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RESUMO

Foram avaliados os efeitos em curto e em longo prazo da contaminacdo por
efluentes urbanos de um igarapé de Manaus sobre ovos e girinos de Osteocephalus
taurinus (Anura, Hylidae). Para a avaliacdo de efeitos agudos de contaminacéo foi
realizado um teste CL50gg,, quUe €Xpos 0VOoS e girinos em estagio 25 de Gosner a
um gradiente crescente de concentracOes estabelecidas em progressdo geomeétrica
por um periodo de 96 horas. Ovos foram menos resistentes a contaminacao do que
os girinos. A CL50gs para girinos foi de 47,63 mL/L enquanto para os ovos foi de
25,19 mL/L. Nas concentracdes mais baixas do experimento com ovos has quais
nao ocorreu mortalidade, os girinos apresentaram edemas abdominais apos 96h.
Para avaliacao dos efeitos cronicos da exposicao a baixas concentracdes de esgoto
urbano, girinos no estadio 25 de Gosner foram expostos a trés concentracdes (9, 18
e 36 mL/L) de efluente até alcancarem a metamorfose. Houve diferencas
significativas na taxa de crescimento e no tamanho de metamorfose entre o controle
e o tratamento. Nao houve diferencas significativas no nimero de sobreviventes e
na duracdo do periodo larvario. Uma concentracdo de 25 mL/L do efluente testado
causou efeitos deletérios sobre ovos de Osteocephalus taurinus. Uma concentracao
de 36 mL/L causou alteracbes nos parametros de desenvolvimento larvario, e a
suscetibilidade a contaminacé&o variou entre desovas. Uma concentracao de 47mL/L
causou efeitos deletérios sobre girinos livre-natantes. Concentracdes de até 16 mL/L

podem causar um aumento no tamanho meédio dos girinos.



ABSTRACT

The effects of short and long-term contamination by effluent from an urban stream of
Manaus on eggs and tadpoles of Osteocephalus taurinus (Anura, Hylidae) werw
evaluated. To evaluate the acute effects of contamination a test CL50¢6n Was done ,
which exposed eggs and tadpoles in Gosner stage 25 to a gradient of increasing
concentrations established in geometric progression over a period of 96 hours. Eggs
were less resistant to contamination than the tadpoles. The CL50gg1, for tadpoles was
47.63 mL/L while for the eggs was 25.19 mL/L. At lower concentrations of the
experiment with eggs in which no mortality occurred, the tadpoles showed abdominal
edema after 96h. To evaluated the effects of chronic exposure to low concentrations
of urban sewage, tadpoles in Gosner stage 25 were exposed to three concentrations
(9, 18 and 36 mL/L) of effluent until they reach metamorphosis. There were
significant differences in growth rate and the size of metamorphosis between control
and treatment. There were no significant differences in the number of survivors and
length of time larvae. A concentration of 25 mL/L of effluent tested caused
deleterious effects on eggs of Osteocephalus taurinus. A concentration of 36 mL/L
caused changes in the parameters of developing larvae, and susceptibility to
contamination ranged from egg masses. A concentration of 47mL/L caused
deleterious effects on tadpoles free swimming. Concentrations of up to 16 mL/L can

cause an increase in the average size of tadpoles.
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|.INTRODUCAO GERAL

As grandes transformacfes sofridas por Manaus a partir da implantacdo da
Zona Franca nao foram acompanhadas por uma politica de controle ambiental
compativel com o crescimento urbano. Ao longo desse processo, 0s cursos d’agua
que cortam a cidade transformaram-se em depdsitos de esgotos e lixo, culminando
no quadro que hoje se observa: valas poluidas e malcheirosas. Pelo fato dos
igarapés ndo possuirem matas ciliares, na maior parte de seus percursos, ocorre 0
acumulo de grande variedade de detritos em suas calhas, levados pelas aguas
pluviais. Em consequéncia, ocorre represamento de aguas altamente poluidas junto
as margens, onde se instauram ambientes andxicos que provocam a exalacdo de
odores desagradaveis. Esta €, alids, uma situacéo que se observa em quase todos
0s igarapés que cruzam a cidade: o mau cheiro (GeoManaus, 2002).

Até 2004 apenas 11,6% da populacdo de Manaus possuia coleta de esgoto,
sendo que apenas 2,9 % da populacdo possuia algum tipo de tratamento de esgoto.
Manaus, Belém e Rio Branco possuem os piores indices de tratamento de esgoto de
todo o Brasil (Instituto Socioambiental, 2007). Em igarapés poluidos de Manaus, séo
encontrados altos niveis nitrogénio na forma amoniacal, formados pela
decomposicdo da matéria organica proveniente de esgotos e excrecdo direta de
animais e do homem (GeoManaus, 2002).

Os anuros sao especialmente suscetiveis a poluicdo dos rios, pois possuem
pele permeavel (Sparling et al., 2000), o que permite 0 acumulo de contaminantes
quimicos dissolvidos na agua (Degarady e Halbrook, 2006).

A contaminacdo quimica pode afetar os anfibios nos niveis de individuo,

populacdo, e comunidade e algumas evidéncias sugerem que contaminantes podem



contribuir para declinios populacionais (Boone et al.,, 2007). Se, por exemplo, o
contaminante aumenta o tempo do periodo larval no ambiente aquéatico, torna os
girinos mais susceptiveis aos predadores e a dessecacdo das pocas, com a
consequente diminuicdo do recrutamento de juvenis, levando ao declinio de uma
populacao (Broomhall, 2002; Boone et al., 2007).

Atualmente, ha um crescente interesse no estudo de anfibios devido aos
recentes declinios e extingdes populacionais (La Marca et al., 2005). Sendo que a
contaminagcdo quimica dos rios e lagos é considerada um dos fatores principais
responsaveis pelo declinio de popula¢gdes de anfibios (Blaustein et al., 2003). As
consequéncias da contaminagdo quimica sobre os anfibios séo letais ou subletais e
atuam direta ou indiretamente (Amphibiaweb, 2009), podendo ser uma grande
ameaca as areas com megadiversidade, como a Amazonia.

O presente trabalho vem de encontro com o Plano de Acéo para Conservacgao
dos Anfibios (Amphibian Conservation Action Plan — ACAP) (Gascon et al., 2007),
um programa criado pela IUCN (The World Conservation Union) e elaborado para
tentar reverter o atual quadro de declinios de anfibios, onde cerca de 1/3 das
espécies estdo ameacadas em todo o mundo (Amphibiaweb, 2009). Este trabalho
usou como modelo uma espécie de anuro comum na regido de Manaus, ja utilizada
em outros experimentos sobre poluicdo (Monteiro, 2004) e que responde bem a

condicOes laboratoriais.
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I1l. CAPITULO |

Efeito da poluicdo do igarapé do Educandos (Manaus, Amazonas, Brasil) sobre ovos

e larvas de Osteocephalus taurinus (Amphibia, Anura, Hylidae)

Palavras-chave: Anfibios, Ecotoxicologia, Efluentes urbanos, Osteocephalus
taurinus, Girinos.
Key words: Amphibians, Ecotoxicology, Urban effluents, Osteocephalus taurinus,

Tadpoles,

1. INTRODUCAO

O processo de urbanizacdo e crescimento populacional no centro e na
periferia de Manaus, com o0 surgimento de varios bairros em areas anteriormente
florestadas, desencadeou processos impactantes que se refletiram na qualidade dos
igarapés que atravessam a cidade (Cleto Filho, 1998), como o lancamento
indiscriminado de lixo, efluentes domésticos e industriais (GeoManaus, 2002).

Um sistema aquatico que recebe esgotos in natura sofre alteracdes
ecologicas decorrentes, na maioria das vezes, de um processo de eutrofizacao,
diminuindo drasticamente a qualidade das aguas, levando principalmente a
acentuada reducao do oxigénio dissolvido (Melo et al., 2005). Além disso, a retirada
da mata ciliar e a estagnacédo das aguas no periodo da cheia dos rios amazdénicos
provocam a elevacao da temperatura das aguas o0 que consequentemente acelera o

processo de eutrofizacéo (Cleto Filho, 1998).



Em igarapés de Manaus contaminados por acdo antrépica, foram constatados
a reducao no teor de oxigénio dissolvido, o aumento do pH e altos teores de metais
pesados (p. ex. Zn, Co, Ni, Cu, Fe, e Pb), além da presenca de coliformes fecais e
totais acima das taxas permissiveis para recreacdo e consumo humano (Melo et al.,
2005; Santana e Barroncas, 2007). A contaminacdo por metais pesados €
especialmente perigosa, ja que esses elementos se acumulam tanto no solo como
na agua e possuem acado cumulativa também no tecido dos organismos
(Loumbourdis, 1997). A decomposi¢do da matéria organica proveniente do esgoto
domeéstico forma aménia que é extremamente toxica para girinos e imagos de
anuros (Vieira, 1986; Oliveira, 2003).

Os anuros sdo especialmente suscetiveis a estes poluentes, pois sao
dependentes de condicbes ambientais especificas e possuem pele permeavel
(Sparling et al., 2000), o que permite o acumulo de contaminantes quimicos
dissolvidos na agua (Degarady e Halbrook, 2006). Cerca de 70% das espécies de
anfibios possuem o ciclo de vida com a formacdo de ovos e larvas aquaticas
(Sparling et al., 2000). No entanto, o uso de espécies de anuros para monitoramento
da qualidade da agua ndo € comum, apesar de que alguns estudos indicam a
efetividade do uso de espécies de anfibios como indicadores bioldgicos (Lebboroni
et al., 2006). Na Amazonia, grande parte das espécies de anuros possui girinos com
fase larval aquatica, sendo que muitas habitam pocas marginais aos igarapés (Hodl,
1990).

No mundo existem mais que 5.600 espécies descritas de anfibios anuros
(Frost, 2009). Atualmente, ha um crescente interesse no estudo de anfibios, devido
a recentes declinios e extingdes populacionais registradas em todo o mundo (La

Marca et al., 2005). Entre as principais causas desses declinios estdo a poluicao de



corpos d'agua, radiacdo UV e doencas (Amphibiaweb, 2009). A contaminac¢éo por
contaminantes quimicos tais como pesticidas, herbicidas, fungicidas e fertilizantes, &
considerada um dos principais fatores responsaveis pelo declinio de populacdes de
anfibios (Blaustein et al., 2003).

Larvas de anfibios anuros expostas a altos niveis de contaminantes como, por
exemplo, metais pesados, pesticidas, herbicidas e fertilizantes presentes na agua,
podem apresentar malformacdes, diminuicdo da performance natatéria (Burkhart et
al., 1998; Hopkins et al., 2000), diminuicdo no tamanho corporal na metamorfose,
reducdo na taxa de eclosdo dos ovos (Karasov et al., 2005), aumento nas taxas
metabolicas (Rowe et al.,, 1998) e maior susceptibilidade a predacédo (Broomhall,
2002), a doencas e a infeccbes (Johnson et al., 2002). Mudancas no pH da agua
podem diminuir a taxa de sobrevivéncia, o tamanho e o tempo até a metamorfose de
algumas espécies de anfibios (Andrén et al., 1988; Warner et al., 1991; Rowe et al.,
1992; Kutka, 1994), afetando diretamente os parametros demograficos de
populacdes de anuros.

O presente trabalho teve como objetivo estudar os efeitos agudos e cronicos
dos efluentes urbanos sobre os girinos e ovos de Osteocephalus taurinus (Anura,
Hylidae). Para minimizar os efeitos de outros fatores sobre o desenvolvimento dos
ovos e girinos dessa espécie, o estudo foi relizado por meio de uma abordagem
experimental em laboratorio, sob condi¢ces controladas.

Osteocephalus taurinus (Anura, Hylidae) é uma espécie comum em margens
de igarapés e pocas de floresta de terra firme na Amazbnia Central, que se
reproduzem principalmente no inicio da época chuvosa (Hero, 1990; Lima et al.,
2006). Adultos e larvas podem ser encontrados em florestas primarias e secundarias

(Hero, 1990; Lima et al., 2006). Girinos e ovos de Osteocephalus taurinus ja foram



utilizados na avaliacédo do efeito letal e subletal da contaminacéo por um derivado de
petréleo (Monteiro, 2004), e esta espécie foi ecolhida para a utilizacdo experimental
no presente estudo porque ja existe um protocolo para manutencdo dessas larvas

em laboratério (Monteiro, 2004).

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos agudos e crénicos da contaminacao por efluente urbano do
igarapé do Educandos ( Manaus, AM, Brasil) sobre ovos e girinos de Osteocephalus

taurinus.

2.1. Objetivos especificos

1) Estimar a concentracao letal média (CL50) de agua contaminada por efluentes
urbanos do igarapé do Educandos ( Manaus, AM, Brasil) para ovos e girinos de

Osteocephalus taurinus.

2) Estimar os efeitos crénicos da contaminacdo por agua contaminada por efluentes
urbanos do igarapé do Educandos ( Manaus, AM, Brasil) sobre girinos de
Osteocephalus taurinus, medindo as seguintes variaveis:

(a) Sobrevivéncia do estadio 25 de Gosner até a metamorfose;

(b) Tempo decorrido entre a data de desova e a data de metamorfose;

(c) Taxa de crescimento do estagio 25 de Gosner até a metamorfose;

(d) Tamanho na metamorfose.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Espécie estudada

Foram utilizados para os experimentos ovos e girinos de Osteocephalus
taurinus (Anura, Hylidae). Esta espécie reproduz-se durante todo o ano, apos
chuvas fortes, mas em maior freqiiéncia no inicio da estacdo chuvosa. No periodo
reprodutivo, rednem-se em grupos e vocalizam em arbustos ou imersos em
pequenos corpos d’agua na margem de igarapés (Lima et al., 2006). A desova
contém cerca de 2000 ovos pretos envoltos em uma capsula gelatinosa, e é
depositada como uma pelicula na superficie d’dgua de pocas temporarias na
margem dos igarapés (Hero, 1990; Lima et al., 2006).

Desovas de O. taurinus foram coletadas na Reserva Florestal Adolpho Ducke
(02°55’-03°01'S, 59°53'-59°59'W), em fevereiro de 2008, no estagio de ovos ou
larvas recém eclodidas, removidas diretamente de pocas temporarias ou de pocas
artificiais (caixas de PVC de 20 litros contendo agua de igarape, dispostas na
margem de igarapés). As desovas foram transportadas até o laboratorio em potes
individuais contendo agua de igarapé. No laboratério elas foram mantidas de forma
individualizada em caixas de PVC (64x43x19 cm) contendo agua de poco e com
aerador. A temperatura do laboratério foi mantida entre 23 e 26 °C, com uma
umidade relativa do ar entre 45 e 90%. Os girinos foram alimentados a vontade com
racdo comercial de coelho, a cada dois dias. Para as larvas recém-eclodidas
encontradas no campo foram estimadas as datas de desova por meio de
comparacdo com desovas cujo processo de desenvolvimento se observou em

laboratorio desde o estagio de ovo.



3.2. Contaminante utilizado

Foi utilizado como contaminante agua coletada do igarapé do Educandos (S
03° 08’ 12,1” W 060° 00’ 34,4”), em Manaus, Amazonas no dia 22/01/08. A agua foi
coletada utilizando tonéis de plastico, levada para o laboratério e deixada em
descanso por 20 dias até a estabilizacdo do pH em um valor em torno de 4,5. A
estabilizacdo do pH indica que os componentes presentes na agua também se
estabilizaram, importante para que todos os experimentos fossem realizados com o

mesmo nivel de contaminantes.

3.3. Determinacdo da concentracdo de metais pesados

A concentracdo dos metais pesados Co, Cu, Fe, Cr, Ni, Mn, Pb e Zn foi
determinada por espectrometria de absor¢cdo atdmica (Perkin Elmer, modelo ASS
3300) em modo chama de ar/acetileno, pelo método direto e corretor de fundo
(Welz, 1985). Cada metal foi medido segundo suas curvas de calibragdo com o0s
seguintes limites de deteccéo (ug L™): Cu = 0,025, Co = 0,05, Cr = 0,05, Fe = 0,05,
Mn = 0,02, Ni = 0,04, Pb = 0,06 e Zn = 0,008. Esses metais foram escolhidos,
porque sdo 0s mais encontrados em igarapés poluidos de Manaus (Santana e

Barroncas, 2007).
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3.4. Experimentos

a) Avaliacao de efeitos agudos da contaminacao —teste de CL50

Foi determinada a CL50gs - teste padronizado que determina a concentracao
de uma substancia ou combinacédo de substancias que causa 50% de mortalidade
de um grupo de organismos - dos ovos e girinos de Osteocephalus taurinus,
permitindo estabelecer a susceptibilidade desses dois estagios de desenvolvimento
a exposicao a concentracdes agudas de agua contaminada.

O intervalo entre as revisbes e 0s niveis de concentracdo foi definido de
acordo com o protocolo de Sprague (1990), em sequiéncia geométrica crescente, a
razdo de 1,3, para que os aumentos no tempo de exposi¢cdo e nas concentragbes
fossem proporcionais entre si. O periodo total de exposicdo dos girinos e ovos ao
esgoto foi de 96 horas.

As concentracdes utilizadas foram 16, 20, 27, 36, 48, 60, 75, 90 e 117 mL/L.
Foram utilizadas 3 réplicas para cada concentracdo, cada réplica contendo 15 ovos
ou girinos. Foram utilizados recipientes plasticos de 2L, contendo 1,5L de agua. O
mesmo numero de réplicas com agua sem contaminante foi utilizado como controle.

Em cada revisdao (8, 13, 19, 28, 43, 64 e 96 horas apOs o inicio do
experimento) foram registrados o numero de larvas vivas e o0 estagio de
desenvolvimento em que se encontravam, no caso dos ovos. Os individuos foram
classificados como: ovo [até o estadio 17 da tabela de Gosner (1960), quando surge
o botdo da cauda]; larva imovel [estadios 18 a 20 de Gosner, quando comecam a

apresentar respostas musculares e movimentos mais visiveis]; larva com branquias
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[estadios 21 a 24 de Gosner]; e girino livre natante [a partir do estadio 25 de Gosner,
quando ja ndo possuem branquias externas e passam a nadar livremente].

As larvas imoOveis e os ovos foram considerados mortos pela diferenca de
coloracao, os ovos mortos perdiam a cor preta natural e ficavam mais acinzentados.

Os niveis de amobnia foram medidos ap0s os experimentos de CL50, através
de um experimento a parte. O contaminante foi diluido nas mesmas concentracdes
utilizadas no experimento de CL50 e os niveis de amonia total foram medidos nos
mesmos tempos utilizados nas revisdes da CL50. Para cada concentracdo foram
utilizadas trés replicas e trés replicas controle.

A CL50 foi calculada usando o programa LC50 (Hamilton et al. 1978).

b) Efeito da concentracdo de oxigénio na agua sobre a sobrevivéncia e

desenvolvimento larvarios

O efeito da disponibilidade de oxigénio na agua sobre a sobrevivéncia e
desenvolvimento larvéario foi testado por meio de dois tratamentos: aeracdo, com
dois niveis (com aerador e sem aerador), e concentracdo de contaminante, com
quatro niveis de concentracdo (36, 48, 60 mL/L e controle com agua sem
contaminante). Os niveis de concentracdo foram determinados a partir dos
resultados do teste de CL50, pois essas concentracfes foram as mais baixas no
teste de CI50 de ovo onde todos os girinos morreram.

Para cada combinacdo de niveis (nivel de concentracdo + nivel de aeracao)

se testou trés réplicas, sendo cada replica pertencente a uma desova.
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Cada réplica conteve 15 individuos, que foram expostos ao contaminante a
partir do estagio de ovo. Foram utilizados recipientes plasticos de 2L, contendo 1,5L
de agua.

As revisbes foram feitas com a mesma frequéncia do teste de CL50, e, em
cada revisdo, foram registrados o numero de larvas vivas e o0 estadio de

desenvolvimento em que se encontravam, segundo Gosner (1960).

c) Efeito da presenca de alimento sobre comprimento larvario

No teste de CL50 os girinos resultantes de ovos contaminados em algumas
concentracbes apresentaram maior tamanho que o0s girinos resultantes de ovos
controle. Por isso foi realizado um experimento para testar se a diferenca de
tamanho observada poderia dever-se a presenca de nutrientes dissolvidos na agua
contaminada. O experimento consistiu na adicdo ou ndo de alimento (racdo de
coelho) as larvas contaminadas, partindo da hipdétese de que, se a diferenca de
tamanho observada se devesse a presenca de nutrientes dissolvidos, a presenca de
alimento adicionado causaria a diminuicdo de diferenca de tamanho, pois permitiria
as larvas controle alcancar tamanhos semelhantes. Se a diferenca do comprimento
tivesse outra causa, mesmo adicionando alimento, os girinos continuariam com
comprimentos diferentes.

Foram utilizados dois tratamentos: alimentacdo, com dois niveis (com
alimento e sem alimento) e concentracdo de contaminante, com trés niveis de
concentracdo (8, 16 mL/L e controle em agua sem contaminate). Essas
concentracdes foram utilizadas por néo ter causado mortalidade no teste de CL50 de

ovos.
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Para cada combinacdo de niveis (nivel de concentracdo + nivel de
alimentacéo) foram usadas seis réplicas, sendo duas réplicas por desova. As larvas
foram alimentadas a partir do estagio de larva livre natante (estadio 25 de Gosner).

Cada replica conteve 10 individuos, que foram expostos ao contaminante a
partir do estagio de ovo. Foram utilizados recipientes plasticos de 2L, contendo 1,5L
de agua.

O experimento teve uma duracao de seis dias. No final do experimento todos
os girinos foram medidos e foi utilizado o valor médio dos girinos em cada recipiente.

Os dados do experimento foram comparados entre tratamentos por meio da
analise de variancia - ANOVA. A significancia estatistica entre niveis de tratamento

foi testada através do teste de Tukey.

d) Avaliacao de efeitos crénicos da contaminacao

Para a analise do efeito cronico (até a metamorfose) da contaminacéo sobre
0s parametros de desenvolvimento dos girinos de O. taurinus foram utilizados trés
niveis de concentracdo de agua contaminada (9, 18 e 36 mL/L), correspondendo,
respectivamente, a 25%, 50% e 100% do valor da concentracdo mais alta no teste
de CL50 de girinos na qual houve 100% de sobrevivéncia. A CL50gg, para girinos foi
de 47,63 mL/L. Para cada concentracao foram utilizadas 50 réplicas, cada réplica
com um individuo, mantido em recipiente plastico de 2L, contendo 1,5L de agua
limpa, a qual foi adicionada a quantidade de agua contaminada correspondente ao
nivel de tratamento. Também foram utilizadas 50 réplicas como controle (girinos
mantidos em agua limpa). Foram utilizados girinos de cinco desovas diferentes (10

girinos de cada desova em cada nivel de tratamento), para minimizar o efeito
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parental sobre os parametros medidos. Os girinos foram expostos ao tratamento a

partir do 15° dia de vida, no estadio 25 de Gosner (1960) (estagio de larva livre

natante) e foram monitorados até a metamorfose (estadio 42 de Gosner, 1960).

Os girinos foram medidos antes do inicio do experimento e um dia antes da

metamorfose, pois logo apds a metamorfose a cauda comeca a ser absorvida, e se

as medidas fossem feitas tardiamente os valores seriam subestimados.

Os girinos foram alimentados a cada dois dias com racdo para coelho e a

agua foi trocada semanalmente.

As variaveis dependentes foram:

1)

2)

3)

4)

Sobrevivéncia — numero de individuos que sobreviveram até a metamorfose
em cada tratamento;

duracdo do periodo larvario — numero de dias desde a data observada ou
estimada de desova até a metamorfose. A data de metamorfose foi
considerada como a data em que ocorreu a extrusdo de um ou ambos
membros anteriores;

tamanho na metamorfose — comprimento total, do focinho até o final da
cauda, medido com um paquimetro (precisdo de 0,5 mm) um dia antes da
metamorfose;

taxa de crescimento— determinada como a diferenca entre o comprimento
total inicial (no dia do inicio do experimento) e o comprimento total final,
dividido pelo numero de dias decorrido entre o inicio do experimento e a data

de metamorfose.

Os dados dos experimentos de efeitos cronicos (duracdo do periodo larvario,

tamanho na metamorfose e taxa de crescimento) foram comparados entre
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tratamentos, por meio de andlise de variancia (ANOVA), usando o tamanho inicial
dos girinos como co-variavel nos modelos. A significancia estatistica entre os niveis
de tratamento foi testada por meio do teste de Tukey. As diferencas na

sobrevivéncia entre os tratamentos e o controle foram testadas por teste de y°.

4. RESULTADOS

4.1. Determinagéo da concentragdo dos metais pesados

Os metais Fe, Ni, Mn, Cr e Pb apresentaram valores acima dos
recomendados para aguas de classe 1 (dguas que podem ser destinadas ao
abastecimento para consumo humano, a protecdo das comunidades aquaticas, a
recreacdo de contato primario, a irrigacdo de hortalicas e a protecdo das
comunidades aquéticas em terras Indigenas) (Tabela 1), segundo a resolucdo No

357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA). .
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Tabela 1 - Composi¢do quimica do contaminante e valor maximo recomendado

pelo CONAMA. Os resultados correspondem a média de trés repeticdes.

Metais Concentracao (mg/L) CONAMA (mg/L)

Fe 3,60 £ 0,04 0,3

Zn 0,13 + 0,02 0,18
Ni 0,08 £ 0,03 0,025
Mn 0,17 = 0,02 0,1

Cu < 0,02 0,009
Cr 0,20+ 0,01 0,05
Pb 0,19 + 0,02 0,01
Co < 0,05 0,05

4.2 Avaliacao de efeitos agudos da contaminacao — teste de CL50

N&o se observou diferencas nas taxas médias de sobrevivéncia apés 96
horas em relagcdo ao controle até 20 mL/L de contaminante para ovos e até 36 mL/L
para girinos. A sobrevivéncia dos ovos caiu pela metade em 27 mL/L e nenhum ovo
sobreviveu a partir de 36 mL/L (Figural). Para girinos a sobrevivéncia caiu
praticamente pela metade em 48 mL/L e nenhum girino sobreviveu a partir de 60
mL/L (Tabela 2).

Os ovos se mostraram muito mais suscetiveis as altas concentragdes de agua
contaminada que os girinos. A CL50 96 h para girinos foi de 47,63 mL/L enquanto
para os ovos foi de 25,19 mL/L (Tabela 3). Todos o0s girinos morreram nas primeiras
8 horas nas concentragoes 90 e 117 mL/L (Figura 2).

A eclosdo dos ovos ocorreu entre oito e 13 horas ap6s o inicio dos

experimentos. Até 19 horas as larvas permaneceram na fase imovel e, ap6s 28
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horas, as larvas ja apresentavam branquias e movimentos natatérios. Com 96 horas
as larvas ja se encontravam no estadio 25 de Gosner (livre natante e sem branquias
externas). Nao foram observados atrasos no desenvolvimento das larvas resultantes
de ovos nas concentracfes mais altas nas quais houve sobreviventes.

O nivel de amoénia total no contaminante puro foi igual a zero, porem ao
diluirmos o contaminante observamos um aumento nos niveis de amobnia no
decorrer de 96 horas. As diferencas nos niveis de aménia foram bastante diferentes
entre réplicas. Em uma das réplicas, em apenas 8 horas, 0s niveis de amonia total ja
tinham subido para 0,25 ppm nas concentra¢cdes mais altas e no final das 96 horas
0s niveis de amoénia estavam em 2 ppm nas concentracfes mais altas e 1 ppm nas
mais baixas. Nas outras duas réplicas os niveis de amoénia sO6 comecaram a subir
apos 64 horas e em 96 horas estavam com 0,5 ppm nas concentracfes mais altas e

0 nas mais baixas.
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Tabela 2 - NUmero médio de sobreviventes entre réplicas para ovos e girinos
de Osteocephalus taurinus ap6s 96 horas de exposi¢cdo a nove concentracdes

de contaminante.

Larvas vivas apos 96h

conc Ovos Girinos
(mL/L)

Controle 15 15
16 15 15
20 15 15
27 7,5 15
36 0 15
48 0

60 0 0,67
75 0

94 0

117 0
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Tabela 3 - CL50 e limites do intervalo de confianga de 95% para cada intervalo

de tempo de exposicao de ovos e girinos de Osteocephalus taurinus expostos

a diferentes concentracfes de contaminante.

Numero de horas
desde o inicio do

experimento

CL50 (mL/L)

Ovos

Girinos

8

13
19
28
43
64
96

33,38 (30,74 — 36,24)
30,60 (29,51 — 31,74)
27,78 (25,67 — 30,06)
27,78 (25,67 — 30,06)
25,19 (23,27 — 27,26)

70,33 (65,27 — 75,78)
65,64 (60,90 — 70,75)
57,81 (54,75 — 61,04)
57,81 (54,75 — 61,04)
55,87 (52,07 — 59,95)
49,19 (45,82 — 52,78)
47,53 (44,24 — 51,07)
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Figura 1 - Proporcao de ovos sobreviventes de O. taurinus para cada intervalo
de tempo durante a exposicdo a concentracdes de contaminante no teste de

CL50. A legenda indica as concentracdes usadas em mL/L.
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Figura 2 - Proporcdo de girinos sobreviventes de O. taurinus para cada
intervalo de tempo durante a exposicdo a concentracdes de contaminante no

teste de CL50. A legenda indica as concentragcfes usadas em mL/L
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4.3 Efeitos da concentracdo de oxigénio na &gua sobre a sobrevivéncia e

desenvolvimento larvarios

Nenhuma diferenca foi observada entre os tratamentos e entre niveis de
tratamento com ou sem aerador, tanto em relacéo a sobrevivéncia (Figura 3), quanto
em relacdo ao estadio de desenvolvimento. Tanto no tratamento com aerador
quanto sem aerador, apos 96 horas as larvas nas concentracdes 36 mL/L
encontavam-se entre os estadios 18 e 19, em 48 mL/L e 60 mL/L entre o estadio 17-

19 e o controle no estadio 25.
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Figura 3 - Sobrevivéncia de ovos de O. taurinus durante a exposicao a
concentragdes de contaminante, com ou sem o uso de aerador. A legenda

indica as concentracdes usadas em mL/L.
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4.4 Efeito da presenca de alimento sobre a sobrevivéncia e o desenvolvimento

larvarios

Os girinos contaminados em ambas as concentracbes foram
significativamente maiores que os girinos controle quando os girinos nao foram
alimentados (F(2,15) = 42.944 ; P < 0,0001) (Figura 4). Desova nao teve efeito
significativo no modelo (F(2,15) = 0,019; p = 0,981).

Quando os girinos foram alimentados, também houve diferencas significativas
entre os niveis de contaminacao (F(2,15) = 4,467; P = 0,030), mas o efeito se deveu
apenas a diferenca significativa entre o tamanho final de girinos controle e da
concentracdo de 16 mL/L (Figura 5). Nao houve diferenca significativa entre o
controle e a concentracdo 8 mL/L. Desova néo teve efeito significativo no modelo

(F(2,15) = 1,230; p = 0,320).
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Figura 4. Diferenca no comprimento larvario em cada concentracdo, nas

larvas que nao receberam alimento.
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Figura 5 - Diferenca no comprimento larvario em cada concentragao, nas

larvas que receberam alimento.
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4.5. Efeitos crénicos da contaminagédo sobre o desenvolvimento larvario

a) Sobrevivéncia

N&o houve diferencas significativas na sobrevivéncia entre tratamentos e

controle (x* = 0,364; p>0,05) (Tabela 4).

Tabela 4 - Sobrevivéncia de girinos de distintas desovas de Osteocephalus

taurinus expostos a diferentes concentragdes de contaminante.

Desova/concentracdo Controle 9 mL/L 18 mL/L 36 mL/L
A 8 9 8 9

D 9 10 10 7

E 9 9 10 10

F 8 10 10 9

G 10 10 10 10
Média 44 48 48 45

b) Duracédo do periodo larvario

Houve diferenca significativa na duragcdo do periodo larvario até a
metamorfose entre concentracdes de contaminante e o controle (F(3,175) = 3,035; p=
0,031; Figura 6; Tabela 5), o que se deveu a diferenca significativa da duracao do
periodo larvario entre as concentragfes 18 mL/L e 36 mL/L. Nao houve diferenga

significativa entre o controle e as concentracdes 9 e 18 e 36 mL/L . O comprimento
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inicial dos girinos néo teve efeito significativo no modelo (F(1,175) = 0,478; p= 0,490).

Desova néao teve efeito significativo no modelo (F(4,175) = 1,617; p = 0,172).

53
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38

Periodo larvario (dias)

33 | | 1 1 |
0 09 18 36

Concentragéo (mL/L)

Figura 6 - Duracao do periodo larvario até a metamorfose dos girinos de O.

taurinus submetidos a diferentes concentragdes de agua contaminada.

c) Tamanho na metamorfose

Houve diferenca significativa no tamanho na metamorfose entre as

concentragcdes de contaminante e o controle (F(3,180) = 3,248; p= 0,023; Figura 7;

Tabela 5), o que se deveu ao tamanho significativamente maior dos girinos na
concentragdo 36 mL/L. N&do houve diferengas significativas entre o controle e as
concentracoes 9 e 18 mL/L. O tamanho inicial dos girinos nédo teve efeito significativo
no modelo (F(1,180) = 2,080; p= 0,151) e a identidade da desova teve efeito

significativo (F(4,180) = 17,166; p < 0,0001).
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Figura 7 - Tamanho na metamorfose dos girinos de O. taurinus submetidos a

diferentes concentragfes 4gua contaminada.

d) Taxa de crescimento

Houve diferenca significativa nas taxas de crescimento entre os niveis de
tratamento e o controle (F(3,174) = 3,637; p= 0,014, Figura 8; Tabela 5). S6 ocorreu
relacdo significativa entre o controle e a concentracdo 36 mL/L. O comprimento
inicial dos girinos (F(1,174) = 107,618;p< 0,0001) e a identidade da desova (F(4,174) =

30,897; p< 0,0001) tiveram efeito significativo no modelo.
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Figura 8 - Taxa de crescimento dos girinos de O. taurinus submetidos a

diferentes concentragfes de agua contaminada.
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Tabela 5 - Médias + desvio padrédo (DP), por tratamentos, para o comprimento na metamorfose, a taxa de crescimento e a

duracdo do periodo larvario para girinos de O. taurinus submetidos a diferentes concentracfes de contaminante. C =

controle. N = numero de individuos.

Conc Tamanho na metamorfose (mm) Taxa de crescimento (mm/dia) Duracao do periodo larvério (dias)
(ML/L) ~N Média + DP (min — max) N Média + DP (min — max) N Média + DP (min — max)

C 44 42,4 + 2,7 (33 - 49) 44  0,65+0,09 (0,36 —0,83) 44 42,7 + 2,2 (39 — 50)

9 47 43,6 + 2,6 (35 — 49) 47  0,65+0,08 (0,42-0,83) 48 42,2 +1,4 (39 - 46)

18 47 42,9 +2,9 (35-48) 47 0,66 £ 0,08 (0,42 — 0,83) 48 41,9+ 2,2 (39 - 53)

36 45 44,2 + 3,0 (35 -50) 45 0,66 + 0,09 (0,36- 0,83) 45 43,0 £ 1,3 (40 — 46)
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5. DISCUSSAO

5.1. Avaliacédo de efeitos agudos da contaminacéo — teste de CL50

O contaminante utilizado no experimento foi deixado em repouso até a
estabilizacdo de seu pH, com isso a maior parte da matéria organica presente na
agua foi decomposta. A decomposicdo em condicdes aerdbicas forma aminas que
poderiam ser oxidadas e produzir nitrito, que, por sua vez, poderiam ser oxidadas,
produzindo nitrato (Vieira, 1986; Geomanaus,2002). Porém, provavelmente a
decomposicdo da matéria organica na amostra ocorreu de forma anaerodbica, pois
em aguas paradas a quantidade de oxigénio € muito pequena (Vieira, 1986), o que
também poderia ser observado em pocas temporarias utilizadas por Osteocephalus
taurinus.

Sem oxigénio em quantidades suficientes, ocorre a decomposicdo das
proteinas, formando aminoacidos, que, por sua vez, sdo parcialmente desdobrados
em amonia, acidos graxos e acido carbonico (Vieira, 1986). Alguns aminoacidos
sofrem decomposicdo por bactérias e produzem certas substancias, como
hidrogénio sulfidrico, indol e escatol. Todos produzem mau cheiro. Quando isso
ocorre a agua pode ficar bastante toxica para girinos (Vieira, 1986).

Em condicfes aerdbicas a amonia seria um produto instavel, desaparecendo
rapidamente da agua, no entanto, em condicbes anaerdbicas a amoénia pode se
acumular rapidamente na agua (Vieira, 1986). Os sinais caracteristicos de
intoxicacdo por amoénia em girinos e imagos de rds incluem morte subita, boca

aberta, vermelhiddo na pele, excesso de muco, branquias vermelhas e brilhantes,
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desorientacdo, ataques convulsivos, falha em ganhar peso e opacificacdo das cores
(Oliveira, 2003). No experimento de CL50 o contaminante teve um efeito de morte
subita, tanto para ovos quanto para girinos, todos os girinos da mesma réplica
morreram ao mesmo tempo, ndo houve casos de apenas alguns terem morrido.

Durante os experimentos possivelmente ocorreu um aumento na producao de
amonia, porem ndo sabemos se essa producdo seria suficiente para causar danos
para essa especie.

Durante o repouso inicial da agua contaminada, odores desagradaveis e a
diminuicdo do pH resultaram da producdo de acidos (acidos graxos e acido
carbonico). Durante a decomposicdo o pH inicial foi de 6,4 e se estabilizou em 4,5. A
acidificacdo de rios em zonas temperadas tem impactos negativos sobre populacdes
de anfibios (Andrén et al, 1988; Warner et al, 1991; Rowe el al, 1992; Kutka, 1994;),
porém o pH de aguas pretas amazonicas, como as dos igarapés de onde provém as
desovas usadas no presente estudo, variam entre 3 e 5 (Geomanaus, 2002).
Portanto, a acidificacdo da amostra de agua contaminada, muito provavelmente nao
afetou negativamente os girinos. Valores de pH acima de 5, s6 sdo encontrados em
igarapés contaminados em Manaus (Geomanaus, 2002). Durante o experimento o
pH variou de 4,6, na concentracdo mais alta do contaminante, a 5,3, na
concentracdo mais baixa. O pH do controle foi de 6,5, 0 que ainda esta dentro da
amplitude de variacdo de pH encontrado em corpos d’agua na regido. Nas pocas
temporarias onde as desovas foram encontradas o pH foi, em média, de 5,4.

Outro fator que poderia ter causado reducdo na sobrevivéncia dos girinos € a
diminuicdo do oxigénio dissolvido, porem mesmo tendo grande possibilidade do
oxigénio dissolvido do contaminante ser praticamente zero, verificamos através do

experimento com aeradores que a diminuicdo do oxigénio dissolvido néao foi o fator
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determinante da mortalidade dos girinos, pois, a agua utilizada para diluir o
contaminante possuia oxigénio dissolvido suficiente para manter os girinos Vvivos
durante as 96 horas do experimento.

Os metais pesados ndo podem ter sido responsavel pela reducdo na
sobrevivéncia dos girinos, pois, ao diluirmos o contaminante em agua limpa o unico
metal pesado que continuou acima do recomendavel pelo CONAMA para aguas de
classel, foi o ferro, e apenas na concentracdo 117 ml/L. Nas outras concentracdes
também ocorreu reducdo na sobrevivéncia, e na concentracdo 90 mL/L os girinos
morreram ao mesmo tempo que na concentracdo 117 mL/L, mesmo seu teor de
ferro sendo abaixo do recomendado pelo CONAMA.

Nas concentracdes mais altas do experimento com ovos nas quais hao
ocorreu mortalidade, os girinos que se desenvolveram a partir dos ovos
apresentaram edemas abdominais. Esses edemas poderiam ser causados por
infeccdes por bactérias, virus, intoxicacao por pesticidas ou por fertilizantes (Langan,
2003; Oliveira, 2003; Sayim e Kaya, 2005). Girinos de Anaxyrus terrestris expostos a
nitrato de sodio apresentaram inchagos e transparéncias no corpo, 0 que sugere que
0 nitrato poderia estar interferindo nos mecanismos de osmorregulacdo desses
animais (Langan, 2003). Krishnamurthy (2006) também observou inchagcos nos
corpos dos girinos de Nyctibatrachus major expostos a diferentes concentracdes de
nitrato. No contaminante utilizado nesse experimento provavelmente existiu uma
grande quantidade de nitrato resultante da decomposi¢cdo, 0 que poderia, por sua
vez, ter causado a formacao dos edemas.

Os girinos resultantes de ovos nas concentracdes mais baixas do
contaminante apresentaram maior tamanho corporal que os controles. Considerando

que nao foi adicionada comida as réplicas durante o teste de CL50, uma explicacao
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para esse fenbmeno poderia ser a presenca de nutrientes no contaminante, que
beneficiaram o0s girinos em &gua contaminada em baixa concentracdo de
substancias deletérias que atuaram nas concentracfes mais altas. Porém, girinos de
O.taurinus sdo raspadores e nao filtradora o que dificultaria a absorcdo dos
nutrientes (Hero, 1990). No experimento em que se testou o efeito do contaminante
sobre o comprimento larvario, as larvas que ndo foram alimentadas apresentaram
diferencas grandes no comprimento entre concentracfes de contaminante e o
controle. As larvas que receberam alimento também apresentaram diferencas no
comprimento entre concentragcdes de contaminante e o controle, porem se a
diferenca de comprimento for causada unicamente por efeitos nutricionais a
tendéncia seria de que ao adicionarmos alimento, ndo ocorressem diferencas no
comprimento entre concentracbes e controle. Pois todos receberam a mesma
quantidade de alimento assim que comecaram a se alimentar, no estadio 25. Uma
explicacédo para isso poderia ser uma diferenca de tamanho por causa do efeito da
desova, porem a desova nao teve efeito significativo em relacdo ao comprimento
larvario.

A diferenca no comprimento final no experimento de CL50 so foi testada no
experimento com ovos, pois nesse experimento a diferenca do comprimento era tao
grande que pode ser observada a olho nu. No experimento com girinos essa
diferenca nao foi observada a olho nu, porem isso ndo quer dizer que também nao
possa haver diferencas no comprimento no experimento com girinos. O estadio de
ovo é o periodo onde os animais menos precisam de nutrientes, pois ainda estdo se
nutrindo do vitelo. Sendo assim, a presenca de nutrientes ndo deve ser o Unico fator
responsavel pelo aumento no comprimento dos girinos. E possivel que alguma

substancia presente na agua interferiu com o equilibrio hormonal nas primeiras fases
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de crescimento dos embrides, fazendo com que crescessem mais rapidamente em
relacdo ao controle. Langan (2003) sugeriu essa explicacdo para o aumento da
velocidade de desenvolvimento dos girinos de A. terrestris expostos a nitrato de
sbdio a partir do estadio 25 de Gosner. Boone et al (2007) verificou um aumento na
massa corpoOrea dos girinos de Anaxyrus americanus expostos a nitrato a partir do
estadio 25 de Gosner. O nitrato presente em concentracdes baixas poderia ter

causado efeitos similares em O.taurinus.

5.2. Avaliacdo de efeitos crénicos da contaminacao

Girinos de Lithobates catesbeianus expostos a ambientes poluidos desviam
energia do crescimento e desenvolvimento para suprir 0s custos metabdlicos da
desintoxicacao, resultando em girinos menores em relacdo ao controle (Rowe et al ,
1998).

Porém, no presente estudo, o contaminante teve um efeito contrario, pois 0s
girinos expostos a concentracdo mais alta do contaminante apresentaram maior
tamanho na metamorfose que os controles. Esse fenbmeno sugere que 0 mesmo
efeito observado em curto prazo no teste de CL50 com ovos poderia também atuar
em longo prazo e reforca a hipotese de que néo se trata de um efeito de nutrientes
presentes em baixas concentracbes de agua contaminada, ja que 0S girin0s no
experimento de efeitos cronicos receberam alimento adicionado a vontade. A taxa
de crescimento também foi maior na concentracdo mais alta em relacéo ao controle.
Mesmo observando um efeito bastante leve do contaminante em longo prazo, nao
podemos deixar de considerar que as concentracdes utilizadas correspondem a uma

pequena fracdo dos poluentes encontrados nesse igarapé. Nao foi observado
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nenhuma variacdo da duracdo do periodo larvario nas concentracbes do

contaminante em relacéo ao controle
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IV. CONCLUSAO GERAL

Neste trabalho podemos observar os efeitos causados pela poluicdo do
igarapé do Educandos sobre ovos e girinos de Osteocephalus taurinus. Esse
igarapé ja passou anteriormente por um processo de limpeza realizado pelo
PROSAMIM ( Programa Social e Ambiental dos Igarapés de Manaus ) do Governo
do Estado do Amazonas. Porem podemos observar no decorrer desse trabalho que
uma serie de medidas ainda devem ser tomadas para a total limpeza dessas aguas.

Uma concentragdo de 25mL/L do efluente testado causou efeitos deletérios
sobre ovos de Osteocephalus taurinus. Uma concentracdo de 36 mL/L causou
alteracbes nos parametros de desenvolvimento larvario, e a suscetibilidade a
contaminagao variou entre desovas. Uma concentragdo de 47mL/L causou efeitos
deletérios sobre girinos livre-natantes. Concentracdes de até 16 mL/L podem causar

um aumento no tamanho médio dos girinos.
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