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CAPITULO 10

AVALIACAO DA QUALIDADE DA AGUA DE NASCENTES NA
BACIA DO ARROIO ANDREAS, RS, BRASIL, ATRAVES DE
ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS E GENTOXICOLOGICOS

Daiane Cristina de Moura

Universidade de Santa Cruz do Sul (UNISC),
aluna do Programa de P6s Graduagao em
Tecnologia Ambiental (PPGTA) - Mestrado
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RESUMO: Apesquisafoidesenvolvidaem areas
de preservacao de recursos hidricos (nascentes)
na Bacia Hidrografica do Arroio Andréas,
RS, implantadas através do Pagamento de
Servicos Ambientais (PSA). Tradicionalmente,
a avaliacdo de impactos ambientais neste
ecossistema € realizada pela medicdo de
variaveis fisicas, quimicas e microbiologicas,
contudo, cabe destacar a importancia da
utiizacdo de novas metodologias, como
ensaios de ecotoxicidade e genotoxicidade.
Neste contexto, a presente pesquisa objetivou
avaliar a qualidade da agua de nascentes

Ensaios nas Ciéncias Agrarias e Ambientais

UTILIZANDO O ENSAIO COMETA

na Bacia do Arroio Andréas, RS, através de
ensaios ecotoxicolégicos e genotoxicologicos,
utiizando o Ensaio Cometa (EC) com o
organismo-teste Daphnia magna (STRAUS,
1820). Foram avaliados 20 pontos, nos meses
de setembro e dezembro de 2015 e marco e
junho de 2016. D. magna foi empregada nos
testes de exposicdo aguda conforme a norma
técnica brasileira NBR-12713. A aplicacé&o de
EC permitiu o calculo de Frequéncia de Dano
(FD) e o indice de Dano (ID) no ADN (Acido
Desoxirribonucleico). Empregou-se a prova
ndao paramétrica de Mann-Whitney com um
nivel de significancia de 5%. Os resultados
apontaram as maiores genotoxicidades nos
pontos P10, P11, P12, P17 e P20, entretanto,
pelas analises convencionais fisicas, quimicas
e microbiolégicas, 65% destes pontos foram
classificados com um indice de Qualidade da
Agua (IQA) “bom”, chancelando a importancia
da utilizacdo de ensaios genotoxicoldgicos
(EC) como ferramentas complementares na
avaliacdo da qualidade da agua, uma vez
que detecta alteracbes mesmo em aguas
consideradas de boa qualidade.

PALAVRAS - CHAVE: Pagamento por Servigos
Ambientais (PSA), preservacdo de recursos
hidricos, ensaios ecotoxicoldégicos, ensaios
genotoxicologicos, Bacia do Arroio Andreas, RS

ABSTRACT: The research was conducted in
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water resources preservation areas (springs) in Andreas Stream Hydrographic Basin,
RS, established through the Payment for Environmental Services (PES). Traditionally,
the environmental impacts evaluation in aquatic ecosystems have been realized through
the measurements of physical, chemical and microbiological variables, however, it’s
important to highlight the utilization of new methodologies, such as the ecotoxicological
and genotoxicological approaches. In this context, this research aimed at evaluate the
water quality of springs in Andreas Stream Basin, RS, through ecotoxicological and
genotoxicological tests, using the Comet Assay (CA) and having as a test-organism the
microcrustacean Daphnia magna (STRAUS, 1820). In total, 20 sampling points were
evaluated in September and December 2015 and March and July of 2016. Neonates of
D. magna were submitted to acute exposition bioassay following the Brazilian Technical
Standard NBR-12713. The CA test allowed the calculation of Damage Frequency (DF)
and the Damage Index (DI) in the DNA (Deoxyribonucleic Acid). The Mann-Whitney
non parametrical test with a significant level of 5% was used. The results indicated the
highest genotoxicity in sampling points P10, P11, P12, P17 and P20, however, from the
conventional physical, chemical and microbiological analyses, 65% of these sampling
points were classified as having a Water Quality Index (WQI) “good”, reinforcing the
importance of genotoxicological assays (CA) utilization as tools complement for water
quality evaluation, since it detect changes even in waters considered as having good
quality.

KEYWORDS: Paymentfor Environmental Services (PES), waterresourcespreservation,
ecotoxicological assay, genotoxicological assay, Andreas Stream Hydrographic Basin,
RS.

11 INTRODUCAO

No Brasil a agua é considerada um recurso natural abundante quando comparada
a atual demanda, embora existam areas muito secas onde a agua € tao preciosa que
€ utilizada apenas para atender as necessidades humanas. Apesar de detentor de 8%
de toda a 4gua doce do mundo, a situacdo no pais é delicada. A maioria do volume
disponivel (80%) esta na regiao amazénica, e o remanescente (20%), encontra-se
desigualmente dividido entre as demais regides, nas quais vivem 95% da populacao
brasileira (UNEP-IETEC, 2001). Na regiao Sul ha escassez de agua apesar dos rios de
grande porte e vaz&o. Essa escassez se deve aos efeitos cumulativos dos processos
ambientais e usos multiplos que sdo de amplo espectro: agricultura, industrias,
piscicultura, navegacao e recreacao (TUNDISI, 2000).

Neste sentido, dentre as alternativas complementares de desenvolvimento local-
sustentavel, o Pagamento por Servicos Ambientais (PSA) vem se destacando como
uma politica recente e inovadora de conservacdo ambiental. Define-se PSA como
a transferéncia voluntaria de recursos financeiros de beneficiarios de tal servico a
pessoas que exercem praticas para um manejo adequado do meio ecossistémico onde
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tal servigco é exercido ou compensado (WUNDER, 2008). O PSA, por ser um conceito
e uma WUNDER para avaliar a qualidade da agua das nascentes do Arroio Andréas,
desde as analises fisicas e quimicas convencionais até enfoques biol6gicos, com
destaque para a utilizacao de bioindicadores na avaliacéo da qualidade da agua como,
por exemplo, o uso do microcrustaceo Daphnia magna (STRAUS, 1820), popularmente
chamado de “pulga d’agua”, comumente utilizado em ensaios ecotoxicoldgicos para
avaliacao de impactos ambientais, nos quais se testam os impactos potencialmente
deletérios de substancias ou compostos quimicos que agem como poluentes sobre os
organismos vivos, possibilitando a definicdo de padrdes de qualidade da agua.

Cabe destacar, entretanto, que outros testes podem ser empregados a fim
de complementar os dados obtidos pelos testes ecotoxicol6gicos, como testes
genotoxicolégicos, com destaque para o Ensaio Cometa (EC), teste que vem se
mostrando uma importante ferramenta uma vez que detecta alteracbes no material
genético passiveis de reparo, e que nao afetam a viabilidade nem a vitalidade do
organismo teste, ou seja, capaz de detectar alteracbes antes mesmo que essas
causem a mortalidade dos seres vivos em estudo.

Neste contexto, a presente pesquisa visa avaliar a qualidade da agua de nascentes
na Bacia Hidrogréafica do arroio Andréas, RS, através de ensaios ecotoxicologicos
e de genotoxicidade, utilizando o Ensaio Cometa, tendo como organismo-teste o
microcrustaceo Daphnia magna, visando fornecer subsidios tecnoldgicos ao enfoque
toxicolégico de avaliagdo ambiental.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo/amostragem

A bacia do Arroio Andréas esta localizada no municipio de Vera Cruz, RS, e tem
fundamental importdncia como manancial para abastecimento de adgua do mesmo.
Apresenta uma area de drenagem de 80,2 kmz2, valor que classifica esta bacia como
“pequeno arroio de ordem 2-5”, seguindo a classificacédo descrita em Chapman (1992).
O municipio tem 25.700 habitantes e uma area territorial de 309.621 km? (IBGE, 2016).

Ao longo desta bacia foram selecionados 20 pontos de coleta em areas de
preservacao (nascentes), tendo havido coletas trimestrais nos meses de setembro
e dezembro de 2015 e marco e junho de 2016 (Fig. 1). E véalido lembrar que esta
pesquisa vincula-se a um projeto de maior envergadura denominado “Protetor das
Aguas’, projeto que conta com a parceria da UNISC, Empresa Universal Leaf Tabacos
e Fundacién Altadis, e visa proteger as nascentes e areas riparias da referida bacia,
garantindo a preservacao dos recursos hidricos mediante o pagamento aos agricultores
de pequenas propriedades pelo fornecimento de servicos ambientais (PSA) de protecao
das nascentes e areas riparias que se situam em suas propriedades.
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2.2 Daphnia magna

Para a realizac&o dos ensaios, neonatos de D. magna (Fig. 2) foram cultivados
no Laboratério de Ecotoxicologia da Universidade de Santa Cruz do Sul (UNISC),
de acordo com a norma técnica brasileira 12713 (ABNT, 2009). Os neonatos foram
empregados nos testes com idade entre 2 a 26 horas. Os individuos foram cultivados
em agua reconstituida com foto-periodo de 16 horas luz e 8 horas escura, a uma
temperatura de aproximadamente 20°C + 2°C; sendo alimentados diariamente com
algas da espécie Desmodesmus subspicatus.

Para afericdo do sucesso do cultivo de D. magna , realizou-se um teste de
sensibilidade, para tal uma amostra do lote de individuos foi submetida ao teste de
sensibilidade de Dicromato de Potassio, conforme as recomendag¢des da norma da
ABNT NBR 12713 (ABNT, 2009). Os resultados indicaram que o cultivo de D. magna
estava apto para a utilizagao nos testes.

2.3 Testes ecotoxicolégicos com Daphnia magna

Testes ecotoxicoloégicos com D. magna foram realizados em duplicata. Consistem
na exposicao de 10 individuos em 25 ml da amostra. A exposi¢cao foi do tipo aguda e
apos 48 horas foi realizado o levantamento de individuos sobreviventes e conforme os
resultados encontrados a amostra foi enquadrada em seu grau de toxicidade, seguindo
a norma 12713 (ABNT, 2009), que classifica uma amostra como nao tdéxica quando
esta apresentar uma taxa de sobrevivéncia superior a 80%.
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Figura 1 - Mapa da &rea de estudo mostrando a localizacéo da bacia do Arroio Andréas, em
relagéo ao Estado do Rio Grande do Sul, destacando os pontos de coleta selecionados.
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Figura 2 - Representacao de Daphnia magna

2.4. Testes genotoxicologicos com Daphnia magna

Para a realizacao do teste genotoxicolo6gico adotou-se o EC, sendo que neonatos
de D. magna foram submetidos ao teste de exposicdo aguda de 48 horas com 20
individuos por amostra, utilizando 25 ml de amostra para cada 10 exemplares. Para
cada teste utilizou-se um Controle Negativo (CN) composto por dgua reconstituida.

AplGs a exposicao, os neonatos foram transferidos com o auxilio de pipetador
automatico e armazenados em solucdo contendo 850 pl de tampao fosfato salino
(PBS com pH 7,4), 20mM de acido etileno diamino tetra-acético (EDTA) e 50 ul de
Dimetilsulféxido (DMSO).

Posteriormente o material foi macerado e centrifugado por 10 minutos, a uma
temperatura de 4°C e a velocidade de 2.100 rpm, sendo o sobrenadante removido e
descartado. O EC foi desenvolvido com base no trabalho de Park e Choi (2007), com
alteracdes necessarias para a utilizacédo de D. magna , conforme Zenkner (2012).
Nesta etapa o material foi exposto em 5 laminas pré-cobertas e acrescido de agarose,
sendo 20yL de material e 80 yL de agarose de baixo ponto de fusdao, mantida aquecida
a 37°C.

A suspensao celular juntamente com a agarose foi disposta sobre a lamina e
recoberta por laminula. Ap6s 10 minutos sobre a refrigeragéo, retiraram-se as laminulas
e as laminas foram submetidas a uma solug¢ao de lise por 1 hora, processo esse que
consiste no rompimento das membranas, tanto a celular, quanto a nuclear, expondo
assim o material genético.
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A solucao de lise é composta de 2,5 M NaCl, 100 mM Na2EDTA e 10 mM TRIS,
com pH 10, no momento de uso se adiciona 1% Triton X-100, e 10% DMSO. Inicia-se
entao a eletroforese alcalina (pH>12), para tal as laminas foram submersas durante
15 minutos em tampao eletroforese para que ocorresse o desnovelamento do DNA.
A seguir, deu-se seguimento a eletroforese (0,7 V/cm; 300 mA) com duracao de 20
minutos. Terminada a eletroforese as laminas foram neutralizadas (Tris 0,4M), lavadas
com agua destilada e postas para secar naturalmente. Apos foram fixadas e secas
novamente, para receberem a coloragao a base de nitrato de prata.

No processo de coloracéo, as laminas foram reidratadas com agua destilada,
posteriormente submersas em uma solucédo a base de nitrato de prata para que
ganhassem cor, foram acondicionadas em shaker com agitagdo de 120 RPM, a
37°C por 35 minutos, seguindo a metodologia descrita em Nadin, Vargas-Roig e
Ciocca (2001). Ap6s o processo de coloragéo as laminas foram entdo analisadas em
microscopia optica convencional (aumento de 400x), para cada lamina se contabilizou
100 nucledides, totalizando 500 nucledides por amostra para D. magna .

Os nucledides foram quantificados e classificados em 5 tipos de danos (0, 1, 2, 3
e 4), quanto maior o dano maior o digito correspondente, sendo a classe 0 destinada
para nucledides livres de dano (Fig. 3).

Figura 3 - Classes de Danos dos nucledides. Em sequéncia nuclebides de dano 0, 1,2,3 e 4
(aumento de 400x).

Com a classificagdao dos nuclebdides é possivel obter dois tipos de informagdes
o Indice de Dano (ID) e a Frequéncia de Dano (FD), ambos comparados ao Controle
Negativo (CN) do teste. O ID corresponde ao total do resultado da multiplicagao entre
o digito denominador de cada classe (0, 1, 2, 3 € 4) e 0 numero de nucledides de cada
classe. Ja a FD é calculada como a porcentagem de todos os nucledides danificados
(classe 1 até 4) em relacdo ao total de nucledides contados.

Visando a padronizacao dos resultados de modo a poder compara-los ao longo
do tempo e entre as diferentes amostras, os valores de FD e ID foram estandartizados
em relacdo a respectiva média do grupo CN. O valor padronizado foi obtido pela razdo
entre a FD (ou ID) de cada amostra pela respectiva FD (ou ID) da média do grupo CN
de cada teste.

No processamento da informagcédo, empregou-se a estatistica descritiva para
a tabulacdo dos dados (CALLEGARI-JACQUES, 2006). As diferencas estatisticas
foram estabelecidas utilizando a prova estatistica ndo paramétrica de Mann-Whitney.
Trabalhou-se comniveis de significanciade 5% (p<0,05). As analises foram processadas
utilizando-se o programa estatistico GraphPadPrism6.01 (GraphPad, 2012).
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2.5 Analises fisicas, quimicas e microbiologicas

Além das coletas para as analises ecotoxicolégicas e genotoxicoldgicas,
coletaram-se amostras para medicéo de variaveis fisicas, quimicas e microbiolégicas,
recohidas na superficie utilizando-se frascos de vidro e/ou polietileno, de 300 a 1000
ml, acondicionadas em caixa de isopor contendo gelo e analisadas no dia seguinte a
coleta. As técnicas utilizadas na coleta das amostras e na determinagcao analiticas das
variaveis fisicas, quimicas e microbioldgicas encontram-se descritas em APHA (2005).

Para a avaliacdo ambiental foram consideradas como parametros variaveis:
temperatura, pH, turbidez, oxigénio dissolvido, demanda bioquimica de oxigénio apds
cinco dias, nitrato, nitrito, nitrogénio amoniacal total, fosfato, solidos totais dissolvidos
e coliformes termotolerantes.

Com base nas analises ambientais, a avaliacdo da qualidade da agua foi feita
utilizando o indice de Qualidade da Agua (IQA), originalmente desenvolvido pela
National Sanitation Foundation (NFS) dos Estados Unidos, e adaptado aos sistemas
l6ticos sul brasileiros por Moretto et al. (2012). Os calculos do IQA forma feitos utilizando
o programa IQAData, desenvolvido por Posselt et al. (2015). Atabela 1 apresenta as
faixas de qualidade da agua para interpretacéo do valor de IQA.

Faixas de IQA Classificacao da qualidade da agua
0-25 Muito Ruim
26 — 50 Ruim
51-70 Regular
71-90 Bom
91 -100 Excelente

Tabela 1. Faixas de qualidade de agua para o IQA. Retirado de Posselt et al. (2015).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Testes ecotoxicologicos

No teste ecotoxicoloégico com exposi¢cao aguda (48h) de D. magna (20 individuos/
amostra) encontrou-se mortalidade em algumas amostras (Tab. 2).

Sobrevivencia - %
Amostras Set/15 Dez/15 Mar/16 Jun/16

P1 100 100 100 95
P2 100 100 100 95
P3 95 90 95 95
P4 100 100 95 100
P5 100 100 100 100
P6 100 100 100 100
P7 100 100 100 100
P8 100 100 95 85
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P9
P10
P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P20

100
100
100
90
100
95
100
100
85
90
0
95

100
100
100
100
90
100
90
80
90
100
90
100

100
100
100
100
90
90
100
95
90
100
90
90

100
100
100
100
100
85
95
100
90
90
90
90

Tabela 2 — Taxa de Sobrevivéncia em D. magna utilizando Ensaio Ecotoxicologico referente as

amostras.

A norma brasileira ABNT 12713 (2009), classifica as amostras “ndo ‘tdxicas”,

quando D. magna apresentar sobrevivéncia superior a 80%. Ou seja, com execao de

P19 na coleta de Setembro de 2015, nenhuma amostra foi enquadrada como tdxica

conforme a mesma.

3.2 Testes genotoxicologicos

Os testes genotoxicoldgicos realizados através do EC em D. magna revelam

genotoxicidade para algumas amostras, tanto para FD quanto para ID (Tab. 3, 4,5 e

6).
Set/15
FD ID
Amostras Média DP Mediana P Média DP Mediana P

CN 1 + 0,1642 1,061 1 + 0,2999 1,059
P1 1,97 = 0,375 1,97 0,0079** 1,929 + 0,491 1,765 0,0079**
P2 1,727 = 0,2235 1,818 0,0079** 1,776 + 0,3206 1,824 0,0159*
P3 1,636 =+ 0,3151 1,515 0,0079** 1,541 + 0,2833 1,529 0,0238*
P4 1,485 =+ 0,6746 1,364 0,1746 1,471 + 0,8161 1,294 0,4444
P5 1,576 = 0,1642 1,667 0,0079** 1,482 + 0,1523 1,471 0,0238*
P6 2,364 + 0,1809 2,348 0,0079** 2,176 + 0,2461 2,118 0,0079**
P7 2,303 =+ 0,6352 2,273 0,0079** 2,224 + 0,6582 2 0,0079**
P8 1,561 =+ 0,6574 1,742 0,127 1,388 + 0,6663 1,471 0,2063
P9 2,227 =+ 0,6122 2,045 0,0079** 2,071 + 0,5724 1,765 0,0079**
P10 2515 + 0,4094 2,652 0,0079** 2,541 + 0,554 2,529 0,0079**
CN 1 + 0,1708 0,9929 3,07 + 0,6234 3,158
P11 1,064 = 0,252 1,064 0,7381 3,526 + 1,114 3,333 0,5873
P12 1,078 =+ 0,2452 1,028 0,8016 3,702 + 1,105 3,596 0,5
P13 0,8582 + 0,2384 0,8865 0,3095 2,667 + 0,6924 2,632 0,3889
P14 0,9574 + 0,1893 0,922 0,6825 3,228 0,5832 2,895 0,7302
P15 1,064 =+ 0,2352 1,028 0,7302 4,105 + 0,8737 3,947 0,1111
P16 0,9504 =+ 0,283 0,7801 0,6905 3,228 + 0,9103 2,719 0,881
P17 1,142 =+ 0,2104 1,17 0,246 4,211 + 1,099 4,298 0,0952
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P18 1,156 = 0,3799 0,922 0,8492 4,281 + 1,499 3,596 0,2381
P20 1,248 = 0,09179 1,206 0,0476 5,018 + 0,6517 5,175 0,0079**

+
4+

+
I+

Tabela 3 - Resultados de FD (Frequéncia de Dano) e ID (indice de Dano) em D. magna referente
ao Controle Negativo (CN) e as amostras para a amostragem de Setembro de 2015.

Utilizou-se o teste de Mann-Whitney, comparando cada amostra contra o CN (¥*p<0,05; **p<0,01 ***p<0,001,
*#xx%00,0001).

Observa-se que as amostras, P1, P2, P3, P5, P6, P7, P9 e P10, foram capazes
de gerar alteracbes ao material genético do organismo-teste, tanto em FD como para
ID, além de P20 somente para ID. Levando em considera¢do apenas os valores da
FD de cada amostra e comparando os mesmos com a FD do CN, verifica-se que P10
apresentou a maior resposta genotoxicologica (2,5 vezes maior). Em relacéo a ID, a
amostra com diferenca mais relevante em comparacao ao CN foi P20 (5 vezes maior).

Dez/15
FD ID
Amostras Média DP Mediana P Média DP Mediana P

CN 1 + 0,2248 0,9052 1 + 0,2784 1,242

P1 1,302 =+ 0,1234 1,293 0,0952 1,265 + 0,1727 1,424 0,0952
P2 1,069 =+ 0,1196 1,078 0,381 1,02 + 0,1542 0,9934 0,6667
P3 0,9655 =+ 0,1542 0,9052 0,9365 1,007 + 0,1939 0,894 0,8016
P4 1,121 + 0,3448 1,034 0,6508 1,179 + 0,3647 1,192 0,4444
P5 0,8879 =+ 0,2869 0,9914  >0,9999 0,894 + 0,3193 0,9934 0,8492
P6 0,7328 =+ 0,1056 0,7759 0,0238 0,8013 =+ 0,1743 0,7616 0,2063
P7 0,9569 =+  0,2031 0,9483 0,8175 0,9934 =+ 0,3115 0,8278 0,8968
P8 0,8966 + 0,09345 0,8621 0,6508 0,9536 + 0,1879 0,8278 0,9048
P9 1,095 0,3087 1,164 0,5 1,172 + 0,4421 1,258 0,5317
P10 0,8707 = 0,28 0,8621 0,5159 0,9404 =+ 0,3283 0,9934 0,8016
CN 1 + 0,1016 0,9804 1 + 0,09803 1,015

P11 1,441 +  0,3053 1,471 0,0238* 1,511 + 0,2843 1,579 0,0317*
P12 1,51 + 0,1487 1,52 0,0079** 1,526 + 0,2169 1,617 0,0079**
P13 1,343 +  0,4051 1,225 0,0397* 1,474 + 0,5735 1,316 0,0317*
P14 1,078 = 0,1511 1,127 0,3889 1,023 + 0,1258 1,015 0,7302

P15 1,078 + 0,2219 1,127 0,6905 1,113
P16 1,176 0,104 1,176 0,0556 1,135
P17 0,9412 0,1527 0,8824 0,4762 0,8647
P18 0,8039 0,08905  0,8333 0,0238 0,7519
P19 09118 =+ 0,2154 0,9804 0,754 0,8421
P20 1,225 =+ 0,1733 1,176 0,0397* 1,286

H+

0,2544 1,165 0,4921
0,1201 1,053 0,1984
0,148 0,8271 0,1429
0,1096 0,7895 0,0159
0,2387 0,9399 0,254
0,3105 1,203 0,0794

H

H+

+
H+

H+
+ W

H+

Tabela 4 - Resultados de FD (Frequéncia de Dano) e ID (indice de Dano) em D. magna referente
ao Controle Negativo (CN) e as amostras para a amostragem de Dezembro de 2015.

Utilizou-se o teste de Mann-Whitney, comparando cada amostra contra o CN (*p<0,05; **p<0,01 ***p<0,001,
*xx%00,0001).

As amostras com potencial genotdxico em Dezembro de 2015 foram, P11, P12 e
P13, tanto para FD como ID, e P20 somente para FD. O ponto com o valor da FD mais
alterado foi P11 (1,44 vezes maior que CN), ja para ID o valor mais alto foi para o P12
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(1,5 vezes maior que CN).

Mar/16
FD ID
Amostras Média DP Mediana P Média DP Mediana P

CN 1 + 0,1667 1 1 + 0,1532 1,009

P1 1,244 + 0,2026 1,222 0,0794 1,246 = 0,3064 1,228 0,1746
P2 1,122 = 0,1438 1,111 0,373 1,14 = 0,1886 1,053 0,3333
P3 1,189 =+ 0,1648 1,167 0,1429 1,237 = 0,171 1,316 0,0714
P4 1,033 = 0,2767 1,056 0,6429 1,026 = 0,2968 1,053 0,5238
P5 1,333 + 0,08784 1,333 0,0079** 1,325 + 0,1135 1,36 0,0159*
P6 1,333 =+ 0,3447 1,278 0,0476* 1,281 + 0,3528 1,272 0,1349
P7 1,167 =+ 0,3664 1,167 0,4127 1,132 =+ 0,4594 1,053 0,8889
P8 1,344 = 0,35 1,333 0,0873 1,298 =+ 0,3032 1,36 0,1111
P9 1,467 =+ 0,3841 1,389 0,0556 1,447 =+ 0,4241 1,184 0,0556
P10 1,044 + 0,09938 1,056 0,5952 1,026 + 0,1101 1,009 0,8889
CN 1 + 0,1266 0,9906 1 + 0,1329 0,9295

P11 1,717 = 0,155 1,792 0,0079** 1,885 =+ 0,3492 1,891 0,0079**
P12 1,66 =+ 0,2779 1,604 0,0079** 1,603 =+ 0,3149 1,731 0,0317*
P13 1,472 = 0,3735 1,509 0,0794 1,936 =+ 0,8936 1,955 0,119
P14 1,632 =+ 0,3031 1,651 0,0079** 1,686 =+ 0,4513 1,731 0,0317*
P15 1,519 = 0,1126 1,462 0,0079** 1,628 =+ 0,3372 1,538 0,0079**
P16 1,179 = 0,1916 1,085 0,1429 0,9487 =+ 0,1371 0,8974 0,4444
P17 1,934 = 0,1796 1,887 0,0079** 2,436 0,4572 2,372 0,0079**
P18 0,7519 = 0,1096 0,7895 0,0079 1,731+ 0,3813 1,603 0,0079**
P19 1,151 + 0,2177 1,179 0,4127 1,071 + 0,2836 1,154 0,873
P20 1,387 = 0,2575 1,321 0,0079** 1,442 + 0,5958 1,218 0,0397*

Tabela 5 - Resultados de FD (Frequéncia de Dano) e ID (indice de Dano) em D. magna referente

ao Controle Negativo (CN) e as amostras para a amostragem de Marco de 2016.

Utilizou-se o teste de Mann-Whitney, comparando cada amostra contra o CN (¥*p<0,05; **p<0,01 ***p<0,001,

%% <0,0001).

Na coleta de Marco de 2016, os pontos enquadrados como genotoxicos foram
P5, P11, P12, P14, P15, P17 e P20, tanto para FD como para ID, e P6 somente para
FD e P18 somente para ID. Dentre esses, mais uma vez P11 apresentou a maior FD

(1,7 vezes maior que CN), para ID, P17 obteve o maior valor (2,4 vezes maior que CN).

Ensaios nas Ciéncias Agrarias e Ambientais

Capitulo 10

112



Jun/16

FD ID
Amostras  Média DP Mediana P Média DP Mediana P

CN 1 + 0,2175 1,116 1 + 0,2551 1,08

P1 1,041 + 0,1969 1,033 0,5079 0,9877 =+ 0,1328 1,049 0,9841
P2 1 + 0,1443 0,9091 0,9399 0,9938 =+ 0,1298 0,9568 >0,9999
P3 1,066 + 0,1287 1,033 0,6905 1,154 + 0,1754 1,204 0,3333
P4 1,025 + 0,1383 1,033 0,9683 1,167 =+ 0,2712 1,08 0,4524
P5 1,008 + 0,1294 1,033 0’9;99 1 + 0,126 0,9877 >0,9999
P6 0,9256 + 0,1389 0,9504 0,4603 0,9815 =+ 0,1981 0,9568 0,6667
P7 0,9835 + 0,1473 0,9917 0’9;99 1,037 + 0,1983 1,019 0,9365
P8 1,14 + 0,2455 1,24 0,1984 1,346 + 0,355 1,142 0,1587
P9 1,116 + 0,07731 1,116 0,6746 1,302 + 0,192 1,296 0,1429
P10 1,116 + 0,1054 1,116 0,5079 1,401 + 0,2357 1,265 0,0556
P11 1,24 + 0,1132 1,24 0,0635 1,29 + 0,09613 1,327 0,0397*
P12 1,479 + 0,4549 1,322 0,1111 2,284 1,186 2,253 0,0159*
P13 1,132 + 0,1507 1,074 0,5952 1 + 0,1754 1,049 0,8571
P14 1,14 + 0,1719 1,157 0,2857 1,253 + 0,266 1,327 0,119
P15 1,174 + 0,2275 1,157 0,4127 1,272 + 0,3814 1,235 0,2302
P16 1,339 + 0,4579 1,198 0,2143 2,025 =+ 0,9126 1,975 0,0238*
P17 1,231 + 0,1287 1,198 0,127 1,463 + 0,2031 1,574 0,0238*
P18 0,7438 =+ 0,1371 0,7025 0,0873 0,7099 =+ 0,18 0,6481 0,0317
P19 1,322 + 0,337 1,24 0,1111 2,043 + 1,014 1,759 0,0397*
P20 1,442 + 0,5958 1,218 0,0952 1,442 + 0,5958 1,218 0,2063

Tabela 6 - Resultados de FD (Frequéncia de Dano) e ID (indice de Dano) em D. magna referente
ao Controle Negativo (CN) e as amostras para a amostragem de Junho de 2016.

Utilizou-se o teste de Mann-Whitney, comparando cada amostra contra o CN (¥*p<0,05; **p<0,01 ***p<0,001,
*xx%020,0001).

Em junho de 2016, os pontos, P11, P12, P16, P17 e P19 apresentaram
genotoxicidade somente para ID. Dentre esses se destacou P12, com ID 2,3 vezes
maior que CN.

De forma evidente, os resultados apontaram diferengas de toxicidade em relagcéo
aos testes de ecotoxicidade e genotoxicidade. A ecotoxicidade aguda enquadrou
apenas uma amostra, o ponto de coleta P19, e para apenas um periodo, setembro de
2015, como tbxica. Entretanto, do ponto de vista das analises convencionais fisicas,
guimicas e microbioldgicas, este ponto de coleta, nesta época do ano, foi classificado
como tendo um indice de Qualidade da Agua (IQA) “bom”, que corresponde a aguas
das Classes de Uso 1 e 2 do CONAMA (KLAMT et al., 2017), caracterizadas como
aguas de boa qualidade apropriadas para o consumo humano, ap6s tratamento
convencional, a protecdo das comunidades aquaticas e a recreagdo de contato
primario (balneabilidade), dentre as suas principais caracteristicas (BRASIL, 2005).

Os resultados obtidos nos ensaios agudos, que enquadraram apenas uma

Ensaios nas Ciéncias Agrarias e Ambientais Capitulo 10 113



amostra como toxica, diferem dos resultados obtidos aplicando o Ensaio Cometa,
que mostraram genotoxicidade em todos os pontos de coleta, em pelo menos um
periodo de amostragem, com excec¢éo dos pontos de coleta P4 e P8. Estes resultados
coincidem com aqueles de Palma et al. (2016), onde os autores concluiram que o
ensaio agudo nao é um bom indicador para a classificacao do estado da qualidade de
aguas, pois € dependente da presenca de concentragdes suficientemente elevadas,
que se traduzam no comprometimento da sobrevivéncia do organismo. Isto ndo é
sinbnimo da auséncia de tais substancias, nem da ineficacia da sua ag¢do. Klaassen
e Watkins (2012), por sua vez, reforcam a necessidade da complementacdo de
testes ecotoxicoldégicos com genotoxicol6gicos, uma vez que somente a avaliagdo da
toxicidade aguda pode nao detectar produtos quimicos de baixa toxicidade capazes
de gerar efeitos cancerigenos ou teratogénicos.

Do ponto de vista das analises convencionais, os pontos de coleta P4 e P8 que
ndo apresentaram genotoxicidade, foram classificados como tendo um IQA “bom”,
com excec¢ao do ponto P8 em setembro de 2015 e margo de 2016, que foi classificado
como tendo um IQA “regular”. Este IQA corresponde a aguas da Classe de Uso 3 do
CONAMA (KLAMT et al., 2017), que apresenta usos bem mais restritivos do que as
Classes 1 e 2, limitando-se ao consumo humano, apés tratamento convencional ou
avancado, recreacao de contato secundario e dessedentacao de animais, dentre as
suas principais caracteristicas.

Em relac&o as coletas que apresentaram as maiores genotoxicidades, tanto para
ID como para FD, em todas as épocas do ano, destacaram-se os pontos P10, P11,
P12, P17 e P20, tendo atingidos valores que variaram de 1,4 a 5 vezes o controle
negativo (CN). Conforme Bright et al. (2011), geralmente um aumento entre duas e
trés vezes da intensidade do dano, em relagdo ao controle negativo (CN), pode ser
classificado como um resultado biologicamente significativo, condi¢cdo que evidéncia a
presenca de substancias com efeito genotéxico.

Estes pontos de coleta caracterizaram-se por apresentar a maior genotoxicidade,
entretanto, do ponto de vista das analises convencionais, nestas quatro épocas do
ano, 65% destes pontos de coleta foram classificados como tendo um IQA “bom”,
qgue corresponde a aguas das Classes de Uso 1 e 2 do CONAMA, caracterizadas
como aguas de boa qualidade (KLAMT et al., 2017). Apenas o0s 35% restantes foram
classificados como tendo um IQA “regular”, que corresponde a aguas da Classe de
Uso 3 do CONAMA, considerados como pontos de coleta criticos (KLAMT et al., 2017).
Estes pontos foram o P10 (dezembro de 2015), P12 (setembro e dezembro de 2015 e
marco de 2016), P17 (setembro de 2015 e junho de 2016), P20 (marco de 2016).

Estes resultados demonstram, claramente, a importancia da utilizacéo de ensaios
de genotoxicidade como ferramenta de avaliagcao ambiental, destacando o Ensaio
Cometa, uma vez que permitem avaliar danos no DNA passiveis de reparo e que néao
alteram a vitalidade e viabilidade do organismo-teste, detectando alteracbes mesmo
em aguas consideradas de boa qualidade, como verificado nos 65% dos pontos de
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coleta que foram classificados como tendo um IQA “bom”, caracterizados como aguas
de boa qualidade, enquanto que do ponto toxicolégico estes pontos apresentaram a
maior genotoxicidade. Desta forma, a genotoxicidade observada ndo se associa as
variaveis que foram determinantes para a boa qualidade da agua verificada pelas
andlises convencionais (demanda bioquimica de oxigénio, oxigénio dissolvido, fésforo,
turbidez, nitrato e coliformes termotolerantes), uma vez que nao constituem um fator
genotoxico.

Neste contexto, a genotoxicidade observada poderia ser explicada considerando
a lixiviacdo de insumos agricolas empregados em lavouras prdéximas aos pontos de
coleta amostrados. Vera Cruz tem sua agricultura baseada no cultivo de tabaco, na
qual as principais empresas de processamento de tabaco estao instaladas, juntamente
com as cidades de Santa Cruz do Sul e Venancio Aires (SILVEIRA, 2015). O cultivo
de tabaco se caracteriza pelo uso intensivo de agrotéxicos que no intuito de combater
pragas, controle de doencas e otimizacao da produgao, séo aplicados em larga escala
no Brasil (GOULART e CALLISTO, 2003; TORRES, 2006; VALE, 2016).

De fato, numa pesquisa feita em municipios da Regido do Vale do Rio Pardo, RS,
onde foram selecionadas 146 unidades familiares de fumicultores de Santa Cruz do
Sul, Gramado Xavier e Sinimbu, durante novembro de 2000 a mar¢o de 2001, Lobo et
al. (2006) demonstraram que 100% das oito amostras do sistema float apresentaram
toxicidade ao organismo-teste, variando de pouco toxica a extremamente toxica, e
comprovando, desta forma, a alta toxicidade dos insumos utilizados para a producéao.
Segundo Lima (2000), devido as pressdes de organismos internacionais para a
eliminagdo do uso do brometo de metila das atividades agricolas, o complexo
agroindustrial fumageiro desenvolveu um novo pacote tecnologico para a producao
de mudas chamado de sistema “floaf’, onde as mudas sao produzidas em bandejas
que flutuam sobre uma lamina de agua previamente fertilizada e que dispensa o uso
do brometo. Entretanto, os demais agrotoxicos recomendados para as sementeiras
continuam sendo utilizados, com a soma de mais um produto especifico do novo
sistema (cobre Sandoz BR). Se o manejo for inadequado, a dgua do sistema float
escorre pelo terreno, contaminando o solo, podendo atingir rios e arroios.

Dados retirados da literatura (LIMA, 2000, HERMES, 2000) mostram que dos
agrotoéxicos utilizados no sistema float, os fungicidas Manzate ou Dithane (mancozeb),
sdo considerados altamente tdxicos, sendo aplicados 135g, de 5 a 6 vezes na
sementeira. O fungicida Rovral (iprodione), também é considerado altamente toxico
sendo aplicados 30g, de 4 a 5 vezes em 45m?2 na sementeira. Ja o inseticida Orthene
(acephate), também utilizado para as bandejas do sistema float, é considerado
moderadamente toxico para Daphnia magna e séo utilizados 60g de 3 a 4 vezes por
45m2.

Ainda, segundo os mesmos autores, dos pesticidas utilizados na lavoura nos
municipios de Santa Cruz do Sul, Gramado Xavier e Sinimbu, o Doser ou Lorsban
480 BR (clorpirifés) é considerado extremamente toéxico ao organismo-teste, sendo
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necessarios apenas 0,10ppb para causar efeito de imobilidade, sendo usados até 1L
por hectare e aplicado até duas vezes por safra. O pesticida Solvirex (disulfoton),
também é extremamente tdxico, sendo necessario apenas 13ppb para causar efeito
deletério a Daphnia magna, utilizando-se na lavoura 15Kg por hectare por safra.
Este também é o caso do Carbaryl Fersol pé 75 ou Sevin (carbaryl), que € aplicado
conforme a incidéncia de insetos, usando-se 15Kg por hectare por safra, sendo
necessarios apenas 6,4ppb para apresentar toxicidade ao organismo-teste. Ainda,
o herbicida Herbadox 500 CE (pendimethalin) é extremamente tdxico e o herbicida
Poast (sethoxydim), altamente toxico para Daphnia magna, sendo aplicados 1,5 - 3,0L
e 1,25 - 2,0L, respectivamente, por hectare, por safra.

Verificou-se, portanto, que séo estes insumos agricolas que apresentam a maior
probabilidade de serem os agentes tdxicos da regidao devido a fumicultura. Embora o
reconhecimento dos avangos tecnolégicos advindos da implementagcdo do sistema
float, tais como as condic¢des ideais para o desenvolvimento das mudas através de um
substrato especial, a partir dos dados obtidos por Lobo et al. (2006) pode-se verificar a
alta toxicidade da agua do sistema float para os organismos-teste. Esta agua do float
na maioria das vezes € descartada pura ou misturada com calcario diretamente no
solo, ou, fica dentro do sistema até evaporar por completo ou ser lavada pelas chuvas
tendo o mesmo destino. Embora tenha sido desenvolvido para utilizar uma menor
quantidade de agrotoxicos, particularmente a eliminagdo do brometo de metila, a 4gua
do sistema float ainda apresenta uma alta concentracdo de agrotdxicos altamente
toxicos, 0 que torna a dgua residual do sistema float altamente toxica.

Desta forma, pode-se inferir que ha uma alta probabilidade de que o uso de
agrotdxicos empregados em lavouras proximas aos pontos de coleta amostrados
tenha colaborado com valores significativos observados de genotoxicidade. De fato,
agrotoxicos em geral (herbicidas, fungicidas, inseticidas) sdo misturas quimicas
muito complexas e heterogéneas, sendo que varios dados experimentais revelaram
gue muitas destas substancias podem induzir alteragbes cromossémicas, mutacoes
e danos ao DNA ou as proteinas de sua estrutura em organismos vivos (GARAJ-
VRHOVAC e ZELJEZIC, 2001).

Segundo Pra et al. (2005), o Ensaio Cometa apresenta alta sensibilidade na
deteccédo de lesbes mesmo em organismos expostos a baixas concentracdes de
toxinas, o que explica as diferencas nos graus de toxicidade observados pelo emprego
de ensaios genotoxicolégicos. Observou-se que dos quatro periodos de coletas,
setembro de 2015 foi o periodo que enquadrou o maior niumero de pontos como
toxicos, atingindo 50% das amostras. Nesta época as lavouras de tabaco recebem
o transplante das mudas de fumo, ha o preparo do solo com a adubagéo, quimica e
organica (esterco) e uma aplicacao de agrotoxicos. Os agrotoxicos aplicados nalavoura
nesta etapa da safra sao para inibir o crescimento de ervas que possam diminuir ou
prejudicar o desenvolvimento do fumo. No entanto, a genotoxicidade foi encontrada em
todos os periodos amostrados, sendo valido ressaltar que o fumo tem suas atividades
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estendidas por quase todo o ano. Além disso, na maioria das propriedades no periodo
de entressafra as lavouras de tabaco dao espaco para outros cultivos, principalmente
milho e feijao (BELING, 2006).

Verificou-se, portanto, que a genotoxicidade variou ao longo do tempo, havendo
uma alta probabilidade de que influencias antropicas, tais como o uso de agrotdxicos
e insumos agricolas empregados em lavouras proximas as areas amostradas tenha
causado esse problema. Desta forma, Lobo et al. (2006) argumentam que ha uma
necessidade de trabalhos educativos junto aos agricultores por parte dos complexos
agroindustriais fumageiros, e destacam ainda, que o monitoramento ambiental é de
extrema importancia para garantir a preservacédo do meio ambiente e da saude do
trabalhador, condicéo que foi destacada, também, por Etges (2006) na sua pesquisa
sobre aspectos socioecondmicos e possibilidades de diversificagao entre os produtores
de tabaco na Bacia Hidrografica do Rio Pardinho, RS.

7 | CONCLUSOES

Do ponto de vista da avaliacdo toxicolégica d’agua das nascentes do Arroio
Andreas, RS, os resultados apontaram diferengas de toxicidade em relagao aos testes
de ecotoxicidade e genotoxicidade. A ecotoxicidade enquadrou apenas uma amostra,
ponto de coleta P19 em setembro de 2015, como tdxica. J& através do Ensaio Cometa,
observou-se genotoxicidade em todos os pontos de coleta, em pelo menos um periodo
de amostragem, com excec¢ao dos pontos de coleta P4 e P8.

Os pontos de coleta P10, P11, P12, P17 e P20 destacaram-se por apresentar as
maiores genotoxicidades, entretanto considerando as analises convencionais fisicas,
quimicas e microbioldgicas, 65% destes pontos de coleta foram classificados como
tendo um IQA “bom”, que corresponde a aguas das Classes de Uso 1 e 2 do CONAMA,
caracterizadas como aguas de boa qualidade. Assim, a genotoxicidade observada
nao se associa as variaveis que foram determinantes para a boa qualidade da agua
verificada pelas analises convencionais (demanda bioquimica de oxigénio, oxigénio
dissolvido, fosforo, turbidez, nitrato e coliformes termotolerantes), uma vez que nao
constituem um fator genotoxico.

Desta forma, pode-se inferir que ha uma alta probabilidade de que o uso de
agrotoxicos empregados em lavouras proximas aos pontos de coleta amostrados
tenha contribuido com os altos valores observados de genotoxicidade. O municipio de
Vera Cruz tem sua agricultura baseada no cultivo de tabaco, caracterizado pelo uso
intensivo de agrotdxicos que no intuito de combater pragas, controle de doencas e
otimizacdo da producao, sao aplicados em larga escala no Brasil.

Neste contexto, os resultados obtidos nesta pesquisa vém chancelar aimportancia
da complementacéo de testes comumente empregados para a avaliacao da qualidade
da agua, como os testes fisico-quimicos convencionais e de ecotoxicidade, com testes

Ensaios nas Ciéncias Agrarias e Ambientais Capitulo 10 117



genotoxicologicos, destacando o Ensaio Cometa como importante ferramenta de
avaliacao ambiental, uma vez que permitem avaliar danos no DNA passiveis de reparo
e que nao alteram a vitalidade e viabilidade do organismo-teste, detectando alteracoes
mesmo em aguas consideradas de boa qualidade.
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