram acompanhados por 8 semanas, sendo que semanalmente cada
individuo (n = 10 em cada réplica) foi medido (largura e comprimento) com o auxilio de
paquimetro. Concomitantemente a esse procedimento, ocorreu uma analise visual dos

individuos de R. natans, além de serem contabilizados.
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4.6. ANALISE DOS DADOS

A variagao temporal dos comprimentos acumulados de R. natans foi ajustada ao
modelo logistico (Equagdo 1). O tempo de duplicacdo (td) da espécie foi calculado pela
Equacao 2. Os parametros cinéticos foram obtidos por regressdes ndo lineares de acordo com

o algoritmo iterativo de Levenberg—Marquardt (PRESS et al., 1993):

dN N ~
— = HuX (] _E) (Equagdo 1)

em que: N = comprimento (¢cm) denominado nesse estudo como rendimento; p = coeficiente
de crescimento (dia'); K = valor maximo do comprimento (produgio) de R. natans no

bioensaio e t = tempo (dia).
td = e (Equacao 2)

em que: td = tempo de duplicagdo.

Apos a execugdo do procedimento experimental, os resultados obtidos (comprimento e
largura) foram tabelados conforme a concentracao exposta e o controle e essas métricas foram
acumuladas em funcdo do tempo de exposi¢do. A andlise dos resultados foi realizada a fim de
identificar se houve ou ndo influéncia das concentragoes de Calda Bordalesa sobre o
crescimento e reprodugdo da R. natans. Para isso, realizou-se um teste de normalidade, para
saber se houve distribuicdo normal com os resultados, seguido por um teste ANOVA de
medidas repetidas, com o intuito de verificar se houve diferenga significativa entre os
tratamentos, considerando p < 0,05. As tabulacdes foram feitas no Programa Excel, e as

analises estatisticas no The R Project for Statistical Computing.

5. RESULTADOS

As exposi¢des da R. natans em meio contaminado acarretou uma série de alteragdes
quando comparadas ao bioensaio de controle. Foi possivel notar (Figura 4), ao final do
experimento, que os individuos apresentaram um aspecto visual distinto aos dos individuos
cultivados no bioensaio controle. Notou-se a senescéncia dos individuos cultivados em ambas
as concentragdes de Calda Bordalesa.
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Figura 4: Comparag¢ao visual entre R. natans no bioensaio controle e R. natans em meio
contaminado v/v 5% (Foto: Caroline Zago)

Durante todo experimento, em ambas as concentracdes do fungicida, o efeito negativo
sobre o crescimento de R. natans apresentou o mesmo padrao. Os individuos de Ricciocarpus
natans dispostos nas condi¢des adequadas de cultivo (controle), apresentam-se sem clorose
com a existéncia e desenvolvimento de rizomas bem definidos. Em relagdo ao crescimento
dos individuos, a andlise entre os individuos expostos ao contaminante em comparacdo aos
individuos nos bioensaios controles, percebeu-se uma diferenga visual em um primeiro
momento, onde as macrofitas dispostas nas diferentes concentragdes tiveram seus
crescimentos menores do que em relagdo ao controle, como pode ser observado nas Figuras 5

e 6.

Figura 5: Ricciocarpus natans no final do experimento em contato com Calda Bordalesa a
esquerda e Ricciocarpus natans no final do experimento do controle a direita (Foto: Caroline
Zago).
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Figura 6: Exemplares de R. natans em processo de clorose durante o experimento (Foto:
Caroline Zago).

Semanalmente, durante as medigdes, apresentavam crescimento tanto na largura
quanto no comprimento e, muitos individuos se reproduziram, corroborando com a analise
visual. Na Figura 7 tém-se os resultados de largura e comprimento (em %) de Ricciocarpus
natans em funcdo da concentracdo de Calda Bordalesa, apds 8 semanas. A largura de R.
natans quando em meio 2,5% foi 21% da condicdo controle, enquanto na concentracdo de
5,0%, essa percentagem foi o equivalente a 15%, tendo também o indicativo de diminui¢ao de

comprimento quando em contato com a Calda Bordalesa.
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FIGURA 7: Largura e comprimento (em %) de Ricciocarpus natans em funcdo da
concentracdo de Calda Bordalesa: LB (largura de R. natans na condi¢do controle), LC
(largura de R. natans na condicdo do contaminante em 2,5 e 5,0%), CB (comprimento de R.

natans na condi¢do controle) e CC (comprimento de R. natans na condicdo do contaminante
em 2,5 ¢ 5,0%).
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A andlise estatistica mostrou que a variavel largura apresentou uma diferenca
significativa (p = 0,002) entre o tratamento com a calda e o tratamento controle, em ambas as
concentragdes de Calda Bordalesa. De mesma forma, a varidvel comprimento do tratamento
controle foi significativamente diferente do comprimento do tratamento com Calda Bordalesa
(p = 0,004). Nas Tabelas 1 e 2 estdo apresentados os nimeros de individuos de R. natans no
inicio e no final do experimento, tanto no controle como nas duas concentra¢des de Calda
Bordalesa.

Conforme pode ser observado, os individuos que ndo estavam em contato com o
contaminante obtiveram um desenvolvimento evidente, sendo que em 8 semanas conseguiram
crescer e se reproduzir. No entanto as macroéfitas dispostas em solucdo com Calda Bordalesa
estagnaram o crescimento, ndo chegando a reprodu¢do, evidenciando que a Calda Bordalesa

exerce uma influéncia significativa na reprodugdo da R. natans (Tabela 3).

TABELA 1: Numero de individuos de R. natans no inicio e final do experimento dispostos
nos controles.

Concentragao (v/v)

NP° inicial de individuos

N° final de individuos

2,5

20

36

5,0

20

46

Concentragao (v/v)

NP° inicial de individuos

N° final de individuos

2,5

20

20

5,0

20

18

TABELA 2: Numero de individuos de R. natans no inicio e final do experimento em contato
com a dissoluc¢ao da Calda Bordalesa.

A percentagem de reproducdo da R. natans no tratamento controle foi mais alta

quando comparado com os bioensaio com Calda Bordalesa, onde a percentagem de
reprodugdo foi 0% (Tabela 3). E de ressalva que quando na concentragio de 5,0% de Calda

Bordalesa, ocorreu a senescéncia e morte de dois individuos.

TABELA 3: Percentagem de reproducao de R. natans no experimento.

Concentragao (v/v) Controle Calda Bordalesa
2,5 90% 0%
5,0 115% 0%*

*Nesse caso além de 0% de reproducdo, 2 individuos morreram.
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A Figura 8 apresenta a cinética de crescimento de R. natans em meio contaminado
com 2,5 e 5,0% e no tratamento controle. Notou-se que ao longo experimento, os individuos
nos bioensaios com 2,5 e 5,0 % de Calda Bordalesa, apresentaram um pequeno incremento no
comprimento até aproximadamente o 10° dia de experimento e na sequéncia, passaram a
exibir um decaimento. Esse padrdo foi o oposto para os individuos que estavam nos
bioensaios controle, que apresentaram um aumento no comprimento acumulado ao longo de
todo o periodo amostral.

A partir das medidas de comprimento dos individuos de R. natans, em ambas as
concentracoes de Calda Bordalesa, observou-se que o crescimento foi impactado
negativamente pela presenga do fungicida Calda Bordalesa, pois a aplicacdo do modelo
logistico (Equacdo 1) apenas foi possivel nos resultados obtidos dos crescimentos de R.
natans nos bioensaios controle, ja que houve um crescimento acumulado do comprimento
nesses tratamentos. Os valores obtidos de p (coeficiente de crescimento) variaram de 0,027 +
0,004 (2,5%) a 0,035 £ 0,003 dia! (5%). Os valores dos pn indicaram tempos de duplicacio
variando de 19,8 a 25,4 dias. Os coeficientes de determinagdo dos ajustes cinéticos foram
elevados, i.e., maiores que 0,92, apontando a robustez do modelo aplicado aos valores obtidos

de comprimentos acumulados de R. natans.
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FIGURA 8: Comprimentos acumulados (cm) durante o crescimento de R. natans em
duas concentragdes de Calda Bordalesa (2,5 e 5,0 %) e no controle.

6. DISCUSSAO

Nos estudos de Costa (2014), a macrofita Potamogeton pectinatus apresentou reducao
no teor de clorofila (i.e., clorose) quando disposta em meio contaminado com cobre. Esse
comportamento foi semelhante ao observado com a R. natans quando mantidos em meio com
ambas as concentracdes do fungicida Calda Bordalesa. Semanalmente as plantas foram
perdendo sua coloragdo, tornando-se marrons, i.e., apresentaram clorose; a perda de pigmento
corrobora com estudos que afirmam que a clorose ¢ um dos efeitos negativos sobre as plantas
que bioacumulam cobre.

Os individuos que apresentam uma maior capacidade de sobrevivéncia, quando

expostos nas diferentes concentragdes da Calda Bordalesa, apresentaram auséncia de rizomas,
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estagnacdo no tamanho e inexisténcia de reprodugdo. Essas caracteristicas indicaram que a
presenga desse contaminante emergente na agua afetou o crescimento da espécie, assim,
concordando com a hipdtese de que a presenga da Calda Bordalesa interfere no crescimento e
na reproducao de R. natans.

Meyer et al. (1999) indicaram que a presenca dos contaminantes emergentes, como a
Calda Bordalesa, apresentou grande aumento nos corpos hidricos. Uma vez que a dgua ¢ a via
de dispersao da Calda Bordalesa; consequentemente, esse contaminante esta diretamente em
contato com as comunidades aquaticas, podendo interferir nos processos metabdlicos (e.g.,
producdo primadria) desses ecossistemas. A presenca de contaminantes emergentes nos corpos
hidricos representa um grande problema para a reprodu¢do e desenvolvimento dos
organismos, afetando a produtividade primaria dos ecossistemas aquaticos. Ressalta-se que,
esse € um dos principais processos ecossistémicos e a sua modificacdo pode causar um efeito
em toda a cadeia trofica, afetando tanto o fluxo de energia quanto o de matéria (Bianchini Jr. e
Cunha-Santino, 2008).

Torna-se um agravante essa situacdo, uma vez que, 0os contaminantes emergentes,
categoria que os agroquimicos se enquadram, mesmo os ditos como organicos, se encontram,
ainda persistem nos ambientes aquaticos, ja que os tratamentos convencionais nao conseguem
retira-los do meio. Em seus estudos, Montagner (2017) mostrou que a persisténcia e
bioacumulagdo sdo fatores alarmantes, pois, os contaminantes emergentes sao resistentes a
degradacao fotoquimica e persistentes no ambiente mesmo apos os devidos tratamentos de
agua.

Dessa forma, o comprometimento e os impactos sobre as comunidades de macrofitas
podem ter propor¢des ainda maiores. Ao exemplo desse estudo, expondo a R. natans a duas
diferentes concentracdes de um Unico contaminante, percebeu-se que o crescimento dessa
macroéfita foi impactado significativamente, prejudicando também a reproducao dessa espécie.
Quando se transpde esses contaminantes para o ambiente, ndo somente a Calda Bordalesa,
mais inimeros outras substincias estdo presentes no meio, € podem apresentar um carater
cumulativo, assim, os impactos sobre esses ecossistemas tornam-se maiores, refletindo
diversos efeitos em inimeros organismos, nao apenas nas macrofitas aquaticas.

A utilizacdo de macrofitas aquaticas flutuantes ¢ extremamente comum em ensaios
que visam analisar comportamentos entre organismo versus substancia. FRANCO (2019)
acompanhou o crescimento de R. natans, em bioensaios contendo parasiticida para
aquicultura ornamental, com a presen¢a do sulfato de cobre na formulagdo; embora os
individuos estudados tenham apresentado leve clorose e pequena perda de seus rizomas, nao

ocorreu a inibigdo do crescimento das macrofitas.
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Segundo Gimenes (2020), a exposi¢ao da macrofita Ricciocarpus natans a alguns
metais resulta em impacto sobre o crescimento e a fisiologia da macrofita, apresentando
inibi¢do do crescimento, fitotoxidade e clorose, afetando negativamente o desenvolvimento
dos individuos. De maneira semelhante, estudos de BIZZO-CABRAL (2020) demonstrou que
0,385 mg Cu/L pode desencadear uma reducdo no crescimento vegetativo da macrofita,
resultado assim, em efeitos negativos € nocivos nos processos fisioldogicos e bioquimicos das
plantas.

Em relacdo aos coeficientes de crescimento dos individuos de R. natans, os valores
obtidos nos tratamentos controles variaram na mesma ordem de grandeza dos obtidos por
Gimenez et al. (2020), que apresentou variacdo de 0,01692 (27°C) a 0,02590 dia™ (25°C).

Ambos os estudos, de BIZZO-CABRAL (2020) e GIMENES (2020), apresentam
resultados semelhantes ao encontrado nos bioensaios com a Calda Bordalesa, indicando que
possivelmente os valores de cobre presentes nas solugdes ja apresentam concentragdes
prejudiciais ao desenvolvimento da R. natans, com a inibig¢do do crescimento e da reproducao.
Embora o cobre seja um micromineral importante para o desenvolvimento das plantas, a
presenca do mesmo em concentragdes acima dos padrdes estabelecidos, pode causar grandes
danos a producdo primaria aquatica e at¢ mesmo, podendo comprometer, ndo apenas uma
cadeia trofica aquatica, mas o metabolismo de todos um ecossistema. Muito embora os
experimentos de FRANCO (2019), também, conduzidos com a presenca do cobre, apresentou
baixa alteracdo nos individuos expostos a essa solugdao, como a clorose ¢ a perda de poucos
rizomas, os resultados de seu estudo mostrou de forma clara que a variacao da concentragao
desse metal, influéncia de forma diferente a mesma espécie, ressaltando o poder de

bioacumulagdo do cobre nas macrofitas.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Com o intuito de fazer uma experimentagdo para identificar os impactos que os
contaminantes emergentes causam nas comunidades aquaticas, i.e., como a Calda Bordalesa
veio a impactar o desenvolvimento da R. natans, ¢ visando uma gestdao de inimeras areas que
possam ter a presenca desses contaminantes, observou-se a ocorréncia de impacto
significativamente negativo no crescimento da R. natans em meio contendo Calda Bordalesa.
Esse impacto foi claramente notorio, afetando o crescimento (largura e comprimento) de R.
natans, € consequentemente a sua reprodugao. As diferengas entre as larguras e comprimentos
nas distintas concentracdes mostraram-se eficientes indicadores de inibicdo do crescimento

em R. natans.
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