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RESUMO

No Brasil e em outros paises o agrotdxico carbofurano ¢ amplamente utilizado, podendo
atingir as aguas doces e ocasionar danos a organismos ndo-alvo. Os rotiferos dominam o
zooplancton da maioria dos ambientes aquaticos em todo o mundo, tanto em niimero de
espécies como em densidade. No presente trabalho, estudos bioldgicos e ecotoxicoldgicos em
laboratério com a espécie Philodina roseola Ehrenberg, 1830 (Rotifera, Bdelloidea) foram
realizados, em relagdo aos principais aspectos de sua biologia: ciclo de vida, taxas de
filtragcdo, ingestdo e produgdo secundaria a 25 + 1,0 °C, além de testar sua sensibilidade e
desempenho como organismo-teste para estudos ecotoxicoldgicos. Realizou-se uma revisao
de literatura sobre a utilizacdo de rotiferos como organismos-teste na avaliagdo da toxicidade
de pesticidas em aguas doces, para as Ultimas trés décadas. Experimentos foram realizados
para determinar as taxas de filtragdo e de ingestdo de P roseola, alimentadas com
Raphidocelis subcapitata em 7 concentracdes diferentes. A biomassa (pg PS. ind') e a
producdo secundaria individual foram determinadas. Os principais pardmetros do ciclo de
vida de P. roseola foram: desenvolvimento embrionario de 23,88 + 3,82 horas; idade da
primipara de 3,5 dias; fecundidade total média de 22,33 + 2,29 ovos/fémea e longevidade
maxima de 23 dias. As taxas de filtragdo variaram entre 2,715 e¢ 6,615 mL ind'd'. A
producdo secunddria total foi de 0, 285692 + 0,055185 pg ind'd"" sendo 84,68 + 3,65 % desta
alocada em reproducdo. P. roseola ¢ uma espécie adequada como organismo-teste em estudos
ecotoxicologicos considerando-se o conjunto de caracteristicas de seu ciclo de vida e as
respostas ao pesticida carbofurano com valores de CEso48-h de 13,36 £2.63 mg L ¢ 89,32 +
6,52 mg L™ para o ingrediente ativo e o produto formulado respectivamente. Concluiu-se que
P. roseola tem rapido tempo de desenvolvimento, elevado metabolismo em relagdo as taxas
de ingestdo e filtragdo, elevada fecundidade e moderada sensibilidade ao pesticida testado.
Estudos sobre suas respostas funcionais a outras combinagdes de fatores e sua sensibilidade a

outros compostos toxicos deverdo ser realizados.

Palavras-chave: rotifero, ciclo de vida, taxas de filtragdo, producdo secundaria,

ecotoxicologia.



ABSTRACT

In Brazil and other countries the agrochemical carbofurano is largely used, and can reach
freshwaters and cause damages to non-target organisms. Rotifera dominates zooplankton
communities of most freshwater ecosystems worldwide, both in number of species and
density. In the present work biological and ecotoxicological studies in laboratory were carried
out with the species Philodina roseola Ehrenberg, 1830 (Rotifera, Bdelloidea) regarding the
main aspects of its biology: life cycle, filtration rates, ingestion and secondary production at
25 + 1.0 °C, besides testing its sensitivity and performance as a test-organism for
ecotoxicological studies. Also, a literature review regarding the use of rotifers as test-
organisms in the evaluation of pesticides toxicity in freshwaters was carried out for the last
three decades. Experiments were performed aiming to assess filtration and ingestion rates of
P. roseola feeding on the microalgae Raphidocelis subcapitata at 7 different concentrations.
The individual biomass (ug DW ind™) and secondary production were determined. The main
parameters obtained for P. roseola life cycle were: 23.88 & 3.82 hours duration of embryonic
development; 3.5 days generation time; 22.33 + 2.29 eggs/female total mean fecundity and
23.0 days maximum longevity. Filtration rates varied between 2.715 and 6.615 ml ind'd™.
Total mean individual secondary production was 0.285692 + 0.055185 pg ind'd”" from which
73.42 + 5.62 % was allocated into reproduction. P. roseola was an adequate test-organism for
ecotoxicological studies considering the life cycle characteristics and response to the pesticide
carbofurano with CEsp 48-h values of 13.36 + 2.63 mg L' and 89.32 + 6.52 mg L™ for the
active ingredient and the commercial product, respectively. It was concluded that P. roseola
has a fast development time, high metabolism as related to ingestion and filtration rates, high
fecundity and moderate sensitivity to the tested pesticide. Studies on its functional response to

other factors combinations and sensitivity to other toxicants should be performed.

Keywords: rotifer, life cycle, filtration rates, secondary production, ecotoxicology.



Estruturacao da dissertacao

Esta dissertacdo ¢ apresentada na forma de capitulos, os quais foram redigidos
contemplando os itens Resumo, Introdu¢cdo, Metodologia, Resultados, Discussdo e
Referéncias Bibliograficas de acordo com as normas de formatagdo da revista Brazilian
Journal of Biology, além da inser¢ao de apéndices e/ou anexos, quando necessarios para uma
melhor compreensdo dos resultados obtidos e da discussao realizada.

Assim, além de uma introducdo geral no qual se contextualizou a pesquisa,
discorrendo sobre a Ecotoxicologia, os agrotoxicos (defini¢do, processos, interagdes, usos €
efeitos toxicos) e biologia dos Rotifera, foram elaborados mais cinco capitulos, os quais estdo
ordenados em fun¢do do periodo de desenvolvimento das diferentes etapas da pesquisa,

conforme descrito abaixo:

Capitulo 1 - O ciclo de vida de Philodina roseola Ehrenberg, 1830 (Rotifera,
Bdelloidea)

Neste capitulo procurou-se obter informagdes sobre o ciclo de vida de Philodina
roseola Ehrenberg, 1830 (Rotifera, Bdelloidea), por meio de cultivo em laboratorio. Para isso
foi feito o acompanhamento do desenvolvimento embrionario (desenvolvimento do ovo) e do
desenvolvimento pds-embriondrio sendo feito o acompanhamento do crescimento do corpo,

idade e tamanho da primipara, fecundidade e longevidade.

Capitulo 2 - A producio secundaria de Philodina roseola (Rotifera, Bdelloidea)
cultivada em laboratorio

Neste capitulo foi quantificada a producao secundaria da espécie Philodina roseola
cultivada em laboratorio. As variagdes no tamanho do corpo dos individuos € o nimero total
de ovos produzidos foram individualmente determinados para nove individuos. As medidas
das dimensdes lineares (comprimento total, largura e didmetro) de partes do corpo foram
realizadas ap6s o nascimento dos individuos e acompanhadas ao longo do ciclo de vida dos
mesmos. A biomassa (ug PS. ind™) foi estimada por meio do calculo do biovolume corporal
o qual foi determinado por meio de equacdes adequadas para as formas geométricas mais
proximas ao formato das diferentes partes do corpo da espécie. A producdo individual em

crescimento corporal foi determinada, assim como a producao reprodutiva.



Capitulo 3 - Taxas de filtracao e ingestdo da microalga cloroficea Raphidocelis
subcapitata pelo rotifero Philodina roseola

Neste capitulo foram determinadas em laboratorio as taxas de filtragao e ingestdo da
microalga cloroficea Raphidocelis subcapitata pelo rotifero Philodina roseola Ehrenberg,
1830 (Bdelloidea). Para isso foram oferecidas como alimento a este rotifero suspensdes em 7
diferentes concentracdes, sob condi¢des controladas de temperatura (25 = 1 °C). O
experimento consistiu na exposicao de 10 adultos de P. roseola por tratamento nas seguintes
concentragdes nominais de R. subcapitata: 1 x 10* 0,5 x 10°; 1 x 10%; 0,5 x 10% 1 x 10% 0,5 x

10" e 1 x 107 células mL™".

Capitulo 4 - Uma revisao sobre o uso recente de rotiferos como organismo-teste

na avaliacio da toxicidade de pesticidas em agua doce
Neste capitulo foi feita uma revisdo com o intuito de reunir e sintetizar o
conhecimento existente sobre a utilizagao de rotiferos como organismos-teste para a avaliagao
da toxicidade de pesticidas em ecossistemas de agua doce, nas Ultimas décadas (1981 a 2013).
Esta avaliacdo ndo teve a pretensdo de encontrar razdes para exaltar o uso de rotiferos em
estudos ecotoxicologicos, mas justificar o aumento constante de pesquisas ecotoxicoldgicas
utilizando rotiferos e demonstrar que estudos ecotoxicoldgicos com esse organismo merecem

ainda maiores consideragdes.

Capitulo 5 — A toxicidade do pesticida carbofurano a biota de agua doce:

Rotiferos como organismos-teste

Neste capitulo foram avaliados os efeitos da exposicdo de Philodina roseola, ao
agrotoxico carbofurano. Para isso foi estabelecida a faixa de sensibilidade desta espécie ao
dicromato de potéssio, foram determinadas as CEsy 48-h do produto comercial Furadan® 350
SC e de seu ingrediente ativo, o carbofurano. Os efeitos sobre a sobrevivéncia e a fecundidade
dos organismos-teste foram avaliados por meio de testes de toxicidade cronica com o

pesticida Furadan® 350 SC.



Introducao geral

1. A Ecotoxicologia como Ferramenta de Controle de Poluicio

A Toxicologia Ambiental se preocupa com o destino dos agentes toxicos, seus
metabolitos e seus produtos de degradacao tanto no ambiente quanto nas cadeias alimentares e
com o efeito desses contaminantes sobre 0s organismos e as populagdes (Rand et al., 1995).
Embora na definicdo de Toxicologia Ambiental estejam incluidas substidncias quimicas
toxicas naturalmente encontradas no ambiente, como venenos animais € toxinas microbianas e
vegetais, a Toxicologia Ambiental ¢ tipicamente associada com o estudo de agentes quimicos
de origem antropogénica (Hodgson, 2004; Yu, 2005).

A Ecotoxicologia ¢ uma 4rea especializada da Toxicologia Ambiental que direciona
seus estudos aos efeitos ocasionados por agentes quimicos e fisicos sobre a dinamica de
populagdes e de comunidades integrantes dos ecossistemas (Ronco et al.,, 2004).
Fudamentalmente, a Ecotoxicologia determina os niveis de contaminantes no ambiente e seus
destinos, estima o grau de periculosidade dos pouluentes e seus metabdlitos para os
organismos vivos, indica os niveis maximos toleraveis dos contaminantes, analisa e prediz o
efeito dos agentes toxicos no ambiente e o efeito das medidas tomadas, controla a emissao de
efluentes e avalia os riscos ecoldgicos (De Kruijf, 1988).

Os efeitos toxicos podem se manifestar em diferentes niveis de organizagdo, desde
estruturas celulares até individuos, populagdes e comunidades (Adams e Rowland, 2003). Os
testes de toxicidade aquatica sdo bastante utilizados para detectar os efeitos toxicos causados
pelos diferentes contaminantes langados nos corpos d’agua (Gherardi - Goldstein et al., 1990;
Kendall et al., 2001).

As analises de toxicidade vém sendo exigidas por leis ambientais no Brasil. No
capitulo IV da Resolugdo n° 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA,
2005), referente as condicdes e aos padroes de langamento de efluentes, ¢ estabelecido nos § 1
e 2 do artigo 34 que o efluente ndo deverd causar ou possuir potencial para causar efeitos
toxicos aos organismos aquaticos no corpo d’agua receptor e que os critérios de toxicidade
devem se basear em resultados de ensaios ecotoxicologicos padronizados utilizando
organismos aquaticos.

Diversos oOrgdos de prote¢do ambiental, como o Environment Canada e a

Environmental Protection Agency dos Estados Unidos (U.S.EPA), e de padronizagdo, como a
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American Society for Testing and Materials (ASTM), a Organization for Economic
Cooperation and Development (OECD), a Association of Analytical Communities (AOAC) e
a International Organization for Standardization (ISO) tém se concentrado na elaboragdo e
implementagdo de sistemas de diagnostico e aperfeicoamento de protocolos os quais
constituem a base para a geragao de estratégias que visam proteger os ecossistemas (Ronco et
al., 2004). No Brasil, o 6rgao responsavel pelo desenvolvimento de protocolos de testes de
toxicidade ¢ a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). A Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB) também tem
padronizado testes de toxicidade.

E recomendével que o efeito toxico de uma amostra seja avaliado para mais de uma
espécie ecologicamente relevante da biota aquatica, de preferéncia pertencentes a diferentes
niveis tréficos da cadeia alimentar (Ribo, 1997). Além de organismos pertencentes aos niveis
troficos de produtores, de herbivoros e diferentes niveis de carnivoros, os testes de toxicidade
com organismos decompositores, como fungos e bactérias, também podem ser utilizados
(Newman e Clements, 2008). A utilizagdo de vérios testes com pelo menos quatro
organismos-teste de diferentes niveis troficos pode ser apropriada para avaliar a ecotoxicidade
de uma substancia ou efluente (Castillo et al., 2000). Isso é recomendado devido as diferencas
de sensibilidade apresentadas por organismos de diferentes espécies quando espostos as
substancias quimicas. Além disso, ndo € possivel extrapolar o efeito toxico de uma substancia
sobre organismos de determinada espécie para organismos de outras espécies (Buratini,
2002). Por isso, sempre que possivel, ¢ recomendavel avaliar o efeito de uma substancia ou
efluente para mais de uma espécie da biota aquatica para que, por meio do resultado obtido
com o0 organismo mais sensivel, seja possivel estimar com mais seguranga o impacto do

contaminante no ambiente aquatico afetado (Gherardi-Goldstein et al., 1990).

2. Testes de toxicidade

Os testes de toxicidade s3o bioensaios laboratoriais, realizados sob condi¢des
controladas, utilizados para estimar a toxicidade de substancias, de efluentes industriais e de
amostras ambientais (aguas ou sedimentos). Nestes ensaios, 0s organismos-teste sao expostos
a diferentes concentracdes de compostos toxicos ou amostras ambientais contaminadas por
um periodo de tempo determinado e os efeitos toxicos produzidos sobre eles sao observados e

quantificados (Knie e Lopes, 2004).



Os testes de toxicidade podem ser classificados em agudos e cronicos. Esses testes
diferem na duracdo e nas respostas finais que sao medidas. Os testes de toxicidade aguda sao
utilizados para medir os efeitos de agentes toxicos sobre espécies aquaticas durante um curto
periodo de tempo em relacdo ao periodo de vida do organismo-teste. Eles tém como objetivo
estimar a dose ou concentragdo de um agente toxico que seria capaz de produzir uma resposta
especifica mensuravel em um organismo-teste ou populacdo, em um periodo de tempo
relativamente curto, geralmente de 24 a 96 h (Chasin e Azevedo, 2004).

Os efeitos toxicos medidos em testes de toxicidade aguda incluem qualquer resposta
exibida por um organismo-teste ou populagdo resultante de um estimulo quimico (Rand et al.,
1995). Normalmente, o efeito medido em estudos de toxicidade aguda com organismos
aquaticos ¢ a letalidade ou alguma outra manifestacdo do organismo que a antecede como, por
exemplo, o estado de imobilidade.

Os testes de toxicidade cronica sdo realizados para medir os efeitos de substancias
quimicas sobre espécies aquaticas por um periodo que pode abranger parte ou todo o ciclo de
vida do organismo-teste (Zagatto, 2006). O fato de uma substancia quimica ndo produzir
efeitos toxicos sobre organismos aquaticos em testes de toxidade aguda nao indica que ela ndo
seja toxica para eles. Os testes de toxicidade cronica permitem avaliar os possiveis efeitos
toxicos de substancias quimicas sob condigdes de exposicdes prolongadas a concentragdes
sub-letais, ou seja, concentracdes que permitem a sobrevivéncia dos organismos, mas que
afetam suas funcgdes bioldgicas, tais como reprodugdo, desenvolvimento dos ovos,
crescimento e maturacao, deformacgoes, dentre outras.

O langamento continuo de efluentes aquosos nos corpos d’agua pode provocar
efeitos cronicos, uma vez que os organismos sao expostos a certos contaminantes, mesmo em
baixas concentragdes, durante longos periodos de tempo (Apha, 1998; James et al., 2000).

Os parametros CLsy, CEsp, CENO e CEO, frequentemente utilizados em
Ecotoxicologia Aquatica, sao normalizados em funcdo do ambiente em que os organismos sao
expostos. Por esse motivo, eles sdo expressos em termos da concentracdo ambiental da
substancia quimica, a qual ¢ geralmente expressa em miligramas de substancia por litro de
solugdo preparada em agua natural ou sintética apropriada (agua de diluicao) (Yu, 2005).

A relacdo entre as concentragcdes de uma substancia quimica a qual é exposto um
determinado organismo e os efeitos nocivos que lhe sdo produzidos, conhecida como relagao

dose-resposta, ¢ um dos aspectos mais importantes dos estudos em Ecotoxicologia Aquatica



(Nascimento, 2008). A relacdo dose-resposta constitui a base fundamental para a avaliagao do
risco gerado pelas substidncias quimicas no meio ambiente porque permite quantificar a

toxicidade aguda dessas substincias.

3. Substéincias ou agentes toxicos

Um agente toxico produz efeito adverso no sistema biologico, alterando sua estrutura
ou sua funcdo, ou que pode também provocar sua morte sob determinadas condicdes de
exposicdo. As substidncias podem estar presentes naturalmente no ambiente ou serem
introduzidas nos ecossistemas aquaticos, podendo prejudicar a qualidade da agua, tornando-a
desfavoravel a preservacao da vida aquatica e a saide humana (Rocha, 2000).

Para que as substancias quimicas provoquem algum tipo de efeito toxico elas devem
entrar em contato com um sitio alvo apropriado e reagir com ele em concentragdo e intervalo
de tempo suficientes (Rand et al., 1995). O contato e a reagdo entre a substancia quimica e o
sitio alvo do organismo recebem o nome de exposi¢do. Os organismos aquaticos podem ser
expostos aos agentes quimicos presentes na agua, nos sedimentos e nos alimentos. As rotas de
exposicdo podem afetar a cinética de absorc¢ao, distribui¢do, biotransformacao e excrecao dos
contaminantes e, assim, podem influenciar sua toxicidade (Mozeto e Zagatto, 2008). Desta
forma, a concentragdo ambiental de uma determinada substidncia ndo ¢ necessariamente a
concentragdo a qual os individuos de uma espécie estdo expostos porque a dose
biologicamente ativa de um contaminante diz respeito a quantidade deste contaminante que
atinge as células, os sitios e as membranas onde ocorre a reacdo responsavel pelos efeitos

toxicos do contaminante (Holt, 2000; Hermens, 2007).

3.1 Substincias de referéncia

Segundo o Environment Canada (1990), o objetivo dos ensaios ecotoxicoldgicos com
substancias de referéncia (teste de sensibilidade) ¢ avaliar a repetibilidade do método analitico
em um determinado laboratério ao longo do tempo e, também, permitir comparagdes
interlaboratoriais. Sdo seguidos alguns critérios para selecdo de uma substancia de referéncia,
tais como (Rand et al., 1995): disponibilidade técnica para mensura-la, solubilidade,
estabilidade em solu¢do (ndo deve ser volatil ou biodegradavel) e seguranca dos técnicos na
manipulacdo em laboratério. Além destes critérios, a caracteristica toxica de uma substincia
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de referéncia nao deve ser afetada por variagdes normais da qualidade da dgua (por exemplo,
pH, dureza, substancias organicas como acidos humicos, dentre outros).

Os compostos utilizados ou avaliados como toxicos de referéncia incluem o
pentaclorofenato sédio (Adelman e Smith, 1976; Davis e Hoos, 1975), o éacido
dehidroabiético (Davis e Hoos, 1975), o fenol e a azida soédica (Klaverkamp et al., 1975), o p-
p’-DDT (Marking, 1966), o surfactante dodecil sulfato de s6dio (DSS) (Laroche et al., 1970;
Pessah et al., 1975; Wells et al., 1982), a antimicina (Hunn et al., 1968) e o cloreto de sodio
(Adelman e Smith, 1976). A Environmental Canada (1990) recomenda ainda o cloreto de
cadmio, o sulfato de cobre, o dicromato de potéssio, o cloreto de potassio, o nitrato de prata, o
cloreto de zinco e o sulfato de zinco como substincias de referéncia em testes de toxicidade

com algas, invertebrados e peixes.

3.1.1 Cromo

Em testes de toxicidade, o cromo é comumente utilizado na forma de dicromato de
potassio. O cromo € um agente capaz de oxidar uma ampla variedade de substancias organicas
(Tait e Dipper, 1998). Segundo os mesmos autores, devido a polui¢do industrial, os niveis
deste e de outros elementos, normalmente existentes em baixas quantidades, podem aumentar,
prejudicando os organismos aquéticos ou ndo, mas propagando-se por toda a cadeia trofica,
podendo mesmo atingir o0 homem, pelo processo de bioacumulagao.

O cromo pode existir em estagios oxidativos que varia de -2 a +6, mas ¢ mais
frequentemente encontrado em ambientes nos estdgios oxidativos de trivalente (+3) e
hexavalente (+6). As formas +3 e +6 sdo mais importantes do que as formas +2, +4, e +5,
porque estas formas sdo mais instaveis e sao rapidamente convertidas a +3, que por sua vez é
oxidada a +6 (Towill et al., 1978; Langard e Norseth, 1979; Ecological Analysts, 1981).

O cromo em materiais biologicos estd na forma +3 (Langard e Norseth, 1979), e ¢ a
forma utilizada pelos mamiferos para manter a eficiéncia do metabolismo da glicose, dos
lipideos e das proteinas (Steven et al., 1976). Em geral, a toxicidade do cromo trivalente para
os mamiferos ¢ menor devido a sua permeabilidade de membrana ser baixa e ele nao ser
corrosivo; além disso, existe pouca tendéncia para o Cr+3 ser biomagnificado nas cadeias
alimentares na sua forma inorganica. O cromo hexavalente ¢ mais toxico que a forma +3

devido ao seu potencial de oxidagdo ser alto e penetrar facilmente nas membranas bioldgicas



(Steven et al., 1976; Taylor e Parr, 1978; Langard e Norseth, 1979; Ecological Analysts,
1981).

A toxicidade do cromo para a biota aquatica ¢ significantemente influenciada pelas
varidveis abioticas, tais como dureza, temperatura, pH, e a salinidade da dgua (Ecological
Analysts, 1981).

O cromo contido em dicromato de potdssio ¢ um metal amplamente utilizado para
avaliar a sensibilidade de invertebrados criados em laboratorio e empregados em estudos
ecotoxicologicos (Canada Ambiental, 1990; U.S.EPA, 2002). A saude do animal no inicio de
um teste ¢ a principal preocupacdo e ¢ fortemente influenciada pelas condigdes de cultura,
como a temperatura, o pH, a dureza, a densidade, o tipo e quantidade de alimentos dos

cultivos-estoque utilizados em bioensaios.

3.2 Substancias organicas

O exacerbado e crescente uso de quimicos organicos em aplicagdes industriais e
domésticas tem aumentado as descargas diretas e indiretas de compostos toxicos nos
diferentes ambientes, dentre eles os agrotoxicos (Dores; De-Lamonica, 1999).

Os agrotoxicos, sdo compostos que podem matar diretamente um organismo
indesejavel ou controla-lo de alguma maneira. Atualmente eles sdo massivamente utilizados
na agricultura para que possam ser cultivadas grandes quantidades de determinadas espécies
em uma pequena area, sem a interferéncia de organismos que possam reduzir a produtividade
(Peres; Moreira e Dubois, 2003). Os fabricantes de agrotéxicos no mundo todo tem buscado o
aumento da margem de seguranga entre a toxicidade para os invertebrados-alvo e a prote¢ao
da saude humana. No entanto, estes compostos podem exercer efeitos em organismos
diferentes dos alvos da aplicagdo, o que pode alterar o equilibrio dinamico de um ecossistema
(Gravilescu, 2005). O restante acaba por contaminar os ecossistemas adjacentes ao da
aplicacdo. Tendo em vista que o ambiente aquatico exerce um papel de receptor intermediario
ou final de grande quantidade de compostos, quando hd grande proximidade entre um
agroecossistema e ambientes aquaticos, os riscos de contaminacao sdo eminentes (Aguilar-

Alberola e Mesquita-Joanes, 2012).



3.2.1 Carbofurano

A moderna agricultura, que busca constante elevacdo de produtividade e a
maximizacao dos lucros, emprega uma carga expressiva de agroquimicos, dentre os quais se
encontram os agrotoxicos, principalmente herbicidas, inseticidas e fungicidas, que podem
causar poluicdo ambiental e desequilibrio do ecossistema (Griitzmacher et al., 2008).

O uso de agrotoxicos vem aumentando de forma significativa em diversos paises,
colocando em risco a satide dos ecossistemas e do homem. De acordo com os dados do
Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola — SINDAG (2012), as
vendas de agrotdxicos no Brasil aumentaram mais de 72% entre 2006 e 2012 - de 480,1 mil
para 826,7 mil toneladas. As vendas destes compostos defensivos movimentaram quase US$
8,5 bilhdes no Brasil em 2011, tornando-o o segundo maior mercado do mundo, atras apenas
dos Estados Unidos (SINDAG, 2012).

Os agrotoxicos podem ser classificados de véarios modos: segundo seu modo de acdo,
estrutura quimica do composto utilizado ou a sua toxicidade, grau ou tipo de risco sanitario
(Almeida, 2002). De acordo com o tipo de aplicagdo, os pesticidas podem se dividir em dois
tipos: sistémicos (circulam no sistema vascular das plantas) e ndo sist€émicos ou de contato.
As classes quimicas mais importantes compreendem os compostos organoclorados,
organofosforados e os carbamatos. Dentre estes, os pesticidas carbamatos, como o
carbofurano, o aldicarbe e o carbaril, sdo considerados um dos mais importantes, pois sao
extremamente tOXicos para organismos aquaticos.

No Brasil, o carbofurano ¢ comercialmente encontrado pelo nome de Furadan,
Carborano e Ralzer, vendidos em diferentes formulagdes. O carbofurano (2,3-diidro-2,2-
dimetil-7-benzofuranil-N-metil carbamato) largamente utilizado em culturas de cana-de-
acgucar, batatas, milho, amendoim, arroz e soja, ¢ um inseticida, acaricida e nematicida do
grupo dos carbamatos, cuja estrutura molecular ¢ apresentada na Figura 1. O carbofurano liga-

se reversivelmente a enzima acetilcolinesterase, inibindo a acao desta sobre a acetilcolina.
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Figura 1: Estrutura do carbofurano.

Este agrotoxico apresenta curta persisténcia no ambiente e € classificado como
muito toxico para as abelhas, peixes e outros animais aquaticos € perigoso para animais € aves
(Collective SPA, 2002). Devido a sua ampla utilizagdo, o carbofurano foi detectado em aguas
subterraneas, superficiais e da chuva, em solos, ar, alimentos e animais (Richards et al., 1987;
Waite et al., 1992; Fisher et al., 1999).

A autorizagdo para a comercializacdo de pesticidas na Europa (European Council,
2012) atualmente exige a determinacdo prévia dos potenciais efeitos negativos do ingrediente
ativo(s) a organismos nao-alvo em ambientes terrestres e aquaticos. No Brasil, a avaliacdo e
consequente classificagdo toxicoldgica de agrotoxicos ¢é feita tanto para o produto técnico -
que contém essencialmente o ingrediente ativo em variados graus de pureza, como para o
produto formulado, conforme Lei 7.802/89 e Decreto 4.074/02 (Brasil, 2002). A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) efetua a avaliagdo toxicologica para fins de
registro de agrotdxicos, enquanto o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) efetua a
avaliacdo ambiental com a mesma finalidade, a luz da legislacao supracitada. Atualmente, a
ANVISA (2013) classifica o carbofurano na classe toxicoldgica I (altamente perigoso ao meio
ambiente) e a formulagdo comercial (Furadan® 350 SC) como II (muito perigoso ao meio

ambiente) (MAPA, 2013).

4. Organismo-teste
4.1 Biologia dos rotiferos

O Filo Rotifera ¢ eminentemente limnico e algumas espécies deste Filo sdo capazes
de suportar condi¢cdes ambientais extremas, tendo sido observadas sobre neve e em aguas

termais (Schaden, 1985). Os rotiferos constituem um dos mais importantes grupos



constituintes da comunidade zooplancténica, ndo sé pela riqueza de espécies, mas também
pela abundancia numérica e produtividade. Sao organismos invertebrados microscopicos, cujo
nome deriva do latim, com referéncia a coroa de cilios que rodeiam a boca desses animais, se
movendo répida e sincronicamente, produzindo um vortex da d4gua com particulas de alimento
em dire¢do a boca. S3o pseudocelomados, ndo segmentados, de simetria bilateral e
comprimento geralmente entre 100 e 1000 um, embora algumas espécies possam atingir até
3000 um (Edmondson, 1959; Oliveira Neto e Moreno, 1999).

A forma do corpo dos rotiferos varia bastante, podendo ser alongados ou saculares,
outras vezes cilindricos ou vermiformes, sendo conhecidas também formas esféricas. O corpo
pode ser dividido em regido anterior curta, um tronco maior ¢ um pé terminal (Hickman et al.,
2004).

Quanto a reprodugdo os rotiferos podem ser didicos ou em algumas espécies ¢
conhecido apenas o fenomeno da partenogénese, fémeas que produzem fémeas e
eventualmente machos, a partir de 6vulos nao fertilizados. Os machos conhecidos de algumas
espécies sdo sempre menores ¢ encontrados em menor numero, quando ndo ausentes. A
partenogénese € responsavel pelo sucesso reprodutivo destes organismos (Barnes e Ruppert,
1996).

Cerca de 2030 espécies sao atualmente conhecidas e estdo classificadas em trés
grupos principais: o marinho, Seisonidae, com trés espécies, Monogononta, com 1570
espécies e Bdelloidea, com 461 espécies (Segers, 2007).

Apresentam ampla distribui¢do em diversos ambientes devido a grande variedade de
formas e estruturas acessorias como cerdas, espinhos, projecdes cuticulares e grandes pés
adesivos. Ocorrem principalmente em 4gua doce, incluindo pequenas pogas de agua, solo
umido e também musgos e liquens que crescem em troncos de arvores e pedras. Alimentam-
se principalmente de detritos, bactérias, algas ou podem ser predadores (Barnes e Calow,
1995).

Os rotiferos tém grande representatividade e importancia, pois sdo oportunistas e
colonizam vdarios ambientes. Devido a reprodug¢do principalmente partenogenética,
apresentam altas taxas reprodutivas e curto ciclo de vida (Streble e Frost, 1987), os rotiferos
tem um papel fundamental no fluxo energético e na ciclagem de nutrientes nos ecossistemas

aquaticos por atuarem na conversao de grande parte da produgdo primaria de algas e bactérias



em energia acessivel aos consumidores secundarios (larvas de insetos e peixes, por exemplo),
com notavel eficiéncia (Donner, 1966; Nogrady et al., 1993, 1995).

Invertebrados do Filo Rotifera apresentam rapidas respostas as alteragdes ambientais
e sdo considerados bons indicadores de poluicdo e da qualidade da agua. Sdo em grande parte
herbivoros e detritivoros e desempenham papel nos processos de purificagdo da agua, sendo
encontrados constantemente em lagoas de estabilizagdo (Nogrady et al., 1993; Paggi, 1995).
Rotiferos sdo também, numericamente predominantes em reservatorios, pois siao -
estrategistas , reproduzindo-se rapidamente sob condi¢des de estresse hidrodinamico, comum
nesses ambientes, além de responderem rapidamente as mudangas nas condi¢des ambientais
(Tundisi et al., 1995; Matsumura-Tundisi, 1999).

Devido as suas estratégias reprodutivas e ampla capacidade de dispersdo sob a forma
de ovos de resisténcia, ou por transporte zoocorico, os rotiferos tem grande sucesso ecologico

(Barnes e Ruppert, 1996).

4.2 Caracteristicas morfologicas da familia Bdelloidea e da espécie Philodina roseola

Bdelloidea ¢ uma classe de rotiferos que se reproduzem por partenogénese e sao
muito comuns em diversos habitats aquaticos (Donner, 1965; Gilbert, 1983; Ricci, 1992;
Mark Welch e Meselson, 2000). Foram nomeados "escandalos evolutivos" por Maynard
Smith (1986), uma vez que sobreviveram e se especiaram quase na auséncia de sexo
masculino. Bdelloides tem morfologia bastante uniforme e tamanho microscopico
(comprimento de corpo variando entre 150 a 1500 um). Quase todos bdelloides sao capazes
de sofrer uma forma de dorméncia, chamado anidrobiose, para suportar periodos
desfavoraveis em seu habitat (Gilbert, 1974; Ricci, 1987, 1998, 2001). Por causa de
dorméncia e reprodugdo partenogenética, varias espécies sao cosmopolitas (Fontaneto et al.,
2006, 2007, 2008).

A subclasse Bdelloidea ¢ composta por trés ordens (Adinetida, Philodinavida e
Philodinida), quatro familias, 19 géneros e cerca de 460 espécies reconhecidas (Donner, 1965;
Melone e Ricci, 1995; Segers, 2007).

O nome bdelloide ¢ derivado do nome grego para sanguessugas (bdella) que se
assemelham quando rastejando em um substrato com movimentos similares ao de uma
sanguessuga. Seu corpo consiste de trés regides: cabega, tronco e pé (Fig. 2). A cabega e os

pés parecem segmentados (pseudosegmentos) e sdo telescopicamente retrateis para o tronco.
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Figura 2: Vista geral da espécie Philodina roseola Ehrenberg, 1830 (Rotifera, Bdelloidea), espécie utilizada
como organismo-teste no presente estudo.

A estrutura peculiar dos bdelloides é o aparelho rotativo, chamada de corona, que
nesta classe consiste tipicamente de dois discos ciliados, o trochi, elevado sobre pedicelos
retrateis. Os cilios de cada um sdo trochus dispostos ao longo de duas linhas paralelas, e
cercam a abertura da boca ventral. Os bdelloides usam o batimento ciliar, para criar correntes
de 4gua para encaminhar as particulas do alimento para a boca e também para permitir que
esses rotiferos nadem. Uma antena dorsal estd presente em todos os bdelloides. Os olhos
podem estar na tribuna ou na cabeca. Uma forte faringe muscular forma o aparelho
mastigatorio chamado de mastax, que consiste de pegas rigidas articuladas com a musculatura
ligada a ele. Em contraste com os rotiferos Monogononta, os Bdelloidea apresentam uma
morfologia original de trophi, do tipo ramado (De Beauchamp, 1909; Melone et al., 1998;.
Melone e Fontaneto, 2005). O tronco ¢ a principal regido do corpo, e contém gdnadas,
nefridia e intestino, cada um ligado a cloaca dorsal. O aparelho de reprodugdo é constituido
por gonadas emparelhadas, cada uma encaixada em uma grande glandula, o vitelario. Os ovos
ou embrides (em espécie vivipara) podem ser vistos no tronco. Caudalmente a ele encontra-se
0 pé, com esporas ¢ um numero (2-4) de dedos extensiveis, todos com as aberturas das
glandulas do pedal.

Com exceg¢do de uma espécie, Abrochtha arnivora, que oprime outros rotiferos
(Riccti et al., 2001), os bdelloides alimentam-se por filtragem ou raspagem de pequenos itens
alimentares, tais como bactérias, algas unicelulares, leveduras ou matéria organica particulada
(Ricci, 1984). Rotiferos bdelloides habitam o fundo das dguas de ambientes l6ticos e 1énticos,
bem como a fina pelicula de 4gua circundante das particulas do solo, musgos e liquens.
Muitos bdelloides podem nadar, mas em geral so e, ocasionalmente, para distdncias curtas.

(Pejler e Berzins, 1993). Os requisitos fisicos € quimicos da maioria das espécies nao sao bem
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conhecidos e a distribuicdo espacial e temporal dos bdelloides muitas vezes ¢ irregular e,
provavelmente, depende das fontes alimentares (Ricci e Balsamo, 2000).

Em condi¢des de laboratério, o ciclo de vida é cerca de 30 dias, durante o qual eles
podem colocar 20-35 ovos (Ricci, 1983). Em resposta aos distirbios ambientais (por
exemplo, evaporacdo da agua) os bdelloides podem entrar em anidrobiose, e retomar a
atividade somente quando as condi¢gdes do habitat se tornarem novamente apropriadas. A taxa
de recuperagdo depende da espécie (Ricci, 1998), da duragdo do periodo de dessecagdo
(Caprioli e Ricci, 2001) e da idade dos rotiferos (Ricci, 1987; Orstan, 1995; Orsenigo et al.,
1998). Em qualquer caso, a dorméncia representa um periodo “cego” na vida dos bdelloides,
porque eles vao retomar a sua vida sem considerar o tempo que passaram dormentes (Ricci,
2001).

Philodina roseola ¢ um dos rotiferos mais comuns pertencentes a classe Bdelloidea.
Ela ocorre em todo o mundo e ¢ encontrada em uma grande variedade de habitats, que
incluem ambientes Iénticos, como fundo de lagos ou lagoas e ambientes 16ticos, como
corregos ou rios. Estdo geralmente presentes em musgos e liquens, em pogas de chuva e
sarjetas, na serapilheira ou o solo, em tanques de estagdes de tratamento de esgoto ou quase

qualquer lugar que seja umido ou periodicamente umido e seco (Wallace e Snell, 2010).

5. Objetivos

5.1. Objetivos gerais

O principal objetivo deste trabalho foi contribuir para a ampliagdo do conhecimento da
ecologia e biologia da espécie de Rotifera Philodina roseola Ehrenberg, 1830 (Bdelloidea),
visando a utilizagdo deste rotifero como organismo-teste em estudos ecotoxicologicos
voltados para o monitoramento e conservacao da biodiversidade em aguas continentais

brasileiras.
5.2. Objetivos especificos

- Obter informagdes detalhadas sobre o ciclo de vida de Philodina roseola incluindo o
desenvolvimento embrionario e pds-embriondrio, a idade da primipara, tempo de geracdo, a

longevidade, a taxa de crescimento e fecundidade individual;
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- Quantificar a biomassa e a produgdo secundaria das principais fases de desenvolvimento da
espécie Philodina roseola, para individuos cultivados em laboratorio, sob condi¢des
controladas de temperatura e quantidade de alimento;

- Determinar as taxas de filtracdo e de ingestdo do rotifero Philodina roseola, sendo testadas
como dieta alimentar sete diferentes concentracdes da cloroficea nanofitoplanctonica
Raphidocelis subcapitata;

- Reunir e sintetizar o conhecimento existente sobre a utilizacdo de rotiferos como
organismos-teste para a avaliagdo da toxicidade de pesticidas em ecossistemas de dgua doce,
nas ultimas décadas (1981 a 2013);

- Estabelecer a faixa de sensibilidade de Philodina roseola, por meio das CEs;—48 horas, a um
metal toxico, o cromo contido no composto de referéncia, o dicromato de potéssio (K,Cr,O7);
- Avaliar a sensibilidade de Philodina roseola por meio da determina¢do da CEsy—48h, ao
agrotoxico carbofurano, tanto ao produto comercial (Furadan® 350 SC) como ao ingrediente
ativo (carbofurano), utilizando diferentes variaveis biologicas como indicadoras da
toxicidade;

- Comparar a sensibilidade de Philodina roseola com a de outras espécies, de diferentes
grupos taxondmicos, com o proposito de analisar seu potencial como um possivel organismo-

teste.

6. Justificativa e hipotese

Em principio, qualquer espécie aquatica pode ser utilizada em testes de toxicidade
(Van Leeuwen, 1988). Entretanto, as espécies utilizadas nesses testes devem apresentar as
seguintes caracteristicas (Rand et al., 1995; Apha, 1998; Ronco et al., 2004): elevadas
disponibilidade e abundancia, uniformidade e estabilidade genética nas populagdes,
representatividade de seu nivel trofico, significado ambiental em relacdo a area de estudo,
ampla distribuigao, facilidade de cultivo e de adaptacao as condi¢des de laboratorio.

Invertebrados aquaticos sdo amplamente usados em estudos ecotoxicologicos, porque
eles sdo relativamente faceis de serem mantidos em condi¢des de ensaio. Como grupo, eles
sdo geralmente mais sensiveis a uma variedade de poluentes (incluindo muitos pesticidas) do
que os vertebrados ou plantas (Rand, 1995). Muitos, se ndo a maioria dos testes toxicologicos
que examinam os efeitos dos pesticidas sobre os invertebrados aquaticos, t€m usado os

cladoceros para representar espécies de zooplancton em seus ambientes aquaticos afetados.
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No entanto, em aguas doces do Brasil, claddceros estao frequentemente presentes em baixa
abundancia em comparagdo com outras espécies de micro-invertebrados. De acordo com
Rocha et al. (1995), os rotiferos dominam o zooplancton da maioria dos lagos, tanques,
reservatdrios e rios do Brasil em densidade e numero de espécies. Isto se deve provavelmente
ao fato destes organismos consumirem uma variedade de espécies fitoplanctonicas, detritos e
bactérias, com dietas variando entre espécies distintas ou mesmo em uma unica espécie. Os
rotiferos também sdo dominantes em quase todos os ecossistemas aquaticos de agua doce de
todo o mundo (Segers et al., 1993; Sharma e Sharma, 2012).

Isto sugere que a utilizagdo somente de cladoceros pode ter uma utilidade limitada na
avaliacdo de riscos ecologicos de substancias toxicas. Além disso, dados ecotoxicoldgicos
para outros grupos de invertebrados aquaticos sdo reduzidos, e os testes realizados com
rotiferos tém focado principalmente os Monogononta, usando o género Brachionus
(Brachionus calyciflorus ¢ de longe o rotifero de dgua doce mais comumente usado em
ensaios de toxicidade).

Rotiferos da ordem Bdelloidea representam um importante grupo de invertebrados
em corpos d’dgua do Brasil e do mundo e estudos abordando seus aspectos biologicos e
ecotoxicologicos, sdo ainda incipientes. Mais estudos sdo, portanto, imprescindiveis.

O presente estudo focalizou: (1) aspectos envolvendo a biologia da espécie Philodina
roseola Ehrenberg, 1830 (Rotifera, Bdelloidea), (2) o desenvolvimento de um protocolo de
cultivo desse rotifero, (3) a realizacdo de ensaios ecotoxicolégicos agudos e cronicos em
laboratério dessa espécie, (4) a avaliagdo da sensibilidade de Philodina roseola a uma
substancia de referéncia, o dicromato de potassio, (5) a avaliacdo da sensibilidade de
Philodina roseola ao pesticida carbofurano (ingrediente ativo e produto formulado) utilizando
diferentes variaveis.

Diante deste contexto, o presente estudo teve por objetivo testar a hipotese de que a
espécie Philodina roseola Ehrenberg, 1830 (Rotifera, Bdelloidea), ¢ um organismo-teste
utilizdvel em estudos ecotoxicoldgicos e para isso realizou-se o estudo de diferentes aspectos

de seu ciclo de vida e de sua sensibilidade a compostos toxicos.
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Capitulo 1: O ciclo de vida de Philodina roseola Ehrenberg, 1830 (Rotifera, Bdelloidea)

Resumo

O estudo do ciclo de vida das espécies zooplanctonicas fornece dados importantes sobre
aspectos bioldgicos e ecoldgicos das mesmas, além de informagdes para o entendimento das
interacdes com outras espécies. Este estudo obteve informagdes sobre o ciclo de vida de
Philodina roseola cultivada em laboratorio. Os experimentos foram mantidos em camara
incubadora com temperatura de 25,0 + 1 °C, fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas escuro e com
alimentagdo por meio de uma suspensdo da alga cloroficea Raphidocelis subcapitata na
concentra¢io de 10° cels. mL™". As observacdes foram feitas em intervalos de 3 horas para o
acompanhamento do desenvolvimento embriondrio e posteriormente em intervalos de 6 horas,
para o acompanhamento do desenvolvimento poOs-embrionario, durante o qual foram
avaliados o crescimento individual, o tamanho da primipara, a fecundidade e a longevidade. A
duragdo do desenvolvimento embrionario foi de 23,88 horas e¢ a idade da primipara de P.
roseola foi em média de 3,5 dias. A longevidade maxima foi de 23 dias. O tamanho médio
dos neonatos foi de 198,77 um, o comprimento médio da primipara foi de 395,56 ym e o
comprimento médio dos adultos foi de 429,96 um. A fecundidade média de P. roseola foi de
1,22 ovos fémea ' e o namero total de ovos produzidos por fémea durante todo o ciclo de vida
foi, em média, 22,33 ovos. Com este estudo pode-se concluir que P. roseola tem um rapido
desenvolvimento. A desaceleracdo do crescimento somatico coincidindo com o inicio da
reproducdo evidencia um dos tipos de barganha entre crescimento e reproducao,
frequentemente observada entre os micrometazoarios, onde a espécie aloca energia no
crescimento corporal até a primeira reprodugdo e depois disso canaliza quase toda a energia

disponivel para a reprodugao.

Palavras-chave: longevidade, fecundidade, crescimento, desenvolvimento embriondrio,

zooplancton
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1. Introducao

O conhecimento aprofundado do ciclo de vida das espécies do zooplancton ¢
especialmente importante para o estudo da dinadmica das populacdes, do papel destas nas
cadeias e teia alimentar, envolvendo diferentes interagcdes ecologicas na comunidade. Fornece
também subsidios para a utilizagdo destes organismos como organismos-teste em avaliagdes
ecotoxicologicas, visando o monitoramento da qualidade ambiental (Freitas e Rocha, 2006;
Forbes et al., 2010). Além disso, os estudos do ciclo de vida podem proporcionar informagdes
basicas essenciais para as investigacdes de processos como as taxas de ingestao, assimilacio e
producao secundaria das espécies individuais (Santos-Wisniewski et al., 2006).

O crescimento, a reproducdo e a sobrevivéncia do zooplancton podem ser
influenciados por diversos fatores ambientais. Entre esses fatores, a qualidade do alimento e a
temperatura sdo os mais importantes, sendo a temperatura especialmente relevante para a
duragdo do desenvolvimento e a disponibilidade de alimento para a fecundidade (Bottrell et
al., 1976). Os parametros do ciclo de vida das espécies sdo também importantes para a
interpretacdo de aspectos da sua biologia e ecologia em ambientes especificos, e além destes,
de sua distribuicao geografica como um todo (Giintzel et al., 2003).

As espécies da Subclasse Bdelloidea sdao componentes importantes do plancton
limnético, ocorrendo em uma grande variedade de massas de dgua. Compreendem cerca de
460 espécies conhecidas (Segers, 2007). S@o encontradas em habitats em todo o mundo
(Mayr, 1963; Bell, 1987), no entanto, pouco se sabe sobre a biologia e a ecologia de espécies
desta Subclasse. A maioria dos rotiferos bdelloides sao de vida livre, profusamente
encontrados em aguas doces e lugares imidos ou periodicamente imidos (Donner, 1965;
Ricci, 1987; Wallace e Snell, 1991, Wallace, et al., 20006).

Os rotiferos bdelloides tém duas caracteristicas especiais que tém atraido a atengdo
de cientistas em todo mundo (Fontaneto et al., 2007). A primeira ¢ que eles podem viver em
qualquer habitat aquético, mesmo que seja efémero, porque eles sdo capazes de sobreviver a
dessecacdo por meio de uma forma de dorméncia chamada anidrobiose (Ricci, 2001; Ricci e
Capriol, 2005). A segunda caracteristica ¢ que os Bdelloidea parecem ter evoluido sem
reproducao sexual, sendo o maior, mais antigo ¢ mais diversificado tdxon multicelular para o
qual existem evidéncias morfologicas, citolégicas e moleculares de evolucdo assexuada de

longo prazo (Mark Welch e Meselson, 2000; Mark Welch et al., 2004).
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Quando dormente qualquer bdelloide representa um propagulo facilmente
dispersavel, que pode colonizar qualquer novo habitat adequado. Qualquer propagulo pode ser
o fundador de uma nova populagdo, j& que ndo hé necessidade de companheiros sexuais.
Assim, em teoria, uma dada espécie deste grupo de rotiferos pode ser encontrada em qualquer
habitat adequado em qualquer parte do mundo. Geralmente ¢ assumido que as espécies da
Subclasse Bdelloidea sao cosmopolitas (Fontaneto et al., 2006).

As espécies do género Philodina t€m caracteristicas bioldgicas que prontamente as
recomendariam como um organismo-teste (Buikema et al., 1974; Hagen et al., 2009, 2010;
Allinson et al., 2011): s3o pequenos, se reproduzem unicamente por partenogénese, tem alta
fecundidade e ciclo de vida curto. Assim ¢ possivel obter um grande numero de individuos
para bioensaios com o minimo de problemas, tempo e despesas e por clonagem € possivel
obter milhares de animais geneticamente uniformes em um curto periodo de tempo. Além de
serem de facil obtencdo e elevada representatividade, por serem encontrados em uma grande
variedade de habitats, incluindo o fundo de lagos, lagoas, pantanos, rios, corregos € nascentes.
Estdo tambem presentes em musgos e liquens, em pogas de agua em sarjetas, serapilheira ou
no solo e até em tanques de estagdes de tratamento de esgoto (Wallace e Snell, 2010).

O objetivo do presente estudo foi o de obter informagdes detalhadas sobre o ciclo de
vida de Philodina roseola incluindo o desenvolvimento embrionario € pos-embrionario, a
idade da primipara, tempo de geracdo, a longevidade, a taxa de crescimento e fecundidade
individual visando contribuir para estudos de producdo secundéria de ecossistemas de dgua
doce no Brasil e outros paises onde esta espécie ou espécies semelhantes ocorram. Estas
informacdes detalhadas sao muito importantes para o estabelecimento de critérios a serem
utilizados em ensaios ecotoxicoldgicos e estabelecimento de metodologias de cultivo em larga

escala voltadas para sua utilizagdo como alimento vivo de larvas de peixes em piscicultura.

2. Materiais e Métodos

2.1. Manutengdo da cultura - estoque de Philodina roseola

Philodina roseola Ehrenberg, 1830 (Rotifera, Bdelloidea) foi coletada em tanques
experimentais de fibra de vidro, com 10.000 L de capacidade, localizado na Universidade
Federal de Sao Carlos, Sao Carlos, Sdo Paulo — Brasil (21°98°-31°25°S e 47°87°- 81°21’W).

Os individuos de P. roseola foram coletados com rede de plancton com 68 pm de abertura de
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malha. O material foi armazenado em frascos de polietileno, triado e identificado com base
nas descrigoes de Koste e Terlutter (2001) para a separagao de individuos desta espécie.

Para o cultivo foi utilizada 4gua reconstituida preparada de acordo com os
procedimentos recomendados pela Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM,
2001). A agua reconstituida foi preparada com 0,03 g L' CaS04.2H,0 , 0,061 g de L™ ' de
MgS04.7H,0 , 0,048 g de L' de NaHCOs3, ¢ 0,002 g L ' de KCl dissolvidos em 1 L de 4gua
destilada e de acordo com as recomendacdes da ABNT (2005), com as seguintes
caracteristicas: pH entre 7,0 e 7,8; dureza entre 40 ¢ 48 mg CaCO; L' e condutividade
elétrica de 160 puS cm’™.

As culturas-estoque, com grande densidade deste rotifero (valor médio de 116 ind.
mL™") foram mantidos em béqueres de 50 a 250 mL e estes foram mantidos em incubadora
com temperatura controlada a 25 + 1°C, com fotoperiodo de 16h claro: 8h escuro. Para evitar
a evaporagdo do meio de cultura, os béqueres foram lacrados com filme de plastico e a
manutengdo das culturas foi realizada de acordo com os procedimentos propostos por Hagen
et al. (2009), a cada 76 horas, quando eram renovadas a dgua e o alimento. Os individuos de
P. roseola foram alimentados com suspensdo algacea de Raphidocelis subcapitata, cultivada
em meio CHU-12 (Miiller, 1972), na concentragio de 1 x 10° células mL™".

O presente estudo foi realizado por cultivo individual, cada organismo foi cutivado
em 3,0 mL de meio de cultura, em vidros de relogio (90 mm de diametro) mantidos em placas
de Petri (110 x15mm) para evitar a evaporacdo do meio. Os meios de cultura foram
preparados com agua reconstituida e renovados a cada dia. As observagdes dos animais foram
realizadas sob microscopio estereoscopico em aumento de 50 vezes e estes foram manuseados

cuidadosamente por meio de pipetas Pasteur.

2.2. Desenvolvimento embrionario

A duracao do desenvolvimento embrionario de Philodina roseola foi determinado
observando-se as principais transformagdes que ocorrem na progénie a partir da formacgao dos
ovos nas fémeas. Além disso, a duragcdo de cada fase do desenvolvimento embrionério (em
horas) foi medido. O método utilizado foi o seguinte: fémeas sexualmente imaturas foram
separadas a partir dos cultivos-estoque, em vidros de relogio contendo meio de cultura.
Quando estavam prontas para produzir ovos (ou seja, pouco antes da primipara), 9 fémeas

foram colocadas individualmente em vidros de relégio contendo 3 mL de meio de cultura.
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2.3. Desenvolvimento pos-embriondrio

Nove recém-nascidos foram colocados individualmente em 3 mL de meio de cultura
em vidros de relogio (90 mm) e estes mantidos em placas de Petri (110 xI15mm) sendo
cultivados conforme descrito na sec¢do Manutengdo da cultura estoque de Philodina roseola.
As medi¢des foram feitas sob microscopio estereoscopico e escala micrométrica no sentido
anteroposterior, portanto em relagdo ao comprimento do animal. O intervalo entre as medidas
foi de 3 horas. Durante o experimento, o comprimento e a largura de cada um dos rotiferos
foram medidos no momento do seu completo alongamento. As curvas de crescimento foram
ajustados utilizando-se a equagdo de von Bertalanffy, sendo o parametro inicial obtido pela

transformagdo de Ford-Walford ( Sparre e Venema, 1998):

Lt=Loo[l—¢ ()]

Lt = tamanho em um certo intervalo de tempo t, expresso em mm; L co = comprimento
maximo, expresso em mm; K = constante relacionada com a taxa de crescimento; e = base de
logaritmo neperiano; ty = parametro relacionado com o comprimento inicial dos individuos no
nascimento (L), expresso em dias.

Para o calculo da idade da primipara, computou-se o tempo decorrido desde o
nascimento do neonato até sua primeira reproducdo. As observagdes foram feitas em
intervalos de 3 horas.

Para determinacao da fecundidade, o nimero de ovos produzidos por cada fémea foi
contado diariamente e as observagoes foram feitas em intervalos de 6 horas, retirando-se das
culturas os filhotes nascidos entre os periodos de observacdes. A longevidade ou duragdo
maxima do ciclo de vida foi determinada computando-se o tempo desde o nascimento até a
morte de cada individuo, por meio de observacdes variando entre 3 horas inicialmente e

passando para 6 horas ap0s ser verificada a estabiliza¢do do crescimento dos organismos.

3. Resultados
O crescimento individual de Philodina roseola foi analisado avaliando-se o
comprimento médio de 9 fémeas, em cada intervalo de observacao. Os valores obtidos por

medig¢des didrias serviram de base para o tragado das curvas de crescimento em comprimento
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de P. roseola para as condigdes estabelecidas. O tamanho de um rotifero recém-nascido foi
em média de 198,77 + 25,88 um. Na Figura 1 ¢ mostrada a variacdo do tamanho corporal de
P. roseola ao longo do ciclo de vida desta espécie, podendo-se observar que o comprimento
do corpo mudou substancialmente durante os primeiros dias de vida do organismo. A curva
de crescimento pode ser descrita pela funcao logistica, uma vez que ap6s um rapido periodo
exponencial, houve redugdo no crescimento, o qual aumentou lentamente até atingir o
maximo valor assimptotico. A partir do 4° dia foi observada a reducdo do crescimento.
Entretanto, deve-se considerar que essa curva ¢ representativa de individuos desenvolvendo-

se em um meio com alimento abundante (Raphidocelis subcapitata) e temperatura favoravel

controlada de 25 + 1°C.
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Figura 1: Curva de crescimento individual para Philodina roseola cultivada a 25 + 1°C, e alimentadas com a

microalga cloroficea Raphidocelis subcapitata na concentragio de 1 x 10° células mL™. Os pontos se referem

aos valores obtidos para nove réplicas animais.

A duragdo do desenvolvimento embrionario de Philodina roseola correspondeu ao
valor médio de 23,88 + 3, 82 horas. O valor da fecundidade média de uma fémea ¢ a
fecundidade média total para nove fémeas cultivadas pode ser encontrado na Tabela 1, assim

como outros parametros analisados do ciclo de vida de P. roseola.
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Tabela 1: Parametros do ciclo de vida (valores médios + desvio-padrio) do rotifero Philodina roseola cultivado

em laboratorio, nas condi¢des controladas de 25 + 1°C, e alimentado com suspensdo de Raphidocelis subcapitata

a 10° células mL™".

Parametros do ciclo de vida Valores
Tamanho médio do adulto (um) 429,96 &+ 28,12
Tamanho médio do neonato (um) 198,77 £ 25,88
Tamanho médio da primipara (um) 395,56 £19,44
Tamanho minimo da primipara (um) 360,00
Fecundidade total (No. de ovos em toda a vida) 22,33 +2,29
Fecundidade média (No. de ovos/fémea) 1,22 +£0,44
Longevidade maxima (dias) 23,00
Longevidade média (dias) 19,33 £2,06
Duracao do desenvolvimento embrionario (horas) 23,88 +3, 82
Idade média da primipara (dias) 3,5+3,11

Os valores diarios de fecundidade média durante todo o ciclo de vida de P. roseola

sdo plotados na Figura 2. Nota-se que os maiores valores de fecundidade média observada

foram quatro ovos por fémea entre o 4° e 5° dia de vida.

Numero de ovos por fémea

l T
12

Dias

14

Figura 2. Fecundidade média de Philodina roseola durante o seu ciclo de vida, quando cultivada a 25 + 1,0 ° C.

Os pontos representam os valores médios obtidos para nove individuos isolados.
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4. Discussiao

Philodina roseola pode ser considerada um micrometazoario de réapido
desenvolvimento com base na taxa de crescimento e tempo para atingir o tamanho méaximo. A
desacelerag@o do crescimento somatico coincidindo com o inicio da reprodug@o evidencia um
dos tipos de barganha entre crescimento e reprodugdo que os micrometazoarios
frequentemente fazem em decorréncia da baixa disponibilidade de energia, levando as
espécies a alocar energia no crescimento do corpo até a primeira reproducdo e depois disso,
canalizarem toda a energia disponivel para a reproducdo (Snell e King, 1977). Com relagao a
estrutura corporal e ao crescimento de invertebrados do Filo Rotifera, estes possuem uma
cavidade corporal preenchida por liquido, como todos os blastocelomados, intestino
completo, epiderme sincicial, mas com um numero pré-determinado de nucleos (eutelia),
onde o crescimento nesses organismos ocorre apenas via volume de células (Ruppert e
Barnes, 1996).

De acordo com Dumont (1987), algumas espécies investem em energia ao longo da
vida e consequentemente tem baixa reproducdo, enquanto outras investem na reproducdo e
assim tem um tempo de vida menor. Neste estudo, verificou-se que o crescimento da espécie
estudada ¢ rapido até o terceiro dia de vida, quando entdo atinge o estagio de primipara.
Embora continue a crescer depois da primeira reproducdo, P. roseola investe mais energia em
reproducdo do que em crescimento corporal e a taxa de crescimento ¢ reduzida, em torno do
5° dia.

Lebedeva e Gerasimova (1985) afirmam que o efeito da temperatura sobre a duragio
do periodo reprodutivo e a producdo de ovos por fémea de Philodina roseola ¢ evidente.
Esses autores também acompanharam o desempenho reprodutivo durante todo o ciclo de vida
desta mesma espécie e concluiram que este diferiu completamente entre baixas e altas
temperaturas. Por exemplo, a 26 °C foi observado um aumento rapido da fecundidade, em
torno do 5° dia, a 14 °C foi observada baixa fecundidade, sem um periodo maximo
pronunciado de produgdo de ovos. A reproducao foi inibida a 32 °C. Estes autores concluem
que P.roseola tem uma grande tolerancia a variagcdes de temperatura, mas que o intervalo de
temperatura de 20-26 °C deve ser considerado o ideal para o crescimento e reproducdo da
espécie e as faixas de temperaturas proximas a 14 ¢ 32 °C como os limites minimo € maximo

para a tolerancia térmica.
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Uma comparagdo dos resultados do presente estudo e da literatura para a
longevidade, fecundidade total, idade da primipara e temperatura de cultivo de varias espécies
de rotiferos das Subclasse Monogononta e Bdelloidea sdo apresentados na Tabela 2. A idade
da primipara de Philodina roseola foi a mesma que a observada para Adineta vaga,
Habrotrocha constricta e Macrotrachela inermis, todos essas espécies da Subclasse

Bdelloidea, tendo sido cultivadas em temperaturas proximas a 24 = 1 °C.

Tabela 2. Comparagdo entre a duragdo da longevidade (dias), fecundidade total (nimero de ovos), idade da
primipara (dias) e temperatura de cultivo de Philodina roseola obtidos no presente estudo com parametros

disponiveis na literatura para outras espécies de Rotifera.

Fecundidade Idadeda Temperatura

Espécie Longevidade Referéncia
total primipara ‘0

Monogononta
Brachionus angularis 5 - - 20 Walz, 1987
Brachionus calyciflorus 11 - - 20 Halbach, 1973
Brachionus caudatus 8 19 - 25 Athibai e Sanoamuang, 2008
Brachionus plicatilis 11 21 5-9 20 Korstad et al., 1989
Encentrum linnhei 12 - - 22 Schmid-Araya, 1991
Euchlanis dilatata 7 - - 20 King, 1967
Euchlanis triquetra 7 - - 20 Lansing, 1947
Keratella cochlearis 9 - - 20 Walz, 1987
Lecana tenuiseta 26 7 - 20 Hummon e Bevelhymer, 1980
Bdelloidea
Adineta vaga 17 14 3 24 Ricci, 1983
Embata laticeps 27 20 4 24 Ricci, 1983
Habrotrocha constricta 38 21 3 24 Ricci, 1983
Habrotrocha elusa vegeta 32 22 2 24 Ricci, 1983
Habrotrocha sylvestris 40 26 4 24 Ricci, 1983
Macrotrachela inermis 31 24 3 24 Ricci, 1983
Macrotrachela insolita 76 22 9 24 Ricci, 1983
Otostephanos torquatus 45 10 7-8 24 Ricci, 1983
Philodina roseola 20 23 3 25 Presente estudo
Philodina roseola 27 35 3 24 Ricci, 1983
Philodina vorax 22 13 6 22 Ricci e Fascio, 1995

Pode-se observar na Tabela 2 que em comparagdo com as espécies da Sublasse
Monogononta, a longevidade das espécies de Bdelloidea tem maior duragdo, exceto para a
espécie Lecane tenuiseta. Para os rotiferos da Subclasse Bdelloidea, cultivadas em condi¢des
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de laboratorio, o ciclo de vida ¢ em torno de 30 dias, durante o qual elas produzem em média
cerca de 20-35 ovos (Ricci, 1983). Ja a expectativa de vida no campo ¢ desconhecida. Em
resposta aos distirbios (por exemplo, evaporacdo da agua) os bdelloides podem entrar em
anidrobiose, e retomar a atividade quando as condi¢des do habitat se tornarem novamente
apropriadas. A taxa de recuperacdo depende da espécie (Ricci, 1998), da duragdo do periodo
de dessecagdio (Caprioli e Ricci, 2001) e da idade dos rotiferos (Ricci, 1987; Orstan, 1995;
Orsenigo et al., 1998). Em qualquer caso, a dorméncia representa um periodo “cego” na vida
dos bdelloides, porque eles vao retomar o ciclo de vida sem considerar o tempo que passaram
em dorméncia.

Para a maioria dos rotiferos da Subclasse Monogononta completam seu ciclo de vida
em uma faixa de 5 a 12 dias, em média, em temperaturas variando entre 20 e 25 °C, sendo
assim de curta duracdo. Eles ocorrem de forma consistente no plancton de lagos (Edmondson,
1959; Nogrady et al., 1993; Shiel et al., 1998), muitas espécies habitam o fundo (Schmid-
Araya, 1998; Ricci e Balsamo, 2000) e também o perifiton (Duggan, 2001), tanto de habitats
aquaticos lénticos como 16ticos.

Ricci (2001) acredita que as formas de dorméncia dos rotiferos podem estar
relacionadas com a variacao temporal dos seus ambientes, além da sua biologia e ecologia. Os
Monogononta normalmente tem ciclo de vida de curta duragdao, com o ciclo de vida em
ambientes chamados de granulagdo grossa, aos quais sdo incertos ou imprevisiveis (Levins,
1968). Suas historias de vida sdo caracterizadas por um maior esfor¢o reprodutivo inicial em
detrimento de maior longevidade. Por outro lado os Bdelloidea tem longevidade 2 a 3 vezes
maior que a dos Monogononta, vivem nos chamados ambientes de granulacao fina, mais
previsiveis e podem se transformar em formas quiescentes de curto prazo, diretamente, em
resposta a perturbacdo ambiental (Ricci, 1983). Os dados obtidos do cultivo em laboratorio
sugerem que P. roseola se enquadra nesta ultima categoria, seguindo o padrdo tipico dos
Bdelloidea.

A qualidade e a quantidade de alimentos sdo fatores que controlam produgdo
secundaria em ecossistemas aquaticos (Santos et al., 2010) e um aumento da disponibilidade
de alimentos aumenta a produ¢do de ovos (Santos et al., 2006). De acordo com Sarma et al.
(2005), nas regides tropicais a maior disponibilidade de alimento e temperaturas mais
elevadas do que em regides temperadas favorecem os Rotifera, que estdo presentes na

maioria dos habitats de d4gua doce e sdo frequentemente o grupo de maior importancia para a

32



producdo secundaria da comunidade zooplanctonica em virtude de seu curto tempo de
geracao e dominancia numérica (Starkweather, 1987; Walz, 1997; Wallace, 2002, Wallace e
Snell, 2010), apesar de reduzida biomassa instantdnea (Ruttner-Kolisko, 1974).

A maior parte do conhecimento sobre a biologia e ecologia de rotiferos ¢
principalmente baseada em estudos de rotiferos planctonicos em zonas temperadas, e ¢
consideravelmente pouco o conhecimento sobre as caracteristicas de rotiferos de outras
regides ou habitats (Ricci, 2001). Acreditamos que mesmo espécies consideradas
cosmopolitas como P. roseola podem ter estratégias e historias de vida muito diferentes
dependendo de caracteristicas particulares de seus habitats, ou a imprevisibilidade dos
mesmos e que o estudo das espécies deve se estender além do laboratério para os ambientes
naturais, especialmente nos corpos de agua doce tropicais onde sdo na maioria das vezes

dominantes.
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Capitulo 2: A producio secundaria de Philodina roseola (Rotifera, Bdelloidea) cultivada
em laboratoério

Resumo

O objetivo desse trabalho foi quantificar a producdo secundaria da espécie Philodina roseola
cultivada em laboratorio. As variagdes no tamanho do corpo dos rotiferos e na reprodugao
foram individualmente determinadas para nove individuos. As medidas das dimensodes
lineares (comprimento total, largura e didmetro) de partes do corpo foram realizadas apds o
nascimento dos individuos e acompanhadas ao longo do ciclo de vida dos mesmos. A
biomassa (ug PS. ind™) foi estimada por meio do calculo do biovolume corporal o qual foi
determinado por meio de equagdes adequadas para as formas geométricas mais proximas ao
formato das diferentes partes do corpo da espécie. A produgdo individual em crescimento
corporal (Pg) foi determinada, assim como a produgdo reprodutiva (Pr). O comprimento
médio do corpo do rotifero adulto (429,96 + 28,12 um) foi cerca de duas vezes maior que o
tamanho médio dos neonatos (198,77 + 25,88 um). O aumento dos valores de biomassa em
peso seco das diferentes fases de desenvolvimento, ocorreu na mesma proporgdo, sendo a
biomassa do individuo neonato (0,0104 +£0,0014) aproximadamente a metade daquela do
juvenil (0,0254 +0,0029) e a da fase adulta (0,0508 +£0,0071) aproximadamente o dobro da
biomassa do juvenil. Somando-se os resultados dos valores da producdo corporal foi obtido o
valor referente a produgdo corporal média da espécie (0,042464 + 0,007242 pg PS. ind™). A
producdo relativa ao aumento de biomassa corporal entre neonato e juvenil foi maior,
correspondendo a 1,3 vezes o incremento ocorrido quando o individuo passou da fase juvenil
para a fase adulta. A produgdo reprodutiva foi em média muito maior (5,8 vezes mais) do que
a producao corporal, correspondendo assim a 84,68 + 3,65 % do valor da produgao total de P.

roseola.

Palavras-chave: rotifero, crescimento, biomassa, reprodugdo, peso seco
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1. Introducao

As determinacdes de biomassa e da producao secunddria das diferentes populagdes do
zooplancton sdo indispenséaveis para o conhecimento da produ¢do organica dos ecossistemas
aquaticos (Matsumura-Tundisi et al., 1989). Apesar do elevado nimero de trabalhos sobre a
composi¢do e abundancia do zooplancton, poucos sdo os estudos em que a biomassa e a
producdo das espécies individuais ou da comunidade toda sdo quantificadas (Culver et al.,
1985; Bonecker et al., 2007). Soma-se a isso o fato de muitos trabalhos sobre a produtividade
zooplanctonica abrangerem somente cladoceros e copépodos, ndo considerando a importancia
de rotiferos na transferéncia de energia e ciclagem de nutrientes em ambientes aquaticos
(Rossa et al., 2007).

Na maioria dos ambientes de d4gua doce o grupo dos Rotifera ¢ bastante diversificado
e usualmente inclui diversas associacdes congenéricas (Matsumura-Tundisi et al., 1990),
sendo um dos mais representativos em lagos e reservatérios nos ecossistemas de dgua doce de
todo mundo (Segers et al., 1993; Rocha et al., 1995; Bozelli, 2000; Sharma e Sharma, 2012).
Os Rotifera geralmente representam uma menor propor¢do da biomassa da comunidade,
quando comparados com a biomassa de outros grupos como os Cladocera e Copepoda. No
entanto, os rotiferos geralmente possuem maiores taxas de renovagdo (“turnover rates”) do
que estes outros grupos € em alguns ambientes podem ser mais representativos nao so
numericamente, mas também em relacdo a biomassa e producdo secundaria (Makarewicz e
Likens, 1979; Pace e Orcutt, 1981; Hernroth, 1983).

Os organismos pertencentes ao filo Rotifera sdo importantes componentes dos
ambientes aquaticos porque suas taxas de reproducdo encontram-se entre as mais rapidas dos
metazodarios, devido a alternancia de reproducdo sexuada e assexuada, além da existéncia de
espécies com reproducdo exclusivamente partenogenética e curtos periodos de
desenvolvimento (Herzig, 1983). Sao eficazes filtradores de particulas organicas em
suspensao, principalmente de algas e bactérias (Havens, 1991; Arndt, 1993; Gilbert e Jack,
1993) e sdao presas de muitos predadores como turbeldrios, larvas e ninfas de insetos,
copépodes Cyclopoida e larvas de peixes (Polgar e Souza, 1981; Setzler -Hamilton et al.,
1981; Williamson, 1983; Stoecker e Egloff, 1987; Telesh, 1993; Conde - Porcuna e Declerck,
1998) . Desta maneira, eles podem colonizar ambientes vagos com extrema rapidez, e

converter a producdo primaria em uma forma utilizdvel para outros consumidores
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secundarios, podendo chegar a produzir 30 % do total da biomassa planctonica (Nogrady et
al., 1993).

Muitos estudos sobre a produ¢do secundaria do zooplancton foram publicados em
1970 e 1980, com o objetivo geral de rever e sistematizar as técnicas utilizadas na
investigacdo sobre este tema (Winberg et al., 1971; Edmondson, 1974; Bottrell et al., 1976).
Apesar das dificuldades de ordem pratica, as estimativas de produtividade do zooplancton sao
importantes a fim de avaliar o seu papel no funcionamento nos ambientes aquaticos. Para os
Rotifera, varios fatores podem determinar as diferengas observadas nos valores de biomassa
obtidos para uma dada espécie, particularmente quando sdo estudadas as populagdes in situ,
desde o método de preservacao das amostras, até as caracteristicas proprias dos individuos
devido aos fatores fisicos e quimicos do ambiente, como a concentragdo de nutrientes, a
temperatura, a qualidade, a quantidade de alimento e a pressdo de predagdo, dentre outros
(Rossa et al., 2007).

Desta maneira, os objetivos do presente trabalho foram quantificar a biomassa ¢ a
producdo secundaria das principais fases de desenvolvimento da espécie Philodina roseola
Ehrenberg, 1830 (Rotifera, Bdelloidea), para individuos cultivados em laboratério, sob

condi¢cdes controladas de temperatura e quantidade de alimento.

2. Materiais e métodos

2.1. Manutengdo da cultura estoque de Philodina roseola

Philodina roseola Ehrenberg, 1830 (Rotifera, Bdelloidea) foi coletada no plancton
que naturalmente se desenvolve em tanques de fibra de vidro, com 10. 000 L de capacidade,
mantidos na Estacdo de Aquicultura da Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Carlos, SP,
Brasil (21°98°-31°25°S e 47°87°- 81°21°W). Amostras de zooplancton foram coletadas com
rede de plancton de 68 pm de abertura de malha, temporariamente armazenadas em frascos de
polietileno, de onde os individuos de P. roseola foram isolados e identificados com base nas
descrigoes de Koste e Terlutter (2001).

O meio para o cultivo foi a 4gua reconstituida preparada de acordo com os
procedimentos recomendados pela Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM,
2001), sendo constituida de 0,03 g L™ CaS04.2H,0 , 0,061 g de L' de MgS04.7H,0 , 0,048
g de L' ! de NaHCOs3, ¢ 0,002 g L ' de KCI dissolvidos em 1 L de agua destilada e ajustada
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para apresentar, de acordo com as recomendagdes da ABNT (2005), as seguintes
caracteristicas: pH entre 7,0 ¢ 7,8; dureza entre 40 ¢ 48 mg CaCOs L' e condutividade
elétrica de 160 pS cm™.

Cultivos-estoque, com grande densidade deste rotifero (valor médio de 116 ind. mL"
") foram mantidos em béqueres de 50 a 250 mL, dentro de incubadora com temperatura
constante de 25 + 1°C e fotoperiodo de 16h claro: 8h escuro. Os béqueres foram lacrados com
filme de plastico para evitar a evaporagcdo do meio de cultura, e a manutencao das culturas foi
realizada de acordo com os procedimentos propostos por Hagen et al. (2009), a cada 76 horas,
quando eram entdo renovadas a dgua e¢ o alimento. Os individuos de P. roseola foram
alimentados com suspensao algacea de Raphidocelis subcapitata, cultivada em meio CHU-12
(Miiller, 1972), na concentracdo de 1 x 10° células mL™.

No presente estudo os cultivos experimentais para determinagdo da producdo
secundaria foram individuais, sendo cada individuo cultivado em 3,0 mL de meio de cultura,
em vidros de reloégio de 90 mm de didmetro, mantidos em placas de Petri de 110 x15mm,
tampadas para evitar a evaporagdo do meio. As observagdes e medidas dos rotiferos foram
realizadas sob microscopio estereoscopico em aumento de 50 vezes e estes foram manuseados
cuidadosamente por meio de pipetas Pasteur. Os meios de cultura foram preparados com agua

reconstituida e renovados a cada dia.

2.2. Medidas de tamanho e calculos da biomassa de Philodina roseola

As medidas das dimensdes lineares dos organismos (9 réplicas) foram realizadas sob
microscopio Optico com ocular micrometrada para diferentes partes do corpo As medigdes
foram feitas sob microscopio estereoscopico e escala micrométrica no sentido anteroposterior,
portanto em relagdo ao comprimento do animal. O intervalo entre as medidas foi de 3 horas.
O comprimento e a largura de cada um dos rotiferos foram medidos em instantes de seu
completo alongamento.

Uma formula para calculo do volume corporal foi estabelecida acoplando duas
formas geométricas, um cilindro e um cone, como ilustrado na Figura 1. Com base nas
dimensdes lineares medidas e nesta formula foram calculados os biovolumes dos individuos

neonatos, juvenis e adultos.
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ve=[P12x k145 (D1% 4 D1x D24 D2%)], onde:

D2 T D1

h2 h1

Figura 1: Representagdo esquematica da forma do corpo de Philodina roseola e dimensdes lineares medidas

para o calculo do biovolume de um individuo.

Uma vez calculado o volume, este foi convertido em peso imido assumindo-se a
densidade especifica de 1,0. Para conversao de peso imido em peso seco foi utilizado o fator
de conversdo de 10%, como proposto por (Doohan, 1973 in Bottrell et al., 1976). As
dimensdes dos organismos sio apresentadas em pm, o biovolume calculado, em pm’, ¢ o peso

umido e 0 peso seco expressos em microgramas (ULg).

2.3. Calculos da produgao secunddria de Philodina roseola

A producdo secundaria alocada em crescimento (Pg) para os rotiferos juvenis foi
determinada, pela subtragdo dos valores de peso seco do neonato do valor do peso seco do
juvenil, sendo a diferenca dividida pela duragdo do tempo de desenvolvimento da fase de
neonato a juvenil (em horas). A produgdo foi posteriormente calculada e expressa em pg PS
ind” dia™'. Similarmente a producdo dos adultos foi determinada pela subtracdo do valor do
peso seco do juvenil do peso seco do adulto, sendo a diferenca dividida pela duracdo do
tempo de desenvolvimento da fase de juvenil a adulto. O tempo médio correspondente a
duracdo da fase de desenvolvimento de neonato-juvenil e de juvenil-adulto é de 15,0 e de 33,0
horas respectivamente. Somando-se os valores da produgdo em crescimento para cada fase de
desenvolvimento (juvenil e adulto) foi encontrada o valor referente a produ¢do secundéria
alocada em crescimento pela espécie.

A producdo secundaria alocada em reproducdo ou producdo de ovos (Pr) foi obtida

por meio da quantificagdo do biovolume dos ovos, conversao do biovolume em peso fresco e
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posteriormente em peso seco de maneira similar a realizada para a biomassa corporal. Para a
determinag¢ao da biomassa dos ovos foram feitas medidas das dimensdes lineares dos mesmos
(largura e comprimento), tendo sido medidos 10 ovos. A fecundidade total de cada individuo
experimental (9 repeticdes) foi determinada ao longo de todo o seu ciclo de vida. Para o

calculo da biomassa dos ovos foi utilizada a férmula para a forma oval elipsoide:

4 2
E'ﬁ:ﬁ_ T3

Onde r; € a maior dimensao linear e r, a menor dimensdo linear.

Uma vez calculado o biovolume, este foi convertido em peso imido e posteriormente
em peso seco da mesma forma que o biovolume corporal. A producdo reprodutiva (Pr) da
espécie foi obtida multiplicando-se o peso seco médio dos ovos, pelo numero de ovos
produzido ao longo da vida de cada individuo, dividido pelo tempo de desenvolvimento
embriondrio da espécie.

A producdo secundaria total para a espécie foi determinada, somando-se o valor
médio obtido para a produgao corporal, com o valor médio de producao reprodutiva para todo

o ciclo de vida, expressa pg PS ind” dia™.

3. Resultados

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores das dimensdes lineares medidas e
utilizadas na férmula para o calculo do biovolume de Philodina roseola dos 3 estagios de

desenvolvimento da espécie (neonato, juvenil e adulto).
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Tabela 1. Valores das dimensdes lineares, biovolume (um’), biomassa em peso umido (PU pg.ind™") e em peso

seco (PS pg. ind ') para neonatos, juvenis e adultos de cada individuo de Philodina roseola cultivado (n=9), além

dos valores médios e respectivos desvios-padrdo para cada variavel analisada.

Medidas usadas na formula

Volume

Biovolume

Biomassa PU

Biomassa PS

Fase h2 h1 D1 D2 (d=1g.cm™) (10% B. PU)
um um pm um (um?) (um?) pg.ind! pg PS.ind!
92,48 138,72 27,50 891 108546,95 108547 0,10854695 0,010854695
80,10 120,00 25,92 9,22 84034,99 84035 0,08403499 0,008403499
87,68 131,52 28,20 10,25 109390,00 109390 0,10939000 0,010939
79,88 119,82 30,15 8,80 111367,09 111367 0,11136709 0,011136709
65,36 98,04 29,40 10,35 88343,28 88343 0,08834328 0,008834328
Neonato 73,64 110,46 3042 9,51 105300,04 105300 0,10530004 0,010530004
81,00 121,57 2833 945 100924,00 100924 0,10092400 0,0100924
64,50 96,00 31,56 9,81 98220,68 98221 0,09822068 0,009822068
91,52 137,28 30,80 8,95 133476,90 133477 0,13347690 0,01334769
Meédia e Desvio-padrao lff‘:foof;‘ ill(‘)é‘tg(} (z;(l)?; 14 f 40;: 0,01044 +£0,00144
144,76 217,14 33,9 10,93  258047,08 258047 0,25804708 0,025804708
136,36 204,54 3544 11,32  264889,53 264890 0,26488953 0,026488953
128,20 192,35 31,98 11,52  204596,60 204597 0,20459660 0,02045966
123,88 185,82 39,51 10,87  295926,85 295927 0,29592685 0,029592685
120,00 180,20 37,35 12,12 259176,21 259176 0,25917621 0,025917621
Juvenil 122,56 183,84 3820 12,45  277649,65 277650 0,27764965 0,027764965
107,72 161,58 36,27 10,68  217246,64 217247 0,21724664 0,021724664
96,00 144,50 40,26 11,77  238646,69 238647 0,23864669 0,023864669
121,56 182,34 38,30 11,31  274592,28 274592 0,27459228 0,027459228
Meédia ¢ Desvio-padrdo 254530,17 254530,17 0,25453017 0,025453
+29427,16 +29427,16 +0,029427 +0,002943
182,62 27391 39,28 12,30  436000,86 436001 0,43600086 0,043600086
161,45 242,10 4545 13,30  512000,62 512001 0,51200062 0,051200062
168,52 252,78 4248 11,81 46444533 464445 0,46444533 0,046444533
161,48 24222 48,63 13,36  583994,01 583994 0,58399401 0,058399401
Adulto 161,22 241,84 44,64 12,99  493009,97 493010 0,49300997 0,049300997
176,48 264,72 46,22 1391 580985,85 580986 0,58098585 0,058098585
171,36 257,04 40,42 12,83  433269,47 433269 0,43326947 0,043326947
194,88 292,32 4570 11,95 62101581 621016 0,62101581 0,062101581
169,92 25488 41,31 12,98 44842945 448429 0,44842945 0,044842945
Meédia e Desvio-padrao i(;?é(z)’ll:?é i; ?301 12,81 3 ?é?)?(%l 12 (;709 13 0,050813 +0,0071

Analisando-se a Tabela 1, observa-se que o tamanho médio em comprimento da

espécie Philodina roseola quando adulto (429,96 + 28,12) foi duas vezes maior que o

tamanho médio dos neonatos (198,77 + 25,88). Com relagdo os valores de biomassa (peso

seco) das diferentes fases de desenvolvimento, ocorreu o aumento na mesma proporcao (o
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dobro) da fase do individuo neonato (0,01044 +0,00144) para a fase juvenil (0,025453
+0,002943) e de juvenil para a fase adulta (0,050813 +0,0071).

Tabela 2

Os valores obtidos para a biomassa dos ovos de P.roseola estdo apresentados na

Tabela 2. Valores das dimensdes lineares dos ovos (comprimento e largura) utilizados para o célculo do

biovolume, biomassa em peso umido, e biomassa em peso seco, numero de ovos produzidos ao longo do ciclo de

vida, tempo de desenvolvimento embrionario e producdo reprodutiva de cada individuo de Philodina roseola

cultivado (n=9), além dos valores médios ¢ respectivos desvios-padrdo para cada variavel analisada.

Medidas usadas Bi Bi T d Produci Produci
naformula  Biovolume Di0MAassa iomassa N de empo de roducdio rodugio
(um) PU PS ovOs des. emb. reprodutiva reprodutiva
Comp. Larg. " (ng.ovo™) (ng PS.ovo™) (horas)  (ugPS.h") (ngPS.d")
(um)  (um)
69 41 102207  0,102207  0,0102207 20 29 0,0070488 0,16917
70 40 1026254 0,102625 0,010262536 24 23 0,0107087 0,25701
70 41 105191  0,105191 0,010519099 23 27 0,0089607  0,215057
71 40 105578,5 0,105578 0,010557846 20 20 0,0105578  0,253388
71 40 105578,5 0,105578 0,010557846 26 26 0,0105578  0,253388
72 40 108573,4 0,108573 0,010857344 22 20 0,0119431  0,286634
72 40 108573,4 0,108573  0,010857344 24 18 0,0144765  0,347435
71 39 102939  0,102939  0,0102939 19 27 0,0072439  0,173853
71 40 105578,5 0,105578 0,010557846 23 25 0,0097132  0,233117
Média e Desvio- 105205  0,105205 0,01052 22,33333  23,88889  0,0101345  0,243228
padrio +2342,222 +0,002342  +0,000234  +£2,291288 +3,822448  +0,002298 +0,055151

As estimativas da producgdo secunddria total ao longo do ciclo de vida de P.roseola

sdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Valores de biomassa do peso seco (PS) para as fases de desenvolvimento neonato, juvenil e adulto. As
diferencas em producdo corporal entre cada fase também estdo representados, assim como os valores de

producdo total (produgado corporal da espécie + produgdo reprodutiva) de P.roseola.

Producao Producio

Biomassa Biomassa sec. Biomassa sec. Producio Producao Producao
(PS) neonato . (PS) . neonato (PS) juvenil sec. em reprodutiva sec. Total
(ng ind'l) (Juv.el:;_l]) — ( ad;ﬂ:ﬁ]) — Eresic:ll(;l_?g_t]()) (ng ind'ld'l) (ng ind'ld'l)
ne i juvenil "2 adulto ne
0,010854695 0,025805  0,000997 0,0436 0,000539 0,036862 0,16917 0,206032
0,008403499  0,026489  0,001206 0,0512 0,000749 0,046908 0,25701 0,303918
0,010939 0,02046 0,000635  0,046445  0,000787 0,034131 0,215057 0,249188
0,011136709  0,029593 0,00123 0,058399  0,000873 0,05048 0,253388 0,303868
0,008834328 0,025918  0,001139  0,049301  0,000709 0,044339 0,253388 0,297727
0,010530004  0,027765  0,001149  0,058099  0,000919 0,049637 0,286634 0,336271
0,0100924 0,021725  0,000775  0,043327  0,000655 0,034322 0,347435 0,381757
0,009822068 0,023865  0,000936  0,062102  0,001159 0,050277 0,173853 0,22413
0,01334769 0,027459  0,000941  0,044843  0,000527 0,035221 0,233117 0,268338
Média e Desvio-padrao
0,01044 0,025453  0,001001  0,050813  0,000768 0,042464 0,243228 0,285692

+0,00144 +0,002943  +0,000203  £0,0071  +0,000198 +0,007242 +0,055151 +0,055185

Observa-se que a producdo secundaria alocada em crescimento durante o periodo
entre a fase de neonato a juvenil ¢ maior do que o incremento ocorrido quando o rotifero
passou da fase juvenil para a fase adulta. Também podemos perceber que a producao utilizada

em crescimento corporal da espécie ¢ menor (5,8 vezes) do que a alocada em reprodugao.

4. Discussao

A qualidade e a quantidade de alimento representam os fatores mais importantes para
o crescimento e reprodugdo dos rotiferos (Duncan, 1984; Stemberger e Gilbert, 1985; Galindo
et al., 1993). Existem relagdes significativas entre a massa corporal dos rotiferos e as
concentragdes de alimentos ao qual foram expostos, tendo essa questdio uma grande
importancia na interpretacdo dos resultados. Pilarska (1977), ao testar varias concentragdes
alimentares com o intuito de avaliar os efeitos sobre crescimento e produgdo de Brachionus
rubens, concluiu que a faixa 6tima de oferta alimentar a esse rotifero deve ser entre 0,4 a 1 x
10° cells mL" de Chlorella vulgaris. A mesma faixa também foi utilizada para Brachionus
calyciflorus com a dieta alimentar de Chlorella pyrenoidosa (Halbach, Halbach-Keup, 1974).

Em nossos estudos, acreditamos que o pressuposto de uma o6tima alimentag¢do foi cumprido,
46



tendo em vista que P. roseola foi alimentada com uma suspensdo na concentracdo de 1x10°
cells mL™" de Raphidocelis subcapitata uma alga com biovolume aproximadamente 3 vezes
maior (17,8 pm™) do que Clorella vulgaris (5,2 pm™).

Informacgdes referentes a biomassa e producdo secundaria de rotiferos cultivados em
laboratério sdo muito escassas. A disponibilidade de dados sobre a biomassa ¢ um pouco
maior do que para a produgdo podendo ser citados alguns valores para as espécies mais
comuns: Keratella cochlearis, 0,07 a 0,3 ng (Dumont et al., 1975); Kellicottia longispina,
0,04 a 0,1 pg (citado em Margalef, 1983); Brachionus sp., 0,11 a 0,4 pg (Doohan, 1975);
Polyarthra sp., 0,10 a 0,3 pg (Dumont et al., 1975); Conochilus, Conochiloides, 0,10 pg
(citado em Margalef, 1983); Asplanchna sp., 0,2 a 6,0 ug (Salonen e Latja, 1988) e
Ploeosoma hudsoni 1,8 a 2,0 ng (citado em Margalef, 1983). Para producdo secundaria em
organismos cultivados em laboratorio uma investigacao detalhada da bionomia de Brachionus
rubens incluindo a avaliacdo da producdo, foi realizada por Pilarska (1977) a qual reportou o
valor médio de 0,06199 pg PS ind'dia™ (valor recalculado a partir de dados de produgéo
expressos em unidades de energia) para individuos alimentados com Chlorella vulgaris na
concentragio de 10° mL™".

Com relagdo a produgdo secundaria alocada em crescimento observou-se que durante
o periodo entre a fase de neonato a juvenil o incremento de biomassa foi 1,3 vezes maior do
que o incremento ocorrido quando o rotifero passou da fase juvenil para a fase adulta.
Comparando-se a producdo utilizada em crescimento corporal da espécie com a alocada em
reproducdo por P. roseola, verificou-se que uma fragdo muito maior (84,68 £ 3,65 %) foi
canalizada para a reprodugcdo do que para o crescimento corporal. A desaceleracdo do
crescimento somatico dessa espécie coincidindo com o inicio da reproducao evidencia um dos
tipos de barganha energética entre crescimento e reprodu¢do que os micrometazodrios
frequentemente realizam, canalizam mais energia no crescimento do corpo até a primeira
reproducao e depois disso, alocam matéria e energia armazenada para a reproducao (Snell e
King, 1977).

Para rotiferos do lago Constance na Alemanha, Pauli (1989) comparou valores de
biovolume dos ovos ¢ do corpo de 12 espécies de Rotifera, obtidos com base na forma
geométrica das espécies € com a biomassa obtida por pesagem direta. Para Brachionus
calyciflorus, o peso seco variou de 2,2 a 5,7% do peso fresco, para Keratella cochlearis de

24,2 a 27,7%, para Polyarthra vulgaris de 8,7 a 12,2%, para Trichocerca pusilla de 24,2 a
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27,7% e para Filinia terminalis de 9,2 a 12,7%. Com estes dados e também com os obtidos no
presente estudo constata-se que, os valores estimados de biovolume e de biomassa tem
elevada variabilidade que provavelmente inclui a variabilidade natural dos individuos dentro
da populagdo e também um componente de erro nas determinagdes. Desta maneira, maior
precisdo para as informagdes sobre a biomassa ¢ produgdo secundaria ¢ importante para uma
avaliacdo mais realistica acerca da contribuicdo desses pequenos componentes do plancton
para a produtividade global dos ecossistemas aquaticos.

Em ambientes de dgua doce, naturais ou artificiais, a biomassa de rotiferos tende a
variar amplamente em curtos intervalos de tempo ou de distancia (Steele e Frost, 1977).
Podendo estar relacionadas as diferengas no peso dos organismos de acordo com o grau de
trofia do ambiente (Andrew e Fitzsimons, 1992). Os valores reportados para sistemas de
diferentes graus de trofia sugerem que a producdo dos Rotifera estd diretamente relacionada
com o estado tréfico do sistema, sendo que ambientes mais eutréficos apresentam maior
biomassa ¢ producdo do que os sistemas oligotroficos. Assim, estudos sobre produtividade
secundaria em laboratério com desenhos experimentais que contemplem combinagdes destes
fatores poderdo auxiliar na elucidagdo da transferéncia de matéria e energia dentro da
comunidade dos ecossistemas aquaticos e no entendimento de sua propria organizacio.

Conhecé-la ¢, portanto, necessario.
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Capitulo 3: Taxas de filtracdo e ingestio da microalga cloroficea Raphidocelis
subcapitata pelo rotifero Philodina roseola

Resumo

Informagcdes sobre a alimentacdo das espécies zooplanctonicas sdo relevantes para o
entendimento das interagdes troficas entre as comunidades fito e zooplanctonicas e melhor
entendimento sobre a dindmica das populacdes. O objetivo do presente estudo foi quantificar
em laboratério as taxas de filtracdo e ingestdo do rotifero Philodina roseola Ehrenberg, 1830
(Bdelloidea), alimentado com Raphidocelis subcapitata em diferentes concentracdes. O
experimento consistiu na exposicao de 10 adultos de P. roseola por tratamento nas seguintes
concentragdes nominais de R. subcapitata: 1 x 104; 0,5x 10%; 1 x 105; 0,5x 10% 1 x 106; 0,5x
10" e 1 x 107 células mL™"' e sob condicdes controladas de temperatura (25 = 1 °C). Os
experimentos tiveram a duragdo de 1 hora e as concentragdes iniciais e finais da suspensao
algal foram quantificadas por contagem numérica das células em cdmara de Neubauer. Nao
foram encontradas diferencas significativas entre as concentragdes iniciais e finais de células
nos controles indicando ndo ter ocorrido crescimento algal detectdvel durante o periodo
experimental de 1 hora. As taxas de filtracdo de P. roseola variaram entre 2,715 e 6,615 mL
ind'd". Estes valores médios sdo elevados em comparagio aos de outras espécies de rotiferos
e microcrustaceos. Diferencas nas taxas de filtracdo ocorrem devido a fatores intrinsecos das
espécies, mas principalmente devido a qualidade e concentracdo do alimento e a temperatura
experimental. Considerando-se que os rotiferos possuem importante papel nos ciclos
biogeoquimicos e na produtividade organica dos ecossistemas de dgua doce em decorréncia
de suas elevadas taxas metabolicas, as informagdes sobre a filtragdo, seu principal processo de
aquisi¢do de energia, sdo relevantes e necessitam ser ampliadas para outros tipos de alimento

e combinagdes de condigdes experimentais.

Palavras-chave: Rotifera, interacdes troficas, taxas de alimentacao, fitoplancton, zooplancton.
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1. Introducao

As interagdes entre as espécies das comunidades zooplanctonicas e fitoplanctonicas
sao um ponto central na ecologia do plancton (Lampert e Taylor, 1985). Por causa de suas
mutuas influéncias, essas interacdes sdo relevantes tanto na questdo da dindmica trofica
quanto na estrutura dessas comunidades (Lehman, 1984). O zooplancton tem pelo menos dois
efeitos contrastantes sobre o fitoplancton: a herbivoria, que reduz potencialmente a biomassa
das algas palataveis e, a excre¢do de nutrientes, que pode estimular o crescimento das algas
pela disponibilizag¢do de nutrientes limitantes (Bergquist e Carpenter, 1986).

Segundo Brooks e Dodson (1965), as dietas dos animais filtradores varia de acordo
com o tamanho, abundancia, digestibilidade, bem como com a facilidade de encontrar os itens
alimentares. Um grau de especificidade de espécies que ocorre entre os herbivoros pode levar
a uma vantagem competitiva. Além do mais, alimentos com maior valor nutricional sdo
melhores aproveitados, como as algas, que sdo mais assimiladas do que os detritos (Wetzel,
1975). Desta maneira, estudos sobre o comportamento filtrador sdo importantes porque
podem levar ao estabelecimento de hipoteses sobre relagdes entre recursos alimentares e a
dindmica da comunidade zooplanctonica (DeMott, 1985). A maioria dos trabalhos de filtragao
(Lampert, 1974; DeMott, 1982; Vanderploeg et al., 1984; Lampert e Brendelberger, 1996;
Jeppesen et al., 2002) sdo realizados em baixas temperaturas, por isso torna-se importante
estudos com organismos submetidos a altas temperaturas, que sdo encontradas nos paises
tropicais.

Os rotiferos ocupam posi¢do relevante na cadeia alimentar de corpos d’agua,
participando ativamente no movimento de energia entre diferentes niveis troficos (Armengol,
1980; Park e Marshall, 2000; Wetzel, 2001). S3o integrantes ativos da alga microbiana ao
consumirem diretamente pequenas particulas organicas em suspensdo (Pourriot, 1965) ou
indiretamente, ao assimilarem substancias orgénicas dissolvidas, e consumirem bactérias e
protozoarios (Arndt, 1993). Os rotiferos também sdo importantes organismos como itens
alimentares na dieta dos estagios larvais iniciais de muitas espécies de peixes de agua doce e
de espécies estuarinas de camardo (Das et al., 2012). O alto valor nutricional dos rotiferos ¢ de
grande importancia para a sobrevivéncia e crescimento das larvas de peixes. Dependendo da
sua fonte de alimento, os rotiferos sdo constituidos por cerca de 52 a 59% de proteinas, por até

13 % de gorduras e por cerca de 3,1 % de n- 3 HUFA (Awais, 1992; Oie e Olsen, 1997). Os
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acidos graxos altamente insaturados (HUFA) s3o essenciais para a sobrevivéncia e
crescimento das larvas de peixes (Whyte e Nagata, 1990).

Os rotiferos da Subclasse Bdelloidea alimentam-se por filtragdo ou raspagem de
pequenos itens alimentares, como bactérias, algas unicelulares, leveduras ou matéria organica
particulada (Ricci, 1984). Habitam as aguas de ambientes 16ticos e 1énticos, bem como na
fina pelicula de dgua circundante de particulas do solo, além de musgos e liquens (Ricci et al.,
2001). Os seus requisitos fisicos e quimicos ndo sdo bem conhecidos e os padrdes de
distribuicdo espacial e temporal de bdelloides sdo muitas vezes irregulares e, provavelmente,
dependem diretamente das fontes alimentares (Ricci e Balsamo, 2000).

A microalga cloroficea Raphidocelis subcapitata (anteriormente denominada
Pseudokirchneriella subcapitata, de acordo com Krienitz e Bock, 2011), foi a espécie
selecionada como alimento para a realizagdo dos bioensaios de filtragdo e ingestdo no
presente trabalho, por varias razdes. E uma espécie facilmente disponivel (a partir de cole¢des
de culturas monoespecificas e axénicas ¢ mantida em laboratério sob condi¢des de cultura
facilmente reprodutiveis (Nalewajko e Olaveson, 1998). Essencialmente, R. subcapitata ¢é
uma das espécies de alga mais amplamente utilizadas e recomendadas para testes de
toxicidade com organismos de agua doce, para os quais ja foram estabelecidas diretrizes
padrao (OECD, 1984; Environment Canada, 1992; USEPA, 1994) atualmente aprovadas para
fins de regulamentacdo (Lewis, 1990; Weyers et al., 2000). Além disso, um grande banco de
dados sobre as respostas de R. subcapitata a uma variedade de contaminantes e sua
sensibilidade relativa em comparacdo com outros organismos-teste estao disponiveis ( Radix
et al., 2000; Weyers et al., 2000).

Desta maneira, o presente estudo teve como objetivo determinar as taxas de filtragdo
e de ingestdo do rotifero Philodina roseola. Assim, foram testadas como dieta alimentar sete
diferentes concentragdes da cloroficea nanofitoplanctonica Raphidocelis subcapitata, em

experimentos sob temperatura controlada de 25 £ 1 °C.

2. Materiais e métodos
2.1. Manutengdo de cultivo-estoque do Rotifera Philodina roseola

Philodina roseola foi coletada em tanques experimentais de fibra de vidro, com 10.
000 L de capacidade, localizados na Estacdo de Aquicultura da Universidade Federal de Sao
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Carlos, Sao Carlos, Sdo Paulo — Brasil (21°98°-31°25°S e 47°87°- 81°21°W). Os individuos
de P. roseola foram coletados por meio de arrastos verticais com uma rede de plancton de 68
pum de abertura de malha. O material foi armazenado em frascos de polietileno, e no
laboratorio foram triados e identificados com base nas descrigdes de Koste e Terlutter (2001),
para a separagdo de individuos desta espécie.

Como meio para o cultivo foi utilizada a 4gua reconstituida preparada de acordo com
os procedimentos recomendados pela Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM,
2001). A 4gua reconstituida foi preparada com 0,03 g L' CaSO4.2H,0 , 0,061 g de L™ ' de
MgSO0, .7H,0 , 0,048 g de L' de NaHCOs, e 0,002 g L ' de KCl dissolvidos em 1 L de 4gua
destilada e tinha, de acordo com as recomendacdes da ABNT (2005), as seguintes
caracteristicas: pH entre 7,0 e 7,8; dureza entre 40 e 48 mg CaCO; L' e condutividade
elétrica de 160 puS cm'™.

Os cultivos-estoque, com grande densidade deste rotifero (valor médio de 116 ind.
mL™") foram mantidos em béqueres de 50 a 250 mL. Os cultivos de P. roseola foram mantidos
em incubadora com temperatura controlada a 25 + 1°C, com fotoperiodo de 16h claro: 8h
escuro. Para evitar a evaporacdo do meio de cultura, os béqueres foram lacrados com filme
de plastico e a manutencdo das culturas foi realizada de acordo com os procedimentos
propostos por Hagen et al. (2009), a cada 76 horas, quando eram renovados a dgua e o
alimento. Os individuos de P. roseola foram alimentados com suspensdo algicea de
Raphidocelis subcapitata, cultivada em meio CHU-12 (Miiller, 1972), na concentragdo de 1 x

10° células mL™".

2.2. Delineamento experimental

Para se testar a capacidade de filtracdo do rotifero Philodina roseola em diferentes
concentragdes alimentares, o experimento consistiu na exposi¢cdo de 10 organismos adultos
por réplica, expostos a diferentes concentracdes da suspensdo algicea de Raphidocelis
subcapitata, sendo as concentracdes de exposicdo dos organismos referidas ao longo do
trabalho como os valores nominais de: 1 x 10% 0,5 x 10°; 1 x 10°; 0,5 x 10% 1 x 10% 0,5 x 10’
e 1 x 10" células mL™. No entanto, as concentragdes reais, determinadas apds o preparo das
suspensodes, corresponderam respectivamente a: 4,721X104; 4,977X105; 4,127x105; 1,067X106;

1,444x10°% 0,588x107; 0,767x10” células mL™". Os valores reais correspondem ao valor médio
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da concentracdo de células mL™ determinado apés a contagem do niimero de células em 3
réplicas amostrais para cada concentragdao, em camara de Neubauer.

Foram estabelecidos 3 controles contendo apenas 4dgua reconstituida e a alga para
cada concentracgdo, sendo que os controles iniciais e finais foram fixados no inicio e final do
experimento, com formaldeido a 4 %, para posterior contagem do numero de células algais
em camara de Neubauer, com o objetivo de se verificar a ocorréncia ou ndo de crescimento
algal.

Os experimentos tiveram a duragdo de 1 hora. Os rotiferos adultos utilizados nos
experimentos foram obtidos a partir dos cultivos-estoque. O isolamento dos individuos foi
realizado sob microscopio estereoscopico e estes foram manuseados cuidadosamente com
pipetas Pasteur. Foram realizadas 3 repeti¢cdes para cada tratamento (concentragdo) testada,
sendo que em cada réplica foram adicionados 3 mL de determinada concentragdo de
suspensao algacea.

Os organismos foram mantidos em vidros de relogio (90 mm de didmetro) e estes
dentro de placas de Petri (110x15mm) tapadas para evitar a evaporacdo do meio. Os
experimentos foram mantidos sob a mesma temperatura dos cultivos-estoque (25 = 1° C). No
inicio dos testes foram realizadas medidas das varidveis pH, condutividade elétrica,
temperatura, dureza da dgua e concentragao de oxigénio dissolvido com a finalidade de se
verificar a qualidade da agua reconstituida utilizada para as diluicdes.

O ciclo de vida de um rotifero do género Philodina ¢ de aproximadamente 20 dias,
na temperatura de 22 °C (Ricci e Fascio, 1995). H4 uma clara distingdo de tamanho entre
rotiferos adultos e juvenis, ainda que apenas por um periodo limitado de tempo. Assim, 0s
rotiferos maiores (em comparagdo com os juvenis) foram coletados e utilizados no
experimento. De acordo com Wetzel (1975), os individuos selecionados para o experimento
devem ter aproximadamente o mesmo comprimento, pois as taxas de filtracdo sdo afetadas
também pelo sexo e estagio no ciclo de vida.

Antes de cada experimento, os animais permaneceram pelo menos 30 minutos sem
receber qualquer alimento. As suspensdes algais iniciais foram fixadas com solugdo de
formaldeido 4% no inicio do experimento a fim de serem quantificadas as concentragdes por
meio de contagem do numero de células em camera de Neubauer sob um microscopio Zeiss

sob aumento de 40x.
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Burns (1969) verificou que a sedimentacao das particulas alimentares influenciou
nos resultados obtidos para as taxas de filtragcdo de algumas espécies de claddceros. No
presente estudo os vidros de reldgio foram cuidadosamente agitados manualmente no decorrer
do experimento (4 vezes) para impedir que as particulas alimentares fossem sedimentando.

Os experimentos tiveram um periodo curto de duragdo para que outros fatores como
as taxas de excrecdo do zooplancton ndo levassem a subestimagao dos valores das taxas de
filtracdo. Apds o periodo de 1 hora, os organismos foram removidos com uma micropipeta de
vidro (microcapilar). Em seguida 1 mL da suspensdo de cada concentragdo testada, assim
como suas respectivas réplicas foram recolhidas para que fossem realizadas as avaliagdes
quantitativas do fitoplancton. A esse volume, que foi transferido para ependorfes, foram
adicionados 2 mL de formaldeido 4% para fixacdo das células. A densidade celular nas
suspensdes algais foram determinadas em camara de Neubauer sob aumento de 40x.

A andlise estatistica dos dados obtidos no experimento foi feita por meio da
aplicacdo do Teste “t” em nivel de 5 % de significancia. Os calculos foram feitos utilizando-

se o programa PAST (Hammer et al., 2001), versao 1.37.

2.3. Taxas de filtragdo do rotifero Philodina reseola

A taxa de filtracdo dos rotiferos foi calculada pelo método de contagem de células
algais. Este método consiste em contar o nimero de células do alimento em um meio antes e
apés um periodo durante o qual os animais experimentais foram submetidos. A taxa de
filtracdo ¢ calculada supondo-se que a taxa de nutricdo do zooplancton seja proporcional a
concentragdo de alimento. Consequentemente, a concentracao de células de alimento diminui
exponencialmente com o tempo. Assim, a mudanga na concentracdo de alimento pode ser
considerada como uma medida da quantidade de alimento filtrado, podendo ser calculada de
acordo com a equagdo dada por Peters (1984). No presente trabalho nao foram introduzidos
fatores de correcdo, pois ndo houve crescimento significativo da populacdo de algas. Desta

maneira, a seguinte equacao foi utilizada:

G=V (In Cy- InCy)/ (tN), onde:

G = taxa de filtragdo (mL individuo™ hora™), V = volume da amostra no frasco; N = niimero
de individuos no frasco; t = duragdo do experimento em horas; Cy = concentragdo inicial da

alga e Ct= concentracdo final da alga nos frascos experimentais.
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Os célculos da taxa de filtragdo foram realizados para cada unidade experimental,
sendo em seguida obtidos os valores médios para cada tratamento ou concentragdo e
multiplicados por 24 horas para expressa-la em dia.

As taxas de ingestdo foram calculadas de acordo com Paffenhofer (1971) e expressas
como o niimero médio de células de algais (cels ind” dia™) ingeridas pelos rotiferos no

periodo de 24 horas e também para o periodo de duragcdo do experimento.

3. Resultados

Na Tabela 1 podem ser observados os valores de temperatura (°C), pH,
condutividade (pS.cm™) e concentragdo de oxigénio dissolvido (mg.L'l) na agua usada nos

experimentos.

Tabela 1. Caracterizagdo fisica e quimica inicial da agua reconstituida utilizada para a preparagdo das

suspensdes algais no experimento para medida das taxas de filtragdo e ingestdo do Rotifera Philodina roseola.

Variaveis analisadas Agua reconstituida
Temperatura (°C) 24,2
pH 7,2
Condutividade (uS.cm™) 159,3
Oxigénio (mg O,.L™) 6.9

Nao foram encontradas diferencas significativas entre as concentracdes de células,
iniciais e finais, nas suspensdes algais mantidas como controle por meio da aplicacdo do teste
“t”, com nivel de significancia de 5%, sendo os valores de p para as concentragdes inicias e
finais iguais a: 1x10* (p = 0,47), 0,5x10° (p = 0,49791), 1x10° (p = 0,91657), 0,5x10° (p =
0,26237), 1x10° (p = 0,81792), 0,5x10" (p = 0,32459) e 1x107 (p = 0,51842).

As taxas de filtracdo de Philodina roseola variaram entre 2,715 - 6,615 mL ind”! dia”

! nas concentragdes testadas para as suspensdes algais de R. subcapitata (Figura 1).
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Taxa de filtragao (ml ind‘ld‘l)

T T T T T T T T T T T T T J
Ix10'  0,5x10° 1x10°  0s5x10°  1x10°  0,5x107  1x10’
Concentragdes da suspensao algal Raphidocelis subcapitata (células mL")

Figura 1: Taxas de filtragdo de Philodina roseola alimentados com suspensdo da microcloroficea Raphidocelis

subcapitata (mL ind”'dia™).

Os valores médios e desvios-padrdo das taxas de consumo de Philodina roseola
calculadas para uma hora de experimento sdo apresentadas na Figura 2. Houve diferenca
significativa entre as concentra¢des iniciais ¢ finais para todas as concentragdes testadas,
como evidenciam os valores de p obtidos: 1x10* (p = 0,12); 0,5x10° (p = 0,13 ); 1x10° (p =
0,09); 0,5x10° (p = 0,001); 1x10° (p = 0,0001); 0,5x10" (p = 0,0003); 1x10” (p = 0,008),

segundo o teste “t”.
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Figura 2: Valores médios e desvios-padrio das taxas de ingestdo de Philodina roseola (mL ind” hora™)
alimentados com suspensdes da microcloroficea Raphidocelis subcapitata em concentragdes crescentes. Trés

repeti¢des foram estabelecidas para cada tratamento e para o controle.

Os valores das taxas de ingestdo (cels. ind".dia™) de Philodina roseola alimentados
com diferentes concentracdes de Raphidocelis subcapitata, a temperatura de 25 = 1 ° C estdo
apresentados na Tabela 2. Os valores obtidos evidenciam que a taxa de ingestdo maxima
ocorreu quando os organismos foram expostos até a concentracio de 1x10°, ap6s isso, os

valores diminuiram e permaneceram aproximadamente constantes.

Tabela 2. Valores médios ¢ desvios-padrdo das taxas de ingestdo de Philodina roseola alimentada com

diferentes concentragdes de Raphidocelis subcapitata, a temperatura de 25+ 1 ° C.

Taxas de ingestao
Concentracio de Raphidocelis subcapitata (cel.mL™)

(cels.ind.dia™)

1x10* 45,320 £18,037x10"
0,5x10° 29,016 £8,654x10°
1x10° 44,800 £13,367x10°
05x10° 12,656 £2,421x10°
1x10° 20,760 +0,523x10°
0,5x10’ 6,904 +1,497x107
1x10’ 6,608 +2,593x10’
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4. Discussao

Os rotiferos da espécie Philodina roseola tiveram aumento continuo na taxa de
filtracdo com o aumento da densidade celular da alga fornecida como alimento disponivel, até
atingir a concentragio incipiente limitante, que foi representada pela concentragio de 1 x 10°,
apos esse valor a taxa de filtragdo decresceu. As taxas de filtragdo médias variaram de 2,715 -
6,615 mL ind'dia”'. Burns e Rigler (1967) verificaram o efeito da concentracio de alimento
sobre as taxas de filtracdo de uma espécie de dafinideo e verificaram que acima de 2,5 x 10°
céls.mL™' as taxas de filtragdo diminuiram gradualmente com o aumento da concentragdo. Os
resultados obtidos pelos autores indicaram que abaixo de uma concentragio de 0,25 x 10’
céls.mL™, as taxas de filtragdo de Daphnia rosea foram muito altas, variando entre 36 ¢ 48
mLind." dia™.

Porter et al. (1982) encontraram uma concentracdo incipiente limitante de 0,2 mg
CL"' (1,0 x 10* céls.cm™) para Daphnia magna alimentada com a alga Chlamydomonas
reinhardi, sendo que as maiores variagdes nas taxas de filtragdo ocorreram entre 0,2 ¢ 2,0
mgCL™" (10*a 10° céls.mL™). Rigler (1961); Mullin (1963); Richman (1966); Hotos (2003) e
muitos outros autores demonstraram que, acima de uma concentracdo limite, denominado o
"incipiente nivel limitante (Rigler, 1961), a taxa de filtragdo ¢ uma funcdo negativa da
concentragdo de alimentos. Lampert (1977) observou que existe uma quantidade de alimento
minima necessaria para a manutengdao de uma populacao e considerou uma concentracao de
alimento baixa em torno de 0,1 mg C.L"!, portanto menor que 1,0 x 10* céls.cm™.

Segundo Peters (1984), a faixa de concentracdo de alimento disponivel afeta também
as taxas de ingestdo dos animais. De acordo com o autor, acima de uma concentragao
incipiente limitante, as taxas de filtracdo diminuem e as taxas de ingestdo permanecem
constantes, como foi observado no presente trabalho, pelo menos para as duas concentragdes
testadas apos a concentragdo incipiente limitante de 1x10° células mL". Uma vez que o
alimento foi ingerido pelo zooplancton, somente uma fracao dele serd assimilada, sendo parte
da energia canalizada para a respiracao e parte a sintese de biomassa, resultando também em
crescimento somatico e posterior producgdo reprodutiva, sendo o restante eliminada. As taxas
de assimilacdo e rejeicdo influenciardo nio s6 na producdo secunddria in sifu, mas também

nas taxas de ciclagem de nutrientes. Os nutrientes associados com o material excretado sdo
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imediatamente disponibilizados para o meio aquatico ou sdao subsequentemente mineralizados
por organismos decompositores (Lehman, 1984).

Ha evidéncias em trabalhos anteriores de que varias espécies de rotiferos respondem
de forma diferente a preparagdes alimentares semelhantes. As experiéncias realizadas por
Erman’s (1956) com o bdelloide Philodina roseola demonstraram dependéncia quase
completa da densidade e ingestdo ao longo de uma ampla faixa de concentragdes, enquanto
que medigdes paralelas realizadas para Brachionus urceolaris e Brachionus rubens indicaram
consideravel independéncia entre a densidade algal e a atividade alimentar. Esta diferenca foi
refletida nas taxas de consumo (clearance rates) das duas espécies, que para P. roseola era
constante ao longo do gradiente de densidade, enquanto que para B. rubens variaram
substancialmente. Assim, espécies se comportam de maneira diferente, dependendo da
natureza das particulas do alimento disponivel, em suspensdo. King (1967) mediu as taxas de
alimentacdo da espécie litoranea Euchlanis dilatata cultivada em trés tipos de particulas
alimentares. Este autor demonstrou que as taxas estimadas e padrdes relacionados com a
densidade do alimento para esta espécie diferem ligeiramente entre os tipos de alimentos.
Resultado semenlhante foi encontrado por Devetter (2009) ao estudar as taxas de filtracdo da
espécie Habrotrocha thienemanni, um rotifero da Subclasse Bdelloidea.

Existem uma variedade de mecanismos propostos para explicar a progressiva
diminui¢do nas taxas de filtracdo com o aumento da densidade de alimentos para os
organismos zooplanctonicos (Gentleman e Neuheimer, 2008). Erman (1956) observou que B.
rubens em densidades elevadas de alimento desacelerou sua velocidade de nata¢do. Halbach ¢
Halbach - Keup (1974) propos que a diminui¢do da taxa de filtragdo em Brachionus
calyciflorus foi resultante da interferéncia de altas densidades de algas sobre o aparelho
filtrador, reduzindo a assimilagdo devido a rapida passagem de alimentos no intestino. Estes
autores sugerem que as estimativas das taxas de ingestdo e de filtragdo podem ser afetadas por
alteragdes na frequéncia ou quantidade de alimento rejeitado, na intermiténcia do esforco de
alimentacdo ou pela variabilidade na eficiéncia de coleta com as alteracdes no tipo e
quantidade de alimento. Gilbert e Starkweather (1977), também apontam que mecanismos
regulatorios podem influenciar as taxas de ingestdo de Brachionus calyciflorus.

As taxas de filtracdo tendem a aumentar com o aumento do comprimento do corpo.
A relacdo entre tamanho do corpo e tamanho méaximo de particulas que poderiam ser

ingeridas foi estudada por Burns (1968, 1969) em seis espécies de Daphnia e em Bosmina
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longirostris. Os resultados apontaram uma forte correlacdo positiva entre o aumento do
tamanho do corpo e o tamanho da particula ingerida pelas espécies avaliadas. Liirling et al.
(1997) realizaram experimentos de herbivoria de curta duragdo e observaram uma diminui¢ao
nas taxas de filtracdo de Daphnia a medida que diminuia o comprimento da espécie. Bogdan
(1980) constatou 0 mesmo comportamento para o rotifero Keratella cochlearis, onde maiores
taxas de filtracdo eram realizadas por organismos de maiores tamanhos.

A variacdo nos valores de taxa de filtragdo encontrados na literatura (Tabela 3) pode
ocorrer em virtude de varios fatores, desde diferentes condigdes experimentais, como o
método utilizado, periodo e duragdo dos experimentos, tipo de alimento, diferentes linhagens
e espécies utilizadas no estudo. Além das diferengas de tamanho dos animais e quantidade

destes utilizados nos experimentos.
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Tabela 3. Dados comparativos dos valores médios das taxas de filtracdo de Philodina roseola obtidos no
presente estudo com os valores disponiveis na literatura para organismos zooplanctonicos pertencentes a
espécies dos grupos Rotifera, Cladocera e Copepoda, alimentados com diferentes suspensdes algais.

Taxa de filtracao

Espécie Local Alimento média Referéncias
(ml ind'd™")
Rotifera
. . - Nannochlonis oculata
Brachionus calyciflorus Laboratério (5x10° cell/ml) 0,134 Ferrando et. al.,1991
. . - Diogenes rotunda .
Brachionus calyciflorus Laboratorio (5x10° cell/ml) 0,012 Pennington,1941
. , . Chlorella pyrenoidosa
Brachionus calyciflorus Laboratério (5x10° cell/ml) 0,081 Halbach,1974
Brachionus rubens Laboratério Chlorella vulgaris 0,271 Pilarska,1977
. L - Asteromonas gracilis
Brachionus plicatilis Laboratorio (300-400 x 10° cellsmL™) 0,504 Hotos,2003
. L - Chlorella sp.
Brachionus plicatilis Laboratério (4-8 x 10° cellsmL") 0,316 Hotos,2003
Polyarthra dolichoptera In situ Chiamydomonas r_e;lnhardtl 0,04 Bogdan,1980
10 cells pl
Keratella cochlearis In situ Chlamydomonas r_elznhardtz 0.021 Bogdan, 1980
(pequena) 10 cells pl
Keratella cochlearis In situ Chlamydomonas rﬁlnhardtl 0.153 Bogdan, 1980
(grande) 10 cells pl
Keratella quadrata In situ Chlamydomonas sp. 0,048 - 1,344 Lair,1990
Kellicottia longispina In situ Chlamydomonas sp. 0,072 - 1,248 Lair,1990
Kellicottia bostoniensis In situ Chiamydomonas ;_fleznhardtz 0,02 Bogdan,1980
6 cells pl
Polyarthra euryptera In situ Chlamy ag)lgle(ilns a:li_’lemhardtl 0,006 Bogdan,1980
Conochilus dossuarius In situ Chiamy dgzaeziﬁa;li_’lemhardn 0,141 Bogdan,1980
Philodina roseola Laboratério Raphidocelis subcapitata 2,715 -6,615 Presente estudo
Cladocera
Daphnia longispina Laboratério Scenedesmus 5,41 Infante,1973
Bosmina sp. In situ Fitoplancton 0,1-1,0 Nauwerck, 1963
Daphnia rosea Laboratério Rhodotorula 7,4-40,8 Burns e Rigler,1967
Daphnia longispina In situ Chlamydomonas sp. 0,696 - 22,488 Lair,1991
Chydorus sphaericus In situ Chlamydomonas sp. 0,336 - 51,36 Lair, 1991
Ceriodaphnia quadrangular In situ Chlamydomonas sp. 0,504 - 41,4 Lair, 1991
Bosmina longirostris In situ Chlamydomonas sp. 0,36 - 16,968 Lair,1991
Daphnia pulex Laboratério Scenedesmus 15,52 Infante, 1973
Daphnia pulex In situ Scenedesmus 1,5-2,0 Geller,1975
Daphnia hyalina In situ Scenedesmus 3,1-82,0 Pinto-Coelho, 1991
Daphnia galeata In situ Scenedesmus 2,1-61,5 Pinto-Coelho,1991
. . - . Macedo e Pinto-
Daphnia laevis Laboratério Ankistrodesmus 0,7-114 Coelho.2000
. . - Macedo e Pinto-
Daphnia laevis Laboratorio Scenedesmus 1,0-64 Coelho.2000
. . - . Macedo e Pinto-
Moina micrura Laboratério Ankistrodesmus 1,4-99 Coelho.2000
. . - Macedo e Pinto-
Moina micrura Laboratorio Scenedesmus 0,39-74 Coelho,2000
Copepoda
. . s A Sipatuba-Tavares e
Argyrodiaptomus furcatus In situ Fitoplancton 2,3-10,8 Matsumura- Tundisi, 1984
Calanus finmarchicus Laboratério Fitoplancton ESt?glo Vv-20.6 Mullin, 1963
Fémea - 70,1
- - A Estagio V - 34,1 Mullin, 1963
Calanus glacialis Laboratério Fitoplancton Fémea - 188.2
Calanus hyperboreus Laboratério Fitoplancton Estagio V- 151,2 Mullin, 1963

Fémea - 224,5
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Quando comparadas as taxas de filtracao de P. roseola a de outros Rotifera e também
outros grupos do zooplancton (Cladocera e Copepoda), os valores médios da taxa de filtragao
desta espécie foram maiores do que os registrados para as espécies de rotiferos e para algumas
espécies de cladoceros, como pode ser observado na Tabela apresentada. Maiores
informagdes sobre as condi¢des experimentais seriam necessarias para a correta interpretagao
destes valores. E, no entanto provavel que a diferenca de temperatura (25 °C no nosso
experimento e 20 °C na maioria dos valores apresentados para os rotiferos) ja justifiquem a
diferenca observada. E amplamente reconhecido que a temperatura ¢ um dos principais
fatores que alteram as taxas metabdlicas dos organismos zooplanctonicos, e que o volume de
agua e particulas filtradas depende da temperatura (Gophen, 1976).

Viérios autores reportaram que a alimentacdo dos rotiferos em pequenas lagoas ou
microcosmos artificiais podem reduzir drasticamente a densidade das espécies do
nanoplancton dominante em alguns dias (Diffenbach e Sachse, 1911; Pennington, 1941; Ito,
1955; Ito e Iwai, 1957, Boon e Shiel, 1990). Mialet et al. (2013) em um experimento in situ
com rotiferos bentonicos da subclasse Bdelloidea, mostraram que os rotiferos ingeriram
seletivamente cianobactérias filamentosas e ao fazer isso, removeram diariamente uma parte
substancial (até 28%) da biomassa de cianobactérias do corpo d’agua estudado. Os rotiferos
assumem importante papel na ciclagem de nutrientes em consequéncia da sua alta taxa
metabolica intrinseca, tanto em sistemas de 4guas continentais, Bogdan e Gilbert (1982),
como em sistemas oceanicos (Heinbokal e Beers, 1979).

Recentemente, Gabaldon et al. (2013) objetivaram encontrar 0s mecanismos que
podem explicar a coexisténcia de espécies cripticas, desafiando a visdo convencional de
convivéncia baseada na diferenciacdo de nicho. Para isso esses autores estudaram o complexo
de espécies cripticas dos rotiferos Brachionus plicatilis € B. manjavacas, concentrando-se em
trés caracteristicas ecolodgicas fundamentais: (1) resposta funcional, expressa pelas taxas de
filtragdo, (2) tolerancia a fome, medido pelo crescimento e reproducdo, e (3) a vulnerabilidade
a predacgdo. Os autores concluiram que ndo havia grandes diferengas entre B. plicatilis e B.
manjavacas em relacdo a estas caracteristicas, demonstrando assim, a existéncia de
substancial sobreposi¢ao de nicho entre essas duas espécies.

Pode-se concluir que os valores médios da taxa de filtracao de P.roseola sdo elevados
em comparacdo aos de outras espécies de rotiferos e microcrusticeos, demonstrando assim,

suas elevadas taxas metabodlicas. Consideramos que o conhecimento sobre sua taxa de
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consumo (seu principal processo de aquisi¢do de energia) e de demais rotiferos, abrange
questdes 1importantes relacionadas a dindmica trofica dos ecossistemas aquaticos,
especialmente envolvendo os microorganismos. Consideramos ainda que as informacdes
disponiveis sdo ainda insuficientes para um entendimento das interacdes bioticas nas
comunidades planctonicas ou bentonicas, necessitando assim, serem ampliadas para outros
tipos de alimento e combinagdes de condigdes experimentais. Esperamos que este trabalho
contribua para isso e estimule novas investigagdes sobre o comportamento alimentar de

rotiferos em rela¢dao ao nanoplancton.
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Capitulo 4: Uma revisio sobre o uso recente de rotiferos como organismo-teste na
avaliacio da toxicidade de pesticidas em agua doce

Resumo

Nos ultimos anos o aumento do consumo de agrotoxicos em todo o mundo tem gerado
grandes preocupagdes para as agéncias nacionais € internacionais de prote¢do ao meio
ambiente em decorréncia dos diversos impactos ambientais e de algumas sérias implicacdes
para a saude humana. A utilizag@o de testes ecotoxicoldgicos para a anélise dos efeitos toxicos
das substancias quimicas presentes nos agrotoxicos, em diferentes niveis de organizagdo dos
ecossistemas, tem sido uma ferramenta cada vez mais importante nas avaliagdes de impacto
ambiental. Invertebrados desempenham um papel crescente na avaliagdo dos impactos de
contaminantes ambientais em ecossistemas aquaticos, dentre eles destacando-se algumas
espécies do Filo Rotifera. Os rotiferos tem uma série de caracteristicas que os tornam
importantes organismos-teste. Eles sdo pequenos, simples em sua organizagdo, geneticamente
homozigotos e relativamente faceis de cultivar. Sao ainda amplamente distribuidos e
ecologicamente importantes em aguas doces e salobras e desempenham papeis relevantes na
ciclagem de nutrientes e no transporte de poluentes aquaticos através da cadeia alimentar. Nas
ultimas décadas, tem havido um aumento substancial de informagdes sobre rotiferos,
particularmente em areas de sua ecologia, distribuicdo geografica, gendmica e
ecotoxicologica. O objetivo desta revisdo € reunir e sintetizar o conhecimento existente sobre
a utilizacdo de rotiferos como organismos-teste para a avaliacdo da toxicidade de pesticidas
em ecossistemas de agua doce, nas ultimas décadas (1981 a 2013). Esta avaliacdo ndo teve a
pretensdo de encontrar razdes para exaltar o uso de rotiferos em estudos ecotoxicologicos,
mas justificar o aumento constante de pesquisas ecotoxicologicas utilizando rotiferos e
demonstrar que estudos ecotoxicologicos com esses organismos merecem ainda maiores
esforcos. Concluimos que, os rotiferos tém desempenhado um papel crescente na
Ecotoxicologia, especialmente por duas razdes: o acumulo de conhecimento sobre este grupo
ao longo dos ultimos anos e suas caracteristicas bioldgicas que prontamente os recomendam

como organismos-teste.

Palavras-chave: Rotifera, Ecotoxicologia, toxicidade, bioensaios, agrotoxicos
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1. Introducao

Por razdes praticas e de reprodutibilidade, espécies utilizadas em avaliagdes de
toxicidade ambiental devem ser abundantes, amplamente distribuidas, ecologicamente
relevantes no ambiente e experimentalmente controlaveis no laboratério (Breitholtz et al.,
2006). O potencial uso de rotiferos como organismos-teste em Ecotoxicologia foi
potencialmente reconhecido ja ha um tempo (Snell e Janssen, 1995). Rotifera ¢ um Filo com
cerca de 2030 espécies atualmente conhecidas (Segers, 2007) e classificadas em trés grupos
principais:  Seisonidae, Bdelloidea ¢ Monogononta. S3o0 pequenos metazoarios
pseudocelomados, ndo segmentados, de simetria bilateral e comprimento geralmente entre
100 e 1000 pm, embora algumas espécies possam atingir at¢ 3000 pum (Edmondson, 1959;
Oliveira Neto e Moreno, 1999). Apesar de serem pequenos, eles podem contribuir
substancialmente para a producdo secunddria em sistemas aquaticos, por causa do grande
tamanho de suas populagdes (Wallace, 2002) acoplado ao seu rapido crescimento, curto ciclo
de vida e as vezes a reprodugdo partenogenética (Snell e Janssen, 1995).

Como organismos generalistas, os rotiferos consomem uma variedade de itens
alimentares em seus habitats naturais, principalmente detritos, bactérias e algas, podendo
ainda ser predadores (Barnes e Calow, 1995). Eles tém um papel fundamental no fluxo
energético e na ciclagem de nutrientes nos ecossistemas aquaticos por atuarem na conversao
de grande parte da producdo primaria de algas e bactérias em energia acessivel aos
consumidores secundarios (larvas de insetos e peixes, por exemplo), com notdvel eficiéncia
(Donner, 1966; Nogrady et al., 1993, 1995).

Devido a sua grande disponibilidade e facilidade de cultivo, os rotiferos vem também
se tornando organismos modelo uteis para estudos em Ecologia Aquatica (Gomez, 2005),
voltados para analises de especiagdo (Gomez et al., 2002), Ecologia Evolutiva (Snell et al.,
2006), dinamica de populacdes (Yoshinaga et al., 2003) e Ecotoxicologia (Kaneko et al.,
2005).

Existem outras caracteristicas que tornam os rotiferos apropriados como organismos-
teste em Ecotoxicologia Aquatica e como bioindicadores sensiveis as alteragcdes de qualidade
da agua (Kotani et al., 2005). Estas incluem: sensibilidade a um vasto nimero de substancias
toxicas (Snell e Joaquim-Justo, 2007); representantes em diferentes nichos espaciais em
ecossistemas aquaticos, ou seja, planctonicos, perifiticos e bentdnicos, sendo qualificados

assim, como adequados para uma abordagem integrativa, ou seja, ocupam o0s VAarios
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compartimentos aquaticos. Devido as suas estratégias reprodutivas e ampla capacidade de
dispersdo sob a forma de ovos de resisténcia, ou por transporte zoocoérico, os rotiferos tem
grande sucesso ecologico (Barnes e Ruppert, 1996).

Virias espécies de rotiferos foram cultivadas com sucesso em laboratério (Snell e
Joaquim-Justo, 2007). A capacidade de estabelecer culturas em larga escala no laboratoério ¢
um pré-requisito necessario para qualquer organismo a ser adotado como modelo em
bioensaios (Dahms e Hellio, 2009). Assim, os rotiferos cumprem também essa condi¢cdo. Uma
revisdo recente da Organizacdo para a Cooperagdo Econdmica e Desenvolvimento Europeu
(OCDE, 2006) sobre o uso de invertebrados em testes de toxicidade de produtos quimicos
ambientais, identificou os rotiferos como um dos taxons mais promissores.

As substancias toxicas mais comumente testadas com rotiferos sdo as toxinas
naturais, os pesticidas e metais pesados (Marcial et al., 2005). Metais e poluentes organicos
como agentes anti-incrustantes, pesticidas, policiclicos hidrocarbonetos aromaticos (PAH) e
bifenilos policlorados (PCB), evidenciaram que as respostas biologicas sdo reprodutiveis
quando testadas em rotiferos (Suga et al., 2007).

O objetivo desta revisdo ¢ avaliar o potencial da utilizagdo de rotiferos como
organismos-teste na avaliagdo da toxicidade de pesticidas em ecossistemas de agua doce, com

base nos estudos realizados e reportados no periodo de 1981 até o ano de 2013.

2. Pesticidas e sua relacido com os ambientes aquaticos

A agricultura moderna, que busca a constante elevacdo da produtividade e a
maximizacdo dos lucros emprega uma carga expressiva de agroquimicos, dentre os quais se
encontram os agrotdxicos constituidos principalmente por herbicidas, inseticidas e fungicidas,
que podem causar polui¢do ambiental e desequilibrio dos ecossistemas terrestres e aquaticos
(Griitzmacher et al., 2008).

Um dos maiores problemas relacionados ao uso de agrotoxicos ¢ que a maior parte
dos compostos utilizados ndo atingem os organismos-alvo (Pimentel e Levitam, 1991), sendo
carreados pelas aguas das chuvas, percolando no solo ou volatilizando-se, desta forma
representando uma ameaga a biota e ao funcionamento dos ecossistemas como um todo,
especialmente os aquaticos, que sao os receptores finais da maioria destes poluentes (Aguilar-

Alberola e Mesquita-Joanes, 2012).

75



A concentragdo, transporte, transformacao e disposi¢ao final de um contaminante
introduzido no ambiente aquatico dependem, principalmente, das propriedades do ambiente e
das caracteristicas do contaminante. Uma vez no ambiente, os contaminantes podem estar
sujeitos a uma combinagdo de processos que podem afetar o seu destino e comportamento.
Destas interagdes, pode resultar inclusive maior tempo de exposicdo dos organismos
aquaticos aos compostos toxicos (Silva e Santos, 2007).

Uma vez no ambiente aquatico, os agrotoxicos podem sofrer uma série de interagoes,
porém as mais importantes envolvem a matéria em suspensdo e o sedimento. A natureza
destas interagdes dependera da solubilidade do pesticida em agua e das caracteristicas do
sedimento (matéria organica, teor de argila e pH). O agrotoxico associado ao material
particulado em suspensdo eventualmente se depositara no sedimento. Uma vez no sedimento,
o pesticida pode ser novamente liberado na 4gua e ser absorvido por organismos, ser alterado
ou degradado por microorganismos ou ficar imobilizado (Dores ¢ De-Lamonica, 1999; Silva e
Santos, 2007). Além destas interagdes, os agrotoxicos podem fazer parte de processos de
volatilizacdo, hidrélise, fotolise e biodegradacdo. Esses processos sdo importantes porque
condicionam a persisténcia dos contaminantes no ambiente aquatico (Buratini e Brandelli,
2006).

Os fatores ambientais relacionados as caracteristicas bidticas também podem
interferir na toxicidade de compostos quimicos no ambiente aquatico. Os fatores biodticos
incluem os grupos de organismos (alga, inseto, peixe, etc.), estagio de desenvolvimento
(larva, juvenil, adulto), tamanho, estado nutricional e de satde, alteragcdes sazonais no estado
fisiologico, dentre outros, sendo que estas variaveis influenciam as respostas dos organismos
ao poluente, de diferentes maneiras (Sprague, 1985).

O contato com os agrotdxicos pode provocar efeitos adversos em organismos-nao
alvo, como o processo de bioacumulagdo, onde os contaminantes sdo assimilados e retidos
pelos organismos acarretando na ampliacao da concentracdo do contaminante no organismo,
aumentando assim a probabilidade de que este cause efeitos deletérios. Esse processo também
pode acarretar a biomagnificacdo, com concentracdes crescentes a medida que ha a
transferéncia para um nivel tréfico mais elevado (Buratini e Brandelli, 2006). Além disso, a
presenca de agrotoxicos no ambiente pode provocar impactos diversificados, exercendo por
exemplo uma pressdo seletiva nos organismos, alterando a dindmica bioquimica e

provocando alteragdes nas caracteristicas do ecossistema como um todo (Embrapa, 2004).
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O grau de comprometimento em organismos vivos ¢ bastante complexo e dependera
de varios fatores, tais como o tempo de exposicao do organismo ao agente toxico, as taxas de
acumulacdo (que variam entre as espécies) e as condicdes ambientais, que interferem na
dinamica dos agrotoxicos. De maneira geral, essas substancias alteram os ciclos naturais de
matéria e energia, podendo provocar irreversivelmente a desestabilizacdo dos ecossistemas

aquaticos (Hanazato, 2001; Gravilescu, 2005).

3. A utilizacdo de rotiferos como organismos-teste para a avaliacio de toxicidade de

pesticidas em ecossistemas aquaticos de agua doce.

Na presente revisdo, observamos que muitos trabalhos utilizaram os rotiferos como
organismos-teste quando os agentes toxicos testados sdo os pesticidas. Ainda que o numero de
trabalhos publicados até a data analisada ndo tenham sido muito expressivos, houve um
crescimento no interesse em avaliar os efeitos dos agrotdxicos para espécies ndo-alvo, dentre
elas, os rotiferos.

Atualmente somente um protocolo de testes de toxicidade aguda ¢ padronizado para
ensaios com rotiferos (ASTM, 2002). De acordo com este protocolo a concentragdo letal
média a 50% dos organismos-teste expostos (CLsp) € geralmentre utilizada. Quando a
concentragdo de substancias toxicas ¢ muito baixa para causar mortalidade da populagdo-teste
dentro de um prazo razoavel, ¢ necessdrio em seguida concentrar esforcos em testes de
toxicidade cronica (Snell and Janssen, 1995; Standard Methods, 1998). Tem havido um
numero crescente de estudos para diferentes espécies de rotiferos, visando avaliar o seu ciclo
de vida e taxas intrinsecas de crescimento populacional, assim como a mortalidade,
reproducdo, desenvolvimento tardio e malformacdes (Marcial et al., 2002; Tanaka et al.,
2009).

Com relagdo aos estudos realizados percebemos que ha uma necessidade de
harmonizar e padronizar as metodologias de teste, utilizando e comparando varias espécies de
rotiferos. Atualmente, Brachionus calyciflorus € a espécie com a maior parte dos dados de
estudos realizados com diferentes agentes toxicos. Isso também pode ser observado no caso
especifico dos pesticidas, pois a frequencia ¢ também muito maior na utilizagao desse rotifero
como organismo-teste (Figura 1). Devido a isso, vemos a necessidade e importancia de que

mais estudos sejam realizados visando comparar as diferencas intra e inter-espécies de
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rotiferos em relacao as suas sensibilidades para os poluentes ambientais. Também devem ser
mais amplamente comparadas as grandezas de variagdes na sensibilidade das espécies, e

incluido testes para calibracdo inter-laboratoriais (USEPA, 2001).
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Espécie

Grupo do pesticida

Pesticida

Referéncias

1991 - 2000

1

Brachienus colyciflorus

Brachionus calcifiorus H carbamato = organofosforado H carbofuran = Malathion H Dzd = Pandys (ARED) I
1351 - 1830 Brachionus plcotilis organofosforado organofosforades Sevano et 3. 1588
Virias ccpédies do grupo Notifera H organodorado H pentadorofeno H Zicchke,lA. ot al. {108§) I
endoguifan H Fomandea-Casalderry ot al {1001) I
onganmmlmaths
indana, endosulfan, pentadorofens!
[PCP],3.4-didoroaniing (DCA) esulfato Femando et 3l (1992]
de cobre
organodorade {endosulfan], endosulfan, diazingn, metl paration
2 " = Eunan, s ' : oy 5
o ,a1ch:_lic'adc3_ = carbamato malathion & benthiocarh Femandsz-Casaldery st 2 [19823)
{benthiccarb)
organodorado e organofosforado endosulfan e diazinon Femander-Lasadeny e &l [AREDC)
Femander-Cazaldemy et 3l (19833)

+ metil paration

Femander-Cazaldemy et 3l (1983k)

Gama-Flores et 3l (1953)

organofosforada

+ diazinon

+ fenitrotiona

Femrando et a3l (1995]

Femander-Cazaldemry et 3l (1952h) I

fenitrotiona e dorpirt

=nell et al (1992)

- —

diazinan e dorpiri

=nell et al (1891) I

I

organofosforade, organodorade e
regulador de cesdmento (IGR]

H

dorpirifds, pentadorofendl,
methoprene

H

Preston et al. (2000)

us calycifiorus e Brachionus
plicatilis

organofosforado = organodorado

trichlorfon, fenitrotiona, dorpirifds,
indana e 3-4-didoroanilina {3,4-DCA)

Ferande & hndreu-hidiner [R5EN)

etil azinfas, metil azinfos, dorpitifos,

. — diazinan, dimetoato, fonofos
Brochionus  plicatilis organofosforada : : - R - Guzzella et al. {1997)
malathion, eti paration, meti paration,
phorate, ometoato
fyif € il parath 1eeE
“seboic organafosforada matil paration Sarma &t a3l {1988)
pontadorofono H Proston ot al. {2001] I
didorodifeniltidoroetane  {DDT), ;
erganaciarade dicotol, endosultan e ndano M etal. 2007)
aldrin H Huang et al. {2007] I
{ Erochionus  colpciflorus
carbamato benfuracarb, carbosuifan e carbofuran Lesce et al. {2005)
arganofosforado H didorvds, tiazofds e dorpir H Ke et 3l {2008) I
Brachionus spp. organofosforado diazinon Agbon er &l [2002)
organofosforada H metil paration H Sarma et al. {20013) I
{ Drachisnur patulur
herbicida H 2,4-D (2,4-dcde didorofenmdacética) H Sarma et al. {2001k) I
2001 - 2040 Brachionus angul organoiostorado meti paration Gamz-Florss =t 2. |2004)

organaofosforade, regulador de

cesdmento {methoprene)] e fungicda

{izoprothiciane]
—

diazinon, fenitrotion, methoprene e
izoprotiolane

Mardal et al. (2005)

Erachionus plicatils organofosforada diazinon Margal & Hagiwara {2007)
fungidda (isoprotiolane e pyroguilon), seis pesticdas (isoproticlane,
regulador de cescdmenta, methoprene, fenitrotiona, diazinon, Warcal & Hagwara (2008]
organofosforades  (fenitrothion, iprofenfos, pyroguilon] e um herbicda v =t b
diazinon) e um herbicida {mefenacet) {mefenacst]
—
Lecone quadridentotn H carbamato @ ergancfosforade H carbaril & metl paration H Farez-legasp Wt al (2010] I
Rhiloding ocuticomis  odiosa H organafosforada H matdationa H ‘Wightwick & alinson {2008) I
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Figura 1: Trabalhos reportados na literatura nas ultimas trés décadas, utilizando rotiferos

como organismos-teste na avaliacdo da toxicidade de pesticidas.



A Figura 1 também evidencia que, a maioria dos trabalhos foram realizados com o
intuito de avaliar a toxicidade de inseticidas, especialmente os pertencentes aos grupos
organofosforados, carbamatos, organoclorados e piretroides, provavelmente devido ao
interesse dos pesquisadores em seu modo de acdo as espécies ndo-alvo, como os rotiferos.
Além disso, embora os herbicidas sejam mais utilizados no campo, a toxicidade deste grupo
de substancias, em geral, aos organismos nao-alvo diretamente afetados, ¢ geralmente inferior
a dos inseticidas (Who, 1990).

No periodo entre os anos de 2011 a 2013, somente quatro trabalhos foram
encontrados: Lu et al. (2012) que avaliaram os efeitos do herbicida atrazina ao rotifero
B.calyciflorus e Guo et al. (2012), também para a espécie B.calyciflorus, testando a toxicidade
de pesticidas organofosforados; Huang et al. (2013a), que avaliaram os efeitos de varios
agrotoxicos (azadiractina, tiofanato-metilo e fenitrotiona) em doses subletais a espécie
Brachionus plictilis ¢ Huang et al. (2013b) que testaram quatro tipos de pesticidas
organoclorados avaliando os efeitos cronicos destes para a espécie B. calyciflorus. Nestes dois
ultimos estudos ocorreu o fendmeno de hormesis, pelo menos para algum dos agrotoxicos
testados. Este fenomeno caracterizado pelo fato de pequenas quantidades de um agente toxico
produzirem efeito estimulador, qualitativamente diferente do efeito produzido com dosagens
maiores (Towsend e Luckey, 1960).

Percebemos ainda a necessidade de se encontrar espécies indicadoras para estudos
ecotoxicologicos em daguas doces tropicais, visto que a protecdo e conservagdo da
biodiversidade é um dos principais objetivos da humanidade, como reconhecido na
Convengdo Rio-1992. E também um paradoxo que relativamente poucas pesquisas
ecotoxicologicas tenham sido realizadas utilizando espécies autoctones de rotiferos como
organismos-teste. Existe ainda o risco de que espécies ndo-nativas possam ser acidentalmente
introduzidas nos ambientes aquaticos e que muitos critérios de qualidade da 4gua em regides
tropicais sejam baseadas em testes ecotoxicoldgicos com espécies nao-nativas. Isso pode levar
a erros no estabelecimento de niveis maximos permitidos de produtos quimicos em corpos
d'dgua. Assim, reiteramos aqui a idéia de utilizar espécies nativas e/ou cosmopolitas em
avaliagdes ecotoxicologicas.

Reiteramos ainda a importancia da utilizacdo de espécies representativas para o
ambiente litordneo dos corpos d’dgua, ja que as espécies mais estudadas, Brachionus
plicatilis, Brachionus rotundiformis e Brachionus calyciflorus sao planctonicas. Espécies

litoraneas estdo associadas a sedimentos e matéria organica, que siao conhecidos por
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acumularem / absorverem contaminantes e sua utilizagdo permitiria analisar os efeitos toxicos
dos habitats mais propensos a contaminantes.

Contudo podemos concluir que, os rotiferos tem desempenhado um papel crescente
na Ecotoxicologia. Eles tem se tornado cada vez mais importantes por varias razdes: o
acumulo de conhecimento sobre este grupo ao longo dos ultimos anos, também no que diz
respeito ao seu genoma (Denekamp et al., 2009) e pelo fato de que possuem caracteristicas
biologicas que prontamente os recomendam como organismos-teste (Snell e Janssen, 1995;
Dahms et al., 2011): tamanho pequeno, reprodu¢do sexuada e assexuada, partenogénese para
alguns individuos, alta fecundidade e ciclo de vida curto. Existe a possibilidade de se obter
um grande numero de individuos para bioensaios com o minimo de problemas e com redugao
do tempo e despesas. Por clonagem ¢ possivel obter milhares de animais geneticamente
uniformes em um curto periodo de tempo. Por fim, o continuo e crescente interesse em
questdes de poluicao aquatica de um publico em geral, onde visando a facilidade e relevancia
ecologica por meio de testes ecotoxicoldgicos, fardo com que sua utilizagdo em conjunto com

outros invertebrados sejam uteis e necessarias para a avaliacao de risco.
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Capitulo 5: A toxicidade do pesticida carbofurano a biota de agua doce: Rotiferos como
organismos-teste

Resumo

No presente estudo foram avaliados os efeitos da exposi¢do de Philodina roseola ao
agrotoxico carbofurano. Para isso foi estabelecida a faixa de sensibilidade desta espécie ao
dicromato de potassio. Em seguida foram determinadas as CEsy 48-h do carbofurano e do seu
produto comercial, o Furadan® 350 SC. A toxicidade cronica foi determinada avaliando-se os
efeitos do Furadan ® 350 SC sobre a sobrevivéncia e a fecundidade dos organismos-teste. A
faixa de sensibilidade de P. roseola ao dicromato de potassio compreendeu de 29,52 a 64,67
mg L', com um valor médio de 47,10 mg L. Os valores de CEsy 48-h obtidos para o
ingrediente ativo e para o produto formulado foram 13,36 + 2,63 mg L™ ¢ 89,32 + 6,52 mg L~
! respectivamente. Os resultados dos testes de toxicidade crénica com o produto comercial
evidenciaram que a sobrevivéncia das fémeas ndo foi afetada nas concentracdes testadas e
que, nas concentragoes de 1,56 ¢ 3,12 mg L'l, a fecundidade foi aumentada, caracterizando o
fenomeno de hormesis. A distribuicdo da sensibilidade das espécies ao carbofurano
evidenciou que P.roseola ¢ mais sensivel a este agrotoxico do que o peixe Clarias batrachus,
a bactéria Vibrio fischeri e o protozoario Paramecium caudatum e que para este organismo-
teste a toxicidade aguda do agrotoxico Furadan® 350 SC ¢ menor do que a do seu ingrediente
ativo. Pode-se também inferir que devido ao atual uso exacerbado de pesticidas e com a
continua e acelerada expansao agricola P.roseola, espécie ndo-alvo e outras espécies da biota

aquatica encontram-se sujeitas aos efeitos adversos desse agrotoxico.

Palavras-chave: Furadan® 350 SC, dicromato de potassio, distribuicdo da sensibilidade das

espécies (SSD), toxicidade cronica, hormesis.

1. Introducao

Os ecossistemas aquaticos tropicais constituem grandes reservatdrios de
biodiversidade, mas encontram-se atualmente sujeitos a varias ameacas por serem também
receptores temporarios ou finais de grande quantidade e variedade de poluentes, sejam eles
langados ao ar, ao solo, ou diretamente nos corpos d’ dgua (Aguilar-Alberola e Mesquita-
Joanes, 2012). Quando atingem os ambientes aquaticos, os poluentes podem ter véarios

destinos, que dependem das propriedades fisicas do composto, das caracteristicas quimicas,
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fisicas e biologicas do ecossistema atingido, bem como da taxa de entrada do composto no
ambiente (Rand, 1995). Tendo em vista isso, especialmente quando ha grande proximidade
entre um agroecossistema e ambientes aquaticos, os riscos de contaminacdo sdo eminentes
(Abhilash e Singh, 2009).

A expansao agricola tem sido considerada uma das principais ameagas a conservagao
da biodiversidade em aguas continentais em todo o mundo (Lacher e Goldstein, 1997). Além
dos inumeros problemas relacionados a destruicdo da vegetacdo natural, a intensificacdo da
agricultura tem levado a um crescimento exponencial na utilizagdo de pesticidas, compostos
geralmente com elevada toxicidade ambiental (Henriques et al., 1997; Carvalho, 2006).

Os carbamatos, dentre eles o carbofurano, tem tido uso crescente em plantagdes de
arroz, algoddo, café, cana-de-agucar, feijdo e milho (Ehler, 2004). Um dos problemas, no
entanto, ¢ o fato de que a maioria dos produtos quimicos ndo ¢ ecologicamente seletiva
podendo constituir elevado perigo para a sobrevivéncia de espécies ndo-alvo. No caso
especifico do carbofurano ¢ conhecido que este se liga de forma reversivel a enzima
acetilcolinesterase, inibindo a acdo desta sobre a acetilcolina (Trotter et al., 1991; Gupta,
1994; Heath et al., 1997). E um composto considerado altamente toxico para as aves, abelhas,
além de peixes e outros animais aquaticos (Collective SPA, 2002).

Uma avaliacdo mais aprofundada das consequéncias do carbofurano sobre a biota
aquatica requer, no entanto, avaliagdes mais aprofundadas, envolvendo diferentes
organismos-teste. Em uma revisdo, Breitholtz et al. (2006) listaram critérios desafiadores para
a validacdo de testes ecotoxicoldgicos na avaliagdo de riscos ambientais. Estes autores
observaram que a adequag¢dao de um teste de ecotoxicidade utilizando organismo modelo
devera ser avaliada com base no custo, relevincia ecologica, confiabilidade
(reprodutibilidade) e sensibilidade, assim como ja anteriormente recomendado por Rand et al.
(1995).

Os invertebrados do Filo Rotifera estdo presentes na ampla maioria dos ecossistemas
aquaticos, mas tem sido pouco utilizados como organismos-teste, apesar de reunirem diversos
atributos bioldgicos que permitem a sua proposi¢cdo como tal: tamanho pequeno, organizagao
simples, reproducdo partenogenética, alta fecundidade, ciclo de vida curto, reprodugdo
sexuada e assexuada (Snell e Janssen, 1995). A representatividade ecologica e taxondmica,
ampla distribuicdo, alta densidade na natureza e facilidade de cultivo justificam a utiliza¢ao
de varias espécies de rotiferos em estudos laboratoriais.

Embora na natureza todas as espécies sejam ecologicamente relevantes, a posi¢ao

dos rotiferos nas cadeias alimentares em aguas doces ou salobras, ¢ crucial. Eles sao
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importantes consumidores primarios, se alimentam de pequenos micro-organismos tais como
as micro-algas, bactérias, leveduras e protozoarios (Hyman, 1951; Miller e Harley, 2002) e
usualmente atingem grande densidade populacional e extraordindrias taxas de producdo
(Starkweather, 1987; Walz, 1997; Wallace, 2002, Wallace ¢ Snell, 2010). Ainda, os rotiferos
ocupam posi¢ao relevante na cadeia alimentar de corpos d’agua, participando ativamente no
movimento de energia entre diferentes niveis troéficos (Armengol, 1980; Park e Marshall,
2000; Wetzel, 2001). Sdo integrantes ativos do microbial loop ao consumirem diretamente
particulas organicas em suspensdo (Pourriot, 1965) ou indiretamente ao assimilarem
substancias organicas dissolvidas, quando consomem bactérias e protozoarios (Arndt, 1993).
O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da toxicidade aguda e cronica do
pesticida carbofurano, utilizando como organismo- teste a espécie Philodina roseola
Ehrenberg, 1830 (Rotifera, Bdelloidea). Trés questdes especificas foram investigadas: (I) A
faixa de sensibilidade deste rotifero a uma substancia de referéncia visando o seu uso rotineiro
em testes laboratoriais. (II) Os valores das CEsy 48-h do agrotoxico comercial Furadan® 350
SC (FMC, Brasil; 350g i.a / L) e de seu ingrediente ativo (carbofurano). (III) Os efeitos de
exposicdo prolongados (4 dias) do produto formulado aos parametros sobrevivéncia e

fecundidade (producao de ovos).

2. Materiais e métodos

2.1. Manutengdo e cultivo da espécie de Rotifera

Philodina roseola Ehrenberg, 1830 (Rotifera, Bdelloidea) foi coletada em tanques
experimentais de 10.000 L de capacidade, localizados na Estacdo de Aquicultura do
Departamento de Hidrobiologia da Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Carlos, SP,
Brasil (21°98°-31°25°S e 47°87°- 81°21°W) (Figura 1 — Apéndice A). Os individuos de P.
roseola foram coletados com rede de plancton de 68 um de abertura de malha. A amostra foi
armazenada em frascos de polietileno, os rotiferos foram identificados com base nas
descri¢des de Koste e Terlutter (2001) e os individuos desta espécie foram isolados.

Como meio de cultivo foi utilizada agua reconstituida preparada de acordo com os
procedimentos recomendados pela Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM, 2001)
e de acordo com as recomendacdes da ABNT (2005), com as seguintes caracteristicas: pH
entre 7,0 e 7,8; dureza entre 40 e 48 mg CaCO; L' e condutividade elétrica de 160 uS cm’!
(Figura 2a — Apéndice A).
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Os cultivos-estoque, com elevada densidade de P. roseola (em média 116 ind. mL™)
foram mantidos em béqueres de 50 a 250 mL, em incubadora com temperatura controlada a
25 + 1°C, com fotoperiodo de 16h claro: 8h escuro (Figura 3 — Apéndice A). Para evitar a
evaporacdo do meio de cultura, os béqueres foram lacrados com filme de plastico e a
manutencdo das culturas foi realizada de acordo com os procedimentos propostos por Hagen
et al. (2009), a cada 76 horas, quando eram entdo renovadas a dgua e o alimento.

Os individuos foram alimentados com suspensdo algacea de Raphidocelis
subcapitata, cultivada em meio CHU-12 (Miiller, 1972), na concentragio de 1 x 10> células
mL" (Figura 2b — Apéndice A). A faixa de sensibilidade dos organismos-teste foi
determinada por meio da realizacdo de testes de toxicidade aguda com o dicromato de
potéssio.

Os rotiferos juvenis utilizados nos experimentos foram obtidos a partir dos cultivos-
estoque. As observagdes dos organismos, assim como a separagdo dos juvenis foram
realizadas sob microscopio estereoscopico e estes foram manuseados cuidadosamente com
pipetas Pasteur. O ciclo de vida de um rotifero do género Philodina ¢ de aproximadamente 20
dias, na temperatura de 22 °C (Ricci e Fascio, 1995). A fase juvenil, ou até antes da produgao
da primeira ninhada de ovos desses rotiferos ¢ inferior a 3 dias de idade. H4 uma clara
distingdo de tamanho entre rotiferos adultos e juvenis, ainda que apenas por um periodo
limitado de tempo. Assim, os menores rotiferos (em comparagdo com os adultos ovigeros)
foram coletados e utilizados nos testes, em conformidade com a recomendacdo de que os

organismos-teste devem ter a menor idade possivel (ASTM, 1996).

2.2. Produtos quimicos e solugoes-teste

Os trés produtos quimicos utilizados nos ensaios de toxicidade aguda foram:
dicromato de potassio (K,Cr,07) (Labsynth, Brasil) (Ficha 1 — Apéndice B), carbofurano (2,3-
dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuranol N-Metilcarbamato) (Sigma-Aldrich) (Ficha 2 — Apéndice
B) e Furadan® 350 SC (FMC, Brasil) (Ficha 3 — Apéndice B).

O primeiro composto ¢ mundialmente utilizado como substancia de referéncia sendo
de uso rotineiro em testes de sensibilidade (Canadd Ambiente, 1990). O agrotdxico
carbofurano foi selecionado por ser um poluente comumente encontrado como contaminante
em aguas subterraneas e superficiais, em solos, ar, alimentos e animais (Richards et al., 1987;
Waite et al., 1992; Fisher et al., 1999; Silva et al., 2009; Chelinho et al., 2012). Estes trés

produtos dicromato de potassio, carbofurano e Furadan® 350 SC, tinham respectivamente
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graus de pureza de 99 %, 98% e 35%, sendo que para este ultimo os outros 65% da
composi¢ao correspondem aos ingredientes inertes adicionados na formulagdao do produto. A
concentragio da solugio estoque de K,Cr,O7 foi de 500 mg L™ e, tanto para o carbofurano
como para o Furadan® 350 SC, a concentragdo da solugdo estoque foi de 100 mg L. Todos
estes compostos tem alta solubilidade em agua. As concentragdes-teste de cada composto
foram obtidas pela diluigao da solugdo estoque em agua reconstituida e estas foram protegidas

da luz natural para evitar fotodegradagao.

2.3. Testes de toxicidade aguda

Os testes de toxicidade incorporaram modificagdes das diretrizes padrdo para testes
de toxicidade aguda com base nos métodos disponiveis para rotiferos (ASTM, 2004),
consistindo na exposi¢ao de 10 juvenis por réplica as seguintes concentragdes nominais de
dicromato de potassio: 21,22; 29,71; 41,59; 58,23; 81,52 e 114,13 mg L'l; de carbofurano:
0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25 ¢ 50 mg L' e de Furadan® 350 SC: 48,22; 57,86; 69,43; 83,52
e 100 mg L. A faixa de concentragdes testadas foi estabelecida de acordo com testes
preliminares previamente realizados.

Para o dicromato de potéssio os testes de toxicidade aguda foram repetidos 20 vezes,
em intervalos variando entre 35 e 60 dias, para o estabelecimento da faixa de sensibilidade
(ou carta-controle) de Philodina roseola a este composto. Para o carborurano e o Furadan®
350 SC, os testes foram repetidos 5 vezes, para se determinar a toxicidade aguda destes a esta
espécie de rotifero.

Os testes de toxicidade aguda tiveram a duragdo de 48 horas e foram realizados em
camaras-teste que consistiram de vidros de relégio de 100 mm de didmetro e estes mantidos
individualmente dentro de placas de Petri (110 mm de didmetro). Dez individuos juvenis de
P. roseola foram transferidos a partir da cultura estoque para cada recipiente-teste utilizando
uma micropipeta de vidro (microcapilar) sob microscopio estereoscopico da marca Leica®™
modelo MZ6, com aumento de 50 vezes. A dgua de cultivo eventualmente transferida com os
rotiferos, e que poderia causar diluicdo das solugdes-teste foi drenada em cada vidro de
relégio com a utilizagdo de micropipeta de vidro e, em seguida, as solu¢des-teste foram
adicionadas aos recipientes.

Como controle utilizou-se apenas agua reconstituida. Foram realizadas 4 repetigdes
tanto para o controle como para cada concentracdo de composto testado, sendo que em cada

réplica foram adicionados 2 mL de solugdo-teste e 10 rotiferos. Os experimentos foram
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mantidos sob a mesma temperatura dos cultivos-estoque (25 = 1°C) , sem alimento e
iluminacao (Figura 4a — Apéndice A). No inicio dos testes foram realizadas medidas das
variaveis pH, condutividade elétrica, temperatura, dureza da dgua e oxigénio dissolvido sendo
que todas estas varidveis foram também medidas no final do teste. Para serem realizadas estas
medi¢coes um volume de 100 mL de cada solucdo-teste, ¢ da solucdo-controle foram
inicialmente preparados. Apds a adicdo de 2 mL em cada recipiente teste, o volume restante
foi suficiente para a medi¢do destas varidveis, sendo o recipiente com o volume restante
mantido na mesma incubadora onde os experimentos seriam realizados.

Ap6s o periodo de exposicdo de 48 horas, o nimero de organismos imdveis nas 4
repeticoes foi observado sob microscopio estereoscopico. Neste estudo, o critério para
determinar a imobilidade dos individuos foi a observacdo da auséncia de movimento interno
ou externo visivel quando os organismos eram expostos a luz brilhante. Este critério foi
escolhido porque um animal im6vel (mesmo que ndo morto) é removido funcionalmente da

comunidade, porque ja ndo se alimenta nem se reproduz.

2.4. Testes de toxicidade cronica

Os testes de toxicidade cronica incorporaram as seguintes modificacdes das diretrizes
da Organizagdo para a Cooperagao e Desenvolvimento (Norma n°. 211, teste de reprodugdo
para Daphnia magna) (OECD, 2008): os juvenis usados nos ensaios cronicos foram expostos
individualmente em vidros de relogio (100 mm de didmetro) e estes mantidos em placas de
Petri (110 mm de didmetro) contendo 2 mL de 4dgua reconstituida tanto para o controle como
para as solucdes-teste, sendo 1 organismo por réplica, num total de 10 réplicas para cada
tratamento.

Os ensaios foram realizados com as seguintes concentragdes nominais: 0,04; 0,09;
0,19; 0,39; 0,78; 1,56 e 3,12 mg L' de Furadan® 350 SC. Estas concentragoes foram
escolhidas com base nos resultados dos testes preliminares de toxicidade aguda para o produto
comercial. As maiores concentragdes testadas nos ensaios agudos, em que ocorreu 100 % de
sobrevivéncia dos organismos, foram tomadas como as mais elevadas concentragdes a serem
testadas nos ensaios cronicos. A partir destas concentragcdes 6 diluicdes foram preparadas,
totalizando sete concentracdes de ensaio cronico. Os testes foram realizados em condigdes
semi-estaticas, sendo as solucoes-teste e controle renovadas a cada 2 dias. A duragdo dos
testes foi de 4 dias, e os organismos foram alimentados e cultivados como anteriormente

descrito (Figura 4b — Apéndice A).
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Durante os experimentos, as varidveis pH, temperatura, condutividade elétrica,
oxigénio dissolvido e dureza total foram medidas quando as solugdes-teste foram renovadas,
para se verificar se estas poderiam afetar as respostas biologicas, sendo realizadas as
medi¢des como ja descrito para os testes de toxicidade aguda. As possiveis alteragdes na
reproducdo foram avaliadas por meio dos parametros da fecundidade (ntimero total de ovos
produzidos por fémea) durante o teste. Os recém-nascidos e ovos foram contados e removidos
utilizando-se uma micropipeta de vidro sob microscopio estereoscopico. Também foi avaliada

a sobrevivéncia de cada organismo-teste ao longo dos testes cronicos.

2.5. Tratamento de Dados e Andlise Estatistica

Para os testes de toxicidade aguda, ap6s o periodo de exposicdo de 48 horas
procedeu-se a contagem dos organismos imoveis. Se a porcentagem de individuos iméveis no
controle excedesse 10%, o teste era considerado invalido, o que ndo ocorreu nos experimentos
realizados. Os resultados foram expressos em CEsy— concentracdo efetiva mediana que causa
efeito agudo a 50% dos organismos no tempo de exposi¢do (ABNT, 2004), com intervalo de
confianga de 95%, utilizando-se o programa estatistico Trimmed Spearmann- Karber
(Hamilton et al., 1977).

A faixa de sensibilidade de P. roseola ao dicromato de potéssio, foi estabelecida por
meio de um modelo desenvolvido pela U.S.EPA (1985). O gréfico foi plotado com base nos
valores de CEsp 48-h obtidos em cada um dos 20 ensaios. O limite superior e inferior do
intervalo ¢ tragado por duas linhas que correspondem a mais ou menos dois desvios padrao do
valor médio entre os vinte valores de CEsg 48-h obtidos.

Os dados dos testes cronicos foram analisados com o programa TOXSTAT 3.3
(Gulley et al., 1991). Dados de sobrevivéncia materna foram analisados pelo teste exato de
Fisher, enquanto os dados de reproducdo foram verificados primeiro para normalidade (com o
teste do qui-quadrado) e homogeneidade (com o teste de Bartlett) da sua distribuicdo. Os
dados de reprodu¢@o normal foram analisados por meio da analise unidirecional de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparar as diferencas entre os tratamentos € o
controle (Zar, 1996). A significancia das diferencas na reproducdao obtidas nos testes foi
analisada para todos os dados e, quando aplicavel, as diferengas significativas foram
indicadas. Em todos os testes, a diferenca foi aceita quando P < 0,05.

Os dados sobre a toxicidade do pesticida estudado para outras espécies foram

tomados a partir da base de d ados de ecotoxicidade disponivel (http://cfpub.epa.gov/ecotox/),
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tendo sido selecionados valores de CLso/CEsy (mg L) para bactéria, alga, protozoario,
anfipoda, cladécero, rotifero, decapoda, inseto e peixe. No caso em que a substancia-teste foi
um produto comercial, foram adotados os valores de toxicidade da concentracio
correspondente ao ingrediente ativo. A curva de distribuicdo da sensibilidade de espécies
(SSD) foi construida utilizando o ETX software, versao 2.0 (Van Vlaardingen et al., 2004). O

ETX inclui também o teste de Anderson -Darling para o ajuste de log- normalidade.
3. Resultados

3.1. Variaveis abioticas: validade dos testes

Durante os testes de toxicidade aguda para Philodina roseola, o pH médio medido
nas solugdes teste estiveram dentro do intervalo de 7,0-7,7 e ndo variou mais do que 1,0
unidade em qualquer ensaio de toxicidade aguda e durante os testes de toxicidade cronica,
manteve-se dentro da faixa 7,2-7,6. A temperatura variou entre 24,0-25,0 °C durante todo o
periodo em que foram realizados os testes de toxicidade aguda e toxicidade cronica. A
condutividade elétrica variou entre 156,8 ¢ 162,3 uS cm’! durante os testes de toxicidade
aguda e entre 154,6 a 159,4 uS cm™ durante os testes de toxicidade cronica. A dureza da 4gua
variou entre 40 e 48 mg de CaCO; L' durante todos os testes agudos e os testes cronicos. O
teor de oxigénio dissolvido em todos os testes de toxicidade aguda, variou de 5,9-7,2 mg L™ ¢

durante os testes de toxicidade cronica, variou entre 6,2-7,9 mg L (Apéndice C).

3.2. Toxicidade aguda

Os intervalos de sensibilidade de Philodina roseola para o dicromato de potassio
estdo apresentados na Figura 1. A faixa de sensibilidade de P.roseola a substancia de
referéncia dicromato de potéssio, expressa em CEsg 48-h, se situou entre 29,52 e 64,67 mg L

! com um valor médio de 47,10 mg L' (Tabela 1 — Apéndice C).
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Figura 1. Faixa de sensibilidade de Philodina roseola ao cromo contido no dicromato de potassio, baseados em

20 testes de toxicidade aguda.

Os valores de CEsy 48-h e respectivos intervalos de confianga (95%), para o
agrotoxico Furadan® 350 SC e seu ingrediente ativo, o carbofurano, foram calculados
separadamente para cada um dos 5 testes realizados. Os dados de CEs, intervalos de
confianga e os desvios padrdo sdo apresentados na Tabela 1, com os resultados obtidos, pode-
se observar que o ingrediente ativo, o carbofurano, foi mais toxico do que o porduto comercial

Furadan® 350 SC (Tabela 2 ¢ 3 — Apéndice C).

Tabela 1. Os valores estimados de CEs, 48-h e respectivos intervalos de confianga (95%) de Philodina roseola

para o ingrediente ativo carbofurano e o seu produto formulado Furadan® 350 SC.

Nimero do teste  Carbofurano (mg L")  Furadan® 350 SC (mg L")
1 10,05 (7.89 — 12,80) 81,96 (64,00 — 104.95)
2 16,62 (12,64 — 21,84) 92.49 (88,07 — 97,14)
3 13,67 (10,39 — 17,99) 82,72 (73.92 — 92.,56)
4 11,49 (7,89 — 16,74) 96,08 (86,81 — 106,33)
5 14,96 (12,11 — 18,48) 93,37 (86,49 — 100,80)
X +SD 1336 + 2,63 89.32 + 6,52
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3.3. Toxicidade cronica

A andlise da sobrevivéncia das fémeas cumpriu as exigéncias de validade de teste

cronico de acordo com as orientagdes da OECD (2008), ou seja, a mortalidade do controle foi

inferior a 20%, sendo que nos experimentos ndo houve nenhuma mortalidade no controle.

Informacdes detalhadas sobre a biologia de P. roseola foram obtidas em um estudo paralelo

(dados ainda ndo publicados), na qual o tempo de desenvolvimento de P. roseola ( desde o

nascimento do organismo até a produ¢ao da 3% ninhada de filhotes) ocorre num periodo de 4 a

5 dias. No presente estudo isso foi observado com relagdo as fémeas do controle.

Com relagdo a porcentagem de sobrevivéncia das fémeas de P. roseola expostas ao

Furadan® 350 SC nas concentragdes testadas e no controle, nenhuma diferenca significativa

foi observada segundo Teste de Fisher (valor critico de Fisher (10.10.10) (P =0,05)<6,b =

10) (Figura 2).
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Figura 2. Porcentagem de fémeas de P. roseola sobreviventes aos 4 dias de exposi¢do ao Furadan®™ 350 SC,

segundo Teste de Fisher (valor critico de Fisher ( 10.10.10 ) (P =0,05) <6, b = 10), sendo em cinza os valores

correspondentes ao teste 1 e em achuriado ao teste 2.
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A Figura 3 mostra os efeitos do Furadan® 350 SC sobre a fecundidade apos um
bioensaio de 4 dias. Estimulo na fecundidade foi observado para as fémeas expostas a 3.12
mg L ' quando comparados ao controle no primeiro teste (F 763 = 10,513, P < 0,05 ).
Observa-se que no segundo teste, as concentragdes 1,56 ¢ 3,12 mg L ™', quando comparadas
ao controle estimularam significativamente a, como evidenciado pelo Teste de Tukey
fecundidade ( F7¢9 = 25,363, P < 0,05). A mais alta concentracdo sem efeito observavel
(CENO) calculada para a variavel fecundidade teve valor de 0,78 mg L™ para ambos os testes
e o menor valor de concentragdo de efeito observado (CEO) calculado para fecundidade foi de

3,12mgL" e 1,56 mg L ™', para o primeiro e segundo teste respectivamente.
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Figura 3. Fecundidade (nimero de ovos) (média + DP) de P. roseola ap6s 4 dias de exposigio ao Furadan®™ 350
SC. * Indica diferenca significativa em relagdo ao controle, pelo Teste de Tukey (P < 0,05), sendo em cinza os

valores correspondentes ao teste 1 ¢ em achuriado ao teste 2.

4. Discussao

A comparacao da sensibilidade de Philodina roseola, o organismo-teste do presente

estudo com espécies de diferentes grupos taxondmicos avaliadas em outros estudos revelou
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que este rotifero tem menor sensibilidade ao cromo, sendo apenas mais sensivel que o rotifero

Brachionus plicatilis e os peixes Danio rerio € Poecilia reticulata, como pode ser observado

na Tabela 2. As diferencas de sensibilidade observadas para este mesmo metal podem ter sido

decorrentes de pequenas diferencas nas condi¢des dos testes, mas mais provavelmente sdo

devidas as caracteristicas intrinsecas das espécies.

Tabela 2. Valores de toxicidade aguda (CLsy ou CEsy) obtidos a partir da literatura para diferentes espécies

expostas ao dicromato de potassio.

CL5/CE5
Organismo Teste Parametro 4 Referéncia
(mg L)
Rotifera
Philodina roseola Imobilizagao - 48h 47,1 Presente estudo
Philodina acuticumis Mortalidade - 48h 29,0 Cairns Jr. et al., 1978
Brachionus calyciflorus Mortalidade - 24h 5,2 Crisinel et al.,1994
Brachionus plicatilis Mortalidade - 48h 53,9 Filenko e Samoylova,2008
Brachionus plicatilis Mortalidade - 24h 146,0 Persoone et al., 1989
Outros grupos taxonémicos
Raphidocelis subcapitata Inibigdo de crescimento - 72h 0,59 Halling-Sorensen,2000
Paramecium caudatum Mortalidade - 24h 2,567 Madoni et al.,1994
Tetrahymena pyriformis Inibi¢do de crescimento - Sh 5,6 Bogaerts et al.,2001
Pseudosida ramosa Mortalidade - 48h 0,029 Freitas e Rocha,2011
Daphnia pulex Mortalidade - 48h 0,180 Wu et al.,2007
Daphnia similis Mortalidade - 48h 0.025 - 0.042 Coelho e Rocha,2010
Daphnia carinata Mortalidade - 48h 0,140 Wu et al.,2007
Daphnia magna Mortalidade - 48h 0,290 Diamantino et al.,2000
Mortalidade - 48h 0,154 Martinez-Jerénimo et al.,2008
Simocephalus vetulus Mortalidade - 48h 0,270 Wu et al.,2007
Acartia tonsa Mortalidade - 48h 10,0 Andersen et al.,2001
Gammarus aequicauda Imobilizagdo - 48h 9,520 Cesar et al.,2002
Hyalella curvispina Mortalidade - 96h 0,550 Peluso et al.,2011
Chironomus tentans Mortalidade - 48h 11,8 Khangarot e Ray, 1989
Cyprinodon variegatus Mortalidade - 96h 31,6 Hutchinson et al.,1994
Danio rerio Mortalidade - 96h 89,1 Oliveira-Filho e Paumgartten,1997
Poecilia reticulata Mortalidade - 96h 114,6 Oliveira-Filho e Paumgartten,1997

O cromo contido em dicromato de potassio ¢ um metal amplamente utilizado para

avaliar a sensibilidade de invertebrados criados em laboratorio e empregados em estudos

ecotoxicologicos (Canada Ambiental, 1990; U.S.EPA, 2002). A saude do animal no inicio de
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um teste ¢ a principal preocupagdo e ¢ fortemente influenciada pelas condigdes de cultura,
como a temperatura, o pH, a dureza, a densidade, o tipo e quantidade de alimentos dos
cultivos-estoque utilizados em bioensaios.

Alguns estudos ecotoxicoldgicos com pesticidas tem demonstrado que o produto
formulado (comercial) frequentemente apresenta maior toxicidade para organismos nao-alvo
do que os ingredientes ativos (Pereira et al., 2000; Cedergreen e Streibig, 2005; Pereira et al.,
2009). Os pesticidas comercializados sdo geralmente uma mistura de um ingrediente ativo e
de uma série de outros produtos quimicos (geralmente chamados ingredientes inertes) que
auxiliam na sua mistura, dilui¢do, aplicagdo e estabilidade (Cox e Surgan, 2006). Varios
autores (Oakes e Pollak, 2000; Krogh et al., 2003; Solomon e Thompson, 2003) ja
questionaram a utilizacdo de dados ecotoxicologicos obtidos utilizando-se apenas o
ingrediente ativo dos pesticidas. Estes autores demonstraram que os chamados ingredientes
inertes podem contribuir para grande parte da toxicidade da formulagdo, quer por exercer
atividade toxica por si proprios, ou por interagdo com o ingrediente ativo. Nossos resultados
sobre a toxicidade do Furadan® 350 SC e seu respectivo ingrediente ativo, o carbofurano, para
a espécie Philodina roseola ndo seguiu a tendéncia frequentemente observada de que o
produto comercial acarreta maior toxicidade para os organismos nao-alvo do que os
ingredientes ativos. A faixa de sensibilidade de P. roseola ao carbofurano foi 6 vezes menor
do que aquela obtida para o produto comercial Furadan® 350 SC, podendo-se portanto
hipotetizar que essa menor toxicidade do produto comercial resultou de efeitos antagonicos
dos ingredientes inertes adicionados ao ingrediente ativo, o carbofurano.

Comparando os dados de sensibilidade de Philodina roseola ao carbofurano, obtidos
no presente estudo, aos de diferentes espécies, disponiveis na literatura também para a
toxicidade aguda do carbofurano, por meio da curva SSD (Figura 4) observa-se que Philodina
roseola ¢ mais sensivel do que o peixe Clarias batrachus, a bactéria Vibrio fischeri € o
protozoario Paramecium caudatum, ao agrotoxico avaliado. Os Rotifera apresentam vérias
caracteristicas especiais que os tipificam como oportunistas, tipicos r-estrategista e de elevada
adaptabilidade aos ambientes instdveis. Tais caracteristicas incluem, por exemplo, uma
alimentagdo menos especializada, elevada fecundidade e reprodugdo partenogenética
frequente (Allan, 1976; Matsumura-Tundisi et al., 1990). Diversos trabalhos realizados em
campo sobre o efeito dos agrotdxicos na comunidade zooplanctonica evidenciaram a menor
sensibilidade de efeito toxico em rotiferos (Havens ¢ Hanazato, 1993; Peither et al., 1996;
Friberg-Jensen et al., 2003; Chang et al., 2005; Golombieski et al., 2008; Lopez-Mancisidor et
al., 2008).
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Figura 4. Distribui¢cdes de sensibilidade de espécies (SSD) pertencentes a diferentes grupos taxondémicos de

acordo com os valores de CLsy ou CEs, (mg L™ para o pesticida carbofurano.

Nota (1) Mansano et al. (2013), (2) Ashauer et al. (2010), (3) Dobsikova (2003), (4) Ibrahim et al. (1998), (5)
Pessoa et al. (2011), (6) Dobsikova (2003), (7) Sucahyo et al. (2008), (8) Ma et al. (2006), (9) lesce et al.
(2006), (10) Presente estudo, (11) Begum (2008), (12) Fernandez-Alba et al. (2002), (13) Hussain et al. (2008).

Nossos resultados similarmente indicam que o rotifero Philodina roseola, embora
menos sensivel ao carbofurano do que outros organismos aquaticos, nao ¢ imune ao seu efeito
toxico € que com a continua e acelerada expansdo agricola no pais esta espécie ndo-alvo
encontra-se sujeita aos efeitos adversos deste agrotdoxico. Embora P. roseola nao tenha sido a
espécie mais sensivel ao agrotdxico testado, o grupo dos rotiferos ¢ um dos principais grupos
componentes do zooplancton na maioria dos ecossistemas aquaticos de agua doce (Segers et
al., 1993; Rocha et al., 1995; Bozelli, 2000; Sharma e Sharma, 2012) além do fato ja
comprovado de que uma dada espécie pode ser menos sensivel a alguns compostos, mas
extremamente sensivel a outros. Desta forma P.roseola devera ser, em estudos futuros,
submetida a testes de toxicidade com iniumeros outros agentes toxicos.

A sobrevivéncia de P. roseola exposta as concentragdes subletais do Furadan® 350
SC, em 4 dias, nao foi afetada em nenhuma das concentragdes testadas, no entanto, nas duas
maiores concentragdes utilizadas, a fecundidade (nimero de ovos) foi estimulada

significativamente. Alguns estudos que avaliaram os efeitos de agentes toxicos durante o ciclo
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de vida de rotiferos tem evidenciado o efeito dos mesmos como desreguladores enddcrinos
(Snell e Carmona, 1995; Preston et al., 2000; Preston e Snell, 2001; Radix et al., 2002; Xi et
al., 2007) demonstrando que a reproducdo sexual e a producdo de ovos sdo os parametros
mais sensiveis.

Nossos resultados exibem as caracteristicas de hormesis, agdo que ocorre quando
pequenas quantidades de um agente toxico produz um efeito estimulador que ¢
qualitativamente diferente do efeito produzido sobre maiores dosagens (Towsend e Luckey,
1960). A prevaléncia do fendmeno hormesis para a dose-resposta a contaminantes ambientais
foi abordado de forma abrangente por Calabrese e Blain (2005). Este fenomeno ja foi
reportado para muitas espécies do zooplancton (Calabrese e Baldwin, 2003; Gama -Flores et
al., 2007 ; Guo et al., 2012; Rumengan e Ohji, 2012) e também para outras espécies de
rotiferos. Huang et al. (2013a) ao testarem o agrotoxico azadiractina em doses subletais,
observaram um aumento na densidade da populagdo de B. plictilis, nas menores
concentragdes destes pesticidas.

Porém, para P.roseola no nosso estudo, diferentemente do tipo de hormesis
usualmente observado por referidos autores este tipo de resposta sO ocorreu para as
concentragdes mais elevadas do Furadan® 350 SC. Este fato também foi recentemente
registrado por Huang et al. (2013b) para uma das concentragdes mais elevadas do pesticida
aldrin na qual a fecundidade de B. calyciflorus foi mais elevada do que nas concentragdes
menores.

As causas subjacentes para estes tipos de hormesis permanecem pouco
compreendidas, e sua relevancia ecologica ainda ¢ controversa (Forbes, 2000). No entanto,
podemos inferir que a maior fecundidade nas maiores concentracdes de agrotdxico nos testes
de toxicidade cronica terd provavelmente reflexos adversos para seu desempenho reprodutivo
futuro e também na sobrevivéncia materna, como consequéncia da aloca¢do energética em
reproducao sob o estresse do pesticida. Snell e King (1977) em um estudo em que foi
estudada a sobrevivéncia especifica da idade e a fecundidade do rotifero Asplanchna
brightwelli observaram que existe uma barganha (trade-off) entre a longevidade e o
desempenho reprodutivo destes rotiferos. A aqueles que tem uma alta fecundidade tendem a
ndo viver tanto quanto aqueles que se reproduzem a uma taxa menor. A reproducao em
qualquer idade diminui marcantemente a sobrevivéncia da classe etiria seguinte. Nestes
rotiferos a reproducdo ¢ claramente deletéria a sobrevivéncia e, portanto ao futuro sucesso
reprodutivo. Longe de serem estaticos, os balangos energéticos mudam com as condigdes

ambientais mas tem efeitos diversos no ciclo de vida das espécies.
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As razdes para a resposta diferenciada de P. roseola ao carbofurano incluindo o
efeito de hormesis necessita de investigagdo mais aprofundada, levando-se em conta que, na
natureza, os organismos tém mecanismos compensatorios e também que ¢ dificil simular em
laboratorio a complexidade multifatorial do ambiente natural. Estudos em mesocosmos
(cenarios mais complexos e mais realistas) podem ser uteis para uma compreensiao mais
profunda dos efeitos deste agrotoxico e de suas interagcdes com outros fatores ambientais nos
ambientes aquaticos.

Pode-se concluir que o rotifero Philodina roseola ¢ menos sensivel ao dicromato de
potassio e ao carbofurano do que outras espécies aquaticas e que o produto comercial do
agrotoxico Furadan® 350 SC é menos toxico do que o seu ingrediente ativo, o carbofurano.
Podemos concluir ainda que a dose-resposta de P. roseola a este agrotdxico, em exposicao
cronica, envolveu a ocorréncia de um tipo diferente de hormesis cujo modo de ag@o necessita

ser mais investigado.
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Consideracoes finais

Em relacdo a hipdtese apresentada no inicio da dissertagdo, os resultados obtidos
permitem concluir que a espécie Philodina roseola respondeu aos efeitos deletérios de
agentes toxicos quando considerados os valores médios de CE/CLs do pesticida carbofurano.
Importantes informagdes sobre sua biologia e sensibilidade foram obtidos, indicando que esta
espécie tem funcgdo relevante nos ecossistemas, embora estudos sobre o papel da espécie nas
comunidades e ecossistemas reais sejam ainda necessarios. Tal afirmacdo se baseia nos
seguintes pontos:

- Foram determinados os principais parametros acerca do ciclo de vida da espécie
Philodina roseola em condi¢des controladas de temperatura e de alimento, os quais poderdo
servir como base para comparacdes em futuros estudos ecotoxicoldgicos com esta mesma
espécie.

- Foi quantificada a biomassa e a producao secundaria das principais fases de
desenvolvimento da espécie Philodina roseola, para individuos cultivados em laboratorio, sob
condi¢des controladas de temperatura e quantidade de alimento, sendo esses dados
importantes para uma avaliagdo mais realistica acerca da contribuicdo desses pequenos
componentes do plancton para a produtividade global dos ecossistemas aquaticos.

- As taxas de filtragcdo e de ingestdo do rotifero Philodina roseola foram determinadas
quando testada dietas alimentares em sete diferentes concentracoes da cloroficea
nanofitoplanctonica Raphidocelis subcapitata. Os valores médios da taxa de filtragdo de P.
roseola sdo elevados em comparaciao aos de outras espécies de rotiferos e microcrustaceos,
demonstrando assim, elevada taxa metabolica.

- A comparagcdo com espécies de diferentes grupos revelou que P. roseola tem
moderada sensibilidade ao cromo contido no dicromato de potassio. Por exemplo,
comparando-se o valor médio de CEsy 48-h para o dicromato de potassio entre diferentes
espécies, P. roseola foi mais sensivel do que o rotifero Brachionus plicatilis e os peixes
Danio rerio e Poecilia reticulata. Foi ainda mais sensivel do que o peixe Clarias batrachus, a
bactéria Vibrio fischeri e o protozoario Paramecium caudatum ao ingrediente ativo
carbofurano, o agrotéxico estudado. Quando P. roseola foi exposta a concentracdes subletais
do produto comercial verificou-se a ocorréncia de hormesis, fendmeno que ocorre quando
pequenas quantidades de um agente téxico produz um efeito estimulador, que ¢

qualitativamente diferente do efeito produzido sob maiores dosagens.
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- No presente estudo foi estabelecido um protocolo para o cultivo em laboratoério,
assim como a carta-controle da espécie ao dicromato de potdssio, substancia mundialmente
utilizada como substancia de referéncia adequada para uso rotineiro em testes de
sensibilidade. Com esses dados a realizagdo de novos testes sera facilitada, visto que poderao
ser seguidos tais procedimentos.

- Acreditamos ainda que testes adicionais com um maior nimero de compostos
quimicos deverdo ser realizados com esta espécie ou outras espécies de bdelloides. Suas
caracteristicas bioldgicas j4 os recomendam para tal finalidade: tamanho pequeno,
organizagdo simples, reproducdo partenogenética, alta fecundidade, ciclo de vida curto,
representatividade ecoldgica e taxondmica, ampla distribui¢do, elevada abundancia na
natureza, facilidade de cultivo, crescente conhecimento sobre sua biologia, ecotoxicologia e

genoma.
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Apéndice A

Fotos dos experimentos
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Figura 1: Tanques experimentais de aquicultura da Universidade Federal de Sdo Carlos, onde foram coletadas

as espécies de Philodina roseola.

Figura 2: Alimento (Raphidocelis subcapitata) utilizado para alimentagdo dos organismos-testes e agua
reconstituida utilizada para a manutencdo dos cultivos-estoque das espécies de Philodina roseola, preparada de
acordo com os procedimentos recomendados pela Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM, 2001) e

caracteristicas recomendadas pela da ABNT (2005).
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Figura 3: Os cultivos-estoque, com grande densidade deste rotifero (valor médio de 116 ind/mL) foram
mantidos em béqueres de 50 a 250 mL. Os cultivos de Philodina roseola foram mantidos em incubadoras com
temperatura controlada a 25 £ 1°C, com fotoperiodo de 16h claro: 8h escuro. Para evitar a evaporagdo do meio

de cultura, os béqueres foram lacrados com filme de plastico.

Figura 4: Os experimentos de toxicidade aguda foram mantidos sob a mesma temperatura dos cultivos-estoque,
sem alimento e iluminacdo e nos experimentos de toxicidade cronica, os organismos foram alimentados e

cultivados com atuagdo de fotoperiodo pré-estabelecido, 16 horas luz/ 8 horas escuro.
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Apéndice B

Ficha de informacgoes (bula) dos produtos quimicos utilizados nos testes ecotoxicologicos
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1- ldentificacédo do produto e da empresa

- Nome do produto: DICROMATO DE POTASSIO

- Cadigo intemo de identificagdo do produto: D1005

- Nome da empresa: Labsynth Produtos para Laboratorios Ltda

- Endereco: Av. Dr. Ulysses Guimardes, 3.857 —Vila Mary — Diadema - SP
- Telefone para contato: (11) 4072-6100

- Telefone para emergéncias: (11) 4072-6100

- Fax: (11) 4072-6122

- E-mail: synth@synth.com.br

2- ldentificacdo de perigos
- Pengos mais importante: Toxico
- Efeitos do produto
- Efeitos adversos a salde humana: Pode causar feridas por inalag3o. Nocivo em contato com a pele. Toxico por ingestio.

- Efeitos ambientais: Muito toxico para organismos aquaticos podendo provocar a longo prazo efeitos negatives ac meio ambiente
aquatico

- Pengos fisicos e quimicos: Corrosivo e tdxico por inalagdo e contato prolongado

- Pengos especificos: Produto fortemente oxidante com possibilidade de fomentar niscos de incéndio em contato com mateniais organicos (papel,
pano, algoddo, estopa, efc...).

- Principais sintomas: Em exposicdes prolongadas, poderdo ocorrer ulceracdes na pele e septo nasal. Possibilidade de lesGes renais pelo cromo
VI contido

- Classificacio de pengo do produto quimico: Toxico

- Elementes apropriados da rotulagem: Pengo. Toxico se ingendo. Se ingendo, procure imediatamente atendimento médico Em caso de
derramamento, absorver em estado seco, recolher o residuo para limpeza postenior

3- Composicéo e informagdes sobre os ingrediente
- Indicar se o produto quimico & substincia ou mistura
Substincia:

- Nome quimico ou comum: Dicromato de Potassio

- Farmula: K:Cr.0; P.M.: 294,18

- Sindnimo: Bicromato de Potassio

- Ndmero de registro CAS: 7778-50-9

- Impurezas que contribuam para o perigo: Néo disponivel

4- Medidas de primeiros-socorros
- Medidas de primeiros socormos

- Inalagdo:Remover para local ventilado. Chamar um médico.
- Contato com a pele:Lavar com bastante dgua comente. Retirar as roupas contaminadas.
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- Contato com os olhos: Lavar com bastante agua, por 15 min. Consultar um oftalmologista.
- Ingestdo: Beber bastante agua, provocar o vomito. Consultar um médico imediatamente

- AgBes gque devem ser evitadas: Munca faca uma pessca inconsciente vomitar ou beber liquido. Quando o vimite ocomer com a pessoa
inconscients, gire sua cabe¢a para o lado para evitar aspiracio.

- Protegdo para o prestador de socomos: Utilizar 6culos de seguranca, luvas de PVC e mascara contra pos

- Notas para o médico: Produto fortemente oxidante, toxico e corrosivo

5- Medidas de combate a incéndio

- Meios de extingdo apropriados: Produto ndo inflamavel. Em caso de incéndio, usar neblina de agua.
- Meios de extingdo ndo recomendados: N3o disponivel

- Pengos especificos referentes as medidas: N&o disponivel

- Métodos especiais de combate a incéndio: Nio disponivel

- Protecdo das pessoas envolvidas no combate a incéndio: Em caso de incéndio, usar mascaras com respiracio autdnoma. Usar roupas de
aproximacao/protecdo a temperaturas elevadas. Evitar contato com o produto.

- Perigos especificos da combustio do produto quimico: N3o disponivel

6- Medidas de controle para derramamento ou vazamento

- Precaucdes pessoais: N3o inalar os pds. Evitar o contato com o produto.

- Precaucdo ao meio ambiente: Ndo enviar o produto para redes de aguas residuais

- Procedimento de emergéncia e sistema de alame: NZo aplicavel

- Métodos para limpeza: Absorver em estado seco. Recolher o residuo para limpeza posterior.
- Prevencdo de pengos secundarios: Nao disponivel

- Diferenca na ag3o de grandes e pequencs vazamentos: Nao disponivel.

7- Manuseio e anmazenamento
- Manuseio
- Medidas técnicas apropriadas

- Prevencdo da exposicdo do trabalhador: Utilizar equipamentos de proteco individual (EPI) para evitar o contato com a pele e
mucosas.

- Prevencdo de incéndio e explos3o: Nao disponivel
- Precaucdes e orientagfes para manuseio seguro: Manipular o produto respeitando as regras gerais de seguranga
- Medidas de higiene

- Apropriadas: Aten¢do especial deve ser tomada quanto a comida e bebida, mantendo-as distantes de qualquer contaminacgSo, todo o
pessoal deve higienizar completamente as mios antes das refeictes

- Inapropriadas: Nao disponivel
- Armazenamento

- Medidas técnicas
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- Condi¢des adequadas: Manter as embalagens bem fechadas, local seco e limpo. Temperatura ambiente.
- CondigBes que devem ser evitadas: Nio armazenar junto com materiais incompativeis

- Matenais para embalagens
- Recomendados: Frasco de polietileno, frasco de vidro, saco de polietileno

- Inadequados: Nao disponivel

8- Controle de exposicéo e protecéio individual
- Pardmetros de controle especificos

- Limites de exposigdo ocupacional: Limite maxime de exposicdo (8 horas) ndo mais que 0,05 mg/m3 como CrO3 no po. Limite de
exposicdo curto tempo (15 minutos) ndo mais que 0,1 mg/m3 como CrO3 no po.

- Indicadores biolégicos: Nao disponivel
- Outros limites e valores: O dicromato de potassio contém aprox. 35% de cromo em Cr

- Medidas de controle de engenharnia: Manipular o produto em local com boa ventilagSo natural ou mecanica, de forma a manter a concentracio
de vapores/poeiras inferior ao limite de tolerancia

- Equipamento de protecdo individual apropriado
- Protego dos olhos/face: Oculos de seguranca
- ProtecSo da pele e do corpo: Avental de napa e luvas de PVC
- Proteco respiratona: Mascara confra pos

- Precaucdes especiais: Manipular o produto em local com boa ventilagdo natural ou mecanica. Manter chuveiros e lava-olhos de emergéncia
nos locais onde haja manipulagio do produto.

9- Propriedades fisico-quimicas

- Aspecto: Solido, cnstal, laranja

- Odor: inodoro

- pH: (100 g/l H:0): 3,45

- Ponto de fusdo: 398°C (decomposicdo)

- Ponto de ebulicio: 610°C (decomposigdo)

- Ponto de fulgor: N3o disponivel

- Taxa de evaporagio: Nio disponivel

- Inflamabilidade: Nao disponivel

- Limite inferior/supenor de inflamabilidade ou explosividade: N3o disponivel
- Press3o de vapor: N3o disponivel

- Densidade de vapor: Nao disponivel

- Densidade: Nio disponivel

- Solubilidade: em agua: 130 gl

- Coeficiente de partigio — n-octanol/agua: N3o disponivel
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- Temperatura de auto-igni¢So: No disponivel
- Temperatura de decomposicdo: N3o disponivel
- Viscosidade: No disponivel

10- Estabilidade e reatividade

- Estabilidade quimica: Estavel

- Reatividade: Nio disponivel

- Possibilidade de reacBes perigosas: Pengo de auto-inflamac3o com matenais combustiveis

- Condicdes a serem evitadas: Forte aquecimento

- Materiais ou substincias incompativeis: Produtos orgdnicos (como papel, pano, algodéo, estopa, madeira, etc..).
- Produtos perigosos da decomposicdo: Nao disponivel

11- Informagdes toxicologicas

- Informagdes de acorde com as diferentes vias de exposigdo

- Toxicidade aguda: LD50 (oral rato): 53,75 mgkg [ Lcso (inalagdo, rato): 0,156 mg / 1/ 4hs. / LD50 (cutdnea,coelho). 1170 mglkg
- Toxicidade crénica: Nao disponivel

- Principais sintomas: Podem causar sensibilizacdo em pesseoas predispostas. No caso de inalacdo; pengo de formago de abscessos
na mucosa do narz.

- Efeitos especificos: Todos os compostos de cromo V1 s3o classificados como propenses carcinogenos.
- Substancias que podem causar

- Interagdo: Nao disponivel

- Aditivos: N3o disponivel

- Potenciag3o: Nio disponivel

- Sinergia: Nao disponivel

12- Informacdes ecoldgicas
- Efeitos ambientais, comportamentos e impactos do produtos
- Ecotoxicidade: Efeitos biologicos: Muito toxico para organismos aquaticos. Toxicidade nos peixes: L. macrochirus LCx: 110mg / 1/ 96 h

- Persisténcia e degradabilidade: Persistente como Cr VI, tanto na agua como na terra. N3o ha biopotenciagio no reino alimentar.
Podera ser reduzido a Cr Il pela presenga organica.

- Potencial bioacumulativo: N3o disponivel
- Mobilidade no solo: Nio disponivel

- Outros efeitos adversos: Nao disponivel

13- Consideragdes sobre tratamento e disposigio

- Métodos recomendados para tratamento e disposicdo aplicades ao:

Av. Dr. Ulysses Guimardes, 3857 - Vila Mary - Diadema - SP - CEP 09990-090 - Tel/Fax (11) 4071-1244 - CNPJ 51.462.471/0001-32 - IE 286.056.465.111
Site : www.labgynth.com.br e-mail : synthi@synih.com.br
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FICHA DE INFORMACOES DE SEGURANCA DE PRODUTOS QUIMICOS

Nome do Produto: DICROMATO DE POTASSIO
Namero da FISPQ: 201

Pagina: 5/5

Data da dltima revisdo: 101072011

- Produto: Seguir as normas locais do controle do meio ambiente.

- Restos de produtos: Recolher e armazenar adequadamente o produto demramado para posterior reutilizagdio ou disposicdo final.

- Embalagem usada: Devem ser eliminadas de acordo com as nomas locais do controle do meio ambiente.

14- Informagoes sobre transporte

- Terrestre: vide informacdes abaixo.
- Maritimo: Cédigo IMDG: 3288
- Aéreo: Codigo ICAO/ATA: 3288

Nimero ONU: 3288 ; 3 x
Nome apropnado para embarque: SOLIDO TOXICO, INORGANICO, NE.
Classe de nisco: 6.1
Nimero de nsco: 60
Grupo de embalagem: Il

15- Regulamentagdes
- Regulamentagdes especificas para o produto quimico

Produto controlado pela Policia Federal e pela Secretania da Seguranca Publica
Nome apropriado para embarque: SOLIDO TOXICO, INORGANICO, N.E.
Téxico

16- Outras informacdes

Merck Index, 12% ed., N° 7790

Os dados aqui confidos, s3o fornecidos com boa fé e a titulo orientativo, baseados em literaturas comrentes e conceituadas (referidas no
informativo, sempre que possivel ou quando soliatadas).

Apesar de serem dignas de confian¢a, ndo podemos nos responsabilizar pela sua exatidio. Recomendamos, sejam feitas as devidas avaliacBes
pelo usuario.

Av. Dr. Ulysses Guimardes, 3857 - Vila Mary - Diadema - SP - CEP 09990-090 - TeliFax (11) 4071-1244 - CNPJ 51.462.471/0001-52 - |E 286.056.465.111
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SIGMA-ALDRICH

sigma-aldrich.com

SAFETY DATA SHEET

according to Regulation (EC) No. 1907/2006
Version 5.1 Revision Date 24.09.2013

Print Date 18.02.2014

GENERIC EU MSDS - NO COUNTRY SPECIFIC DATA - NO OEL DATA

SECTION 1: Identification of the substance/mixture and of the company/undertaking

1.1

1.2

1.3

1.4

Product identifiers

Product name * Carbofuran

Product Number : 426008

Brand : Aldrich

Index-No. : 006-026-00-9

REACH No. . Aregistration number is not available for this substance as the substance

or its uses are exempted from registration, the annual tonnage does not

require a registration or the registration is envisaged for a later

registration deadline.
CAS-No. . 1563-66-2

Relevant identified uses of the substance or mixture and uses advised against
|dentified uses . Laboratory chemicals, Manufacture of substances
Details of the supplier of the safety data sheet

Company :  Sigma-Aldrich Brasil Ltda.
Av. das Nagdes Unidas, 23.043
04795-100 SAQO PAULO - SP

BRAZIL
Telephone . +55 113732 3100
Fax : +55 11 5522 9895
E-mail address . sigmabr@sial.com

Emergency telephone number
Emergency Phone # © (11)9687-9933

SECTION 2: Hazards identification

21

2.2

Classification of the substance or mixture

Classification according to Regulation (EC) No 1272/2008
Acute toxicity, Oral (Category 2), H300

Acute toxicity, Inhalation (Category 2), H330

Acute aquatic toxicity (Category 1), H400

Chronic aquatic toxicity (Category 1), H410

For the full text of the H-Statements mentioned in this Section, see Section 16.

Classification according to EU Directives 67/548/EEC or 1999/45/EC
T+ Very toxic R26/28
N Dangerous for the R50/53

environment

For the full text of the R-phrases mentioned in this Section, see Section 16.
Label elements

Labelling according Regulation (EC) No 1272/2008
Pictogram :%

Signal word Danger

Aldrich - 426008
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2.3

Hazard statement(s)
H300 + H330
H410

Precautionary statement(s)
P260

Fatal if swallowed or if inhaled
Very toxic to aquatic life with long lasting effects.

Do not breathe dust/ fume/ gas/ mist/ vapours/ spray.

P264 Wash hands thoroughly after handling.

P273 Avoid release to the environment.

P284 Wear respiratory protection.

P301 + P310 IF SWALLOWED: Immediately call a POISON CENTER or doctor/
physician.

P310 Immediately call a POISON CENTER or doctor/ physician.

Supplemental Hazard none

Statements

Other hazards

Lachrymator.

SECTION 3: Composition/information on ingredients

31

Substances

Chemical characterization Natural product

Synonyms 2,3-Dihydro-2,2-dimethyl-7-benzofuranol N-methylcarbamate
Formula Cq1pH15NO3

Molecular Weight 221,25 g/mol

CAS-No. 1563-66-2

EC-No. 216-353-0

Index-No. 006-026-00-9

Hazardous ingredients according to Regulation (EC) No 1272/2008

Component | Classification [ Concentration
Carbofuran
CAS-No. 1563-66-2 Acute Tox. 2; Aquatic Acute 1; |<=100 %
EC-No. 216-353-0 Aguatic Chronic 1; H300 +
Index-No. 006-026-00-9 H330, H410
Hazardous ingredients according to Directive 1999/45/EC
Component | Classification [ Concentration
Carbofuran
CAS-No. 1563-66-2 T+, N, R26/28 - R50/53 <=100 %
EC-No. 216-353-0
Index-No. 006-026-00-9

For the full text of the H-Statements and R-Phrases mentioned in this Section, see Section 16

SECTION 4: First aid measures

41

Aldrich - 426008

Description of first aid measures

General advice
Consult a physician. Show this safety data sheet to the doctor in attendance.

If inhaled
If breathed in, move person into fresh air. If not breathing, give artificial respiration. Consult a physician.

In case of skin contact
Wash off with soap and plenty of water. Take victim immediately to hospital. Consult a physician.

In case of eye contact
Flush eyes with water as a precaution.

Page 2 of 7
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42

4.3

If swallowed
Never give anything by mouth to an unconscious person. Rinse mouth with water. Consult a physician.

Most important symptoms and effects, both acute and delayed

The most important known symptoms and effects are described in the labelling (see section 2.2) and/or in

section 11

Indication of any immediate medical attention and special treatment needed
no data available

SECTION 5: Firefighting measures

51

5.2

53

54

Extinguishing media

Suitable extinguishing media
Use water spray, alcohol-resistant foam, dry chemical or carbon dioxide.

Special hazards arising from the substance or mixture
no data available

Advice for firefighters
Wear self contained breathing apparatus for fire fighting if necessary.

Further information
no data available

SECTION 6: Accidental release measures

6.1

6.2

6.3

6.4

Personal precautions, protective equipment and emergency procedures

Wear respiratory protection. Avoid dust formation. Avoid breathing vapours, mist or gas. Ensure
adequate ventilation. Evacuate personnel to safe areas. Avoid breathing dust.

For personal protection see section 8.

Environmental precautions
Prevent further leakage or spillage if safe to do so. Do not let product enter drains. Discharge into the
environment must be avoided.

Methods and materials for containment and cleaning up
Pick up and arrange disposal without creating dust. Sweep up and shovel. Keep in suitable, closed
containers for disposal.

Reference to other sections
For disposal see section 13.

SECTION 7: Handling and storage

71

7.2

7.3

Precautions for safe handling
Avoid contact with skin and eyes. Avoid formation of dust and aerosols.
Provide appropriate exhaust ventilation at places where dust is formed.
For precautions see section 2.2.

Conditions for safe storage, including any incompatibilities
Store in cool place. Keep container tightly closed in a dry and well-ventilated place.

Specific end use(s)
A part from the uses mentioned in section 1.2 no other specific uses are stipulated

SECTION 8: Exposure controls/personal protection

8.1

8.2

Aldnich - 426008

Control parameters
Components with workplace control parameters
Exposure controls

Appropriate engineering controls
Avoid contact with skin, eyes and clothing. Wash hands before breaks and immediately after handling
the product.

Page 3 of 7
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Personal protective equipment

Eyelface protection
Face shield and safety glasses Use equipment for eye protection tested and approved under
appropriate government standards such as NIOSH (US) or EN 166(EU).

Skin protection

Handle with gloves. Gloves must be inspected prior to use. Use proper glove removal technique
(without touching glove's outer surface) to avoid skin contact with this product. Dispose of
contaminated gloves after use in accordance with applicable laws and good laboratory practices.
Wash and dry hands.

The selected protective gloves have to satisfy the specifications of EU Directive 89/686/EEC and
the standard EN 374 derived from it.

Full contact

Material: Nitrile rubber

Minimum layer thickness: 0,11 mm

Break through time: 480 min

Material tested:Dermatril® (KCL 740 / Aldrich 2677272, Size M)

Splash contact

Material: Nitrile rubber

Minimum layer thickness: 0,11 mm

Break through time: 480 min

Material tested:Dermatril® (KCL 740 / Aldrich 2677272, Size M)

data source: KCL GmbH, D-36124 Eichenzell, phone +49 (0)6659 87300, e-mail sales@kcl.de,
test method: EN374

If used in solution, or mixed with other substances, and under conditions which differ from EN 374,
contact the supplier of the CE approved gloves. This recommendation is advisory only and must
be evaluated by an industrial hygienist and safety officer familiar with the specific situation of
anticipated use by our customers. It should not be construed as offering an approval for any
specific use scenario.

Body Protection
Complete suit protecting against chemicals, The type of protective equipment must be selected
according to the concentration and amount of the dangerous substance at the specific workplace.

Respiratory protection

Where risk assessment shows air-purifying respirators are appropriate use a full-face particle
respirator type N100 (US) or type P3 (EN 143) respirator cartridges as a backup to engineering
controls. If the respirator is the sole means of protection, use a full-face supplied air respirator. Use
respirators and components tested and approved under appropriate government standards such
as NIOSH (US) or CEN (EU).

Control of environmental exposure
Prevent further leakage or spillage if safe to do so. Do not let product enter drains. Discharge into
the environment must be avoided.

SECTION 9: Physical and chemical properties

9.1 Information on basic physical and chemical properties

a) Appearance Form: solid
b) Odour no data available
c) Odour Threshold no data available
d) pH no data available
e) Melting point/freezing Melting pointrange: 150 - 153 °C - lit.
point
f) Initial boiling pointand  no data available
boiling range
g) Flash point no data available
Aldrich - 426008 Page4 of 7
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9.2

Evapouration rate

Flammability (solid, gas)

Upper/lower
flammability or
explosive limits

no data available
no data available
no data available

k) Vapour pressure no data available

1) Vapour density no data available

m) Relative density no data available

n) Water solubility no data available

o) Partition coefficient: n-  no data available
octanol/water

p) Auto-ignition no data available
temperature

q) Decomposition no data available
temperature

r) Viscosity no data available

s) Explosive properties no data available

t)

Oxidizing properties

no data available

Other safety information
no data available

SECTION 10: Stability and reactivity

10.1

10.2

10.3

104

10.5

10.6

Reactivity
no data available

Chemical stability
Stable under recommended storage conditions.

Possibility of hazardous reactions
no data available

Conditions to avoid
no data available

Incompatible materials
Strong oxidizing agents

Hazardous decomposition products
Other decomposition products - no data available
In the event of fire: see section 5

SECTION 11: Toxicological information

1141

Information on toxicological effects

Acute toxicity
LD50 Oral - rat - 5 mg/kg

Skin corrosionl/irritation
no data available

Serious eye damage/eye irritation
no data available

Respiratory or skin sensitisation
no data available

Germ cell mutagenicity
no data available

Aldrich - 426008
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Carcinogenicity

IARC: No component of this product present at levels greater than or equal to 0.1% is identified as
probable, possible or confirmed human carcinogen by IARC.

Reproductive toxicity
no data available

Specific target organ toxicity - single exposure
no data available

Specific target organ toxicity - repeated exposure
no data available

Aspiration hazard
no data available

Additional Information
RTECS: Not available

May cause cyanosis., Gastrointestinal disturbance, Incoordination., Lachrymation, Convulsions

SECTION 12: Ecological information

121

12.2

12.3

124

12.5

12.6

Toxicity
no data available

Persistence and degradability
no data available

Bioaccumulative potential
no data available

Mohility in soil

no data available

Results of PBT and vPvB assessment
PBT/vPVB assessment not available as chemical safety assessment not required/not conducted

Other adverse effects
Very toxic to aquatic life with long lasting effects.

SECTION 13: Disposal considerations

1341

Waste treatment methods

Product
Offer surplus and non-recyclable solutions to a licensed disposal company. Dissolve or mix the material
with a combustible solvent and burn in a chemical incinerator equipped with an afterburner and scrubber.

Contaminated packaging
Dispose of as unused product.

SECTION 14: Transport information

141  UN number

ADR/RID: 2811 IMDG: 2811 IATA: 2811
14.2 UN proper shipping name

ADR/RID: TOXIC SOLID, ORGANIC, N.O.S. (Carbofuran)

IMDG: TOXIC SOLID, ORGANIC, N.O.S. (Carbofuran)

IATA: Toxic solid, organic, n.o.s. (Carbofuran)

Passenger Aircraft: Not permitted for transport
14.3 Transport hazard class(es)

ADR/RID: 6.1 IMDG: 6.1 IATA: 6.1
14.4 Packaging group

ADR/RID: | IMDG: | IATA: |
Aldrich - 426008 Page 6 of 7
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14.5

14.6

Environmental hazards
ADR/RID: no IMDG Marine pollutant: yes IATA: no

Special precautions for user
no data available

SECTION 15: Regulatory information

15.1

15.2

This safety datasheet complies with the requirements of Regulation (EC) No. 1907/2006.

Safety, health and environmental regulations/legislation specific for the substance or mixture

no data available

Chemical Safety Assessment
For this product a chemical safety assessment was not carried out

SECTION 16: Other information

Full text of H-Statements referred to under sections 2 and 3.

Acute Tox. Acute toxicity

Aquatic Acute Acute aquatic toxicity

Aquatic Chronic Chronic aquatic toxicity

H300 Fatal if swallowed.

H300 + H330 Fatal if swallowed or if inhaled

H330 Fatal if inhaled.

Full text of R-phrases referred to under sections 2 and 3
N Dangerous for the environment

T+ Very toxic

R26/28 Very toxic by inhalation and if swallowed.
R50/53 Very toxic to aquatic organisms, may cause long-term adverse effects in the aquatic

environment.

Further information

Copyright 2013 Sigma-Aldrich Co. LLC. License granted to make unlimited paper copies for internal use
only.

The above information is believed to be correct but does not purport to be all inclusive and shall be
used only as a guide. The information in this document is based on the present state of our knowledge
and is applicable to the product with regard to appropriate safety precautions. It does not represent any
guarantee of the properties of the product. Sigma-Aldrich Corporation and its Affiliates shall not be held
liable for any damage resulting from handling or from contact with the above product. See www.sigma-
aldrich.com and/or the reverse side of invoice or packing slip for additional terms and conditions of sale.

Aldnch - 426008
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FURADAN 350SC N° Registro: 00538591
Composicao CARBOFURANO 350 g/L
Grupo quimico METILCARBAMATO DE BENZOFURANILA
Classe INSETICIDA NEMATICIDA
Modo de agdo SISTEMICO Fu rad a n@
Formulagao SC - SUSPENSAQ CONCENTRADA
Classif. toxicolégica |1 - EXTREMAMENTE TOXICO 350sC
Classif. ambiental Il - PRODUTO MUITO PERIGOSO AO MEIO
AMBIENTE
Empresa FMC
CULTURA PRAGA MODO DE EMPREGO INTERV.
DOSE P.C. SEG.
VOLUME DE CALDA (dias)
ALGODAO TRIPES Aplicacdo no sulco durante o plantio das sementes. 45 dias
Frankliniella schultzei (**)
23Lpcl/ha
(**) Este alvo esta com restrico temporaria no Estado do Parana, ndo podendo ser recomendado/indicado seu uso.
ALGODAO BROCA-DO-ALGODOEIRO Aplicacdo no sulco durante o plantio das sementes. 45 dias
Eutinobothrus brasiliensis
2-3Lp.c/ha
ALGODAO F’ULGAO—DAS Aplicacdo no sulco durante o plantio das sementes. 45 dias
INFLORESCENCIAS
Aphis gossypii 2-3L.p.c/ha
AMENDOIM TRIPES-DO-AMENDOQIM Aplicar no sulco durante o plantio. 14 dias
Enneothrips flavens,
Caliothrips brasiliensis 4.5L p.c/ha
ARROZ LAGARTA-ELASMO Aplicar no sulco durante o plantio das sementes 30 dias
Elasmopalpus lignosellus
2-3L p.c/ha
ARROZ BICHEIRA-DA-RAIZ-DO- Aplicar o produto diluido em agua através do sistema de 30 dias
ARROZ OU GORGULHO- gotejamento na entrada de agua dos taboleiros, de modo
AQUATICO-DO-ARROZ que o término da irrigac&o coincida com o término do
Oryzophagus oryzae processo de gotejamento.
400 ml p.c./ha
BANANA (**) MOLEQUE-DA- Colocar as mudas tipo chifre em imersao, durante 15 30 dias
BANANEIRA minutos na calda do inseticida
Cosmopolites sordidus
400 mI/100 L agua p.c
(") Esta cultura estd com restricdo tempaoraria no Estado do Parana, néo podendo ser recomendado/indicado seu uso
BATATA LAGARTA-ROSCA Aplicar 200 L de calda por hectare no sulco de plantio 60 dias
Agrotis ipsilon
5L/100L aguap.c
BATATA TRACA-DA-BATATINHA Aplicar 200 L de calda por hectare no sulco de plantio 60 dias
Phthorimaea operculella
5L/100L aguap.c
BATATA LARVA-ALFINETE Aplicar 200 L de calda por hectare no sulco de plantio 60 dias
Diabrotica speciosa
5 L/1M00L agua p.c.
CAFE BICHO-MINEIRO DO-CAFE Aplicar em cobertura com auxilio de pulverizador, com o 90 dias
Leucoptera coffeella jato ou bico dirigido sob a projecdo da copa do pe de
café, sempre que a praga atingir o nivel de dano
econdmico.
1 mlfcova até 3 anos, 2 ml/cova mais de 3 anos p.c
CAFE CIGARRAS-DO-CAFEEIRO Aplicar o produto diluido em éagua no solo (na projecéo 90 dias
Fidicina monoe, Quesada  da copa)
gigas
6 mlicovap.c
CANA-DE-ACUCAR NEMATOIDE-DAS- Aplicar no sulco junto aos toletes durante o plantio ou 90 dias
GALHAS entdo em banda ou faixa em cana soca.
Meloidogyne javanica
45L p.c/ha
CANA-DE-ACUCAR NEMATOIDE-DAS Aplicar no sulco junto aos toletes durante o plantio ou 90 dias
LESOES entdo em banda ou faixa em cana soca.
Pratylenchus zeae
4-5L p.c/ha
FMC Portfolio BULA rev. Rev.04 - 06/06/12 1 7/22/2013
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RELATORIO DO PRODUTO

FMC

Rhopalosiphum

rufiabdominale 34 Lp.ciha

FURADAN 350SC N° Registro: 00538591
CULTURA PRAGA MODO DE EMPREGO INTERV.
DOSE P.C. SEG.
VOLUME DE CALDA (dias)
CANA-DE-ACUCAR NEMATOIDES Aplicar no sulco junto aos toletes durante o plantio ou 90 dias
Helicotylenchus dihystera  entdo em banda ou faixa em cana soca.
4.5 p.c./ha
FEIJAO TRIPES-DO-FUMO Aplicar no sulco durante o plantio das sementes. 75 dias
Thrips tabaci
2-3L p.c/ha
FEIJAD CIGARRINHA-VERDE Aplicar no sulco durante o plantio das sementes 75 dias
Empoasca kraemeri
2-3Lpciha
FUMO PULGAO-VERDE Aplicar no sulco durante o plantio U.N.A = Uso néo alimentar
Myzus persicae
45 p.c/ha
MILHO LAGARTA-ELASMO Aplicar no sulco durante o plantio das sementes 30 dias
Elasmopalpus lignosellus
341 pci/ha
TOMATE VAQUINHA-VERDE- Aplicar 200 L de calda por hectare no sulco de plantio. 60 dias
AMARELA
Diabrotica speciosa 5L/100 L agua p.c.
TOMATE NEMATOIDE-DASGALHAS Aplicar 200 L de calda por hectare no sulco de plantio. 60 dias
Meloidogyne javanica
5L/100 L agua p.c.
TRIGO (**) LAGARTA-ELASMO Aplicar no sulco durante o plantio das sementes. 30 dias
Elasmopalpus lignosellus
34 Lp.ciha
(**) Esta cultura esta com restrigéo temporaria no Estado do Parana, ndo podendo ser recomendado/indicado seu uso.
TRIGO (**) PULGAQ-DA-FOLHA Aplicar no sulco durante o plantio das sementes 30 dias
Metopolophium dirhodum
34Lpciha
(™) Esta cultura esta com restricéo temporaria no Estado do Parana, ndo podendo ser recomendado/indicado seu uso.
TRIGO (**) PULGAQ-DA-RAIZ Aplicar no sulco durante o plantio das sementes. 30 dias

(**) Esta cultura esta com restrigéo temporaria no Estado do Parana, ndo podendo ser recomendado/indicado seu uso.

INSTRUGOES DE USO DO PRODUTO:

NUMERO, EPOCA E INTERVALO DE APLICACAO:
Ver gquadro acima.

MODO DE APLICACAO:
ALGODAQO: Aplicacdo no sulco durante o plantio das sementes.
AMENDOIM: Aplicar no sulco durante o plantio.

ARROZ: Aplicar no sulco durante o plantio das sementes. Aplicar o produto diluido em &gua através do sistema de
gotejamento na entrada de agua dos taboleiros, de modo que o término da irrigacao coincida com o término do

processo de gotejamento.
BANANA: Colocar as mudas tipo chifre em imersédo, durante 15 minutos na calda do inseticida.
BATATA: Aplicar 200 L de calda por hectare no sulco de plantio.

CAFE: Aplicar em cobertura com auxilio de pulverizador, com o jato ou bico dirigido sob a proje¢3o da copa do pé de
café, sempre que a praga atingir o nivel de dano econémico. Aplicar o produto diluido em agua no solo (na projecao

da copa).

CAN{\-DE-A@UCAR: Aplicar no sulco junto aos toletes durante o plantio ou entdo em banda ou faixa em cana soca.

FEIJAO: Aplicar no sulco durante o plantio das sementes.
FUMO: Aplicar no sulco durante o plantio.

MILHO: Aplicar no sulco durante o plantio das sementes.
TOMATE: Aplicar 200 L de calda por hectare no sulco de plantio.
TRIGO: Aplicar no sulco durante o plantio das sementes.

EQUIPAMENTOS DE APLICAGCAO:
Equipamentos de aplicacao:

A aplicacdo devera ser efetuada somente sobre o solo ou sulco de plantio da cultura, com pulverizadores

tratorizados.

FMC Portfélio BULA rev. Rev.04 - 06/06/12
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<+ MC RELATORIO DO PRODUTO

FURADAN 350SC N° Registro: 00538591

BICOS:

* bicos de jato plano (leque)

Pressao do pulverizador: 15 a 30 psi.

Ex: série DG, LP, ADI, TK ou TF.

* bicos de jato cénico cheio série FL - em equipamentos tratorizados para aplicacdes na superficie do solo. Pressédo
do pulverizador: 15 a 25 psi.

« bicos de jato plano uniforme: ex: 11003 E - em aplica¢Ses dirigidas no sulco de plantio. Volume de calda: 100 a 300
L/ha.

Diametro e densidade de gotas: sdo desejaveis gotas com DMV acima de 480 (micra) e um minimo de 20 gotas/cm?.
Faixa de deposi¢do: utilizar distancia entre bicos na barra de aplicagédo de forma que permita maior uniformidade de
distribuicdo de gotas, sem areas com falhas ou excessos.

Condi¢des climaticas:

Temperatura ambiente: maxima de 30°C.

Umidade relativa do ar na area de aplicagdo: minima 55%.
Velocidade do vento: 2-10 km/h.

INTERVALO DE SEGURANGCA:
ALGODAQ: 45 dias
AMENDOIM: 14 dias
ARROZ: 30 dias

BANANA: 30 dias

BATATA: 60 dias

CAFE: 90 dias,
CANA-DE-ACUCAR: 90 dias
FEIJAQ: 75 dias

FUMO: Uso néo alimentar.
MILHO: 30 dias

TOMATE: 60 dias

TRIGO: 30 dias

INTERVALO DE REENTRADA DE PESSOAS NAS CULTURAS E AREAS TRATADAS:
N&o deve ocorrer a reentrada de pessoas nas culturas antes de 24 horas apds aplicagdo, a menos que se use
roupas protetoras.

LIMITAGOES DE USO:

Nas areas que foram tratadas com herbicidas a base de propanil, aguardar no minimo 7 dias para aplicar o
FURADAN 350 SC. Quando este for aplicado primeiro, aguardar no minimo 10-15 dias apo6s a germinagdo para a
aplicacéo de herbicidas a base de propanil.

INFORMAGCOES SOBRE OS EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL A SEREM UTILIZADOS:

Durante a manipulac¢do, preparacdo da calda ou aplicacdo, use macacdo com mangas compridas, capa ou avental
impermeavel, chapéu impermeavel de aba larga, botas, dculos protetores, luvas impermeaveis e mascara protetora
especial provida de filtro adequado ao produto.

INFORMACOES SOBRE MANEJO DE RESISTENCIA:

+ Qualquer agente de controle de insetos pode ficar menos efetivo ao longo do tempo se o inseto alvo desenvolver
algum mecanismo de resisténcia. Implementando as seguintes estratégias de manejo de resisténcia a inseticidas
(MRI) poderiamos prolongar a vida util dos inseticidas.

+ Qualquer produto para controle de inseto da mesma classe ou modo de acdo ndo deve ser utilizado em geracdes
consecutivas da mesma praga.

« Utilizar somente as doses recomendadas no rétulo/bula.

+ Sempre consultar um Engenheiro Agrénomo para direcionamento sobre recomendacdes locais para o MRI.

INFORMACOES SOBRE MANEJO INTEGRADO DE PRAGAS:
* Incluir outros métodos de controle de insetos (ex.: controle cultural, biolégico, etc.) dentro do programa de Manejo
Integrado de Pragas (MIP) quando disponivel e apropriado.

DADOS RELATIVOS A PROTEGAO DA SAUDE HUMANA:
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ANTES DE USAR O PRODUTO LEIA COM ATENGAO AS INSTRUGOES.

PRECAUGOES GERAIS:

+ Ndo coma, ndo beba e ndo fume durante o0 manuseio do produto.
« N&o utilize equipamento com vazamento.

+ Nao desentupa bicos, orificios e valvulas com a boca.

« Nao distribua o produto com as maos desprotegidas.

PRECAUCOES NA PREPARACAQ DA CALDA:

+ Use protetor ocular.

+ Se houver contato do produto com os olhos, lave-os imediatamente. Veja PRIMEIROS SOCORROS.
+ Use mascaras cobrindo o nariz e a boca.

+ Produto perigoso se inalado ou aspirado.

» Caso o produto seja inalado ou aspirado, procure local arejado e veja PRIMEIROS SOCORROS.

+ Use luvas de borracha.

+ Ao contato do produto com a pele, lave-a imediatamente e veja PRIMEIROS SOCORROS.

+ Ao abrir a embalagem, faca de modo a evitar respingos.

+ Use macacdo com mangas compridas, chapéu de aba larga, 6culos ou viseira facial, luvas, botas, avental
impermeavel e mascara apropriada.

PRECAUGOES DURANTE A APLICAGAO PROPRIAMENTE DITA:

+ Evite 0 maximo possivel o contato com a area de aplicacdo.

« O produto produz neblina, use mascara cobrindo o nariz e a boca.

+ Nao aplique o produto contra o vento.

« Use macacdo com mangas compridas, chapéu de aba larga e botas.

PRECAUCOES APOS A APLICACAO:

+ Nao reutilize a embalagem vazia.

+ Mantenha o restante do produto adequadamente fechado em local trancado, longe do alcance de criangas e
animais.

+ Tome banho, troque e lave as suas roupas.

PRIMEIROS SOCORROS:

« INGESTAO: Provoque vomito e procure logo o médico, levando a embalagem, rétulo, bula ou receituario
agrondmico do produto. Ndo dar nada via oral, nem induzir vomito auma pessoa inconsciente.

+« OLHOS: Lave com agua em abundancia e procure o médico levando a embalagem, rétulo, bula ou receituario
agrondmico do produto.

« PELE: Lave com agua e sabdo em abundancia e procure o médico, levando a embalagem,rétulo, bula ou
receituario agronémico do produto.

+ INALACAQ: Procurar local arejado e ir ao médico levando a embalagem, rétulo, bula ou receituario agronémico do
produto.

ANTiDOTO/T_RATAMENTO: . .

ATROPINA E ANTIDOTO DE EMERGENCIA EM CASO DE INTOXICACAO. NUNCA ADMINISTRE ATROPINA
ANTES DO APARECIMENTO DOS SINTOMAS DE INTOXICACAO.

Se o acidentado parar de respirar, aplique imediatamente respiracdo artificial. Transporte-o imediatamente para
assisténcia médica mais préxima.

SULFATO DE ATROPINA - Aplicar pelas vias intra-muscular ou intra-venosa (eventualmente também via oral); 1a 6
mg cada 5 a 30 minutos, até atropinizacao leve.

MECANISMO DE ACAO, ABSORCAO E EXCRECAO PARA O SER HUMANO:

O CARBOFURANO, pertencendo ao grupo dos N-metilcarbamatos, age como inibidor da colinesterase. Esta inibi¢ao,
ao contrario daquela causada pelos organofosforados, é reversivel, e os efeitos do CARBOFURANO néao séao
cumulativos, ou seja, ndo ocorre depressao crénica da colinesterase resultante de exposi¢des repetitivas ao produto.
A principal via de absorcdo € a dérmica.

E rapidamente metabolizado e excretado principalmente pela urina. A duragdo do intervalo entre a exposic3o e o
aparecimento de sinais e sintomas esta relacionada com a dose. Pode variar de alguns minutos a 1 hora. A duracgéo
dos sintomas, que corresponde & metabolizac&o do produto, também depende da dose. Em casos de intoxicacdo
moderada, a recuperacao espontanea ocorre entre 1 a 4 horas.

EFEITOS AGUDOS E CRONICOS:
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Os efeitos agudos (sintomas de alarme) sdo aqueles causados pela inibigdo da colinesterase, ou seja, dor de
cabeca, fraqueza, nauseas, tonturas e posteriormente constricdo das pupilas, tremores, salivacdo e transpiracdo
excessivas, colicas abdominais, diarréia e vomitos.

Como dito anteriormente, os efeitos do CARBOFURANO n&o sédo cumulativos, pois a depressao de colinesterase &
reversivel (6 a 24 horas).

O CARBOFURANO néao tem demonstrado nenhum potencial neurotéxico, mutagénico, teratogénico ou
carcinogénico.

EFEITOS COLATERAIS:
Sintomas e sinais causados pela inibicdo da atividade da Colinesterase.

CONTRA-INDICACOES
- oximas (contrathion), morfina, aminofilina, tranquilizantes.

PRECAUCOES DE USO E ADVERTENCIAS QUANTO AOS CUIDADOS DE PROTECAO AO MEIO AMBIENTE:

- Este produto € MUITO PERIGOSO AO MEIO AMBIENTE (CLASSE II)

- Este produto é ALTAMENTE TOXICO para organismos aquaticos.

- Este produto € ALTAMENTE TOXICO para aves.

- Este produto € ALTAMENTE TOXICO para abelhas, podendo atingir outros insetos benéficos. Nao aplique o
produto no periodo de maior visitagdo das abelhas.

- Evite a contaminag¢do ambiental - Preserve a Natureza.

- N&o utilize equipamento com vazamentos.

- Ndo aplique o produto na presenca de ventos fortes ou nas horas mais quentes.

- Aplique somente as doses recomendadas.

- Ndo lave as embalagens ou equipamento aplicador em lagos, fontes, rios e demais corpos d'agua. Evite a
contaminac&o da agua.

- A destinacdo inadequada de embalagens ou restos de produtos ccasiona contaminacao do solo, da agua e do ar,
prejudicando a fauna, a flora e a saude das pessoas.

INSTRUCOES DE ARMAZENAMENTO DO PRODUTQ, VISANDO SUA CONSERVACAO E PREVENCAO CONTRA
ACIDENTES:

- Mantenha o produto em sua embalagem original, sempre fechada.

- O local deve ser exclusivo para produtos toxicos, devendo ser isolado de alimentos, bebidas ou outros materiais.

- A construcdo deve ser de alvenaria ou de material ndo comburente.

- O local deve ser ventilado, coberto e ter piso impermeavel.

- Coloque placa de adverténcia com os dizeres: CUIDADO VENENO.

- Tranque o local, evitando o acesso de pessoas ndo autorizadas, principalmente criancas.

- Deve haver sempre embalagens adequadas disponiveis, para envolver embalagens rompidas ou para o
recolhimento de produtos vazados.

- Em caso de armazéns, deverdo ser seguidas as instrucdes constantes na NBR 9843 da Associagdo Brasileira de
Neormas Técnicas - ABNT.

- Observe as disposicdes constantes da legislacdo estadual e municipal.

INSTRUCOES EM CASO DE ACIDENTES:

- Isole e sinalize a area contaminada. )

- Contate as autoridades locais competentes e a Empresa FMC QUIMICA DO BRASIL LTDA.

- telefone de emergéncia: (34) 3319-3019 - Uberaba - MG.

- Utilize o equipamento de protecéo individual - EPl (macacdo impermeavel, luvas e botas de PVC, éculos protetores
e mascara contra eventuais vapores).

- Em caso de derrame, estanque o escoamento, ndo permitindo que o produto entre em bueiros, drenos ou corpos
d'agua. Siga as instrucdes abaixo:

« Piso pavimentado - absorva o produto com serragem ou areia, recolha o material com auxilio de uma pa e coloque
em recipiente lacrado e identificado devidamente. O produto derramado ndo devera mais ser utilizado. Neste caso,
consulte o registrante através do telefone indicado no rétulo para sua devolugdo e destinagdo final. Lave o local com
grande quantidade de agua.

* Solo - retire as camadas de terra contaminada até atingir o solo ndo contaminado, recolha esse material e coloque
em recipiente lacrado e devidamente identificado. Contate a empresa registrante conforme indicado acima.

« Corpos d'agua - interrompa imediatamente a captagéo para o consumo humano ou animal, contate o drgéao
ambiental mais préxime e o centro de emergéncia da empresa, visto que as medidas a serem adotadas dependem
das proporgdes do acidente, das caracteristicas do recurso hidrico em questdo e da quantidade do produto
envolvido.
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- Em caso de incéndio, use extintores de agua, CO? ou pé quimico, ficando a favor do vento para evitar intoxicagao.

LAVAGEM DA EMBALAGEM:
Durante o procedimento de lavagem o operador deverd estar utilizando os mesmos EPI's - Equipamentos de
Protec&o Individual - recomendados para o preparo da calda do produto.

TRIPLICE LAVAGEM (LAVAGEM MANUAL):

Esta embalagem devera ser submetida ao processo de Triplice Lavagem, imediatamente apés o seu esvaziamento,
adotando-se os seguintes procedimentos:

- Esvazie completamente o conteudo da embalagem no tanque do pulverizador, mantendo-a na posicao vertical
durante 30 segundos;

- Adicione agua limpa a embalagem até % do seu volume;

- Tampe bem a embalagem e agite-a por 30 segundos;

- Despeje a agua de lavagem no tanque do pulverizador;

- Faca esta operacgdo trés vezes;

- Inutilize a embalagem plastica ou metalica perfurando o fundo.

LAVAGEM SOB PRESSAQ:

Ao utilizar pulverizadores dotados de equipamentos de lavagem sob pressdo seguir os seguintes procedimentos:
- Encaixe a embalagem vazia no local apropriado do funil instalado no pulverizador;

- Acione o mecanismo para liberar o jato de agua;

- Direcicne o jato de agua para todas as paredes internas da embalagem, por 30 segundos;

- A dgua de lavagem deve ser transferida para o tanque do pulverizador;

- Inutilize a embalagem plastica ou metalica, perfurando o fundo.

Ao utilizar equipamento independente para lavagem sob pressdo adotar os seguintes procedimentos:

- Imediatamente apods o esvaziamento do conteudo original da embalagem, manté-la invertida sobre a boca do
tanque de pulverizagdo, em posicdo vertical, durante 30 segundos;

- Manter a embalagem nessa posicao, introduzir a ponta do equipamento de lavagem sob pressao, direcionando o
jato de agua para todas as paredes internas da embalagem, por 30 segundos;

- Toda a agua de lavagem é dirigida diretamente para o tanque do pulverizador;

- Inutilize a embalagem plastica ou metalica, perfurando o fundo.

ARMAZENAMENTO DA EMBALAGEM VAZIA:

Apos a realizagdo da Triplice Lavagem ou Lavagem sob Pressdo, esta embalagem deve ser armazenada com a
tampa, em caixa coletiva, quando existente, separadamente das embalagens ndo lavadas.

O armazenamento das embalagens vazias, até sua devolug¢do pelo usuario, deve ser efetuado em local coberto,
ventilado, ao abrigo de chuva e com piso impermeavel, ou no préprio local onde guardadas as embalagens cheias.

DEVOLUGAQ DA EMBALAGEM VAZIA:

No prazo de até um ano da data da compra, & obrigatéria a devolucdo da embalagem vazia, com tampa, pelo
usuario, ao estabelecimento onde foi adquirido o produto ou no local indicado na nota fiscal, emitida no ato da
compra.

Caso o produto nédo tenha sido totalmente utilizado nesse prazo, e ainda esteja dentro de seu prazo de validade, sera
facultada a devolugao da embalagem em até 6 meses apos o término do prazo de validade.

O usuario deve guardar o comprovante de devolucado para efeito de fiscalizagao, pelo prazo minimo de um ano apés
a devolucao da embalagem vazia.

TRANSPORTE:
As embalagens vazias ndo podem ser transportadas junto com alimentos, bebidas, medicamentos, racdes, animais e
pessoas.

EMBALAGENS SECUN“DARIAS (NAO CONTAMINADA):
ESTA EMBALAGEM NAO PODE SER LAVADA.

ARMAZENAMENTO DA EMBALAGEM VAZIA:
O armazenamento da embalagem vazia até sua devolugdo pelo usuario deve ser efetuado em local coberto,
ventilado, ao abrigo da chuva e com piso impermeavel, no proprio local onde guardadas as embalagens cheias.

DEVOLUQAO DA EMBALAGEM VAZIA:
E obrigatoria a devolugdo da embalagem vazia, pelo usuario, onde foi adquirido o produto ou no local indicado na
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nota fiscal, emitida pelo estabelecimento comercial.

TRANSPORTE:
As embalagens vazias ndo podem ser transportadas junto com alimentos, bebidas, medicamentos, racdes, animais e
pessoas.

DESTINACAO FINAL DAS EMBALAGENS VAZIAS:
A destinacdo final das embalagens vazias, ap6s a devolugao pelos usuarios, somente podera ser realizada pela
Empresa Registrante ou por empresas legalmente autorizadas pelos orgaos competentes.

EFEITOS SOBRE O MEIO AMBIENTE DECORRENTES DA DESTINACAQ INADEQUADA DA EMBALAGEM VAZIA
E RESTOS DE PRODUTOS:

A destinacdo inadequada das embalagens vazias e restos de produtos no meio ambiente causa contaminacdo do
solo, da agua e do ar, prejudicando a fauna, a flora e a saluide das pessoas.

PRODUTOS IMPROPRIOS PARA UTILIZACAO OU EM DESUSO:

Caso este produto venha a se tornar impréprio para utilizacdo ou em desuso, consulte o registrante através do
telefone indicado no rétulo para sua devolugao e destinagao final.

A desativacdo do produto é feita através de incineracdo em fornos destinados para este tipo de operacdo, equipados
com camaras de lavagem de gases efluentes e aprovados por érgdo ambiental competente.

TRANSPORTE DE AGROTOXICOS, COMPONENTES E AFINS:

O transporte estéd sujeito as regras e aos procedimentos estabelecidos na legislacdo especifica, que inclui o
acompanhamento da ficha de emergéncia do produto, bem como determina que os agrotéxicos nao podem ser
transportados junto de pessoas, animais, racdes, medicamentos ou outros materiais.

RESTRICOES ESTABELECIDAS POR ORGAO COMPETENTE DO ESTADO, DISTRITO FEDERAL OU
MUNICIPAL:
De acordo com as recomendacgdes aprovadas pelos drgaos responsaveis.
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Tabela 1: Dados dos testes de toxicidade aguda com a substancia de referéncia, dicromato de

potassio e as variaveis abioticas analisadas, apos 24 ¢ 48 horas de exposi¢ao.

Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
R, R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7,6 - 24,2 - 157,2 - 42 - 6,2 -
21,22 0 0 0 0 0 0 7.5 - 242 - 156,8 - 40 - 6,7 -
29,71 0 0 0 0 0 0 7.2 - 242 - 157,5 - 40 - 6,3 -
1 41,59 2 1 5 2 10 25 7,0 - 243 - 157,3 - 40 - 6,1 -
58,23 0 4 5 5 14 35 7,0 - 244 - 158,8 - 44 - 6,4 -
81,52 5 6 4 2 17 425 7,1 - 244 - 161,7 - 48 - 6,0 -
114,13 9 7 9 7 32 80 7,0 - 24,5 - 162,3 - 40 - 7,1 -
Oxigénio
N° de organismos imdveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
. 1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 1 0 1 0 2 5 - 7,5 - 243 - 158,2 - 40 - 6,4
21,22 0 0 0 0 0 0 - 7.5 - 24,3 - 159,1 - 40 - 6,3
29,71 2 0 0 0 2 5 - 74 - 243 - 1583 - 40 - 59
1 41,59 5 2 7 5 19 47,5 - 74 - 242 - 161,7 - 44 - 6,2
58,23 6 4 8 6 24 60 - 7,1 - 24,4 - 161,8 - 42 - 7,1
81,52 7 8 6 7 28 70 - 7,0 - 24,4 - 157,6 - 44 - 7,0
114,13 10 10 10 9 39 97,5 - 7,0 - 24,5 - 157,3 - 46 - 6,9
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza . .
Teste dissolvido
n° Conc.
. 1 R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7,7 - 24,5 - 161,3 - 40 - 7.2 -
21,22 0 0 0 0 0 7.6 - 24,5 - 157,8 - 42 - 6,9 -
29,71 1 0 0 0 1 2,5 7.5 - 24,5 - 159,5 - 44 - 6,6 -
2 41,59 5 2 1 2 10 25 73 - 244 - 161,2 - 44 - 7,1 -
58,23 4 3 5 6 18 45 7,1 - 243 - 158,3 - 42 - 6,8 -
81,52 7 6 2 10 25 62,5 7.2 - 243 - 161,2 - 46 - 6,8 -
114,13 9 9 7 10 35 87,5 7,0 - 24,2 - 158,5 - 48 - 6,4 -
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
. 1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 1 0 0 0 1 2,5 - 7,7 - 25,0 - 157,5 - 44 - 59
21,22 0 0 0 0 0 0 - 7,7 - 24,8 - 158,9 - 44 - 6,4
29,71 2 3 0 5 10 25 - 7,6 - 24,8 - 156,8 - 48 - 6,8
2 41,59 6 3 5 4 18 45 - 7.2 - 249 - 159,5 - 40 - 7,1
58,23 4 6 6 8 24 60 - 7,0 - 24,8 - 161,2 - 40 - 7,0
81,52 9 8 7 10 34 85 - 7,1 - 24,8 - 159,7 - 42 - 6,2
114,13 9 10 10 10 39 97,5 - 73 - 25,0 - 158,6 - 42 - 6,5
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
1 R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L™
Controle 0 0 0 0 0 0 7.4 - 24,2 - 162,1 - 44 - 6,4 -
21,22 0 0 0 0 0 0 7.2 - 24,2 - 157,2 - 44 - 6.8 -
29,71 0 0 0 0 0 0 7,0 - 243 - 159,3 - 40 - 6,9 -
3 41,59 2 0 5 3 10 25 7,0 - 24,2 - 157,2 - 42 - 6,8 -
58,23 4 3 5 6 18 45 7,6 - 244 - 158,3 - 48 - 7,0 -
81,52 4 8 4 7 23 57,5 7.4 - 24,1 - 161,2 - 46 - 6,7 -
114,13 10 8 9 9 36 90 7.2 - 243 - 158,5 - 46 - 7,1 -
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Oxigénio

N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n® Conc.
1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L™
Controle 0 0 0 0 0 0 - 73 - 24,1 - 159,3 - 42 - 6,2
21,22 0 0 0 0 0 0 - 7,1 - 242 - 161,3 - 44 - 7,1
29,71 10 2 2 0 14 35 - 7,0 - 24,2 - 158,5 - 40 - 6,7
3 41,59 5 2 2 3 12 30 - 7,0 - 24,2 - 156,8 - 44 - 6,9
58,23 6 3 5 9 23 57,5 - 7,0 - 24,5 - 159,7 - 46 - 5.9
81,52 7 6 10 9 32 80 - 73 - 244 - 160,4 - 40 - 6,0
114,13 10 10 10 10 40 100 - 7,1 - 243 - 158,6 - 40 - 6,7
. . . o o Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza X .
Teste dissolvido
n° Conc.
1 R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L™
Controle 0 0 0 0 0 0 7,7 - 24,7 - 158,6 - 42 - 6,7 -
21,22 0 0 0 0 0 0 7.5 - 24,5 - 177,6 - 42 - 7,1 -
29,71 0 0 0 0 0 0 7.4 - 24,6 - 160,2 - 44 - 6,6 -
4 41,59 1 3 0 1 5 12,5 7,0 - 24,7 - 159,2 - 46 - 6,9 -
58,23 2 2 2 2 8 20 7,7 - 24,8 - 157,3 - 42 - 6,7 -
81,52 5 10 4 5 24 60 7.2 - 24,7 - 162,0 - 40 - 7,0 -
114,13 5 4 10 3 22 55 7,0 - 248 - 160,7 - 44 - 6.4 -
Oxigénio
N° de organismos imdveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 - 7,5 - 24,1 - 159,5 - 44 - 6,7
21,22 0 0 0 0 0 0 - 75 - 24,0 - 157,2 - 44 - 6,5
29,71 1 0 1 3 5 12,5 - 73 - 24,5 - 161,2 - 40 - 6,9
4 41,59 6 6 2 3 17 42,5 - 7,7 - 242 - 161,4 - 42 - 6,6
58,23 5 1 6 4 16 40 - 7,0 - 243 - 161,3 - 44 - 6,3
81,52 10 10 10 8 38 95 - 75 - 24,2 - 159,8 - 48 - 6,0
114,13 10 8 10 8 36 90 - 73 - 24,2 - 161,3 - 48 - 6,2
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
. Ry R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7,6 - 243 - 159,3 - 44 - 6,9 -
21,22 0 0 0 0 0 0 7.4 - 243 - 161,5 - 40 - 6,9 -
29,71 2 5 5 0 12 30 7.4 - 242 - 1574 - 40 - 6,8 -
5 41,59 5 3 5 3 16 40 7,1 - 242 - 156,8 - 40 - 7.2 -
58,23 8 9 7 6 30 75 7,0 - 243 - 161,3 - 40 - 7.2 -
81,52 6 4 5 6 21 52,5 7,0 - 244 - 161,2 - 42 - 7,0 -
114,13 10 10 8 10 38 95 7,1 - 24,1 - 159.4 - 44 - 6,6 -
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza . i
Teste dissolvido
n° Conc.
. Ry R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 1 0 1 2 5 - 75 - 24,9 - 161,5 - 42 - 6,4
21,22 0 0 0 0 0 0 - 73 - 24,9 - 159,9 - 44 - 6,7
29,71 6 5 5 1 17 42,5 - 7.2 - 24,8 - 157,2 - 44 - 6,9
5 41,59 5 5 5 5 20 50 - 7,0 - 24,7 - 161,3 - 45 - 6,7
58,23 10 9 8 7 34 85 - 7,0 - 24,8 - 159,5 - 44 - 7,0
81,52 10 9 10 10 39 97,5 - 75 - 24,9 - 160,4 - 46 - 6,3
114,13 10 10 10 10 40 100 - 7,6 - 24,8 - 162,2 - 46 - 6,6
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza . .
Teste dissolvido
n° Conc.
. 1 R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7.7 - 244 - 158,5 - 44 - 7,0 -
21,22 0 1 0 2 3 75 7.5 - 244 - 160,8 - 42 - 7,1 -
29,71 2 0 1 1 4 10 73 - 243 - 160,2 - 40 - 7,1 -
6 41,59 2 2 1 4 9 22,5 7,0 - 24,5 - 1594 - 40 - 6.2 -
58,23 4 6 4 7 21 52,5 7,6 - 244 - 157,6 - 40 - 6,7 -
81,52 5 6 4 3 18 45 7.5 - 244 - 159,8 - 44 - 6,0 -
114,13 10 9 10 8 37 92,5 7.3 - 24,5 - 159,7 - 48 - 6.9 -
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Oxigénio

N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
. 1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 - 7,7 - 24,5 - 158,4 - 42 - 6,0
21,22 0 1 1 2 4 10 - 74 - 24,5 - 161,5 - 44 - 6,7
29,71 4 2 3 4 13 32,5 - 7,0 - 24,7 - 161,7 - 45 - 6,2
6 41,59 4 6 4 6 20 50 - 7,0 - 24,6 - 157,3 - 40 - 7.2
58,23 5 8 7 7 27 67,5 - 7.5 - 24,6 - 158,5 - 42 - 6,7
81,52 10 6 8 4 28 70 - 74 - 24,5 - 161,7 - 46 - 6,8
114,13 10 10 10 10 40 100 - 72 - 24,4 - 157,9 - 40 - 6,1
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
1 R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L™
Controle 0 0 0 0 0 0 7.7 - 24,6 - 157,0 - 40 - 6,9 -
21,22 0 1 0 0 1 2,5 7,0 - 24,5 - 158,8 - 44 - 7.6 -
29,71 0 0 1 0 1 2,5 7.2 - 24,5 - 159,0 - 48 - 6,5 -
7 41,59 2 1 4 2 9 22,5 7.5 - 244 - 158,3 - 48 - 6,9 -
58,23 6 8 8 9 31 77,5 7.3 - 244 - 159,6 - 40 - 6,6 -
81,52 7 6 10 7 30 75 7,1 - 24,5 - 160,0 - 40 - 6,9 -
114,13 10 10 8 9 37 92,5 7,0 - 244 - 161,4 - 42 - 7,0 -
Oxigénio
N° de organismos imdveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza X .
Teste dissolvido
n° Conc.
1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L™
Controle 0 0 0 0 0 0 - 7,6 - 24,4 - 159,8 - 40 - 6,7
21,22 0 0 0 1 1 2,5 - 74 - 24,5 - 161,8 - 42 - 6,7
29,71 1 0 2 1 4 10 - 73 - 243 - 160,9 - 40 - 6,8
7 41,59 5 1 4 4 14 35 - 7,1 - 243 - 1583 - 34 - 7,0
58,23 10 7 8 10 35 87,5 - 7,0 - 243 - 161,8 - 40 - 6,5
81,52 10 10 10 10 40 100 - 7,0 - 244 - 1574 - 44 - 6,8
114,13 10 10 10 10 40 100 - 7,1 - 244 - 156,9 - 40 - 6,7
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
1 R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7.7 - 24,6 - 158,3 - 42 - 6,9 -
21,22 0 0 0 2 5 7,0 - 24,5 - 159,1 - 48 - 6,7 -
29,71 2 0 10 2 14 35 7,0 - 244 - 1574 - 40 - 6,4 -
8 41,59 10 3 5 4 22 55 73 - 244 - 160,4 - 40 - 6,6 -
58,23 5 6 5 3 19 47,5 7.2 - 244 - 161,3 - 42 - 6,9 -
81,52 6 6 7 8 27 67,5 7.5 - 243 - 158,5 - 40 - 6,9 -
114,13 8 10 8 8 34 85 73 - 244 - 159,2 - 40 - 6,7 -
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
. 1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 - 7,1 - 24,7 - 158,8 - 40 - 6,7
21,22 1 0 1 2 4 10 - 7,7 - 24,5 - 161,0 - 44 - 6,6
29,71 5 2 10 3 20 50 - 7,7 - 24,7 - 161,7 - 40 - 6,5
8 41,59 10 4 10 8 32 80 - 75 - 24,5 - 160,1 - 42 - 6,6
58,23 9 6 8 9 32 80 - 7,0 - 24,6 - 159,5 - 42 - 6,7
81,52 10 10 10 10 40 100 - 7,0 - 24,6 - 1583 - 40 - 6,9
114,13 10 10 10 10 40 100 - 75 - 24,5 - 159,9 - 40 - 6,6
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza . .
Teste dissolvido
n° Conc.
. Ry R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7,7 - 24,0 - 1574 - 40 - 7.2 -
21,22 0 0 0 7 7 17,5 7,0 - 24,2 - 156,9 - 41 - 6,1 -
29,71 0 10 2 2 14 35 7,0 - 242 - 158,0 - 42 - 6,7 -
9 41,59 2 3 5 5 15 37,5 7.3 - 242 - 159,6 - 40 - 6,6 -
58,23 10 3 1 3 17 42,5 7.4 - 24,1 - 159,7 - 42 - 7.3 -
81,52 4 5 5 19 47,5 7,6 - 24,1 - 161,6 - 40 - 6,2 -
114,13 8 10 6 10 34 85 7.4 - 24,2 - 159,3 - 44 - 6.8 -
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Oxigénio

N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
. 1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 - 7,0 - 24,6 - 158,9 - 40 - 6,9
21,22 1 0 1 10 12 30 - 75 - 244 - 157,8 - 42 - 6,7
29,71 4 5 10 0 19 47,5 - 7,7 - 243 - 159,8 - 40 - 6,5
9 41,59 2 7 6 7 22 55 - 73 - 244 - 162,3 - 42 - 6,4
58,23 10 8 8 32 80 - 7.7 - 244 - 161,3 - 40 - 6,7
81,52 10 9 8 10 37 92,5 - 7,6 - 24,5 - 158,7 - 44 - 72
114,13 10 10 10 10 40 100 - 73 - 24,4 - 160,7 - 42 - 6,7
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
1 R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L™
Controle 0 0 0 0 0 0 7.6 - 243 - 160,1 - 48 - 7.2 -
21,22 0 0 0 2 2 5 7.7 - 244 - 162,0 - 40 - 7,0 -
29,71 0 0 1 0 1 2,5 7,7 - 24,2 - 157,6 - 42 - 6,9 -
10 41,59 5 3 1 8 17 425 7.5 - 24,2 - 161,1 - 40 - 6,9 -
58,23 3 5 4 2 14 35 7.3 - 244 - 160,9 - 40 - 7,0 -
81,52 6 4 5 1 16 40 7,1 - 243 - 159,3 - 42 - 6,7 -
114,13 9 8 10 10 37 92,5 7,0 - 244 - 157,8 - 42 - 6,9 -
. . . o o Oxigénio
N° de organismos imdveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza X .
Teste dissolvido
n° Conc.
1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 - 75 - 242 - 157,9 - 40 - 6,8
21,22 1 0 0 2 3 75 - 7,6 - 243 - 161,8 - 42 - 7,0
29,71 4 0 4 0 8 20 - 75 - 24,4 - 156,8 - 44 - 6,9
10 41,59 7 8 4 5 24 60 - 7,0 - 24,5 - 1574 - 40 - 6,9
58,23 7 7 7 6 27 67,5 - 7,0 - 24,5 - 160,7 - 40 - 6,3
81,52 10 7 10 10 37 92,5 - 72 - 24,5 - 159,5 - 40 - 6,7
114,13 10 10 10 9 39 97,5 - 74 - 24,6 - 160,3 - 44 - 6,6
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
R, R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7,0 - 244 - 161,2 - 42 - 6,4 -
21,22 0 0 0 5 5 12,5 7.3 - 24,6 - 158,5 - 40 - 6,7 -
29,71 4 1 2 1 8 20 7,7 - 24,5 - 159,6 - 42 - 6,8 -
11 41,59 1 4 2 2 9 22,5 7.6 - 24,5 - 158,1 - 42 - 6,9 -
58,23 4 5 3 5 17 42,5 7.4 - 24,6 - 160,0 - 40 - 6,7 -
81,52 5 5 2 4 16 40 7.2 - 24,6 - 157,0 - 40 - 7.4 -
114,13 7 7 10 9 33 82,5 7,0 - 24,7 - 1584 - 42 - 7.2 -
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
. 1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 1 1 2,5 - 7,5 - 25,0 - 159,2 - 42 - 6,2
21,22 2 2 0 8 12 30 - 7.7 - 25,0 - 161,0 - 40 - 6,6
29,71 4 4 3 2 13 32,5 - 75 - 24,9 - 160,5 - 48 - 6,8
11 41,59 2 4 2 5 13 32,5 - 7,1 - 24,7 - 159,0 - 44 - 6,6
58,23 4 5 3 5 17 42,5 - 7,6 - 24,8 - 157,6 - 44 - 7,0
81,52 7 8 7 8 30 75 - 75 - 25,0 - 162,0 - 40 - 72
114,13 10 10 10 10 40 100 - 72 - 24,9 - 162,1 - 40 - 7,0
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza . .
Teste dissolvido
n° Conc.
. Ry R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7.4 - 244 - 161,3 - 44 - 7.2 -
21,22 0 0 1 0 1 2,5 7.2 - 244 - 159,9 - 40 - 6,9 -
29,71 2 1 1 3 7 17,5 7,0 - 24,5 - 158,9 - 42 - 6,9 -
12 41,59 1 0 1 3 5 12,5 7,0 - 24,6 - 162,1 - 40 - 6.8 -
58,23 1 1 3 3 8 20 7,6 - 24,5 - 160,8 - 40 - 6,4 -
81,52 5 3 6 3 17 42,5 7.5 - 243 - 159,1 - 40 - 6,7 -
114,13 9 8 8 9 34 85 73 - 243 - 157,7 - 44 - 6,9 -
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Oxigénio

N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
. 1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 1 1 2 5 - 7,6 - 24,5 - 157,3 - 40 - 6,8
21,22 0 0 2 0 2 5 - 74 - 24,6 - 157,2 - 40 - 6,6
29,71 2 2 2 3 9 22,5 - 7,7 - 24,5 - 161,0 - 40 - 6,7
12 41,59 2 2 0 4 8 20 - 7.5 - 24,6 - 159,4 - 42 - 6.8
58,23 4 1 4 6 15 37,5 - 7.2 - 24,6 - 157,3 - 44 - 6,9
81,52 8 7 7 5 27 67,5 - 7,0 - 24,4 - 157,0 - 40 - 6,5
114,13 10 10 10 10 40 100 - 74 - 24,6 - 160,3 - 42 - 6,9
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
1 R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L™
Controle 0 0 0 0 0 0 7.4 - 244 - 161,3 - 44 - 6,9 -
21,22 0 0 0 0 0 7.2 - 244 - 159,9 - 40 - 6,6 -
29,71 2 1 1 0 4 10 7,0 - 24,5 - 157,9 - 42 - 7.2 -
13 41,59 1 2 3 2 8 20 7,0 - 24,6 - 162,1 - 40 - 6,7 -
58,23 0 1 5 3 9 22,5 7,6 - 24,5 - 169,8 - 40 - 6,9 -
81,52 6 2 2 5 15 37,5 7.5 - 243 - 158,1 - 40 - 6,5 -
114,13 10 8 8 9 35 87,5 7.3 - 243 - 159,7 - 44 - 6,9 -
. . . o o Oxigénio
N° de organismos imdveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza X .
Teste dissolvido
n° Conc.
R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 1 0 0 0 1 2,5 - 7,7 - 24,1 - 157,3 - 40 - 7,0
21,22 0 0 3 0 3 75 - 7,7 - 24,6 - 157,2 - 40 - 6,8
29,71 2 1 2 3 8 20 - 7,7 - 242 - 159,0 - 40 - 6,8
13 41,59 3 2 3 2 10 25 - 75 - 24,6 - 158,4 - 42 - 6,5
58,23 5 5 6 5 21 52,5 - 72 - 24,2 - 1583 - 44 - 6,7
81,52 7 8 10 7 32 80 - 7,0 - 24,0 - 156,9 - 40 - 6,9
114,13 10 9 10 10 39 97,5 - 7.5 - 24,3 - 162,0 - 42 - 7,0
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
R, R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7.7 - 24,7 - 158,0 - 40 - 6,9 -
21,22 0 1 0 0 1 2,5 7,0 - 24,5 - 160,8 - 44 - 6,7 -
29,71 0 0 1 0 1 2,5 7,1 - 24,5 - 159,0 - 48 - 6,5 -
14 41,59 2 1 4 2 9 22,5 73 - 244 - 158,3 - 48 - 6,9 -
58,23 6 8 8 9 31 77,5 7.4 - 244 - 159,6 - 40 - 7,0 -
81,52 7 6 10 7 30 75 7,1 - 24,5 - 160,0 - 40 - 6,8 -
114,13 10 10 8 9 37 92,5 7,0 - 244 - 161,0 - 42 - 6,8 -
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
. 1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 - 7,6 - 244 - 159,8 - 40 - 6,1
21,22 0 0 0 1 1 2,5 - 74 - 24,5 - 158,8 - 42 - 6,5
29,71 1 0 2 1 4 10 - 73 - 243 - 160,9 - 40 - 6,4
14 41,59 5 1 4 4 14 35 - 7,1 - 243 - 1583 - 44 - 6,7
58,23 10 7 8 10 35 87,5 - 7,0 - 243 - 158,8 - 40 - 59
81,52 10 10 10 10 40 100 - 74 - 24,4 - 1574 - 40 - 6,3
114,13 10 10 10 10 40 100 - 72 - 244 - 159,0 - 40 - 6,6
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza . .
Teste dissolvido
n° Conc.
. Ry R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7.6 - 24,0 - 160,3 - 44 - 6.9 -
21,22 0 0 2 1 3 75 7,0 - 24,2 - 159,6 - 42 - 7,0 -
29,71 5 4 2 1 12 30 7,0 - 243 - 159,9 - 44 - 6,6 -
15 41,59 2 5 5 3 15 37,5 7.2 - 24,1 - 160,6 - 40 - 6,9 -
58,23 5 4 4 4 17 42,5 7.5 - 24,1 - 158,3 - 48 - 6,8 -
81,52 7 4 7 4 22 55 7.3 - 24,1 - 161,2 - 40 - 6,9 -
114,13 9 10 10 9 38 95 7.2 - 24,1 - 158,8 - 42 - 6,9 -
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Oxigénio

N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
. 1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 - 7,7 - 24,0 - 160,6 - 44 - 6,2
21,22 0 2 1 1 4 10 - 7,6 - 24,1 - 1574 - 40 - 6,8
29,71 5 6 3 3 17 425 - 7,6 - 24,0 - 160,6 - 40 - 6,7
15 41,59 8 7 8 7 30 75 - 7.2 - 244 - 159,6 - 42 - 6,7
58,23 9 7 8 9 33 82,5 - 7,0 - 24,6 - 158,1 - 46 - 6,5
81,52 10 10 10 9 39 97,5 - 75 - 24,8 - 159,4 - 48 - 6,9
114,13 10 10 10 10 40 100 - 7,1 - 24,7 - 157,8 - 48 - 6,8
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
1 R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L™
Controle 0 0 0 0 0 0 7.4 - 244 - 158,2 - 40 - 6.8 -
21,22 1 0 2 0 3 75 7.7 - 244 - 159,2 - 44 - 6,5 -
29,71 0 2 3 2 7 17,5 7,7 - 24,5 - 157,0 - 44 - 6,9 -
16 41,59 3 0 3 8 14 35 73 - 244 - 161,1 - 42 - 6,8 -
58,23 4 3 1 6 14 35 7.3 - 24,6 - 157,7 - 42 - 6.8 -
81,52 2 5 8 17 42,5 7.2 - 24,5 - 161,7 - 48 - 6,6 -
114,13 8 8 8 10 34 85 7.2 - 24,7 - 1584 - 46 - 7,0 -
. . . o o Oxigénio
N° de organismos imdveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza X .
Teste dissolvido
n° Conc.
1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 - 7,7 - 243 - 158,2 - 44 - 6,8
21,22 1 0 2 0 3 75 - 75 - 243 - 159,0 - 40 - 6,6
29,71 1 2 3 2 8 20 - 73 - 242 - 161,2 - 40 - 6,9
16 41,59 3 1 3 10 17 42,5 - 7,0 - 24,1 - 157,2 - 42 - 6,8
58,23 5 4 4 5 18 45 - 75 - 24,2 - 1584 - 42 - 7,0
81,52 8 9 8 10 35 87,5 - 73 - 24,5 - 157,1 - 40 - 6,9
114,13 10 9 10 10 39 97,5 - 7,0 - 24,3 - 158,9 - 44 - 6.8
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
1 R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7.4 - 244 - 158,2 - 40 - 7,2 -
21,22 1 2 1 4 10 7,1 - 244 - 159,2 - 44 - 6,6 -
29,71 5 2 1 1 9 22,5 7,7 - 24,5 - 158,0 - 42 - 6,9 -
17 41,59 3 5 3 3 14 35 7.5 - 244 - 161,1 - 44 - 6,4 -
58,23 5 4 8 6 23 57,5 73 - 24,6 - 162,2 - 48 - 6,7 -
81,52 6 6 9 8 29 72,5 7.2 - 24,5 - 161,7 - 40 - 6,8 -
114,13 10 10 10 10 40 100 7.2 - 24,7 - 159.4 - 46 - 6,9 -
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
. 1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 - 7,7 - 24,7 - 158,2 - 44 - 7,1
21,22 2 2 0 1 5 12,5 - 7.5 - 249 - 159,0 - 40 - 6,8
29,71 5 2 1 3 11 27,5 - 73 - 24,9 - 161,2 - 40 - 6,9
17 41,59 5 5 4 3 17 42,5 - 7,0 - 24,8 - 157,2 - 42 - 6,8
58,23 10 8 8 7 33 82,5 - 7,0 - 24,8 - 159.4 - 42 - 6,6
81,52 10 6 9 8 33 82,5 - 73 - 24,9 - 160,1 - 40 - 7,0
114,13 10 10 10 10 40 100 - 7,0 - 25,0 - 161,7 - 44 - 6,8
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza . .
Teste dissolvido
n° Conc.
. Ry R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7,7 - 24,9 - 158,1 - 48 - 6,7 -
21,22 0 0 0 0 0 0 7.2 - 25,0 - 160,7 - 40 - 6,6 -
29,71 3 1 2 0 6 15 7,0 - 25,0 - 161,6 - 44 - 6,9 -
18 41,59 3 1 4 0 8 20 7.5 - 249 - 161,9 - 40 - 6,4 -
58,23 5 5 1 5 16 40 7.4 - 25,0 - 160,4 - 40 - 6,5 -
81,52 5 4 5 5 19 47,5 7.2 - 24,9 - 159,2 - 40 - 6,7 -
114,13 9 10 9 7 35 87,5 7,0 - 24,9 - 161,3 - 42 - 6.8 -
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Oxigénio

N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
. Ry R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 - 7,7 - 243 - 159,6 - 44 - 6,7
21,22 0 1 1 0 2 5 - 7,6 - 243 - 1614 - 40 - 6,0
29,71 5 3 2 0 10 25 - 73 - 243 - 157,1 - 40 - 6,4
18 41,59 6 2 5 3 16 40 - 7,0 - 24,5 - 158,3 - 48 - 6,3
58,23 8 9 7 6 30 75 - 7,1 - 243 - 157,5 - 46 - 6,9
81,52 9 10 9 10 38 95 - 74 - 24,4 - 160,6 - 40 - 6,8
114,13 10 10 10 10 40 100 - 7,1 - 243 - 161,5 - 40 - 6,9
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
R, R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L™
Controle 0 0 0 0 0 0 7.7 - 24,8 - 158,1 - 48 - 6,4 -
21,22 1 0 0 0 1 2,5 7.2 - 24,9 - 160,7 - 40 - 73 -
29,71 0 1 0 1 2 5 7,0 - 25,0 - 161,6 - 44 - 7,1 -
19 41,59 3 0 1 2 6 15 7.5 - 24,9 - 161,9 - 40 - 6,9 -
58,23 5 3 5 5 18 45 7.4 - 25,0 - 160,4 - 40 - 6,7 -
81,52 8 9 7 9 33 82,5 7.2 - 249 - 159,2 - 40 - 6,6 -
114,13 9 10 10 7 36 90 7,0 - 24,9 - 158,8 - 42 - 6,8 -
. . . o o Oxigénio
N° de organismos imdveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza X .
Teste dissolvido
n° Conc.
R, R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L
Controle 0 0 0 0 0 0 - 7,7 - 243 - 157,6 - 44 - 6,9
21,22 1 1 0 1 3 75 - 7,6 - 243 - 161,4 - 40 - 7,0
29,71 0 2 0 2 4 10 - 73 - 243 - 159,1 - 40 - 7,1
19 41,59 4 0 3 2 9 22,5 - 7,0 - 24,5 - 157,3 - 48 - 6,8
58,23 6 5 6 7 24 60 - 7,6 - 243 - 157,5 - 46 - 6,7
81,52 9 10 10 9 38 95 - 74 - 244 - 160,6 - 40 - 6,9
114,13 10 10 10 10 40 100 - 7,1 - 24,3 - 162,0 - 40 - 7,0
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
R, R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7,7 - 249 - 157,1 - 48 - 6,7 -
21,22 2 1 0 1 4 10 7.2 - 25,0 - 160.7 - 40 - 6,7 -
29,71 2 0 1 1 4 10 7,0 - 25,0 - 161.6 - 44 - 6,5 -
20 41,59 0 1 3 5 9 22,5 7,1 - 24,9 - 161.9 - 40 - 6.8 -
58,23 5 2 2 4 13 32,5 7.4 - 25,0 - 159,4 - 40 - 6,6 -
81,52 5 5 6 7 23 57,5 7.2 - 24,9 - 160,2 - 40 - 6,8 -
114,13 10 10 9 8 37 92,5 7,0 - 24,9 - 1589 - 42 - 7,0 -
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
. 1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 - 7.7 - 24,3 - 158,6 - 44 - 5.9
21,22 3 1 0 2 6 15 - 7,6 - 24,3 - 161,4 - 40 - 6,2
29,71 4 0 3 2 9 22,5 - 73 - 243 - 158,1 - 40 - 6,3
20 41,59 1 2 5 9 17 42,5 - 7,0 - 24,5 - 157,3 - 48 - 6,1
58,23 5 4 4 6 19 47,5 - 7,6 - 243 - 157,5 - 46 - 6,4
81,52 9 7 7 9 32 80 - 74 - 24,4 - 160,6 - 40 - 6,2
114,13 10 10 10 10 40 100 - 7,1 - 243 - 162,2 - 40 - 6,5
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Tabela 2: Dados dos testes de toxicidade aguda com o ingrediente ativo, carbofurano e as

variaveis abidticas analisadas, ap6s 24 e 48 horas de exposi¢ao.

Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
1 R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L")
Controle 0 0 0 0 0 0 72 - 24,5 - 157,1 - 40 - 6,9 -
0,78 0 0 0 0 0 0 7.2 - 244 - 158,9 - 40 - 6,6 -
1,56 2 1 0 0 3 7,5 7.3 - 244 - 157,4 - 40 - 6,9 -
1 3,12 1 2 1 2 6 15 73 - 243 - 157,3 - 44 - 6,5 -
6,25 4 3 2 5 14 35 73 - 244 - 160,3 - 48 - 6,2 -
12,5 5 3 2 6 16 40 74 - 243 - 158,7 - 44 - 6,8 -
25 6 4 3 5 18 45 74 - 24,4 - 158,4 - 44 - 6,7 -
50 7 5 6 8 26 65 74 - 243 - 160,3 - 48 - 6,9 -
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L")
Controle 0 0 1 0 1 2,5 - 74 - 24,5 - 161,9 - 40 - 6,7
0,78 1 0 0 0 1 2,5 - 7.4 - 24,7 - 157,4 - 40 - 6,7
1,56 2 2 1 0 5 12,5 - 7,5 - 24,7 - 159,5 - 44 - 6,8
1 3,12 1 2 3 3 9 22,5 - 7,5 - 244 - 160,5 - 48 - 6,5
6,25 5 5 3 5 18 45 - 7,5 - 24,5 - 1574 - 48 - 6,6
12,5 5 5 6 7 23 57,5 - 7,5 - 243 - 157,3 - 44 - 6,9
25 6 5 7 6 24 60 - 7,5 - 24,7 - 161,4 - 48 - 6,7
50 9 9 10 10 38 95 - 7,6 - 24,8 - 160,5 - 48 - 6,6
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
1 R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L")
Controle 0 0 0 0 0 0 7,7 - 24,6 - 160,2 - 48 - 6,9 -
0,78 0 0 0 0 0 0 7,7 - 24,7 - 160,5 - 44 - 6,8 -
1,56 1 0 0 1 2 5 7,7 - 24,7 - 160,3 - 40 - 73 -
5 3,12 3 1 1 2 7 17,5 7,6 - 24,6 - 157,4 - 40 - 6,7 -
6,25 0 1 2 2 5 12,5 74 - 24,7 - 156,9 - 40 - 6,9 -
12,5 3 1 3 2 9 22,5 75 - 25,0 - 158,6 - 40 - 6,9 -
25 5 6 6 5 22 55 7,0 - 24,9 - 157,7 - 42 - 72 -
50 8 7 8 7 30 75 75 - 24,8 - 159,6 - 42 - 7,0 -
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
1 R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L")
Controle 1 0 1 0 2 5 - 7,7 - 243 - 161,2 - 44 - 6,8
0,78 0 0 1 0 1 2,5 - 7,7 - 244 - 160,3 - 44 - 6,9
1,56 1 2 0 1 4 10 - 7,7 - 243 - 159,1 - 40 - 7.2
3,12 2 1 2 4 9 22,5 - 7,5 - 24,5 - 161,9 - 40 - 6,7
2
6,25 1 4 3 2 10 25 - 7,6 - 243 - 160,8 - 48 - 7,0
12,5 3 3 3 3 12 30 - 7,7 - 24,5 - 157,1 - 48 - 7,0
25 9 6 9 3 27 67,5 - 7,7 - 24,4 - 159,3 - 42 - 7,1
50 9 9 8 8 34 85 - 7,6 - 242 - 159,6 - 44 - 6,9
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
) 1 R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7,7 - 24,6 - 160,2 - 48 - 6,9 -
0,78 0 0 1 0 1 2,5 75 - 24,7 - 160,2 - 48 - 6,3 -
1,56 2 0 0 0 2 5 7,7 - 24,7 - 160,3 - 40 - 6,4 -
3,12 2 2 0 1 5 12,5 7,7 - 24,6 - 157,4 - 40 - 6,2 -
3
6,25 5 3 2 3 13 32,5 7,6 - 24,8 - 156,9 - 40 - 6,1 -
12,5 4 5 4 2 15 37,5 7,7 - 24,7 - 158,6 - 40 - 6,4 -
25 5 6 8 5 24 60 75 - 24,8 - 157,7 - 42 - 6,5 -
50 7 4 5 9 25 62,5 7,7 - 24,8 - 158,6 - 42 - 6,0 -
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Oxigénio

N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
. R, R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 1 1 0 2 5 - 7,7 - 243 - 161,2 - 42 - 6,2
0,78 0 2 0 0 2 5 - 7,6 - 243 - 160,8 - 40 - 6,2
1,56 2 1 0 0 3 7,5 - 7,7 - 243 - 159,1 - 40 - 6,0
3 3,12 2 2 2 1 7 17,5 - 7,5 - 24,5 - 158,9 - 44 - 6,1
6,25 5 3 3 3 14 35 - 7,6 - 243 - 160,8 - 48 - 6,3
12,5 4 5 5 3 17 42,5 - 7,7 - 24,5 - 159,1 - 48 - 6.2
25 5 6 8 8 27 67,5 - 7,7 - 244 - 158,3 - 44 - 6.4
50 9 10 5 10 34 85 - 7.6 - 24,2 - 161,6 - 40 - 6.2
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
) R, R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 72 - 24,1 - 159,4 - 44 - 7,1 -
0,78 0 0 1 1 2,5 72 - 242 - 161,5 - 48 - 6,9 -
1,56 1 1 0 1 3 7,5 72 - 24,4 - 158,4 - 48 - 6,7 -
4 3,12 2 3 1 0 6 15 73 - 24,5 - 158,8 - 40 - 6,8 -
6,25 4 5 2 1 12 30 74 - 24,1 - 160,4 - 40 - 7,0 -
12,5 4 7 4 4 19 47,5 74 - 24,2 - 157,7 - 40 - 6,9 -
25 6 5 5 7 23 57,5 74 - 242 - 162,3 - 44 - 6,9 -
50 8 9 6 5 28 70 74 - 243 - 160,9 - 40 - 7,2 -
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
R, R, R; R, Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 - 73 - 24,6 - 158,4 - 48 - 6,7
0,78 0 0 0 1 1 2,5 - 73 - 24,7 - 159,9 - 48 - 6.9
1,56 1 3 1 2 7 17,5 - 73 - 24,6 - 159,4 - 40 - 6.8
4 3,12 3 3 3 1 10 25 - 7.4 - 24,5 - 161,8 - 44 - 6.8
6,25 5 5 4 3 17 42,5 - 74 - 24,5 - 157,5 - 44 - 6,9
12,5 5 7 5 4 21 52,5 - 7,5 - 24,6 - 161,4 - 40 - 7,0
25 6 5 6 7 24 60 - 7,5 - 24,6 - 160,7 - 40 - 7.1
50 10 9 6 6 31 71,5 - 7.6 - 24,7 - 157,2 - 44 - 6.8
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
R, R, R; R, Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7,6 - 24,7 - 159,4 - 40 - 6,7 -
0,78 0 0 0 0 0 0 75 - 24,7 - 161,5 - 42 - 6,6 -
1,56 1 1 0 0 2 5 75 - 24,6 - 157,5 - 48 - 6,8 -
5 3,12 0 1 1 1 3 7,5 75 - 24,6 - 156,4 - 40 - 6,9 -
6,25 0 1 2 1 4 10 75 - 24,5 - 159,3 - 44 - 7,0 -
12,5 3 2 1 4 10 25 75 - 24,5 - 161,5 - 48 - 6,8 -
25 3 4 5 3 15 37,5 75 - 24,2 - 157,7 - 40 - 6,8 -
50 10 10 9 7 36 90 7.5 - 24,3 - 157,2 - 42 - 6,5 -
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n’ Conc.
R, R, R; R, Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 - 7,7 - 244 - 160,2 - 42 - 6.8
0,78 1 0 0 0 1 2,5 - 7,7 - 24,7 - 159,0 - 40 - 6,6
1,56 1 2 0 0 3 7,5 - 7,7 - 24,6 - 159,5 - 44 - 6,3
5 3,12 1 1 1 2 5 12,5 - 7,7 - 24,5 - 162,1 - 46 - 6.6
6,25 1 2 3 1 7 17,5 - 7,7 - 243 - 161,9 - 48 - 6,5
12,5 5 3 3 5 16 40 - 7,6 - 244 - 157,6 - 48 - 6,9
25 4 4 8 5 21 52,5 - 7,7 - 244 - 158,4 - 40 - 6,8
50 10 10 10 9 39 97,5 - 7.6 - 24,6 - 160,1 - 40 - 6,7
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Tabela 3: Dados dos testes de toxicidade aguda com o produto formulado Furadan® 350 SC e

as variaveis abidticas analisadas, ap6s 24 e 48 horas de exposigao.

Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
R, R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L
Controle 0 0 0 0 0 0 7,1 - 243 - 161,4 - 44 - 6,9 -
48,22 2 1 3 5 11 27,5 7,1 - 242 - 159,5 - 40 - 6,6 -
' 57,86 2 2 1 4 9 22,5 7.2 - 24,5 - 158,7 - 40 - 7,0 -
69,43 5 3 2 2 12 30 7.2 - 24,1 - 158,8 - 48 - 6,8 -
83,52 4 4 5 6 19 47,5 7,1 - 24,2 - 157,2 - 48 - 6,7 -
100 5 6 4 3 18 45 7.2 - 24,1 - 161,8 - 40 - 6,5 -
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza . .
Teste dissolvido
n° Conc.
. Ry R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 - 72 - 244 - 156,8 - 40 - 6,2
48,22 3 1 3 5 12 30 - 7.2 - 242 - 158,5 - 44 - 6,5
. 57,86 3 2 2 4 11 27,5 - 7.3 - 24,3 - 159,8 - 48 - 6,3
69,43 5 5 4 4 18 45 - 73 - 243 - 160,6 - 48 - 6,6
83,52 4 4 6 6 20 50 - 73 - 244 - 161,8 - 48 - 6,4
100 6 6 6 5 23 57,5 - 73 - 243 - 159,5 - 40 - 6,6
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
. Ry R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7.5 - 24,8 - 158,7 - 48 - 6,9 -
48,22 1 2 0 0 3 7,5 7.5 - 24,7 - 158,4 - 44 - 6,5 -
5 57,86 2 0 1 3 6 15 7.6 - 24,6 - 159,7 - 40 - 6,8 -
69,43 5 2 0 2 9 22,5 7.6 - 24,6 - 156,9 - 40 - 6,6 -
83,52 3 0 1 3 7 17,5 7,6 - 24,7 - 161,8 - 40 - 7,1 -
100 5 5 4 5 19 475 7.5 - 24,7 - 160,6 - 44 - 7,0 -
. . . o o Oxigénio
N° de organismos imdveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza X .
Teste dissolvido
n° Conc.
R, R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 1 0 0 1 2,5 - 7,7 - 244 - 161,5 - 48 - 6,7
48,22 2 3 1 2 8 20 - 7,7 - 24,7 - 161,8 - 44 - 6,9
5 57,86 2 2 1 4 9 22,5 - 7,6 - 24,6 - 159,5 - 40 - 72
69,43 5 2 3 4 14 35 - 7,5 - 243 - 157,7 - 40 - 6,8
83,52 4 2 1 3 10 25 - 7,7 - 24,4 - 1582 - 40 - 7,0
100 8 5 3 8 24 60 - 7,6 - 24,5 - 161,8 - 40 - 6,7
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
. Ry R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7,0 - 244 - 158,7 - 48 - 6,9 -
48,22 0 0 1 1 2 5 7,0 - 24,5 - 157,2 - 44 - 6,8 -
3 57,86 0 1 3 5 9 22,5 7,1 - 24,6 - 159,3 - 40 - 7,0 -
69,43 4 2 0 3 9 22,5 7.2 - 243 - 161,2 - 40 - 6,6 -
83,52 5 3 6 4 18 45 7,1 - 24,1 - 159,4 - 40 - 6,6 -
100 7 6 4 5 22 55 7.2 - 24,6 - 162,1 - 44 - 6,3 -
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza . .
Teste dissolvido
n° Conc.
. Ry R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 - 72 - 24,4 - 158,5 - 40 - 6,7
48,22 2 1 2 3 8 20 - 73 - 24,5 - 159,2 - 44 - 72
57,86 2 1 3 6 12 30 - 73 - 24,5 - 1584 - 48 - 6,9
69,43 5 2 1 5 13 32,5 - 7.3 - 244 - 159,3 - 40 - 6,2
83,52 5 4 5 21 52,5 - 7.4 - 244 - 158,5 - 48 - 6,7
100 9 6 4 7 26 65 - 74 - 24,5 - 161,5 - 48 - 6,8
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Teste N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza Oxigénio
n° dissolvido
Conc.
. Ry R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7.6 - 24,5 - 157,5 - 40 - 7,0 -
48,22 1 3 1 3 8 20 7.6 - 24,2 - 156,9 - 42 - 6,4 -
4 57,86 1 4 3 1 9 22,5 7.6 - 24,2 - 157,3 - 48 - 6,8 -
69,43 3 3 1 1 8 20 7,6 - 244 - 159,9 - 48 - 7,1 -
83,52 1 5 1 5 12 30 7,6 - 24,6 - 160,7 - 46 - 6,9 -
100 1 2 2 5 10 25 7,6 - 24,5 - 161,9 - 46 - 6,8 -
. . . o o Oxigénio
N° de organismos imdveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza X .
Teste dissolvido
n° Conc.
R, R, R; R, Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 - 7,7 - 24,7 - 161,2 - 42 - 6,9
48,22 1 3 2 3 9 22,5 - 7,6 - 24,6 - 160,8 - 44 - 6,7
4 57,86 1 4 3 3 11 27,5 - 7,7 - 24,9 - 157,8 - 40 - 6,8
69,43 3 4 1 2 10 25 - 7,5 - 24,8 - 162,2 - 40 - 7,0
83,52 2 5 1 5 13 32,5 - 7,7 - 24,8 - 157,5 - 44 - 7,0
100 7 6 4 5 22 55 - 7,7 - 25,0 - 159,7 - 48 - 7,1
Oxigénio
N° de organismos imoveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza
Teste dissolvido
n° Conc.
R, R, R; Ry Total % Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 7,6 - 24,5 - 157,5 - 40 - 7,0 -
48,22 2 1 2 1 6 15 7,6 - 242 - 158,6 - 42 - 6,6 -
s 57,86 2 0 1 0 3 7.5 7,6 - 242 - 157,3 - 48 - 6,8 -
N 69,43 1 2 2 4 9 22,5 7,6 - 244 - 156,9 - 48 - 6,8 -
83,52 0 3 2 3 8 20 7.6 - 24,6 - 160,7 - 46 - 6,8 -
100 1 1 6 2 10 25 7.6 - 24,5 - 158,9 - 46 - 6,9 -
Oxigénio
N° de organismos iméveis Imobilidade pH Temperatura Condutividade Dureza . .
Teste dissolvido
n° Conc.
. Ry R, R; Ry Total % Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
(mg. L)
Controle 0 0 0 0 0 0 - 7,7 - 25,0 - 161,2 - 42 - 7,0
48,22 2 1 3 2 8 20 - 7,6 - 25,0 - 159,8 - 44 - 6,8
57,86 2 3 3 1 9 22,5 - 7,7 - 24,9 - 157.8 - 40 - 6,9
5
69,43 5 4 2 4 15 37,5 - 7,7 - 24,7 - 158,2 - 40 - 7.2
83,52 1 4 4 3 12 30 - 7,7 - 25,0 - 161,5 - 44 - 6,8
100 5 7 6 6 24 60 - 7,5 - 25,0 - 159,7 - 48 - 6,8
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Tabela 4: Dados das variaveis abiodticas dos testes de toxicidade cronica com o produto

formulado Furadan® 350 SC

Teste 1
pH Dureza Condutividade Temperatura 02 Dissolvido
Amostra
A D A D A D A D A D
Controle 7,2 7,6 40 48 1559 1553 24,2 24,5 7,87 6,49
3,12 7,3 7,5 44 48 158,3 1552 24,7 24,6 6,94 6,32
1,56 7,2 7,6 40 40 157,4 154,8 24,8 24,4 7,28 6,57
0,78 7,2 7,6 40 40 157,9 155,1 24,9 24,9 7,14 6,70
0,39 7,2 7,6 40 48 156,2 155,8 24,2 24,5 6,76 6,50
0,19 7,2 7,6 40 40 156,4 154,6 24,2 24,6 7,04 6,82
0,09 7,3 7,5 44 48 156,0 157,3 24,0 24,7 6,98 6,51
0,04 7,2 7,6 40 44 156,6 159,4 24,2 24,7 6,45 6,05
pH Dureza Condutividade Temperatura 02 Dissolvido
Amostra
A D A D A D A D A D
Controle 7,2 7,6 48 48 159,4 156,3 24,6 24,6 6,97 6,43
3,12 7,3 7,5 40 44 151,7 152,3 243 24,5 7,01 6,74
1,56 7,3 7,6 48 48 154,8 155,3 24,5 24,6 6,73 6,55
0,78 7,3 7,6 40 40 156,9 155,4 24,8 24,7 6,75 6,61
0,39 7,2 7,6 40 40 154,8 158,2 24,6 24,3 6,70 6,62
0,19 7,3 7,6 40 48 155,1 158,3 24,6 24,2 6,79 6,74
0,09 7,5 7,6 40 48 155,8 159,0 24,3 24,6 6,98 6,78
0,04 7,2 7,6 48 48 156,4 159,3 24,6 24,6 7,07 6,93
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Teste 2

pH Dureza Condutividade Temperatura 02 Dissolvido
Amostra
A D A D A D A D A D
Controle 7,2 7,6 40 40 156,2 155,2 24,7 24,2 6,50 6,41
3,12 7,5 7,6 40 48 158,9 159,7 243 24,6 6,79 6,46
1,56 7,3 7,6 40 40 156,1 157,2 24,6 24,3 6,49 6,46
0,78 72 7,6 48 48 158,1 158,6 24,8 24,2 6,66 6,48
0,39 7.3 7,6 44 40 157,7 156,6 24,8 24,3 7,06 6,28
0,19 72 7,6 48 48 155,6 157,8 24,8 243 6,48 6,29
0,09 7,3 7,5 40 48 156,6 159,4 24,7 24,3 6,67 6,31
0,04 7,3 7,5 40 48 158,7 159,0 24,6 24,2 7,01 6,33
pH Dureza Condutividade Temperatura 02 Dissolvido
Amostra
A D A D A D A D A D
Controle 7,5 7,5 40 48 157,6 155,0 24,5 24,7 6,72 6,40
3,12 7,3 7,5 40 40 155,2 158,7 24,7 243 6,78 6,34
1,56 7,5 7,5 40 40 157,4 154,9 24,9 24,2 6,94 6,56
0,78 7,5 7,5 40 44 159,2 156,0 24,8 24,1 6,81 6,75
0,39 7,5 7,5 40 40 158,8 156,9 24,8 24,3 6,57 6,14
0,19 7,5 7,5 48 40 157,0 156,6 24,8 24,2 6,95 6,60
0,09 7,6 7,3 40 48 156,6 157,5 24,7 24,2 6,69 6,56
0,04 7,6 7,6 40 48 156,9 1553 24,6 24,3 6,95 6,46
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