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RESUMO

Ao longo dos anos, o solo tem recebido diversos contaminantes que podem comprometer
0s organismos e 0 ambiente. O modelo de agricultura convencional é o maior responsavel
por estas acOes, principalmente no Brasil, que hoje é considerado um dos maiores
consumidores de agrotoxicos do mundo. Em vista disso, a investigacdo desses
contaminantes e suas interacbes com 0 ecossistema sdo de extrema importancia. Este
estudo tem por objetivo avaliar a ecotoxicidade do extrato da fracao soltvel do solo de
dois manejos, convencional e organico, no assentamento Bela Vista do Chibarro. Para
tanto, foi proposto nesta pesquisa, 0 desenvolvimento de uma nova metodologia de
bioensaios ecotoxicoldgicos de solo utilizando um sistema multi-espécies em
microcosmos (MS-2) com dois organismos indicadores, sendo eles adultos de
Enchytraeus crypticus e sementes de Lactuca sativa. Foi realizada a extracdo da fracao
soltvel do solo e, a partir do extrato, foi determinada a presenca de glifosato e seu
principal metabolito, por cromatografia liquida de alta eficiéncia, aléem dos ensaios
ecotoxicoldgicos com o MS-2 e um teste complementar com Daphnia magna. Na
determinacdo cromatografica dos compostos, as concentracdes encontram-se abaixo do
limite de quantificacdo do método. Os ensaios ecotoxicoldgicos com a metodologia MS-
2 ndo mostraram diferenca significativa entre 0s manejos e no teste com D. magna, dois
pontos apresentaram toxicidade mediana. Portanto, os manejos agricolas ndo diferem,
uma vez que o assentamento é uma area heterogénea, com complexidade de manejos

empregados no local.

Palavras — chave: Agrotoxicos; Solo; Ecotoxicologia; Enchytraeus crypticus; Lactuca

sativa; Daphnia magna; Araraquara.



ABSTRACT

Over the years, the soil has received several contaminants that can compromise organisms
and the environment. The conventional agriculture model is the main responsible for
these actions, especially in Brazil, which today is considered one of the largest consumers
of pesticides in the world. In view of this, the investigation of these contaminants and
their interactions with the ecosystem are extremely important. The objective of this study
was to evaluate the ecotoxicity of the extract of the soluble fraction of the soil of two
managements, conventional and organic, in the Bela Vista do Chibarro settlement. In
order to do so, it was proposed in this research the development of a new methodology of
soil ecotoxicological bioassays using a multi-species system in microcosmos (MS-2) with
two indicating organisms, being Enchytraeus crypticus adults and Lactuca sativa seeds.
The soluble fraction of the soil was extracted and the presence of glyphosate and its main
metabolite was determined by high performance liquid chromatography, besides the
ecotoxicological tests with MS-2 and a complementary test with Daphnia magna. In the
chromatographic determination of the compounds, the concentrations are below the limit
of quantification of the method. The ecotoxicological tests with the MS-2 methodology
showed no significant difference between the treatments and in the D. magna test, two
points presented medium toxicity. Therefore, the agricultural management does not
differ, since the settlement is a heterogeneous area, with complexity of managements

employed in the place.

Keywords: Agrochemicals; Soil; Ecotoxicology; Enchytraeus crypticus; Lactuca sativa;

Daphnia magna; Araraquara.
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I.  INTRODUCAO

Historicamente, o solo tem sido utilizado como receptor de substancias
resultantes das atividades antropicas, que introduzem diversos compostos no ambiente,
sejam eles insumos ou outros contaminantes (MARION, 2011). Boa parte destes
compostos atinge o ambiente por aplicacdo direta ou dispersdo, comprometendo a satde
dos organismos e do proprio ambiente (ANDREA, 2010).

Com o aparecimento dos processos de transformacdo em grande escala, a partir
da Revolucdo Industrial, a liberacdo de poluentes para o ambiente e sua consequente
acumulacdo no solo e sedimentos sofreu mudancas drasticas, de forma e de intensidade.
Mudancas estas explicadas pelo uso intensivo dos recursos naturais e dos residuos

gerados pelo aumento das atividades urbanas, industriais e agricolas (CETESB, 2016).

Ao longo dos anos, a agricultura mundial aumentou sua produtividade e area
cultivada. O constante crescimento da populacdo e a crise de alimentos no mundo tém
levado a um aumento no uso de agrotdxicos para o controle de ervas daninhas, doencas e
pragas, e por consequéncia muitas substancias foram desenvolvidas, com funcionalidades
diferenciadas e comportamentos ambientais distintos. Deste modo, devido a intensiva
utilizacdo destes produtos quimicos e pela capacidade de formacdo de grandes
quantidades de residuos, ha uma maior preocupagdo em conhecer 0 comportamento e o
destino dos agrotoxicos nos diversos ecossistemas (ARAUJO, 2002; ARMAS e
MONTEIRO, 2005).

De acordo com Nunes (2010), a possibilidade de contaminacdo de aguas
superficiais e subterrédneas justifica o grande interesse pelo comportamento dos
agrotoxicos no solo, uma vez que esses compostos, quando sdo introduzidos, apresentam
como destino final os corpos d’agua. Nesse contexto a polui¢ao destes ecossistemas pode
ter consequéncias importantes para todas as formas de vida, como a alteracdo da
qualidade da atmosfera, da 4gua e do solo (ANDREA, 2010).

Cassal et al. (2014), afirmam que niveis elevados de contamina¢do humana e
ambiental por agrotdxicos, tém sido encontrados em regides agricolas no Brasil. Sdo
varios os fatores que contribuem para essa estatistica, como, por exemplo, a ampla
utilizacdo destes compostos, o0 desrespeito as normas de seguranca e a livre

comercializacdo. Além disso, o padrdo de desenvolvimento da agricultura tem
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contribuido significativamente na degradacdo dos recursos naturais, em virtude do

consumo exacerbado destes produtos.

1.1. Relacdo da agricultura e o uso de agrotdxicos

O inicio da agricultura esta ligado a uma série de transformacdes no conceito de
produzir, passando por vérias revolucdes agricolas, que visavam diminuir as restricdes do
ambiente e a necessidade de trabalho (DE ASSIS e ROMEIRO, 2002).

A partir dos anos 50, a agricultura moderna priorizou um modelo tecnolégico
denominado de Revolugdo Verde, com base no uso intensivo da mecanizacdo, adubos
minerais de alta solubilidade e agroquimicos. Esse tipo de agricultura pode provocar
contaminagdo de solos, agua e ar, além de causar resisténcia de pragas. Durante esse
periodo, a agricultura se desenvolveu expressivamente provocando inimeros impactos ao
ambiente. (KAMIYAMA et al., 2011).

Esse modelo de agricultura praticado é direcionado aos grandes produtores e
contribui tanto para o aumento da producéo no meio rural como para a liberagdo de méo
de obra e o crescimento das industrias (MARIANI e HENKES, 2015).

De acordo com o Art. 2° da Lei n°® 7.802, de 11 de Julho de 1989, a “Lei dos
agrotoxicos”, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, s&o considerados

agrotoxicos:

a) os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas,
nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢édo da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos;

b) substancias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento (BRASIL, 1989).

Regulamentando essa lei, o Decreto n° 4.074, de 04 de Janeiro de 2002,
estabelece que as avaliagbes dos produtos ou substancias para fins de registro ou
reavaliagdo de registro sdo competéncias da ANVISA, vinculada ao Ministério da Saude,
do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA,
vinculado ao Ministério do Meio Ambiente, e do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento — MAPA (BRASIL, 2002).
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A utilizacdo dos agrotoxicos na agricultura iniciou-se na década de 1920, quando
ainda eram pouco conhecidos do ponto de vista ecotoxicologico. Durante a Segunda
Guerra Mundial foram empregados como arma quimica, a partir de entdo, seu uso se
expandiu imensamente e a producdo industrial mundial chegou a produzir milhares de
toneladas de agrotdxicos por ano. No Brasil, primeiramente foram utilizados em
programas de sadde publica, como combate a vetores e controle de parasitas e, a partir de
1960, seu uso foi intensificado na agricultura (OPAS/OMS, 1996).

Em 2003 foi criado o Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em
Alimentos (PARA) da ANVISA através da RDC 119/03, com o objetivo de avaliar e
promover a qualidade dos alimentos em relagdo ao uso de agrotoxicos e afins. Desde
entdo, esse programa contribui para a seguranca alimentar, visando prevenir intoxicagoes
agudas ou crénicas que podem resultar da exposicao dietética indevida a esses compostos
(ANVISA, 2016). Segundo um dossié realizado pela Associacdo Brasileira de Saude
Coletiva — ABRASCO, um terco dos alimentos consumidos cotidianamente pelos
brasileiros esta contaminado pelos agrotoxicos (CARNEIRO et al., 2015).

De acordo com Ministério do Meio Ambiente, o comportamento destes
compostos no ambiente é complexo. Independente do modo de aplicacdo podem atingir
0 solo e os corpos d’agua, devido principalmente as chuvas, que promovem a deriva, a
lavagem das folhas tratadas e a lixiviacdo. Essas substancias sofrem processos fisicos,
quimicos ou biologicos, que podem modificar as suas propriedades e influenciar no seu
comportamento, inclusive com a formacdo de subprodutos com propriedades
absolutamente distintas do produto inicial e cujos danos a saide ou ao ambiente também
séo diferenciados (BRASIL, 2016).

Gordon et al. (2005) consideram a agricultura convencional uma das principais
atividades humanas consumidoras de agua. Estima-se que 70% da agua doce do planeta
sdo destinadas a irrigacdo, sendo esta atividade apontada como uma relevante fonte
poluidora dos recursos hidricos (DIAZ & ROSENBERG, 2008).

Sob determinadas condig¢des de solo e clima, 0 uso excessivo ou 0 manejo
inadequado dos fertilizantes, pode promover a eutrofizacdo das aguas. A erosdo e outras
formas de degradacdo do solo séo outros problemas proporcionados pela agricultura
intensiva. (Rosset et al. 2014; Mori et al., 2009).
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Ademais, o desmatamento das florestas com mata nativa, em vista da abertura
de novas fronteiras agricolas vem ocorrendo ano apés ano (EHLERS, 1996). Com a
retirada da vegetacdo, o ciclo natural é rompido e o retorno de matéria organica para o
solo é minimizado. Com o passar do tempo, a qualidade do solo diminui, a matéria
organica deixada pelas culturas ndo é suficiente e as propriedades do solo vao se
desgastando. O revolvimento excessivo destroi sua estrutura, tornando o solo mais
suscetivel ao processo erosivo e de desertificagdo, além de sua compactacdo (POSSENTI
et al., 2007).

Parte destes compostos tem a capacidade de se dispersar no ambiente, e outra
parte pode se acumular no organismo humano, inclusive no leite materno, que ao ser
consumido pelos recém-nascidos pode provocar agravos a salde, uma vez que eles séo
mais vulneraveis e por se alimentarem, quase exclusivamente desse alimento até os seis
meses de idade (CARNEIRO et al., 2015).

O uso indiscriminado de agrotoxicos também tem como resultado intoxicagdes
entre os trabalhadores rurais, expostos diretamente a estes produtos, bem como entre
pessoas que se contaminam por meio da ingestdo de alimentos com elevadas doses de
agrotoxicos, tornando-se um problema de sadde publica (PIGNATI, 2011). Sdo inimeros
os estudos que associam 0 uso de agrotoxicos aos efeitos nocivos na salde humana
(ANDREOLI et al., 2000; MOREIRA et al., 2002; HIROMI HOSHINO et al., 2008;
CASSAL et al., 2014)

Carneiro et al. (2015) demonstram que os efeitos observados sobre essa
exposicdo envolvem sintomas neurol6gicos menos severos como dor de cabeca, tontura,
nausea, vomito e excessivo suor, e 0S mais perigosos como o desenvolvimento de
fraqueza muscular e bronquiespasmos, podendo progredir para convulsdes e coma. Pode
levar também ao aumento do risco de doencas neurodegenerativas, como a Doenca de
Parkinson. Algumas manifestagdes de intoxicacdo por agrotdxicos observadas sdo a
diminuicdo das defesas imunoldgicas, anemia, impoténcia sexual masculina, cefaleia,
insbnia, alteracbes da pressdo arterial, alteragdes do humor e distdrbios do

comportamento, como surtos psicoticos.

O uso de agrotoxicos tem se difundido na agricultura, especificamente no Brasil
onde sdo extremamente relevantes no modelo de desenvolvimento da agricultura.
Atualmente, o pais é considerado um dos maiores consumidores do mundo, sendo 60%

dos produtos comercializados no pais, 0s herbicidas e inseticidas (CASSAL et al., 2014).
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O Ministerio da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) apresenta um
resumo dos registros de agrotoxicos e afins, todos disponibilizados ao agricultor
brasileiro. Somente no ano de 2016, 277 produtos obtiveram registro, sendo destes 75
quimicos formulados, ou seja, aqueles obtidos a partir de produto técnico ja registrado, e
24 organicos, formulados para agricultura organica, e até o final de 2017, ja foram

registrados mais 405 produtos para o consumo (Tabela 1) (BRASIL, 2018a).

Tabela 1 - Resumo do Registro de agrotoxicos e afins no MAPA, de 2010 a 2017.

2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017
PT 3 2 1 3 4 2 2 4
PTE 35 62 64 45 80 43 | 160 | 178
PF 32 20 15 23 23 15 28 52
PF/PTE 28 49 72 28 33 50 47 | 127
Pre-Mistura 2 0 0 0 0 1 4
Bioldgico 4 10 4 5 0 5 14 19
Extrato 0 0 1 1 0 1 0
Bioldgico/Orgéanico 0 12 5 7 23 24 21
Extrato/Organico 0 0 0 0 0 1 0 0
Total Geral 104 | 146 | 168 | 110 | 148 | 139 | 277 | 405

Legenda: PT = Produto Técnico; PTE = Produto Técnico Equivalente; PF = Produto Formulado; PF/PTE
= Produto formulado a base de produto técnico equivalente; Bioldgico = Produto Formulado Biol6gico ou
Microbioldgico; Extrato = Produto Formulado a base de Extrato Vegetal; Biolégicos/Organicos e

Extrato/Organico = Produtos Formulados para a Agricultura Organica.

Fonte: Adaptado de Brasil (2018a).

Os agrotoxicos sdo classificados quanto a sua toxicidade e quanto a sua
periculosidade ambiental. O Ministério da Saude emite um parecer quanto as classes
toxicoldgicas destes produtos, e em seu rétulo deve constar uma faixa colorida referente
a essa classificagdo (Quadro 1) (ANVISA, 1992). J4 o sistema de Avaliacdo do potencial
de periculosidade ambiental desenvolvido no IBAMA compreende 0s parametros
transporte, persisténcia, bioconcentracéo e ecotoxicidade, onde casa um é classificado em
funcdo dos correspondentes resultados dos estudos fisico-quimicos e ecotoxicoldgicos
(Quadro 2) (IBAMA, 2018).
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Quadro 1 - Classificagéo toxicoldgica dos agrotéxicos, segundo ANVISA.

Classe toxicologica Cor da faixa
Classe | Produtos Extremamente ToOxicos
Classe Il Produtos Altamente Toxicos
Classe 111 Produtos Medianamente Toxicos
Classe IV Produtos Pouco Toxicos

Fonte: ANVISA (1992).

Quadro 2 - Classificagdo dos agrotoxicos quanto ao seu Potencial de Periculosidade Ambiental,

segundo IBAMA.

Classe | Produto ALTAMENTE PERIGOSO ao meio ambiente
Classe 11 Produto MUITO PERIGOSO ao meio ambiente
Classe 111 Produto PERIGOSO ao meio ambiente
Classe IV Produto POUCO PERIGOSO ao meio ambiente

Fonte: IBAMA (2018).

Dentre os agrotdxicos, os herbicidas sdo os mais utilizados nas lavouras com o

objetivo de controlar as ervas daninhas e aumentar a eficiéncia na producao agricola, seja

na pré ou pos-emergéncia das culturas (SILVA, 2009).

Segundo Oliveira Jr., Constantin e Inoue, (2011) e Marchi, Marchi e Guimaraes

(2008), os herbicidas podem ser classificados de acordo com caracteristicas de cada um,

permitindo estabelecer grupos afins com base na seletividade, época de aplicagdo, forma

de aplicacdo e movimentacdo na planta e no seu o0 mecanismo de acdo, descritos na Tabela

2.
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Tabela 2 - Diferentes classificacfes dos herbicidas.

Restringem severamente o
crescimento de plantas daninhas
numa cultura, sem prejudicar as
Seletividade espécies de interesse.

Seletivos

S&o aqueles com amplo espectro
Né&o seletivos de acdo, capazes de matar a
maioria das plantas.

Para controlar a populagao inicial
Pré-plantio de plantas daninhas e como
dessecantes.

Na pré-emergéncia a aplicacéo
ocorre apos a semeadura, mas
antes da emergéncia da cultura.

Epoca de
aplicacao

Pds-plantio - o e,
Na pds-emergéncia a aplicacao é

realizada para dessecacdo antes do
plantio direto da cultura.

Movem-se das raizes para as
Aplicados ao solo folhas por translocacdo via
xilema.

Causam danos apenas nos pontos
de contato e ndo se movem nos
sistemas internos das plantas.

Forma de Com acéo de
aplicacdo e contato

translocacéo Aplicados as

folhas Movimentam-se para 0s pontos de

Com acéo crescimento das plantas, sendo
sistémica translocados via xilema ou
floema.

Fonte: Oliveira Jr., Constantin e Inoue, (2011) e Marchi, Marchi e Guimar&es (2008).

Outra classificacdo dos herbicidas leva em consideracdo o mecanismo de acao
na planta. Esse mecanismo de agdo esta relacionado ao primeiro passo bioquimico ou
biofisico no interior das células a ser inibido pela atividade herbicida. Esse processo pode
ser suficiente para matar as espécies sensiveis, entretanto, diversas outras reacoes
qguimicas ou processos Sd0 necessarios para se matar uma planta, cujo somatorio é
denominado modo de acdo. Os herbicidas geralmente inibem a atividade de uma enzima
e/ou proteina na célula e, como consequéncia desencadeiam uma serie de eventos que
matam ou inibem o desenvolvimento do organismo (VIDAL, 1997). O Quadro 3 mostra
os locais de aplicacdo e a movimentagdo dos herbicidas, bem como seus mecanismos de

acdo e grupos quimicos.

Segundo 0 AGROFIT — Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios, uma ferramenta

de consulta publica dos produtos agrotdxicos e afins registrados no MAPA, existem hoje
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652 herbicidas registrados (BRASIL, 2018b). Dentre estes, o glifosato é um dos mais
empregados na atualidade, dominando mais da metade do mercado mundial (JACOBI,
GIATTI e FERRAZ DE TOLEDO, 2016). De acordo com alguns agricultores do
assentamento Bela Vista do Chibarro, é o herbicida mais utilizado nas plantacdes, seja
em culturas de cana de acucar, milho ou soja, no entorno de suas propriedades, como em

suas proprias plantacdes.
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Quadro 3 - Resumo da classificacédo dos herbicidas, incluindo forma de aplicacéo e translocacéo,

mecanismo de ac¢ao e grupos quimicos.

Aplicacéo -
Movimentacao Mecanismos de acao Grupo quimico
na planta
Inibidores de diterpeno Isoxazolidinona
Inibidores da sintese de
Inibidores de hidroxifenilpiruvato Isoxazole
pigmentos dioxigenase
Inibidores da sintese da L
. . Piridazinona
fitoenodesidrogenase
He_rb|C|das Inibidores de crgsmmento Carbamotioatos
Aplicados ao L da parte aérea
Inibidores de — .
Solo . Inibidores do crescimento .
crescimento de . . Acetamidas
A da parte aérea e das raizes
plantulas — —
Inibidores da polimerizagéo - -
. Dinitroanilina
de tubulina
- . o Triazina
Inibidores de Fotossistema I, sitio A .
. Uracila
fotossistema 1 - — —
Fotossistema 1, sitio B Feniluréia
Inibidores de fotossistema 11 Benzotiadiazoles
- Difenileter
He_rb|C|da§ Inibidores da protoporfirina e
Aplicados as Dearadad oxidase (Protox) Ariltriazolina
Folhas — por egradadores Fenilftalimida
ntato de membrana — - ——
co celular Inibidores de fotossistema | Bipiridilos
Inibidores (;io mgta}bollsmo Aminoacido fosforilado
do nitrogénio
Fenoxi
Reguladores de crescimento Acido benzdico
Acido carboxilico
He_rbicida§ Inibidores da S|nte§e_ de aminoacidos Derivados de glicina*
Ap||Cados as aromaticos
Folhas — Inibid da sintese d inoacidos d Sulfoniluréia
sistémicos nibidores da sintese de aminoacidos de Imidazolinona

cadeia ramificada

Triazolopirimidina

Inibidores da sintese de lipideos

Avriloxifenoxipropionato
Ciclohexanodiona

* dentre os herbicidas derivados da glicina, destaca-se o glifosato.

Fonte: Adaptado de Marchi, Marchi e Guimaraes (2008).
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1.2. Herbicida glifosato e seu metabdlito AMPA

O glifosato é um herbicida de largo espectro, ndo seletivo, sisttmico e pos-
emergente. Pertence ao grupo quimico das Glicinas, recebendo o nome quimico de N-
(Fosfonometil)-glicina (ARAUJO, 2002).

Comercializado desde 1970 como principio ativo do Roundup®, foi
desenvolvido pioneiramente pela Monsanto e seus resultados em campo o tornaram um
dos herbicidas mais utilizados no mundo (WHO, 1994). Pode ser aplicado em culturas de
banana, cana de aclcar, milho, soja, trigo e pastagens, entre outras, utilizado como
maturador para eliminacdo de soqueira de cana de agucar, no controle da rebrota em

florestas de eucalipto e como dessecante nas culturas de soja (ANVISA, 2017).

No tocante da classificagdo toxicoldgica, as informacgdes sdo discordantes.
Segundo monografia dos agrotoxicos, disponibilizada pela ANVISA (2017), o glifosato
pertence a Classe IV, sendo considerado pouco toxico. J& o rétulo do produto, com faixa
amarela, informa que este herbicida pertence Classe Il, portanto altamente toxico. Quanto
a classificacdo do potencial de periculosidade ambiental, é considerado produto perigoso

ao meio ambiente, pertencendo a classe Il1.

O principal metabolito do glifosato, o acido aminometilfosfénico (AMPA), é
decorrente da sua degradacédo por acdo microbioldgica. Embora tenha toxicidade baixa, o
AMPA é mais persistente que o glifosato no ambiente (SOUZA et al., 2006).

Alguns estudos apontam a variacdo da meia-vida do glifosato e AMPA em solo.
TONI et al. (2006) afirmam que o glifosato varia de menos de uma semana até alguns
meses, dependendo dos teores de argila e matéria organica e do nivel de atividade
microbiana. Enquanto para SOUZA et al. (2006), o AMPA varia entre 119 e 958 dias.
Segundo Giesy et al. (2000) a variacao pode ser de 2 a 197 dias para o glifosato e de 76
a 240 dias para 0 AMPA. E ainda, VEIGA et al. (2001) demonstraram uma dissipacédo

rapida do glifosato no solo, na qual era quase total um més depois da aplicacao.

No ambiente, as concentra¢Ges mais altas de glifosato e AMPA s&o encontradas
no solo, e devido a sua réapida adsor¢éo, o glifosato ndo é facilmente lixiviado, sendo
pouco provavel a contaminacdo de aguas subterraneas (AMARANTE JUNIOR et al.,
2002a).
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Apesar do glifosato ndo ser persistente no meio ambiente, o conhecimento
detalhado sobre sua biodegrada¢do, bem como sobre os grupos de microrganismos
capazes de degradar este composto é relativamente pequeno (PRATA, 2002). Além disso,
0 aparecimento da soja transgénica, resistente a ele, tem aumentado a preocupacgéo
ambiental devido, principalmente, a maior dosagem na aplicacé@o do herbicida em campos
cultivados, sendo necessarios varios estudos sobre o comportamento do glifosato em
solos de paises tropicais (ARAUJO, 2002).

Neste contexto, o modelo de agricultura, conhecido atualmente como
“convencional”, ndo supre as necessidades alimentares da populacao, além de impactar
no cenario socioecondmico e ambientalmente sustentavel. Como forma de mudanca
frente estes obstaculos, movimentos de solucGes alternativas ganham forca (SANTOS et
al., 2012; FARIAS, 2015).

1.3. Agricultura organica como alternativa

Nas Gltimas décadas, o interesse dos cientistas pelos sistemas organicos de
cultivo tem aumentado, especialmente em comparacgéo a agricultura convencional. Esses
sistemas fazem parte do conceito abrangente de agricultura alternativa, o qual envolve
também outras correntes, tais como: agricultura natural, agricultura biodinamica,
agricultura bioldgica, agricultura ecoldgica, permacultura e a agricultura organica
(CAMPANHOLA e VALARINI, 2001; DE ASSIS e ROMEIRO, 2002; BARBOZA et
al., 2012).

O movimento de agricultura alternativo ao convencional tem por principios a
ndo utilizacdo de insumos potencialmente poluidores, respeito aos ciclos biogeoquimicos
e preservacdo do meio ambiente (dgua, solo e ar), buscando assim proporcionar nos
alimentos uma fonte de vida saudavel e sustentavel (FARIAS, 2015). Dessa forma, a
solugdo ndo esta em alternativas parciais, mas no rompimento com a monocultura e o
redesenho dos sistemas de producdo de forma a minimizar a necessidade de insumos
externos a propriedade. Intensificando-se entdo, o reconhecimento de modelos agricolas
que considerassem a importancia das diferentes interacdes ecoldgicas para a producdo
agricola (ASSIS, 2006).

Conforme o Ministério da Agricultura e Abastecimento (LEI N° 10.831, DE 23
DE DEZEMBRO DE 2003), o sistema organico de producdo agropecuaria é:
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Todo aquele em que se adotam técnicas especificas, mediante a otimizacéo do
uso dos recursos naturais e socioecondmicos disponiveis e o respeito a
integridade cultural das comunidades rurais, tendo por objetivo a
sustentabilidade econdmica e ecolégica, a maximizacgdo dos beneficios sociais,
a minimizacéo da dependéncia de energia ndo renovavel, empregando, sempre
que possivel, métodos culturais, biolégicos e mecanicos, em contraposicdo ao
uso de materiais sintéticos, a eliminacéo do uso de organismos geneticamente
modificados e radiagfes ionizantes, em qualquer fase do processo de producéo,
processamento, armazenamento, distribuicdo e comercializaco, e a protecéo
do meio ambiente (BRASIL, 2003).

Para Penteado (2000), o planejamento do uso da terra é fundamental na
agricultura organica, porque o solo ndo é somente considerado um meio para a
sustentacdo da planta e fornecedora de nutrientes, mas como abrigo de uma rica fauna e
flora. O processo produtivo deve ser planejado com o objetivo de causar 0 menor impacto
possivel no ecossistema local. A agricultura organica melhora a fertilidade dos solos,
aumenta a capacidade de retencdo de dgua e nutrientes, e consequentemente diminui a
erosdo e a lixiviacdo. 1sso s é possivel devido a manutencéo da cobertura do solo, rotacédo
de culturas, incremento de matéria organica e favorecimento das atividades bioldgicas do
solo (LYNCH, 2009).

O sistema organico também minimiza os riscos de contaminacdo dos corpos
hidricos, visto que se utiliza de fertilizacGes organicas, oferecendo um habitat natural e
adequado para aves, insetos e microrganismos presentes no solo. Além disso, o controle
biolégico de pragas favorece o desenvolvimento de inimigos naturais e mantém a

populagéo de insetos polinizadores (ROSSET et al., 2014).

Com isso, esse sistema, torna-se uma alternativa a producdo sustentavel, que
proporciona além da preservacdo ambiental, uma mudanca na relacdo homem-natureza.
A adocdo de préticas agroecoldgicas, com suas préaticas e formas de manejo alternativas,
permite o desenvolvimento de uma agricultura ambientalmente consciente e, com isso,
produtiva, econdmica e socialmente viavel (KAMIYAMA et al., 2011; BARBOZA et al.,
2012).

Visando o monitoramento da qualidade do solo, séo realizadas técnicas
laboratoriais fisico-quimicas, e como complemento a essas, a ecotoxicologia se mostra
uma ferramenta eficiente (LEONEL, 2012).
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1.4. Ecotoxicologia como ferramenta de analise

A toxicologia é uma ciéncia que estuda os efeitos nocivos causados por
substancias quimicas sobre organismos Vivos e seus principais objetivos sdo identificar
0s riscos associados a uma substancia e determinar quais condi¢cdes de exposi¢do esses
riscos sdo induzidos. Um ramo dessa ciéncia é a ecotoxicologia, que se preocupa com 0
destino dos agentes toxicos no ambiente e nas cadeias alimentares, bem como o efeito

desses contaminantes sobre os organismos e as populagdes (COSTA et al., 2008).

A ecotoxicologia estuda os efeitos ocasionados por agentes quimicos e fisicos
sobre a dinamica de populacfes e comunidades integrantes de um ecossistema definido.
Ela trata de movimentos de poluentes no ar, &gua, solos e sedimentos através da cadeia
alimentar, com as transformacGes quimicas e biotransformacédo e vem se tornando uma
ferramenta auxiliar nas analises de impactos ambientais causados por tais elementos,
estimando sua toxicidade em relacdo ao organismo-teste utilizado (SILVA, POMPEO e
PAIVA, 2015).

Azevedo e Chasin (2003) situam a ecotoxicologia entre as ciéncias do ambiente,
como conhecimento basico e essencial, que pode amparar a formulacdo de dispositivos
legais, normas, programas e diretrizes gerenciais para enfrentar questdes de risco
ecoldgico, potencial ou real, determinado pelo uso e pelo langamento de agentes quimicos

no ambiente.

Essa ciéncia foi desenvolvida, primeiramente, para 0s ecossistemas aquaticos e
mais tarde para os terrestres, e durante essa evolucdo, foram criados métodos

padronizados e bioensaios com invertebrados, peixes e algas (ALVES, 2015).

Para o ecossistema terrestre, apesar de serem reconhecidas as funcfes dos
invertebrados no solo e a sua utilidade como bioindicadores dos disturbios ecoldgicos,
havia somente dois métodos disponiveis para a avaliagdo do risco de contaminantes sobre
biota terrestre, um utilizando minhocas em solo artificial, (OECD, 1984a), e outro
utilizando plantas (OECD, 2003), ambos desenvolvidos pela Organization for Economic

Co-operation and Development.

A maior parte dos ensaios ecotoxicoldgicos com organismos da fauna do solo é
baseada nas respostas de letalidade, reproducdo, crescimento e comportamento, apos

exposicéo a solos contaminados. Estes ensaios tém por objetivo expor esses organismos
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a concentracOes crescentes de contaminantes e avaliar os impactos de maneira individual
(espécie unica), ou em conjunto (multi-espécies) (CARDOSO e ALVES, 2012).

Com isso, os estudos ecotoxicoldgicos de solos crescem a cada ano e os testes
de ecotoxicidade sdo desenvolvidos por varias instituicbes de pesquisa e 6rgdos de
monitoramento ambiental em todo o mundo. Zagatto e Bertoletti (2008) e Silva, Pompéo
e Paiva (2015) defendem que os testes de toxicidade s&o extremamente importantes para
avaliar o potencial de risco ambiental dos contaminantes, uma vez que somente as
analises quimicas ndo possibilitam esse tipo de avaliacdo. Além disso, as analises de
toxicidade ja vém sendo exigidas por leis ambientais no Brasil, como por exemplo, as
Resolugdes CONAMA 357 (2005) e 430 (2011).

Para Campagna-Fernandes, Marin e Penha (2016), estes testes se tornaram uma
ferramenta importante para avaliar o potencial téxico de substancias quimicas e até
mesmo o0s efeitos deletérios das condicdes ambientais adversas (pH, temperatura,
oxigénio) para diferentes espécies. Eles ddo suporte ao estabelecimento de niveis limiares
para produtos comerciais e ao diagnostico de qualidade ambiental e, como consequéncia,

apoiam decisdes sobre gerenciamento e recuperacao de areas contaminadas.

Dentro de uma abordagem ecossistémica, muitas tentativas tém sido feitas no
sentido de tornar mais realistas os testes de ecotoxicidade, uma delas é a realizacdo de

ensaios multi-espécies.

1.4.1. Sistema multi-espécies de analise de solo

Os problemas de solos contaminados sdo atualmente uma questdo importante
que pode afetar comunidades terrestres e aquaticas, devido a drenagem e escoamento
superficial de substancias toxicas na agua de locais contaminados. As analises
ecotoxicoldgicas sdo recomendadas para estimar o risco dos receptores ecoldgicos aos
contaminantes nos solos em avaliagdes de risco e identificagdo de perigos (GIMENO,
CABRERO e GONZALEZ, 1987; FERNANDEZ et al., 2004).

Durante o inicio da década de 1980, os testes de toxicidade para plantas e
minhocas foram desenvolvidos conjuntamente pela Unido Europeia (UE) e pela
Organisation for Economic Co-operation and Development (OCDE), principalmente
para atender os requisitos regulamentares para registro de novos produtos quimicos. Mais

tarde, foi recomendada uma bateria de testes simples para avaliar os solos em locais



26

contaminados. Hoje em dia, como alternativa a essa bateria de testes de ecotoxicidade
independentes, utilizam-se ensaios mais complexos como 0s microcosmos de solo com
sistema multi-espécies (FERNANDEZ et al., 2005).

Forbes (1887) foi o primeiro a usar o termo microcosmos, descrevendo um lago
como sendo um pequeno mundo em si mesmo, dentro do qual todas as forcas elementares
estdo funcionando, mas em uma escala tdo pequena que é facilmente assimilavel. Para
Leffler (1978), os microcosmos sdo pequenos modelos vivos de processos

ecossistémicos.

Os microcosmos sdo unidades experimentais projetadas para conter
componentes importantes e demonstrar 0S processos que ocorrem em um ecossistema,
sendo funcionalmente semelhante ao que simulam. Podem ser construidos artificialmente
de componentes mantidos em laboratério ou de comunidades bioticas e seus substratos
abioticos extraidos de um ecossistema natural. Consistem em sistemas onde uma cole¢éo
de espécies é exposta simultaneamente, 0 que permite considerar as interacdes entre as
espécies, que podem influenciar a toxicidade e, portanto, aumentar o realismo do estudo
(GARCIA-GOMEZ et al., 2014; GIMENO, CABRERO E GONZALEZ, 1987).

No INIA - Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y
Alimentaria (Madri, Espanha), foi desenvolvido um sistema multi-espécies de anélise de
solo em microcosmos chamado de MS3 — Multispecies Soil System. Descrito pela
primeira vez por Fernandez et al. (2004), ja foi aplicado para caracterizar substancias
geoquimicas e solos poluidos por Fernandez et al. (2005), Carbonell et al. (2009) e Garcia
Frutos et al. (2010).

O ensaio multi-espécies pode substituir os testes padronizados que utilizam uma
Unica espécie, produzindo informac6es sobre a sensibilidade dos grupos taxonémicos de
diferentes niveis troficos, normalmente empregados nas analises de solo (plantas,
minhocas e microorganismos), 0s quais cobrem papéis ecoldgicos essenciais para 0 Uso
sustentavel do solo. Estes organismos sao introduzidos em colunas e expostos a produtos

quimicos, simulando condi¢Ges ambientais reais (VAN DEN BRINK et al., 2005).

Esse sistema ndo s6 combina trés testes em um, mas produz informag6es sobre
a dissipacdo e mobilidade do solo, e ainda a toxicidade do lixiviado, pois durante o

periodo de exposicdo, o sistema € regado simulando eventos de chuva. Dessa forma, a
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mobilidade dos contaminantes e 0s possiveis riscos para 0 ambiente aquatico (dguas
subterraneas e superficiais) podem ser determinados (GARCIA-GOMEZ et al., 2014).

Embora existam alguns estudos utilizando o MS-3 na Europa, no Brasil ainda é
uma novidade. Em vista disso, ha necessidade de adaptar esses protocolos para a realidade
de cada regido, e dessa forma, emprega-los em ensaios ecotoxicologicos de ecossistemas
terrestres, para que contribuam em programas de monitoramento ambiental, bem como
em avaliacOes de risco ambiental. Diante disso, 0s organismos indicadores s&o essenciais

para avaliar a qualidade do solo.

Lactuca sativa L. (Asteraceae)

A alface (Lactuca sativa L.) é uma planta herbacea anual ou bienal, pertencente
a familia das Asteraceae. Originaria do leste do Mediterraneo é mundialmente cultivada
para o consumo e considerada a hortalica folhosa mais importante na alimentacdo dos
brasileiros. Sua propagacédo é feita por meio de sementes, as quais apresentam particular
sensibilidade as variagBes na umidade e temperatura do meio onde germinam (Figura 1)
(BUFALO et al., 2012).

Figura 1 - Lactuca sativa L. (alface)

Fonte: USDA (2018)

E amplamente utilizada em bioensaios, pois apresenta germinacio rapida e
homogénea, possui crescimento linear insensivel as diferencas de pH em ampla faixa de
variacdo e insensibilidade aos potenciais osméticos das solugcbes (GONCALVES,
COELHO e CAMILI, 2016). Aléem disso, os bioensaios tém sido recomendados e
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aplicados por diferentes agéncias de protecdo ambiental como U.S. Environmental
Protection Agency (USEPA), U.S. Food and Drug Administration (FDA) e a
Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD) para a avaliacdo
ecotoxicoldgica de amostras ambientais e compostos puros, além da avaliacdo do efeito
fitotoxico de agrotoxicos sobre as espécies ndo alvo para o registo destes compostos
(OECD, 1984b; USEPA, 1989; WANG et al., 2011).

A maioria dos estudos examina apenas a germinacdo para avaliar a toxicidade
sem considerar o comprimento da raiz e do hipocétilo (PESSOTTO e PASTORTINI,
2007; LIMA e MORAES, 2008; GONGCALVES, COELHO E CAMILI, 2016). Assim, o
teste de avaliagdo dos efeitos sobre o alongamento da radicula e do hipocétilo das
plantulas permite ponderar o efeito ecotdxico de compostos soluveis presentes em niveis
tdo baixos de concentracdo que ndo sdo suficientes para inibir a germinacdo, mas, podem
retardar ou inibir completamente os processos de alongamento da radicula ou hipocotilo
(SOBRERO e RONCO, 2004).

De acordo com Campagna-Fernandes, Marin e Penha (2016), a inclusdo dessas
variaveis € muito importante, particularmente o crescimento radicular, uma vez que as
raizes estdo em contato direto com o solo, absorvendo agua e distribuindo-a para o resto
da planta. A este respeito, seu uso é justificavel, especialmente considerando que as
sementes desta espécie germinam rapidamente e as raizes crescem linearmente,

facilitando a obtencdo e anélise dos resultados.

Enchytraeus crypticus (Enchytraeidae, Oligochaeta).

Os enquitreideos sdo pequenos representantes da mesofauna terrestre e
apresentam ampla distribuicdo, desde solos ndo explorados até solos cultivados e

antropizados, sendo comumente encontrados no mundo inteiro (NIVA et al., 2010).

Desempenham um papel importante na decomposicdo da materia organica e
reformulacdo do solo, uma vez que se alimentam de residuos vegetais mais ou menos
decompostos e microrganismos. Eles sdo comuns em muitos tipos de solo e suportam até
0s &cidos, arenosos e pobres em nutrientes, tolerados por poucas espécies de minhocas
terrestres. Vivem em estreito contato com a fragdo de &gua intersticial do solo e suas vias

de exposicdo sdo dérmica, intestinal e respiratoria (ROMBKE, 2003).
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Os enquitreideos tém uma capacidade limitada de movimento dentro do solo.
Ocupam as camadas mais superficiais do solo (0-10 cm) onde o material organico e a
atividade bioldgica estdo concentrados. Esses organismos sdo encontrados de regides
articas a regides tropicais, e sdo mais abundantes em solos florestais (ou solos ricos em
material organico) e menos abundantes em pastagens e campos agricolas (ALVES e
CARDOSO, 2016). Sua principal fonte de alimento é o micélio fingico. No entanto, eles
também se alimentam de matéria organica que foi previamente digerida por fungos e

outros microrganismos (NIVA et al., 2010).

Apresentam o corpo segmentado, sdo alongados e cilindricos, possuem poucas
cerdas sobre o corpo, dificilmente ultrapassam 4 cm de comprimento (maioria 1-2 cm).
In vivo, possuem uma colora¢do esbranquicada transldcida, deixando seus 6rgaos internos
visiveis, principalmente o tubo intestinal, quando preenchido por material escuro e 0s
odcitos em desenvolvimento, que se revelam como esferas brancas opacas na regido do
clitelo de individuos sexualmente maduros (Figura 2). Esses organismos sao
hermafroditas e reproduzem-se produzindo casulos por anfimixia, partenogénese ou
autofertilizacdo, mas algumas espécies podem se reproduzir por fragmentagédo
(arquitomia). Atualmente, estima-se que existam cerca de 950 espécies conhecidas no
mundo, das quais aproximadamente 50 espécies ocorrem no Brasil, em sua maioria na
regido Sudeste (DIDDEN, 1993; ASSIS, 2016).

Os adultos de E. crypticus variam seu comprimento entre 3 e 12 mm, e possuem
34 segmentos, engquanto os juvenis possuem em média 21 segmentos. Com relacdo ao
ciclo de vida, o desenvolvimento embrionario ocorre entre 9 e 11 dias, o crescimento dos
juvenis até a maturidade (quando se torna visivel o clitelo) é de 11 a 14 dias e o tempo de
vida total é de aproximadamente 85 dias. Quanto a producdo de casulos, produzem uma
média de 0,6 casulos por dia, com um nimero médio de 4,6 odcitos produzidos por dia
(BICHO et al., 2015; WESTHEIDE e GRAEFE, 1992).
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Figura 2 - Enchytraeus crypticus . A - Individuos adultos; B — Clitelo evidente; C — Casulos em

diversas fases do desenvolvimento embrionéario; D — Eclosdo de um juvenil e E — Desenho

esquematico.

Fonte: A, B, C, D — Prdprio autor (2017); E — Assis (2016).

Enchytraeus (Henle, 1837) € o Unico género de enquitreideos com espécies
selecionadas para testes ecotoxicoldgicos padronizados pelas diretrizes 1SO 16387 (1SO,
2004) e OECD 220 (OECD, 2016), pois € considerado representativo dentre os
organismos indicadores de estresse ambiental. S&80 considerados "espécies-chave",
especialmente em solos acidos, onde sua abundancia os torna bons indicadores de
qualidade ou contaminacgdo do solo. Ha muitos anos sdo utilizados na Europa (DIDDEN
e ROMBKE, 2001; ROMBKE e MOSER, 2002) e mais recentemente, tem sido utilizados
também como indicadores dos efeitos do aquecimento global devido a sua sensibilidade
a temperatura e dessecagdo (BRIONES, INESON e HEINEMEYER, 2007).

Ademais, a espécie Enchytraeus crypticus (WESTHEIDE e GRAEFE, 1992)
vem ganhando atencdo nos estudos ecotoxicoldgicos do solo devido as suas vantagens
praticas, como ser facilmente cultivada em laboratorio em meio agar, possuir uma maior
taxa de reproducdo com um ciclo de vida significativamente mais curto do que outros

vermes, 0s testes podem ser realizados em periodos mais curtos (3 semanas), além de
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possuir uma faixa de tolerancia mais ampla das propriedades distintas do solo (pH, textura
e teor de matéria organica) (CASTRO-FERREIRA et al., 2012).

1.4.2. Daphnia magna (Cladocera, Crustacea).

Daphnia magna (Straus, 1820), também conhecida como pulga d’agua, é um
microcrustaceo plancténico de &gua doce. Ocupam papel de consumidor priméario na
cadeia alimentar, alimentando-se por filtracdo de material orgéanico particulado,
principalmente de algas unicelulares, sendo fonte de alimento para predadores
invertebrados e vertebrados (HENRIQUE e BRENTANO, 2013).

O género Daphnia inclui mais de 100 espécies encontradas em todo o mundo.
Habitam a maioria dos ambientes de agua doce, exceto em habitats extremos, como as
fontes termais. Os individuos de todas as faixas etarias sdo bons nadadores e sdo, na sua

maioria pelagicos, ou seja, encontrados em aguas abertas (EBERT, 2005).

Em geral os claddceros da familia Daphnidae s@o basicamente diferenciados
pelo seu tamanho, com adultos variando de menos de 1 a 5 mm de tamanho, essa
caracteristica tem influéncia sobre a toxicidade das substancias (Figura 3) (COSTA et al.,
2008).

Figura 3 - Diferentes estagios de vida de Daphnia magna (embrido, neonato, macho, fémea, efipio).

Fonte: VAN DAMME (2018).

Em geral, o ciclo de vida aumenta com o decréscimo da temperatura, em fungéo

da diminuicdo da atividade metabdlica. A 20°C a média do ciclo de vida (nascimento e
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morte) é de 56 dias. Reproduzem-se por partenogénese e 0s ovos diploides séo liberados
por geracdes, e uma fémea pode produzir uma sucessao de incubagdes. Contudo, em
algum ponto, determinados fatores (alteracdo na temperatura da agua, redugdo do
suprimento alimentar em funcdo de um aumento populacional) induzem o aparecimento

de machos e sdo produzidos ovos fertilizados (RAND, 1995).

Segundo pequisas de Mansano, Oliveira e Rocha (2012), Laitano e Matias
(2006), Soares de Mendonca (2005) e Buratini, Bertoletti e Zagatto (2004), o uso de D.
magna como indicador bioldgico em estudos de controle da qualidade da &gua e em testes

de ecotoxicidade na avaliacdo de efluentes, é fundamentado nos critérios que seguem:

e Os descendentes sdo geneticamente idénticos, assegurando desta forma, certa

uniformidade de resposta nos ensaios;

e Entre os Daphnideos € um dos organismos de mais facil manuseio (tamanho

relativamente grande para espécie, quando comparado com outros microcrustaceos);

e A cultura do laboratério possui baixo custo, quando comparada com peixes,

moluscos e macrocrustaceos;

e A espécie possui grande sensibilidade a substancias quimicas ou a mistura

delas;
e E adequada para testes estaticos, semi-estaticos ou de fluxo continuo;

e Apresentam ciclo de vida e reproducdo relativamente curtos, permitindo a

realizacdo de testes cronicos;

e A D. magna é internacionalmente reconhecida como organismo-teste, sendo

usada ha décadas.
Diante do exposto, ressalta-se a importancia de analisar o impacto na qualidade
ambiental numa area heterogénea de culturas e manejos, sendo esta um Assentamento de

Reforma Agréria.
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1.5. O Assentamento Bela Vista do Chibarro

O Assentamento Rural Bela Vista do Chibarro esta localizado na regido sul do
municipio de Araraquara, interior do estado de S&o Paulo (Figura 4). Tem como principal
via de acesso a estrada vicinal Abilio Augusto Correa (ARA-050) que interliga
Araraquara a Guarapiranga (distrito do municipio de Ribeirdo Bonito) e, por volta do
quilémetro 11 da estrada ARA-050, é possivel acessar uma estrada de terra chegando até
a agrovila do assentamento, de acordo com as coordenadas geograficas 21°54'49.92"S e
48°11'39.96"0 (LOPES et al., 2015b).
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Figura 4 - Localizacao do Assentamento Bela Vista do Chibarro, no municipio de Araraquara/SP.
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Fonte: Silva (2011).

O assentamento esta constituido nas estruturas remanescentes de uma antiga
fazenda do cafe, chamada Bela Vista do Chibarro, estabelecida em fins do século XI1X,
mais especificamente na segunda metade da década de 1870. A fazenda foi um dos
grandes polos de producéo de café, que contavam com grande quantidade de méo de obra

escrava e imigrante. Com o declinio das exportacGes de café e o fim da méo de obra
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escrava, a antiga fazenda vendeu suas terras para a familia Morganti, que converteu a
producdo de café para a monocultura de cana, e teve como marco a Usina Tamoio
(ARARAQUARA, 2016).

Adquirida por Pedro Morganti, imigrante italiano, em 1917, quando ainda era
um pequeno engenho com area em torno de 2.000 alqueires denominado Engenho
Fortaleza, a Usina Tamoio era constituida pela sede industrial e por se¢Bes agricolas,
numa extensao territorial de 5.046.795 alqueires. Dentre todas as secOes, a Bela Vista
constituia uma das maiores e melhor organizadas. Entre o final dos anos 1940 e anos
1950, a Usina Tamoio atingiu sua fase aurea, destacando-se industria sucroalcooleira da
regido, do estado de S&o Paulo e do Brasil. Porém, em meados dos anos 1960, em meio
as ampliacGes, a crise j& se anunciava, com mudancas na agricultura da cana,
modernizacdo tecnoldgica e contratacdo de técnicos especializados. Em abril de 19609,
apos um periodo de turbuléncias e de decadéncia, passando por dificuldades econémicas
e administrativas, a usina foi transferida, e dos 13,5 mil hectares de terras que lhe
pertenciam inicialmente, s6 restaram 7,2 mil hectares (LOPES et. al., 2014; CAIRES,
2011; FLORES, FERRANTE e BEZERRA, 2011).

Em 1977 uma nova fase foi inaugurada quando a Usina entrou em processo de
faléncia. Em 1980, devido ao desemprego e as péssimas condi¢bes de vida dos
trabalhadores empregados na cana, o Sindicato dos Trabalhadores Rurais de Araraquara
comecou a empreender e lutar pela terra e, deste processo, a secdo Bela Vista foi ocupada
por um conjunto de familias de Araraquara, além das que migraram de diferentes regifes
do pais e em 1988, um ano ap0s a ocupacdo do Bela Vista, as terras foram declaradas de
interesse social para reforma agraria (ARARAQUARA, 2016; PUGLIESE, 2016;
CAIRES, 2011).

Em 1989 o INCRA - Instituto Nacional de Colonizacdo e Reforma Agraéria,
oficializou a desapropriagéo das terras. A fazenda foi dividida inicialmente em 176 lotes,
sendo duas areas ambientais, que foram distribuidas para 171 familias atraves da Portaria
INCRA/P 661/90 de 1990 (LOPES et al., 2015b).

Assim, restou ao assentamento parte da estrutura da antiga Usina, que pode ser
representada na disposicdo de 100 casas em uma agrovila central, que eram cedidas aos
antigos trabalhadores da usina. Estas casas foram/s&o utilizadas por parte das familias
assentadas e a disposicdo dos lotes de producéo se faz no entorno das mesmas, formando
um nucleo central (AMARAL e FERRANTE, 2007).
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Atualmente residem no local, 202 familias provenientes de varias cidades do
estado de Sdo Paulo e de outros estados. Segundo o INCRA (2016), o assentamento
possui uma &rea total de 3.482 hectares, totalizando 210 lotes, divididos em mdédulos de
15 a 16 hectares e modulos de 7,5 a 8 hectares, criados a partir da divisdo dos lotes
originais (SILVA, 2011).

E importante ressaltar que o assentamento esta cercado por usinas de cana de
acucar, sendo as mais proximas a Usina Zanin e a Corona. Esta caracteristica regional
favoreceu a entrada da cana de agucar no assentamento, ja que essa cultura € um produto
de facil comercializacdo (LOPES, et al., 2015a). De acordo com Ferrante, Barone e
Duval (2012), a mobilizagao que levou & instalagdo deste Projeto de Assentamento acabou
sendo emblematica da luta dos trabalhadores rurais nas terras dos canaviais.

1.5.1. Caracterizacdo ambiental

Segundo o Plano Municipal de Desenvolvimento Rural Sustentavel de
Araraquara (2016), uma parcela do municipio é ocupada por rochas sedimentares,
destacando-se os arenitos e argilitos. Ha predominancia de rochas efusivas basalticas,
caracterizadas pelo baixo teor de silica e teores elevados de ferro e magnésio,
responsaveis pela formacdo de solos com altos teores de Oxido de ferro, titanio e

manganés, textura argilosa, densidade real e elevada, além da cor avermelhada escura.

O assentamento ocupa predominantemente uma regido com formacdo Serra
Geral (Basalto) e trechos com formacao Botucatu (Arenitos finos a médios), regido onde
ha predominancia de Latossolo Vermelho-Escuro de textura argilosa e muito argilosa,
associado a Latossolo Vermelho-Amarelo de textura média a argilosa e alguns trechos
com Neossolos Litolicos associados a solos Podzolicos Vermelho-amarelo e Terra Roxa
(Argissolos), demonstrados na Figura 5 (SILVA, 2011).
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Figura 5 - Mapa do solo do municipio de Araraquara/SP.
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Fonte: Silva (2011).



38

Os Latossolos Vermelho-Escuro de textura argilosa e muito argilosa apresentam
elevada porosidade e friabilidade, facilitando seu manejo agricola. Sua principal limitagéo
é a baixa disponibilidade de nutrientes, porém possuem boa drenagem interna com
capacidade produtiva estavel, enquanto que os Latossolos de textura média, possuem
elevada permeabilidade, baixa retencdo de agua e baixa coesdo, o0 que 0s torna sensiveis
a degradacdo sob manejo agricola. Os Neossolos Litolicos sdo solos com sérios
impedimentos para a producdo agricola e florestal, com pequena profundidade e
pedregosidade que dificultam a penetracéo e a exploracao de agua e nutrientes pelas raizes
das plantas. Os Argissolos Vermelho-Amarelos de textura media/arenosa possuem menor
permeabilidade e apresentam elevada erosdo, exigindo praticas intensivas de controle no
manejo agricola. Ja os Argissolos de textura média/argilosa possuem elevada capacidade
de agua disponivel e por serem mais argilosos e com maior reserva de minerais, possuem

caracteristicas mais favoraveis a exploragéo agricola (IAC, 2017; EMBRAPA, 2006).

Referente a declividade, o assentamento Bela Vista possui predominantemente
regides com pouca declividade (na faixa de 1 a 8%), algumas areas com declividade
mediana (de 8 a 20%) e locais especificos com declividades mais elevadas (maiores que
20%). Esse tipo de caracterizagdo € de grande utilidade para fins de planejamento agricola
e ambiental (Lopes et. al, 2015b).

No que diz respeito aos recursos hidricos, o assentamento rural Bela Vista do
Chibarro pertence Bacia Hidrografica do Tieté-Jacaré (BH-TJ), representada pela
Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos 13 (UGRHI 13) e possui sua ocupacao
em duas sub-bacias, sendo elas a sub-bacia do rio Chibarro e a sub-bacia do rio Jacaré-
Guacu (SILVA, 2011).
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Il.  JUSTIFICATIVA

Dentre as grandes preocupacdes atuais em termos de agricultura, se enquadram
a qualidade do solo e a necessidade de produgéo, cada vez maior, de alimentos. E inegavel
a importancia da agricultura brasileira, sendo esta uma das potencias mundiais.
Entretanto, torna-se imprescindivel a conscientizacdo do impacto causado ao ambiente
pelo uso intensivo de agrotoxicos, buscando na ciéncia estratégias que minimizem suas

consequéncias nos ecossistemas.

Este estudo é produto de inquietude a respeito dos diferentes manejos agricolas,
convencional e organico, presentes no assentamento Bela Vista do Chibarro, tendo em
vista que o consumo de alimentos orgénicos é tendéncia mundial. Dado isso, € essencial
a averiguacdo do manejo organico quanto a sua efetividade do ponto de vista ecolégico,

utilizando como base, parametros ecotoxicolégicos.

Assim, o0s estudos ecotoxicolégicos oferecem esclarecimentos quanto ao
monitoramento ambiental, avaliando riscos potenciais e prevendo impactos futuros para
os diferentes compartimentos (ar, 4gua, solo e sedimento). Portanto, pesquisas Sao
indispensaveis para vigilancia e acompanhamento das condi¢fes dos ecossistemas,

detectando possiveis alteracBes ambientais.
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1. HIPOTESE

Com base nos pardmetros ecotoxicoldgicos, ha diferenca significativa entre o

manejo agricola organico e 0 manejo agricola convencional (agricultura intensiva).

IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a ecotoxicidade do extrato da fracdo soluvel do solo de diferentes
manejos agricolas: (i) manejo convencional, e (ii) manejo organico, localizados no

Assentamento Bela Vista do Chibarro (Araraquara-SP).

4.2 Objetivos Especificos

e Determinar a presenca do herbicida Glifosato e seu metabdlito AMPA no

exrato da fracdo soltvel do solo;

e Estabelecer uma metodologia de analise ecotoxicoldgica utilizando sistema
multi-espécies de andlise do solo em microcosmos (MS-2) com Enchytraeus crypticus
(Enchytraeidae, Oligochaeta) e Lactuca sativa L. (Asteraceae).

e Averiguar o efeito da fracdo soltvel do solo dos diferentes manejos sobre as
funcdes bioldgicas de Enchytraeus crypticus e Lactuca sativa L. na metodologia MS-2;

e Avaliar o efeito da fracdo soltvel do solo na sobrevivéncia de Daphnia magna

(Crustacea, Cladocera).
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V. METODOLOGIA
5.1. Pontos de Amostragem

O estudo foi realizado no assentamento Bela Vista do Chibarro, com os 4 pontos
de amostragem de solo distribuidos em dois lotes distintos, com aproximadamente 2,0
km de distancia entre eles (Figuras 6 e 7). As coordenadas geograficas de cada ponto

estdo citadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Coordenadas geogréaficas dos pontos de coleta no Assentamento Bela Vista do Chibarro

— Araraquara/SP.
Pontos Coordenadas
) ) P1 21°55'6.10"S; 48°10'23.54"0
Manejo organico
P2 21°55'7.73"S; 48°10'28.40"0
Manejo P3 21°55'12.53"S; 48°11'39.90"0
convencional P4 21°55'14.99"S; 48°11'42.55"0

Fonte: Préprio autor (2017).

Os pontos 1 e 2 se encontram localizados no lote n® 161 do assentamento (Figura
8A), o qual compreende um total de 16 hectares, sendo apenas uma pequena parcela
utilizada na producéo de olericultura com manejo organico. Sua produc&o inclui berinjela,
jilé, mandioca, e hortalicas como couve-flor, brocolis, repolho e variedades de alface.
Estas hortas com manejo organico estdo em terreno com declive, e no seu entorno existem
plantaces de milho, banana e, como dito anteriormente, plantaces de cana-de-agUcar.
O ponto 1 fica no inicio da plantacdo, na por¢do mais baixa do terreno (Figura 8B),
enquanto o ponto 2 esta localizado proximo ao limite com outras propriedades, ao lado
h& um pasto para criacdo de gado, separado da horta apenas por uma cerca de arame

farpado e acima, uma plantagcéo de milho (Figura 8C).

Os pontos 3 e 4 se encontram localizados no lote n® 15, mais proximo a agrovila
central (Figura 9A). Este lote possui 16 hectares nos quais apenas uma parcela € utilizada
para agricultura com manejo convencional, e segundo o agricultor, ha a utilizacdo de
agrotoxicos, adubos e fertilizantes sintéticos. A plantaco olericola irrigada inclui alface
de diferentes tipos, couve, salsa, cebolinha, racula, entre outros. O ponto 3 € 0 Unico

localizado préximo ao corpo d’4gua, uma vez que foi realizado um desvio no mesmo,
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com a intencédo de captar agua por meio de uma bomba para a irrigagéo de toda a plantagéo

(Figura 9B), enquanto o ponto 4 esté localizado mais proximo a plantacéo (Figura 9C).



Figura 6 - Assentamento Bela Vista do Chibarro e propriedades amostradas.
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Fonte: SILVA (2011).
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Figura 7 - Pontos de coleta localizados em duas propriedades do Assentamento Bela Vista do Chibarro - Araraquara/SP.
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Fonte: Google Earth (2018).




Figura 8 - A — Lote n° 161 do Assentamento Bela Vista; B — Ponto 1 e C — Ponto 2.

Lotein2 164

Fonte: A — Google Earth (2018); B e C — Proprio autor (2017).
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Figura 9 - A — Lote n° 15 do Assentamento Bela Vista; B — Ponto 3 e C — Ponto 4

Lote n215
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Fonte: A — Google Earth (2018); B e C — Proprio autor (2017).
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5.2. Coleta das Amostras de Solo

Foram realizadas duas coletas de solo. A primeira coleta ocorreu no més de Marco de
2017, representando o final do periodo chuvoso, e a segunda foi realizada no més de Agosto do
mesmao ano, representando o periodo de estiagem, porém a sazonalidade néo foi considerada na
interpretacdo dos resultados. A Figura 10 demonstra a precipitacdo média mensal do ano de
2017 no municipio de Araraquara-SP (CEPAGRI, 2018).

Figura 10 - Precipitacdo média mensal do ano de 2017 no municipio de Araraquara-SP.
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Fonte: CEPAGRI (2018).

O procedimento de coleta foi adaptado do protocolo de amostragem de solos da
Embrapa (1997), onde em cada ponto de coleta, foram retiradas cinco amostras simples de solo
formando uma amostra composta, pelo método de ziguezague, contando-se cinco passos de
distancia entre os locais de retirada das amostras simples (Figura 11A). Para retirar o solo,
foram utilizadas como ferramentas, pa e garfo de jardinagem, higienizadas com agua deionizada
a cada ponto. Com o garfo toda a camada superficial de folhagem e solo foi retirada, e com a
péa coletou-se 0 mesmo na profundidade de 0-10 cm. Todas as amostras coletadas em cada ponto
foram dispostas em uma bandeja para homogeneizacéo e quarteamento. Desta forma o solo foi
armazenado em baldes plasticos para transporte até o laboratério (Figura 11B).



48

Figura 11 - Coleta das amostras de solo. A — Método ziguezague de amostragem de solos; B — amostras de

solo coletadas de 0-10 cm de profundidade.

Fonte: Prdprio autor (2017).

5.3. Processamento das amostras de solo

Antes de proceder com o processamento do solo, foram retirados 200 g de cada
amostra e armazenados a 4°C para posterior analise cromatografica. O solo restante foi disposto
em bandejas forradas com papel filtro qualitativo e acondicionado em camara de germinacao
(BOD) com fotoperiodo a 30°C por 2 dias (Figura 12). Apds esse tempo, o solo foi triturado e
peneirado (malha de 2 mm), e armazenado em recipientes de vidro para o desenvolvimento dos

ensaios laboratoriais.
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Figura 12 - Processamento da amostra do solo em cAmara de germinagdo (BOD).

Fonte: Prdprio autor (2017).

5.4. Extracdo da Fragéo Soluvel do Solo

Os métodos de extracdo sequencial do solo fornecem informacgdes a respeito das
fraces quimicas e da proporcdo de metal e outros compostos presentes neste solo (GOMES et
al., 1997). Esses compostos sdo extraidos sequencialmente, sendo a fracdo soluvel,
representada pelos metais presentes na solugdo do solo e que estdo mais disponiveis para a
absorcéo pelas plantas ou dispersdo ambiental (LOURENCETT], 2001).

Desta forma, foi utilizado o protocolo de extracdo sequencial, adaptado da proposta de
Gaivizzo (2001), apenas para extrair a fracdo soltvel do solo. Este procedimento foi realizado
com a colaboragéo da Prof.2 Dr.2 Carolina Lourencetti do Instituto Federal de S&o Paulo, IFSP

— Campus Matéo.

Para tanto, foram adicionados em frascos de vidro Erlenmeyer, 40 g de solo peneirado
e triturado de cada ponto de coleta e 200 ml de agua deionizada. Essas solugdes permaneceram
em agitacao a 30 rpm em camara incubadora com agitacédo orbital (shaker), por 10 horas a 25°C.
ApoOs esse periodo, os extratos da fracdo sollvel do solo foram filtrados em papel filtro
qualitativo e armazenados em frascos de vidro sob refrigeracdo (4°C), até determinacdo
cromatografica e ensaios ecotoxicolégicos (Figura 13).
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Figura 13 - Extracao da fragéo sol(vel do solo (A — Solucdo em incubadora shaker; B — Filtragem da

solucéo e C — extratos da fragéo soltvel do solo).

Fonte: Colaboracdo da Prof.2 Dr.2 Carolina Lourencetti (2017).

5.5. Determinagdo dos Agrotoxicos

De acordo com Rodriguez, Guerrero e Castro (2002), hd uma necessidade de se avaliar
guantitativamente os residuos de glifosato e seu principal metabolito AMPA em matrizes
bioldgicas, como solo e dgua em diferentes ecossistemas, por meio de métodos analiticos que
utilizam técnicas cromatograficas seletivas e sensiveis. Dentre os métodos de determinacdo e
quantificacdo destes compostos, a anélise por cromatografia liquida é a mais empregada, sendo
0s detectores mais utilizados para esse tipo de andlise os ultravioletas, fluorescéncia,

colorimétricos e por espectrometria de massas (SILVA, 2009).

A determinacdo do residuo do herbicida glifosato e seu metabdlito AMPA foi realizada
em pelo laboratorio de andlises de 4gua Keller Ambiental, o qual possui acreditagdo vigente da
ISO/IEC 17025:2005 junto ao INMETRO no registro CRL 0400, e € realizado de acordo com
0 método de ensaio interno ME 91 revisdo 04.

O método consistiu na filtracdo de 1 ml do extrato da fracdo soltvel do solo em filtro de
membrana 0,22 um de porosidade em vial de 2 ml com septo de PTFE. Ap0s a filtracdo da
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amostra foi realizado o processo de derivatizagdo com cloroformiato de 9-fluorenilmetila
(Cloreto de FMOC/FMOC-CI). A anélise foi realizada em cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de fluorescencia (CLAE — DF), nos comprimentos de onda Kexc = 270

nm e £em = 315 nm, para quantificagdo dos residuos de glifosato e AMPA.

Os dados da validacdo do método, curva analitica, condi¢cdes cromatograficas e
requisitos do equipamento s&o de carater privado do laboratorio Keller Ambiental. Os valores
referentes ao limite de quantificacdo (LQ) podem ser consultados junto ao escopo vigente do
laboratdrio, disponivel no site do Institudo Nacional de Metrologia (INMETRO), que séo de 50
ug L para Glifosato e de 200 pg L para AMPA, referente ao limite de detecgdo (LD) do
método, o valor informado pelo laboratério foi de 5 pug L™ para ambos os compostos.

5.6. Desenvolvimento das culturas de Enchytraeus crypticus (Enchytraeidae,

Oligochaeta)

As culturas de enquitreideos foram desenvolvidas a partir de uma matriz cedida pelo
Prof. Dr. Evaldo Luiz Gaeta Espindola, por meio da pos-doutoranda Vanessa Bezerra de
Menezes Oliveira, do Centro de Recursos Hidricos e Ecologia Aplicada, vinculado ao
Departamento de Hidraulica e Saneamento na Escola de Engenharia de S8o Carlos da

Universidade de S&o Paulo.

A partir dessa matriz, foi desenvolvida uma colecdo de culturas de E. crypticus,
mantidas no laboratério de Ecotoxicologia Ambiental da Universidade de Araragquara
(UNIARA). Para tanto, os organismos foram transferidos para placas de Petri (90 mm)
contendo aproximadamente 20 ml de meio de cultura a base de agar bacterioldgico, diluido em
agua destilada e enriquecido com sais (Tabela 4). O &gar foi esterilizado por meio de tratamento
térmico (Autoclavagem). Esse meio de cultura serviu como substrato para todos 0s processos
gue envolvem a utilizacdo de E. crypticus, desde a manutencdo da colecdo de culturas, até o
desenvolvimento dos bioensaios de ecotoxicologia. A Figura 14 demonstra a colecdo de

culturas estabelecida.

Semanalmente os organismos foram alimentados com 5 mg de farinha de aveia e as
culturas hidratadas com 2 ml de 4gua deionizada. Essas culturas foram mantidas em ambiente
climatizado, com temperatura de 22 + 2°C e iluminacdo de lampadas fluorescentes (18W) com
fotoperiodo de 12h:12h (luz:escuro). A medida que o substrato se tornou liquefeito ou
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contaminado com &caros, as culturas foram replicadas em novas placas contendo agar, em

intervalos de aproximadamente 30 - 40 dias.

Tabela 4 - Sais e concentragéo das solu¢des adicionadas ao &gar bacteriolégico para manutencéo das

culturas.
Sal Formula Concentracao
Cloreto de Calcio CaCl> * 2 H,O Concentrado
Sulfato de Magnésio MgSO4 Concentrado
Cloreto de Potéassio KCI 0,01M
Bicarbonato de Sédio NaHCOs3 0,1M

Fonte: Préprio autor (2018).

Figura 14 - Colecao de culturas de Enchytraeus crypticus em agar bacteriolégico.

Fonte: Préprio autor (2018).

5.7. Bioensaios ecotoxicoldgicos do solo

Esta pesquisa teve como propdésito o desenvolvimento de uma nova metodologia de
bioensaios ecotoxicoldgicos de solo, inédita no Brasil, utilizando o sistema multi-espécies de
analise de solo em microcosmos (MS-2). A metodologia foi fundamentada no modelo europeu,
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0 MS-3 (Multispecies Soil System), desenvolvido pelo INIA - Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (Madri, Espanha). Para facilitar, a proposta
consiste em reduzir a escala dos ensaios ecotoxicologicos, bem como adaptar estes estudos a
realidade brasileira, utilizando espécies nativas de bioindicadores, mas que da mesma forma
que o MS-3, produzir informagdes sobre a sensibilidade destes organismos as substancias e

misturas adicionadas ao solo.

O MS-3 trata-se de um sistema multi-espécies de analise de solo em microcosmos, que
consiste em colunas de PVC (policloreto de vinil) ou acrilico (polimetil-metacrilato) com 15
cm de altura x 15 cm de diametro interno. A essas colunas sdo adicionados aproximadamente
2 kg de solo seco peneirado, onde séo incorporados macro-organismos de solo (trés espécies de
plantas e uma espécie de invertebrado). Utiliza-se dez sementes de cada planta, podendo ser o
trigo, (Triticum aestivum L.), a colza, também chamada de canola (Brassica napus L.), a
ervilhaca (Vicia sativa L.) e/ou o trevo vermelho (Trifolium pratense); e dez adultos de Eisenia
fetida (Oligochaeta: Lumbricidae). Essas colunas sdo irrigadas cinco dias por semana com 50
ml 4gua desclorada, simulando precipitacdo de 1000 mm/ano (FERNANDEZ et al., 2004).
Uma luz solar artificial com fotoperiodo € fornecida para o crescimento das plantas e o
gradiente de temperatura durante o ensaio, se aproxima das condi¢des naturais. Todo o lixiviado
é recolhido e testado quanto a toxicidade utilizando testes padronizados. O perfil de
caracterizagéo dos perigos obtidos com 0 MS-3 pode ser suficiente para a triagem da avaliagéo
de risco (FERNANDEZ et al., 2005; VAN DEN BRINK et al., 2005).

Na producdo da metodologia MS-2, foram utilizados dois organismos indicadores
ecologicamente distintos. Sendo eles os oligoquetos, pertencentes a infauna terrestre e 0s
vegetais, que ocupam a posi¢do de produtores na cadeia alimentar. Para tal, trés protocolos
foram adaptados: o protocolo do sistema multi-espécies (MS-3), descrito por Fernandez et al.
(2004); o protocolo descrito por Pelegrini et al. (2014), que utiliza a germinacao de sementes
em meio agar para avaliagdo ecotoxicologica; e o protocolo descrito por Sobrero e Ronco
(2004), que avalia toxicidade de substancias sobre a germinagéo de sementes de alface.

5.8. Sistema multi-espécies de analise de solo em microcosmos (MS-2)

No desenvolvimento da metodologia MS-2, foram utilizados como organismos-teste
individuos adultos de Enchytraeus crypticus (Oligochaeta: Enchytraeidae) provenientes da

colecdo de culturas do Laboratério de Ecotoxicologia Ambiental da Universidade de
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Araraquara - UNIARA, e uma espécie de vegetal, representada pelas sementes de alface
(Lactuca sativa L.), pertencentes ao lote 444097, safra 2015/2015, com validade 02/2018, a
qual ndo possui qualquer tratamento quimico. Ambas sdo indicadas para testes de ecotoxicidade
de substancias quimicas pela OCDE - Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD, 2016; OECD, 2003).

Os microcosmos foram produzidos utilizando-se frascos de vidro transparente com
tampa de rosca e capacidade para 250 ml, previamente lavados, enxaguados com agua
deionizada e secos ao ar, 24 horas antes de serem manipulados. O meio de cultura foi
confeccionado seguindo o protocolo de manutencdo das culturas de E. crypticus. Um volume
de 20 ml do meio de cultura foi adicionado aos frascos de vidro e resfriado até se tornar um gel
firme. A esse meio de cultivo foram adicionados 10 organismos adultos e clitelados de E.
crypticus e 10 sementes de Lactuca sativa L. Foram realizadas 3 repeti¢des para cada ponto de

amostragem.

A irrigagdo dos microcosmos ocorreu duas vezes na semana, sendo adicionados 3 ml
de 4gua deionizada nas repetices do grupo controle e nas repeti¢cdes dos pontos de amostragem,

adicionou-se 3 ml dos extrato da fracdo soltvel do solo.

Durante 21 dias, os frascos permaneceram em ambiente climatizado sob as mesmas
condigdes da colecdo de culturas e a alimentagdo destes organismos seguiu protocolo de
manutencdo das culturas, vide item 5.7 (Figura 15).



Figura 15 - Metodologia MS-2. A — Preparacéo dos frascos com meio de cultura; B — Primeiro dia do

bioensaio; C — Apds 21 dias.

Fonte: Préprio autor (2017).
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Ao final do ensaio, os enquitreideos foram retirados do agar e colocados em &gua
deionizada, e por meio de um Microscopio Estereoscopico da Marca Taimin, com capacidade
méaxima de aumento de 30x, foram fotografados. Visando contabilizar a populacdo, foi
registrado o numero de individuos juvenis e adultos, calculando-se a densidade populacional
de cada tratamento. Ainda, para cada tratamento, foi calculada a média de casulos presentes por
individuo. As sementes de alface que germinaram normalmente, considerando como critério o
aparecimento efetivo da raiz, foram registradas para calcular a porcentagem de germinacao. As
plantulas foram dispostas em papel milimetrado e foi medido o comprimento total das raizes
(mm) determinando assim o crescimento de L. sativa. As métricas ecotoxicologicas propostas
neste estudo (Tabela 5) foram obtidas por meio do software Image J verséo 1.51j8 (NIH, 2017),

calculando a média das duas coletas para cada ponto.

Tabela 5 - Métricas ecotoxicologicas.

Organismos Metodologia Meétricas

Foram retirados do agare | Densidade populacional
para contabilizar a (Individuos/cm?)
populacgéo, registrou-se 0s
individuos juvenis, adultos

Enchytraeus crypticus

e 0 nimero de casulos Média de casulos por
produzidos individuo
Foram registradas as Porcentagem de
sementes que germinaram germinacéo
Lactuca sativa L. As pléntulas foram
dispostas em papel Crescimento de L. sativa
milimetrado, medindo-se 0 | (Média do comprimento
comprimento total das total das raizes — mm)
raizes

Fonte: Proprio autor (2018).
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5.9. Ensaio de ecotoxicidade aguda com Daphnia magna (Crustacea, Cladocera).

O ensaio de ecotoxicidade aguda com D. magna foi realizado em colaboracdo da
Engenheira Ambiental Mayara Caroline Felipe do Laboratério de Ecologia de Ambientes
Aquaticos (LEAA) da Escola de Engenharia de Sao Carlos (EESC - USP).

Todos os procedimentos adotados seguiram normativas descritas nos protocolos da
OECD 202 (2004) e NBR 12713 (ABNT, 2016). Os testes sdo estaticos, ou seja, ndo ha
renovacdo do meio, e como organismos-teste foram utilizadas neonatas de D. magna de 3°

geracdo nascidas em até 24 horas.

O ensaio foi realizado em béqueres de vidro contendo 100 ml do extrato da fracéo
soltvel do solo dos pontos de amostragem, sendo realizadas 3 repeti¢cdes para cada ponto. Para
os controles, foi utilizada agua reconstituida com dureza total entre 175 a 225 mg CaCOa/L e

pH entre 7,6 a 8,0. Em cada repeti¢do foram adicionados 10 organismos (Figura 16).

Para evitar a evaporacgdo, os béqueres de vidro foram vedados com filme de plastico
transparente. O ensaio € realizado em camara incubadora (BOD) a uma temperatura de 20 +
2°C, com fotoperiodo de 16h:8h (luz:escuro), durante 48 horas. Ao final do ensaio, foi

verificada a porcentagem de sobrevivéncia destes organismos.
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Figura 16 - Ensaio de ecotoxicidade aguda com D. magna.

Fonte: Colaboragdo da Engenheira Ambiental Mayara Caroline Felipe (LEAA — EESC/USP, 2017).

Este bioensaio tem por principio determinar o nimero de organismos imoveis, ou seja,
a porcentagem de sobrevivéncia das dafnias. A porcentagem de sobrevivéncia em cada ponto,
levou em consideracdo ambas as coletas. Para qualificar os resultados obtidos, utilizou-se uma

escala de toxicidade relativa proposta por Brandolt e Lobo (2010) (Quadro 4).
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Quadro 4 - Escala de toxicidade relativa para porcentagem de sobrevivéncia de Daphnia magna.

Sobrevivéncia (%) Toxicidade relativa
0 - 25] Extremamente toxica
125 -50] Altamente tdxica
150 — 75] Medianamente tdxica
175 — 100] Pouco tdxica

Fonte: Adaptado de Brandolt e Lobo (2010).

5.10. Analise dos dados

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software Paleontological Statistics —
PAST, versdo 3.16 (HAMMER, HARPER e RYAN, 2001).

Visando comparar os tratamentos, para a determinacao de Glifosato e AMPA e nos
ensaios com Daphnia magna, foi empregado o teste de Kruskal Wallis (a. = 0,05), seguido do

teste de Dunn (corr. Bonferroni) a posteriori.

Para a metodologia MS-2, foi empregada analise de variancia One-way ANOVA (o =

0,05) para cada uma das variaveis, seguida de teste de Tukey a posteriori.

Para correlacionar os dados da determinacdo dos agrotdxicos com 0s ensaios

ecotoxicoldgicos foi realizado um clustering com valores de matriz de correlacéo.
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VI. RESULTADOS

6.1. Determinacdo de Glifosato e seu metabolito AMPA

A determinacéo de Glifosato e AMPA foi realizada pelo Laboratorio de Analise de Agua
Keller Ambiental. Na Tabela 6 encontram-se relacionados os resultados da determinagéo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (CLAE-DF).

Tabela 6 - Andlise de Glifosato e AMPA por CLAE-DF.

Manejo organico Manejo Convencional
P1 P2 P3 P4
Glifosato ND <LQ ND ND
Coleta 1
AMPA <LQ <LQ <LQ <LQ
Glifosato <LQ <LQ ND 50,15
Coleta 2
AMPA <LQ <LQ ND <LQ

Legenda: ND = < Limite de Deteccéo (Glifosato e AMPA =5 ug L1); LQ = < Limite de Quantificacdo
(Glifosato = 50 pug L™ e AMPA = 200 g L?);.
Fonte: Proprio autor (2017)

A presenca de glifosato no extrato da fracéo soluvel do solo foi detectada no ponto 2 da
primeira coleta e nos pontos 1 e 2 da segunda coleta, porém com valores inferiores ao limite de
quantificacdo do método. Somente o ponto 4 da segunda coleta pode ser quantificado (50,15 pg

L1). Em relacdo ao AMPA, todos os valores detectados foram inferiores ao LQ do método.

Como a maioria dos valores se apresentaram abaixo do limite de deteccdo ou do limite
de quantificagdo, optou-se por transformar as variaveis em varidveis categoricas ordinais, onde
para resultados abaixo do limite de deteccdo (ND) foi atribuido o valor 1, para os resultados
menores que limite de detecgéo (<LQ) foi atribuido valor 2 e para o ponto onde foi detectado o

composto foi atribuido valor 3 (Tabela 7).
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Tabela 7 - Transformagéo da analise de Glifosato e AMPA para variavel categorica ordinal.

Manejo orgéanico Manejo Convencional
P1 P2 P3 P4
Glifosato 1 2 1 1
Coleta 1
AMPA 2 2 2 2
Glifosato 2 2 1 3
Coleta 2
AMPA 2 2 1 2

Legenda: ND = 1; <LQ = 2 e Deteccéo = 3.
Fonte: Proprio autor (2017)

A anélise estatistica a partir das varidveis categéricas ordinais, demonstrou que nao
houve diferenca estatisticamente significativa (p = 0,1948) entre os pontos amostrados.

Os cromatogramas podem ser visualizados no Apéndice A.

6.2. Bioensaios ecotoxicologicos do solo

6.2.1.Sistema multi-espécies de analise de solo em microcosmos (MS-2)

Os ensaios de toxicidade utilizando a metodologia MS-2, se mostraram eficientes,
mantendo a integridade das plantulas, principalmente das radiculas e na contabilizacdo da
populacéo, facilitando o registro dos individuos juvenis e adultos, e o nimero de casulos. Os
valores correspondentes aos parametros propostos na metodologia MS-2 estdo resumidos na
Tabela 8 .
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Tabela 8 - Média e erro padrdo dos parametros da metodologia MS-2.

Manejo organico Manejo Convencional

Controle P1 P2 P3 P4

Densidade
Populacional de 508+166 11,18+3,93 16,18%+5,11 17,08 £5,41 10,83 £3,54
E. crypticus?
Média de

Casulos/Individuo 0,23 +£0,07 0,17+0,05 0,10+0,02 0,11 +0,02 0,15+0,04

Crescimento de L.

sativa? 67,83+6,35 5843+162 61,47+556 39,93+10,02 58,05+ 4,68

Germinacao (%) 95 + 3,42 93,33+3,33 93,33+6,67 65+ 17,08 93,33 + 6,67

Legenda: 1 = Média de individuos/cm?; 2 = Média do comprimento total das raizes em milimetros.
Fonte: Proprio autor (2018).

Os dados de ecotoxicidade dos extratos da fracdo solivel do solo em E. crypticus
demonstram que apesar dos pontos P2 e P3 apresentarem uma densidade populacional maior
(P2 = 16,18 Individuos/m?; P3 = 17,08 Individuos/m?) quando comparada aos outros pontos e
principalmente ao grupo controle, a andlise estatistica mostrou que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na densidade populacional dos individuos entre os tratamentos (p
=0,2784).

Esses pontos estdo estabelecidos em propriedades distintas, sendo o P2 localizado no
lote de manejo organico. E o ponto localizado na parte mais alta da propriedade, proximo as
suas divisas, possuindo em seus arredores um pasto e plantacdes de milho e banana. O P3 esta
localizado no lote com manejo convencional. E o tinico ponto proximo ao corpo d’agua, e pela
declividade do terreno, € o local que recebe os lixiviados dos contaminantes aplicados na

plantacgéo.

Para a média do numero de casulos por individuo, os resultados demonstraram que néo

houve diferenca significativa entre os tratamentos (p = 0,2989).

Quanto as métricas ecotoxicologicas com L. sativa, os resultados mostraram que 0
crescimento das raizes foi marginalmente significante (p = 0,5045), e a analise a posteriori
indicou que o P3 apresentou um menor crescimento quando comparado ao controle. No que diz

respeito a porcentagem de germinacao, o P3 também apresentou um valor menor (65%), quando
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comparados aos outros tratamentos, entretanto, ndo houve diferenga estatiticamente
significativa (p = 0,1171).

6.2.2. Ensaio de toxicidade aguda com Daphnia magna (Crustacea, Cladocera).

Os dados apresentados na Tabela 9 referem-se a sobrevivéncia dos neonatos, no ensaio

de toxicidade aguda com D. magna.

Tabela 9 - Média e erro padrao da porcentagem de sobrevivéncia de D. magna.

Manejo organico Manejo Convencional
Controle P1 P2 P3 P4
100+ 0 70 + 15,06 92 +1,67 50 + 13,66 92 +4,77

Fonte: préprio autor (2018).

Neste ensaio, o0s resultados obtidos demonstraram que houve diferenca
estatisticamente significativa entre os pontos amostrados (p = 0,001) e, a andlise a posteriori
indicou menor porcentagem de sobrevivéncia dos organismos em apenas um ponto (P3),
qguando comparado ao controle. Utilizando a escala de toxicidade relativa proposta por Brandolt
e Lobo (2010), o ponto P3 é considerado altamente toxico aos neonatos de D. magna, o P1
apresenta toxicidade mediana, enquanto os pontos P2 e P4 apresentaram sobrevivéncia média

de 92%, sendo considerados pouco tdxicos (Quadro 5).

Quadro 5 - Toxicidade relativa (%) em D. magna.

Sobrevivéncia média (%) Toxicidade relativa
P1 70 Medianamente toxico
P2 92 Pouco toxico
P3 50 Altamente toxico
P4 92 Pouco toxico

Fonte: Adaptado de Brandolt e Lobo (2010).
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VII. DISCUSSAO

Na agricultura convencional, o glifosato é amplamente utilizado em sucessivas
aplicacdes. Este herbicida e seu metabolito (AMPA) geralmente sdo detectados em amostras de
solo (APARICIO et al. 2013; DIDDEN e ROMBKE, 2001).

No solo, o glifosato é fortemente adsorvido aos coloides de argila e himus, fazendo
com que haja dificuldade da extracdo do mesmo (JONGE et al., 2001). Amarante Jr. et al
(2002b) afirmam que a qualidade da extracdo de glifosato e do AMPA esta diretamente ligada
ao tipo de solo analisado, uma vez que em solos argilosos, o esmo estudado neste trabalho, a
extracdo fica comprometida em virtude da elevada competitividade pelos sitios idnicos. Neste
estudo, as concentracdes de glifosato e AMPA nédo foram possiveis de serem quantificadas.
Resultados vistos anteriormente por Castro (2005).

De acordo com Mattos et al. (2002), o glifosato possui persisténcia média, e sua
permanéncia depende do teor de matéria organica e da atividade microbiana, uma vez que o
aparecimento do metabdlito esta diretamente relacionado com a degradacdo do glifosato pela
atividade microbiana. Veiga et al. (2001) avaliaram a dindmica do glifosato e AMPA, e
observaram que a concentracdo do herbicida decrescia enquanto a do seu metabdlito
aumentava, ap6s algumas semanas a concentracdo do AMPA também decrescia devido a sua

degradacéo.

Para Castro (2005) o AMPA mostra-se mais persistente, sendo encontrado em maior
concentracdo do que a de glifosato. O conjunto de trabalhos estudados sobre a presenca de
glifosato e AMPA em amostras de solo reforcam nossos resultados, visto que o metabdlito
AMPA foi detectado na maioria dos pontos, porém em valores abaixo do limite de quantificacdo

do método.

Ademais, a determinacdo destes compostos, quando adicionados ao solo, é importante
para avaliar o grau de contaminag&o e monitorar ao longo do tempo, a lixiviagao para o lengol
freatico, escorrimento superficial ou erosdo (GAIVIZZO, 2001). Visto isso, sd0 necessarias
técnicas de extracdo ou fracionamento destes compostos, uma vez que as extragdes sequenciais
utilizam extratores geralmente com agressividade crescente. No presente estudo, utilizamos a
agua como extrator para obtencéo do extrato da fracao soltvel do solo, para diminuir o impacto

NOS 0rganismos presentes Nos ensaios e originar uma amostra mais real.
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Assim, ha limitagdes no extrato da fracdo solivel do solo, visto que no solo os
contaminantes ndo ocorrem isolados, mas sim como misturas complexas que interagem
dinamicamente por processos quimicos, fisicos e biologicos (LOGAN, 1998). A
disponibilidade dos contaminantes na fracdo soluvel, apesar de presente, ndo foi suficiente para
apresentar danos aos organismos, uma vez que para uma extracdo eficiente sdo necessarios

processos quimicos e reagentes especificos.

Convem reforcar que o local de estudo, esta disposto em uma area heterogénea e em
seu entorno, existe uma complexidade de manejos empregados, onde se encontram areas de
agricultura organica, convencional e areas de pecuéria, aumentando assim a possibilidade de

contaminac&o difusa.

Assim sendo, apesar de ndo haver pesquisas sobre o sistema multi-espécies
confrontando os manejos convencional e organico na agricultura, literatura especializada
relatam de forma satisfatéria a utilizacdo de espécies de enquitreideos e Lactuca sativa em
bioensaios de toxicidade com substancias quimicas presentes no solo (RODRIGUES et al.,
2017; CAMPAGNA-FERNANDES, MARIN E PENHA, 2016; LEITAO et al., 2014;
CASTRO-FERREIRA et al., 2012; CHELINHO et al., 2012; GREVE et al., 2012; MOLINA
etal., 2012; AMORIM et al., 2008; AMORIM et al., 2005 e ROMBKE, 2003). Essa coletanea
de autores ressalta que estes organismos possuem elevada sensibilidade, indicando
qualitativamente a presenca de substancias toxicas, como os herbicidas utilizados na agricultura

convencional.

Com base nas analises ecotoxicologicas do extrato da fracdo do soltvel do solo,
presume-se que o0 uso do glifosato ndo interfere de maneira significativa na dinamica
populacional de E. crypticus. De maneira contraditdria, Assis (2016), afirma que as sucessivas
aplicacdes deste herbicida, influenciam na diminuicdo das taxas reprodutivas do organismo.
Cabe ressaltar que na presente pesquisa, para obtencdo do extrato, foi utilizada agua como

solvente, ndo se mostrando eficaz na remocéo dos contaminantes presentes no solo.

No gue tange a elaboracdo da metodologia MS-2, a Lactuca sativa foi a espécie de
vegetal selecionada, posto que, segundo Pelegrini et al. (2006), os testes de toxicidade
utilizando essa espécie constituem um recurso pratico, de baixo custo e de sensibilidade
razoavel na indicacdo qualitativa da presenca de substancias toxicas ou inibidores biologicos,

como os pesticidas e herbicidas.
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Os bioensaios envolvendo Lactuca sativa (porcentagem de germinagéo e crescimento
de L. sativa) ndo demonstraram diferenga significativa entre os tratamentos. Campagna-
Fernandes, Marin e Penha (2016), em pesquisa voltada a avaliacdo da sensibilidade do
crescimento radicular em L. sativa, demostraram em seus resultados que o crescimento da raiz
foi um endpoint mais sensivel quando comparado a porcentagem de germinagdo, uma vez que
os efeitos no comprimento total das raizes foram detectados em concentracbes menores,
justificando a utilizacdo de dois endpoints na avaliacédo de toxicidade em L. sativa apresentados

neste estudo.

De maneira similar, pesquisas de Greve et al. (2012) e Molina et al. (2012), utilizaram
meio de cultura a base de agar contendo glifosato para investigar a toxicidade em diferentes
espécies de hortalicas, dentre elas a L. sativa. A técnica utilizada possibilitou observar a
germinacdo das sementes e 0 desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido, sendo que
as plantulas se apresentaram altamente sensiveis a concentracdes baixas de glifosato,

demonstrando assim sensibilidade significativa em sua germinag&o.

Rodrigues et al. (2017), avaliaram duas formulacdes a base de glifosato, Roundup®
original (Monsanto) e o Herbicida AKB 480 (Kelldrin) em germinacdo de L. sativa e outras
duas espécies de vegetais, das quais a alface apresentou maior sensibilidade ao Roundup®,
enquanto ambas as formulagdes inibiram significativamente o crescimento radicular de todas
as espécies testadas. Entretanto, Araujo et al. (2015), em pesquisa de avaliagdo da fitotoxicidade
do glifosato em L. sativa, concluiram que este herbicida ndo apresentou toxicidade, o que
contradiz a maioria dos estudos conduzidos na éarea, incluindo os resultados da presente

pesquisa.

Ademais, é possivel observar a latente caréncia de estudos utilizando ensaios
ecotoxicoldgicos na agricultura organica. Excecdo a regra, sdo as pesquisas conduzidas por
Dalla Rosa et al. (2017) e Silva e Mattiolo (2010). A primeira avaliou a toxicidade de
substancias com uso autorizado no manejo organico: Calda Bordalesa (fungicida e bactericida)
e 0 0leo de Neem comercial Nim-1-Go® (inseticida), e seus resultados demonstraram que essas
substancias potencializaram a mortalidade e afetaram negativamente o potencial reprodutivo de
E. crypticus, mesmo em concentracOes inferiores ao recomendado. O segundo estudo avaliou
o efeito em germinagdo de L. sativa, do fitotoxico Rotenat®, um inseticida natural indicado

para uso em culturas organicas, concluindo que esse composto promove significativa inibicao
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na germinacdo e crescimento das plantulas, mesmo na concentracdo recomendada pelo

fabricante.

No presente estudo, ensaios ecotoxicolégicos revelaram que em 3 pontos de
amostragem a toxicidade relativa do extrato apresenta-se como pouco e medianamente toxica.
Resultados similares foram obtidos por Castro (2013), que objetivou avaliar percolados de solo
com residuo de usina termelétrica em espécie do género Daphnia e Lactuca sativa,
demonstrando que o solo provavelmente retém as substancias toxicas do lixiviado, uma vez que

néo foi expresso potencial tdxico nos organismos.

Nakagome, Noldin e Resgalla Jr. (2006), utilizando-se analise toxicoldgica com D.
magna, indicam que os herbicidas séo classificados com toxicidade minima , j& os inseticidas
apresentam maior periculosidade de impacto ecologico. Ainda, Laitano e Matias (2016),
confirmam que os bioensaios com D. magna apresentam-se como ferramentas praticas e
vantajosas na avaliagdo da toxicidade, gerando respostas seguras para 0 controle e

monitoramento da qualidade ambiental.

7.1. Reflexdes sobre 0s manejos convencional e organico

A agricultura intensiva (manejo convencional) com elevado uso de fertilizantes e
agrotoxicos, associados as praticas de selecdo de espécies (monocultura), promove importantes
alteracdes na estrutura do solo, afetando a riqueza e a biomassa da microbiota do solo (LIMA
et al., 2010; MARCHAO et al., 2009). De forma complementar, Anderson (2009) pontua que
a agricultura convencional sobrepde-se aos processos bioldgicos do solo na definicdo da

produtividade agricola.

A lbgica nesse modelo esta na exploragdo ao maximo da natureza, sem observar o
limites de sua utilizacdo (DIAS, 2006). Segundo Possenti et al. (2007) existe no sistema de
agricultura convencional, uma maior preocupacdo com a producdo do que com a preservagao
do ambiente e a propria qualidade dos alimentos produzidos. Esse sistema prejudica o ambiente
devido as perdas de matéria organica do solo através da mineralizacdo e erosdo. Esta condicao
é causada principalmente pela degradacéo das propriedades fisicas e a baixa fertilidade quimica
inerente desses solos (BALBINO et al., 2004).

De acordo com Silva et al. (2006) e Beecher et al. (2002), para a manutencdo da
qualidade do solo e da sustentabilidade de seu uso é fundamental que a biodiversidade seja
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promovida. A biodiversidade dessas areas agricolas € constituida por populacGes de espécies

vegetais e animais que vivem nos agroecossistemas.

Para tanto, buscam-se modelos de agricultura mais sustentaveis como 0s sistemas
agroecoldgicos, que visam diminuir a utilizacdo massiva de insumos ou a sua substituicao
(ROSSET et al., 2014). Roel (2002) afirma que substituicdo de insumos sintéticos por produtos
naturais tende a diminuir os custos de producdo e gerar mais empregos, além de contribuir para
fixar o homem no campo. Entretanto, Altieri (2002) defende que a simples substituicdo de
insumos que agridem o ambiente por outros menos agressivos, gera um aumento nos 0S Custos
de producdo e néo reduz a vulnerabilidade das monoculturas, consequentemente ndo atende aos

principios fundamentais da producdo organica.

Roel (op. Cit.) ainda assegura que a agricultura ecolégica € um sistema
economicamente vidvel que resgata praticas seculares e conhecimentos empiricos de
populacdes rurais e desta forma melhora a qualidade de vida do produtor e de sua familia e
resguarda o ambiente de degradacdes.

A transicdo da agricultura convencional para a agricultura organica deve ocorrer de
maneira gradativa nas propriedades rurais, ndo apenas com mudancas na base tecnoldgica do
sistema de producdo, mas também da propria maneira de encarar a relagdo da producéo com a
natureza. As mudancas devem iniciar em novas politicas agrarias com incentivos
governamentais, incentivos a pesquisas, além do desenvolvimento e transferéncia de
tecnologias eficientes, acessiveis e, acima de tudo, economicamente viaveis (ROSSET et al.,
2014; FEIDEN, 2001).
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VIIl. CONSIDERACOES FINAIS

e Os valores da determinacdo do glifosato e seu metabolito AMPA por CLAE-DF,
apesar do método sensivel, foram abaixo do limite de quantificacéo, co exce¢do de um ponto,
tornando-se, no presente estudo, uma avaliacdo qualitativa quanto a presenca do herbicida no
extrato da fracdo soltvel do solo.

e A metodologia MS-2, mostrou-se eficiente como técnica de analise
ecotoxicoldgica, porém, devido a caracteristicas inerentes ao processo de extracdo da fragédo
soltvel do solo, sdo necessarios estudos futuros, a fim de refinar esta metodologia de analise
ecotoxicolégica/de risco ambiental.

e Os ensaios ecotoxicoldgicos com D. magna apresentaram resultados relevantes em
relacdo a toxicidade do extrato da fracdo sollvel do solo, uma vez que estes organismos

bioindicadores sdo mais sensiveis aos contaminantes.

e Com base nos dados da determinacdo dos compostos quimicos, na metodologia
MS-2 e nos bioensaios com D. magna, os manejos agricolas (organico e convencional) ndo
diferem quanto as variaveis estudadas, o que sugere a influéncia de variaveis como declividade
do terreno ou localizacdo dos pontos em relagdo a outras culturas, ou seja, a hip6tese proposta
na pesquisa ndo foi confirmada.

e A area onde se localiza o assentamento é particularmente heterogénea e, em
consequéncia complexa, contemplando diversos manejos dentre eles 0s organicos,
convencionais e pastagens, o que aumenta a possibilidade de contaminacdo difusa,

influenciando principalmente os lotes orgénicos.

e Convém ressaltar que nesta pesquisa foi utilizado o extrato aquoso da fracdo soluvel
do solo nos ensaios ecotoxicoldgicos, evidenciando a necessidade de novos estudos que

utilizem como matriz o solo puro.

e Ainda, sugere-se pesquisas ambientais mais aprofundadas no assentamento Bela
Vista do Chibarro, com o intuito de monitorar as possiveis contamina¢ées do solo por
agrotoxicos, e que acompanhem a evolucdo da agricultura orgénica, incetivando a transigéo e

otimizando os sistemas produtivos agroecologicos.
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APENDICE A

Cromatogramas da determinacgéo de Glifosato e AMPA, por CLAE-DF, em extratos
das fracGes sollveis do solo.
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