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RESUMO

EFEITOS COMBINADOS DE METAIS PESADOS SOBRE O DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO DA 0OSTRA DE MANGUE Crassostrea rhizophorae GUILDING,

1828: RESPOSTAS A DIFERENTES TEMPERATURAS

Os efeitos de metais pesados em organismos aquaticos t8m
sido objeto de numerosas investigagbes, e a maioria delas sob a agdo
individual de metais. 0 numero relativamente limitado de estudos
disponiveis com efeitos combinados de metais na biota aquatica,

mostra gque a agio de dois metais combinados pode ser meramente

aditiva, antagénica ou sinérgica. Também uma grande variedade de
fatores ambientais & conhecida como modificadora da toxicidade
de metais para determinados organismos. Objetivando determinar
a agdao de metais pesados (cobre, wmercurio e zinco), isclada—

mente e em combinagio, relacionada com temperatura,
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sobre o desenvolvimento embrionario da ostra C.rfAfzophoras, foram
realizados biocensaios, combinando-se diferentes concentragies de
metais 2 x 2 (CuxZn, CuxHg, InxHg) em tres diferentes temperaturas
(23, 26 e B9%). 0Os resultados dos testes com os metais individuais
mostraram que 0% valores de ECxo—-P4h para anormalidades da concha,
relativos a cada metal, variaram com o aumento da temperatura, embora
essa variagdo 0 tenha sido significativa (p{(0.05) em relagdo ao

zinco. Os valores de ECza—~24h (ppb) e desvios—-padrao obtidos para as

temperaturas de respectivamente, 23, 26 e 29¢C foram: para o cobre:
9.2441 .23, 8.98+1 411, 8.92+0 . .32; para o mercurio: 2.79+0 .84,
2.52+0.72, 2.41i10.4646; para o zinco: 435 .83+5 .56, 31 .44+5 .92,
17 .20+4 .51. A ordem de toxicidade relativa dos tres metais

testados individualmente foi Hg)CulZn, e ndo se alterou com o aumento
da temperatura de 23 para 29®(. 0s resultados dos efeitos das intera-
ches dos metais 2 x 2, nas tres temperaturas testadas, mostraram ca-—
z05 de simples adigdo, sinergismo e antagonismo, a depender das con-

centragoes combinadas dos metais e das temperaturas utilizadas.
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) efeito combinado de CuxZn, na maioria dos casos, se mastrou mais
toxico que o0 efeito dos metais individuais, nas mesmas concentragies
{(casos de sinergismo), principalmente nas temperaturas de 23 e 26%0C.
Ja os efeitos combinados de CuxHg e ZnxHg, mostraram mais casos de
simples adigdo ou antagonisho, com pPOoucos casos de sinergismo
ocorrendo principalmente nas temperaturas de 26 e 299 . Os resultados
obtidos neste trabalho comprovam a impossibilidade de previsio da
agao combinada de metais pesados sobre organismos sem que  sejam
levados em conta fatores ambientais de import3ncia tais como a
temperatura. Investigagides complementares sao necessarias para melhor
explicar o modo de agio das misturas destes metais e suas interagcies

com outros fatores ambientais, tais como o pH @ a salinidade.
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ABSTRACT

COMBINED EFFECTS OF HEAVY METALS ON THE EMBRYONIC DEVELOPMENT
OF THE MANGROVE OYSTER Crassostraa rhAizophoraes GUILDING, i8e8:

RESPONSES TO DIFFERENT TEMPERATURES

The effects of heavy metals on aquatic organisms have been
the obiect of numerous investigations, and the majority of these are
on the action of individual metals. The relatively limited number of
studies available on the combined effects of metals on aguatic biota
show that the action of two metals in combination may be simply
additive, antagonistic or synergistic. Also, a number ot
environmental factors are know to be modifiers of metal toxicity for
certain organisms. A series of bivassays were performed with the

objective of determining the interaction of heavy metal
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Abstract
concentrations (copper, mercury and zinc), isolated and in two-way
combinations (Cuxin, CuxHg, ZnxHg), and variations in temperature
(23, &6 and 29={), on the embryonic development of the oyster

C.rhizophoras. The results of tests with individual metals revealed
that 24 hour ECxs values for shell abnormalities induced by the
three metals varied with temperature, although the effects were only
significant (p{.03) in relation to zinc. ECmxs wvalues (ppb) and
standard desviation at, 23, 26 and 29 degrees respectively, were for
copper 9.24+1 25, 8.98+1 .11, and 8.92+0.52; for mercuwry 2.79+0.81,
2.32+0.72 and 2.41+0.44; and Ffor zinc 45.83+3.54, 31 .4413.92 and
i7.90+4 541 . The relative order of toxicity for the three metals was
Hg'Cu>Zn, and did not alter with increasing temperatures from 23 to
29 degrees. The interaction effects of two-way metal combinations, at
the three temperatures tested, revealed cases of simple addition,
synergism and antagonism, depending upon the concentrations of the
combined metals and the temperature. In the majority of cases, the
combined toxicity of Cu x ZIn was greater than the sum of effects

of the two metals at the same concentrations (significant
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synergism primarily at 23 and 26®C. The combined effects of Cu x Hg
and Zn x Hg revealed more cases of simple addition or antagonism with
only a few cases of synergism, primarily at 26 and 2997 . The results
of this study confirm the impossibility of predicting the combined
action of heavy metals on aorganisms without considering relevant
environmental factors such as temperature. Complementary
investigations are necessary to better explain the mode of action
of mixtures of metals and their interactions with other

environmental factors such as, pH and gsalinity.
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EFEITOS COMBINADOS DE METAIS PESADOS SOBRE 0O DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO DA OSTRA DE MANGUE Crassostrea rhizophoras GUILDING,

1828: RESPOSTAS A DIFERENTES TEMPERATURAS

1. INTRODUGCZO

A crescente cmntaminacﬁo ambiental por agentes gquimicos
em decorr2ncia de atividades antropog8nicas, principalmente em paises
industrializados, s constitui hoje em séria PpPregcupacio. As
agressies ao ambiente por langamentos ou emissdes de contaminantes
progredivam em uma taxa muito superior ao entendimento dos processos
que envolvem a disposi¢gio final, a perman8ncia, as modificagies ou o
possivel desaparecimento destes contaminantes no  ambiente, bem
como os mecanismos que provocam seus efeitos deletérios em

organismos Vivos.



Introducio

Com o impacto humano nos ecossistemas tornando-se mais
evidente & mais danoso A& economia das nagles, o interesse atual
prende—-se a4 estudos de perturbacies e suas implicacdes na estrutura,

fungio e estabilidade dos ecossistemas. Dentre eles, os ecossistemas

costeivros estido em foco, tendo em vista que, por serem aquaticos,
terminam de uma forma ou de outra como receptadores finais de uma
grande variedade e quantidade de poluentes, sejam estes langcados

primariamente no ar, no solo ou diretamente nos corpos de agua, sem
contar que a maioria das concentracies humanas € encontrada em areas

costeiras (lLugo, 1978).

Metais pesados sao poluentes prioritarios e sao
primeiramente encontrados em pequenas quantidades no ambiente como

resultado de processos naturais. Na avaliagdo de prejuizos bioldgicos

devido a estes metais no ambiente, as incertezas e defici®ncias
no conhecimento de sua acdo, devem ser levados em conta. Alem
disso, niveis de metais pesados no ambiente fisico, bem como em

varios organismnos da biota, nido SA0 adequadamente
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conhecidos, devido 4 limitada atividade de monitoramento no passado.

Os metais de origem antropogénica atingem os ecossistemas marinhos

atraves do langamento de efluentes em rios, que eventualmente
atingem o mar, ou via langamento direto de restos industriais
ou esgotos domésticos, sobretudo em 1locais com atividades de

mineracado e queima de combustiveis fosseis em areas costeiras. Altas
concentragbies de metais tem sido indicadas para vArias Areas
costeiras no mundo industrializado (Calabrese et al., 1977; MARDT,

19801}, especialmente desde a conhecida tragédia de Minamata no Jap3o

(Ui, 1972 . For outro lado, mesmo em caso de baixas concentragoes, &
sabido que metais pesados induzem modificagbes Ffisioldgicas em
doses sub-letais, cuja agao em periodos mais prolongados pode vir a

determinar a deterioracido de ecossistemas naturais (Gaudy et al.,
1994, Em primeiro plano, o estresse determinado pela presenga de
metais pesados no ambiente induziria modificagdes na estrutura
genética de populacies de invertebrados mavrinhos (Battaglia & Bisol,
1988; Nevo et al ., 1983; Nevo, 1991) e, em dltima inst3ncia,
afetaria fortemente a sobrevivéncia dos organismos (De Nicola

et al ., 1987, 1992; De Nicola & GBGuarino, 1989 .
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Quantidades tragos de metais pesados s3o normais em
plantas e animais, onde, como micronutrientes, exercem papel
importante no metabolismo geral e no crescimento destes organismos.
0Os metais tragos essenciais incluem cobalto, cobre, cromo, ferro,
manganés, niquel, molibdé&nio, selénio, zinco (Leland & Huwabara,
1984) . 0Os requerimentos de diferentes plantas e animais wvariam
substancialmente, mas concentragdes otimas complem faixas muito
estreitas. Alteracdes marginais destas faixas contribuem para saude
cdeficitaria e retardo no crescimento, enquanto desvios maiores podem

causar a morte. Tais 30 05 casos do cobre e zinco, por exemplo.

filguns metais tracos ndo essenciais como o cadmio, mercurio =)
chumbo, podem Ser toxicos em concentraces comumente
ohservadas em solos e aguas natwais, dependendo das condigoes

ambientais (Leland & Kuwabara, 1984).

Os efeitos benéficos e tioxicos de metais podem ser
influenciados por outros elementos no ambiente, bem como por
uma variedade de outros fatores ambientais e bioldgicos. For outro

lado, a toxicidade pode ser atenuada PoOr adaptacﬁeg
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binlogicas (MARC, 1980) . Os efeitos nocivos destes metais a
mrganismos  aquaticos estao levantados em trabalhos e extensas
revisdes como para o cobre (Erickson, 1972; Sunda, 1975; Andrew =t

al., 1977; Howart & Sprague, 1978; Hodson et al., 1979; Young et al.,

1979; Durve et al., 1980, EPA, 1980a; Leland & Kuwabara, 1984; De
Nicola Guarino, 1989, para o zinco (Brereton et al., 1973; Brungs
et al., 1976; Whitton, 1980; Pagenkopf, 1280; ERPA, 1980 b;

l.eland & Huwabara, 1984), para o chumbo { EFA, 1980 c; Leland

& Kuwabara, 1984} =] para o mercurio (Amend et al., 1969; le
Coursey & Vernberg, 1272; Mac Leod & Pessal, 1973; Heit &
Fingermann, 1977; ErPa, 1980d; MARC, 1980; Leland & HKuwabara, 1984} .

Estas revistes ddo referéncias de concentragles de metais tracos
isolados que sdo letais a diferentes espécies de organismos

aquaticos, mas naoc informam sobre as agles interativas destes metais.

A poluic3o dos ambientes marinhos com cobre

proveniente de fontes antropogénicas, & mais comuim em
estuarios (McLusky et al., 19846} . QGQuando o aporte de Agua doce
contém quantidades de cobre acima dos limites natuwrais,

aproximadamente 0.2 ppb (ug/L) (Leland & HKuwabara, 19845, EY
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hiota fica exposta simultaneamente a agao deste metal =

a salinidades mais baixas, o que determina o aumento da toxicidade do

metal de acordo com Mclusky et al.,(1986) e McLusky & Hagerman,

(1987 .

0 cobre e o mercurio sao poluentes aguaticos muito
comuns {(Waldichuk, 1974) e sua toxicidade aguda foi determinada
isoladamente, para muitas espeécies sob diferentes condigoes
ambientais (Wobeser, 1973; Brungs et al., 197646; Maclnnes & Calabrese,

1978; Chapman, 1978, Howarth & Sprague, 1978; Durve et al., 1980;
HKhangarot et al., 1981; Hansen et al., 1992). 0 efeito toxico
primario do mevcirio, parece envolver a permeabilidade da membrana
celular, com perda de potassio e entrada de sodio, com aumento do

volume celular (Leland & Huwabara, 1984).

0 zinco & um metal trago essencial para a normal
diferenciacio e crescimento da ceélula, tanto animal como vegetal;
& essencial poOrque & parte integrante de certas metaloenzimas

=) um cofator para regulagio da atividade de
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enzimas especificas dependentes do zinco (fosfatase alcalina e
anidrase carbénica). £ também um metal muito comum em areas
estuarinas sujeitas a agio antropog@nica, podendo provocar alteragies

fisiolégicas e genéticas em organismos aquaticos (Morgan et al.,

1990). A nivel gengético, o zinco induz um crescimento significativo
am heterozigoses, alterando a estrutura genética de populagfes (De
Micola et al., 1992 .

Oz efteitos de metais pesados em ovganismos aquaticos
tem sido o objeto de numerosas investigagdes, e se manifestam como
uma larga faixa de efeitos — desde a redugdo na taxa de crescimenta
até a morte. A maioria dos biotestes ou estudos de acumulacio tem
sido feita com os metais individuais, mais do que em combinagio com
outras variaveis, tais como salinidade e temperatura ou outros
poluentes. De acordo com Westernhagen et al., (1979) do nuamero
relativamente limitado de estudos disponiveis com efeitos combinados
de metais na biota aquatica, parece que ha tres possiveis reagles,
quando dois ou mais metais sdo combinados experimentalmente: (1) com—

binagan de metais toxicos com outros cations pode causar efeitos
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mitigadores e inibi¢30o de absor¢3o, guando comparados a ac3o do metal
sozinho., Este €& o caso quanda chumbo e cadmio s3o0 usados em
combinagio com calcio (Erichsen—-Jones, 1937; Kinkade & Erdman, 1975;

Wright, 1977) ou zinco € usado em combinaclo com cadmio (Rosenthal

& Sperling, 1974) e cadmio com sel2dnio (Prevot & Soyer—
Gaobillard, 19867 . (PY & agio de dois metais combinados pode ser
meramente aditiva, como descrita por LLloyd (1961 b) para zinco @

cobre, e Brown & Dalton (1i970) para os efeitos de =zinco, cobhre &
niquel em truta arcoiris. (3) A agio de metais pode ser singrgica
como descrita  por Barnes & Stanbury (4949) & Cornerv & Sparvow (4956)
para efeitos de cohre e mercdrio em crustacens, e por Eisler &
Gardner (1972) para os efeitos da mistura de cadmio-cobre-zinco em
Fundulus heferoclitus. Desse modo, uma interpretacdo significativa do
compartamento bioldgico de metais pesados nio pode ser feita sem um
conhecimento completo da formacio de complexos e das interagies dos

metais no ambiente (Flovrence, 1986).

Fm alguns casos, por exemplo, os metais mostvram um efeito

menor que o aditivo em haixas concentragoes e ACimAa de
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certas concentragles ou de certas temperaturas, a a¢do se torna
aditiva Como com o cadmio e zinco em camartes de Agua doce
(Thorp & lLake, 1974), ou com cobre, mercirio e zinco em embridbes de
ostras (Maclnnes &. Calabrese, 1978) . Alguns metais podem atuar
aditivamente ou de forma antagdnica em baixas concentracies e
provocar acao sinérgica em altas concentragles como demonstrado por
lLloyd (4i941ib) para o cobre e zinco em truta arcoiris (Salmo
gairdnsrir), ou ainda determinadas combinagies de metais podem atuar
de modo singrgico sobre certas espgcies e antagdnico sobre outras,
cono cobre e zinco em cultuwras de 4 espécies de fitoplancton (Break
et al., 1974) . Estes estudos de efeitos combinados de metais, bhem
comge  outros realizados mais recentemente envolvendo sobretudo
misturas de cobre x mercdrio (Marking, & Dawson, 1975; Westernhagen
at al., 1979; Thompson et al., 1980; HKhangarot et al., 41981}, 2 de
cadmio e selénio (Prevot & Soyez-Gobillard, 1986), demonstraram gque
muitos estudos  deverdao ainda ser vealizados com diversas espécies o
com diversos parametros ambientais, para que se tenha um panorama
mals claro da agao das mistuwras de metais, antes de se poder
predizer os possiveis efeitos da poluigao por metais pesados, no mein

aquatico.
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Além da escassez de dados que possam servir de base a uma
predigio dos efeitos de misturas de metais no ambiente aguatico, ha
de se levar em conta que, umna grande variedade de fatores &
conhecida como modificadora da biodisponibilidade e da toxicidade de
maetais para determinados organismos. Estes fatores incluem o pH da
agua (Zirino & Yamamoto, 1972; Howart & Sprague, 1978), presenca de
carbono e fosforo inorgdnicos (Andrew et al., 1977), reagies de troca
entre sedimento em suspensido ¢ agua do mar (Grieve & Fletcher, 1977;
Thomas & Grill, 1977). s efeitos de quelantes orgdnicos s3o também
importantes fatores na determinaglo da toxicidade de um dado metal,
para determinados organismos—testes (Frovasoli et al., 1937; Macias &
Eppley, 1963; Steemann—Nielsen & Wium—-Andersen, 1971; Erickson, 1972;

Davey et  al., 19732; Smayda, 1974). Todos esses fatovres provavelmente

afetam A toxicidade dos metais por seus efeitos na
atividade do ion metal (Sunda, 1975; Sunda & Guillard,
19746} . FPor outro lado, ha outras Ffontes de alteragies destes
afeitos, relacionadas com a concentracao do elemento

QUIMicCo e a duragao do tempo de exposicio.
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v medida da severidade das respostas resultantes da
2exposicdo &€ uma relagio de dose-sfeito que pode ser demonstrada

através de testes toxicoldgicos realizados como bicensaios.

A utilizagdo de binensaios usando-se embrides de ostras
como testes de gqualidade de Agua, foi indicada como critévrio para
essa determinacio nos ambientes marinhos, pela “"American Society for
Testing and Materials" (ASTHM, 1980) e pelo " Washington Department of
Fisheries (Woelke, 1972} . Recentemente, no Reino Unido (U.H.), o
governo acaba de adotar (1990) as decisoes do "Marine Follution
Monitoring Management Group" (MAFF, 1920), gque escolheuw, com base e&m
uma série de critarios, os testes com embvides de ostras e os testes
de alimentagio com mitilideos, como 0s mais indicados para fornecer
padroes de aceitagdo de efluentes como parte do "Food and Environment

Protection Act Part IIe, do Parlamento Tngles.
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llma revisdo bem detalhada sobre a utilizac30 do método
usando-se a ostra japonesa £.gigas, fol feita por Woelke (1i972). A
utilizacdo desta espécie para a padronizagio do teste de binensaios,
restringia a utilizagio deste teste A4 regifes onde esta ostra @
nativa, ou ja se encontra adaptada. No caso do Brasil, nenhuma destas
condigies era atendida, razio pela qual foi necessario padronizar—-se
0 teste para uma espécie nativa, a Orassostrea rhizophoras, a +fim
de que 0% resultados fossem confiaveis e aproveitdveis com
finalidade de contribuir para a elaboragdo de uma legislagdo
ambiental brasileira . 0 teste foi usado  com plenn sucesso
para indicar zonas poluidas por comparagao do comportamento- dos
embrides em Aguas sob agio de efluentes industriais, e em: outras
provenientes de zonas nao industrializadas na Baia de Aratu e

arredores (Nascimento , 1989) .

A aplicacan do teste de bicensaios padronizado com
embrioes da ostra O.rhilzophoras como detector de poluicio por

metais foi comprovada PO Nascimento ’ 1982.
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Embmr-a o5 trabalhos citados reflitam o "status" desta linha
de pesquisa, no Brasil, relativamente pouco & conhecido sobre os
sfeitos binldgicos de metais pesados sobre os embrides e larvas
de bhivalvos, considerados entretanto, como bons indicadores
de "stresg" ambiental (Hoel ke, 1972; Breveton et al., 1973;
Calabrese et al., 1977; Chapman, 1978; Maclnnes, 1981; Nascimento et

al, 1982; Nascimento, 1989).

s estudos sobre metais pesados, concentraram—se
primeiramente nos efeitos destes metais sobre organismos de agua
daoce, com informacoes disponiveis relativamente limitadas, até o
presente, sobre organismos marinhos (McKee & Wolf, 1263; HKartz =t
al., 1969; (opayashi, 1974; PBrungs et al., 1976; Howart & Sprague,
1978; Durve et al.,1980; Khangarot et al.,1981; Viarengo, 19835;
Goering et al., 41987; Morgan et al., 1990; Nevo, 1994; Gaudy et al .,

1991; De Nicola et al ., 1992; Hansen et al. ,1992). Ainda assim,

estes trabalhos envolvem primariamente organismos adultos. Em
termos relativos, muito pouco € conhecido sobre os efeitos de
metais pesados sobre os aestiagios embrionarios dos organismos

marinhos. Entretanto, larvas e embrides foram mostrados
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como menos  tolerantes aos efeitos toxicos de substincias, quie
0 estagin adulto das mesmas espécies, e assim, os estdgios
iniciais de vida parecem ser os criticos para testes de toxicidade
(Vernberg & Vernberg, 1978; Calabre-se et al., 1973; Chapman, 1978;

Mascimento , 1989).

lima das razies que limitaram a expansao destes estudos
baspados em embrifes e larvas das espécies, foi a falta de meto—
dologia confiavel e reproduzivel, que possibilitasse a propagacan
artificial dos organismos marinhos, especialmente daqueles cujas
formas adultas se mostiraram boas indicadoras de condigoes adversas,
COmo 0Os moluscos bivalvos., Com o desenvolvimento de técnicas de
manutencdo de reprodutores e de propagagdo artificial dos bivalvos em
laboratorio (Loosanoff & Davis, 1963), um maior incentivo foi dado
AOS estudos dos efeitos dos poluentes sobre embrides de
bivalvos (Dimick & Breese, 1963; Woelke, 1967 . FPela
possibilidade de condicionar = desovar bivalvos adultos
durante todo (] ano, embrides =) larvas de muitas especies
estavam agora disponivels para trabalhos experimentais (Loosanoff &
Davis, 1963; Walne, 1970; Bayne, 1965 . Isto possibilitou A

realizagao de testes sobre 0s efeitos de
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metais pesados no desenvolvimento embrionario de bivalvos
(Woelke, 1972; Calabrese et al ., 1973; Martin et al., 19841).
Ainda assim, Eisler (1973) revisando a literatura relativa a efeitos

de metais sobre os organismos marinhos, achou menos de um tergo deles

relacionados aos estagios larvais e embrionarios.

A resposta de embrides a agdo de interagfoes entre metais
pesados, foil pesquisada por Maclnnes (1981) em £.virginica. Uma acio
sinérgica altamente significativa foi encontrada entre o cobre &
zinco, particularmente em altas concentragies, mostrando a
necessidade de desenvolvimento destes estudos. For outro lado, mesmo
esta agio singrgica comprovada, mostrou variagio quando estudada A

diferentes temperatuwras (Maclnnes & Calabrese, 1978).

A temperatura 2 largamente reconhecida como um
importante parametro nos estuarios. Embora varios experimentos tenham

sido feitos com Aa temperatura como principal fator
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muito pouco ¢ conhecido sobre o impacto da temperatura

dos organismos submetidos a influéncia de varios

poluentes. A temperatura da Agua e intensidade luminosa sio fatores

gue podem limitar a previsdo de respostas tdxicas por populagdes
naturais (Pirson et al., 1959; Heit & Fingermann, 1977; Trainor,
1978 .

isoladamente,

Levando—-se em conta que na natureza os metais ndo atuam

mas interagem com outros elementos quimicos e com

fatores ambientais, este trabalho abjetivou:

Determinagio dos tipos de interagdes entre os metais
pesados (Cu, Hg, Zn), combinados 2 a 2, sobre o de-

senvolvimento embrionario da ostra £. rhlzophoras.

2. Determinacio das possiveis variactes dos efeitos das
interagies entre os metais testados, sob diferentes
condictes de temperatura, dentro de uma faixa de o -

corréncia em regioes tropicais e sub-tropicais.
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a aplicacio do teste ja padronizado,

17

A primeira etapa deste projeto (itens 2.4 a 2.4) que prevé

com embrides de ostras de mangue

. raizopfiorag (Nascimento , 1989), baseou-se nos seguintes passos:

2.1.

C.rhizophorag como especie bioindicadora da

2.1.1.

Sele¢gdn da especie-teste:

de subst3ncias toxicas:

. rhizophoras 2 encontrada em manguezais de regites
tropicais e sub~tropicais, desde a America Central

ate Santa Catarina - Brasil (Rios, 1970).

Como criterio basico para avaliagao de qualidade de

Agua, foi estabelecido (EPA- Environment Protection

Agency) 0.01% x 96h LCwQ (concentragdo letal para S50%

da populacldo ) para especies locais sensivelils,

caracteristicas do ecossistema de interesse.

razdes para escolha da ostra

presenga
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ASTM (Amevrican Society for Testing and Materials),
1980 estabeleceu uma tecnica de bioensaio padronizada
com embrifes (0 mais sensivel estagio do ciclo vital)
de {.gigas para avaliar a gqualidade de aguas estuari-—

nas e marinhas.

A biologia, ecologia e técnica de cultivo gque garan -
tam a disponibilidade continua de embrides para os
testes, ja s3o conhecidos (Dos Santos & Nascimento,

19857 .

A ostra nd3o necessita de alimento durante a fase em -
brionaria, o gue assegura melhor .controle do teste,

pala ndo introducao de mais uma variavel.

Soh dtimas condigies de salinidade (26-28ppt = gr/L),

temperatura (26-29+C) e pH (7.5-8.5), embrides de .
rhizophoras se desenvolvem mais rapidamente gqgue os
de . gigas, permitindo resultados em 24 horas (Dos

Santos & Nascimento, 1983).

ig
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2.2. Preparo e tratamento do material bioldgico:

2.2.1. Ostras provenientes de populagies naturais, do manguezal da
gamboa {area nao poluida), em Jeribatuba —~ Ilha de Vera Cruz,
(1303°15° '8 38047'30"w) Bahia, Brasil, foram escovadas para livra-—

las de organismos incrustantes, lavadas e deixadas sob imersan em
agua do mar Ffiltrada, salinidade de 28ppt (g/l.) 2 aeracao

continua, de 12 a 24h, antes do inicio dos testes.

2.2.2. Para obtengao dos gametas, as ostras ftoram abertas
pela regiio do umbo, com auxilio de faca, rompendo-se o misculo

aductor (Dos Santos & Nascimento, 1983); +oram
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selecionadas fémeas (cerca de 10) e machos (2 a 3), que apresentavam
as ginadas desenvolvidas e cujos gametas estavam em boas condicies
(ovocitos cheios e regulares (Fig.i), e espermatozdides com
mobilidade); retiraram—-se artificialmente com Pipetas de Pasteur
introduzidas nos poros genitais, ovocitos e espermatozoides,
colocados separadamente em recipientes com agua do mar com
salinidade de 28ppt, filtrada em Millipore (filtros Whatman GFC, com
capacidade de retengido de particulas de 1.2 um), e esterilizada em

autoclave.

2.2.3. A suspensao de ovocitos foi ent3o decantada, sifonando-se o
sobrenadante para retirada de qualguer outro material gque n3o as
células reprodutoras, ajustando-se o volume ate 2000 ml em proveta

graduada, com agua do mar nas condigfes citadas no item 2.2.92.

2.2.4. Agitou—se a suspensao de ovdcitos com uma placa de acrilica
perfurada, removeram—se 03 aliquotas de 0.1 - ml, contando-se os

ovocitos em camara escavada . A fertilizagao foi
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feita com a densidade de ovocitos entre 10% a 4xi0%/1litro de
acordo com Dos Santos & Nascimento (1983), langando-se 20 ml da
sUsSpensao semi-espessa de espermatozdides por 2 litros de suspensao
de ovdocitos. 0O material Foi observado wuma hora apds a fecundagldo,

quando ja se evidencia ovos em divis3o.

2.2.3. Retiraram—se sub—-amostras (03) de 0.1 ml, onde foram
contados em camara escavada, os embrides a partir da primeira
divis3o, fazendo-se o0s cdlculos atraves de rvegra de tres simples,
para se manter nos frascos-testes, uma densidade de 10 embries/ml,

em agua do mar filtrada em millipore e esterilizada.

Encheu-se cada recipiente-teste com cerca de 3/4 de agua do
mar . Acrescentou-se a quantidade apropriada do metal selecionado de
acordo com o desenho experimental (Quadro I}, inocularam—se 0%
embrides de ostras, completando-se, em cada recipiente, o volume com

agua do mar para 100 ml. No controle, foi utilizada somente Aagua

it

do mar nas mesmas condigoes fisico-quimlicas dos testes, 2 0

embrioes.
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2.2.4. s frascos—-testes ndo foram aevados, mas o nivel de
oxigénio dissolvido (0D} na Agua permanecewd acima de 4.2 mg/l., que
é o nivel minimo necessario para o desenvolvimento normal de larvas

de bivalvos (Morrison, 1971); estes recipientes foram distribuidos em
camaras ambientais previamente reguladas para as temperatuwras

selecionadas para os testes (P3, 26 e 29%C) .

2.2.7. Apds 24 horas, foram coletadas de cada frasco-teste, 02
amostras de 15 ml, preservando-se com farmolaldeido a 4%,

neutralizado com carbonato de calcio, em tubos de ensaio fechados.

2.2.8. Deixou—-se decantar por 24 horas, retirando-se a parte
sobrenadante até que ficasse no tubo cerca de 1 ml. Agitou-se o
tubo, colocando-se o conteddo em camara de Sedgwich—-Rafter. As
amostras foram examinadas sob microscopio composto NMNikon,
modelo Optiphot, onde foram contados os embrifes que nano se
desenvolveram, Jjuntamente com aAs larvas anormais, e as

larvas normais (com forma de D perfeito).
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2.3. Bases técnicas dos testes:

0 efeito adverso da substincia toxica € considerado em
fungao da Proporgan dos embrides que falham am S
desenvolver, ou que se desenvolvem anormalmente (Figuras i e &),
esta proporgio € entldo utilizada para definir a toxicidade das

substancias ou efluentes utilizados nos testes.

Para efeito deste estudo, s3o considerados anormais:

Embrides (Fig. 1 F)

Larvas sem concha (Fig. 2 E)

l.arvas com conchas incompletamente desenvolvidas
(Fig. 2 )

Larvas com conchas mal-formadas, mesmo que completas

(Fig. 2 B, C e F).

S3o consideradas normais:

Larvas com conchas em forma de D perfeito (Fig. 2 A)
Conchas vazias, mas com formato de D perfeito

Conchas menores, mas com formato de D perfeito
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2.4. Principios do teste:

2.4 1. Biolodgicos:

2.4.1.1%. Embrides~ s3o definidos como estdagios entre avo

fertilizado e a larva trocdéfora

2.4.1.2. Larvas normais— siao definidas como tendo o for-—

mato de D perfeito, no esstagio de pro-—
dissoconcha I, depois de 24 horas de

desenvolvimento.

2.4.1.3. Larvas anormais— siao definidas como tendo forma-—

2.4.2. Estatisticos:

to idirvregular ou mal—-formadas, comple—
tas ou incompletas. Emhrides remanes—
centes apods 24 horas, sdo considera-

dos anormais.

Um limite superior a 285% de larvas anor-—
mais no controle, foi adotado como crite—
rio de rejeigao do teste em um bioensaio

(Nascimento , 1989).

24
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2.5. Para a consecugdo dos objetivos propostos, foi necessaria

a realizagdo de testes prévios:

2.9.1. Testes para escolha do tipo de recipiente a ser uti-
lizado nos experimentos com embrides de ostras sob a —

¢d0 de metais pesados

Iniciaram—se os experimentos com as embrifes, utilizando—-se
beckers de 1 litro, conforme indicado por Nascimento , (1989). Como,
de acordo com o desenho experimental (Quadrao 1), o numsra de
recipientes a ser utilizado nos testes era muito grande (total de
198); tormnava-se dificil o transporte e acondicionamento destes, nas
camaras ambientais, onde eram incubados a diferentes temperaturas.
Além disso, era gasto um grande volume de agua do mar, que deveria
ser ftiltrada e esterilizada, o que aumentava o gasto de tempo na

montagem dos experimentos.

Tentou-se entao substituir os beckers de { litvo por
outros de 0.5 litros, mas o0s problemas anteriores persistiram.

Substituiram—-se estes recipientes, pov outros de
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menor custo, que ocupassem menor volume nas incubadoras, consumissenm
menor quantidade de agua do mar, e, que fossem principalmente, de
mais facil manuseio. Fara issn, escolheram—se frascos de boca larga,
com capacidade de 120 ml. A salinidade e temperatura mantidas nestes
testes, foram de respectivamente, 28ppt (g/L) e 269 . Para saber se o
tipo de recipiente utilizado, influenciava nos resultados dos testes
com s embrifes, fez-se uma andlise de varidncia simples, com os
dados obtidos nestes testes prévios, utilizando-se os tres tipos de
recipientes (beckers de 1.0 e 0.35L e frascos de boca larga,

capacidade 120ml) .

2.5 2. Testes para selegdo das temperaturas a serem utili-
zadas nos experimentos com embrides de ostras, sob

agao de metais pesados.

Inicialmente foram testadas 3 temperaturas: 20, 25 e 3I0%(C.
Observou—se porem gque as percentagens de anormalidades das larvas,

nas temperaturas de 20 e 30%=(C, estavam acima de
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25%, que & o maximo permitido para este tipo de teste com embrifes
de ostras conforme estandartizagio feita por Nascimento 1289 .
Resolveu—se entdo realizar testes prévios (02), numa faixa de
temperatura de 20 a 30®(, com intervalo de (= . A salinidade mantida

nestes testes foi de 28ppt.

2.5.3. Testes preévios para escolha da densidade dos embrites

R I

a serem utilizados nos experimentos sob agdo de

metais pesados.

Foram realizados testes com 3 densidades de embrioes:
3, 10 e 20 embrides/ml, nas seguintes condigoes fisico—
quimicas consideradas boas para o desenvolvimento embrionario da

ostra £ rhizophoras: agua do mar de boa
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qualidade (proveniente de local nao poluido), filtrada em Millipore
(Whatman GFC) e esterilizada, Salinidade de 28ppt (g/L),

temperatura 26 e pH entre 7.5 e 8.5.

2.6. Metais utilizados nos testes e concentragoes seleci-

onadas:

(s metais selecionados para os experimentos com embrides de
ostras, foram , o cobre, mercurio e zinceo (que se constituem
poluentes prioritarios, muito comuns em efluentes industriais e

domésticos), como sais inorganicos, na forma de cloreto (CuCl2.2HRO),

(ZnC1l2) e (HgCl2), por ter, segundo Reish & 0Oshida (41987), menor
efeito do que outros Anions. Um minimo de cinco concentragbes
(Desenho experimental—- Quadro 13}, foi estabelecido para cada metal

individual, bem como para cada combinagio (2x2) dos metais (Cu % In,
Cu x Hg, Zn % Hg). A escolha das concentragoes de cada metal
individualmente se baseou em resultados de EC=es obtidos em

testes prévios (Nascimento 1982) . fa selegdo das
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concentracgtes de cada metal a serem combinadas 2 x 2, foi feita com
base no seguinte: foram desprezadas as concentragoes mais altas &
mais baixas testadas individualmente, para que o0s percentuais de
anormalidades esperados das combinagfes intermediarias, caissem na
faixa dos 20 a 80% de anormal idades. Dentro desta faixa de
percentagem, estimativas do percentual liquido de anormalidades
(Fercent Net Risk) a0 mais exatas, com intervalos de confianga
(?5%) reduzidos. Isto, por sua vez, facilita posteriores testes de
significancia. Qs testes Fforam feitos em duplicata para cada
concentragdo = em triplicata para os controles. Todas as
concentragfes relacionadas neste trabalho, s3o calculadas com base
nos ions metais adicionados no inicio dos testes (concentragies

nominais) .

A solugao estogque de cada metal foi preparada com base na

seguinte formula:

Solugio = Pesa.nmeleculac. da.comrestao = No gramas composto
astogue Feso atomico do metal para fornecer ig
do metal



QUADRDO I~ DESENHO EXPERIMENTAL . CONCENTRALOES (pph) DE METAIS
FESADOS COMO SAIS INORGEANICOS, EM AGUA DO MAR NATURAL
{(SALINIDADE DE 28ppt) FILTRADA E ESTERILIZADA.

IMNDIVIDUALMENTE
CLORETO DE COBRE CLORETO DE ZINCO CLORETO DE MERCURIO
CuCle . 2H20 InClg HgClg2
2.0 3.0 0.5
4.0 &.0 1.0
8.0 i2. 0o 2.0
16 .0 24 .0 4 O
32.0 48 .0 8.0
EM COMBINAGAD
CLORETO CORBRE + CLORETO ZINCO + CLORETO COBRE +
CLORETO ZINCO CLORETO MERCURIO CLORETO MERCURIO
4 0+ &.0 H.0+1 .0 4 0+4 .0
8.0+1i2.0 i1i2.04+2 .0 8.0+2.0
16.0+24 .0 24 .G+4 .0 16.0+4 .0
4 .0+24 .0 24 0+1.0 4 0+4 .0
16.0+ 6.0 L.0+4 0O 16.0+1 .0
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Condigles fisico—quimicas mantidas nos testes prévios

e definitivos

Salinidade— foi mantida em 28ppt , considerada otima
para o desenvolvimento embrionario & larval da ostra
£.rhizophoras (Nascimento et al ., 1994) , deter-—
minada através de Goldberg Refractometer American

Optical modelo 10419, precisio de ippt(g/L)x+ 0O.1%.

pH~ o nivel de pH em todos os recipientes—testes, com
os sals de metais adicionados, se manteve numa
faixa de 7.9 a 8.3, dentro do limite determinado
como otimo (7.9-8.%)para o desenvolvimento embri-
onario de ostras (Calabrese & Davis, 1%966). Va-
lores de pH fDram' determinados no inicio (Oh) e
final (24h) dos experimentos, com auxilio de
potencidmetro marca Analyser 200, precisio

+ G.041.
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OD- 0Os recipientes—-testes ngoiforam aerados, mas 0s
niveis de 0D variaram durante os experimentos,
numa faixa de 4.2 a 9.9 mg/l, considerada otima
para o desenvolvimento de embrides de bivalvos
(Morrison, 1971). Valores de 0D foram determina-—
clos no inicio (Oh) e final (24h) dos experimen-—
tos, com auxilio de Oxygen Meter, marca
Yellow—-Springs, modelo 54ARC, precisdo: 0.1+0.05

ppm (mg/L.) .

-

Temperaturas testadas- 23, 26 e 299, determinadas pre-
viamente em camaras ambientais e
confirmadas atraveés de observagies
feitas a cada & horas, com termd-
metros de mercurio mergulhados em
recipientes com  agua dentro das
cAmaras, durante todo o experimen-—

to.
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2.8. Analise estatistica

Fara propiciar uma analise mais acurada, todos os calculos
foram feitos com base nas percentagens liguidas de

anormal idades, utilizando-se a seguinte formula (Woelke, 1972):

% liquida
anormalidade= % _anarmnais. iratamento. - 2 anormais. contoole. xi00
(% Net Risk) 100 - % anormais controle

Os valores de ECwg-24h (concentragdo efetiva do metal que
causa desenvolvimento anormal em 50% da populagio-teste) foram
determinados pelo teste de Probit (Finney, 1971). De acordo com Reish
& Oshida, (1987) o método de Probit tem a vantagem de fornecer um

tvratamento estatistico dos dados mais confiavel que outvros métodos.

Para determinagio da ordem de toxicidade dos metais, foi

feita uma analise de variancia seguida pov
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comparacoes de medias miltiplas— Teste de Student-Newman—Huels

(Sokal & Rohl+, 1949).

Andlises de varidncia simples e dupla foram utilizadas para

determinar a significancia dos efeitos dos metais individuais e de

suas interagdes, sob efeito de diferentes temperaturas. Fara
normalizar as distribuigies, valores de ECxeg foram expressos em
logaritmos das concentrages. No caso de proporciao liguida de

anormalidades, valores foram expressos com transformacao angular

(arcseno Vp) em radianos.

0 efeito esperado de cada combinaglo de metais sob a
hipotese de nulidade de independ8ncia dose-efeito foi calculado pela
formula, (Kemeny et al., 19&64):

Froporgao esperada = (A+B-AR) onde,
= proporgac da populagao respondendo ao primeiro

metal

el
il

propor¢gao da populagao respondendn ao segundo
metal

AB= produto AxE
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Resultados significativamente (p(0.059) acima da proporcio
esperada, foram considerados efeitos sinérgicos. Agueles
significativamente abaixo da proporgdo esperada, foram considerados
efeitos antagbnicos. Desvios fora dos valores esperados, foram

testados com base na prova binomial (Sokal & Rohlf, L96%9) .



3. RESULTADOS

-~

3.4. Teste para escolha dos recipientes

Com base nos resultados obtidos neste teste (Tabela I} foi
feita analise de varidncia e comparacio de médias maltiplas, que
mostraram ndo haver diferenga significativa (p)0.05) entre os tipos
de recipientes utilizados . Assim sendo, optou-se em utilizar os
frascos de boca larga, capacidade 120ml, mais faceis de manipular e

acomodar em camaras ambientais.

2.2. Selegdo das temperaturas

Os resultados dos testes para escolha das temperaturas
testadas juntamente com a acio dos metais, podem ser observados na
Tabela I11. A analise de variancia e comparacan de meédias
miliplas com estes resultados {(Tabela 1IV), wmostraram que as
diferengas entre o0s efeitos das diversas temperaturas sobre o
desenvolvimento embrionario das ostras, sdo significativas

[y

fp(0.0S) apenas com relacio as temperaturas
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mais baixas (20 a 22¥() e a mais alta (30*(). De 23 a 29, ndo houve

diferenga significativa (p>0.03). Com base nos resultados destes

testes prévios, as temperaturas wtilizadas nos testes com metais
foram selecionadas dentro da faixa de 23 a 299, porqgque, além da
percentagem de anormalidade das larvas neste intervalo, s

apresentar dentro dos limites aceitaveis para o controle (< 295%)

Nascimento , 198%9), os valores nao diferiram significativamente entre
&1, evitando que a temperatura pov 51 S0, exercesse
influéncia significativa no desenvolvimento dos embrides. Mao foi

nbservada nenhuma variagdo da temperatura determinada na agua durante

todo o experimento.

3.3. Testes para determinagdo da densidade dos embrites

A analise de varidncia e comparacido de médias miltiplas com

os resultados dos testes para determinacio da melhor densidade de

embrides de ostras (20, 10 e 5 embrides/ml) a ser utilizada nos
experimentos com metais pesados (Tabela V), mostrou gque o percentusl
médio de anormalidade na densidade de 20 embrides/ml foi maior e
diferiu significativamente (p{0.05) das densidades de 10 e 3

embridtes/ml .



a8

Resultados

2.4. Percentagem liguida de anormalidades (Percent—Net-Risk)

Na tabela VI encontram—-se ags dados brutos médios (3
experimentos) de percentagem de anormalidades das larvas e dos

valores de Net Risk (percentagem liquida de anormalidade), sob agdo

dos metais (Cu, Hg e ZIn), individualmente, @ em combinac3io, nas
temperaturas de 23, 26 e 299 . Com base nos dados de percentagem
liquida de anormalidade (Tabela Vi, tanto para os metais

individuais, como em combinagdo (2x2), foram tracadas as Figuras 3 a
3, respectivamente para o cobre x zinco, cobre x mercurio e zinco x
mercurio. Observando-se a Figura 3, nota-se que o0s maiores
percentuais de anormalidade aparecem geralmente a 29¢, tanto para os
metais individuais, como em combinagdo. 0 cobre individualmente foi
mais tdoxico que o zinco, chegando a atingir um percentual ligquido de
anormalidade de 100% na concentracao de 322.0 ppb, a 26 e 292,
enquanto gque o zinco atingiu percentual maximo de 73% de anormalidade

liquida, & 29< (Figura 3).

Com relacdo as combinagies de cobre x zinco (Figura 3},
nota—-se que os maiores valores de percentagem liquida de

anormalidade apareceram onde 0 cabre foi utilizado na
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concentragio mais alta, nas interagies entre os dois metais (146.0

ppb), independente da concentragao do zinco (4.0 e 24.0 ppb).

Quanto a combinagao do cobre x mercurio (Figura 4),
observa-se que as concentracoes mais altas, tanto do cobre quanto do
mercdrio individualmente, apresentaram alto percentual de
anormal idade liquida‘ das larvas. De um modo geral, a maioria das
combinagoes destes dois metais apresentou os maiores percentuais
liquidos de anormalidade a 29=( . As maiores concentragdes utilizadas
nas combinagdes de cobre (16.0 pph) e mercurio (4.0 ppb),
individualmente, se mostraram t3o tdéxicas para o desenvolvimento dos

embrites, como quando combinadas.

A agdo individual e combinada de zinco e mercurioc (Figura
5), mostra que o0s maiores percentuais liquidos de anormalidade das
larvas, ocorreram & 2990, Fode-se observar também que o mercurio
individualmente foi bem mais toxico que 0 Zinco, mesmo em

concentragoes mais baixas (0.5 a 8.0 ppb Ha o,



40

Resultados

que o zinco (3.0 a 48.0 ppb). Quando combinados estes dois metais, os
maiores percentuais liguidos de anormalidade ocorreram sempre onde o
mercurio estava na maior concentragio utilizada nas combinactes (4.0

ppb) .

3.5. Valores de ECweo para as larvas da astra £.rfhizophoras

As concentragbes de metais pesados, individualmente, que
causaram 50% de anormalidade (ECms), nas larvas da ostra £
rhizophoras, nas 3 temperéturas testadas, em todos o0s testes
realizados, s3o mostradas na tabela VII. Os valores médios e desvios-—
padrio de ECmg para cada metal individual, nas temperaturas testadas
(23, 26 e 29=(2) foram de respectivamente: para o cobre: 9.24+4 .25,
8.98+1.11, B.92+0.52 ppb; para o mercurio: 2.79+0.84, 2.52+0.72,
2.41+0 .46 ppb; para o zinco: 45 .83x5.54, 31.4415 .92 e 17 .90+4 .51 ppb

(Tabela VIII & Figura &).

3]
o

Efeitos da temperatura na toxicidade dos metais

individuais

Nas tabelas de IX a XI, observam—se o0s resultados das

analises de variancia e as comparagoes de medias multiplas
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com os valores de log Elsq de cada metal individual (respectivamente
para o cobre, mercdrio e zinco), feitas para se determinar se as
tamperaturas exerceram influéncia significativa nos efeitos dos
metais sobre os embrides das ostras. Observa—-se que a toxicidade dos
metais aumenta com a temperatura, mas esse aumento sd& mostrou
diferenga significativa (p{0.03), para o zinco. Mo entanto, a ordem
de toxicidade relativa dos tres metais testados individualmente, ndo

se alterou com o aumento da temperatura (Tabela XII).

3.7. Significd3ncia dos efeitos dos metais individuais

Analises de variancia e comparagies de médias miultiplas
também foram realizadas com os valores de proporgies de
anormalidades (transformados em arcseno Vp), resultantes da agdo de
cada metal individualmente, para determinar, em cada temperatura, as
concentragoes de cada metal que diferiram significativamente (p{(0.05)
entre si e do controle. 0Os resultados dessas analises podem ser
observadas nas Tabelas de XIII a XXI, respectivamente para o cobre
(XIII a XV), mercurio ({(XVI a XVIII) e zinco (XIX a XXI). Estes
estudos mostraram que, em gquase todos os casos, as duas primeiras

concentragies nao diferiram significativamente do controle (p)0.05) .
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3.8. Significdncia dos efeitos das interagdes dos metais

Os efeitos das interacdes entre os metais (PxP) nas tres
temperaturas testadas, nos 3 experimentos realizados com embrifes da
ostra £.rhizophorag, podem ser ohservados nas tabelas XXIT a XXIV e
Figuras 7 a 9, que mostram os tipos de interagies entre os metais:
antagonismo, simples adicd3o e sinergismo, correspondendo a efeito
observado, respectivamente, menor, igual e maior que o esperado das

interagoes.

Nas misturas de cobre e zinco nas 3 temperaturas testadas,

os efeitos das interagfes entre esses dois metais, s3o mostrados na

tabela XXII e Figura 7. Observa—-se nesta Tabela que o cobre quando
testado individualmente, de modo geral, foi mais toxico que o
Zzinco, nas 3 temperaturas, principalmente nas concentracoes mais
altas. 0 efeito combinado destes dois metais, na maioria das
combinagdes, 5 mostrou mais toxico que o efeito individual,
nas mesmas concentragies (casos de sinergisma), principalmente
nas temperaturas mais baixas (23 e 2&6=) . Casos de sinergismo

foram observados nas combinagoes de cobre o
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Zinco nas concentracies de respectivamente 4. 0x46.0 ppb (nas
temperaturas de 26 & 299C), B8.0xi2.0 ppb (nas temperaturas de 23 =

2670 e 16 .0x24.0 ppb (na temperatura de 2390). Na mistura de cobre

X zZinco, onde se combinou concentragdoes mais altas de cobre (16.0
ppb) com concentracies baixas de zinco (&.0 ppbh) a 26 e 29,
ocorreram casos de antagonismo (efeito observado menor gque ©

asperado) . As outras combinagies nesta temperatura mostraram casos
de simples adigdo. De um modo geral, em todas as combinagdes, o
aumento da temperatura de 23 a 299 diminuiu a agao sinergica entre
estes dois metais, levando a efeitos de simples adigdo ou
antagonismo, exceta na combinagao de concentragdes mais baixas de

cobre x zinco, respectivamente 4.0 x 6.0 ppbh (Figura 7).

s efeitos das interagoes de cobre x mercurio

podem ser vistos na Tabela XXIII e Figura 8. s efeitos
combinados destes dois metais nas tres temperaturas, na
maioria dos Casos, mostraram - cComo simples adigio ou

antagonismo. Apenas ocorreu Lim caso de sinergismo na tempe-—
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ratura de 299, guando se combinou as concentragies de cobre (4.0
PPb) x mercurio (4.0 ppb), o gque pode ser melhor observado na Figura
8. Observa-se ainda nesta Figura, que, & medida gque as concentragies
destes dois metais aumentam (4 .0x1.0 a 16.0x4.0 pphb), o antagonismo
diminui, tendendo a simples adigio, independente da temperatura

testada.

(s efeitos combinados de zinco e mercurio sao
evidenciados na Tabela XXIV e Figura 9. A dinteragio destes dois
metais mostrou, na maior parte dos casos, nas tres temperaturas

testadas, efeito antagdnico ou de simples adigio. Casos de sinergismo

foram observados apenas nas combinacdes de zinco e mercurio,
respectivamente nas concentracoes de 24.0 x 4.0 ppb (a 26 &
29wy, £.0x 4.0 ppb (& 29<=) (combinagoes estas onde o

mercurio esta na concentracio mais alta testada) .



45

Resultados

NMa temperatura de 2392C, fo0i observado apenas um caso de sinergismo,

na combinacdo das concentragdes &.0x1.0 ppb (respectivamente ZnxHg) .

Observando—-se a Figura 8 no seu aspecto geral,

nota-se que o0 aumento da temperatura nio parece exercer grande

influénecia nos efeitos das interagies entre cobre e
mercurio; ja entre zinco e mercurio (Figura 9), observa-se
Lm maior efeito do aumento da temperatura, nas combinagdes
onde (a] mercurio esta na maior concentragdo testada (4.0
pph), principalmente =1=) o zinco esta tambeém na

concentragao mais alta (24 .0 ppb) .
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lima andlise dupla de varidncia (Tabela XXV), mostrou
interacdo significativa (p{.05) entre os fatores combinados metais e
temperatura, sobre ) desenvolvimento embrionario da ostra
U .rhAlzophoras. Entre os fatores principais, a agio dos metais exerce

mais influéncia nas respostas dos embricoes, que o fator

temperatura.

No que se refere as condigdes fisico—quimicas em gque os
testes foram realizados, os dados de oxig8nio dissolvido (0OD)Y & pH
(Tabela XXVI), nan mostraram grandes alteragies entre o inicio
e final dos experimentos. 0 pH teve uma média de variag3o de
0.35+0.1i3, com valor maximo de variacao igual a 0.6, ocorrendo
em apenas 3.2% das amostras. 0O 0D, teve wvariagiao média de
0.47+0.20; de modo geral, as maiores diferengas entre os

teores de oD inicial e Ffinal, ocorreram a o990,



4. DISCUSSZ0:

s efeitos toxicos de metais pesados isolados tais como
cobre, mercdrio e zinco, ja foram comprovados em varios estagios do
cmiclo vital em bivalvos (Calabrese et al. 1973; Thurberg et al.,
1975; Nelson et al., 1976; Maclnnes & Calabrese, 1979). Entretanto,
e modo geral, efeitos mais graves sdo verificados em embrifes e
gametas, indicados como mais sensiveis, devido A alta relagd3o
superficie/volume e & auséncia de mecanismos comportamentais que lhes
possibilitem evitar a agio direta de poluentes (Akberali & Trueman,
1983) . Assim, no presente trabalho, os baixos (mais toxicos) valores
de EC=eq, especialmente para o mercurio e cobre obtidos para os
enbrides de . rhizophoras sdo coerentes com resultados anteriormente
obtidos. Calabrese et al., (1977) utilizando teste cronico (12 dias)
com larvas de £.virginica, encontrou os valores de lL.Cxe de 12.0 ppbh
para o mercurio e de 352.8 ppb para o cobre. As diferencas verificadas

em relagao aos valores obtidos no presente trabalho (2.52 ppb para o

mercurio, 8.98 ppb o cobre, ambos a 26%=), nao se explicam apenas
pela maior sensibilidade dos embrifes em relagio as larvas, mas
ramhém pelo tipo de exposicgd3o e ‘“end point® entre os testes, m

levando em conta a mortalidade, e o outro a ocorréencia de
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anmrmalidades. Com relagao an Zinco, os valores de Elss
entre 17 .90 a 45 .83 ppb s3o também bem mais baixos que oS
valores entre 100 a 1350 ppb, determinantes de anormalidades no

crescimento de larvas de .gigas de acordo com Brereton et al.,

(19737 .

Comparando-se a toxicidade dos tres metais estudados
separadamente, verifica—-se neste trabalho, que a relagio de
toxicidade a embrides de C.rhfizophoras pode ser expressa como,

mercurio sendo mais toxico que o cobre e este que o zinco (Hg)CuyZn) .

Esta mesma relagao foi encontrada para embrides da ostra &.virginica
§Calabre5e et al., 1973) e embrildes do ourigo Anfthocidaris
crassispina (Kobayashi, 19741) . Fara embrides de Marcenaria
mercenaria, a relagio entre diferentes metais estudados foi
Ha AgYZniNiPb, onde se ve que o mercurioc & também mais
toxico que o zinco (Calabrese & Nelson, 1974). Esta mesma
relagao de toxicidade entre mercurio, cobre e zinco, foi
verificada por Canterford & Canterford (198B0), trabalhando com

A Diatomacea Ritylum brightwallii e por
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Hollibaugh et al ., (1980} trabalhando com a alga Thalassiosira

dastivalls.

Contrariamente aos resultados obtidos no presente trabalho,
respostas fisioldgicas em mexilhdes (Ferna viridis) apontaram o cobre
como mais toxico que o mevcurio devido as diferencas de acumulag3o
entre cobre e mercurio provenientes do meio, que determinariam maior
aciumulo do cobre nos tecidos (Hrishnakuman et al., 1990 . Os
resultados dos testes de toxicidade sio dificilmente compardveis pela
ampla gama de variaveis que interferem nos Processaoas de
intoxicagio, aumentando a agdo e consequentemente o efeito téxico do
poluente que se estuda (Goering et al ., 1e87) . Como a
toxicidade de metais a organismos aquaticos se manifesta por
efeitos que vao desde leve redugdn da atividade fisioldgica,
passando por determinagies de anormalidades morfologicas, ats
a morte (Leland & Huwabara, 1984}, a comparaGgao comega a

ser dificultada pela escolha do
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"end pointY. Também os resultados dos testes variam de acordo com as
espécies, com as fases do ciclo vital e o estado Ffisioldgico dos
organismos. Diferentes escolhas neste aspecto, dificultam A
comparacdo dos resultados, tanto gquanto aspectos relativos ao proprio
teste, principalmente o tempo de exposigio ao poluente (Leland &
Huwabhara, 1984). Apesar das diferencas nos valores dos indices de
toxicidade obtidos em outros trabalhos, fica claro gue o mercirio, ao
lado do cobre, se constituem em metais altamente tdxicos & embrides
de ostras, engquanto gque o zinco, apesar de ser menos toxico, tem

importante papel na determinacio de anormalidades nestes embrifes.

Apesar do desenvolvimento das pesquisas nesta area,
ainda nio se conhece a exata natuwreza do mecanismo molecular
de entrada de metais nas cglulas (Leland & Kuwabara, 1984; Fowler,
1987; Goering at al., 1987; Viarengo, 19835, 128%) . Sabe-se
entretanto, que 0s metais pesados ao penetrarem nas células,

reagem com componentes enzimaticos e estruturails da membrana e
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sucessivamente com enzimas soldveis, metabolitos e organelas,

alterando sua atividade normal (Viarengo, 19835, 198%9; Fowler, 1987;

Goering et al.,, 1987).

Embora os metais possam reagir com muitos ligantes
celulares, devido A suua  alta afinidade por radicais ~8H, S3A0
primariamente comp lexados por moléculas contendo estes radicais
como aminoacidos e proteinas, e entre essas, em particular,

‘
por metalotioneinas. Tambeém se ligam & grupos fostatos dos
acidos nucleicos e fosfolipidios (Vallee & Ulmer, 1972). 0 mais
importante papel das metalotioneinas parece estar relacionado com a

capacidade destas proteinas de manter baixos niveis de cations livres
nas celulas. 0 excesso de metais pesados que entra nas ceélulas,
estimula nova sintese de metalotioneinas. Entretanto, existe um

espaco de tempo entre a entrada dos cAtions tdéxicos no citoplasma e

esta sintese, um periodo durante o qual os metais podem exercer
HEUS efeitos toxicos. sualmente metalotioneinas conteém Ing+
e Cu+, mas tambam podem—se ligar a metais tais como Hgz+,
Cde+, Auz+ e Ag+, se presentes nas células em quantidades

adequadas (Kagi & HKogima, 1987 . Parece que A
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metalotioneinas atuam como agentes de trocas, capazes que sao de
aprisionar cobre e merclrio no citosol, em substituicio ao zinco, que
£ menns toxico (Viarengo, 1983). Deste modo, de acordo com Roesijade
& Fellingham (1987), os cations Zn2+ liberados das metalotioneinas
provavelmente estimulariam a sintese de novas tioneinas. Isto
possivelmente explicaria a menor toxicidade do zinco como demonstir-ada
na presente pesquisa. "In vitro", a afinidade do mercurio, cobre e
zinco por  tioneinas (Hagi & Hogima, 1987; Weser & Rupp, 1979 e
idéntica a relagdo de toxicidade evidenciada no presente trabalho,
ouw seja, a afinidade do zinco € menor que a do cobre e esta que a

do mercurio

A nivel de organelas, 0s metails pesados danificam mito—
condrias e membranas basais (Thurberg et al., 1977). As modi-—
ficagfes a nivel biogquimico-celular provocadas por- metais pesa-
dos, determinando alteragbes no padrio de atividades enzimaticas,

== refletem no metabolismo e se evidenciam coma alteragoes



Discussao

fisioldgicas que por sua vez podem levar a alteracles morfoldgicas,
comd as  anormal idades das larvas de ostras, consideradas como "“end

points" dos testes realizados no presente trabalho.

Embora nd3o exista na literatura nenhum trabalhg

relacionando diretamente as alteragdes morfoldgicas de larvas deo

ostiras com estresse fisioldgico, fica claro que metais pesados sao
responsaveis por alteragoes fisiologicas. Por exemplo, em
invertebrados marinhos, 0 cobre e o mercurio determinam queda da

atividade respiratoria e cardio-vascular (Scott & Major, 1972), bem
como decréscimo na atividade locomotora (De Coursey & Vernberg, 1972;
Saliba & Vella, 1977). Exposigio do caranguejo Czrolinus masnas a 10
ppm de cloreto de cobre, reduz grandemente os niveis de sodio na

hemolinfa e alteragdo na atividade da Na-K-ATPase (Hansen et al.,

ie92) . Algumas diferengas nas respostas fisioldgicas & cobre e
mercurio, provavelmente retletem os diferentes graus de
solubilidade em lipidios e toxicidade de complexas organo-—

metalicos formados por estes contaminantes (Corner & Righler, 1958).
) certo € que ions de mercurio, mas nao de cobre, alteram a
osmorregul agio am crustaceos (£.masnas @ Lancer spp.) de acordo

com Thurberg et al ., (19733 mas nao causam ©
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efeito na osmorregulacio de Homarus americanus e Fetrolisther armatus
(Roesijade et al., 1974; Thurberg et al., 1977). Outros processos
fisioldgicos alterados por metais pesados referem—se a4 falha de
mecanismos de desintoxicacdo e processos excretdérios resultando em

dano celular (Corner & Sparrow, 1956).

Os estudos sobre a agao isolada de metais s3o importantes

para esclarecer o0s efeitos fisioldgicos ou citoldégicos, mas tem
aplicagcdo limitada como dados ecoldgicos. £ que no ambiente,
os metais nio apenas interagem entre s1i, mas modificam SLLA
toxicidade com a variacdo das condigdes ambientais, tais como,
temperatura, salinidade, oxigenio dissolvido, pH e luz. A despeito
deste fato ser conhecido, existem poucos estudos sobre os efeitos
combinados dos metais (Break et al., 1976) . No presente trabalho,

verificou-se a ocorréncia de simples adig3o e antagonismo nas baixas
concentracles e simples adigio e sinergismo nas concentragies mais
altas, na maioria das misturas entre cobre x mercario e zinco ¥
mercirio, nos testes realizados. Estas observagles reforgcam os
estudos de Gray (1974) sobre os efeitos das misturas de mercurio,

chumbo e zinco, na taxa de crescimento do protozoario



Discussao

marinho Eristigera spp. & de Maclnnes (1981) com embrifes da
ostra O.virginica. De acordo com Westernhagen et al., (1979) os
efeitos combinados de metais em animais experimentais nem sempre sio
claros. Em muitos casos, os metais mostram efeitos menos que aditivos
em baixas concentragbes e acima de certas concentragdes oul
sob agdo de certas temperaturas, seus efeitos se tornam aditivos
(Thorp & Lake, 1974; Maclnnes & Calabrese, 1978). Alguns metais podem

ter efeito aditivo em baixas & sinérgico em altas concentragies

(Lloyd, 1941b). Assim, as agdes de poluentes, jA conhecidas, tornam-—
se complexas e imprevisiveils, quando cresce o numero de possiveis
interag@es no ambiente (Westernhagen et al., 1979).

A disponibilidade dos metais submetidos a todas essas
influencias, # diferente da concentragao nominal em Aaguas

naturais (Young et al., 1979). Sunda & Guillard, (1i9746) mostraram

que quelantes e ligantes orgidnicos naturais, tais como [}
trishydroxymethylaminomethano (tris), formam complexos com o
cobre em baixas concentragies, deste modo diminuindo A
disponibilidade destes ions na Agua do mar. Engel & Flower,
(1978) demonstraram que, quando a concentragio de cloretos na

agua do mar aumenta, a concentragdo de ions
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cadmio livres decresce relativamente ao total do metal dissolvido,
devido a sua complexagdo com os ions cloreto. Estes estudos indicam
que, em baixas concentragdes, ions metais formam complexos com
outros metais, com outros sais na agua do mar e com particulas
organicas. Estas interagles possibilitam os eteitos observados de
simples adi¢do e antagonismo, enquanto que em altas concentragcies a
capacidade de complexagio € superada, aumentando desse modo a
disponibilidade de ions na agua do mar. 0 sinergismo pode ser
resultado desse efeito. No presente trabalho, no entanto, NAS
misturas entre cobre x zinco, 0os resultados observados foram
contrarios; misturas de concentragdes mais altas de cobre (16.0 ppb?,
& depender da concentragdoc do zinco, tendem para simples adigdo ou
antagonismo, possivelmente porque cobre e zinco competem pelo measmos
sitios de ligagao nos quelantes. De acordo com Leland & Huwabara,
(1984) o aumento da concentragio de ions livres de cobre em seus
experimentos, aumentou a competigdo pela Fixagdo nos sitios de
ligacio dos quelantes, e tamb2m resultou em aumento na concentragio
de ions livres de outros metais. Segundo Underwood, (1977) o zinco e

antagbnico do cadmio, 50 que alta concentragio de zinco em
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exerce alguma protegio contra os efeitos potencialmente téxicos da
@XpPosicao ao cadmio. 0 mesmo pode ter ocorrido em relagdo ao cobre
e zinco, neste estudo, provocando diminui¢gi3o da aclo singrgica. Neste
caso, quando a concentracdo de zinco era baixa (4.0 pph) e do cobre
alta (16.0 ppb), ocorreu simples adigdo ou antagonismo, a depender da
temperatura utilizada. Quando ambas as concentragdes eram altas
(zinco = P24.0 ppb e cobre= 16.0 ppb), ocorria simples adig3o ou
sinergismo. Utilizando misturas de metais (Cu, Hg e Zn) sob a forma
de cloretos e nitratos com larvas da ostra . virginica a temperatura
otima (25=0C), Maclnnes, (1981) verificou um sinergismo toéxico,
altamente significante, com a mistura de Cu x Zn e com Hg x Cu x In,
especialmente em altas concentragies destes metais. 0Os resultados do
presente trabalho estio baseados no uso de metais em forma de sais de
cloreto, e sdo semelhantes aos citados por Maclnnes (4981), com

relagdo a mistura de cobre x zinco.

Break et al., (1974) mostraram que o efeito de cobre e

zinco juntos no fitoplancton marinho nao pode ser previsto
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com base na toxicidade dos metais individuais. Respostas do
dinoflagelado Amphidinium carteri e a diatomacea Thalassiosira
pseudonana, claramente indicaram sinergismo, enquanto que os mesmos
metais atuaram como antagénicos com a diatomacea Fhasodactylum
tricornutum. A toxicidade do zinco para este udltimo organismo,
aumentou em baixas concentragdes de magnésio. J& misturas de Cu e
Hg mostraram efeito aditivo na toxicidade para peixes (Khangarot

& Ray, 1987).

A influéncia da temperatura na toxicidade quimica em
organismos aquaticos & complexa (Cairns & Scheier, 1958 . A
temperatura por si so, pode ser um fator letal, e algumas substi3ncias
toxicas podem alterar os limites desta letalidade. 0Os efeitos
térmicos em organismos aquaticos incluem mudangas nOs pProcessos
osmoreguladores e na atividade enzimatica. Alguns tdixicos que atuam

em enzimas envolvidas no metabolismo energético ou gue causam uma

miudanga na taxa de oxigénio absorvido, por exemplo, por bloguear a
troca de gases respiratorios nas branquias de peixes, podem ter
S efeito potencialmente aumentado pelo incremento da

temperatura (Maclnnes & Calabrese, i978) . Por outro ladao, altas
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temperaturas geralmente provocam alta solubilidade de sais de metal,
bem como um aumento na taxa de movimento da agua e atividade do
soluto através da membrana da cg£lula (Maclnnes & Calabrese, 1978).
lLLevando-se em conta a a¢ao da temperatura sobre metais isolados,
estudos de toxicidade do zinco em trutas (Lloyd, 1i261b), peixes
(Cairns & Scheier, 19539) e lesmas (Cairns & Scheier, 1958), sugerem
pequena ou  nenhuma infludncia da temperatura na agio do zinco
individualmente nestas espeécies. Sprague (1970) cita um efeito

oposto, onde aumentando a temperatura, decresce a toxicidade do zinco

em salmao. No presente trabalho, observa-se um comportamento inverso
do zinco sobre embrites da ostra O.rhizophoras, o seja, Qoorre
aumento da toxicidade com o aumento da temperatura. 0 fato de que

altas temperaturas geraldente aumentam a solubilidade de sais de

metais, bem como provocam aumento no movimento do soluto através da

membrana celular (Cairns et al., 1975) pode explicar o porgue do
aumento da toxicidade dos metailis sobre o desenvolvimento dos
embrides das ostras. Em testes realizados por Maclnnes & Calabrese

(1979) com larvas da ostvra O.virginica, baixas salinidades atuaram

de forma singérgica com o cobre somente 2m
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altas temperaturas (30%(); deste modo ha a possibilidade de alta

toxicidade do cobre, 3a altas temperaturas.

Rehwoldt et al., (1i972) mostraram que a 24, 48 e 946 hovras o

TLm (Tempo Letal medio) para o Cu, In, Ni, Cd e LCr nao Foi
influenciado pela temperatura em testes realizados. 0 aumento da
temperatura no entanto, diminuiu o tempo de resisténcia de

organismos aquaticos, sob altas concentraces do metal (Jones, 1944).
Dutros estudos (Amend et al., 19469; Mac Leod & Pessak, 1773) tem
mostrado grande influéncia da teméeratura na toxicidade de compostos
de mercurio em peixes; o aumento da temperatura torna mais tdxico o
mercurio e aumenta a taxa de acumulagdo deste metal nos tecidos.
Estudos com moluscos (Melson et al., 1977 mostraram, gue altas
temperaturas e baixas salinidades atuam de forma sineérgica com o Hg,
aumentando a3 mortalidade dos organismos. Em nossos experimentos, o
aumento da temperatura de 23 para 299, aumentou o efeito toxico de
todos os metais testados individualmente, embora esta diferenga so
tenha sido significativa (p{0.03) para o zinco. 0 presente estudo

tambem mostrou a importincia da temperatura como fator de variagio

na agao cambinada de metais pesados sobre embrites da
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ostra £ rhizophoras, como foi demonstrado por Maclnnes & Calabrese

(1978) com larvas de O.virginica.

Criterios de qualidade de agua para tragos de metais podem
ser cuidadosamente estabelecidos, se fatores ambientais que podem
alterar respostas A& toxicidade no campo, sdo identificadas, e se &
possivel estimar quantitativamente como estes fatores, em

combinagao, afetam as respostas de organismos aquaticos.

As implicaghes ecoldgicas destes estudos, no entanto, s3o
aplicaveis somente se as concentragies dos metais existentes nos
estuarios se aproximam dos niveis altos usados nestes estudos.
Entretanto, com o evidente aumento da poluigdo em certos estuarios ,
a probabilidade de alcance das concentracdes tdxicas desses metais e

outros  poluentes em certas areas, aumenta com a temperatura

{Waldhaeur et al., 1978).

Depreende—se que, a tentativa para proteger a vida

de organismos aquaticos pela simples regulacio de
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contaminantes ambientais, sem um entendimento das variaveis que
controlam seus efeitos em organismos, certamente g falha. Uma
avaliagio realista dos efeitos dos poluentes em animais marinhos,
entdo, s0 podera ser baseada nos efeitos interativos (antagonismo,
simples adigaoc e sinergismo), tais como os levantados no presente
trabalho. Os resultados por nos obtidos comprovam a
impossibilidade de previsio da agido combinada de metais pesados
sobre organismos, sem que sejam levados em conta fatores

ambientais de importancia, tais como a temperatura.
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CONCLUSGES :

Relativas as condigdes fisico-quimicas dos testes:

1. Densidades acima de 10 embrides/ml devem ser evitadas

nos testes com embrides da ostra &. rAlzophoras.

Temperaturas abaixo de 23 e acima de 299 nio permitem
bom desenvolvimento dos embrides (faixa de temperatura

otima entre 85 a 29%C)

2. Relativas a ag3o dos metais individuais:

.1. Dentre os tres metais testados com embrites das os-—
tras, o merclrio fol o mais toxico, seguido pelo cobre

e pelo zinco.

2. 0 aumento da temperatura (23 a 29%) determinou maior
efeito tdéxico dos metais individuais, porém a diferen-—
ra entre esses efeitos sé fol significativa para o zin—

co.
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2.3. 0 aumento da temperatura de 23 para 299 nao alterou a

ordem de toxicidade dos metais: Hg)»CulZn.

3. Relativas a acao combinada dos metais:

3.1, Cobre x Zinco

0 aumento da temperatura exerce efeito negativo

sobre a intera¢io destes dois metais, diminuindo a ag3o

sinérgica entre eles.

3.2. Cobre x mercurio

0 aumento da temperatura de modo geral nao mostrou efeito

sobre a interacio destes dois metais, no entanto, o Aau-

mento das concentragies nas diferentes combinagies tende

diminuir o efeito antagonico entre eles.
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Zinco x Mercdrio

0 maior efeito da temperatura sabre a interagao destes
metais ocorred nas combinagoes onde o merclirio estava na

maior concentragao testada em conjunto (4.0 ppb).

Os resultados obtidos comprovam a impossibilidade de previ-—
s3o da acdo combhinada de metais pesados sobre organismos,
sem que sejam levados em conta, fatores ambientais de im—

portdncia, tais como a temperatura.

0 conhecimento da toxicidade de misturas de metais e suas
interacdes com fatores ambientais € muito importante para
se estabelecer critérios de qualidade de Aagua visando pro-
teger a vida de organismos aquaticos e indiretamente a do

proprio homem.



Figura 1- C.rhizophorae. Fotomicrografias (mlcroscoplo optico) das fases do
desenvolvimento embrionario. A. Ovocito. B. Ovo fertilizado poucos
minutos apos a formagao da membrana de fertilizagao. C. Ovo na pri
meira clivagem, + 30 minutos apos a fertilizacao. Varios espermato
zoides sao vistos ainda ligados a membrana do ovo. D. Ovo na, segun
da clivagem. E. Ovo na quarta clivagem, com formagdo de 8 microme-
ros. F. Embriao 8 horas apos a fertilizagao.

66



Figura 2- C.rhizophorae. Fotomicrografias (microscopio 6ptico)‘da larva D
normal (A) e de larvas anormais (B a F), 24 horas apos a ferti-
lizagao.
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FIGURA 3. Valores medios de percentagem liquida de anormalidade, resultantes da agao indi-
vidual e combinada do Cu e Zn sobre o desenvolvimento embrionario da ostra

C. rhizophorae a diferentes temperaturas.
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FIGURA 4 . Valores medios de percentagem liquida de anormalidade, resultantes da agao indi-
vidual e combinada do Cu e Hg sobre o desenvolvimento embriondrio da ostra

C. rhizophoroe. a diferentes temperaturas.
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FIGURA S, Valores medios de percentagem liquida de anormalidade, resultantes da agdo indi-
vidual e combinada do Hg e Zn sobre o desenvolvimento embriondrio da ostra

C. mizopharae .a diferentes temperaturas.
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Figura 6~ C.nhizophorae. Valores medios € desvios-padrao de ECgy para anor-
malidades, resultantes da agao individual de metais (Cu, Hg, Zn)
sobre o desenvolvimento de embrices de ostras, a diferentes tem -

peraturas.
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Figura 7- C.ahizophonrae. Efeitos das interggaes resultantes das misturas de cobre
x zinco em diferentes concentragoes e temperaturas, sobre o desenvolvi-
mento de embrioces, em agua do mar natural. Barras representam as dife -
rengas entre os percentuais liquidos de anormalidades observados :e .os
esperados da simples adigao (0). Valores que nao diferem significativa-
mente (p>.05) do valor zero, sao considerados como simples adigao. -* =
diferenga significativa (p<.05) em relagao a simples adigao. Valores po
sitivos = sinergismo; valores negativos = antagonismo.



73

Diferenga percentual

20

Toemperatura 280C
NN Temperatura 260C
B Tomperatura 230C

SINERGISMO

S

SIMPLES
AD1IGAO
@

-10

* [FEEEEER

r
S

ANTAGONISMO
*
*

4x1 8x2 16x4 4x4 16x1
Combinacoes Cu x Hg (ppb)

Figura 8- C.nhizophohrae. Efeitos das interagoes resultantes das misturas de cobre
x mercurio em.diferentes concentragoes e temperaturas, sobre o desenvol
vimento de embrioes, em agua do mar natural. Barras representam as dife
rengas entre os percentuais liquidos de anormalidades observados e os
esperados da simples adigao (0). Valores que nao diferem significativa-
mente (p>.05) do valor zero, sao considerados como simples adigao. * =
diferenca significativa (p<.05) em relagao a simples adigao. Valores po
sitivos = sinergismo; valores negativos = antagonismo.
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Flgura 9- C. nh420phonae Efeitos. .das - 1nteragoes resul tantes- das misturas de zinco

e mercurio em diferentes concentragoes e temperaturas, 'sobre o desenvol
vimento de embrioes, em agua do mar natural. Barras representam as dife
rengas entre os percentuais liquidos -de anormalidades observados e os
esperados da simples adigcao (0) Valores que nao diferem 31gn1f1cat1va—
mente (p>.05) do valor zero, sao con31derados como simples adicao. * =
diferenga significativa (p<.05) em relagao a simples adigao. Valores po
sitivos = sinergismo; valores negativos = antagonismo.



TABELA I — Dados brutos de percentagem de anormalidades em em-—
brites e larvas da ostra . rhfzophoras vesultantes
dos testes para determinag3o do melhor tipo de re-—
cipliente a ser usado nos experimentos sob acgp de
metais (Cu, Hg, Zn). (LA=larvas anormais; LN=larvas
normais; B= embrides).

Nt Capacidade LN LA E Total Total %
amostra recipiente Organismos anormais  anormails
(ml) (LN+LA+E) (L.A+E)

i 1000 7e & & 84 iz i4 .28
a2 26 4 & 106 10 .43
3 o593 2 10 &S iz 18 .46
4 Q7 3 1ie ii2 i3 13.39
5 85 7 10 o2 17 i6 .66
) 21 1) 4 104 10 2.0
7 77 ? 10 2?6 ie 19.79
8 77 10 & 23 16 17 .20
Médiat+ desvio-padrao 14 .89+3.83
9 500 28 i4 & iig 20 16.95
10 103 g 10 i21 i8 14 .87
ii 0 7 i4 it 2i ig.ea2
i2 28 9 8 115 17 i4.78
i3 25 i0 i 106 i1 10.38
i4 Q6 10 3 109 13 11.93
19 86 3 i i00 i4 i4.00
Meédia+ desvio-padr3o 14 .55+2.87
ié6 120 43 3 1 31 & 11.7&
17 &9 7 10 86 i7 i9.77
i8 49 3 7 61 i2 19 .67
19 96 9 Q ii4 i8 15.78
20 2?6 7 8 iii 13 13.541
241 74 9 7 20 ié 17 .97
22 9 35 11 1415 ié6 12.91

Mediat+ desvio-padrdo 16.05+3 .16



TABELA II- Analise de variiancia com

os dados de
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proporcoes

liquidas de anormalidades de testes entre diferentes

tipos de recipientes#,

para

determinagio do melhor

a ser utilizado nos experimentos com embrifes da os-

tra L. rhizophoraa  sob

Densidade dos embrides:

acao
10/ml

de metais pesados.

Fonte variagao GRAUS SOMA

QUADRADD Razdo F

LLIBERDADE QUADRADOS MeDIA

QM)

Frobabili—
dade F

(GL) (5Q3
Entre grupos 2 0.0048
Dentro grupos 19 0.0428
Total 24 0.0444

0.000% 0.3945

0.0023

Fr0. 00

## diferenga nao significativa (p).05)

# Tipos de recipientes:
larga, capacidade 120ml.

beckers 1.0 e 0.3 e frascos de borca



TABELA I1I- Valores medios e desvios—padr3o de percentagem de anor—
malidades dos testes para determinacdo do efeito da
temperatura sobre o desenvolvimento embrionario da os-—
tra L. orhizophoras Guilding, 16828, por 24 horas.

Temp. Larvas Larvas Embrides Total Total A X %
= Normais Anormails Anormais Anormais Anor-—

(LD (LAY (E) (LMN+LA+E)Y (LA+E) mais
20 ie7 155 10 292 165 96 .50

& 153 7 296 L60 &2 90 59 .5+4 .2
21 120 157 & 283 163 57 .59

105 160 10 278 170 61 .15 59 .4+2 .5
22 219 89 10 318 99 31.13

232 77 3 3ie 80 25. 464 28 . 4+3 .9
23 261 51 i6 328 &7 20 .42

233 S6 4 293 &0 =0 .33 20 . 4+0. 1
24 256 52 7 315 59 18.73

288 33 4 345 57 16 .52 17 . 6+1 .6
295 265 39 i0 314 49 195.60

2835 47 13 345 &0 17 .39 16 .5+1.3
26 184 24 9 217 33 15 .20

2358 36 3 297 39 13.43 14 2+1.5
27 276 54 & 336 &0 17.85

249 36 g 293 44 15.01 16 . 4+2.0
28 253 36 8 297 44 14 .81

282 39 7 328 44 14 .02 14.4+0.5
29 160 22 & 188 28 i4 .89

171 20 4 193 24 i2.3 13 . 6+1.8
30 150 51 3 206 56 27.18

i73 &6 4 2435 70 28 .57 27 .9+41 .0
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TABELA IV - Analise de variiancia e comparagao de medias
miltiplas com os dados de efeitos da temperatura
{(proporgoes liquidas de anaormalidades) , sohre o

desenvaolvimento embrionario da ostra £ rf1izo —
choraa, para determinag83o da faixa a ser wutili-
zada nos testes com metais pesados.

Fonte variagao GL sQ am Razao Frobabilidade
F F

Entre grupos 10 .5918 L0592 118 9294 0C00

Dentro garupos i1 . 0085 . 0003

Total 24 .5973

Valores unidos pela mesma linha n3o diferem significativamente
(p) .03

SUBGRUFD 1

Temperatura =( 29 26 8 27 25 24 23
Media . 136 .14 .144 . 165 165 176 . 204

SUBGRUPD 2

Temperatura = 30 22
Média 279 . 284

SUBGRUPO 3

Temperatura =( 24 20
Media .994 .995



TABELA V - Analise de variidncia e comparagio de mgdias mialtiplas

com o0s dados de proporgoes liquidas de anormalidades
de testes com embrides da ostra . rhizophoras para de —
terminagao da melhor densidade a ser utilizada nos
experimentos da agio de metais sobre estes embrides.

Fonte wvariagao Gl 5Q oM Raz3o F Probabilidade
F

Entre grupos 2 . 1053 . 0526 2c.8347 00005

Dentro grupos i9 . 0438 L0023

Total 21 . 14914

Valores unidos pela mesma linha ndo diferem significativamente

(p).03)

SUBGRUPD 1

Densidade (embrites/ml) 5 i0
Média 4086 4292
SUBGRUPO 2

Densidade (embrides/ml) 20

Media 3617



Tabela V1- Valores madios (3 experimentos) de percentagen de
anormal idade e de percentagem liquide de anormalidade
(% Net Risk) nos testos com embrides da ostra C rhi-
aophorae sob apio de metaic (cobre, mercurio e zinco),
individualmente e em combinagdo, nas tres temperaturas
testadas (23, 26 & 29°C) (LN=larvas normais, LA=larvas
anormais, E=embrioes)

NO Metal Tempe-— Concen= Total Total %

amos~— peratura tragdo organismos anormais anormais

tra o) (ppb) (LNA LAg E) (LA + E)

i - a3 - &H48 132

a - 26 - 504 56

a - e2a - 596 [2]=]

4 Cu 23 2 482 95

s " u r 394 124

& " " 8 443 200

£ “ " 16 275 233

a " " 32 179 i78

< Cu 26 a 348 S7

10 " " 4 Eqa 77

11 " " ] 354 133 a7,57 29,77

i2 “ " i6 i96 182 92,86 97,97

i3 " 3e 61 -39 100,00 100,00

i4 Cu 29 a2 374 49

is5 % % 4 349 8%

16 » b 8 307 132

17 " 16 B7 84

i8 " a2 29 29 100,00 100,00

19 Hg ea 0,5 396 as

20 - - i,0 373 92

2% o - 2,0 383 153

22 " " 4,0 262 i86

a3 " " 8,0 114 112

24 Hg 26 0.5 336 59

25 - o 1,0 345 Bi

26 " " 2,0 299 112 : ;

27 " " 4,0 231 iB4 79,65 77,14

2a » - 8,0 70 70 100,00 100,00

a9 Hg 29 0,5 345 55 15,94 i,38

ao " - i,0 289 87 30,10 17,99

31 - " 2,0 3s2 165 45,58 34,16

3e . ~ 4,0 ise i32 846,84 B4,S56

a3 i - 8,0 35 35 100,00 100,00

34 In 23 3,0 383 0 23,38 S,6

335 i - &,0 408 i25 30,64 14,55

b4-4 " . 12,0 403 143 35,48 20,51

37 " " 24,0 397 194 48,87 37,04

3B " “ 48,0 aes 227 59,58 S0,20

a9 Zn 26 3,0 a8s b6 23,08 13,47

40 B e 6,0 304 86 28,37 19,64

41 - " i2.0 282 98 34,75 26,59

42 o b 24,0 249 444 44,58 37,465

43 ) = 48,0 274 190 &F,34 &5,54

44 Zn 29 3.0 330 a8 26,67 13,97

45 L v 4,0 326 110 33,74 22,27

44 L Lig 12,0 316 L52 48,10 39,14

a7 i " 24,0 294 L99 &7,69 62,09

48 " ks 48,0 302 248 82,12 79,02
397 186 44,86 34,52
371 306 82,48 78,32
196 177 90,314 88,06
s 213 63,34 57,30
216 i7e 79,63 74,90
319 17& 55,47 49,57
330 209 463,33 58,75
232 217 93,53 92,52
277 168 60,65 55,73
i98 148 74,75 71,59
265 Las 55,09 47,31
300 208 69,33 &4,02
149 147 98,66 98,43
282 aia 75,18 70,88
249 205 93,61 92,50
376 92 24,47 &,95
2354 114 44,88 32,09
166 1S4 ?20.94 88,84
280 203 72,50 &6,12
245 174 &£9,80 &2,79
304 S0 16,34 5.88
250 135 354.0 48,235
94 3 98,94 98,80
159 i29 81,13 78,77
214 136 42,55 S8,99
300 81 a7 14,346
e l=1CY 171 S52.45 44,22
80 76 5,0 P4, 43
103 104 98,06 97,72
162 1LSa2 73.83 92,746
384 i92 SO 38, 40
365 169 46,30 33,84
276 237 05,87 82.59
346 176 350,87 39.47
321 169 52,69 41,66
324 81 24,114 14, 462
334 140 41,92 34,&86
120 127 Q7,69 97,40
359 47 32.539 24.1&6
186 £43 76,888 73,99
a4 112 24,57 RT.24
298 160 S3,69 45,57
142 £L39 97.89 97.52
293 156 533,24 45,14

159 153 96,232 95,88

g0
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TABELA VII- Analise de Probit para determinac3oc dos valores de

EC=e—24h com os dados de percentagem liquida de a-—
normalidades no desenvolvimento embrionario da ostra

. rhizophoras sob agdo individual dos metais (Cu, Hg
e In) a diferentes temperatura (23, 26 e 89=(C).

No expe—- Temp. Metal Inclina— Inter- Quii— GL Log Ele
rimento =7 nagao secgdo Quadrado ECexo {pphb)
(B) a)

i 23 Cu 2.9740 2.2922 14.747 3 0.94i05 B.1376
2 3.4005 1.78607 6£.389 3 0.95926 8.9658
3 5.3441 -0.4805 26.373 3 1.0835 10.60350
4 26 Cu 2.536%9 2.7508 10.465 3 0.8866 7.7015
5 6.8308 -—-1.74i24 16.415 3 0.98246 2.4078
& 2.0531 -3.9i014 63.837 3 0.9842 9 .&427
7 29 Cu 3. 6962 1.5870 14.206 3 0.9234 8.3827
a8 3.9032 1.87463 25.7534 3 0.9340 B.9952
4 3.46630 -0.35148 20.608 3 0.9735 9.4078
i0 23 Hg 4.1345 3.46703 2.852 3 0.2204 2.0895
it & 4775 2.3087 61.034 3 0.445 2.6031
iz 3.3722 3.0915 28.166 3 0.3660 3.4B09
i3 26 Hg 2.74639 4.2789 11.354 3 0.860%9 41 .8237
14 3.0936 2.38539 7.26% 3 0.5i32 3.2599
i35 2.9%907 3.8220 41 . 281 3 0.3939 2.4768B
i6 z9 Hg &LH.6711 2.3328 i8.816 3 0.3968B 2.4935
17 3.6004 3.3825 19.464 3 0.44%92 2.8435
i8 3.5911 3.9900 10.687 3 0.2813 1.9110
i9 23 Zn 1.77641 2.0295 3.163 3 1.67235 47.0390
=0 1.3592 2.6827 12,145 3 1.704%9 50.6850
21 1.4353 3.1840 2.785 3 1.5995 39.768B0
22 26 Zn 1.28653 2.94649 15.3314 3 1.5818 38.1800
23 1.8948 2.2311 &.097 3 1.46346 29.08i0
24 1.0391 3.5114 15.850 3 1.4323 27 .0710
29 29 Zn 2.4401 1.7736 4 .466 3 1.3222 24 .0000C
26 1.7360 2.71i62 1.753 3 1.320046 19.9800
27 1.4863 3.3578 8.409 3 1.104% 12.7330
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TABELA VIII- Valores madios de ECms (dos 3 experimentos realiza-
dos)e desvios—padrio para anormalidades, resultantes
da a¢d3o individual de metais (Cu, Hg ,Zn), sobre o
bre o desenvolvimento embrionario de ostras . rfizo—
phoras, a diferentes temperaturas.

Metal (pph)

Cu ?.24% 1£.25 8.98+ L. 11 8.922+ 0.52
Ha 2.79+ 0.B81 e.52x 0.72 2.41+ 0.46
Zn 45 .83+ 5.56 3% .44+ 5.92 17 .90+ 4 Si%

# Diferenca significativa (p{(0.05)
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TABELA IX -Anilise de variancia e comparagio de medias miltiplas

com os valores de log ECxy nos testes de agl3o do co-
bre sobre o desenvolvimento embrionario da ostra &

rhizophoras nas 3 temperaturas testadas (23, 24 e
29%) (Dados de 3 experimentos).
Fonte variagao Gl 5Q amM Razdo F  Frobabi-
lidade F
Entre grupos E . Q003 0001 0422 9403
Dentro grupos & . 0143 . 0024
Total g8 014646

Valores unidos pela mesma linha n3o diferem significativamente
(p>0.05}

SUBGRUPO 1

Tamp . (=) 29 2é 23
Media . 2303 L9514 2629
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TABELA X - Analise de variancia e compara¢io de médias malti—
plas com os dados de log ECgg nos testes de agl3o do
mercurio sobre o desenvolvimento embrionario da os-—
tra O.rhizophoras nas 3 temperaturas testadas (23,

26 e 29¢C). (Dados de 3 experimentos).
Fonte variagao GL 50 QM Razao F  Frobabili-
dade F
Entre grupos 2 0055 .00E8 2146 gies
Dentro grupos & 0774 .0129
Total 8 0829

Valores unidos pela mesma linha nao diferem significativamente
(p>0.05)

SUBGRUPO 1

Temp . (=) 29 26 23
Media .3738 .3893 . 4338



TABELA XI ~Analise de variancia e comparagio de meédias multi—
plas com os dados de log ECwy mos testes de acdo do
Zinco sobre o desenvolvimento embrionario da ostra
.orhizophoras, nas 3 temperaturas testadas (23, 26 e

29=) (Dados de 3 experimentos)
Fonte de variagido &L 5Q am Razao F  Frobabi-
lidade
Entre grupos 2 . 2636 .1318 16 .8606 .0034
Dentro grupos ) . 04462 0078
Total 8 3105

Valores unidos pela mesma linha nao diferem significativamente
(p0 .05

SUBGRUPD 1

Temp . (=) 29

Media 1.2426

SUBGRURPD 2

Temp . (=) 26 23

Media 1.4926 1.63790
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TABELA XII ~ Ordem de toxicidade relativa da agao individual de
metais (Cu, Hg, In) sobvre o desenvolvimento embri-
onario da ostra &.rhizophoras a diferentes tempe-
raturas, calculada com base em analise de varian-
cia e no teste de Student—Newman—-Huels

Temperaturas Ordem de Toxicidade
!:JC
23 Hg » Cu > In
26 Hg > Cu > ZIn

[roted Hg » Cu > In



TABELA XIII
plas (SNK)
normalides ,

experimentos)

- Analise de varii3ncia e

comparagao de
com os dados de

87

cobre (em di

(Dados de

Fonte variagio GL S0 QM Raz3o F  Probabili-
dade F

Entre grupos 3 2.6275 .Se55 90 .34E5 0000

Dentro grupos i2 .04698 . 0058

Total i7 2.6973

Valores unidos
mente (p) 0.03).

pela mesma

linha nao

diferem significativa

SUBGRUFD 1
Concentracao(ppb) 0.0
Media 43587
SUBGRUPO 2
Concentracdo(pph) 8.0
Media 79396
SUBGRUPO 3
Concentragao(ppb) i6.0
Media 1.15355
SUBGRUPO 4
Concentracio(ppb) 32.0
Meadia 1.3006

medias malti-
propor¢des liquidas de a-—
resultantes da agdo do
ferentes concentragies) sobre o desenvolvimento
brionario da ostra £.rhizophoras a 2390

em -
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TABELA XIV ~ Analise de variancia e comparagao de médias multi-—
plas (SNK) com os dados de proporgoes liquidas de
anormalidades , resultantes da acio do cobre {(em
diferentes concentragdes) sobre 0 desenvolvimento
embrionario da ostra C.orhizophorase a 2690 (Dados
de 3 experimentos).

Fonte variagdo Gl =16 QM Razao F Probabili-
dade F

Entre grupos 3 3.5871 . 74874 85 . 4949 . Q000

Dentvo grupos iz 1008 0084

Total i7 3.46879

Valores unidos pela mesma linha ndo diferem significativamente
(p>0.05)

SUBGRUPD 1

Concentragao(ppb) 0.0 2.0 4.0
Media . 33135 4118 .35386
SUBGRUFO 2

Concentracdao(ppb) 4.0 8.0

Media .9386 . 6843
SUBGRURPD 3

Concentragiao(ppb) 16.0

Madia 1.3177

SUBGRUPDO 4

Concentraglio(pphb) 32.0

Media 1.5029



TABELA XV — Analise de varii3ncia e

8%

comparagdo de medias mal-

tiplas (SNH) com os dados de proporgoes liquidas de
anormalidades , resultantes da a¢do do cobre {(em di-—
ferentes concentragoes) sobre o desenvolvimento em-—
brionario da ostra C.rhizophoras a 299 (Dados dos

3 experimentos) .

Fonte variagio GL SQ am Raziao F Probabili-
dade F

Entyre grupos 5 3.63214 L7264 133 .8524 . 0000

Dentro grupos i2 . 0651 . 0054

Total i7 3.6973

Valores unidos pela mesma linha
(pr0.03).

SUBGRUPO 1

Concentragaoc(ppb) 2.0 0.0
Media .2854 . 3963
SUBGRUPO B

Concentracao(ppb) 4 0 8.0
Media . 6183 7226
SUBGRUPO 3

Concentrag3o(ppb) 16.0 32.0

Media 1.4353 1.4643

nao diferem significativamente



TABELA XVI- Analise de variancia e comparacio de meédias milti-—
plas (SNK) com os dados de proporgoes liquidas de a -
normalidades, resultantes da agio do mercurio (em di-
ferentes concentragies) sobre o desenvolvimento em-—
briondrio da ostra O.rAizoprhoras a 239 . (Dados dos
3 experimentos)

Fonte variagao GL 5Q oM Razao F Probabili-
dade F

Entre grupos 5 2.4455 . 48914 29 .5291 . 0000

Dentro grupos iz .1988 0166

Total i7 2.644¢2

Valores unidos pela mesma linha n3o diferem significativamente
(p>0.05)

SUBGRUPO 1
Concentragdo(ppb) 0.0 0.5 1.0 2.0
Media . 4587 . 4860 .9273 . 7083

SUBGRUPOD 2

Concentragdo(ppb) 4.0
Media 1.1358

SUBGRUPO 23

Concentragao{ppb) 8.0
Media 1.4364
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TABELA XVII-Analise de variancia e comparagio de medias muilti-
plas (SNK} com os dados de proporgoes liquidas de
anormalidades , resultantes da agio do mercirio (em

diferentes
brionario da
experimentos) .

Fonte variag3io GL 21} oM
Entre grupos 5 2.96419 . 5924
Dentro grupos i2 1199 0100
Total i7 3.0818

Valores unidos pela mesma linha
(p>0.05)
SUBGRUPO 1
Concentragao{ppb) 0.0 0.5 1.0
Media . 3315 . 4448 5135
SUBGRUPO 2
Concentracao(ppb) 1.0 2.0
Media 35135 646838
SUBGRUPD 3
Concentragao(ppb) 4.0
Media 1.1114
SUBGRUPO 4
Concentracao(ppb) 8.0
Madia 1.4870

concentragides) sobre o desenvolvimento em-—
ostra . rhizophorae a 269 (Dados dos 3

Raz3o F Probabili—
dade F
99 .2835 0000

nao diferem significativamente
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TABELA XVIII- AnaAlise de variincia e comparagio de medias malti-
plas (8NK) com os dados de proporcoes liquidas de
anormalidades , resultantes da agio do mercurio (em
diferentes concentragoes) sobre o desenvolvimento
embrionario da ostra £. rhizoghoras a 299C  (Dados
dos 3 experimentos).

Fonte variagio 5L Sa QM Razao F Probabili-
dade F

Entre grupos 5 3.0542 .46108 529 .8653 . 0000

Dentro grupos i2 1224 .01082

Total i7 3.17467

Valores unidos pela mesma linha n3o diferem significativamente
(p>0.05)

SUBGRURFO 1

Concentragaoi{ppb) 0.0 0.5 1.0
Media . 39463 L4159 .56953
SUBGRUPO 2

Concentragao(ppb) 1.0 2.0

Media . 5695 7049
SUBGRUPD 3

Concentragaoc(ppb) 4.0

Hedia 1.22469

SUBGRURPO 4

Concentragao(ppb) 8.0

Madia 1.4806
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TABELA XIX - Andlise de vari3ncia e comparagio de medias mal-
tiplas (SNK) com os dados de proporgdes liguidas
de anormalidades , resultantes da agdo do zinco (eem
diferentes concentragies) sobre o desenvolvimento em-—
briondrio da ostra C.rhizophoras a 23¥0 . (Dados dos
3 experimentos).

Fonte variagao GL =1e] oM Razao F Probabili-—
dade F

Entre grupos b . 4007 . 0801 50.2676 . Q000

Dentro grupos ie L0191 L0016

Total i7 . 4198

Valores unidos pela mesma linha nao diferem significativamente
(p20.03)

SUBGRUFPO 1

Concentragaon(ppb) 0.0 3.0
Media . 4587 . 95004
SUBGRUPDO 2

Concentragldo(ppb) 6.0 i2.0
Media .a7435 L6373
SUBGRUFO 3

Concentracao({ppb) 24.0

Media . 7731

SUBGRUPD 4

Concentragcao(ppb) 48 .0

Media .882e



94

TABELA XX — Analise de varidncia e comparag3o de medias multi-
plas (SNK) com os dados de proporgoes liquidas de
anormalidades , resultantes da agao do zinco (em dife—
rentes concentragdes) sobre o desenvolvimento embri-
onario da ostra O.rhizophoras a 269 . (Dados dos 3
experimentos) .

Fonte variagilo GL 1 ¢] G Razao F Probabili-—
dade F

Entre grupos v’ 78281 . 1456 47 .5803 . 0000

Dentro grupos i2 L0367 .0031

Total 17 . 7648

Valores unidos pela mesma linha nao diferem significativamente
(pr0 .05

SUBGRUPD 1

Concentragdol(ppb? 0.0

Media .335135

SUBGRUPO 2

Concentragdo(ppb) 3.0 6.0 i2. ¢
Média . 5061 . 5594 6214
SUBGRURPO 3

Concentragdo(ppb) 24.0

Media . 7295

SUBGRUPO 4

Concentraglo(pphb) 48.0
Media 0.9972



TABELA XXI — Analise de variadncia e comparacio de medias milti-—
plas (SNK) com os dados de proporgoes liquidas de a —
normalidades , resultantes da ac3o do zinco (em dife—
rentes concentragdes) sobre o desenvolvimento embri-

onario da ostra
experimentos) .

O.rhizophoras a 29 (Dados dos 3

Entre grupos
Dentre grupos
Total

o GL 5Q
] 1.1606
i2 .0B76
i7 1.2482

QM Razdo F  Probabili-

dade F
2321 31 .8053 0000
0073

Valores unidos pela mesma linha nd3o diferem significativamente
(p>0 .05}
SUBGRUPRPO 41
Concentracao(pph) 0.0 3.
Media 3963 5070
SUBGRUPO 2
Concentracao(ppb) 3.0 6.
Media 070 L9997
SUBGRUPO 3
Concentracao{ppb) 6.0 iBP.0
Media 5997 7449
SUBGRUPDO 4
Concentragao(ppb) 24 .0
Madia 492
SUBGRUPO 3
Concentragao(pph) 48 .0
Media i.1312
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TABELA XXII — Valores medios (3 experimentos! de percentagens
liquidas de anormalidades nos testes com embrides
da ostra O.rhizophorae submetidos por 24h a3 agao
individual e combinada de cobre e zinco a diferen—
tes temperaturas (SA=simples adigido; S=sinergismo;
A=antagonismo)

ES‘:’E ____________________________________________________
0 2 4 a ié6 3
Zinco 0 O 1.00 15.87 30.02 81.19 79 .31
(ppb) 3 5.60
& i4.55 24 .52 SA 74 .90 SA
i2 30 .31 78 .42 B
24 37 .01 57 .30 SA 88.06 ©
48 20.12
Cobre (ppb)
BEET e e e e e e e e e e e e e e e e em
O 2 4 8 16 3
Zinco O O 4.93 16 .57 29 .77 ?7 .97 100.6G0
(ppb) 3 i3.47
& 19.64 49 57 © 71.599 A
ig 26 .59 98.75 8
24 37 .65 99.73 BA ?2.52 GA
48 65.51
Cobre (ppb)
Eq::)C ____________________________________________________
O e 4 8 16 32
Zinco 0 O -1.99 12 .60 33.13 95.95 100.00
(ppbJ 3 13.97
é 22 .27 47 .31 9 92.50 A
iz 3% .11 64 .02 SA
24 62 .09 70.88 SA 98 .43 SA
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TABELA XXII1I — Valores medios (3 experimentos) de percentagens
liquidas de anormalidades nos testes com embrides
da ostra O rhizophoras submetidos por 24h 3 ag3o
individual e combinada de cobre e mercurio a di-
ferentes temperaturas. (SA=simples adigio; S=si —
nergismo; A=antagonismo)

B3EHD e o e e s e e e e e e S e e e S e e e e e e e
O 2 4 8 16 I
Marcurio 0.0 0 i.00 15.87 30 .02 g1 .19 99 .31
(ppbh) 0.5 3.24
1.0 7.18 6£.99 A 62 .79 SA
2.0 2&6.02 32.09 A
4.0 64.86 &6 .12 SA 88 .84 SA
8.0 97.84
Cobre (ppb)
Eém[ ____________________________________________________
O 2 4 8 i6 32
Mercurio 0.0 0 4.93 16 .57 29 .77 97 .97 100 .00
(pph) 0.3 7 .26
i.0 13.%92 5.88 A 58.99 A
2.0 29.64 48 .35 SA
4. 0 77.11% 78.77 SA 28 .80 SA
8.0 99.30
Cobre (ppb)
E_}Qz:r[‘ __________________________________________________

Mercurio 0.0 0 -1.95 12 .60 33 .13 25.93 100.00
(ppb) 0.5

i. 0 17.99 i4.36 A 2.76 A
2.0 36.16 44 .22 A
4.0
8.0

84 .56 97.72 S ?4 .13 A
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TABELA XXIV -~ Valores medios (3 experimentos! de percentagens
liquidas de anormalidades nos testes com embribes
da ostra O.rhizophoras submetidos por 24h 4 agio
individual e combinada de zinco e mercurio a di-
ferentes temperaturas. (SA=simples adig3do; S=si -
nergismo; A=antagonismo?

ES:::( ___________________________________________________
0 3 b i 24 48
Mercurio 0.0 O 3.60 14 .55 20 .51 37 .01 350.20
(ppb) 0.9 3.24
£.0 7.18 38.40 S 39.47 A
2.0 26.02 33.84 A
4.0 6&4.86 441 .66 A 82 .39 SA
8.0 97.84
Zinco (ppb)
Eét:)( ______________________________________________________
0 3 & i2 24 443
Mercurio 0.0 0 13 .47 19 .64 26 .99 37 .65 695 .31
(ppb) 0.5 7.26
1.0 413.92 i4.62 A 24 .16 A
2.0 B29.64 34 .66 A
4.0 77.1i% 73.99 SA 2?7.40 S
8.0 99.30
Zinco (ppb)
291:)(: ____________________________________________________

Mercurio
(ppb)
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TABELA XXV - Analise de variancia dupla com os dados de log Elmq
nos testes com embrides da ostra & rAizophoras sob
agao individual de metais (Cu, Hg, Zn) em diferen-
tes concentragies e nas tres temperaturas testadas
(23, 26 e 279=C)

Fontes de variagao Soma dos GL QM ¥ Significan-
quadrados cia F

Efeitos principais 3.e227 4 i.307 169 .745 O .000
METAL (ppb) 5.108 g 2.554 331 .7469 Q.000
TEMFERATURA (=) . 149 2 . 059 7.7241 0.004
Interacbes L1514 4 . 038 4 .890 0.008
METAL X TEMFERATURA L1514 4 . 038 4 820 0.008
Explicado 5.377 8 672 87 .317 O.000
Residual . 139 i8 . 008

Total 5.516 26 .12

Valores de significancia de F menores que 0.09 representam diferen-
cas significativas.
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