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RESUMO

Os anfibios apresentam algumas caracteristicas que o0s tornam bioindicadores
particularmente sensiveis da qualidade ambiental. No presente estudo, girinos da
espécie de anuro Leptodactylus vastus A. Lutz, 1930 foram utilizados em bioensaios
para avaliar a toxicidade do liquido da casca do coco verde (LCCV), subproduto do
processo de beneficiamento da casca do coco verde. Foram analisados efeitos agudos
como letalidade, e crénicos, como alteracGes na taxa de metamorfose, na duragdo da
fase larval e na massa dos girinos por ocasido da metamorfose. Foi realizado um total
de seis experimentos, cada um com duragdo de noventa dias, utilizando tanto LCCV
extraido de cascas de coco mais frescas e que conservavam a coloracdo verde quanto
LCCV extraido de cascas de coco mais secas cuja coloracdo tinha se tornado amarelada.
Os quatro primeiros experimentos tiveram sete tratamentos cada, com concentracfes de
0% (Controle); 0,1%; 0,2%; 0,3%; 0,4%; 0,5%; 0,6% de LCCV. Os outros dois
experimentos tiveram seis tratamentos cada, com concentracbes de 0% (Controle);
0,3%; 0,6%; 0,9%; 1,2%; 1,5% de LCCV. Cada tratamento teve trés réplicas com dez
girinos cada. Os girinos foram coletados no Campus do Pici, Fortaleza, Ceara, em locais
e dias variados para evitar pseudo-replicacdo espacial e temporal. O LCCV apresentou
um efeito toxico sobre os girinos de Leptodactylus vastus, com aumento na letalidade e
diminuicdo no tamanho na metamorfose, nas mais altas concentragdes testadas.
Entretanto, em algumas concentracdes intermediarias, o LCCV contribuiu com um
aumento na massa dos girinos por ocasido da metamorfose. Por outro lado, o LCCV nas
concentracdes testadas, ndo afetou a capacidade dos girinos sobreviventes de completar
a metamorfose nem o tempo de duracdo da fase larval. Os girinos de L.vastus
apresentaram uma correlacdo positiva entre massa por ocasido da metamorfose e
duracdo do periodo larval, exceto nas mais altas concentragdes de LCCV testadas. Os
resultados indicam que o LCCV pode afetar negativamente as comunidades biéticas de
ambientes aquéticos, se fazendo necessaria a determinacdo de pardmetros seguros de
sua emissdo para 0 meio ambiente. Os girinos de Leptodactylus vastus mostraram um
bom potencial de utilizacdo em estudos ecotoxicoldgicos e como bioindicadores de
perturbacGes em ambientes aquaticos, por sua espécie ser bastante comum e ndo se
encontrar sob perigo ou ameaca de extingdo, por suas fémeas produzirem uma postura
conspicua com grande numero de ovos e larvas relativamente grandes e de facil
manipulacéo, e pelo fato destas larvas apresentarem facil manejo em laboratdrio, ndo
exigindo aeracdo ou filtracdo da agua nem racdes especiais.

Palavras-chave: Desenvolvimento Larval, Bioindicadores, Efluentes industriais.



ABSTRACT

Amphibians have several characteristics that make them particularly sensitive
bioindicators for environmental quality. In this study, tadpoles of the anuran species
Leptodactylus vastus A. Lutz, 1930 were used in bioassays to evaluate the toxicity of
the liquid from the coconut shell (LCCV), a byproduct of the processing of the green
coconut shell. It was analyzed acute effects as lethality and chronic effects as changes in
the rate of metamorphosis, in the length of the larval period and in the mass of the
tadpoles at metamorphosis. It was performed a total of six experiments, each lasting
ninety days, using both LCCV extracted from fresh coconut shells still greenish and
LCCV extracted from dry coconut shells that had already became yellowish. The first
four experiments had seven treatments each, with concentrations of 0% (control), 0,1%,
0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5% and 0,6% of LCCV. The other two experiments had six
treatments each, with concentrations of 0% (control); 0,3%; 0,6%; 0,9%; 1,2% and
1,5% of LCCV. Each treatment had three replicates with ten tadpoles each. The tadpoles
were collected at Campus do Pici, Fortaleza, Cear4, in different places and days to avoid
pseudo-replication in space and time. The LCCV had a toxic effect on the tadpoles of
Leptodactylus vastus, causing an increase in mortality and a decrease in size at
metamorphosis, in the highest concentrations tested. However, in some intermediate
concentrations, the LCCV contributed to an increase in the mass of tadpoles during
metamorphosis. Moreover, in the concentrations tested, the LCCV did not affect the
ability of surviving tadpoles to complete metamorphosis or the length of the larval
period. Tadpoles of L.vastus showed a positive correlation between mass at
metamorphosis and length of the larval period, except in the highest concentrations
tested. These results indicate that the LCCV can negatively affect the biota of aquatic
environments, making necessary to determine safe parameters of its emission to the
environment. The tadpoles of Leptodactylus vastus showed a good potential for use in
ecotoxicological studies and as bioindicators of disturbance in aquatic environments, as
L.vastus is a quite common species that it is not under threat or danger of extinction,
and that produce conspicuous ovipositions with many eggs and larvae relatively large
and easily manipulated as they do not require aeration or filtration of water or a special
diet.

Key-words: Larval Development, Bioindicators, Industrial Efluents.
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Experimento VI: Tempo de duracdo médio da fase larval (£ desvio
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concentracdes de uma mistura 1:1 de LCCV “velho” e “novo”. Os
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mesma letra ndo diferem significativamente entre si).

Correlacdo entre massa por ocasido da metamorfose e duracdo da
fase larval em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a
diferentes concentracdes de LCCV “novo” no experimento I.

Correlacédo entre massa por ocasido da metamorfose e duracdo da
fase larval em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a
diferentes concentragdes de LCCV “novo” no experimento I.

Correlacdo entre massa por ocasido da metamorfose e duracdo da
fase larval em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a
diferentes concentracdes de LCCV “velho” no experimento II.

Correlacdo entre massa por ocasido da metamorfose e duracdo da
fase larval em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a
diferentes concentragdes de LCCV “novo” no experimento I11.

Correlacéo entre massa por ocasido da metamorfose e duracdo da
fase larval em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a
diferentes concentragdes de LCCV “velho” no experimento IV.

Correlacédo entre massa por ocasido da metamorfose e duracdo da
fase larval em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a
diferentes concentragdes de LCCV “misturado” no experimento V.

Porcentagem de letalidade, sobrevivéncia na forma de girino e
metamorfose em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a
diferentes concentragdes do LCCV durante um periodo de 90 dias.
Dados do experimento I, I1, 111 e IV.

Massa média (+ desvio padrdo) por ocasido da metamorfose de
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes
concentragdes de LCCV. Dados dos experimentos I, 11, Il e IV
agregados. Os nameros dentro das barras representam o n amostral
(médias com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si).

Tempo de duracdo médio da fase larval (x desvio padrao) de girinos
de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentracdes de
LCCV. Dados dos experimentos I, I1, 111 e IV agregados.Os nimeros
dentro das barras representam o n amostral. (médias com a mesma
letra ndo diferem significativamente entre si).

Correlacéo entre massa por ocasido da metamorfose e duracdo da
fase larval em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a
diferentes concentragdes de LCCV. Dados dos experimentos |, 11,
[l e IV agregados.

Porcentagem de letalidade, sobrevivéncia na forma de girino e
metamorfose em girinos de L. vastus submetidos a diferentes
concentragdes do liquido da casca do coco verde (LCCV) durante
um periodo de 90 dias. Dados dos experimentos V e VI agregados.
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Massa media (+ desvio padréo) por ocasido da metamorfose de
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes
concentracdes de LCCV. Dados dos experimentos V e VI agregados.
Os nameros dentro das barras representam o n amostral (médias com
a mesma letra ndo diferem significativamente entre si).

Figura 33. Tempo de duracdo médio da fase larval (+ desvio padréo)
em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes
concentragdes de LCCV. Dados dos experimentos V e VI agregados:
Os numeros dentro das barras representam o n amostral (médias com
a mesma letra ndo diferem significativamente entre si).

Correlacédo entre massa por ocasido da metamorfose e duracdo da
fase larval em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a
diferentes concentragdes de LCCV “misturado”. Dados dos
experimentos V e VI agregados.

Porcentagem de letalidade, sobrevivéncia na forma de girino e
metamorfose em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a
diferentes concentracdes do liquido da casca do coco verde (LCCV)
“novo” durante um periodo de 90 dias. Experimento [ e 111
agregados.

Massa média (+ desvio padrdo) por ocasido da metamorfose em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes
concentracdes de LCCV “novo” Os nimeros dentro das barras
representam o n amostral (médias com a mesma letra ndo

diferem significativamente entre si). Experimento | e 111 agregados.

Tempo de duracdo médio da fase larval (x desvio padrdo) em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes
concentracdes de LCCV “novo” Os nimeros dentro das barras
representam o n amostral (médias com a mesma letra ndo

diferem significativamente entre si). Experimento | e 11l agregados.

Correlacéo entre massa por ocasido da metamorfose e duracao da
fase larval em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a
diferentes concentragdes de LCCV. Dados dos experimentos | e 111
agregados.

Porcentagem de letalidade, sobrevivéncia na forma de girino e
metamorfose em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a
diferentes concentracdes do liquido da casca do coco verde (LCCV)
“velho” durante um periodo de 90 dias. Experimento Il e IV
agregados.

Massa média (+ desvio padrdo) por ocasidao da metamorfose em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes
concentracdes de LCCV “velho” Os nimeros dentro das barras
representam o n amostral (médias com a mesma letra ndo

diferem significativamente entre si). Experimento Il e IV agregados.
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Tempo de duracdo médio da fase larval (x desvio padrdo) em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes
concentracdes de LCCV “velho” Os nimeros dentro das barras
representam o n amostral (médias com a mesma letra ndo

diferem significativamente entre si). Experimento Il e IV agregados.

Correlacdo entre massa por ocasido da metamorfose e duracdo da
fase larval em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a
diferentes concentragdes de LCCV “velho”. Dados dos
experimentos Il e IV agregados.

Média das determinagdes do oxigénio dissolvido (OD) realizadas
ap0s uma semana da renovacéo das diferentes concentracoes de
LCCV. Dados dos experimentos I, 11, I1l e IV agregados. (médias
com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si).

Média das determinacgdes do pH realizadas apds uma semana da
renovacdo das diferentes concentra¢fes de LCCV. Dados dos
experimentos I, 11, 11l e 1V agregados (médias com a mesma letra
ndo diferem significativamente entre si).

Média das determinagdes do oxigénio dissolvido (OD) realizadas
ap0s uma semana da renovacdo das diferentes concentracoes de
LCCV. Dados dos experimentos V e VI agregados. (médias com a
mesma letra ndo diferem significativamente entre si).

Média das determinacgdes do pH realizadas apds uma semana da
renovacdo das diferentes concentra¢fes de LCCV. Dados dos
experimentos V e VI agregados (médias com a mesma letra ndo
diferem significativamente entre si)
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1. INTRODUCAO

Os anfibios constituem um dos tdxons mais interessantes de animais, por
representarem, na historia evolutiva dos vertebrados, um estagio da transicdo do meio
aquatico para o terrestre. Na classificacdo zooldgica tradicional, os anfibios apresentam a
seguinte posicdo taxondmica: Filo Chordata, Subfilo Vertebrata, Superclasse Tetrapoda,
Classe Amphibia. Todas as formas viventes de anfibios pertencem a Subclasse Lissamphibia
que se encontra dividida em trés ordens: Caudata, com formas tetrapodes e com cauda,
conhecidas como salamandras; Anura, com formas tetrapodes, sem cauda e com adaptacGes
para o salto, conhecidas como sapos, pererecas, ras e jias; e Gymnophiona, com formas de

corpo alongado e sem patas, conhecidas como cobras-cegas.

Em todo o mundo, ja foram registradas 6433 espécies de anfibios, com 88% delas
pertencentes ao tdxon Anura (FROST, 2009) e a maioria distribuida em regides tropicais. Para
a fauna brasileira, ja houve o registro de 849 espécies de anfibios, sendo 821 anuros, uma
salamandra e 27 espécies de cobras-cegas (SBH, 2009), constituindo a anfibiofauna mais rica

entre todos os paises do mundo.

Uma das caracteristicas mais marcantes dos anfibios é a presenca, na maioria das
espécies, de uma fase larval aquatica dulcicola conhecida como girino que sofre metamorfose
e se transforma em um adulto de existéncia aquatica, anfibia ou terrestre. As formas larvais e
adultas apresentam diferencas morfofisioldgicas acentuadas, mas mesmo os adultos que
levam uma existéncia terrestre continuam apresentando uma dependéncia a ambientes Umidos

devido a permeabilidade de sua pele que constitui uma importante superficie respiratéria.

Os anfibios apresentam uma grande relevancia ecoldgica, sendo importantes
consumidores tercidrios ou quaternarios em ecossistemas florestais (STEWART;
WOOLBRIGHT, 1996). Estudos recentes demonstraram que os anfibios da serrapilheira
exercem um controle substancial da densidade de suas presas, desempenhando, assim, um
importante papel na regulacdo da dindmica de nutrientes da floresta (WYMAN 1998;
BEARD; VOGT; KULMATISKI, 2002). A valia desse papel é reforcada pela grande
abundancia local que esses animais podem apresentar em alguns ecossistemas e por seu efeito

direto sobre o fluxo de nutrientes, atraves do consumo substancial de fitoplancton durante a
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fase larvaria (SEALE, 1980). Destaca-se ainda a sua funcéo, impar entre os vertebrados, no

transporte de nutrientes entre 0s ecossistemas aquéticos e terrestres.

Certas caracteristicas dos anfibios — como a posse de uma pele permeavel, a
postura de ovos e embrides pouco protegidos em massas gelatinosas transparentes, a presenca
de um estagio larval livre-natante em seu ciclo de vida, sua intensa filopatria (fidelidade de
habitat com reduzida capacidade de dispersdo e areas domiciliares pequenas), a utilizacdo de
um largo espectro de habitats através de um continuo entre 0 ambiente terrestre e 0 ambiente
aquatico, certos aspectos de sua biologia populacional (incluindo uma vida longa em
populacdes relativamente estaveis), a complexidade de suas interacbes nas comunidades e a
facilidade de estudo — os fazem organismos particularmente apropriados da qualidade
ambiental. Os anfibios respondem rapidamente a fatores como fragmentacdo do habitat,
alteracOes hidrologicas e na quimica da dgua de ambientes aquaticos, contaminacdo do ar e da
agua e variacOes climaticas de larga escala (U.S-EPA, 2002, ANDREANI; SANTUCCI;
NASCETTI, 2003).

Os anfibios sdo indicadores especialmente efetivos de alteracbes em ambientes
aquaticos, incluindo o aporte de sedimentos finos (WELSH; OLLIVIER, 1998), a
contaminacdo por metais pesados e poluentes de diferentes origens (POLLET; BENDELL-
YOUNG 2000, RELYEA, 2005a) e o aumento da temperatura da agua (WELSH, 1990). As
altas concentracdes de alguns poluentes podem induzir severas deformidades nos girinos,
como a intensa reducdo das estruturas orais usadas na alimentacéo, que podem atingir até 96%
dos individuos de uma populacéo e diminuir sua taxa de crescimento por meio da redugédo de
sua capacidade de forrageio (CHRISTOPHER et al., 1996). Mudancas climaticas globais
podem provocar mudancas na fenologia de espécies de diferentes grupos (McCARTY, 2001),

incluindo as épocas reprodutivas dos anuros (BEEBEE, 1995).

Como consequéncia do exposto acima, os anfibios tém sido usados em estudos na
area da biologia da conservacdo, como bioindicadores na avaliacdo da magnitude de
perturbacdes antrdpicas, no monitoramento de tendéncias populacionais de outras espécies e
na identificacdo de areas de alta diversidade regional (CARO; O'DOHERTY, 1999; NIEMI;
MCDONALD, 2004).

Nos ultimos 30 anos, tem sido registrado um declinio de populac¢bes de anfibios
em todo o mundo, caracterizado por colapsos populacionais e extin¢gdes macicas localizadas.

Em 1993, mais de 500 espécies de anuros e salamandras dos cinco continentes apresentavam
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um declinio nas suas populagbes (VIAL; SAYLOR, 1993). A Unido Internacional de
Conservacdo da Natureza (UICN) no relatério de 2008, cita que 23% das espécies de anfibios
estava ameacada ou extinta e que se desconhecia o estado de outros 25%. Alem disso, 43% do
total de espécies teve diminuicao significativa do tamanho das suas populagdes. Este declinio
esta afetando milhares de espécies em todos os tipos de ecossistemas, tendo sido considerado
uma das ameacas mais criticas a biodiversidade global (ALFORD; RICHARDS, 1999).

Os declinios e extingbes macicas das populagbes de anfibios sdo um problema
global com causas locais complexas. Entre as causas pode-se citar: um aumento nos indices
de radiacdo ultravioleta (consequéncia da diminuicdo da camada de oz6nio atmosférico), a
introducdo de espécies exoticas de predadores, a fragmentacdo e destruicdo de habitat, a
toxicidade e acidez ambiental, enfermidades emergentes, mudancas climaticas, e interacGes
entre estes fatores (WELLS, 2007).

A espécie de anuro Leptodactylus vastus A. Lutz, 1930 (figura 1) que foi estudada
neste trabalho, é endémica da regido nordeste do Brasil, sendo conhecida como jia ou ra
pimenta do nordeste. Ela ocorre em formacg6es vegetacionais abertas, incluindo o dominio da
Caatinga e a porcdo adjacente norte do dominio do Cerrado (HEYER, 2005). L.vastus
pertence ao grupo “pentadactylus” constituido por espécies que depositam ninhos de espuma
em depressdes ou buracos nas margens ou perto de corpos de &gua e produzem girinos
exotréficos, que sdo aqueles que se alimentam no periodo larval (HEYER, 1969; PRADO;
UETANABARO, 2002). O girino de L. vastus foi descrito por Vieira; Santana; Vieira (2007)
sendo de forma geral, morfologicamente semelhante aos girinos das outras espécies do grupo

de L. pentadactylus.

Figura 1. Individuo adulto de Leptodactylus vastus, Campus do Pici, Fortaleza, CE.
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O crescimento da producdo agroindustrial, se por um lado é de fundamental
importancia para o desenvolvimento de um pais, por outro contribui para 0 aumento na
geracdo de residuos que podem gerar impacto negativo sobre o ambiente (ROSA et al., 2001).
A contaminacdo de ambientes aquaticos por efluentes de industrias € considerada um grave
problema ambiental por afetar as comunidades bioldgicas, diminuindo sua diversidade. Este
assunto € de relevante interesse para o ramo da ecologia da conservacdo que se ocupa da
remediacdo e prevencdo dos efeitos de efluentes emergentes que surgem devidos as
diversificacbes das industrias e seus subprodutos. A compreensdo dos efeitos dos
contaminantes e do modo com que eles interagem com a biota é de fundamental importancia

para garantir a manutencao da biodiversidade.

O consumo da agua-de-coco verde vem despertando interesse cada vez maior no
mercado nacional e internacional e conseqtientemente, sua producdo vem crescendo de forma
acelerada. O aumento na producéo é, naturalmente, acompanhado pelo aumento na geracao de
seus residuos, constituidos pelas cascas do coco, que representam cerca de 80% a 85% do
peso bruto do produto (ROSA et al., 2001). Este aumento na geracdo de residuos representa
um problema ambiental, principalmente nos grandes centros urbanos, ja que este material é de
dificil descarte devido a sua composicédo rica em lignina e celulose, podendo levar em média
dez anos para ser biodegradado. Como consequéncia, as cascas de coco verde se acumulam
em lixdes e aterros sanitarios, diminuindo a vida util destes, além de servirem como focos de
proliferacdo de vetores de doencas, afetando desta maneira, a satde publica (CARRIO; LIZ;
MAKISHIMA, 2002). Estima-se que o volume deste tipo de residuo produzido no Brasil, seja

superior a um milhdo de toneladas por ano (PINTO, 2003).

A fim de minimizar essas conseqléncias negativas para 0 meio ambiente, 0
projeto "Uso da casca de coco verde como forma de conservacdo da biodiversidade", foi
desenvolvido por pesquisadores da Embrapa Agroindustria Tropical (EMBRAPA) com o
objetivo de dar um destino adequado aos residuos gerados na industria e comércio de coco
verde, reaproveitando-os para novas aplicacbes (ROSA et al., 2001). O projeto consiste no
beneficiamento da casca do coco verde que, ap0s processamento, € transformada em
subprodutos divididos em po e fibras, que podem ser usados para 0s mais diversos fins, como
a confeccdo de peca para artesanato. Entretanto, este processo de beneficiamento da casca do
coco verde resulta na producdo do efluente conhecido como liquido da casca do coco verde
(LCCV).
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O LCCV apresenta altos niveis de taninos que sdo polifendis polimerizados
variando em massa molecular de 500 a 3000 Da, diferindo de outros polifendis por serem
capazes de precipitar de forma irreversivel proteinas, polissacarideos, alcaldides e gelatina,
agindo como coagulantes naturais (TRUGILLHO et al., 1997; HASLAM, 1999 e SPENCER
et al., 1998). Para entender e determinar as propriedades fisicas e quimicas do LCCV, Araljo
(2008) realizou a caracterizagao fisico-quimica do mesmo (Tabela 1).

Tabela 1- Caracterizagdo fisico-quimica do LCCV. *Laboratério de Saneamento da
Universidade Federal do Cearé (Labosan). ** Laboratério de Gestdo Ambiental da Embrapa
Agroindustria Tropical (LGA). Fonte: Aradjo, 2008.

N° de Desvio
Variavel Unidade Média

determinac0es padréo
DBO * g/L 2 41,2 -
DQO** o/L 60 63,5 12,03
Fendlicos totais** g/L 15 5,95 1,01
AcUcares** g/L 2 45,10 -
Alcalinidade Total* g/L 2 1,01 -
pH** - 60 4,91 0,38
Condutividade* mS/cm 2 8,75 -
Amonia* mg/L 2 746 -
Nitrito* mg/L 2 0,42 -
Nitrato* mg/L 2 66 -
Fésforo Total* mg/L 2 130 -
Solidos Totais** g/L 18 65,30 1,24
Soélidos Fixos** g/L 18 6,16 438
Solidos Volateis** g/L 18 59,10 1,29
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A ecotoxicologia € um ramo da toxicologia que se desenvolveu com a
preocupacdo de estudar os efeitos tdxicos causados por poluentes naturais e sintéticos nos
constituintes dos ecossistemas, incluindo animais, vegetais e microrganismos, em um
contexto integrado (TRUHAUT; BUTLER, 1978; FERNICOLA; BOHRER-MORER;
BAINY, 2003). Esses efeitos sdo resultantes de combina¢Ges de um enorme numero de
processos, 0s quais podem ser observados desde os niveis de estrutura atbmica e molecular até
niveis globais. A ecotoxicologia interage diretamente com outras areas da ecologia numa
visdo interdisciplinar, possibilitando um melhor entendimento dos resultados e auxiliando na
tomada de decisdes rapidas e seguras para minimizar os impactos de poluentes introduzidos

no meio ambiente.

Os estudos ecotoxicologicos sdo fundamentados em bioensaios realizados em
laboratério para monitoramento de polui¢do e contaminacdo do ambiente aquatico utilizando,
para tanto, espécies bioindicadoras. Os bioensaios ou testes de toxicidade consistem na
exposicdo de organismos testes a uma ou mais amostras, por tempo determinado e posterior
analise das respostas manifestadas (US-EPA, 1994). Entende-se por toxicidade qualquer
efeito adverso manifestado por um organismo, que pode incluir desde alterac6es fisioldgicas
até a letalidade (RAND; PETROCELLI, 1985). Os bioensaios permitem uma Visdo
abrangente das toxicidades aguda e crénica dos poluentes que, eventualmente alcancam o
ambiente e podem exercer efeitos negativos sobre a biota. Esses testes representam um
valioso instrumento para avaliacdo de contaminantes aquaticos, mesmo quando presentes em
niveis abaixo do limite de detec¢do analitica convencional. Entende-se por toxicidade
qualquer efeito adverso manifestado por organismos testes, que podem incluir desde
alteracOes fisioldgicas até a letalidade (RAND; PETROCELLLI, 1985).

A hipétese deste trabalho é que o LCCV pode alcangar 0 meio ambiente aquatico
e exercer acdo negativa sobre a biota. Os estudos se basearam na anélise de possiveis efeitos
do LCCV sobre o desenvolvimento de girinos de espécie Leptodactylus vastus A. Lutz, 1930
do Campus do Pici, Fortaleza, Ceard. Foram analisados efeitos agudos, como letalidade, e
crénicos, como alteracdes na taxa de metamorfose, na duracdo da fase larval e na massa dos

girinos por ocasido da metamorfose.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade do liquido da casca do coco verde (LCCV) sobre girinos da

espécie Leptodactylus vastus.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a taxa de letalidade de girinos de L. vastus expostos a diferentes concentragdes
de LCCV.

e Determinar a concentracdo letal média CLsy (concentragdo que causa letalidade em
50% dos individuos) do LCCV para o organismo testado.

e Analisar o efeito do LCCV em diferentes concentracfes sobre a taxa de metamorfose
dos girinos de L. vastus.

e Analisar o efeito do LCCV em diferentes concentragdes sobre a massa dos girinos de
L. vastus por ocasido da metamorfose.

e Analisar o efeito do LCCV em diferentes concentracdes sobre o tempo de duracdo da
fase larval de L. vastus.

e Investigar a existéncia de uma correlacdo entre massa por ocasiao da metamorfose e

duracdo da fase larval em girinos de L.vastus.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do Material

O uso e captura das posturas de L. vastus foi autorizado pelo Instituto Brasileiro

do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis (IBAMA), através da licenca n® 18392-1.

O LCCV utilizado nos experimentos foi coletado na usina de beneficiamento da
casca de coco verde localizada junto ao aterro de lixo do Jangurussu, Fortaleza, Ceara, tendo
sido transferido para o laboratério dentro de galfes de plastico com capacidade de 5 litros,
acondicionados em caixas térmicas com gelo. No laboratério, o LCCV foi mantido sob
refrigeracdo até uma hora antes de sua utilizacdo, para possibilitar a equalizacdo de sua
temperatura com a do ambiente, que foi mantida em torno de 25°C, ja que a temperatura € um
dos fatores que pode influenciar o desenvolvimento de anfibios (GERLANC; KAUFMAN,
2005).

As nove posturas de L.vastus (Figura 2) que deram origem aos girinos utilizados
nos experimentos, foram coletadas no Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara
(UFC), Fortaleza, Ceara, em locais e dias variados (tabela 2) para evitar pseudo-replicacéo
espacial e temporal. As posturas foram cuidadosamente transferidas em baldes de 20 litros e
bandejas de pléstico, de modo a ndo comprometer a sua estrutura, para o laboratério, onde

foram mantidas em aquérios de 40 litros com aeracdo constante até a eclosdo das larvas.
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Tabela 2 - Data e local de coleta das posturas de Leptodactylus vastus no Campus do Pici, da
Universidade Federal do Ceara (UFC), Fortaleza, Ceara.

Postura | Data da coleta Local da Coleta
Junto ao tanque de agua do Jardim Botanico do Depto. de
AeB 26.01.09 ) )
Biologia
CeD 30.01.09 Area a jusante da barragem do Acgude Santo Anastacio
Junto ao tanque de agua do Jardim Botanico do Depto. de
E 02.02.09 ) )
Biologia
F 02.02.09 Area a jusante da barragem do Acude Santo Anastacio
Junto ao tanque de agua do Jardim Botanico do Depto. de
GeH 09.02.09 ) )
Biologia

Figura 2. Postura de ovos de Leptodactylus vastus coletada no Campus do Pici, Fortaleza, CE.
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3.2 Testes de Toxicidade

Nos testes de toxicidade do LCCV sobre os girinos de L. vastus foram analisados
efeitos agudos e cronicos. O efeito agudo analisado foi a taxa de letalidade e os efeitos
cronicos foram modificacGes na taxa de metamorfose, na duracdo da fase larval e no tamanho

dos individuos por ocasido da metamorfose.

Nos experimentos foram utilizados dois tipos diferentes de liquido da casca do
coco verde (LCCV). O primeiro tipo foi extraido de cascas de coco mais frescas e que
conservavam a coloragdo verde (LCCV “novo”) enquanto que o segundo tipo foi extraido de

cascas de coco mais secas cuja coloragdo tinha se tornado amarelada (LCCV “velho™).

Foram realizados seis experimentos foi realizado (tabela 3), dois com LCCV
“novo” (Exp. I e III), dois com LCCV “velho” (Exp. Il e IV) e dois com uma mistura de
partes iguais de LCCV “novo” e “velho” (Exp. V e VI). Cada experimento durou noventa dias
e as concentracdes de LCCV nos tratamentos foram determinadas através de testes piloto.
Todos os experimentos tiveram 0 mesmo desenho experimental, mas os experimentos | e Il
usaram girinos provenientes de posturas diferentes que os experimentos Il e IV, assim como
0 experimento V usou girinos provenientes de posturas diferentes que o experimento VI, de
modo a minimizar um possivel efeito genético. Os experimentos I, Il, 11l e IV tiveram seis
tratamentos mais o controle enquanto que os experimentos V e VI tiveram cinco tratamentos e
o controle. Cada tratamento teve trés replicacoes, sendo que cada replicacdo correspondia a
um recipiente plastico cilindrico de 2 litros, com altura de 16 cm e diametro de 14 cm,
preenchido até sua capacidade maxima com uma solucdo de &gua com LCCV. Em cada
recipiente foram colocados 10 girinos em uma fase inicial de desenvolvimento,
correspondente ao estagio 26 da tabela de Gosner (1960), totalizando 210 girinos por
experimento nos experimentos I, I1, 111 e IV e 180 girinos por experimento, nos experimentos
V e VI. Os recipientes permaneceram cobertos por tampas perfuradas ao longo dos

experimentos.
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Tabela 3 - Tipo de LCCV utilizado, posturas que originaram 0s girinos e concentragdo de
LCCV nos diversos tratamentos dos experimentos realizados para testar os efeitos do LCCV
no desenvolvimento dos girinos de Leptodactylus vastus.

Experimento LCCV Posturas Concentragdo de LCCV nos
Tratamentos
| OV AeB 0% (Controle); 0,1%; 0,2%; 0,3%; 0,4%);
0,5%; 0,6%
0% (Controle); 0,1%; 0,2%; 0,3%; 0,4%);
I velho AeB 0.5%: 0,6%
m NOVO EoF 0% (Controle); 0,1%; 0,2%; 0,3%; 0,4 %;
0,5%; 0,6%
0% (Controle); 0,1%; 0,2%; 0,3%; 0,4%);
v velho EeF 0.5%: 0.6%
H . 0 . 0 . 0 . 0 . 0 .
v mistura 1:1 D.EeF 0% (Controle); 0,3%; 0,6%; 0,9%; 1,2%);
velho e novo 1,5%
H . 0 . 0 . 0 . 0 . 0 .
Vi mistura 1:1 C.GeH 0% (Controle); 0,3%; 0,6%; 0,9%; 1,2%);
velho e novo 1,5%

As solugbes dos recipientes eram completamente renovadas semanalmente.
Imediatamente depois de cada troca de solucdo os girinos eram alimentados com uma mistura
de trés partes de racdo para coelhos PURINA® e uma parte de racdo comercial para peixes
ornamentais marca NUTRA-FISH BASICA® na quantidade de 0,1 g por individuo. O pH e 0
oxigénio dissolvido das solucdes foram determinados imediatamente antes de cada troca com
o uso de pHmetro HANNA® HI 98127 e oximetro LUTRON® DO-5510, respectivamente. A
agua utilizada nos experimentos era captada na rede de distribuicdo e armazenada em
recipientes descobertos e com aeragdo constante por, pelo menos, 24 horas antes do uso, para
remocao do cloro por evaporacéo.

Durante os experimentos, os recipientes foram monitorados diariamente, quando
era feita a contagem do nimero de girinos vivos e retirada dos mortos. Estes eram transferidos
para solucdo de formol (10%) em microtubos do tipo “eppendorf” de 15 ml etiquetados e com

formol a 10%. Os girinos sobreviventes que apresentavam quatro patas, correspondente ao
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estagio 42 da tabela de Gosner (op.cit.), eram pesados em balanca analitica com precisdo de
0,001g e transferidos para potes de plastico (250 ml) com tampa perfurada e quantidade de
agua suficiente para evitar o seu dessecamento. Quando completavam a reabsor¢do completa
da cauda, correspondente ao estagio 46, segundo Gosner (op.cit.) estes girinos eram
devolvidos para o ambiente onde as posturas haviam sido coletadas. Neste trabalho,
considerou-se que a fase larval tenha comecado dez dias antes do inicio dos experimentos
(data aproximada da eclos@o dos girinos) e terminado quando os girinos alcancavam o estagio
42 segundo a tabela de Gosner (1960).

As taxas de letalidade, metamorfose e sobrevivéncia na forma de girino e as
médias da massa por ocasido da metamorfose e do tempo de duracdo da fase larval, assim
como a correlacdo entre estes dois ultimos pardmetros, foram analisadas para cada
experimento separadamente. As mesmas taxas e medias foram analisadas também, agregando
os dados dos experimentos que utilizaram as mesmas concentracdes de LCCV (I, II, 1l e 1V;
V e VI). Finalmente, foram agregados e analisados em conjunto os dados dos experimentos
onde foi utilizado o LCCV novo (I e Ill) e os dados dos experimentos onde foi utilizado o
LCCV velho (11 e 1V), de modo a permitir a comparacao da toxicidade dos mesmos.

3.3 Analise Estatistica

A massa dos girinos por ocasido da metamorfose e a duracdo da fase larval foram
analisadas a partir da média e do desvio padrdo entre os tratamentos. Para verificagdo da
ocorréncia de diferencas significativas entre os resultados obtidos utilizou-se da analise de
variancia (ANOVA): um critério, seguida de Student Newman Keuls (comparacdes maltiplas)

com nivel de significancia de 5%, utilizando o programa BIOESTAT verséo 5.0.

Para verificar se os dois tipos de LCCV (novo e velho) afetaram de forma
diferenciada a letalidade e os parametros de desenvolvimento analisados, os resultados dos

experimentos com os dois tipos de LCCV foram comparados com o uso do teste da ANOVA.

Nos testes de toxicidade aguda, a CLsy foi determinada pelo método trimmed
Spearman-Karber com limite de 95% de confianca (HAMILTON et al., 1978), utilizando o
programa estatistico TRIMMED SPEARMAN-KARBER verséo 1,5.
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O teste estatistico de correlacdo de Spearman para dados ndo paramétricos,
utilizando o programa BIOESTAT versdo 5.0, foi utilizado para o calculo da correlagéo entre
0 tempo medio que os girinos despenderam para completar a metamorfose e a massa media

que eles apresentaram nesta ocasido entre os diferentes tratamentos.
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4 RESULTADOS
4.1 Letalidade e taxa de metamorfose

Experimento | (figura 3): A letalidade esteve, de modo geral, positivamente
relacionada com a concentracdo de LCCV, embora a taxa da concentragdo 0,2% tenha sido
maior que a da concentracdo 0,3%. A CLsy foi de 0,30 % do LCCV (95% de intervalo de
confianca entre 0,25 a 0,37%). A taxa de metamorfose pareceu ndo variar em funcdo da
concentracdo de LCCV, tendo apresentado seus maiores valores em concentracdes
intermediarias. A sobrevivéncia na forma de girino somente ocorreu nos trés tratamentos que

apresentaram as menores taxas de letalidade, tendo sido inversamente proporcional a estas.

100% -
90% -
80% - 37%
70% 4 63%
60% - 80%
50% -
40% -
30% -
20% -
0% - .
0% T T T T T T

CONTROLE 0,1% 0,2% 0,3% 0,4% 0,5% 0,6%

Concentragdo do LCCV

Figura 3. Experimento I: Porcentagem de letalidade, sobrevivéncia na forma de girino e
metamorfose em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes do
liquido da casca do coco verde (LCCV) “novo” durante um periodo de 90 dias.

Experimento Il (figura 4): a letalidade apresentou os maiores valores nos duas
maiores concentracfes, entretanto, entre as demais concentracfes ndo houve uma relacéo
entre letalidade e concentracdo de LCCV. A CLsy foi de 0,45% (95% de intervalo de
confianga entre 0,43 a 0,48%). As maiores taxas de metamorfose ocorreram nas

concentragOes intermediarias e na maior concentracdo, enquanto que as maiores taxas de
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sobrevivéncia como girinos foram encontradas nos tratamentos com menor letalidade, sendo
que na concentragdo 0,3%, ndo permaneceram individuos na forma de girinos porque todos 0s

sobreviventes metamorfosearam.

100% -

90% - 13%

80% - 43%

70% - 60%

60% 4 80%

50% - Sobrevivéncia
40% T f
30% - B Metamorfose
20% - H Letalidade
10% _J

0% i T T T T T T

CONTROLE 0,1% 0,2% 0,3% 0,4% 0,5% 0,6%

Concentragdo do LCCV

Figura 4. Experimento Il: Porcentagem de letalidade, sobrevivéncia na forma de girino e
metamorfose em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes do
liquido da casca do coco verde (LCCV) “velho” durante um periodo de 90 dias.

Experimento 111 (figura 5): a letalidade apresentou os maiores valores nos duas
maiores concentracdes e na concentragédo de 0,2%. O CLs foi de 0,53% (95% de intervalo de
confianca entre 0,49 a 0,57%). As duas maiores taxas de metamorfose foram registradas em
concentragOes intermediarias em que a letalidade mais se aproximou de 50%, enquanto que as
trés maiores taxas de sobrevivéncia como girinos foram encontradas nos trés tratamentos com

menores taxas de letalidade.
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Figura 5. Experimento Ill: Porcentagem de letalidade, sobrevivéncia na forma de girino e
metamorfose em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentracdes do
liquido da casca do coco verde (LCCV) “novo” durante um periodo de 90 dias.

Experimento 1V (figura 6): a letalidade esteve, de modo geral, positivamente
relacionada com a concentracdo de LCCV, embora ela tenha sido igual nas concentracdes
0,2% e 0,6%. N&o foi possivel calcular a CLsp, pois 0 mesmo se encontrou fora das
concentragdes testadas. As menores taxas de metamorfose e as maiores taxas de sobrevivéncia
na forma de girino foram apresentadas pelo tratamento com menor concentra¢do 0,1% e o
grupo controle, que também apresentaram as menores taxas de letalidade. Entre os demais
tratamentos, as taxas de metamorfose e de sobrevivéncia na forma de girino pareceram ndo

variar em funcéo da concentragdo de LCCV.
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Figura 6. Experimento IV: Porcentagem de letalidade, sobrevivéncia na forma de girino e
metamorfose em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentracdes do
liquido da casca do coco verde (LCCV) “velho” durante um periodo de 90 dias.

Experimento V (figura 7): a letalidade aumentou com a concentracdo, atingindo
100% dos girinos nas duas maiores concentragdes (1,2 e 1,5%) e tendo sido muito préxima de
100% na concentracdo de 0,9%. A CLs foi igual 0,62% (95% de intervalo de confianca entre
0,57 a 0,69%). Nos trés tratamentos em que ocorreu metamorfose esta, pareceu ndo variar em
funcdo da concentracdo de LCCV, enquanto que a sobrevivéncia na forma de girinos
apresentou os maiores valores no tratamento de menor concentracdo 0,3% mais o controle e

que também apresentaram as menores taxas de letalidade.
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Figura 7. Experimento V: Porcentagem de letalidade, sobrevivéncia na forma de girino e
metamorfose em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentracdes de
uma mistura 1:1 de liquido da casca do coco verde (LCCV) “velho” e “novo” durante um
periodo de 90 dias.
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Experimento VI (figura 8): a letalidade demonstrou correlagéo positiva com a
concentracdo de LCCV atingindo 100% dos girinos nas duas maiores concentracoes (1,2 e
1,5%). A concentracdo letal média foi de 0,71% (95% de intervalo de confianca entre 0,56 a
0,92). As maiores taxas de metamorfose foram registradas nos tratamentos com concentracdes
intermediéarias (0,3% e 0,6%) entre aqueles que apresentaram metamorfose, enquanto que as
duas maiores taxas de sobrevivéncia como girinos foram encontradas no tratamento 0,3% e no

controle e que também apresentaram as menores taxas de letalidade.

100% -
90% - 20% 23%
80% - 37%
70% -
0, 4
60% 87%
50% - Sobrevivéncia
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o
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CONTROLE 0,3% 0,6% 0,9% 1,2% 1,5%

Concetragdo do LCCV

Figura 8. Experimento VI: Porcentagem de letalidade, sobrevivéncia na forma de girino e
metamorfose em girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentracGes de
uma mistura 1:1 de liquido da casca do coco verde (LCCV) “velho” e “novo” durante um
periodo de 90 dias.
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4.2 Massa por Ocasido da Metamorfose e Duragéo da Fase Larval

Experimento 1 (figuras 9 e 10): as maiores massas foram alcancadas nas
concentragOes intermediarias (0,3% e 0,4%), entretanto as diferencas entre as médias das
massas de todos os tratamentos ndo foram significativas (p=0,3481). O tempo de duracdo da
fase larval ndo variou em funcdo da concentracdo de LCCV, com as diferencas entre as

médias se mostrado nao significativas (p=0,6400).
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Concentragdo (LCCV "novo"

Figura 9. Experimento I: Massa média (+ desvio padrdo) por ocasido da metamorfose em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “novo” Os
nameros dentro das barras representam o n amostral (médias com a mesma letra ndo
diferem significativamente entre si).
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Concentragdo (LCCV "novo"

Figura 10. Experimento I: Tempo de duracdo médio da fase larval (+ desvio padrdo) em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “novo” Os
numeros dentro das barras representam o n amostral (médias com a mesma letra ndo
diferem significativamente entre si).
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Experimento Il (figuras 11 e 12): os resultados indicaram relacéo positiva entre a
massa média dos girinos e a concentracdo de LCCV, seguida por queda na maior
concentracdo, com diferencas significativas (p= 0,0095), O tempo de duracdo da fase larval
foi maior nos tratamentos 0,4% e 0,6%, entretanto as diferencas nao foram significativas entre

os tratamentos (p=0,1610).
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Concentragdo (LCCV "velho")

Figura 11. Experimento Il: massa média (x desvio padrdo) por ocasido da metamorfose em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “velho”. Os
nameros dentro das barras representam o n amostral (médias com a mesma letra ndo

diferem significativamente entre si).
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Figura 12. Experimento Il: Tempo de duracdo médio da fase larval (+ desvio padrdo) em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “novo” Os
nameros dentro das barras representam o n amostral. (médias com a mesma letra ndo

diferem significativamente entre si).
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Experimento 111 (figuras 13 e 14): as massas dos girinos variaram pouco entre

os diversos tratamentos, e as diferengas ndo foram significativas (p= 0,5519). O tempo de

duracdo da fase larval também ndo apresentou diferencas significativas entre os diversos
tratamentos (p=0,8926).
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Figura 13. Experimento I1l: Massa média (+ desvio padrdo) por ocasido da metamorfose em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “novo”. Os
nameros dentro das barras representam o n amostral (médias com a mesma letra ndo

diferem significativamente entre si).
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Figura 14. Experimento Ill: Tempo de duracdo médio da fase larval (+ desvio padrdo) em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “novo” Os
nameros dentro das barras representam o n amostral (médias com a mesma letra ndo
diferem significativamente entre si).
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Experimento 1V (figuras 15 e 16): os resultados indicaram relagdo positiva entre
a massa média dos girinos e a concentragdo de LCCV, seguida por queda na maior
concentracdo, com diferencas significativas entre alguns dos tratamentos (p= 0,0001). Por
outro lado, o tempo de duracdo da fase larval ndo variou de forma significativa entre 0s

diversos tratamentos (p=0,8165).
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Figura 15. Experimento IV: Massa média (+ desvio padrdo) por ocasido da metamorfose em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “velho”. Os
nameros dentro das barras representam o n amostral (médias com a mesma letra ndo

diferem significativamente entre si).
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Figura 16. Experimento IV: Tempo de duracdo médio da fase larval (+ desvio padrédo) em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “velho” Os
nameros dentro das barras representam o n amostral (médias com a mesma letra ndo
diferem significativamente entre si).
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Experimento V (figuras 17 e 18): a massa dos girinos no tratamento 0,3% foi
significativamente maior que no grupo controle e que no tratamento 0,6% (p= 0,001). O
tempo de duracdo da fase larval ndo diferiu significativamente entre os tratamentos em que

ocorreu metamorfose (p =0,3144).
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Figura 17. Experimento V: Massa média (+ desvio padrdo) por ocasido da metamorfose em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de uma mistura 1:1 de
LCCV “velho” e “novo”. Os numeros dentro das barras representam o n amostral (médias
com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si).
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Figura 18. Experimento V: Tempo de dura¢do médio da fase larval (+ desvio padrdo) em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de uma mistura 1:1 de
LCCV “velho” e “novo”. Os numeros dentro das barras representam o n amostral (médias
com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si).
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Experimento VI (figuras 19 e 20): A massa por ocasido da metamorfose ndo
variou significativamente entre os diferentes tratamentos em que ocorreu metamorfose

(p=0,8828), 0 mesmo ocorrendo com o tempo de duracgdo da fase larval (p=0,0911).
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Figura 19. Experimento VI: Massa média (+ desvio padréo) por ocasidao da metamorfose em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentra¢cdes de uma mistura 1:1 de
LCCV “velho” e “novo”. Os nimeros dentro das barras representam o n amostral (médias
com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si).
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Figura 20. Experimento VI: Tempo de duragcdo médio da fase larval (+ desvio padrdo) em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de uma mistura 1:1 de
LCCV “velho” e “novo”. Os nimeros dentro das barras representam o n amostral (médias
com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si).
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4.3 Correlacao entre massa na metamorfose e tempo de duracéo da fase larval

Experimento I (figura 21): houve tendéncia de correlacdo positiva entre a massa
dos girinos e o tempo de duragdo da fase larval nas concentragdes menores, com correlacées
significantes nos tratamentos 0,2%, 0,3% e 0,4%. Na maior concentracdo (0,6%) houve
tendéncia de correlacdo negativa, embora o resultado ndo tenha sido significativo. No grupo
controle e na concentracdo 0,1% néo foi possivel verificar a existéncia da correlacdo devido

ao0 pequeno tamanho amostral.
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Figura 21. Correlagdo entre massa por ocasido da metamorfose e duracédo da fase larval em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “novo” no
experimento 1.

Experimento Il (figura 22): ocorreu uma correlacdo positiva entre a massa dos
girinos e o tempo de duracdo da fase larval nas concentragdes 0,3%, 0,4% e 0,5%. Na
concentracédo de 0,2% néo houve correlagdo, enquanto que na concentragdo de 0,6% ocorreu
uma tendéncia de correlagdo negativa, embora o resultado ndo tenha sido significativo. No
grupo controle e na concentracdo 0,1% n&o foi possivel verificar a existéncia da correlacdo

devido ao pequeno tamanho amostral.
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Figura 22. Correlagéo entre massa por ocasido da metamorfose e duragdo da fase larval em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragcdes de LCCV “velho” no

experimento II.

Experimento 111 (figura 23): ndo ocorreu correlagdo entre a massa dos girinos e

o tempo de duracéo da fase larval em nenhuma das concentragdes em que foi possivel fazer a

analise embora os resultados sugerem uma tendéncia de correlacdo positiva na concentracdo

de 0,1% e de correlacdo negativa na concentracéo 0,5%.
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Figura 23. Correlacdo entre massa por ocasido da metamorfose e duracdo da fase larval em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentra¢fes de LCCV “novo” no
experimento 11,



44

Experimento IV (figura 24): a massa dos girinos por ocasido da metamorfose
praticamente n&o variou dentro dos tratamentos 0,1% e 0,2%, ainda que nestes alguns girinos
demorassem o dobro do tempo para atingir a metamorfose que outros. No tratamento 0,3%
houve uma tendéncia de correlacdo negativa, enquanto que nos demais houve uma tendéncia

de correlacdo positiva que, no entanto, s6 foi significativa na concentragdo 0,4%.
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Figura 24. Correlagdo entre massa por ocasido da metamorfose e duragdo da fase larval em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “velho” no
experimento IV.

Experimento V (figura 25): nos dois tratamentos em que foi possivel realizar
esta andlise, houve uma tendéncia de correlagdo positiva entre massa por ocasido da

metamorfose e duracdo da fase larval, mas sem se apresentar significativa em nenhum deles.
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Figura 25. Correlagdo entre massa por ocasido da metamorfose e duragdo da fase larval em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “misturado”
no experimento V.



45

Experimento VI (figura 26): nos dois tratamentos em que foi possivel realizar
esta analise, houve uma tendéncia de correlacdo negativa entre massa por ocasido da

metamorfose e duracéo da fase larval, mas sem se apresentar significativa em nenhum deles.
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Figura 26 Correlacdo entre massa por ocasido da metamorfose e duracdo da fase larval em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “misturado”
no experimento VI.
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4.4 Anélises dos dados dos experimentos I, 11, 111, IV agregados
4.4.1 Letalidade e taxa de metamorfose

A letalidade esteve, de modo geral, positivamente relacionada com a concentracéo
de LCCV, embora a taxa da concentracdo 0,2% tenha sido maior que a das concentragoes
0,3% e 0,4%. A CLso foi de 0,48% (95% de intervalo de confianca entre 0,44 a 0,53) do
LCCV. A taxa de metamorfose apresentou 0s maiores valores nas concentragoes
intermedidrias, com as menores taxas presentes nas duas menores e na maior concentracao. A
sobrevivéncia na forma de girino teve uma relacdo negativa com a letalidade, apresentando as
maiores taxas nos tratamentos onde a letalidade foi menor (controle e 0,1%) e as menores
taxas nos tratamentos onde a letalidade foi maior (0,5% e 0,6%) (figura 27).
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Figura 27. Porcentagem de letalidade, sobrevivéncia na forma de girino e metamorfose em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentracdes do LCCV durante um
periodo de 90 dias. Dados dos experimentos I, 11, 1l e IV agregados.
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4.4.2. Massa e Duracéo da Fase Larval

A massa média dos girinos por ocasido da metamorfose apresentou uma relacéo
positiva (p=0,0001) com a concentracdo de LCCV (figura 28). Por outro lado, ndo foi
significativa (p=0,8631), a diferenca na duracdo da fase larval entre os diversos tratamentos
(figura 29).
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Figura 28. Massa meédia (+ desvio padrdo) por ocasido da metamorfose de girinos de
Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentracbes de LCCV. Dados dos
experimentos I, I1, 11l e IV agregados. Os nimeros dentro das barras representam o n amostral
(médias com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si).

70
% 60 -
3 T
T 50 - _I_ -I- B3 T B3 E3
&
v 40 -
& 39 4 14 49 a5 30 38 26
S a a a a a a
a
zg 20 -
()
o
5 10 -
[a]
0
CONTROLE  0.1% 0.2% 0.3% 0.4% 0.5% 0.6%

Concentragdo do LCCV

Figura 29. Tempo de duracdo médio da fase larval (+ desvio padrdo) de girinos de
Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentracbes de LCCV. Dados dos
experimentos I, I, 11l e IV agregados.Os numeros dentro das barras representam o n amostral.
(médias com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si).
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4.4.3. Correlacdo entre massa na metamorfose e tempo de duragéo da fase larval

A massa por ocasido da metamorfose e a duracdo da fase larval apresentaram uma
tendéncia de correlacdo positiva nas concentracdes intermedidrias, com um valor de p
préximo ao limite de significAncia na concentracdo 0,2% e significativo nas concentragdes
intermediarias 0,3% e 0,4%. No grupo controle houve uma tendéncia de correlacdo negativa,

embora os resultados ndo tenham sido significativos (figura 30).
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Figura 30. Correlacdo entre massa por ocasido da metamorfose e duracdo da fase larval em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentra¢es de LCCV. Dados dos
experimentos I, 11, 1l e IV agregados.
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4.5 Andlises dos dados dos Experimentos V e VI agregados
4.5.1 Letalidade e taxa de metamorfose

A letalidade se mostrou positivamente relacionada com a concentracdo de LCCV,
tendo atingido 100% dos girinos nas duas maiores concentracfes. CLsy foi de 0,65% (95% de
intervalo de confianga entre 0,59 a 0,73) do LCCV “misturado”. A maior taxa de
metamorfose foi em uma concentracdo intermediaria (0,6%), enquanto que nos tratamentos
que apresentaram as menores taxas de letalidade (grupo controle e 0,3%), a maior parte dos

individuos permaneceu na fase larval (Figura 31).
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Figura 31. Porcentagem de letalidade, sobrevivéncia na forma de girino e metamorfose em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentracdes do liquido da casca do
coco verde (LCCV) durante um periodo de 90 dias. Dados dos experimentos V e VI
agregados.
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4.5.2. Massa por ocasido da Metamorfose e Duragdo da Fase Larval

N&o houve diferencas significativas entre massas dos tratamentos por ocasido da
metamorfose (p =0,2366, figura 32). Por outro lado, a duracdo do periodo larval no grupo
controle foi significativamente diferente e mais extensa que nos tratamentos 0,3, 0,6 e 0,9%
(p) =0,0402 (figura 33).
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Figura 32. Massa média (+ desvio padrdo) por ocasido da metamorfose de girinos de
Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentracbes de LCCV. Dados dos
experimentos V e VI agregados. Os nameros dentro das barras representam o n amostral
(médias com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si).
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Figura 33. Tempo de duragdo médio da fase larval (x desvio padrdo) em girinos de
Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentracbes de LCCV. Dados dos
experimentos V e VI agregados: Os numeros dentro das barras representam o n amostral
(médias com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si).
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4.5.3. Correlacdo entre massa por ocasido da metamorfose e tempo de duracéo da fase
larval

Houve uma tendéncia de correlacdo positiva no grupo controle e na concentracao
0,3%, mas sem atingir significancia estatistica. Por outro lado, na concentracdo de 0,6%
houve uma correlacdo negativa significativa (p=0,0496). (figura 34).
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Figura 34. Correlacdo entre massa por ocasido da metamorfose e duracdo da fase larval em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “misturado”.
Dados dos experimentos V e VI agregados.
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4.6 Anélise dos dados dos Experimentos I e 111 agregados

4.6.1 Letalidade e Taxa de metamorfose

(Figura 35): A letalidade esteve, de modo geral, positivamente relacionada com a
concentracdo de LCCV, com as maiores taxas nas duas concentracdes mais elevadas. O CLsg
foi igual a 0,40 (0,35-0,45%). A taxa de metamorfose apresentou os maiores valores nas
concentragOes intermediarias enquanto que a sobrevivéncia na forma de girinos pareceu ter

uma relacéo negativa com a concentracdo de LCCV.
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Figura 35. Porcentagem de letalidade, sobrevivéncia na forma de girino e metamorfose em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragfes do liquido da casca do
coco verde (LCCV) “novo” durante um periodo de 90 dias. Experimento I e III agregados.
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4.6.2 Massa por Ocasido da Metamorfose e Duragéo da Fase Larval

(Figura 36 e 37): Os maiores valores de massa media por ocasido da
metamorfose foram registrados nas concentragdes intermediarias, embora as diferencas ndo
tenham sido significativas (p =0,7448). O tempo de duracdo da fase larval, por sua vez, ndo

pareceu variar em funcao da concentracdo de LCCV (p =0,0855).
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Figura 36. Massa média (+ desvio padrdo) por ocasido da metamorfose em girinos de
Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “novo” Os numeros
dentro das barras representam o n amostral (médias com a mesma letra ndo

diferem significativamente entre si). Experimento | e 111 agregados.
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Figura 37. Tempo de duracdo médio da fase larval (+ desvio padrdo) em girinos de
Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “novo” Os nimeros
dentro das barras representam o n amostral (médias com a mesma letra ndo

diferem significativamente entre si). Experimento | e 1l agregados.
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4.6.3 Correlacéo entre Massa por Ocasido da Metamorfose e Duracédo da Fase Larval

de duracdo da fase larval nas quatro menores

Houve uma tendéncia de correlacdo positiva entre massa na metamorfose e tempo

concentragOes, tendo sido significativas nas

concentracgdes 0,2 e 0,4% (figura 38).
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Figura 38. Correlagéo entre massa por ocasido da metamorfose e duragédo da fase larval em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “velho”.
Dados dos experimentos | e I11 agregados.
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4.7 Anélise dos dados dos Experimentos Il e IV agregados

4.7.1 Letalidade e Taxa de metamorfose

(figura 39): a letalidade esteve, de modo geral, positivamente relacionada com a
concentracdo de LCCV. A CLs foi igual a 0,49% (0,44-0,54%). A taxa de metamorfose
apresentou os menores valores nas duas concentragcdes mais baixas, que também apresentaram
as menores letalidades. Por outro lado, a sobrevivéncia na forma de girino foi inversamente

proporcional a letalidade.
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Figura 39. Porcentagem de letalidade, sobrevivéncia na forma de girino e metamorfose em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragfes do liquido da casca do
coco verde (LCCV) “velho” durante um periodo de 90 dias. Experimento II e IV agregados.



56

4.7.2 Massa por Ocasido da Metamorfose e Duragéo da Fase Larval

(Figura 40 e 41): a massa por ocasido da metamorfose cresceu com o aumento da
concentracdo de LCCV, com uma tendéncia de queda na maior concentracdo, tendo sido as
diferencas entre algumas concentracfes significativas (p=0,0001). O tempo de duracdo da

fase larval, por sua vez, ndo variou significativamente entre os tratamentos (p=0,5628).
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Figura 40. Massa média (£ desvio padrdo) por ocasido da metamorfose em girinos de
Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “velho” Os nimeros
dentro das barras representam o n amostral (médias com a mesma letra ndo

diferem significativamente entre si). Experimento Il e IV agregados.
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Figura 41. Tempo de duracdo médio da fase larval (+ desvio padrdo) em girinos de
Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “velho” Os numeros
dentro das barras representam o n amostral (médias com a mesma letra ndo

diferem significativamente entre si). Experimento Il e 1V agregados.
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4.7.3 Correlacéo entre Massa por Ocasido da Metamorfose e Duracédo da Fase Larval

Houve uma tendéncia de correlacdo positiva entre massa na metamorfose e

duracdo da fase larval, apenas nas concentracdes 0,3, 0,4 e 0,5%, sendo que a de valor

intermediéario (0,4%) foi a Unica significativa (figura 42).
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Figura 42. Correlagéo entre massa por ocasido da metamorfose e duragédo da fase larval em
girinos de Leptodactylus vastus submetidos a diferentes concentragdes de LCCV “velho”.
Dados dos experimentos Il e IV agregados.
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4.8 Fatores Abidticos

Experimento I, I1, 111 e IV agregados: O oxigénio dissolvido (OD) presente nas
solucdes apds uma semana de sua renovacgdo, diminuiu com o aumento da concentracdo de
LCCV, com diferengas significativas entre diversos tratamentos (p=0,0001), destacando-se a
concentracdo de 0,6%, onde o OD foi significativamente menor que em todos os demais
tratamentos (figura 43). Por sua vez, o potencial de hidrogénio (pH) apresentado pelas
solucgdes apds uma semana de sua renovacdo, ndo variou significativamente (p =0,1875) entre

os diversos tratamentos (figura 44).
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Figura 43. Média das determinacdes do oxigénio dissolvido (OD) realizadas ap6s uma semana
da renovacéo das diferentes concentracdes de LCCV. Dados dos experimentos I, 11, Il e IV
agregados. (médias com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si).
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Figura 44. Média das determinacdes do pH realizadas apds uma semana da renovagéao das
diferentes concentracdes de LCCV. Dados dos experimentos I, 11, 111 e IV agregados (médias
com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si).
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Experimento V e VI agregados: O oxigénio dissolvido (OD) presente nas
solucBes apds uma semana de sua renovacao, foi significativamente menor (p =0,0001), na
concentracdo 0,9%, que nas demais concentragdes onde houve sobrevivéncia de girinos,
figura 45. O pH apresentou 0s maiores valores nas concentragdes intermediarias, com

diferencas significativas (p=0,0025) entre as concentragdes (figura 46).
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Figura 45. Média das determinacdes do oxigénio dissolvido (OD) realizadas ap6s uma semana
da renovacao das diferentes concentracdes de LCCV. Dados dos experimentos V e VI
agregados. (médias com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si).
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Figura 46. Média das determinagdes do pH realizadas apds uma semana da renovacao das
diferentes concentragdes de LCCV. Dados dos experimentos V e VI agregados (médias com
a mesma letra ndo diferem significativamente entre si).
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5 DISCUSSAO

Os efeitos tdxicos de poluentes sobre larvas de anfibios foram objeto de diversos
estudos, tais como, o efeito do mercurio sobre Rana sphenocephala (UNRINE et al., 2004),
do inseticida piretréide Cipermetrina sobre Bombina variegata e Rana arvalis (GREULICH,;
PFLUGMACHER, 2004) e Melanostictus bufo (SAHA; KAVIRAJ, 2008), do inseticida
Malation sobre Bufo arenarum (VENTURINO et al., 2001) e Rana ridibunda (SAYIM,
2008), de fertilizantes a base de nitrato de amonio sobre Rana temporaria (OLDHAM et al.,
1997), de surfactantes do &lcool etoxilado e do &lcool etoxi sulfato sobre Xenopus laevis
(CARDELLINI; OMETTO, 2001), de diferentes solventes sobre Rana temporaria
(MARQUIS et al., 2006), da uréia granulada sobre Plethodon vehiculum, Rhyacotriton
variegatus e Taricha granulosa (MARCO et al., 2001), do herbicida Atrazine e do inseticida
Basudin sobre Ptychadena bibroni (EZEMONYE; ILECHIE, 2006), do nitrogénio mineral
(N) sobre Rana sylvatica e Ambystoma tigrinum tigrinum (GRIYS-KYLE; RITCHIE, 2007),
do inseticida Dimetoato sobre Hyla arborea (SAYIM e KAYA, 2006) e dos pesticidas
organofosforados  Clorpirifés, Malation e Diazinon sobre Rana boylii (SPARLING;
FELLERS, 2007).

Nesta pesquisa, 0 LCCV apresentou efeito tdxico sobre os girinos de
Leptodactylus vastus, afetando a massa na metamorfose e a mortalidade, que apresentou uma

relacdo positiva com a concentracdo de LCCV na maioria dos experimentos.

Em todos os experimentos, a menor taxa de letalidade foi apresentada pelo grupo
controle, com os dois experimentos com LCCV novo (I e I1l) e os dois experimentos com
LCCV velho (Il e IV) apresentando a mesma taxa de letalidade no grupo controle, 17% e
13%, respectivamente. Quando os dados destes quatro experimentos foram analisados em
conjunto, a taxa de letalidade apresentou um valor intermedidrio de 15%. Nos dois
experimentos em que houve a mistura dos dois tipos de LCCV, a letalidade do grupo controle

foi de 17 e 10%, quando analisados separadamente e de 13% na analise agregada.

A maior taxa de letalidade foi registrada na maior concentracdo nos experimentos
com LCCV novo (I e Ill) e na segunda maior concentracdo nos experimentos com LCCV
velho (Il e 1V). Interessantemente, a letalidade na concentragdo 0,2% foi maior que na

concentragéo 0,3% nos experimentos I, 1l e I11, sendo as duas iguais no experimento IV. Nos
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experimentos com a mistura de LCCV (V e VI) a letalidade foi de 100% dos girinos nas duas

maiores concentragoes.

A CLsg nos experimentos com o LCCV novo foi menor que nos experimentos
com LCCV velho, indicando que o primeiro apresentou uma toxicidade maior que o ultimo.
Por outro lado, a CLsg nos experimentos com a mistura dos dois tipos de LCCV, foi maior

que aquela calculada nos experimentos com apenas um tipo de LCCV.

O Unico outro estudo sobre a toxicidade aguda do LCCV foi o realizado por
Arthaud et al. (2008) utilizando individuos do crustaceo Artemia sp. Neste estudo as
concentragdes variaram entre 0,05 e 6.40%, tendo apresentado a CLsg de 0,06% a 1.43% com

média igual a 0,62%.

Ainda que o LCCV tenha afetado negativamente a sobrevivéncia dos girinos, o
mesmo ndo pareceu afetar de forma negativa a capacidade dos girinos sobreviventes de
completar a metamorfose ja que, em todos os experimentos, 0 grupo controle apresentou as
menores taxas de metamorfose, com exce¢do do Experimento V, onde apresentou a segunda
menor taxa, se forem excluidos da andlise os tratamentos em que a mortalidade foi igual a
100%.

O fato de os grupos controle terem apresentado menor nimero de metamorfoses
qgue os tratamentos com LCCV pode ser devido a utilizacdo do LCCV como fonte de
nutrientes por parte dos girinos, ja que esta agua residudria apresenta elevada concentragdo de
matéria organica, variando de 60 a 80 gDQO/L (ARAUJO, 2008). O maior numero de
metamorfoses nos tratamentos com LCCV poderia também ser o resultado de uma resposta
adaptativa dos girinos a presenca de LCCV, ja que larvas de anfibios podem acelerar o
desenvolvimento, antecipando a metamorfose, em resposta a um estresse ambiental (WELLS,
2007). Ryan e Winne (2001) observaram que girinos de Rana sphenocephala aceleravam o

desenvolvimento em resposta ao dessecamento da poca onde viviam.

A tendéncia dos girinos dos tratamentos com concentra¢fes intermediarias de
LCCV, de apresentarem maior massa por ocasido da metamorfose, observada no presente
estudo, pode ser devida ao uso de componentes do LCCV como nutrientes pelos girinos,
explicagcdo também aventada acima para 0 maior numero de metamorfoses nos tratamentos
com LCCV. A relacdo positiva entre concentracdo de LCCV e massa dos girinos nédo foi

observada nas concentra¢fes mais elevadas, possivelmente porque nestas, o efeito toxico do
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LCCV pode ter neutralizado o efeito positivo sobre o crescimento dos girinos devido ao seu

valor nutritivo.

Resultados semelhantes aos deste trabalho, com a massa dos girinos apresentando
uma relacéo positiva com determinadas concentracdes de elementos potencialmente tdxicos,
foram encontrados também, em outros estudos, Johansson et al. (2006) estudaram a
toxicidade cronica de trés diferentes inseticidas sobre girinos de Rana temporaria, e
observaram que, um deles, a Permetrina, teve efeito positivo no tamanho na metamorfose em
determinadas concentragfes. Smith et al., (2005) por sua vez, estudaram o efeito de nitrato
sobre as larvas de Rana catesbeiana e Rana clamitans em seis diferentes concentracfes e
registraram que os girinos de Rana catesbeiana nas contracdes intermediarias apresentaram
as maiores massas ao final do experimento que durou 15 dias, enquanto que para

R.castebeiana a massa no final do experimento néo foi afetada pela concentragéo de nitrato.

O efeito negativo de um poluente sobre a massa dos girinos, tendéncia observada
neste trabalho nas concentracGes mais elevadas de LCCV, foi observado também em outros
estudos. Sayim (2008) registrou um efeito negativo do pesticida Malathion sobre a massa de
girinos de Rana ridibunda na Turquia. Ortiz et al., (2004) observaram que embrides e larvas
de seis espécies européias de anfibios (Pleurodeles waltl, Discoglossus galganoi, Pelobates
cultripes, Bufo bufo, B. calamita e Hyla arborea) apresentaram diminui¢do no crescimento

em determinadas concentragdes de fertilizante de nitrato de amonio.

Os girinos apresentam de forma geral, uma relacdo positiva entre massa na
metamorfose e duracdo da fase larval (WEELS, 2007). Entretanto a maior massa nas
concentracOes intermedidrias observada no trabalho realizado, ndo foi em fungdo de um
periodo larval mais longo, j& que este parametro de desenvolvimento ndo variou

significativamente entre os tratamentos.

Johansson et al (2006) realizaram testes em concentracdes sub-letais de trés
pesticidas Azoxystrobin, Cyanazine e Permethrin com girinos de Rana temporaria tendo
observado que a duragdo da fase larval ndo foi influenciada pela concentragdo em nenhum
deles. Por outro lado, o herbicida Atrazina em pequenas concentracdes acelerou o
desenvolvimento de girinos de Hyla versicolor (DIANA et al., 2000) e de Bufo americanus
(FREEMAN; BECCUE; RAYBURN, 2005).
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Nos diversos experimentos deste estudo, a correlacdo positiva citada acima, entre
massa dos girinos e tempo de duracdo da fase larval, foi mais evidente nas concentragdes
menores. Nas concentragfes maiores a tendéncia foi auséncia de correlacdo ou, em alguns

casos, correlacdo negativa.

A tendéncia de os girinos apresentarem menor massa nas concentragdes maiores
pode ser resultado do efeito do LCCV sobre a capacidade de absor¢do e/ou armazenamento
do alimento. Ezemonye e llechie (2007) mediram o nivel de glicogénio em girinos do
Ptychadena bibroni do delta do rio Niger, Nigéria submetidos a diferentes concentracdes do
pesticida organofosfatado Basudin e observaram que o nivel de glicogénio no corpo decaia

com o0 aumento de concentracdo do pesticida e com 0 aumento do indice de letalidade.

Ainda que tenha havido, nos experimentos realizados, uma relacdo negativa entre
concentracdo de LCCV e oxigénio dissolvido (OD), este variou dentro de uma faixa estreita
de concentragdo, ndo sendo possivel atribuir a acdo toxica do LCCV sobre os girinos de
L.vastus, a caréncia de oxigénio. Os girinos de L.vastus provavelmente toleram aguas com
baixos niveis de oxigénio dissolvido, por serem animais de regides tropicais que se
desenvolvem em grandes densidades, dentro de pocas de agua parada que muitas vezes
apresentam uma grande quantidade de matéria organica em decomposicdo e alcancam
temperaturas relativamente elevadas. O pH também variou dentro de uma faixa estreita e
provavelmente ndo afetou a sobrevivéncia e nem os parametros de desenvolvimento dos

girinos.

A plasticidade em parametros do desenvolvimento como massa por ocasido da
metamorfose e tempo de duracdo do periodo larval, € uma caracteristica das larvas de anfibios
(NICIEZA, 2000). Esta plasticidade apresenta grande valor adaptativo especialmente para as
espécies que se reproduzem em pog¢os de &gua temporarios, como L. vastus (LAURILA;
KARTTUNEN; MERILA, 2002). As taxas de crescimento e desenvolvimento dos girinos
podem ser afetadas por fatores bi6ticos como presenca de predadores, quantidade e qualidade
do alimento e por fatores abidticos como qualidade da &gua, temperatura e taxa de
dessecamento do habitat (GERLANC; KAUFMAN, 2005).

O efeito do LCCV sobre a massa por ocasido da metamorfose pode ter influéncia
sobre a adaptabilidade das populagdes de L.vastus. O tamanho maior na metamorfose pode ser
adaptativamente vantajoso por proporcionar maior tolerdncia ao dessecamento e maior

capacidade de locomogdo que, por sua vez, acarreta maior protecdo contra a predacao
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(LAURILA; KUJASALO, 1999). Além disso, maior tamanho na metamorfose geralmente se
correlaciona com maior tamanho na idade adulta e, consequentemente, com maior fertilidade
(ROSE, 2005).

Os efeitos toxicos do LCCV sobre os girinos de L.vastus, observados neste
estudo, podem ser uma consequéncia da presenca nesta agua residudria, de uma grande
quantidade de taninos, compostos resistentes ao ataque microbiano e que podem ser toxicos
para varios tipos de organismos (BHAT; SINGH; SHARMA, 1998). Silva et al. (2004)
registraram que taninos isolados de cascas do caule de Magonia pubescens apresentaram
atividade larvicida em experimentos realizados com Aedes aegypti, enquanto que Santoro et
al. (2004) estudaram o efeito dos taninos de Stryphnodendron spp. sobre a longevidade de
abelhas (Apis mellifera L.) tendo concluido que o primeiro aumentou a mortalidade das

Gltimas.

Os efeitos toxicos do LCCV sobre os girinos de L.vastus, indicam que este
composto pode apresentar também, acdo nociva sobre outros organismos, especialmente
girinos de outras espécies de anuros. Entretanto, deve-se considerar que a tolerancia a um
agente toxico como o LCCV pode variar ndo apenas entre espécies, mas também entre
populacbes de uma mesma espécie. Bridges e Semlitsch (2000) estudaram a variacdo da
tolerancia ao pesticida Carbaryl entre diferentes espécies de Ranidae e entre diferentes
populacdes de Rana sphenocephala e observaram que a magnitude da mudanca de atividade
de girinos em resposta aos niveis subletais do Carbaryl variou significativamente entre as

espécies de Ranidae e também entre as popula¢des de Rana sphenocephala.

Outro ponto a ser considerado, € que os resultados obtidos nesta pesquisa
poderiam apresentar variacdes se tivessem sido utilizados, no inicio dos experimentos, girinos
em fases larvais mais iniciais ou mais tardias, ja que a sensibilidade pode variar em funcéo do
estagio de desenvolvimento. Mann e Bidwell (1999) registraram que, em quatro espécies de
anuros, recém metamorfoseados e adultos apresentavam menor sensibilidade que girinos ao
herbicida Glifosato. Brodeur et al. (2008) registraram que no anuro Rhinella arenarum,
embrides sdo mais resistentes ao herbicida Atrazina que girinos em fase final de

metamorphose e que estes sdo mais resistentes que girinos em fase inicial de metamorfose.

Os experimentos deste estudo foram realizados em condicdes de laboratorio, em
que o LCCV em suas diferentes concentracdes, era o Unico elemento com efeito toxico

potencial sobre os girinos. Entretanto, deve-se considerar que em condi¢des naturais, o efeito
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toxico do LCCV pode ser amplificado pela a¢do conjunta com outros elementos toxicos
presentes no ambiente. Ortiz e Sparling (2007) analisaram os efeitos de compostos de nitrato e
de sais de perclorato sobre larvas de Rana sphenocephala. O primeiro composto apresenta
efeito negativo sobre o desenvolvimento e sobrevivéncia de embrides e larvas de anuros,
enquanto que o segundo inibe a metamorfose, tendo os autores registrados que, quando
combinados, os dois compostos apresentaram efeitos aditivos sobre os girinos. Relyea (2004)
por sua vez, analisou a toxidade de quatro diferentes pesticidas (Diazinon, Carbaril, Malation
e Glifosato) isoladamente e em combinagdes de dois, sobre a sobrevivéncia e crescimento
larval de cinco espécies de anfibios: Rana clamitans, R. catesbeiana, Bufo americanus e Hyla
versicolor. O autor (RELYEA op. cit.) observou que, em alguns casos, a combinagéo de dois
pesticidas apresentou um efeito toxico maior que aquele apresentado por um dos pesticidas da
combinacéo isoladamente.

A toxicidade de uma substancia como o LCCV sobre girinos pode, por outro lado,
ser afetada por fatores abi6ticos do ambiente. Thompson et al. (2002) em estudos com Rana
pipiens, R.clamitans e Xenopus laevis, registraram que o efeito toxico do herbicida Glifosato
foi maior em pHs elevados, enquanto que o efeito tdxico de herbicida Triclopyr foi maior em

pHSs baixos.

Fatores bioticos do ambiente podem também alterar o efeito de toxicidade de uma
substancia como o LCCV sobre girinos. Relyea (2005b) observou que em girinos de Rana
sylvatica na presenca de predadores, o efeito do Glifosato foi duas vezes mais letal que na
auséncia deste, devido a um efeito sinergético. Por sua vez, Lefcort e Meguire (1998)
observaram que a capacidade de resposta dos girinos de Rana luteiventris a presenca de

predadores foi afetada negativamente em bioensaios com metais pesados.

Varios estudos abordaram o uso de anfibios como bioindicadores, tendo sido
Cooke (1981) foi um dos primeiros a analisar o uso de girinos como indicadores de poluicdo
organica. Ferrari et al., (1997) utilizaram girinos de Bufo arenarum em um ensaio de
toxicidade em aguas fluviais contaminadas por poluentes, enquanto que Hartwell, Welsh e
Ollivier (1998) investigaram o impacto da deposi¢do de sedimentos em cursos naturais de
agua, sobre a densidade de trés espécies de anfibios na Califérnia, tendo concluido que os
mesmos representam bons indicadores em potencial de stress ambiental. Entretanto, 0 uso
disseminado de anuros como bioindicadores, ainda depende do estabelecimento de critérios

de qualidade de agua para anfibios, como ressaltado por Boyer e Grue (1995).
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O uso potencial de anuros como indicadores de qualidade da agua foi analisado na
Italia, por Lebboroni e Ricchiardino (2006), que observaram que os girinos de Rana italica
ocorriam sozinhos apenas em corpos de agua com qualidade “excelente” ou “boa” e
consideraram que a espécie apresentava potencial como bioindicadora. Tong (1999)
investigou a possibilidade de usar anfibios da espécie Rana nigromaculata como
bioindicadores de polui¢do industrial na China, devido a necessidade de estabelecer em curto
prazo, métodos de biomonitoramento e avaliacdo de toxicidade crénica de aguas residuais
industriais. Demichelis et al. (2001) realizaram um ensaio de toxicidade aguda utilizando
girinos pré-metamorficos de Bufo arenarum como organismo sentinela, para avaliar a
qualidade da &gua em rios que recebem tanto residuos domésticos quanto industriais, em area
urbana na Argentina, tendo sugerido o uso de bioensaios com girinos, em programas de

monitoramento da poluicdo em agua doce.

Bioensaios utilizando girinos apresentam grande potencial de utilizacdo em todo o
mundo, por sua simplicidade, baixo custo e confiabilidade (DEMICHELIS et al., 2001).
Entretanto, a grande maioria dos estudos de ecotoxicologia com anfibios utilizou, ou a espécie
Xenopus laevis, forma africana amplamente criada em laboratorios em todo o mundo, ou
espécies de Ranidae ou Bufonidae de zonas temperadas (HAILEY et al., 2006). Os resultados
obtidos nesta pesquisa indicam que os girinos de Leptodactylus vastus, espécie da regido
Neotropical, apresentam um bom potencial de utilizacdo em estudos ecotoxicoldgicos e como
bioindicadores de perturbacGes em ambientes aquaticos. Dentre as caracteristicas presentes
nesta espécie que a torna adequada para esses estudos, pode-se listar: a facilidade de
obtencdo, por ser um animal comum, ocorrendo inclusive em ambientes antropomorfizados; a
presenca de uma postura conspicua que produz grande nimero de ovos e larvas relativamente
grandes e de facil manipulacdo; o fato de ndo se apresentar sob perigo ou ameaca de extingéo,
e por seus girinos serem de facil manejo em laboratorio, ndo exigindo aeracao ou filtracdo da

agua e nem rac0es especiais;
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6 CONCLUSOES

O LCCV apresenta um potencial efeito toxico sobre os girinos de Leptodactylus
vastus, tendo provocado um aumento na letalidade e uma diminuicdo no tamanho na

metamorfose, nas mais altas concentracGes testadas.

O LCCV nas concentragdes testadas, ndo afetou a capacidade dos girinos

sobreviventes de completar a metamorfose e nem o tempo de duracao da fase larval.

O LCCV nas concentracfes intermediarias testadas, contribuiu com um aumento

na massa dos girinos por ocasido da metamorfose.

Os girinos de L.vastus apresentaram uma correlacdo positiva entre massa por
ocasido da metamorfose e duracdo do periodo larval, exceto nas mais altas concentracdes

testadas.
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