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RESUMO

Avaliar os efeitos de herbicidas sobre a fauna aquatica é crucial para melhorar a
nossa compreensao do impacto dessas substancias sobre a diversidade e ecologia
dos ecossistemas aquaticos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos crénicos e agudos de herbicidas a base de glifosato sobre a sobrevivéncia de
insetos que ocupam diferentes compartimentos aquéticos (Limnogonus spp.-
pleustdnico; Notonectidae sp.- nectbnico e Chironomus inquinatus - benténico). Além
disso, foram testados os efeitos de Roundup® sobre o tempo de captura de presa
em duas espécies de Limnogonus. Os resultados mostram que o0s herbicidas
testados afetaram significativamente a sobrevivéncia dos insetos avaliados. Para os
insetos pleustonicos e nectbnicos 0 Roundup® afetou negativamente a
sobrevivéncia. Por outro lado, o efeito do glifosato técnico nao foi significativo. Estes
resultados sugerem que o surfactante pode ser o responsavel pelos efeitos
negativos do Roundup®, uma vez que a diminuicdo da tensdo superficial pode
dificultar a sustentacéo e a locomocao, diminuir a efetividade dos pélos hidrofébicos
e comprometer os espiraculos de Limnogonus spp. e de Notonectidae sp. Além da
sobrevivéncia, o efeito negativo do Roundup® também foi refletido pela maior
dificuldade de captura de presas de individuos de Limnogonus spp. expostos a este
herbicida. No caso de Chironomus inquinatus, os trés herbicidas (Roundup®,
glifosato técnico e AMPA) afetaram negativamente a sobrevivéncia. Nossos
resultados mostram que, apesar destes herbicidas serem direcionados ao controle
de ervas daninhas, eles também causam efeitos negativos sobre a fauna de insetos
aquaticos. Portanto, o monitoramento da biota aquatica em areas agricolas sujeitas
a aplicacdo de herbicidas ¢é fundamental. Os dados coletados nestes
monitormanetos podem fornecer subsidios para o estabelecimento de controles e
regras que minimizem o0s impactos negativos destes herbicidas sobre os

ecossistemas aquaticos.

Palavras-chave: Glifosato, toxicidade, invertebrados aquaticos, sobrevivéncia.



ABSTRACT

The evaluetion of the effects of herbicides on aquatic fauna is crucial to improving our
understanding of the impact of these substances on the diversity and ecology of
aguatic ecosystems. Thus the aim of this study was to evaluate the chronic and acute
effects of herbicides based on glyphosate on the survival of insects that occupy
different aquatic compartments (Limnogonus spp.- pleustonic, Notonectidae sp.
Nectonico and Chironomus inquinatus-bentdnico). In addition, the effects of
Roundup® on prey capture time on two species of Limnogonus were tested. The
results show that the tested herbicides significantly affected the survival of the
evaluated insects. For the pleutonic and nectonic insects, Roundup® negatively
affected the survival. On the other hand, the effect of technical glyphosate was not
significant. These results sugest that the surfactant may be responsible for the
negative effects of Roundup®, since the reduction of surface tension can make it
difficult the support and locomotion, decrease the effectiveness of the hydrophobic
hair and compromise the spiracles of Limnogonus spp. and Notonectidae sp.In
addition to survival, the negative effect of Roundup® was also reflected by the
greater difficulty in catching prey in Limnogonus spp. exposed to this herbicide. In the
case of Chironomus inquinatus, the three herbicides (Roundup®, technical
glyphosate and AMPA) negatively affected survival. Our results show that although
these herbicides are directed to weed control, they also have negative effects on the
fauna of aquatic insects. Therefore, monitoring aquatic biota in agricultural areas
subject to herbicide application is critical. The data collected in these monitoring can
provide support for establishing controls and rules that minimize the negative impacts

of these herbicides on aquatic ecosystems.

Keywords: Glyphosate, toxicity, aguatic invertebrates, survival.
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INTRODUCAO GERAL

Os assentamentos humanos comecaram a se estabelecer entre 10 e 15 mil
anos atras. Isto foi possivel com o desenvolvimento da agricultura e da criacdo de
animais. Em geral estes assentamentos foram estabelecidos em terras férteis
banhadas por ambientes aquéticos. Deste entdo, estes ambientes ao mesmo tempo
que tém fornecido recursos para as sociedades humanas, tém sido impactados
negativamente pelas atividades antropicas. Ao longo da histéria da humanidade,
cada passo no desenvolvimento da agricultura foi seguido do aumento nas taxas de
crescimento populacional (TAIZ, 2013). Por outro lado, no final do século XVIII, o
Economista e Demégrafo Britanico Thomas Robert Malthus concluiu que a taxa de
crescimento da producdo de alimento era menor que a taxa de crescimento da
populacdo humana. Portanto, segundo ele, a disponibilidade de alimento seria o
principal fator limitante para o crescimento populacional humano. As predi¢cbes de
Malthus nunca foram confirmadas, pelo contrario, desde o seu livro, a populacdo
humana passou de aproximadamente 1 bilhdo para mais de 7,5 bilhdes de
habitantes. Este crescimento tem sido possivel pelo grande e continuo
desenvolvimento agricola (TAIZ, 2013), o qual tem tido um alto custo ambiental.

A manutencdo de niveis crescentes de produtividade tem passado pelo
melhoramento genético, mecanizacao, controles quimicos e énfase na monocultura.
A monocultura, apesar de aumentar a produtividade a curto prazo, € um risco para a
biodiversidade e o desenvolvimento sustentavel. Este tipo de agricultura homogeniza
0 sistema, criando um cenario favoravel para o surgimento de diferentes tipos de
praga. Em um cenario de grande explosdo populacional humana o esforco em
manter a producdo de alimentos em niveis adequados inclui o combate ao ataque
destas pragas nas plantacdes agricolas. Este combate tem focado no controle
quimico, o qual tem sido feito de forma indiscriminada e sem o devido cuidado com a
saude humana e a biodiversidade. Adicionalmente, o uso indiscriminado tem
aumentado a resisténcia das pragas (PIMENTEL, 2009), por isto, ao longo do tempo
o controle tem exigido o desenvolvimento constante de novos pesticidas, além do
aumento da concentracédo e da frequéncia de aplicacédo destes pesticidas. Assim, a
aplicagéo de pesticidas se tornou uma das principais ferramentas para o controle de
pragas e o seu uso tem crescido constantemente (JURADO et al., 2011; PRICE e
KELTON, 2011).
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Entre as pragas, insetos e plantas daninhas tém sido aquelas que causam
mais prejuizos a agricultura. No caso das ervas daninhas, ao longo do século XX
varios tipos de produtos foram utilizados para o controle destas plantas. Inicialmente,
para a remocdo da vegetacdo indesejada em quintais, patios, rodovias, linhas
férreas, etc, eram usados produtos brutos, como por exemplo, sais de rocha, minério
de arsénio triturado, creosoto, residuos de Oleo, &cido sulfurico e sais de cobre
(JURADO et al., 2011). Porém, esses produtos ndo atuavam de forma seletiva e
acabavam excluindo todas as plantas, além de permanecerem nas areas tratadas
durante longos periodos (JURADO et al., 2011).

Para fins agricolas, é importante que os herbicidas atuem de forma seletiva,
eliminando as ervas daninhas, mas mantendo a cultura de interesse. As diferencas
morfologicas (e.g. tamanho da folha; textura) e fisiologicas (e.g. capacidade ou nao
de metabolizar o herbicida) entre plantas daninhas e culturas de interesse
possibilitaram o desenvolvimento de herbicidas seletivos, o0os quais atuam
especificamente sobre as primeiras (JURADO et al., 2011).

Na década de 1940, o controle quimico seletivo comecou a ser utilizado com
0 uso do herbicida 2,4 - diclorofenoxiacético (2,4-D), o qual foi inicialmente
comercializado nos EUA (JURADO et al., 2011; OLIVEIRA JR., 2011). Este foi um
grande avan¢o na agricultura e revolucionou as praticas de controle de plantas
daninhas, aumentando a produtividade e reduzindo a mao de obra necesséria para o
seu controle (PRICE e KELTON, 2011). O herbicida 2,4-D é um herbicida seletivo e
as vantagens observadas com o0 seu uso levaram ao desenvolvimento de Vvarios
produtos para o controle quimico de plantas daninhas. Como resultado, hoje ha uma
grande variedade de opcdes para esta finalidade (MARCHI et al., 2008; JURADO el
al., 2011).

Um importante avanc¢o no controle de plantas daninhas foi o desenvolvimento
de cultivares transgénicos resistentes aos herbicidas (PRICE e KELTON, 2011).
Antes dos transgénicos resistentes, o protocolo para o desenvolvimento de um
herbicida seletivo era testar varios herbicidas sobre vérias plantas, avaliando quais
deles eram efetivos, quais plantas eram controladas e em qual cultura poderia ser
utilizado (MONQUERO, 2005). Atualmente, um caminho efetivo é a transferéncia de
genes que confere resisténcia a um determinado herbicida para as culturas de
interesse, 0 que, na pratica, tem: 1) transformado herbicidas nédo seletivos, como o

glifosato, (MONQUERO, 2005) em seletivos; e 2) permitido a aplicagéo de herbicida
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no periodo de pos-emergéncia (DILL et al., 2008; DUKE e POWLES, 2009). O
desenvolvimento de cultivares transgénicos resistentes aos herbicidas, juntamente
com outros fatores, tem contribuido para a expansdo de culturas transgénicas pelo
mundo. Por exemplo, EUA, Brasil, Argentina e Canada estdo entre os paises com
maiores areas plantadas de culturas transgénicas (DILL et al., 2008). No Brasil,
cerca de 23% de area agricola é cultivada com culturas transgénicas (WAGNER et
al., 2013; RODRIGUES et al., 2017).

Com o surgimento das culturas transgénicas houve a necessidade de
aumentar a eficacia do ingrediente ativo, permitindo que ele alcance diretamente o
local da planta onde o herbicida atua. Para isto, herbicidas n&do seletivos como o
glifosato, foram comercializados juntamente com outros ingredientes, descritos como
adjuvantes. As formulac6es comerciais dos herbicidas incluem varios adjuvantes, e o
surfactante é um dos principais, pois facilita a absor¢cdo do pesticida pela planta
(OLIVEIRA et al., 2016). A utilizacdo de surfactantes é uma estratégia relativamente
antiga, por exemplo, no final do século XIX ja se usava solu¢cdes com sab&o para
aumentar a efetividade de formulac6es com arsénico no controle de ervas daninhas
(HASEN, 2000).

Os herbicidas a base de glifosato estdo entre os mais utilizados no Mundo
(POWLES, 2008; BATTAGLIN et al., 2014) e também no Brasil, onde alcancaram
aproximadamente 200 mil toneladas comercializadas em 2014 (IBAMA, 2016). O
glifosato (N- (fosfonometil) glicina) € um herbicida néo seletivo e o principal
ingrediente ativo de varias formulac6es comercias, as quais tém sido utilizadas de
forma pds-emergente no controle de plantas daninhas em areas agricolas, urbanas
e domésticas (DUKE e POWLES, 2009; ROY et al.,, 2016; RODRIGUES et al.,
2017). O glifosato foi inicialmente desenvolvido e comercializado pela empresa
Monsanto em 1970, sendo a sua primeira formulagcdo comercial langcada nos Estados
Unidos em 1974 com o0 nome de Roundup® (GALLI et al., 2005).

A formulag&o mais conhecida e amplamente utilizada de herbicida a base de
glifosato € o Roundup®, o qual contém polioxietileno amina (POEA) como
surfactante. Apesar do POEA normalmente representar menos que 15% do
Roundup® (GIESY et al., 2000) os dados da literatura tém mostrado que a sua
presenca aumenta a toxicidade das formula¢cdes comerciais para organismos alvos e
nao alvos quando comparada com o glifosato puro (POWELL et al., 1991; GIESY et
al., 2000; TSUI e CHU, 2003; ANNETT et al., 2014; BATTAGLIN et al., 2014).
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A aplicacdo de Roundup® nas plantas é realizada através de pulverizacao
direta nas folhas. O glifosato é assimilado pelas folhas e translocado dentro do
floema (FRANZ et al., 1997). A absorcao do herbicida na planta depende da difuséo,
a qual é influenciada pelas caracteristicas da cuticula, que atua como uma barreira a
absorcdo de produtos quimicos; adicionalmente, outros fatores também sao
importantes, entre 0os quais o tamanho das goticulas e a concentragdo e o volume
pulverizados. O surfactante atua de modo a quebrar a tensdo superficial das gotas
pulverizadas, o0 que aumenta a superficie de contato da planta com o herbicida,
facilitando a penetracdo e a chegada do ingrediente ativo até o local de acédo na
planta (ANNETT et al., 2014) . O surfactante ainda confere vantagens no momento
da aplicacao tornando mais rapida a absorcéo e diminuindo as perdas ocasionadas
por chuvas apo0s a aplicacdo, adicionalmente, facilita a cobertura das superficies
hidrofébicas, como folhas ou frutos com serosidades (BOLLER et al. 2007). O
herbicida aplicado se distribui e se adere melhor, cobrindo a superficie de modo
uniforme. Em alguns casos, a adicdo de adjuvante permitiu reduzir a dose herbicida
em mais de 50%, comparativamente aquela utilizada sem adjuvante (VARGAS e
ROMAN, 2006).

Na planta, o glifosato interfere na sintese de aminoécidos aromaticos pela
inibicdo da enzima EPSPs (5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato sintase), bloqueando a
sintese metabdlica da fenilalanina, tirosina e triptofano; como resultado ha uma
reducdo da taxa fotossintética da planta (FORLANI et al., 2008). Alguns estudos
também tém mostrado que a assimilacao de Ca, Fe e Mn pode ser afetada pelo uso
de glifosato (ZOBIOLE et al., 2012; GOMES et al., 2014), interferindo nos processos
de translocacdo dentro da planta (SU et al., 2009; ZOBIOLE et al., 2012). Além
disso, o glifosato reduz a formacédo de microtibulos, retardando a divisdo celular e
formando nucleos com uma aparéncia lobulada, causando malformagfes nos
cloroplastos (CAMPBELL et al., 1976; VAUGHN e DUKE 1986).

O glifosato apresenta pouca mobilidade no solo e na agua, pois é facilmente
adsorvido no solo ou no substrato e, € primariamente degradado por bactérias
(GIESY et al., 2000). O principal produto de degradacdo do glifosato € o acido
aminometilfosfonico (AMPA). O AMPA é frequentemente encontrado em &aguas
superficiais em areas com intensa producdo agricola (COUPE et al., 2012) e
também é considerado um herbicida, pois assim como o glifosato, atua sobre a

sintese de clorofila, ampliando os efeitos indiretos do ingrediente ativo (GOMES et
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al., 2014). O tempo de degradacdo do AMPA €& maior do que o tempo de
degradacédo do glifosato e resulta em agua, diéxido de carbono e fosfato inorganico.
Como a degradacdo do AMPA é mais lenta em relacdo a degradacao do glifosato, o
AMPA é detectado com maior frequéncia no ambiente (SZEKACS e DARVAS, 2012;
BATTAGLIN et al., 2014; POIGER et al., 2017), e € considerado menos toxico que o
glifosato (BONNET et al., 2007).

Como o glifosato atua inibindo uma via de biossintese de aminoacidos
aromaticos de vegetais, os mecanismos de acdo deste composto deveriam ser
exclusivos a organismos fotossintetizantes (WILLIAMS et al., 2000; CERDEIRA et
al., 2007; ROMANO et al.,, 2008; 2009). No entanto, diversos trabalhos tém
demonstrado que o glifosato e suas formulac6es também podem ser tdxicos para
diferentes espécies animais. Inicialmente, pelo fato do glifosato ser fortemente
adsorvido pelo solo e rapidamente degradado por microrganismos, se acreditava
gue sua aplicacdo era segura e que o produto dificilmente atingiria plantas ndo alvos
ou seria escoado para ambientes aquaticos (GIESY et al., 2000; SOLOMON e
THOMPSON, 2003). No entanto, 0 uso intenso, o descuido na aplicacdo e eventos
climaticos (ventos e/ou chuvas) durante e apds a aplicagdo tém aumentado o
escoamento de herbicidas a base de glifosato para os ambientes aquaticos, onde
pode afetar os organismos, a diversidade e os processos ecossistémicos (BLASIOLI
etal., 2011; PEREZ et al., 2011; BATTAGLIN et al., 2014; MAGBANUA et al., 2016).

Além do escoamento e da lixiviacdo, herbicidas a base de glifosato podem ser
aplicados diretamente no ambiente aquatico para o controle de macréfitas. Nestes
ambientes, a aplicacdo do surfactante ndo € recomendada, por isso, formulacdes
sem a presenca de surfactantes (ex. Rodeo®) comecaram a ser desenvolvidas e
sdo utilizadas em paises da Europa, Estados Unidos e Canada (ANNETT et al.,
2014; RODRIGUEZ-GIL et al., 2017). Por outro lado, ao contrario de outros paises, a
resolucdo CONAMA n° 467 publicada em 17 de julho de 2015, que “dispde sobre
critérios para a autorizacdo de uso de produtos ou de agentes de processos fisicos,
guimicos ou biolégicos para o controle de organismos ou contaminantes em corpos
hidricos superficiais e da outras providéncias”, tornou possivel a utilizacdo de
formulacdes comercias a base de glifosato em ambiente aquéatico (POMPEQ, 2017).
Isto abriu um espaco ainda maior para o impacto de ecossistemas aquaticos por

herbicidas a base de glifosato no Brasil.
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Independentemente de ser considerado seguro ou nao e da via predominante
de chegada destes herbicidas ao meio aquatico, o fato € que herbicidas a base de
glifosato tém sido detectados em ambientes aquaticos ao redor do mundo
(BATTAGLIN et al.,, 2005; PERUZZO et al., 2008; VILLENEUVE et al.,, 2011).
Portanto, tanto processos de escoamento e lixiviagdo agricola quanto aplicacdes
diretas tém levado os herbicidas a base de glifosato aos ambientes aquaticos
(OLIVEIRA et al., 2016). Outro fato preocupante € que o glifosato ndo atinge
somente ambientes aquaticos adjacentes a areas agricolas. Herbicidas a base de
glifosato sédo frequentemente utilizados no manejo de gramados e jardins
(BATTAGLIN et al., 2014; ANNETT et al.,, 2016; POIGER et al., 2017) e por isso
podem ser encontrados em coérregos urbanos em concentracbes semelhantes
aquelas reportadas para riachos em areas agricolas (MAHLER et al., 2017).

Neste contexto, muitos estudos tém sido feitos em diferentes partes do mundo
com o objetivo de detectar casos de contaminacdo por glifosato em ambientes
aquaticos. Um estudo realizado em 51 riachos pertencentes a nove estados do
centro oeste dos Estados Unidos revelou a presenca de glifosato e AMPA em 36% e
69% das amostras estudadas, respectivamente (BATTAGLIN et al., 2005). Também
foram relatadas altas concentracdes de glifosato em riachos de florestas nos
Estados Unidos (1,24 mg/L, NEWTON et al., 1994) e nos pampas argentinos (0,7
mg/L, PERUZZO et al.,, 2008). Villeneuve et al. (2011) em uma revisdo sobre a
concentracdo de AMPA em aguas superficiais, relataram concentracdes que variam
de 0,04 a 66 mg/L no Canada, 0,02 a 41 mg/L nos Estados Unidos e 2,1 a 48,1 mg/L
na Franca. Outro estudo envolvendo riachos localizados em regibes agricolas dos
Estados Unidos mostrou que a concentracdo média de AMPA variou de 0,14 a 26
mg/L (COUPE et al., 2012).

A concentracdo maxima permitida de glifosato pela legislacdo depende de
cada pais. Nos EUA a concentracao de glifosato permitida na agua € 0,7 mg/L
(UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2009), enquanto na
Europa a concentracdo maxima do herbicida é 0,0001 mg/L (CONSIL OF THE
EUROPEAN UNION, 1998). No Brasil, foi estabelecido pela resolugao n°357/05 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente que a concentragdo maxima de glifosato
permitida na agua doce destinada ao consumo humano corresponde a 0,065 mg/L,
ja a 4gua doce destinada a irrigacdo e ao consumo animal corresponde a 0,28 mg/L
(CONAMA, 2005). O Ministério da Saude, na portaria n° 2914 publicada em 2011,
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determina que a concentracdo maxima permitida de glifosato e AMPA na agua
potavel é de 0,5 mg/L (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Os invertebrados aquéticos podem ser bons modelos para testar os efeitos de
herbicidas sobre os ecossistemas aquaticos, ja que habitam estes ambientes por
longos periodos e conectam 0s recursos basais com niveis mais elevados na cadeia
alimentar. Alguns estudos ecotoxicolégicos utilizando invertebrados relatam baixa
sensibilidade desses organismos ao glifosato. Por exemplo, os valores de ClLsg
(concentracdo que causa morte de metade dos individuos da populacao) obtidos em
tratamentos com glifosato para espécies do zooplancton variaram de 49,3 mg/L para
0 copépode marinho Acartia tonsa a 415 mg/L para o cladécera Ceriodaphnia dubia
(TSUI e CHU, 2003). Por outro lado, outros dois estudos envolvendo o gastrépoda
Pseudosuccinea columella, relataram efeitos significativos mesmo em baixas
concentracbes de glifosato (0,1, 1 e 10 mg/L). As concentracdes de 1 mg/L
aumentaram o crescimento na terceira geracdo de caramujos, ja as concentracdes
de 0,1 e 10 mg/L provocaram uma inibicdo da ecloséo de ovos, anormalidades e
poliembrionia (TATE et al., 1997). Os mesmos autores observaram diferengas
significativas no metabolismo de Pseudosuccinea columela, sendo que as
concentracdes de glifosato de 0,1 mg/L induziram aumento de cerca de 2 vezes em
cinco aminoacidos livres (TATE et al., 2000).

Além dos efeitos negativos de herbicidas a base de glifosato observados, por
exemplo, em parametros como sobrevivéncia, mobilidade, predacdo e abundéancia
de espécies, sdo relatados também efeitos fisiolégicos como alteracdes bioquimicas
em vertebrados e invertebrados. Dentre estes, a inibicdo da atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE), que degrada um neurotrnsmissor liberado nas fendas
sinapticas, ja foi observada em peixes (CATTANEO et al.,, 2011) e em anfibios
(LAJMANOVICH et al.,, 2010), e pode estar relacionada aos efeitos crénicos de
herbicidas a base de glifosato observados em Chironomus xanthus pelos autores
Ferreira-junior et al. (2017). Em um estudo que avaliou o potencial de bioacumulag&o
do herbicida glifosato e seu produto de comercializagdo Roundup Ultra, Contardo-
Jara et al. (2009) observaram efeitos fisiologicos no verme Lumbriculus variegatus,
como 0 aumento significativo na atividade da enzima antioxidante superoxido
dismutase em concentracdes de 0,05 e 0,1 mg/L de glifosato, indicando estresse

oxidativo .
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Um resultado comum nas avaliagbes do efeito de herbicidas a base de
glifosato em animais é a amplificacdo do efeito negativo quando usadas as
formulagcbes comerciais. Estudos realizados por Tsui e Chu (2004) mostraram que o
Roundup® apresentou entre 3 a 76 vezes maior toxicidade do que o glifosato
técnico. Outros estudos mostraram que o surfactante (POEA) utilizado nas
formulagbes comerciais foi ainda mais toéxico para invertebrados do que o glifosato
técnico e o proprio Roundup®. Por exemplo, Folmar et al. (1979) relataram que a
toxicidade de POEA sobre larvas de Chironomus plumosus foi aproximadamente 1,4
vezes maior do que a de Roundup®. Valores mais elevados foram relatados por
Servizi et al. (1987) e Tsui e Chu (2003), os quais mostraram que o efeito téxico do
POEA foi de 3 a 5 vezes maior do que Roundup®.

Diante do exposto, consideramos fundamental testar os efeitos de herbicidas
a base de glifosato sobre diferentes organismos e ecossistemas aquaticos, uma vez
gque o0 uso destes pesticidas tem aumentado a cada dia. Para isso, fizemos
experimentos utilizando quatro espécies de invertebrados que ocupam diferentes
compartimentos aquaticos, plésuton (Limnogonus spp.), néuston (Notonectidae sp.)

e bénton (Chironomus inquinatus).

OBJETIVO GERAL

Considerando que herbicidas a base de glifosato podem atingir o ambiente
aguatico de vérias formas e causar efeitos negativos na estrutura de comunidades,
fisiologia e desenvolvimento dos organismos aquaticos, além de alterar a ciclagem
de nutrientes e 0s processos ecossistémicos, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos negativos de herbicidas a base de glifosato, por meio de testes crénicos e
agudos, sobre a sobrevivéncia de insetos que ocupam diferentes compartimentos

aguaticos.
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RESUMO

Avaliar os efeitos de herbicidas sobre a fauna aquética é crucial para melhorar a
nossa compreensao do impacto dessas substancias sobre a diversidade e ecologia
dos ecossistemas aquaticos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos cronicos e agudos de herbicidas a base de glifosato sobre a sobrevivéncia e
o tempo de captura de presa em duas espécies de Limnogonus (Hteroptera:
Gerromorpha: Gerridae). Os resultados mostram que o glifosato técnico ndo afetou
negativamente de forma significativa a sobrevivéncia de Limnogonus spp. J& o
Roundup® afetaou significativamente a sobrevivéncia das duas espécies de
Limnogonus. Estes resultados sugerem que o surfactante pode ser o responsavel
pelos efeitos negativos do Roundup®, uma vez que a diminuicdo da tensao
superficial pode dificultar a sustentacdo e a locomocao, diminuir a efetividade dos
pelos hidrofébicos e comprometer os espirdculos de Limnogonus spp. Além da
sobrevivéncia, o efeito negativo do Roundup® também foi refletido pela maior
dificuldade de captura de presas de individuos de Limnogonus spp. expostos a este
herbicida. Nossos resultados mostram que, apesar destes herbicidas serem
direcionados ao controle de ervas daninhas, eles também causam efeitos negativos
sobre a fauna de insetos aquaticos. Portanto, o0 monitoramento da biota aquéatica em
areas agricolas sujeitas a aplicacdo de herbicidas é fundamental. Os dados
coletados nestes monitoramentos podem fornecer subsidios para o estabelecimento
de controles e regras que minimizem os impactos negativos destes herbicidas sobre

0S ecossistemas aquaticos.

Palavras-chave: Pesticidas, toxicidade, invertebrados aquaticos, gerridae.
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INTRODUCAO

Atualmente, a populagdo humana passa de 7 bilhdes de habitantes e produzir
alimento para uma populacéo deste tamanho é um grande desafio. Este desafio tem
sido alcancado com um grande desenvolvimento agricola e tem como consequéncia
um alto custo ambiental (TAIZ, 2013). Para aumentar a produtividade, novos
cultivares tém sido produzidos, novas variantes modificadas geneticamente tém sido
desenvolvidas, a monocultura tem sido enfatizada, novas fronteiras agricolas tem
sido abertas e novas substancias toxicas tém sido produzidas. Como consequéncia
da énfase em monocultura, um dos principais problemas na agricultura moderna € o
surgimento de pragas. Para o controle destas pragas, uma grande variedade de
substancias é aplicada nos sistemas agricolas, principalmente para o controle de
insetos e plantas daninhas (JURADO et al., 2011; PRICE e KELTON, 2011).

Entre as pragas, as plantas daninhas tém sido um grande problema para os
agriculturores, os quais, nos ultimos anos tém investido em herbicidas cada vez mais
poderosos. Neste contexto, o século XX foi marcado pelo desenvolvimento de
diferentes tipos de herbicidas. No inicio do século XX, os herbicidas eram produtos
brutos, como por exemplo, sais de rocha, minério de arsénio triturado, creosoto,
residuos de Oleo, acido sulfurico e sais de cobre (JURADO et al., 2011), que
atuavam de maneira ndo seletiva. Por outro lado, o uso de herbicidas ndo seletivos
nao € vantajoso na agricultura, uma vez que, além de controlar as plantas daninhas,
também afetam negativamente a cultura de interesse. Por isso, ao longo do século
XX, herbicidas seletivos foram criados e novas estratégias de controle foram
desenvolvidos (JURADO et al., 2011).

O primeiro herbicida seletivo foi 2,4—diclorofenoxiacético, o qual foi
desenvolvido no inicio da década de 1940, e comecou a ser comercializado nos
EUA (JURADO et al., 2011; OLIVEIRA JR., 2011). Este foi um grande avanc¢o na
agricultura e revolucionou as praticas de controle de plantas daninhas, aumentando
a produtividade e reduzindo a méo de obra necessaria para o seu controle (PRICE e
KELTON, 2011). O desenvolvimento do herbicida 2,4—diclorofenoxiacético foi o
primeiro passo para o desenvolvimento de uma grande variedade de herbicidas e
estratégias para o controle de plantas daninhas (MARCHI et al., 2008; JURADO el
al., 2011).
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Um outro avanco importante no controle de plantas daninhas foi o
desenvolvimento de cultivares transgénicos resistentes aos herbicidas (PRICE e
KELTON, 2011). Na pratica, o surgimento de cultivares resistentes transformaram
herbicidas ndo seletivos, como o glifosato, em seletivos. Entre os herbicidas mais
comuns atualmente, aqueles a base de glifosato sdo os mais utilizados no Mundo
(POWLES, 2008; BATTAGLIN et al., 2014) e também no Brasil, onde alcancaram
aproximadamente 200 mil toneladas comercializadas em 2014 (IBAMA, 2016). O
glifosato (N- (fosfonometil) glicina) € um herbicida n&o seletivo e o principal
ingrediente ativo de varias formulagbes comercias, as quais tém sido utilizadas de
forma pos-emergente no controle de plantas daninhas em areas agricolas, urbanas
e domeésticas (DUKE e POWLES, 2008; ROY et al.,, 2016; RODRIGUES et al.,
2017). O glifosato foi inicialmente desenvolvido e comercializado pela empresa
Monsanto em 1970, sendo a sua primeira formulacdo comercial lancada nos Estados
Unidos em 1974 com o0 nome de Roundup® (GALLI et al., 2005).

As formulacdes comerciais dos herbicidas incluem varios adjuvantes, os quais
tém como objetivo aumentar a eficiéncia do ingrediente ativo. Neste contexto, ainda
hoje, a formulacdo mais conhecida e amplamente utilizada de herbicidas a base de
glifosato é o Roundup®, que contém polioxietileno amina (POEA) como surfactante.
Apesar do POEA normalmente representar menos que 15% do Roundup® (GIESY
et al., 2000), os dados da literatura tém mostrado que a sua presenca aumenta a
toxicidade das formulagdes comerciais para organismos alvos e ndo alvos quando
comparada com o glifosato puro (POWELL et al., 1991; GIESY et al., 2000; TSUI e
CHU, 2003; ANNETT et al., 2014; BATTAGLIN et al., 2014). O surfactante atua de
modo a quebrar a tensdo superficial das gotas pulverizadas, o que aumenta a
superficie de contato da planta com o herbicida, facilitando a penetracdo e a
chegada do ingrediente ativo até o local de acédo na planta (ANNETT et al., 2014).

Na planta, o glifosato atua inibindo uma via de biossintese de aminoécidos
aromaticos de vegetais, reduzindo a fotossintese. Por isto, 0s mecanismos de acdo
deste composto deveriam ser exclusivos a organismos fotossintetizantes (WILLIAMS
et al.,, 2000; CERDEIRA et al., 2007; ROMANO et al., 2008; 2009). Isto, tornaria o
uso de produtos a base de glifosato seguro para os organismos aquaticos. No
entanto, diversos trabalhos tém demonstrado que o glifosato e suas formulacdes
também podem ser téxicos para diferentes espécies animais. Este herbicida, tem

chegado aos ambientes aquaticos através de escoamento, ou em alguns casos, Sao
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aplicados diretamente nos sistemas aquaticos para o controle de macrofitas. Nestes
ambientes, os herbicidas a base de glifosato podem afetar os organismos, a
diversidade e os processos ecossistémicos (BLASIOLI et al., 2011; PEREZ et al.,
2011; BATTAGLIN et al., 2014; MAGBANUA et al., 2016).

A concentracdo maxima permitida de glifosato pela legislacdo depende de
cada pais. Nos EUA a concentracdo de glifosato permitida na 4gua € 0,7 mg/L
(UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2009), enquanto na
Europa a concentracdo maxima isolada do herbicida é 0,0001 mg/L (CONSIL OF
THE EUROPEAN UNION, 1998). No Brasil, foi estabelecido pela resolucdo n°357/05
do Conselho Nacional do Meio Ambiente que a concentracdo maxima de glifosato
permitida na agua doce destinada ao consumo humano corresponde a 0,065 mg/L,
ja a agua doce destinada a irrigacdo e ao consumo animal corresponde a 0,28 mg/L
(CONAMA, 2005). Ja o Ministério da Saude, na portaria n° 2914 publicada em 2011,
determina que a concentracdo maxima permitida de glifosato e AMPA na agua
potavel é de 0,5 mg/L (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Invertebrados aquaticos sdo muito utiizados em estudos de
biomonitoramento e ensaios ecotoxicologicos, pois habitam estes ambientes por
longos periodos e conectam os recursos basais com niveis mais elevados na cadeia
alimentar. Diante do exposto, consideramos fundamental testar os efeitos de
herbicidas a base de glifosato sobre diferentes organismos e ecossistemas
aguaticos, uma vez que a agricultura é uma das principais bases da economia do
Brasil e 0 uso destes pesticidas tem aumentando a cada dia. Para isso, fizemos
experimentos utilizando duas espécies de insetos pleusténicos (Limnogonus spp.)
com o objetivo de testar as seguintes expectativas: 1) se o principio ativo (glifosato)
afetar a sobrevivéncia dos organismos estudados, esperamos que tanto o efeito do
glifosato técnico quanto do Roundup® sejam significativos; 2) se o surfactante
ampliar o efeito negativo do herbicida sobre os organismos estudados, esperamos
gue os efeitos do glifosato técnico sejam menores do que os efeitos do Roundup®;
3) se 0 Roundup® exercer maior efeito negativo, devido a presenga do sufarctante,
sobre os organismos estudados, esperamos que atributos importante para a

sobrevivéncia, como a capacidade de obter alimentos, sejam afetados.
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OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos de glifosato técnico e seu
principal produto de comercializacdo, Roundup®, sobre a sobrevivéncia e o tepo de
captura de presa em duas espécies de organismos pleustonicos (Limnogonus

profugos e Limnogonus aduncus), os quais dependem da tenséo superficial.

MATERIAIS E METODOS

Organismos teste

Para a realizacéo dos testes foram utilizados duas espécies de Limnogonus.
Os efeitos de dois herbicidas foram testados nesse estudo: Roundup® e glifosato
técnico. O género Limnogonus (Heteroptera: Gerromorpha: Gerridae) é encontrado
em locais de aguas calmas (ANDERSEN, 1982). Habitam a agua superficial
(pleustdnicos) e se alimentam principalmente de insetos que caem na agua. Estes
insetos possuem movimentos rapidos de deslocamento na superficie da agua. Os
testes foram realizados com duas espécies do género: Limnogonus profugos e
Limnogonus aduncus. As duas espécies foram mantidas em laboratério (em
temperatura ambiente) onde se estabeleceu uma criagdo para os testes. A criagcéo
foi iniciada a partir de espécimes adultos de Limnogonus profugos coletados na
regido Sudoeste do Estado de Goids (BR) e de Limnogonus aduncus coletados na
regido Oeste do Estado de Sao Paulo (BR).

Sobrevivéncia: testes cronicos

Delineamento experimental

Os adultos de Limnogonus spp. foram coletados e levados ao laboratério,
onde foi estabelecida a criacdo. Para a realizacdo dos testes 10 casais foram
separados em recipientes plasticos contendo &gua para obtencdo de ovos.
Aproximadamente uma semana depois, todos os recipientes continham ovos. Para
cada concentracdo testada foram feitas 10 réplicas contendo 200 ml de solugéo

(agua desclorificada e herbicida) e trés ovos. Aléem dos tratamentos, utilizamos um
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grupo controle contendo 10 réplicas (apenas agua desclorificada). Os testes com
glifosato técnico foram repetidos da mesma forma descrita acima,
concomitantemente ao teste com Roundup®.

Para testar o efeito significativo de glifosato técnico as seguintes
concentracbes foram testadas 0,28, 3,5 e 6,0 mg/L. Essas concentracdes foram
escolhidas considerando os seguintes critérios: (1) a concentracdo maxima para
irrigacdo e consumo animal permitida pela legislacdo brasileira (0,28 mg/L)
(CONAMA, 2005); (2) a concentracdo recomendada para o controle de pragas (3,5
mg/L) (VERA et al., 2012); e (3) a maior concentracéo registrada em um ambiente
aguatico natural (6,0 mg/L) (EDWARDS et al., 1980). Para manter a mesma
concentragcdo de herbicida o meio foi trocado a cada dois dias até o ultimo dia do
experimento. A partir da eclosdo dos ovos, a cada troca de solucdo os invertebrados
foram alimentados com outros insetos, bem como foi realizada a contagem dos
individuos mortos no periodo.

No caso de Roundup®, usamos concentracdes de exposicdo baseadas em
valores de &acido equivalente (a.e.) das concentracfes testadas para o glifosato
técnico, ou seja, 0,28, 3,5 e 6,0 mg a.e./L. Para isso adicionamos 1,5 yL de herbicida
a 2000 ml de agua para obter uma concentragao inicial de 0,28 mg a.e./L; 19,4 pyL
para obter uma concentracao inicial de 3,5 mg a.e./L e 33,3 pyL para obter uma
concentracéo inicial de 6,0 mg a.e./L.

A preparacdo das concentracbes de exposicdo e 0s ensaios de toxicidade
para os herbicidas a base de glifosato foram efetuados de acordo com as
orientacbes da Organizacdo de Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico
(OECD/OCDE) para o ensaio de produtos quimicos 221 (OECD/OCDE, 2011). Os
procedimentos de exposi¢do descritos nestas orientacdes, embora propostos para

Chironomus riparius também se aplicam a outros insetos.

Andlises estatisticas

Os efeitos dos diferentes tipos e concentracfes dos herbicidas a base de
glifosato sobre a sobrevivéncia foram avaliados utilizando o método de Kaplan-Meier
e o teste de log-rank (LEE e WANG, 2003). Estes métodos sao baseados no tempo
de duracdo até que um ou mais eventos ocorram, como a morte de um individuo.

Quando o efeito, segundo o teste de log-rank, foi significativo, foi usado o teste de
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comparacdes multiplas de Holm-Sidak. As analises foram realizadas usando o

software SigmaPlot 11.0 (Systat Software).

Sobrevivéncia: testes agudos

Delineamento experimental

Os testes agudos foram realizados com individuos imaturos e adultos. Devido
ao fato do glifosato técnico ndo ter apresentado efeito toxico significativo para
Limnogonus spp., no teste crénico, optamos por testar o efeito agudo somente do
Roundup®. Testes preliminares, utilizando como ponto de partida as concentracdes
ja conhecidas e utilizadas nos testes crénicos, foram realizados para determinar as
concentracfes utilizadas no teste agudo. Para calcular a CLsy foram testadas as
concentracbes 0,31, 0,62, 1,25, 2,5, 5, 10, 20, 40 e 80 mg a.e./L para os imaturos, e
as concentracdes 0,003, 0,0075, 0, 018, 0,046, 011, 0,29 e 0,73 mg a.e./L para os
adultos.

Para cada tratamento, foram feitas trés réplicas contendo seis insetos cada,
totalizando 18 insetos por tratamento. Cada réplica continha 200 ml de solucéo
(agua desclorificada e herbicida). Ao final de 96 h a mortalidade foi estimada.
Durante o periodo, os insetos foram alimentados a cada 24 horas para evitar a
mortalidade por privacdo de alimento. O mesmo procedimento foi realizado para os
insetos imaturos e adultos.

A preparacdo das concentragbes de exposicdo utilizadas nos ensaios de
toxicidade para os herbicidas a base de glifosato foi efetuada de acordo com as
orientacbes da Organizacdo de Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico
(OECD/OCDE) para o ensaio de produtos quimicos 221 (OECD/OCDE, 2011). Os
procedimentos de exposi¢cado descritos nestas orientagbes, embora propostos para

Chironomus riparius também se aplicam a outros insetos.

Andlises estatisticas

A concentracdo de herbicidas a base de glifosato que provoca 50% de
mortalidade (CLsp) em 96 horas foi avaliada para Limnogonus spp. A CLso foi

estimada utilizando uma analise Probit (FINNEY, 1952) e foi realizada no programa
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Excel. Os resultados foram apresentados em graficos de dispersdo (Scatterplot)

feitos no programa Statistica 7.0.

Tempo de captura de presa

Em virtude do glifosato ndo ter apresentado efeito toxico para as espécies de
Limnogonus spp. no experimento crénico, optamos por testar somente os efeitos do

herbicida Roundup® no processo de captura de presa.

Delineamento experimental

Neste experimento foram testadas apenas a concentracao intermediaria e a
concentracdo mais alta (3,5 e 6,0 mg a.e./L), além do grupo controle O teste foi
realizado de duas formas: com insetos previamente submetidos ao efeito de
Roundup® (insetos do teste crbnico) e insetos que nao tiveram contato prévio com
Roundup® (insetos da criacdo controle). Primeiro nos retiramos um individuo
imaturo de cada réplica das concentracdes 3,5 e 6,0 mg a.e./L do teste crbénico (10
réplicas = 10 insetos imaturos) e colocamos em recipientes contendo 200 ml de
adgua desclorificada e a concentracdo a ser testada (3,5 e 6,0 mg a.e./lL).
Posteriormente, foi adicionada a presa (insetos recentemente mortos) e
cronometrado o tempo de captura de presa, com tolerdncia de 3 minutos, sendo
considerado o tempo maximo se ndo houve a captura. Este procedimento foi
realizado no mesmo dia com todas as réplicas. O segundo teste de captura de presa
foi realizado com os insetos que n&do foram previamente submetidos ao efeito de
Roundup®, ou seja, insetos da criagdo controle. O procedimento para a realizacao

do teste foi 0 mesmo descrito acima.

Analises estatisticas

Os testes de captura de presa foram avaliados considerando uma analise nao
paramétrica Kruskal-Wallis (COOK e WHEATER, 2005). Posteriormente, diferencas
significativas entre o controle e os tratamentos foram avaliadas pelo teste de
comparacdes multiplas (Teste de Tukey, COOK e WHEATER, 2005).
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RESULTADOS

Sobrevivéncia: testes crbnicos

As curvas de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) de Limnogonus profugos expostos
de forma cronica aos herbicidas testados séo apresentadas nas Figuras 1 (expostos
ao Roundup®) e Figura 2 (expostos ao glifosato técnico). O glifosato técnico ndo
apresentou efeito significativo sobre a sobrevivéncia de Limnogonus profugos (Teste
de log-rank, p>0,05). Ja o Roundup® apresentou efeito significativo sobre a
sobrevivéncia (Teste de log-rank, p<0,05). Neste caso, o controle diferiu de todas as
concentracOes testadas (Teste de Holm-Sidak, p<0,05, Tabela 1). No entanto, ndo
houve diferenca significativa entre as concentracdes testadas (Teste de Holm-Sidak,
p>0,05, Tabela 1). Com 80 dias de experimento, praticamente todos os individuos ja
haviam morrido nos tratamentos com Roundup® (100% de mortalidade nas
concentracdes de 0,28 mg a.e./L e 6,0 mg a.e./L; e 99% na concentragao de 3,5 mg
a.e./L), por outro lado apenas 29% havia morrido no controle (Figura 1).

As curvas de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) de Limnogonus aduncus expostos
de forma cronica aos herbicidas testados séo apresentadas nas Figuras 3 (expostos
ao Roundup®) e Figura 4 (expostos ao glifosato técnico). Para Limnogonus
aduncus, o glifosato técnico também né&o afetou significativamente a sobrevivéncia
(Teste de log-rank, p>0,05). Por outro lado, 0 Roundup® afetou significativamente a
sobrevivéncia da espécie (Teste de log-rank, p<0,05). O controle diferiu de todas as
concentracOes testadas (Teste de Holm-Sidak, p<0,05, Tabela 2), adicionalmente, a
sobrevivéncia de Limnogonus aduncus expostos de forma cronica ao Roundup®
diferiu entre as concentracbes de 0,28 mg a.e./L e 6,0 mg a.e./L e entre 3,5 mg
a.e./L e 6,0 mg a.e./L (Teste de Holm-Sidak, p>0,05, Tabela 2). Com 48 dias de
experimento, o ultimo individuo exposto ao Roundup® na concentracdo 0,28 mg
a.e./L morreu, sendo que todos os insetos expostos as concentragées 3,5 mg a.e./L
e 6,0 mg a.e./L ja haviam morrido, 46 e 33 dias, respectivamente. No mesmo

periodo, para o grupo controle a sobrevivéncia da populagéo foi de 33% (Figura 3).
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Figura 1. Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier com a porcentagem de sobrevivéncia da populacéo
de Limnogonus profugos em relacdo aos dias de exposi¢do cronica ao herbicida Roundup®.
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Figura 2. Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier com a porcentagem de sobrevivéncia da populacio

de Limnogonus profugos em relagdo aos dias de exposicéo cronica ao herbicida glifosato técnico.
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Tabela 1. Comparacdes Mdltiplas (método Holm-Sidak) para as concentracbes testadas de
Roundup® para Limnogonus profugos.

Comparacdes Valor de p

Controle x 0,28 mg a.e./L p <0,001
Controle x 3,5 mg a.e./L p <0,001
Controle x 6,0 mg a.e./L p < 0,001
0,28 mg a.e./Lx 3,5mg a.e./L p=0,818
0,28 mg a.e./L x 6,0 mg a.e./L p =0,823
3,5mga.e./L x6,0 mga.e./L p=0,934
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Figura 3. Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier com a porcentagem de sobrevivéncia da populacao

de Limnogonus aduncus em relacdo aos dias de exposicdo crénica ao herbicida Roundup®.
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Figura 4. Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier com a porcentagem de sobrevivéncia da populagéo
de Limnogonus aduncus em relacdo aos dias de exposicao crénica ao herbicida glifosato técnico.

Tabela 2. Comparaces Mdltiplas (método Holm-Sidak) para as concentracbes testadas de
Roundup® para Limnogonus aduncus.

Comparacdes Valor de p

Controle x 0,28 mg a.e./L p < 0,001
Controle x 3,5 mg a.e./L p = 0,002
Controle x 6,0 mg a.e./L p <0,001
0,28 mg a.e./Lx3,5mga.e./L p = 0,965
0,28 mg a.e./L x 6,0 mg a.e./L p =0,038

3,5mg a.e./L x6,0 mga.e./L p = 0,004
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Sobrevivéncia: testes agudos

Os adultos mostraram ser mais sensiveis a aplicacdo de Roundup® do que os
imaturos, uma vez que, concentracfes muito menores do que as testadas em
imaturos provocou mortalidade dos adultos. O valor de CLsy para os imaturos de
Limnogonus profugos foi de 21,37 mg a.e./L e para os adultos foi de 0,0057 mg
a.e./L. A menor concentracao testada para os imaturos (0,31 mg a.e./L) provocou
mortalidade de 16% da populacéo, ja as concentracdes acima de 20 mg/L (20, 40 e
80 mg a.e./L) provocaram mortalidade de mais de 50% da populacédo (Figura 5).
Para os adultos as concentracdes mais baixas testadas (0,003 e 0,0075 mg a.e./L)
causaram mortalidade de mais de 60% da populacdo apdés 96 h, ja as maiores
concentracfes utilizadas (0,11, 0,29 e 0,73 mg a.e./L) provocaram mortalidade de
100% dos individuos (Figura 6).

No caso de Limnogonus aduncus, a CLsg dos imaturos foi de 1,33 mg a.e./L e
dos adultos 0,0023 mg a.e./L. A menor concentracdo testada para os imaturos (0,31
mg a.e./L) provocou mortalidade de 38,8% da populacdo, ja as maiores
concentracdes (20, 40 e 80 mg a.e./L) provocaram mortalidade de mais de 50% da
populacao (Figura 7). Para os adultos, as menores concentracfes testadas (0,003 e
0,0075 mg a.e./L) provocaram mortalidade de mais de 60% da populacdo e as
maiores concentracdes (0,11, 0,29 e 0,73 mg a.e./L) provocaram mortalidade de

100% da populacéo (Figura 8).
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Figura 5. Média da mortalidade para imaturos de Limnogonus profugos para cada tratamento ap6s 96

horas de exposi¢cédo ao Roundup®.
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Figura 6. Média da mortalidade para adultos de Limnogonus profugos para cada tratamento apos 96

horas de exposicdo ao Roundup®.
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Figura 7. Média da mortalidade para imaturos de Limnogonus aduncus para cada tratamento apés 96

horas de exposi¢cédo ao Roundup®.

120

110

100

o
o

80

70

Média da mortalidade (%)

60 had

50
-4 00 01 02 03 04 05 06 07 08

Tratamentos (mg a.e./L)

Figura 8. Média da mortalidade para adultos de Limnogonus aduncus para cada tratamento apos 96

horas de exposicdo ao Roundup®.
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Tempo de captura de presa

O Roundup® afetou significativamente o tempo de a captura de presa em
Limnogonus profugos (Kruskal-Wallis, p<0,05), tanto para individuos criados desde o
ovo na presenca deste herbicida (Figura 9) quanto para aqueles criados em
condicdes controle (Figura 10). No caso dos individuos criados na presenca de
Roundup® desde o ovo, o controle diferiu das concentracdes (Tukey, p<0,05, Tabela
3). Por outro lado, as concentracfes nao foram significativamente diferentes entre si
(Tukey, p>0,05, Tabela 3). No caso dos individuos criados em condi¢cdes controle
antes do experimento, o tempo de captura de presa do controle foi similar aquele
observado na concentracdo de 3,5 mg a.e./L de Roundup® (Tukey, p>0,05, Tabela
4) e diferente daquele observado na concentracédo de 6,0 mg a.e./L (Tukey, p<0,05,
Tabela 4).

O Roundup® também afetou significativamente o tempo de captura de presa
em Limnogonus aduncus (Kruskal-Wallis, p<0,05), mas apenas para agueles
individuos criados desde o0 ovo na presenca deste herbicida (Figurall). Neste caso,
o tempo de captura em um cenario sem o Roundup® foi menor do que em um
cenario com a concentracao de 6,0 mg a.e./L (Tukey, p<0,05, Tabela 5). No caso
dos individuos criados em condi¢des controle (Figura 12) o herbicida ndo afetou
significativamente o tempo de captura de presa (Kruskal-Wallis, p>0,05; Tabela 6)
(Figura 12).
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Figura 9. Tempo de captura de presa para Limnogonus profugos para cada tratamento (insetos

criados desde o ovo na presenca do herbicida Roundup®).
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Figura 10. Tempo de captura de presa para Limnogonus profugos para cada tratamento (insetos da

criacdo, submetidos ao efeito de Roundup® somente na hora do teste).
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Tabela 3. Comparacg6es multiplas para o tempo de captura de presas de Limnogonus profugos (Teste
de Tukey) entre o controle e os tratamentos (insetos criados desde o ovo na presenca do herbicida

Roundup).

Comparacoes Valor de p

Controle x 3,5 mg a.e./L p =0,044
Controle x 6,0 mg a.e./L p = 0,002
3,5mga.e./Lx 6,0 mga.e./L p =1,000

Tabela 4. Comparac¢des multiplas para o tempo de captura de presas de Limnogonus profugos (Teste
de Tukey) entre o controle e os tratamentos (insetos da criacdo, submetidos ao efeito de Roundup®

somente na hora do teste).

Comparacgoes Valor de p

Controle x 3,5 mg a.e./L p =1,000
Controle x 6,0 mg a.e./L p =0,018
3,5mga.e./Lx 6,0 mga.e./L p =0,032
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Figura 11. Tempo de captura de presa para Limnogonus aduncus para cada tratamento (insetos

criados desde o ovo na presenca do herbicida Roundup®).
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Figura 12. . Tempo de captura de presa para Limnogonus aduncus para cada tratamento (insetos da

criacdo, submetidos ao efeito de Roundup® somente na hora do teste).
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Tabela 5. Comparag6es multiplas para o tempo de captura de presas de Limnogonus aduncus (Teste
de Tukey) entre o controle e os tratamentos (insetos criados desde o ovo na presenca do herbicida
Roundup®).

Comparacoes Valor de p

Controle x 3,5 mg a.e./L p =0,727
Controle x 6,0 mg a.e./L p = 0,047
3,5mga.e./Lx 6,0 mga.e./L p = 0,640

Tabela 6. Comparac8es multiplas para o tempo de captura de presas de Limnogonus aduncus (Teste
de Tukey) entre o controle e os tratamentos (insetos da criacdo, submetidos ao efeito de Roundup®

somente na hora do teste).

Comparacgdes Valor de p

Controle x 3,5 mg a.e./L p=0,475
Controle x 6,0 mg a.e./L p =0,142
3,5mga.e./Lx 6,0 mga.e./L p =1,000
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DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que herbicidas a base de
glifosato causam efeitos negativos sobre as espécies estudadas e, a intensidade
destes efeitos esta diretamente relacionada ao tipo de herbicida. Aqui, o glifosato
nao afetou significativamente a sobrevivéncia de Limnogonus spp. Por outro lado, o
Roundup® apresentou efeito significativo sobre a sobrevivéncia e sobre o tempo de
predacdo. Na maioria dos casos a toxidade do glifosato técnico sobre os animais
aguaticos € menor do que a toxicidade das formulacBes comerciais (ANNETT et al.,
2014). De fato, 0s nossos resultados também mostraram que as espécies estudadas
apresentaram baixa sensibilidade ao glifosato técnico quando comparado ao
Roundup®.

Apesar de muitos trabalhos sugerirem que o glifosato € ambientalmente
seguro, varios estudos mostram que as formulagbes comerciais (ex. Roundup®,
Faena®) podem ser muito prejudiciais para os animais aquaticos (ANNETT et al,
2014). Além do glifosato, a maioria destas formulacdes também contém adjuvantes
para aumentar a eficacia do produto. A maior parte dos adjuvantes séao surfactantes
adicionados ao ingrediente ativo para facilitar a absorgéo do herbicida nos tecidos da
planta (PEREZ et al., 2011). Além de otimizar a absorcéo do glifosato, o surfactante
€ apontado como responsavel pelo aumento da toxicidade da formulacdo comercial
(POWELL et al., 1991; GIESY et al., 2000; TSUI e CHU, 2003; SZEKACS e
DARVAS, 2012; BATTAGLIN et al., 2014). Efetivamente, a toxicidade relativamente
baixa do principio ativo contribui pouco para a toxicidade total do produto de
comercializacdo. Consequentemente, em alguns casos, o produto formulado é mais
téxico do que o ingrediente ativo, particularmente para organismos aquaticos (TSUI
e CHU 2003).

O principal surfactante usado nestas formulagBes é o polioxietileno amina
(POEA), o qual é considerado ainda mais toxico que o proprio Roundup® para as
espécies aquaticas (BRADBERRY et al., 2004; PEREZ et al, 2011; NAVARRO e
MARTINEZ, 2014). Formar et al. (1979) foram os primeiros a demonstrar os efeitos
negativos do surfactante POEA sobre a fauna de organismos aquaticos.
Adicionalmente, eles relataram que o surfactante presente na formulagcdo comercial
Roundup® ndo apenas aumentou a atividade biolégica do glifosato, como também

foi o agente téxico primario nos experimentos com Roundup®. Nesse contexto, um
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estudo com o crustaceo Ceriodaphnia dubia encontrou valores de concentracéo letal
(CLsp) de 5,39 mg a.e./L para Roundup® e 1,15 mg/L para o surfactante POEA
(TSUI e CHU, 2003). Os autores ainda avaliaram a CLsy para outro crustaceo,
Arcatia tonsa, e encontraram valores ainda menores, sendo 1,77 mg a.e./L para
Roundup® e 0,57 mg/L para POEA. Outro estudo onde os autores avaliaram a
toxicidade letal de trés tipos do surfactante POEA em Daphnia magma encontrou
valores extremamente toxicos, ClLso 0,85, 0,18 e 0,097 mg/L (BRAUSCH et al.,
2007). Eles ainda relataram que o surfactante foi responsavel por inibir o
crescimento do crustaceo, colocando em risco a capacidade de reproducdo da
espécie.

Em sua reviséo sobre os efeitos de herbicidas a base de glifosato Geisy et al.
(2000) reporta valores de CLso para o peixe Bluegill (Lepomis macrochirus) variando
entre 5,8 a 16,1 mg a.e./L de Roundup®, 24 a 120 mg/L para o glifosato e 1,3 a 3,0
mg/L para o POEA. Ja para o salmdo (Oncorhynchus tshawytscha) valores de CLsg
variam de 20 a 27 mg a.e./L para o Roundup®, 30 mg/L para o glifosato e 2,8 mg/L
para 0 POEA. Os nossos resultados também véo nesta direcdo, mostrando
claramente que o efeito negativo do Roundup® sobre as espécies estudadas € muito
maior do que o efeito do glifosato técnico, o qual ndo afetou significativamente a
sobrevivéncia dos organismos estudados. Portanto, os efeitos do Roundup®
observados aqui e em outros trabalhos (TSUI e CHU, 2004; RELYEA, 2005;
LANGIANO e MARTINEZ, 2008; PEREZ et al., 2011) sdo provavelmente em funcio
do surfactante adicionado a esta formulacéo.

Aqui, mesmo a concentracdo mais baixa testada de Roundup® (0,28 mg
a.e./L) apresentou efeito significativo sobre a sobrevivéncia de Limnogonus spp. A
concentracdo de 0,28 mg a.e./L € a maxima permitida para este herbicida pela
legislacdo brasileira em agua utilizada para irrigacdo e consumo animal (CONAMA,
2005). Este resultado é bastante preocupante, uma vez que somos um pais agricola
e que o Roundup® é um dos herbicidas mais utilizados. Nesse sentido, nossos
resultados ressaltam a importdncia de um monitoramento permanente das
comunidades aquéticas em regides agricolas e préximas a elas, as quais estédo
sujeitas a aplicacdo de herbicidas a base de glifosato. Embora muitos estudos
estejam sendo feitos em relagédo aos efeitos de herbicidas a base de glifosato em
organismos aquaticos, os resultados do nosso trabalho reforcam a necessidade de

estudos futuros que avaliem os efeitos dos surfactantes presentes nas formulacoes
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comerciais, uma vez que como mostramos aqui, 0 surfactante pode ser o
responsavel pelos efeitos negativos destas formulacdes. Este é um passo
necessario para que possamos entender os impactos destes herbicidas em
condicBes naturais.

No nosso estudo, os testes cronicos para as duas espécies de insetos
pleustdnicos (Limnogonus profugos e Limnogonus aduncus, Heteroptera:
Gerromorpha: Gerridae) mostraram resultados de sobrevivéncia similares. A Unica
diferenca foi que em Limnogonus profugos o efeito negativo do Roundup® foi
independente da concentracdo; por outro lado, em Limnogonus aduncus o efeito
negativo foi amplificado em concentragcbes maiores, indicando que esta espécie é
ainda mais sensivel.

Os gerrideos sdo insetos semiaquaticos, vivem na superficie da agua e
muitos deles se alimentam de insetos terrestres, portanto, estes insetos ndo vivem
mergulhados na 4gua e provavelmente ndo absorvem continuamente o Roundup®
pelo tegumento. Nesse contexto, ha a possibilidade que os efeitos negativos sobre a
sobrevivéncia sejam mais em funcdo de modificacdes fisicas na tensdo superficial
devido a presenca de surfactante do que efeitos toxicos sobre a fisiologia. Estes
insetos possuem cuticula coberta por pelos hidrofébicos, a qual é fortemente
impermeabilizada (GOODWYN et al., 2008) e tarsos especialmente adaptados para
se manterem sobre a tensao superficial da dgua (GAO e JIANG, 2004). Diante disso,
a diminuicdo da tensao superficial proporcionada pelo surfactante poderia ocasionar
importantes problemas para estas espécies, uma vez que poderia diminuir a
efetividade dos pelos hidrofébicos, comprometendo as atividades basicas diarias
destes insetos (ex.: respiracdo, uma vez que os espiraculos sdo protegidos por estes
pelos; sustentacdo e mobilidade, uma vez que pelos especiais nos tarsos otimizam
essas habilidades sob a tenséo superficial; e aumento da permeabilidade, uma vez
que a quebra da tensado superficial permitira maior contato das superficies).

As nossas observagbes em laboratério mostram que na presenca de
Roundup® as duas espécies apresentam dificuldade de sustentacdo e mobilidade
na superficie da 4gua. Diante disso, partindo do pressuposto que o Roundup® afeta
a tensao superficial e que parte da diminuicdo da sobrevivéncia esta relacionada a
diminuicdo da sustentacdo na superficie da agua, é esperado que individuos
maiores tenham maior dificuldade de sobrevivéncia e mobilidade do que individuos

menores. Os nossos dados adicionam evidéncia a esta expectativa, uma vez que
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nos testes agudos, tanto para Limnogonus profugos quanto para Limnogonus
aduncus, os individuos adultos (maior tamanho) apresentaram concentracao letal
(CLso) muito menor do que aquela observada para individuos imaturos (menor
tamanho). Portanto, os nossos dados mostram que os individuos adultos sdo mais
sensiveis a presenca de Roundup® que os individuos imaturos.

A dificuldade de locomocao e de mobilidade observada para Limnogonus spp.
na presenca de Roundup® nos levou a questionar o impacto disso na biologia da
espécie. Estes insetos ajustaram morfologicamente os seus tarsos ao longo do
processo evolutivo de forma a otimizar a sua sustentacdo e mobilidade sob a tenséo
superficial da agua. Portanto, cada espécie possui tarsos ajustados fisicamente com
a tensao supeficial (HU et al., 2003; KOH et al., 2015; YANG et al., 2016). Mudancas
na tensdo superficial podem desajustar a interacdo tarso-agua, dificultando
atividades fundamentais como a obtencdo de alimento. Além disso, a reducdo da
tensdo superficial também poderia comprometer a localizacdo da presa, uma vez
que os pelos hidrofébicos funcionam como um érgao sensorial, permitindo que estes
insetos localizem a presa pela vibracdo da dgua (GOODWYN et al., 2009). Os
nossos resultados confirmam a nossa expectativa que a presenca de Roundup®
dificulta o processo de predacao, uma vez que na maior parte dos casos o tempo de
captura da presa foi maior nos tratamentos do que no controle.

Outra questao levantada em relacéo ao efeito do Roundup® sobre a predacao
foi se a experiéncia prévia em um meio com este herbicida diminuiria o efeito
negativo sobre este processo. A nossa expectativa era que insetos criados desde o
ovo em um meio com Roundup® lidassem melhor com o processo de captura de
presa nesse meio do que aqueles individuos que foram criados em condicdes
controle. Os nossos dados nao confirmaram essa expectativa, sugerindo que nao ha
ajustes fisioldégicos e comportamentais prévios que diminuam o impacto da presenca
do Roundup® sobre o processo de predacdo. Pelo contrario, os individuos
submetidos ao Roundup® somente no momento do teste foram menos prejudicados
no que se refere ao processo de predacdo Por exemplo, o efeito negativo de
Roundup® sobre o tempo de captura de presa para L. profugos criados previamente
em contato com o herbicida foi significativo para as concentracdes 3,5 e 6,0 mg
a.e./L; enquanto que para aqueles sem contato prévio foi significativo apenas para a
concentragéo 6,0 mg a.e./L. Para L. aduncus criados previamente em contato com o

herbicida o efeito negativo sobre a captura de presa foi significativo apenas para a
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concentracdo 6,0 mg/L; enquanto que para aqueles sem contato prévio, o efeito ndo
foi significativo para nenhuma concentragdo. Esses resultados trazem evidéncias
gue o efeito acumulativo da presenca do herbicida ao longo do tempo aumentou o
impacto negativo sobre o processo de predacdo dos gerrideos. Isso é preocupante,
uma vez que em regibes com grande atividade agricola é provavel que exposicdes
cronicas aos herbicidas sejam muito frequentes.

Em resumo, os nossos dados confirmam a hip6tese de que os herbicidas a
base de glifosato afetam a sobrevivéncia dos organismos estudados. Aqui as
sobrevivéncias de Limnogonus spp. foram afetadas apenas pelo Roundup®. Estes
resultados suportam a hipétese que a formulacdo comercial, a qual possui
surfactante, amplifica os efeitos negativos do herbicida, principalmente porque estes
organismos dependem da tenséo superficial. A diminuicdo da mobilidade e o maior
tempo de predacdo observados em Limnogonus spp. expostos ao Roundup®,
reforcam a hip6tese de que o surfactante presente na formulacdo comercial pode ser
o0 principal fator negativo para este grupo.
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RESUMO

Testar os efeitos de herbicidas a base de glifosato em organismos aquaticos € um
importante passo para que possamos compreender os impactos desses herbicidas
em ambientes naturais. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos cronicos e
agudos de herbicidas a base de glifosato sobre a sobrevivéncia de insetos que
ocupam diferentes compartimentos aquaticos. Para isso testamos os efeitos de trés
herbicidas a base de glifosato (Roundup®, glifosato técnico e AMPA) em
Notonectidae sp (nectdbnico) e Chironomus inquinatus (bentbnico). Os resultados
mostram que os herbicidas testados afetam significativamente a sobrevivéncia dos
insetos avaliados. Para Notonectidae sp., o glifosato exposto de forma crénica néao
afetou a sobrevivéncia, porém o Roundup® afetou negativamente a sobrevivéncia.
Este resultado sugere que o surfactante pode ser o responsavel pelos efeitos
negativos do Roundup® sobre Notonectidae sp., uma vez que a diminuicdo da
tensado superficial pode diminuir a efetividade dos pelos hidrofébicos e comprometer
a respiracao desta espécie. Para Chironomus inquinatus, os trés herbicidas afetaram
negativamente a sobrevivéncia. Este resultado sugere que o tegumento permeavel
de Chironomus inquinatus e o acumulo de herbicidas no sedimento podem tornar
estes insetos mais sujeitos aos efeitos negativos dos herbicidas. Nossos resultados
mostram que, apesar destes herbicidas serem direcionados ao controle de ervas

daninhas, eles também afetam negativamente a fauna de insetos aquéaticos.

Palavras-chave: Pesticidas, toxicidade, invertebrados aquaticos.
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INTRODUCAO

A agricultura mundial tem evoluido a cada ano e tem mantido niveis
crescentes de produtividade. O problema é que esta evolucdo tem sido
desconectada da preocupacdo com o0 meio ambiente. Neste contexto, o0
desenvolvimento da agricultura tem sido acompanhado da introducdo de
agroquimicos e, consequentemente, da degradacdo do habitat e reducdo da
biodiversidade. Entre os principais pesticidas estdo aqueles utilizados para o
controle de insetos e de plantas daninhas. Para controlar estas pragas, diferentes
herbicidas sdo desenvolvidos frequentemente, os quais sédo aplicados de forma
indiscriminada, o que pode afetar negativamente a salde humana e a
biodiversidade.

Os herbicidas a base de glifosato sdo os mais utilizados no Mundo (POWLES,
2008; BATTAGLIN et al., 2014). O glifosato (N- (fosfonometil) glicina) € um herbicida
nao seletivo e é o ingrediente ativo de varias formulacdes comerciais, entre as quais
o Roundup®, o qual foi desenvolvido e comercializado pela empresa Monsanto a
partir de 1974, (GALLI et al., 2005), com o intuito de melhorar a eficicia do glifosato.
Além do glifosato, este herbicida contém surfactante, o polioxietileno amina (POEA),
gue pode ser muito téxico para organismos alvos e ndo alvos. (POWELL et al., 1991,
GIESY et al., 2000; TSUI e CHU, 2003; ANNETT et al., 2014; BATTAGLIN et al.,
2014).

O glifosato pode ser facilmente adsorvido no solo ou no substtrato, pois
apresenta pouca mobilidade no solo e na agua. Ele é primariamente degradado por
bactérias (GIESY et al., 2000) e o principal produto de degradacéo do glifosato é o
acido aminometilfosfénico (AMPA). O AMPA é frequentemente encontrado em aguas
superficiais em areas com intensa producdo agricola (COUPE et al.,, 2012) e
também é considerado um herbicida, pois assim como o glifosato, atua sobre a
sintese de clorofila, ampliando os efeitos indiretos do ingrediente ativo (GOMES et
al.,, 2014). O tempo de degradacdo do AMPA é maior do que o tempo de
degradacéo do glifosato e resulta em agua, diéxido de carbono e fosfato inorganico.
Como a degradacédo do AMPA é mais lenta em relagéo a degradacao do glifosato, o
AMPA é detectado com maior frequéncia no ambiente (SZEKACS e DARVAS, 2012;
BATTAGLIN et al., 2014; POIGER et al., 2017) e € considerado menos toxico que 0
glifosato (BONNET et al., 2007).
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Herbicidas a base de glifosato sdo principalmente aplicados no controle de
ervas daninhas terrestres e afetam negativamente o processo fotossintético. Apesar
disto, quantidades significativas de glifosato tém sido detectadas em ambientes
aguaticos e efeitos negativos destes herbicidas tém sido observados para diferentes
animais. Portanto, o fato do glifosato ser fortemente adsorvido pelo solo e
rapidamente degradado por microrganismos n&o tem impedido a sua chegada aos
ambientes aquaticos (BATTAGLIN et al., 2005), onde podem afetar diferentes
organismos (incluindo animais), a diversidade e 0S processos ecossistémicos
(BLASIOLI et al., 2011; PEREZ et al., 2011; ANNETT et al., 2014; BATTAGLIN et al.,
2014; MAGBANUA et al., 2016).

Os invertebrados aquéticos podem ser bons modelos para testar os efeitos de
herbicidas sobre os ecossistemas aquaticos, ja que habitam estes ambientes por
longos periodos e conectam 0s recursos basais com niveis mais elevados na cadeia
alimentar. Alguns estudos ecotoxicolégicos utilizando invertebrados relatam baixa
sensibilidade desses organismos ao glifosato. Por exemplo, os valores de ClLsg
(concentracdo que causa morte de metade dos individuos da populacao) obtidos em
tratamentos com glifosato para espécies do zooplancton variaram de 49,3 mg/L para
0 copépode marinho Acartia tonsa a 415 mg/L para o cladécera Ceriodaphnia dubia
(TSUI e CHU, 2003). Por outro lado, outros dois estudos envolvendo o gastrépoda
Pseudosuccinea columella, relataram efeitos significativos mesmo em baixas
concentracbes de glifosato (0,1, 1 e 10 mg/L). As concentracdes de 1 mg/L
aumentaram o crescimento na terceira geracdo de caramujos, ja as concentracdes
de 0,1 e 10 mg/L provocaram uma inibicdo da eclosédo de ovos, anormalidades e
poliembrionia (TATE et al.,, 1997). Os mesmos autores observaram diferencas
significativas no metabolismo de Pseudosuccinea columela, sendo que as
concentracdes de glifosato de 0,1 mg/L induziram aumento de cerca de 2 vezes em
cinco aminoacidos livres (TATE et al., 2000).

Além dos efeitos negativos de herbicidas a base de glifosato observados, por
exemplo, em parametros como sobrevivéncia, mobilidade, predacdo e abundancia
de espécies, sdo relatados também efeitos fisiolégicos como alteragdes bioquimicas
em vertebrados e invertebrados. Dentre estes, a inibicdo da atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE), que degrada um neurotransmissor liberado nas fendas
sinapticas, ja foi observada em peixes (CATTANEO et al., 2011) e em anfibios
(LAJMANOVICH et al.,, 2010), e pode estar relacionada aos efeitos cronicos de
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herbicidas a base de glifosato observados em Chironomus xanthus pelos autores
Ferreira-junior et al. (2017). Em um estudo que avaliou o potencial de bioacumulacéo
do herbicida glifosato e seu produto de comercializagdo Roundup Ultra, Contardo-
Jara et al. (2009) observaram efeitos fisiologicos no verme Lumbriculus variegatus,
como o aumento significativo na atividade da enzima antioxidante superoxido
dismutase em concentracdes de 0,05 e 0,1 mg/L de glifosato, indicando estresse
oxidativo.

A maior parte dos dados da literatura tem mostrado uma amplificacdo dos
efeitos de herbicidas a base de glifosato quando usadas as formulacfes comerciais
ou o sufactante. Estudos realizados por Tsui e Chu (2004) mostraram que o
Roundup® apresentou entre 3 a 76 vezes maior toxicidade do que o glifosato
técnico. Outros estudos mostraram que o surfactante (POEA) utilizado nas
formulac6es comerciais foi ainda mais toxico para invertebrados do que o glifosato
técnico e o préprio Roundup®. Por exemplo, Folmar et al. (1979) relataram que a
toxicidade de POEA sobre larvas de Chironomus plumosus foi aproximadamente 1,4
vezes maior do que a de Roundup®. Valores mais elevados foram relatados por
Servizi et al. (1987) e Tsui e Chu (2003), os quais mostraram que o efeito toxico do
POEA foi de 3 a 5 vezes maior do que Roundup®.

Diante do exposto, consideramos fundamental testar os efeitos de herbicidas
a base de glifosato sobre diferentes organismos aquaticos. Neste contexto, no
presente trabalho fizemos experimentos utilizando insetos que ocupam dois
compartimentos aquaticos, Notonectidae sp. (néuston) e Chironomus inquinatus
(bentos). Aqui, testamos as seguintes hipoteses: 1) o Roundup® tem um efeito
negativo maior do que o glifosato técnico sobre as sobrevivéncias das espécies
estudadas e 2) a sobrevivéncia de Chironomus inquinatus é mais afetada do que a
de Notonectidae sp., uma vez que o primeiro vive associado ao substrato, onde se
espera que os herbicidas fiqguem acumulados.

OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito cronico e agudo de trés herbicidas

a base de glifosato (Roundup®, glifosato técnico e AMPA) na sobrevivéncia de
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organismos que ocupam diferentes compartimentos aquaticos, Notonectidae

(nectdnico) e Chironomus inquinatus (bentbnico).

MATERIAIS E METODOS

Organismos teste

Notonectidae sp.

Notonectidae sp. (Heteroptera: Nepomorpha: Notonectidae) sao insetos
necténicos, excelentes nadadores (conhecidos como “backswimmers” por nadarem
de costas). Alimentam-se de outros insetos, pequenos peixes e anfibios imaturos.
Os adultos utilizados nesse estudo foram coletados em um lago localizado na regiao
Oeste do Estado de S&o Paulo (BR). No laboratorio, os espécimes foram mantidos
em aquarios em temperatura ambiente, porém nao foi possivel estabelecer a criagao
desses insetos. Dessa forma, as coletas foram realizadas, os adultos aclimatados
durante 24 horas. Depois disso, os efeitos da exposicdo (cronica e aguda) aos

herbicidas Roundup®, glifosato técnico e AMPA foram avaliados.

Chironomus inquinatus

Chironomus inquinatus (Diptera: Chironomidae) é uma espécie tipica de
riachos poluidos, influenciados por atividades de agricultura e efluentes domésticos
(CORREIA et al, 2006). Para os experimentos, as larvas foram coletadas em riachos
localizados na regido Oeste do Estado de Sao Paulo (BR). No laboratério, as larvas
foram mantidas em bandejas com substrato arenoso em condi¢cdes controladas
(25°C e fotoperiodo de 12 horas). Para a realizacdo dos experimentos foram
utilizadas somente larvas do quarto instar de desenvolvimento. Devido a dificuldade
de manter esses insetos em laboratorio, ndo foi possivel estabelecer uma criagéao.
Por isso, antes dos experimentos, as coletas foram realizadas e as larvas
aclimatadas durante 24 horas. Depois disso, os efeitos da exposicédo (cronica e

aguda) aos herbicidas Roundup®, glifosato técnico e AMPA foram avaliados.
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Sobrevivéncia: testes crénicos

Delineamento experimental

Notonectidae sp.

Para cada concentracdo testada de Roundup® foram feitas cinco réplicas
contendo 200 ml de solucdo (agua desclorificada e herbicida) e 10 insetos adultos,
além do grupo controle com o mesmo numero de réplicas e adultos. A mortalidade
foi avaliada a cada dois dias, periodo também em que o meio foi trocado e os
insetos foram alimentados. O procediento para os testes com glifosato e AMPA foi 0
mesmo descrito acima, porém com as concentra¢cdes nominais.

Para testar o efeito significativo de glifosato técnico as seguintes
concentraces foram testadas 0,28, 3,5 e 6,0 mg/L. Essas concentracdes foram
escolhidas considerando os seguintes critérios: (1) a concentragdo maxima para
irrigacdo e consumo animal permitida pela legislacdo brasileira (0,28 mg/L)
(CONAMA, 2005); (2) a concentracao recomendada para o controle de pragas (3,5
mg/L) (VERA et al., 2012); e (3) a maior concentragao registrada em um ambiente
aquatico natural (6,0 mg/L) (EDWARDS et al., 1980). Para testar o efeito do
herbicida AMPA, utilizou-se uma concentracéo de 0,03 mg/L, que € o valor mediano
relatado para ambientes I6ticos (VILLENEUVE et al., 2011, COUPE et al., 2012), e
0,06 mg/L que é a concentragdo maxima de glifosato permitida em agua potavel
(CONAMA, 2005).

No caso de Roundup®, usamos concentracdes de exposicdo baseadas em
valores de acido equivalente (a.e.) das concentracdes testadas para o glifosato
técnico, ou seja, 0,28, 3,5 e 6,0 mg a.e./L. Para isso adicionamos 0,77 uL de
Roundup® a 1000 ml de &gua para obter uma concentracdo inicial de 0,28 mg
a.e./L; 9,7 uL para obter uma concentracao inicial de 3,5 mg a.e./L e 16,6 yL para
obter uma concentragéo inicial de 6,0 mg a.e./L de glifosato.

A preparacdo das concentracoes de exposicdo e 0s ensaios de toxicidade
para os herbicidas a base de glifosato foram efetuados de acordo com as
orientacbes da Organizagcdo de Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico
(OECD/OCDE) para o ensaio de produtos quimicos 221 (OECD/OCDE, 2011). Os
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procedimentos de exposicdo descritos nestas orientacbes, embora propostos para

Chironomus riparius também se aplicam a outros insetos.

Chironomus inquinatus

Para cada concentracdo testada de Roundup® foram feitas quatro réplicas
contendo 200 ml de solucdo (agua desclorificada e herbicida) e 10 larvas de quarto
instar, além do grupo controle com o0 mesmo numero de réplicas e larvas. A
mortalidade foi avaliada a cada dois dias, periodo também em que o meio foi trocado
e os insetos foram alimentados com racéo de peixe (Tetramin). O procedimento para
os testes com glifosato técnico e AMPA foi 0 mesmo descrito acima.

As concentracdes de glifosato técnico, Roundup® e AMPA foram as mesmas
testadas para Notonectidae sp. Os calculos para o teste com Roundup® foram
baseados na equivaléncia de acido (360g/L). Para isso adicionamos 0,62 pL de
Roundup® a 800 ml de agua para obter uma concentracao inicial de 0,28 mg a.e./L,
7,7 yL de Roundup® para obter uma concentracéo inicial de 3,5 mg a.e./L e 13,3 uL
para obter uma concentracdo inicial de 6,0 mg a.e./L. Os tratamentos de glifosato

técnico e AMPA foram realizados utilizando as concentragcdes nominais.

Analises estatisticas

Os efeitos dos diferentes tipos e concentracées dos herbicidas a base de
glifosato sobre a sobrevivéncia de Notonectidae e Chironomus inquinatus foram
avaliados utilizando o método de Kaplan-Meier e o teste de log-rank (LEE e WANG,
2003). Estes métodos sdo baseados no tempo de duracdo até que um ou mais
eventos ocorram, como a morte de um individuo. Quando o efeito, segundo o o teste
de log-rank, foi significativo, foi usado o teste de multiplas comparacdes de Holm-
Sidak. As analises foram realizadas usando o software SigmaPlot 11.0 (Systat

Software).
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Sobrevivéncia: testes agudos
Devido a dificuldade de obtermos um grande numero de larvas de
Chironomus inquinatus, os testes agudos de sobrevivéncia ndo foram realizados

para esta espécie.

Delineamento experimental

Notonectidae sp.

Os testes agudos foram realizados somente com adultos, pois n&o foi
possivel estabelecer uma criagdo para esta espécie. Para este teste foram utilizadas
as concentra¢cdes 0,003, 0,0075, 0, 018, 0,046, 011, 0,29 e 0,73 mg a.e./L de
Roundup®. Para cada concentracdo foram utilizadas trés réplicas contendo 10
adultos cada, totalizando 30 insetos adultos por tratamento. O mesmo procedimento
foi feito para os herbicidas Roundup®, glifosato ténico e AMPA.

A preparacao das concentracdes de exposicao utilizadas nos ensaios de
toxicidade para os herbicidas a base de glifosato foi efetuada de acordo com as
orientacbes da Organizacdo de Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico
(OECD/OCDE) para o ensaio de produtos quimicos 221 (OECD/OCDE, 2011). Os
procedimentos de exposi¢do descritos nestas orientacdes, embora propostos para

Chironomus riparius também se aplicam a outros insetos.

Analises estatisticas

A concentracdo de herbicidas a base de glifosato que provoca 50% de
mortalidade (CLsp) em 96 horas foi avaliada Notonectidae sp. A CLso foi estimada
utilizando uma analise Probit (FINNEY, 1952) e foi realizada no programa Excel. Os
resultados foram apresentados em graficos de dispersdo (Scatterplot) feitos no

programa Statistica 7.0.



68

RESULTADOS

Sobrevivéncia: testes crbnicos

Notonectidae sp.

As curvas de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) de Notonectidae sp. expostos de
forma cronica aos herbicidas testados sé&o apresentadas nas Figuras 1 (expostos ao
Roundup®), Figura 2 (expostos ao glifosato técnico) e Figura 3 (expostos ao AMPA).
O ¢glifosato técnico e o AMPA nédo apresentaram efeitos significativo sobre a
sobrevivéncia de Notonectidae sp. (Teste de log-rank, p>0,05). Por outro lado, o
Roundup® afetou significativamente a sobrevivéncia da espécie (Teste de log-rank,
p<0,05). Aqui, o controle diferiu de todas as concentracdes testadas, assim como
todas as concentracdes foram significativamente diferentes entre si (Teste de Holm-
Sidak, p<0,05, Tabela 1). O experimento teve duragdo de 14 dias, quando todos os
insetos expostos a concentracdo 0,28 mg a.e./L morreram, restando somente o
grupo controle com sobrevivéncia de 60% da populacdo. Todos os insetos criados
nas concentracfes 3,5 mg a.e./L e 6,0 mg a.e./L ja haviam morrido, 12 e 8 dias,

respectivamente (Figura 1).

Chironomus inquinatus

As curvas de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) de Chironomus inquinatus
expostos de forma cronica aos herbicidas testados sdo apresentadas na Figura 4
(expostos ao Roundup®), Figura 5 (expostos ao glifosato técnico) e Figura 6
(expostos ao AMPA). O Roundup® afetou significativamente a sobrevivéncia de
Chironomus inquinatus (Teste de log-rank, p<0,05). Os resultados mostram que o
controle e todas as concentracbes testadas diferiram entre si, bem como a
concentracdo 0,28 mg a.e./L diferiu da concentracédo 6,0 mg a.e./L (Teste de Holm-
Sidak, p<0,05, Tabela 2). O experimento teve duracdo de 12 dias, quando houve
morte de todos os insetos do grupo controle. Todos 0s insetos expostos as
concentracbes 0,28, 3,5 e 6,0 mg a.e./L ja haviam morrido em 10 dias de
experimento, quando ainda havia 35% da populacdo do grupo controle (Figura 4).

O glifosato técnico também afetou significativamente a sobrevivéncia de
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Chironomus inquinatus (Teste de log-rank, p<0,05). Os resultados mostraram que 0
controle e todas as concentracbes testadas diferiram entre si, bem como a
concentracdo 0,28 mg/L diferiu da concentracdo 3,5 mg/L (Teste de Holm-Sidak,
p<0,05, Tabela 3). O experimento com glifosato técnico teve duracdo de oito dias,
guando houve morte de todos os insetos das concentracdes e do grupo controle. Em
quatro dias de experimento houve uma queda de 48% de sobrevivéncia dos insetos
expostos a concentracdo 3,5 mg/L, restando somente 17% da populagdo. Neste
mesmo periodo, a sobrevvivéncia da populacdo do grupo controle foi de 78%. Em
seis dias de experimento houve uma queda de 50% na sobrevivéncia dos insetos
expostos a concentracdo 0,28 mg/L, restando 25% da populacdo. Neste mesmo
periodo a sobrevivéncia dos insetos expostos a concentracdo 3,5 mg/L foi de 17% e
da populacéo controle foi de 67% (Figura 5).

O AMPA afetou significativamente a sobrevivéncia de Chironomus inquinatus
(Teste de log-rank, p<0,05). Os resultados mostraram também que o controle difere
de todas as concentracdes testadas, porém as concentracées ndo diferem entre si.
(Teste de Holm-Sidak, p<0,05, Tabela 4). O experimento com AMPA teve duracao
de 12 dias quando houve morte de todos os insetos das concentracfes e do grupo
controle. Em oito dias de experimento, a sobrevivéncia das populacdes expostas as
concentragbes 0,28 mg/L e 3,5 mg/L foi de 23% e 21% , respectivamente. Neste

mesmo periodo a sobrevivéncia dos insetos do grupo controle foi de 51% (Figura 6).
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Figura 1. Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier com a porcentagem de sobrevivéncia da populacao
de Notonectidae sp. em relacé@o aos dias de exposi¢do cronica ao herbicida Roundup®.
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Figura 2. Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier com a porcentagem de sobrevivéncia da populacio

de Notonectidae sp. em relagéo aos dias de exposigdo crénica ao herbicida glifosato técnico.
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Figura 3. Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier com a porcentagem de sobrevivéncia da populacao

de Notonectidae sp. em relagéo aos dias de exposi¢do crénica ao herbicida AMPA.

Tabela 1. Comparacbes Multiplas (método Holm-Sidak)
Roundup® para Notonectidae sp.

para as concentracbes testadas de

Comparacoes Valor de p

Controle x 0,28 mg a.e./L
Controle x 3,5 mg a.e./L
Controle x 6,0 mg a.e./L!
0,28 mg a.e./Lx 3,5mg a.e./L
0,28 mg a.e./Lx 6,0 mg a.e./L
3,5mga.e./L x6,0 mga.e./L

p < 0,001
p < 0,001
p < 0,001
p = 0,007
p < 0,001
p = 0,009
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Figura 4. Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier com a porcentagem de sobrevivéncia da populacdo
de Chironomus inquinatus em relacédo aos dias de exposi¢do cronica ao herbicida Roundup®.
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Figura 5. Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier com a porcentagem de sobrevivéncia da populacdo

de Chironomus inquinatus em relacédo aos dias de exposi¢édo cronica ao herbicida glifosato técnico.
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Figura 6. Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier com a porcentagem de sobrevivéncia da populacao
de Chironomus inquinatus em relacao aos dias de exposic¢ao cronica ao herbicida AMPA.

Tabela 2. Comparacdes Mdltiplas (método Holm-Sidak) para as concentracdes testadas de
Roundup®. para Chironomus inquinatus.

Comparacdes Valor de p

Controle x 0,28 mg a.e./L p < 0,001
Controle x 3,5 mg a.e./L p < 0,001
Controle x 6,0 mg a.e./L p < 0,001
0,28 mg a.e./Lx 3,5mg a.e./L p=0,375
0,28 mg a.e./L x 6,0 mg a.e./L p = 0,009

3,5mg a.e./L x 6,0 mg/L p =0,166
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Tabela 3. Comparagbes Mdltiplas (método Holm-Sidak) para as concentracdes testadas de glifosato

técnico para Chironomus inquinatus.

Comparacoes Valor de p

Controle x 0,28 mg/L p = 0,031
Controle x 3,5 mg/L p < 0,001
0,28 mg/L x 3,5 mg/L p < 0,001

Tabela 4. Comparacfes Multiplas (método Holm-Sidak) para as concentracBes testadas de AMPA
para Chironomus inquinatus.

Comparacgdes Valor de p

Controle x 0,28 mg/L p < 0,001
Controle x 3,5 mg/L p < 0,001
0,28 mg/L x 3,5 mg/L p=0,796
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Sobrevivéncia: testes agudos

Notonectidae sp.

A ClLsp do Roundup® para Notonectidae sp. foi de 0,04 mg a.e./L, para
glifosato técnico foi de 0,005 mg/L e para AMPA foi de 0,14 mg/L. Embora o glifosato
técnico tenha apresentado CLso menor que o Roundup®, a maior concentracao
testada de Roundup® provocou mortalidade de 100% dos adultos de Notonectidae
sp. apos 96 h de teste, sendo que para o glifosato técnico e para o AMPA a

mortalidade foi de 50% e 66,6%, respectivamente (Figura 7, 8 e 9).
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Figura 7. Média da mortalidade de adultos de Notonectidae sp. para cada tratamento ap6s 96 horas

de exposicdo ao Roundup®.
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Figura 8. . Média da mortalidade de adultos de Notonectidae sp. para cada tratamento apds 96 horas
de exposicao ao glifosato técnico.
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Figura 9. Média da mortalidade de adultos de Notonectidae sp. para cada tratamento ap6s 96 horas
de exposicao ao AMPA.
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DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que herbicidas a base de
glifosato afetam negativamente a sobrevivéncia de Notonectidae sp. e Chironomus
inquinatus. Estes resultados mostram que apesar dos herbicidas a base de glifosato
atuarem especificamente sobre a fotossintese, eles podem afetar negativamente os
animais aquaticos. Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 1994)
a toxicidade aguda do glifosato técnico para animais é considerada baixa.
Adicionalmente, a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (UNITED STATES
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, USEPA) considera as formulacoes
comerciais de glifosato com baixa ou moderada toxicidade para mamiferos, aves e
organismos aquéticos (ANNETT et al.,, 2014). Por outro lado, varios estudos,
incluindo o nosso, tém reportado efeitos negativos de formulacbes com glifosato
sobre animais aquaticos (ANNETT et al., 2014).

A literaruta tem mostrado que os efeitos de herbicidas a base de glifosato
podem ser variaveis, diretos e indiretos e podem ser detectados em diferentes niveis
biologicos. Por exemplo, no nivel de comunidades, LINZ et al. (1999) observaram a
variacdo da abundéancia de alguns organismos aquaticos em resposta a diminuicédo
de macroéfitas em areas tratadas com glifosato apos 1 e 2 anos de tratamento. Os
autores ndo encontraram diferencas significativas na densidade de Crustacea,
Hydracarina, Oligochaeta, Copepoda, Ostracoda e Cladocera entre areas tratadas e
nao tratadas. Por outro lado, houve um aumento da abundancia de Gastropoda e
alguns insetos aquéticos, como Corixidae e Chironomidae, sugerindo que as
populacdes de alguns invertebrados aquaticos podem aumentar com a diminuicao
de macrofitas causada pela aplicacdo de herbicidas a base de glifosato.
Adicionalmente, Rzymski et al. (2013) observaram que o numero de taxons de
macroinvertebrados benténicos em uma zona balnear tratada com herbicidas a base
de glifosato ndo apresentou reducdo em relacdo ao controle, porém a abundéancia de
organismos teve uma reducdo de cerca de 40% em areas tratadas. Os mesmos
autores mostraram que os quironomideos encontrados na area tratada possuiam
menor tamanho corporeo do que aqueles da area nao tratada. Estes trabalhos
mostram que na natureza, os efeitos detectados em laboratério podem ser

amplificados, uma vez que além de alterar a fisiologia e aumentar a mortalidade dos
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organismos aquaticos, estes herbicidas podem também afetar o habitat e os
recursos disponiveis (e.g. macrdfitas).

Estudos de desenvolvimento e fisiolégicos também tém mostrado efeitos
negativos de herbicidas a base de glifosato em animais. Por exemplo, Tate et al.
(1997), estudando o efeito destes herbicidas em uma espécie de Gatropoda,
relataram que o herbicida afetou o desenvolvimento e a sobrevivéncia da primeira e
segunda geracdo da espécie em concentracfes subletais. Por outro lado, eles
observaram que quando a terceira geracao foi exposta ao glifosato, os individuos se
desenvolveram mais rapidamente do que aqueles expostos ao controle (TATE et al,
1997). Domniguéz-Cortinas et al (2008) avaliaram o efeito subletal do glifosato e do
formulante Faena® na inibicAo enziméatica em um rotifero e observaram que o
glifosato puro foi muito mais toxico que o formulante. Os autores ainda sugeriram
gue os ingredientes presentes no formulante tiveram pouco efeito sobre a inibicdo da
enzina esterase, sendo o ingrediente ativo (glifosato) o principal responsavel por
afetar a atividade desta enzima.

Os dados da literatura mostram que mesmo baixas concentracfes de
herbicidas a base de glifosato podem causar efeitos negativos em organismos
aguaticos, especialmente em microorganismos e insetos benténicos (BONNET et al.,
2007; RZYMSKI et al., 2013; FERREIRA-JUNIOR et al. 2017). Por outro lado, na
maioria dos casos a toxidade do glifosato técnico sobre os animais aquaticos é
menor do que a toxicidade das formulacdes comerciais (ANNETT et al., 2014). De
fato, os nossos resultados também mostraram que em exposi¢cdes crénicas o
glifosato ndo teve efeito para a espécie de Notonectidae sp. Por outro lado, o
glifosato técnico afetou negativamente de forma significativa a sobrevivéncia do
inseto bentdnico Chironomus inquinatus. Este herbicida é altamante soluvel e,
portanto, quase nao tem mobilidade na agua, por isso pode ser rapidamente
removido para sedimentos e particulas em suspensdo (SOLOMON e THOMPSON,
2003). Neste contexto, aqui, apesar dos nossos testes terem sido experimentais, é
possivel que o glifosato técnico possa ter sido adsorvido no substrato arenoso onde
as larvas de Chironomus inquinatus foram criadas e na matéria organica disponivel.
Isso também é suportado pelo fato do AMPA, um subproduto do glifosato, também
ter afetado negativamente e de forma significativa a sobrevivéncia de Chironomus

inquinatus. O fato do glifosato técnico e do AMPA nédo terem afetado
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significativamente Notonecttidae sp., 0s quais nao vivem no compartimento
bentbnico, também reforcam esta possibilidade.

Efetivamente, a sobrevivéncia de Chironomus inquinatus foi afetada pela
exposicao crbnica aos trés tipos de herbicidas testados (Roundup®, glifosato técnico
e AMPA). Este resultado difere das espécies de heterépteros aquaticos (presente
trabalho e primeiro capitulo), para as quais, a sobrevivéncia foi afetada de forma
significativa apenas pelo Roundup®. Ao contrario dos heterdpteros aquéticos,
Chironomus inquinatus possuem tegumento permeavel, se alimentam de sedimento
e estdo em contato direto com o substrato. Assim, em Chironomus inquinatus a
absorcdo dos herbicidas poderia potencialmente se dar por um maior nimero de
vias do que em Heteroptera, 0 que teoricamente poderia aumentar a exposi¢cdo aos
pesticidas. Como a absor¢cdo cutanea e ingestdo junto com o alimento parecem
provaveis, sugerimos que estes fatores podem ser responsaveis pelos efeitos
negativos de glifosato técnico e Ampa, além do Roundup®, sobre Chironomus
inquinatus.

Avaliando os efeitos de herbicidas a base de glifosato no desenvolvimento de
Chironomus xanthus, uma espécie bentdnica, Ferreira-Junior et al. (2017)
encontraram efeitos negativos desses pesticidas. Os autores observaram reducoes
no crescimento larval de C. xanthus expostos ao herbicida e mostraram a
possibilidade de potenciais efeitos deletérios, mesmo considerando concentracfes
ambientais realistas de glifosato em aguas doces tropicais. Eles sugeriram ainda,
gue estes efeitos cronicos observados em C. xanthus podem estar relacionados com
a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE). A inibicdo da enzima AChE por
organofosforados, como herbicidas a base de glifosato, pode causar disfuncdo em
parametros comportamentais resultando em menores taxas de alimentacdo e,
consequentemente, afetar o desenvolvimento dos organismos (FERREIRA-JUNIOR
et. al., 2017).

Na natureza, o problema pode ser ainda maior, jA que o herbicida pode
acumular nos tecidos dos organismos que vivem no fundo. Por exemplo, Contardo-
Jara et al. (2009) relataram que tanto o glifosato puro quanto o formulado Roundup
Ultra foram registrados nos tecidos de um organismo benténico, Lumbriculus
variegatus. A formulacdo Roundup Ultra foi registrada em maiores quantidades do
gue o glifosato, sugerindo que o surfactante presente no formulado aumenta a
permeabilidade dos tecidos (CONTARDO-JARA et al., 2009). Aqui, apesar de se
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tratar de um organismo pertencente a um grupo totalmente distinto, como as
espécies de Chironomus inquinatus também sdo bentbnicas e se alimentam do
sedimento, ha a possibilidade de haver acumulo de herbicidas nos tecidos destes
organismos quando expostos a sedimentos de ambientes aquaticos contaminados.

Apesar de muitos trabalhos sugerirem que o glifosato € ambientalmente
seguro, Varios estudos mostram que as formulagbes comerciais (ex. Roundup®,
Faena®) podem ser muito prejudiciais para os animais aquaticos (ANNETT et al,
2014). As formulagdes comerciais possuem, além do glifosato, surfactante, que pode
ser altamente toxico para os organismos aquaticos (ANNETT et al, 2014). Os nossos
resultados também vao nesta direcdo, uma vez que o Roundup® afetou as duas
espécies estudadas.

Apesar de Notonectidae sp e Limnogonus spp (primeiro caitulo) ocuparem
compartimentos aquaticos diferentes, necténico e pleusténico, respectivamente, os
nossos resultados revelaram que os efeitos do glifosato técnico e do Roundup®
sobre a sobrevivéncia destes organismos foram similares. Por outro lado, o efeito do
Roundup® sobre a sobrevivéncia de Notonectidae sp. foi amplificado em
concentragbes maiores, concordando com os resultados obtidos para Limnogonus
aduncus (primeiro capitulo) e discordando com os dados de Limnogonus profugos
(primeiro capitulo). Assim como os gerrideos, 0s notonectideos possuem cuticula
impermeabilizada e espiraculos protegidos por pelos hidrofébicos, portanto, o
surfactante presente no Roundup® poderia comprometer essa protecado. Além disso,
0s notonectideos coletam o oxigénio da atmosfera na superficie da agua e
mergulham, transportando o oxigénio dentro de bolhas de ar na superficie ventral do
corpo (branquias fisicas). Além da respiracdo, estas bolhas também permitem que
este inseto controle a posicdo na coluna de agua (NIESER e MELO, 1997). Neste
sentido, os efeitos dos herbicidas a base de glifosato nestes organismos devem
estar mais relacionados ao fato de que o surfactante presente na formulacéo
comercial diminui a tenséao superficial. Esta diminuicdo pode reduzir a protecao dos
espirdculos por pelos hidrofébicos e comprometer as bolhas de ar, isto pode
impactar negativamente 0 mecanismo de respiracdo, consequentemente,
aumentando a mortalidade de Notonectidae sp.

Como Notonectidae sp. € um inseto nectbnico, ou seja, vive na coluna de
agua, nos esperavamos que esta espécie fosse mais sensivel a exposi¢do aguda do

Roundup® do que as espécies que vivem na superficie da agua como Limnogonus
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spp (primeiro capitulo). Os nossos dados ndo confirmaram esta expectativa, uma
vez que, a sensibilidade a exposi¢do aguda dos adultos de Notonectidae sp. (CLso =
0,04 mg a.e./L) ao Roundup® foi menor do que aquela de adultos de Limnogonus
spp. (CLsp = 0,0023-0,0057 mg a.e./L). No caso de Notonectidae sp., além do
Roundup® foram testados também a exposi¢do aguda de glifosato técnico e AMPA.
Ao contrario do esperado, esta espécie foi mais sensivel a exposi¢cdo aguda ao
glifosato técnico (CLso = 0,005 mg/L) do que ao Roundup® (CLso= 0,04 mg a.e./L).
Por outro lado, a espécie teve uma menor sensibilidade a exposicdo ao AMPA (CLsp
= 0,14 mg/L). Os resultados de CLs, obtidos aqui foram menores do que aqueles
observados para glifosato técnico e Roundup® em outros trabalhos (Tabela 5).
Portanto, os efeitos negativos a exposi¢cdo aguda de Roundup® sobre Notonectidae
observados aqui podem ser considerados altos.

Em resumo, os nossos dados confirmam a hipétese de que os herbicidas a
base de glifosato afetam a sobrevivéncia das espécies estudadas. O Roundup®, o
glifosato técnico e o AMPA afetaram simultaneamente a sobrevivéncia de C.
inquinatus, sugerindo que o principio ativo, mesmo que isolado, afeta negativamente
a espécie. Este resultado também confirma a hipotese de que o acumulo no
sedimento pode ser especialmente importante para os insetos bentdnicos. Por outro
lado, a sobrevivéncia de Notonectidae sp. foi mais afetada pelo Roundup®. Estes
resultados suportam a hipotese que a formulacdo comercial, a qual possui

surfactante, amplifica os efeitos negativos do herbicida.



Tabela 5. Toxicidade aguda de glifosato técnico e Roundup® em organismos aquaticos.

Espécies

Glifosato técnico
Insetos

Chironomus plumosus

Crustéceo
Daphnia magna
Ceriodaphnia dubia

Arcati tonsa

Rotifera

Lecane quadridenata

Peixes
Salmo gairdneri

Ictalurus punctatus

Roundup®
Inseto

Chironomus plumosus

Crustaceo
Daphnia magna
Daphnia pulex
Hyalella asteca
Ceriodaphnia dubia
Arcatia tonsa

Peixes
Salmo gairdneri

Ictalurus punctatus

Duracéo
do teste

48h

48h
48h
48h

48h

96h
96h

48h

48h
96h
48h
48h
48h

96h
96h

CLso/CEsp

CEgo =55 mg/L

Clso= 146 mg L
Clsg = 147 mg/L
Clsg = 35,3 mg/L

Clso =150 mg L™

CLso = 140 mg/L
Clso = 130 mg/L

CE50 =18 mg/L

CEsx=3,0mglL
CE50 = 25,5 mg/L
Clsy=15mgL™
Clsy=5,7mg L™
Clso =1,77 mg/L

CLso = 8,3 mg/L
ClLso =13 mg/L

Fonte

Folmar et al., 1979

Dominguéz-Cortinas et al., 2008

Tsui e Chu, 2003
Tsui e Chu, 2003

Dominguéz-Cortinas et al., 2008

Folmar et al., 1979
Folmar et al., 1979

Folmar et al., 1979

Folmar et al., 1979
Servizi et al., 1987
Tsui e Chu, 2004
Tsui e Chu, 2004
Tsui e Chu, 2003

Folmar et al., 1979
Folmar et al., 1979
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CONSIDERACOES FINAIS

A agricultura no Brasil passou por uma grande transformacéo nos ultimos 40
anos. Neste periodo, o Brasil passou de uma agricultura rudimentar para uma
agricultura moderna e industrial, a qual tem aumentado a sua produtividade ano
apo0s ano. Neste processo, novos cultivares (incluindo transgénicos) foram
introduzidos, técnicas de correcdo do solo para ambientes tropicais foram
desenvolvidas, a mecanizagdo industrial foi inserida e novas fronteiras agricolas
foram exploradas. Como consequéncia, areas foram desmatadas e os pesticidas
passaram a ser usados de forma indiscriminada. O problema € que, além de ser um
dos principais produtores mundiais, o Brasil é o pais que detém a maior
biodiversidade do planeta. Por isso, é fundamental buscar estratégias para conciliar
a producdo agricola com a preservacdo da biodiversidade, buscando um
desenvolvimento mais sustentavel. Certamente, o primeiro passo é tentar entender
0s potenciais efeitos das atividades agricolas sobre a biodiversidade.

O surgimento de cultivares trangénicos permitiu que Vvarias culturas
tornassem-se tolerantes ao glifosato, o que obrigou os fabricantes a melhorar a
eficacia do ingrediente ativo. Para isso, varias formulacbes comerciais foram
desenvolvidas, as quais possuem, além do ingrediente ativo, surfactante, que
possibilita que o glifosato seja rapidamente absorvido pela cuticula da planta e
alcance diretamente o local exato onde ele atua. Assim, o glifosato tornou-se o
herbicida mais utilizado em todo o mundo. Consequentemente, a probabilidade de
contamina¢do do ambiente aquatico e a exposicado de espécies nao alvos aumentou.

Os herbicidas a base de glifosato tém sido constantemente detectados nos
ambientes aquéticos e, aqui, demonstramos que estes herbicidas podem ser
altamente negativos para 0s animais aquaticos. Portanto, o uso de herbicidas
deveria ser baseado em critérios bem definidos e acompanhados de um
monitoramento constante.

Um resultado muito comum quando avaliados os efeitos de herbicidas a base
de glifosato em organismos aquaticos € a amplificacdo dos efeitos negativos destes
herbicidas quando utilizadas as formulagbes comerciais. Os herbicidas a base de
glifosato estdo atualmente disponiveis em uma ampla variedade de formulaces,

cada uma baseada no mesmo ingrediente ativo, mas com uma combinac¢ao uUnica de
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surfactantes, adjuvantes e outros produtos quimicos, 0s quais ndo sao especificados
pelo fabricante, o que torna dificil avaliar os seus efeitos.

Aqui e em outros estudos, demonstramos que a sensibilidade a herbicidas a
base de glifosato é dependente da espécie e do herbicida utilizado. A confirmacao
gue os herbicidas a base de glifosato afetam animais em diferentes compartimentos
aquéticos € bastante preocupante, uma vez que o Brasil € um pais agricola e que o
uso de herbicidas cresce cada vez mais, podendo alcangcar o ambiente aquatico de
diversas maneiras. Esta preocupacdo € ainda maior porque detectamos efeitos
significativos em baixas concentracdes de herbicida. Lembrando que no presente
trabalho, as concentracfes testadas foram baseadas em concentracfes realisticas
dentro de uma faixa de variacdo ja detectada em ambientes aquéticos.
Adicionalmente, o surgimento de plantas daninhas resistentes pode amplificar ainda
mais o problema. Assim, novas e mais eficientes formulacdes sédo produzidas mais
rapidamente do que o nosso conhecimento sobre os impactos dessas formulagoes
sobre a biodiversidade.

Os nossos dados indicam que considerar os herbicidas a base de glifosato
COMO seguros para 0s organismos ndo alvos sem a devida avaliacdo € um risco. Os
nossos resultados e os da literatura mostram que os efeitos negativos dos herbicidas
a base de glifosato sdo dependentes do grupo, da espécie, do estagio de vida e do
tipo de herbicida. Portanto, generalizagbes como: 1) os herbicidas a base de
glifosato sdo seguros; 2) herbicidas a base de glifosato dificilmente chegam aos
ambientes aquaticos; ou 3) herbicidas a base de glifosato sem a presenca de
surfactantes sdo seguros para serem aplicados em ambientes aquaticos sao
perigosas e ndo ajudam a entender os reais efeito destes produtos nos
ecossistemas aquaticos. Por exemplo, quantidades significativas de herbicidas a
base de glifosato tém sido detectadas em ambientes aquéaticos localizados em
diferentes partes do mundo, mostrando que estes produtos tém acumulado nesses
locais. Além disso, 0s nossos resultados mostraram que o glifosato técnico, ou seja,
sem a presenca do surfactante, afetou negativamente uma das espécies estudadas.

Além dos efeitos sobre as espécies, a presenca de herbicidas a base de
glifosato pode afetar a comunidade e 0s processos ecossistémicos em ambientes
aguaticos a medida que afeta os organismos produtores, o que pode influenciar
indiretamente outros niveis troficos e eliminar ou diminuir a abundéancia de espécies

animais, incluindo espécies chaves. Diante do exposto, enfatizamos a importancia
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de ampliar os ensaios para testar os efeitos de herbicidas a base de glifosato
considerando espécies de diferentes compartimentos aquaticos; de monitorar 0 uso
de glifosato e a biodiversidade em regifes agricolas e proximas a elas; e estabelecer
regras claras de utilizacéo e fiscalizacéo efetivas. Lembramos também, que estudos
futuros que avaliem os efeitos negativos de surfactantes sdo muito importantes para
entendermos os efeitos destes produtos quimicos em diferentes espécies animais.
Ainda assim, o uso de pesticidas sem a presenca de surfactantes deve ser
controlado, uma vez que aqui e em outros estudos, o glifosato técnico afetou
negativamente de forma significativa uma das espécies estudadas (capitulo 2).
Assim, o0s impactos negativos sobre os organismos aquaticos demonstrados no

presente trabalho, poderiam ser mitigados.



