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Toxicidade do Herbicida Glifosato em Daphnia magna e pds-larvas de

Rhamdia quelen
RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade de Daphnia magna cultivada em
larga escala e pos-larvas do jundia (Rhamdia quelen) ao herbicida Glifosato e a substancias de
referéncia. Foram utilizadas dafnias com idade de 2 a 26 horas de vida, provenientes de
matrizes cultivadas em larga escala. Foram realizados seis ensaios de sensibilidade que foram
compostos por sete tratamentos e trés réplicas, nas concentragdes de 0; 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9 e
1,2 mg.L™ de dicromato de potassio, com duracdo de 24 horas. E os testes de toxicidade
aguda, com sulfato de cobre nas concentraces de 0; 0,01; 0,025; 0,05; 0,075 e 0,10 mg.L™?, e
para o glifosato as concentragdes de 0; 11; 21; 31; 41 e 51 pg.L™, com trés e duas réplicas
respectivamente, e duracdo de 48 horas. J& as pds-larvas de jundia foram expostas as
concentracdes de 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mg.L™ de glifosato, por 96 horas. Cada réplica era
composta de um frasco com 10 individuos. No teste de toxicidade crbnica, as dafnias foram
expostas as concentraces de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 pg.L™ de glifosato, com 10 réplicas, sendo uma
dafnia por réplica, avaliando a sobrevivéncia e fecundidade em 21 dias. Para 0s experimentos
de toxicidade aguda foi calculada mortalidade através da Concentragdo Efetiva Mediana
(CEsp) em cada teste. A média da CEsp para a D. magna com dicromato de potassio foi de
0,57 mg.L?. O valor de toxicidade aguda para o sulfato de cobre foi alcancado na
concentracdo de 0,034 mg.L™. Ja para o glifosato a CEsp de 32 pg.L™ é toxica para a espécie.
No teste cronico, a alta taxa de mortalidade possivelmente é resultado das condigdes
desfavoraveis no cultivo das matrizes em larga escala, o que prejudicou sua resisténcia. Para o
R. quelen a CEsg alcancada foi em 0,9 mg.L™. Os resultados demostraram que organismos da
espécie D. magna cultivadas em larga escala podem ser utilizados em testes de toxicidade
aguda, mas ndo em testes de toxicidade cronica, para a avaliagdo da qualidade da agua.
Palavras-chave: Biomonitoramento. Ecotoxicologia. Ecotoxicidade. Qualidade da Agua.
Sensibilidade.



Toxicity of Glyphosate Herbicide on Daphnia magna and post larvae of

Rhamdia quelen

ABSTRACT

The objective of this study was to avaluate the toxicity to Daphnia magna cultivated on a
large scale and post-larvae of jundia (Rhamdia quelen) to Glyphosate herbicide and the
reference substances. Were used daphnia with age between 2 and 26 hours of life, from large
scale cultured arrays. There were performed six sensitivity assays that were composed of
seven treatments and three replica, at concentrations of 0; 0.1; 0.3; 0.5; 0.7; 0.9 and 1.2 mg.L™
of potassium dichromate, with 24 hours duration. The acute toxicity assays, with copper
sulfate at concentrations of 0; 0.01; 0.025; 0.05; 0.075 and 0.10 mg.L™, and to the glyphosate
concentrations of 0; 11; 21; 31; 41 and 51 pg.L™, with three and two replica respectively, and
48 hours duration. However the post-larvae of jundia were exposed to concentrations of O;
0.5; 1.0; 1.5; 2.0 and 2.5 mg.L™ of glyphosate, per 96 hours. Each replica was composed of a
bottle with 10 individuals. The chronic toxicity test, the daphnia were exposed to
concentrations of 0, 2, 4, 6, 8 and 10 pg.L™ of glyphosate, with 10 replica, being a daphnia
per replica, evaluating the survival and fecundity in 21 days. For acute toxicity assays, was
calculated mortality using the Median Effective Concentration (ECsp) in each test. The mean
ECso for D. magna with potassium dichromate was 0.57 mg.L™. The value of acute toxicity
for copper sulphate was reached at a concentration of 0.034 mg.L™. And for the glyphosate
the ECso of 32 pg.L™ is toxic for the species. The chronic assay showed high rate of mortality,
possibly the result of unfavourable conditions for the large scale cultivation of arrays, hurt his
endurance. For the R. quelen the ECsy was achieved at 0.9 mg. L. The results showed that
organisms of the species D. magna cultivated on a large scale can be used in acute toxicity
tests, but not in chronic toxicity testing, for the assessment of water quality.

Keywords: Biomonitoring. Ecotoxicology. Ecotoxicity. Water Quality. Sensitivity.
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Introducéo

As recentes alteracdes climéaticas na Terra criaram um alerta para um problema que
vem crescendo e se agravando hd muitos anos, pois desde a revolucdo industrial com
crescimento intensivo das cidades, a humanidade tem causado grandes mudancas no ambiente
natural, gerando poluigdo e langando residuos indiscriminadamente, no ambiente e nos corpos
d’agua.

Ao longo do tempo essas substancias lancadas e produzidas pelas atividades
antropicas, se mostraram perigosas para a saude dos seres vivos (Truhaut, 1977), pois podem
apresentar efeitos bioacumulativos, podendo interagir com 0s organismos e causar alteragoes
(Arias et al., 2007). Muitas vezes as rea¢des dos individuos as substancias nocivas, ocorrem
desde o nivel celular. Essas mudangas podem ocorrer quando a concentracdo desses
compostos € baixa, e ndo detectavel em analises quimicas (Knie e Lopes, 2004), que ao longo
do tempo vdo se acumulando e prejudicando o metabolismo do individuo, até que ele
apresente uma resposta corporal visivel.

Os defensivos agricolas, por exemplo, foram desenvolvidos para controlar ou eliminar
alguma forma de vida indesejada e aumentar a produtividade, porém tém se mostrado
prejudicial a espécies ndo-alvo, além de persistirem no ambiente por longos periodos de
tempo(Fracacio, 2006). Alguns trabalhos tém mostrado que a exposic¢ao ao glifosato, um dos
herbicidas mais utilizados no mundo, causa o efeito de um disruptor enddcrino (Walsh et al.,
2000) inibindo a producdo de hormonios, como os de crescimento, em peixes (EI-Shebly e El-
kady, 2008).

Outras substancias também tem se mostrado prejudiciais aos organismos aquaticos. O
sulfato de cobre, por exemplo, tem sido amplamente utilizado na aquicultura como algicida, e
para controle de parasitas e enfermidades causadas por bactérias (Genovez et al., 2008)
porém, pode se tornar txico em elevadas concentracdes.

Portanto, para determinar melhor o uso e aplicacdo de substancias, prevenir perda da
diversidade bioldgica e garantir a sanidade dos organismos aquaticos, existe a necessidade de
desenvolver novas metodologias de controle, diagnostico e manejo dos recursos hidricos
(Buss, 2003). Para isso sdo feitas avalia¢fes utilizando os pardmetros bioldgicos, juntamente
com os métodos classicos de analise dos compostos fisicos e quimicos. E pelo fato de os
corpos d’agua serem o principal destino da emissdo de efluentes, seja ele através da descarga
direta, emitidos pelo ar que chega pela chuva ou aqueles depositados no solo, os testes de

ecotoxicidade de organismos aquaticos sdo de suma importancia (Costa et al., 2008).
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Entre essas novas metodologias, podemos citar os testes de ecotoxicidade, que séo
fundamentais quando se busca a prote¢do dos organismos nos ecossistemas e tem por objetivo
determinar o potencial de risco ambiental dos contaminantes (Costa et al., 2008) permitindo
avaliar os efeitos e a resisténcia dos organismos aquaticos a agentes quimicos e fisicos
(Magalhées e Ferrao-Filho, 2008).

E para que estes testes alcancem seu objetivo, as metodologias conhecidas exigem
alguns requisitos basicos no cultivo dos individuos. Para Knie e Lopes (2005), as condicdes
da 4gua ndo podem submeter 0s organismos a um estresse fisioldgico, para que o resultado
dos testes esteja exclusivamente ligado a substancia a qual esta sendo exposto.

N&o foram encontrados trabalhos que elucidem os efeitos da exposi¢do crénica do
glifosato sobre a Daphnia magna, tanto que ndo estd bem especificado no Brasil 0s
procedimentos ideais para realizacdo desse tipo de teste com a espécie. E também trabalhos

com peixes em suas primeiras fases de desenvolvimento s&o escassos.


http://dialnet.unirioja.es/servlet/autor?codigo=2407537
http://dialnet.unirioja.es/servlet/autor?codigo=2407539
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Objetivos
Objetivo Geral

Determinar a toxicidade do herbicida glifosato para a Daphnia magna e para pos-

larvas de jundid Rhamdia quelen.

Objetivos Especificos
Determinar a toxicidade aguda do herbicida glifosato e do sulfato de cobre para o

microcrustaceo Daphnia magna.

Determinar a toxicidade aguda do herbicida glifosato para pos-larvas do peixe
Rhamdia quelen.

Avaliar a toxicidade crénica do glifosato sobre D. magna, verificando o efeito de
concentragdes sub-letais sob a fertilidade.

Testar a viabilidade do uso de D. magna cultivadas em sistema de larga escala, para

realizacdo de testes de toxicidade.
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Ecotoxicologia
As atividades antrdpicas nos ultimos anos contribuiram gradativamente para a

degradacdo dos ecossistemas aquaticos, principalmente com as atividades de mineracdo
agricultura, construgéo de represas, eutrofizacdo artificial, entre outros (Callisto et al., 2001).
Esse impacto tém gerado problemas, principalmente em ambientes lénticos, pois compromete
ndo somente a biota aquatica, como o abastecimento de dgua (Figueiredo et al., 2007).

A partir do desenvolvimento de estudos de avaliagdo limnologica, foi possivel estudar
os efeitos dos poluentes quimicos no ecossistema (Truhaut, 1977), para controlar esses
problemas. Isso facilitou uma melhor compreensdo do funcionamento e da forma de
organizacdo de cada ambiente aquatico, sua dindmica e as inter-relacbes com a biota, e
permitiu estabelecer acGes de manejo, tanto dos recursos hidricos, quanto dos pesqueiros
(Calheiros e Ferreiro, 1997).

Dentre as formas mais comuns de avaliacdo da qualidade da &gua estdo os testes
fisicos, quimicos e bacteriologicos (Bieger et al., 2010), que sdo Uteis para a classificacdo do
meio aquatico. Porém, Terra et al. (2008a, 2008b) afirmam que essas técnicas muitas vezes
ndo detectam algumas substancias que podem ser prejudiciais para 0s organismos aquaticos,
ou apenas quantificam esses poluentes, mas ndo seus efeitos na biota (Fracacio et al., 2009).
Ou ainda algumas das metodologias exigem mao-de—obra especializada e alto custo
operacional, como de cromatografia e espectrometria (Alves e Oliveira-Filho, 2003).

Segundo Arias et al. (2007) essas metodologias bacterioldgicas tradicionais, sdo
deficientes na avaliacdo da qualidade estética, recreacional e ecoldgica do ambiente, e nem
sempre sdo capazes de detectar perturbacGes sutis sobre o ecossistema.

Uma das ferramentas desenvolvidas como alternativa sdo os indices bidticos, que sdo
uma expressdo numérica que combina uma medida quantitativa da diversidade de espécies,
com uma informagdo qualitativa da sensibilidade ecologica das comunidades aquaticas
(Czerniawska-Kuzka, 2005). Dentre os indices mais conhecidos e utilizados estdo o
“Biological Monitoring Working Party” — BMWP (Armitage et al., 1983) e o “Family Biotic
Index” — FBI (Hilsenhoff, 1987), que se baseiam na composi¢do de macroinvertebrados
bentonicos.

No entanto, a aplicacdo desses indices ndo tem precisdo, pois sdo baseados em
pontuacgdes bastante subjetivas, e quando aplicado em ambientes naturais ou alterados, que

ndo seja aquele para que foram desenvolvidos, € necessario uma adaptacdo (Czerniawska-
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Kuzka, 2005). Além do mais, ndo sdo conhecidos os limites de tolerdncia dos
macroinvertebrados, ou seja, a faixa Otima para o organismo sobreviver, crescer e se
reproduzir, além de que a sensibilidade dos organismos pode mudar de acordo com as
condi¢cdes ambientais a que estdo expostos (Magalhédes e Ferrdo-Filho, 2008), dificultando a
determinacdo com precisdo da qualidade da agua

Entretanto, outro método de biomonitoramento tem se mostrado mais eficiente, por
expor comunidades aquaticas aos poluentes e avaliar os efeitos na sua sadde (Van Dyk, 2003).
Esse método ¢ aplicado através de testes ecotoxicologicos, para classificar a capacidade do
meio ambiente para preservar a vida aquatica e a saude humana, e tém se mostrado essenciais
para avaliar a qualidade do meio ambiente (Terra et al., 2008b).

A toxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos adversos que agentes fisicos e quimicos
produzem em organismos Vivos, sob condi¢des especificas de exposicdo, e investiga fatores
de risco das substancias no ambiente (Williams et al., 2000). O uso de parametros biol6gicos
para medir a qualidade da &gua se baseia nas respostas dos organismos em relacdo ao meio
onde vivem (Buss et al., 2003), pois estes simulam o ambiente natural a fim de detectar
alteracdes no desenvolvimento normal dos seres vivos (Terra e Feiden, 2008).

A resposta dos testes de toxicidade aguda é descrita na forma de concentracdo letal
(CL), onde a medida da resposta é a mortalidade, e a partir da determinacéo de uma curva de
dose-resposta é possivel identificar doses que afetam uma percentagem especifica da
populacdo exposta (Williams et al., 2000).

No entanto, nem sempre as concentracdes das substancias sdo suficientes para causar
mortalidade em curto prazo, pois, segundo Van Dyk (2003) antes que aparecam mudancas
significativas externamente, elas ja podem estar evidentes a nivel celular e tecidual. Como
demonstra Cavalcante et al. (2008), quando observaram danos as células branquiais e aos
eritrocitos, em curimbata exposto ao Roundup®, e também Shiogiri et al. (2012) constataram
severos danos ao figado de pacu, expostos a mesma substancia, causando reducdo de sua
funcéo.

Tendo em vista a necessidade de determinar os efeitos sutis, como anomalias
morfolégicas, reducdo do crescimento e reproducdo, que uma determinada substancia pode
causar (USEPA, 2007), os testes da toxicidade cronica, que utilizam a exposi¢cdo dos
organismos a concentragcdes sub-letais para quantificar seu potencial toxico, também séo

usados como ferramenta.



14

Por essas razdes se faz necessario entender o mecanismo de acdo dessas substancias
no metabolismo dos organismos, sua composi¢do, misturas e produtos de degradacdo, para

posteriormente determinar valores seguros de exposi¢do (Van Leeuwen, 2000).

Glifosato no Ambiente
Visando o aumento da produtividade e reducdo dos custos de producdo, o consumo de

agrotoxicos cresceu bastante nas Gltimas décadas, transformando o Brasil em um dos lideres
mundiais no consumo de agrotoxicos (Faria et al., 2007).

Embora as tecnologias tenham proporcionado a resisténcia das culturas a algumas
pragas, uso de herbicidas é essencial para o controle de plantas indesejaveis na agricultura
(Amarante Junior et al., 2002).

O glifosato (Figura 1) é um herbicida organofosforado, ndo seletivo, de amplo
espectro, pos-emergente, amplamente utilizado da agricultura (Britt et al., 2003). Sua fun¢éo
principal é inibir a acdo da enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintetase (EPSPS)
(Mensah et al.,, 2011), impedindo a formacdo dos aminoacidos aromaticos essenciais

fenilalanina, tirosina e triptofano, nas plantas.

@) @)

I I
HO - C — CH;~NH - CH, P - OH

|
OH
Figura 1 — Formula quimica do Glifosato (Williams et al., 2000)

Sua formulacdo mais conhecida é o0 Roundup®, produzido pela Monsanto, que contém
em sua formulagdo o glifosato na forma de sal de isopropilamina e também o surfactante
polioxietileno-amina, que é adicionado para aumentar sua eficacia (Tsui e Chu, 2003). O
glifosato em si, é considerado pouco toxico, porém a presenca desse surfactante em sua
composigdo comercial torna o composto significativamente mais toxico (Amarante Junior et
al., 2002; Souza et al., 2006).

Segundo Mamy et al. (2005), os processos fisicos, quimicos e biolégicos no solo,
interferem no processo de acumulacdo e dispersdo dos agroquimicos para os corpos d’agua.
Assim uma das grandes preocupagfes dos pesquisadores € que esse herbicida apresenta alta
polaridade e solubilidade em &agua, permitindo que se associe a outros compostos idnicos
inorganicos e metéalicos, dificultando sua extracdo e também sua deteccdo e quantificacdo no

solo (Amarante Junior et al., 2002).
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O glifosato tem sido apontado como responsavel pela reducdo da atividade da enzima
Na'/K*ATPase, além de aumentar lipoperoxidacdo em uma espécie de crustaceo (Dutra et al.,
2011), afeta a estrutura e funcionamento do figado (Edge et al., 2011) e o transporte
intracelular em sapos (Hedberg e Wallin, 2010)

Alguns trabalhos tém mostrado que o glifosato é apontado como disruptor enddcrino
(Walsh et al., 2000), inibindo a producdo de hormdnios do crescimento em peixes (EI-Shebly
e El-kady, 2008), além de causar hemorragia, necrose hepatica e congestao renal (Albinati et
al., 2009), podendo causar até efeitos genotoxicos (Cavalcante et al., 2008; Guilherme et al.,
2012).

Daphnia magna
Diversos organismos podem ser utilizados como objeto de pesquisa em ecotoxicidade,

o importante é que se tenha um grande conhecimento sobre o funcionamento do ecossistema,
a biologia e fisiologia das espécies envolvidas, facilidade de coleta e manutengdo em
laboratdrio (Baptista, 2008).

Segundo Capoleti (2005) os organismos mais indicados para este fim devem
apresentar as caracteristicas favoraveis como distribuicdo cosmopolita, facil amostragem,
mobilidade limitada, baixa variabilidade genética e ecoldgica, diversidade taxonémica e fécil
identificacdo e cultivo em laboratdrio, com custos relativamente baixos para sua manuten¢ao
e sensiveis a diferentes concentraces de poluentes no meio, fornecendo ampla faixa de
respostas frente a diferentes niveis de contaminacdo ambiental. Nessa classificacdo se
encaixam bactérias, algas, insetos aquéaticos, macroinvertebrados benténicos, microcrustaceos
e algumas espécies de peixes.

Os claddceros tém emergido como grupo padronizado para testes toxicoldgicos,
segundo Mark e Soble (1998) e Scholten et al. (2005) as dafnias sdo Uteis nos testes por
atenderem aos requisitos acima descritos e cumprem um papel fundamental nas cadeias
alimentares de &gua doce; além disso, a reproducdo € normalmente partenogenética,
permitindo baixa variabilidade genética; tém um ciclo de vida curto e podem ser testadas em
sistemas de ensaio de pequeno volume.

A biologia de Daphnia magna ja foi amplamente estudada, segundo Ruppert e Barnes
(1996), e um organismo planctonico, classificado taxonomicamente no filo Arthropoda,
subfilo Crustacea, classe Branchiopoda, ordem Diplostraca, subordem Cladocera, familia

Daphnidae. Popularmente conhecida como pulga-d’agua, apresenta tamanho médio de 5 a 6
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mm, alcanca a maturidade sexual de 6 a 8 dias e apds o nascimento, tem um ciclo de vida de
aproximadamente 60 dias, que pode variar de acordo com a temperatura (Dang et al., 2012).

E um consumidor primario da cadeia trofica e alimenta-se da coleta de particulas em
suspencdo, pelas suas cerdas filtradoras presentes nos apéndices do tronco, que sdo também
responsaveis pelas trocas gasosas (Ruppert e Barnes, 1996). De acordo estes, a natagdo é feita
pela movimentacdo do segundo par de antenas, sendo que 0 movimento é predominantemente
vertical e desajeitado, que propele o animal para cima; depois ele afunda lentamente,
utilizando as antenas como um para-quedas.

Devido a sua caracteristica partenogenética, os ovos sdo diploides, produzidos em
sacos dentro da camara incubatdria dorsal e o desenvolvimento é direto. Porém, condicGes
ambientais desfavoraveis podem causar a producdo de machos hapldides e em seguida a
producdo de ovos fertilizados, que sdo envolvidos por uma capsula protetora e sdo chamados
efipios. Eles podem suportar diferentes condi¢Bes e s eclodir quando for favoravel ao seu
desenvolvimento (Ruppert e Barnes, 1996).

Por apresentar essas caracteristicas a Daphnia magna (Straus, 1820) tém sido
amplamente utilizada, had muitos anos, como organismo padrdo em aplicacdo de bioensaios de
toxicidade aguda e cronica, para identificar contaminacdo do meio aquéatico (Martins et al.,
2007).

Rhamdia quelen
Testes com algumas espécies de peixes ja sdo padronizados, como o Danio rerio,

Pimephales promelas, Oncorhynchus mykiss e Salvelinus fontinalis, por apresentarem relativa
sensibilidade, biologia e comportamento bem conhecida. Contudo, é necessario também
conhecer os efeitos das substancias toxicas em espécies nativas brasileiras, para identificacdo
de fontes de contaminacdo ambiental e melhor compreensdo das condi¢Ges das bacias
hidrogréficas locais.

O Rhamdia quelen (Quoy e Gaimard, 1824), mais conhecido como jundia, é um bagre
de agua doce, que esta presente em bacias hidrograficas que se estendem desde o sudeste do
México até o centro da Argentina (Zaniboni Filho, 2004). Esta espécie pertence a classe
Osteichthyes, ordem Siluriformes e familia Heptapteridae (Nakatani et al., 2003).

A espécie pode medir até 50 cm e pesar 3 Kg (Gomes et al., 2000), apresenta cabeca
pequena em relacdo ao comprimento, sua coloragdo varia do cinza oliva ou negro com

manchas escuras e irregulares e as nadadeiras sdo cinza (Baldisserotto e Randuz-Neto, 2010).



17

Apresentam comportamento preferencialmente bentdnico e habitos onivoros, a maturidade
sexual é atingida por volta de um ano de idade em machos e fémeas (Gomes et al., 2000).

A espécie foi escolhida como objeto de estudo por ser de grande interesse para a
piscicultura da Regido Sul do Brasil, por seu crescimento acelerado, inclusive nos meses mais
frios (Maffezzolli e Nufier, 2006). Esta espécie possui importancia ndo s6 econémica, mas
também ecoldgica (Miron et al., 2008) em funcdo de uma estratégia alimentar generalista
(Kdtter et al., 2009).

Pos-larvas de peixes geralmente sdo mais sensiveis do que organismos adultos,
representando melhor o risco de exposi¢cdo a um poluente na sobrevivéncia e dispersdo da
espécie no ambiente. Tal condicdo que ja foi relatado por Barrera (2013) ao expor larvas e
adultos de jundia a nano particulas de prata, as primeiras demonstraram maior mortalidade e
deformidades, enquanto que os adultos apresentaram danos histopatolégicos.

Grande parte dos tanques de cultivo de peixes no Brasil esta localizado muito préximo
a areas de plantagdes agricolas, facilitando a entrada dos defensivos agricolas, utilizado nas
culturas, nos corpos d’agua. Assim os peixes estdo diretamente sujeitos ao contato e ingestao
de substancias toxicas, e como esses peixes sdo comercializados, podem estar vindo

contaminados para a mesa do consumidor.
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Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Ecotoxicologia e Biomanipulagédo (LEB)
situado no Instituto de Pesquisa em Aquicultura Ambiental (InPAA) da Universidade

Estadual do Oeste do Parana (Unioeste).

Cultivo de D. magna
O material e a metodologia utilizada para o cultivo e aplicacdo do teste de toxicidade

aguda, seguiram as recomendacdes estabelecidas nas normas da ABNT NBR 12713 (2004,
modificado).

As dafnias foram provenientes do Laboratério de Planctologia localizado no InPAA,
onde estavam mantidas em bercarios de polietileno branco, de forma circular e concavos de
capacidade 20L, interligados a um filtro biolégico e cultivadas em sistema fechado. Os
individuos foram alimentados diariamente com a alga unicelular Scenedesmus acuminatus,
cultivadas no Laboratorio de Ficologia do InPAA.

Para caracterizacdo da agua foi utilizado um medidor multiparametro YSI
Professional, para medigdo de temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg.L™) e pH, além de
testes de dureza (mg CaCOs.L™) e alcalinidade (mg CaCOs.L™) realizado pelo laboratério de
limnologia do Instituto Ambiental do Parana (IAP).

Para realizacdo dos testes, tanto agudo quanto crbnico, no dia anterior cerca de 30
dafnias adultas que apresentavam ovos na bolsa incubatdria, provenientes do sistema de
cultivo, foram transferidas para recipientes com capacidade de 2L de agua de cultivo (Tabela
1). Essas matrizes foram mantidas em estufa incubadora tipo B.O.D (Biochemical Oxygen
Demand) utilizando fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 de escuro e temperatura de 20+2°C,
para postura dos ovos, pois 0s neonatos a serem utilizados nos testes deveriam ter entre 2 a 26
horas de vida, e também para que estes ndo passassem por estresse e ja nascessem nas
condig¢Bes ambientais a que iam ser submetidos durante os testes (ABNT NBR 12713, 2004).

As aguas de cultivo e de diluicdo foram preparadas a partir da composicdo das

solucBes-estoque apresentadas na Tabela 1, utilizando os volumes necessarios para cada uma.
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Tabela 1 — Composicdo das solucdes-estoque e volume para preparo de 1 litro de agua de
cultivo e agua de diluicdo (ABNT, 2004).

Solucao Reagente Concentracéo Agua de Cultivo Agua de Diluicio
estoque (mg.L™h) (mL) (mL)
1 CaCl,.2H,0 73500 3,2 3,2
2 MgS0O,.7H,0 123300 0,8 0,8
3 KCI 5800 0,8 0,8
4 NaHCO; 64800 0,8 0,8
MnCI.4H,0 7210
LiCl 6120
5 CuCl,.2H,0 335 0,1 -
ZnCl 260
CoCl,.6H,0 200
NaNO; 548
6 H3BO3 5719 05 i
Na,Mo00,4.2H,0 126 ’
Kl 6,5
7 Na,SiO; 21475 0,2 -
8 Na,EDTA.2H,0 500 5 -
FeS0O,.7H,0 199
KH,PO, 286 -
o K.HPO, 368 05

No dia seguinte, os neonatos foram separados das matrizes, que foram retiradas com
uma peneira de malha 1mm e em seguida com um de filtro de nylon de 500pum, foram
capturados os neonatos. Estes entdo foram transferidos para uma bandeja, com o auxilio de
um pissete contendo agua de diluicdo (Tabela 1), onde foram mantidos por 2 horas para
retirada dos individuos debilitados.

Para realizacdo dos testes de sensibilidade e toxicidade a aguda foi utilizada agua de
diluicdo, que foi preparada 24 horas antes da realizacdo dos testes, periodo em que foi
mantida com aeracdo constante para saturacdo de oxigénio dissolvido e estabilizacdo do pH,

que foram medidos antes e apds os testes para validade dos ensaios.

Ensaio de sensibilidade da D. magna
A ABNT recomenda que a principio seja realizado um teste preliminar, garantindo que

0s neonatos estejam em condicOes aceitaveis de sensibilidade, e sejam considerados viaveis
para uso em testes de toxicidade.

Para realizacdo desses testes foi preparada uma solucgdo-estoque de dicromato de
potassio (Synth®; L: 128709) com concentracdo de 100mg.L™. A partir desta foram feitas as
diluicbes em bal&o volumetrico. As concentragdes utilizadas foram de 0; 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9
e 1,2 mg.L™ e o volume foi completado para 100mL com &gua de diluicdo. Foram utilizados
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30 neonatos para cada diluicdo, distribuidos em trés réplicas. Os frascos foram cobertos com
filme de pvc, para evitar contaminagdo externa, entrada de poeira e evaporacdo da &gua, e
entdo mantidas por 24h em estufa incubadora tipo B.O.D., com temperatura controlada de
20°C e sem iluminacdo. Apds 24 horas, foi feita a contagem do ndmero de individuos imoveis
em cada solugéo-teste, com o auxilio de uma lupa de mesa com lampada acoplada.

Esse teste foi repetido mensalmente por 6 meses, pois a estabilidade da cultura é
importante para a confiabilidade dos resultados. Para isso, apds 5 resultados foi calculada a
média e desvio padrdo (o), e a partir desse valor, o teste seguinte deveria estar compreendido
num intervalo de £2 o em relacdo a média anterior (ABNT, 2004).

Apds obtencdo desses resultados foram aplicados testes de toxicidade, que seguiram o
mesmo procedimento de preparacao do teste de sensibilidade, e foram realizadas duas leituras

dos resultados, uma vez ap6s 24 horas e outra ap6os 48 horas de exposi¢éo.

Ensaio de toxicidade aguda de D. magna ao Sulfato de Cobre
Devido ao fato de ser um metal pesado muito encontrado no ambiente, o sulfato de

cobre (Vetec®; L: 0706632) ¢ amplamente utilizado como substancia de referéncia para
padronizacdo de testes de sensibilidade e toxicidade aguda da D. magna, segundo a ABNT.
Por isso foi realizado um teste preliminar com essa substancia, antes de utilizar o glifosato.
Assim, 0 mesmo procedimento foi seguido para elaboracdo do teste com o sulfato de
cobre. Foi preparada uma solucéo-estoque de 10mg.L™?, a partir da qual foram preparados
cinco tratamentos nas concentracdes de 0,01; 0,025; 0,05; 0,075 e 0,10 mg.L™" e trés

repeticdes cada, além de um grupo controle.

Ensaio de toxicidade aguda de D. magna ao Glifosato
Para o teste com defensivo agricola foi utilizado o produto Glifosato Biocarb® 48%

(Sal isopropilamina de N-(fosfonometil) glicina - CgH317N,OsP), o delineamento foi
inteiramente casualizado composto por cinco tratamentos nas concentragdes de 11, 21, 31, 41,
51 pg.L™ de glifosato, mais um grupo controle com duas repeticdes cada, pois no dia do
procedimento as matrizes ndao produziram neonatos suficientes para fazer um namero maior

de repeticoes.

Ensaio de toxicidade crénica com D. magna ao Glifosato
Como a ABNT ndo possui norma especifica para testes de toxicidade cronica com a D.

magna, para realizagéo desse teste foi utilizada a metodologia descrita na OECD 211 (2012).
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O principio do teste se baseia na avaliacdo dos efeitos dos quimicos na sobrevivéncia e
fertilidade da dafnia, por um periodo méximo de 21 dias.

A partir dos resultados da toxicidade aguda, é que foram estipuladas as concentracfes
a serem aplicadas no teste cronico. Essas foram preparadas em baldo volumétrico nas
concentracdes de 2, 4, 6, 8 e 10pg.L™, mais um grupo controle, e utilizou-se a agua de cultivo
(Tabela 1) como diluente. Cada concentragdo constituiu de 10 réplicas, dispondo 10
organismos individualmente em frascos com 100 ml de solucdo, considerando a unidade
experimental como 1 dafnia por frasco.

Os recipientes foram cobertos com filme de pvc, para evitar contaminagédo externa e
evaporacdo da amostra e mantidos por 21 dias em estufa tipo B.O.D, com temperatura
controlada de 21°C e fotoperiodo de 16 horas de luz. As dafnias foram alimentadas
diariamente com alga Scenedesmus acuminatus a um proporcéo de 10° células.mL™.

Os organismos eram monitorados trés vezes por semana, quando eram contados e
removidos as neonatas produzidas e dafnias mortas, posteriormente era realizada a troca da
agua, em que as dafnias eram retiradas cuidadosamente com um coletor de microcrustaceos e
transferidas para um novo recipiente com a mesma diluicdo e temperatura, caracterizando um
sistema semi-estatico.

A fecundidade foi avaliada pela contagem dos neonatos gerados pelas fémeas no
periodo de 21 dias. Como parametro foi utilizada a média de filhotes gerados por fémea,
considerando o nimero de posturas ao longo do teste. A sobrevivéncia foi calculada com base

no numero de dafnias sobreviventes apds o periodo experimental.

Ensaio de Toxicidade aguda com R. quelen ao Glifosato
O teste de toxicidade aguda com o R. quelen foi adaptado com base na norma USEPA

(2002) e na OECD 203 (1992).

Os peixes com um dia de vida, foram adquiridos de uma estagdo de piscicultura
comercial e transportados em saco plastico com oxigénio até o INPAA. Em seguida foram
aclimatados e transferidos para um tanque de 100 L, a agua foi proveniente de poco artesiano,
com aeracdo artificial e alimentados ad libitum com racdo comercial farelada, até a aplicacéo
dos testes.

Quando os peixes atingiram 14 dias de idade, foi preparado o teste, que foi constituido
de um delineamento experimental inteiramente casualizado composto de cinco tratamentos,
através da adicao de glifosato nas concentracdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mg.L™ além de um

grupo controle, com trés réplicas cada, em béqueres com 500ml de solugéo final, completados
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com agua de poco artesiano. Foi considerado como unidade experimental um béquer de
500ml de solucdo com 10 peixes cada.

Os frascos foram mantidos em camara tipo B.O.D. por um periodo de 96h. O
fotoperiodo foi de 12 horas de luz, temperatura de 23°C. O pH e o oxigénio dissolvido foram
medidos ao inicio do teste e também apds decorridas 48 e 96 horas, periodo em que foram
contados também o ndmero de individuos mortos. Os peixes ndo foram alimentados durante o

periodo do teste.

Andlise estatistica
Para analise dos resultados de toxicidade aguda com a D. magna, foram seguidas as

recomendacdes da USEPA (2002). Apo6s a contagem dos individuos imdveis, foram
calculados os valores de Concentracdo Efetiva Mediana (CEsp), ou seja, a concentracdo que
causa efeito agudo (morte ou imobilidade) a 50% dos organismos durante o tempo de
exposicdo (24 ou 48h), e com um intervalo de confianga de 95%, que foi determinada
utilizando-se os métodos EPA Probit 1.5 e Trimmed Sperman Karber 1.5 (Hamilton et al.,
1977), considerado se os dados foram paramétricos ou ndo paramétricos, respectivamente. As
mesmas recomendagdes foram utilizadas para o ensaio com o R .quelen (48 e 96h de
exposicao).

Para avaliar a toxicidade crénica, os resultados de fecundidade e sobrevivéncia, foram
submetidos a uma andlise de variancia (ANOVA), seguido de um teste de comparacdo de

médias Dunnett ambas pelo programa Statistica 7.0.



23

Resultados

Teste de sensibilidade com D. magna
Observa-se que a média e o desvio padrdo dos parametros de qualidade da agua dos

ensaios (Tabela 2) permaneceram dentro dos limites aceitaveis para confianca nos resultados
conforme ABNT (2004).

Tabela 2 — Média e desvio-padrdo dos pardmetros
ambientais medidos no inicio e ao final dos ensaios.

Inicio  Final
Temperatura (°C) 21+15 20+0,6
pH 8,1+0,2 8,2+0,3

Oxigénio Dissolvido (mg.L™?) 4,240,4 3,2+0,3
Alcalinidade (mg CaCOz.L™") 41 -
Dureza (mg CaCOs.L™) 227 -

Os valores da CEs.p4 n dos testes de sensibilidade aguda com dicromato de potassio,

estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3 — Valores médios CEsp.24 1 € intervalo de confianga,
calculados para teste de toxicidade aguda ao dicromato de
potéssio, juntamente com a média geral (i), desvio-padrdo (o) e
coeficiente de variacdo (C.V.).

} Intervalo de
CEsozan (Mg L) Confianca (95%)
Teste 1 0,71 0,65-0,77
Teste 2 0,62 0,49 - 0,77
Teste 3 0,49 0,39-0,58
Teste 4 0,52 0,43 - 0,60
Teste 5 0,43 0,34 -0,50
Teste 6 0,62 0,52-0,74
X 0,57 -
o 0,10 -
C.V. (%) 18,21 -

O pressuposto de confiabilidade dos resultados dos testes de sensibilidade foi
alcancado, conforme exigéncias da ABNT (2004), pois a média obtida no teste 6 ficou

compreendida no intervalo de confianga dos testes anteriores.
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Figura 2 — CEsp-24n NO 6° teste, compreendida no intervalo de confianga (médiat2c) da CEsop.
24n, NOS CiNCO primeiros testes de sensibilidade de Daphnia magna ao dicromato de potassio.

Toxicidade aguda do sulfato de cobre em D. magna
Observou-se que a imobilidade foi diretamente proporcional a concentracao de sulfato

de cobre na 4gua, e a CEso.g, encontrada pelo método Probit foi de 0,034 mg.L™, ficou em
um intervalo de confianca de 0,016 a 0,041 de sulfato de cobre (Figura 3).

100 a
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>

Concentracgio de sulfato de cobre (mg.L1)

Figura 3 — Imobilidade de Daphnia magna, exposta a diferentes concentracdes de sulfato de
cobre e valor da CEsy.

Toxicidade aguda do Glifosato em D. magna
Observou-se que a imobilidade foi crescendo a medida que aumentou-se a

concentracdo do glifosato. E a CEsp, calculada pelo método Trimmed Sperman Karber, de D.
magna para o glifosato foi de 32 ug.L™, com um intervalo de confianca entre 21 e 50 pg.I™.
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Figura 4 — Imobilidade de Daphnia magna quando exposta a diferentes concentragdes de
Glifosato e valor da CEs.

Toxicidade crénica do Glifosato em D. magna
Observou-se efeito (p< 0,05) entre os tratamentos, em que a concentracdo de 10pg.L™

apresentou maior fecundidade (Figura 5).

Neonatas
|
|
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2 4 .6 8 10
Concentracao de Glifosato (ng.L-1)

Figura 5 — NUmero total de neonatas produzidas por tratamento, em 21 dias. * P<0,05 pelo
teste de Dunnett.

E necessario ressaltar que a fecundidade ndo seguiu um padrdo, em relacdo a
concentracdo de glifosato, sendo que apenas o tratamento com maior concentragdo 10pg.L™,
apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo controle pelo teste de Dunnett. Porém
a meédia de individuos produzidos por fémea em cada postura, ndo diferenciou

significativamente (p=0,13), como mostra a Tabela 4.
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Tabela 4 — Média de neonatas produzidas por postura, em cada réplica nos
diferentes tratamentos, juntamente com a média geral (x), desvio padréo (o)

e coeficiente de variacdo (C.V.).

Concentracdo de Glifosato (ug.L™)

Réplicas 0 2 4 6 8 10
1 7,0 6,0 6,5 6,0 4,0 6,5
2 6,0 6,5 7,5 7,0 6,3 5,5
3 4,0 4,7 4,0 7,0 53 5,6
4 5,0 8,0 4,0 7,5 6,3 7,3
5 53 6,0 6,0 - - 9,5
6 11,0 8,5 15,0 5,5 3,3 9,0
7 11,0 7,0 3,0 8,5 - -

8 7,0 7,0 4,3 3,7 6,6 10,0
9 6,3 58 7,5 3,7 - 8,0
10 3,0 7,3 3,7 3,5 4,8 -
X 6,6 6,7 6,2 58 5,2 7,7
c 2,7 1,1 3,5 1,9 1,3 1,7
C.V. 40,4 16,9 57,0 31,9 24,0 22,6

O tempo de sobrevivéncia das dafnias ndo diferiu significativamente (p> 0,05) entre o0s

tratamentos apresentando tempo médio de vida de 13,7+0,6 dias.

Toxicidade aguda do Glifosato em R. quelen

Observa-se que a média e o desvio padrdo dos parametros de qualidade da agua dos

ensaios (Tabela 5) permaneceram dentro dos limites aceitaveis para confianga nos resultados

conforme a USEPA (2002).

Tabela 5 — Média e desvio-padrdo dos parametros

ambientais medidos no inicio e ao final dos ensaios.

Inicio Final
Temperatura (°C) 22 21+0,5
pH 8,1+0,2 8,2+0,3

Oxigénio Dissolvido (mg.L™) 4,6+0,2 4,4+0,2
Alcalinidade (mg CaCO3.L™"Y) 77 -
Dureza (mg CaCO3.L™) 181 -

Foi verificado que o valor da CEsg foi menor apos as 96h, mostrando que a toxicidade

ao glifosato aumenta ao longo do tempo (Figura 7).
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Figura 7 — Porcentagem de mortalidade de R. quelen quando exposto a diferentes
concentragdes de Glifosato e valor da CEspapds 48 (A) e 96 horas (B).
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Discussao

De acordo com a USEPA (2000), para garantia de precisdo dos resultados da CEsp 0
coeficiente de variacdo deve ser menor que 40%. Assim, o resultado obtido permaneceu
dentro desse limite estabelecido.

Os valores obtidos de sensibilidade para o dicromato de potassio estdo acima dos
encontrados por Sorvari e Sillanpaa (1996), cujas dafnias apresentaram a sensibilidade em
0,37 mg.L™ e Arauco (2002) que encontrou sensibilidade em média de 0,09 mg.L™. Porém as
dafnias foram mais sensiveis se comparadas a sensibilidade obtido por Beatrici et al. (2006)
que foi de 0,86 mg.L™.

Essas diferencas nos valores de sensibilidade podem estar relacionadas a composicéao
do meio de cultivo a que as dafnias foram submetidas, pois a auséncia de alguns elementos-
traco podem provocar sintomas de caréncia a longo prazo (Knie e Lopes, 2004), o que pode
causar uma variabilidade nos resultados.

Além disso, temperatura e a dureza da &gua podem influenciar diretamente na
fertilidade, e consequentemente, nos resultados de toxicidade dos organismos (Lewis e Maki
1981; Persoone et al., 1989). Isso é corroborado ao comparar os resultados de Beatrici et al.
(2006) e Arauco (2002) que realizaram um cultivo em &gua dura (250 mg.L™ CaCOs) e agua
mole (40 mg.L™ CaCO3), respectivamente. Por se tratar de um microcrustaceo esse elemento
é essencial para a dafnia, para a formacéo da sua carapaca.

Outro fator que pode afetar a sensibilidade foi descrito por Enserink et al. (1990), onde
evidenciam que a nutricdo das matrizes também pode interferir na taxa de reproducéo,
quantidade de neonatos por ninhada e tamanho de cada neonato. Esses fatores vado acarretar
em uma ma qualidade na prole, com neonatas de salde debilitada com baixa resisténcia a
ambiente toxico.

Ao longo dos meses de experimento observou-se, inclusive, uma variagdo da CEs, €
esta diferenca pode estar ligada as condi¢cdes ambientais a que 0s organismos, do cultivo em
larga escala, ficaram exposta durante esse periodo, o qual se pode frisar a influéncia das
mudangas bruscas de temperatura nos meses de inverno e a alta densidade populacional.

Em relacdo ao teste com sulfato de cobre, Mark e Solbé (1998) mostraram a base de
dados da European Center for Ecotoxicology and Toxicology of Chemicals (ECETOC), onde
a toxicidade aguda dessa substancia para D. magna foi de 0,011 mg.L™. Resultado semelhante

foi encontrado por Mastin e Rodgers (2000) que determinaram a toxicidade aguda em 0,018
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mg.L™" de sulfato de cobre, valor menor comparado ao resultado deste trabalho (0,034 mg.L’
1)_

Outros trabalhos mostraram valores de CEsp mais altos. Arauco (2002) e Khangarot e
Ray (1989), por exemplo, encontraram a toxicidade do cobre para D. magna em 0,045 e 0,09
mg.L™?, respectivamente. J4 Sorvari e Sillanpaa (1996) encontraram uma CEs, de 0,022 mg.L"
! porém utilizando como fonte de exposico o cloreto de cobre por 24h.

Alguns autores destacam que devido & formacdo do fon metalico Cu®*, a toxicidade
deste elemento pode variar conforme a qualidade da 4gua, desde pH, dureza, temperatura e até
procedimento dos testes (Khangarot e Ray 1989). Shi et al. (1998) também afirmam que o
valor do pH influencia diretamente na disponibilizacdo desses fons Cu?* na coluna d’agua e,
consequentemente, na sua toxicidade. Quanto menor o pH maior sera sua disponibilidade e,
dessa forma, os organismos absorvem esse elemento através da respiracdo. J& em ambiente
com pH mais alto os ions tendem a se complexar e formar hidroxidos e complexos orgéanicos.

Esse fator é importante na extrapolacdo dos resultados feitos em laboratério para o
ambiente natural, em que a presenca de matéria organica pode influenciar nos efeitos desse
composto para as comunidades aquaticas.

A Resolucdo CONAMA n° 357 (2005) permite uma concentracdo de cobre total de
0,009mg.L™* em &guas classe | e 11 e de 0,013mg.L™ em 4guas classe I11. Concentracio que se
pode considerar ndo toxica, portanto segura, comparada aos resultados obtidos nesse trabalho.

Porém, a Resolugdo CONAMA n° 430 (2011) permite o lancamento de efluentes com
uma concentracdo maxima de cobre de 1 mg.L™. Pelo fato de essa quantidade estar acima dos
valores de toxicidade encontrados neste e nos demais trabalhos, ela pode afetar
significativamente as comunidades aquéaticas nos pontos de liberagdo desses efluentes e a
jusante.

Estudos ja demonstram que a exposicdo de dafnias a concentracdes acima de 0,05
mg.L™" de cobre por 24h, afeta diretamente as taxas de filtracdo e ingestdo de alimento
(Ferrando e Andreu, 1993), o que pode prejudicar as comunidades aquéaticas a médio e longo
prazo.

Para as espécies Ceriodaphnia dubia e Daphnia ambigua a CLs (concentracdo letal
mediana) calculada por Harmon et al. (2003) foi de 0,004 e 0,006 mg.L™ de sulfato de cobre,
muito abaixo dos valores encontrados para D. magna. Isto evidencia também a diferenca de
toxicidade do sulfato de cobre entre organismos da mesma familia, podendo prejudicar a

diversidade de populac¢des nos corpos d’agua.
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A toxicidade aguda da déafnia para o glifosato ja foi demonstrada por, Sarigul e Bekcan
(2009) utilizando 0 Roundup® encontraram a CLsg.4gn a 12 pg.L™ para a espécie, sendo que a
menor concentracdo utilizada no teste foi de 11 pg.L™.

No entanto, Rojas e Riveros (2008) expuseram dafnias ao Roundup® 747, que € em
forma de granulos, e a CL50 foi atingida na concentracdo de 42,90 mg.L™, muito acima do
encontrado neste trabalho. O que pode indicar que essa formulagdo € menos toxica do que a
utilizada.

A concentracdo de glifosato utilizada nas culturas de arroz e soja no Brasil esta entre
0,36 a 2,16 mg.L™ (Glusczak et al., 2007). A partir disso para estimar a toxicidade desse
composto para 0s organismos aquaticos, ainda é necessario avaliar a capacidade de
degradacéo do glifosato pelos microrganismos no solo e a forma como ele é carreado para 0s
corpos d’agua.

A Resolugdo CONAMA n° 357 (2005) permite a quantia de 65ug de glifosato por litro
agua doce de classe | e 1l, e concentracao de 280 pg em agua classe I1l. Concentragdo que ja
pode ser considerada tdxica para a espécie estudada.

Alguns estudos inclusive ja demonstraram que concentraces acima de 3,6 mg.L™
resultaram em perdas significativas na riqueza e abundancia de espécies de copépodos, tanto
na fase de nauplio quanto adulto (Vera et al., 2012), e também de girinos e caracdis (Relyea,
2005). Para o camardo de agua doce Cardina nilotica a CLso do glifosato, para individuos
com menos de 7 dias, se obteve na concentracdo de 2,5 mg.L™ (Mensah et al., 2011).

De acordo com os critérios de validade pré-estabelecidos pela OECD 211 (2012), o
teste de toxicidade cronica ndo é valido, uma vez que a mortalidade nos tratamentos, inclusive
no controle alcancou 0s 100% apds 21 dias. Contudo, como o objetivo desta bateria foi testar
também a hipdtese de uso de D. magna produzida em larga escala para utilizacdo em testes de
toxicidade, os resultado foram apresentados.

O fato de os organismos alcangarem 100% de mortalidade inclusive no grupo controle,
pode ser sinal de que o sistema de cultivo em larga escala afete na sua sensibilidade.
Condices desfavordveis como variagbes continuas de temperatura, alta densidade
populacional e producdo de efipios, podem prejudicar a cultura (ABNT NBR 12713, 2004),
esta pode ser a causa das dafnias ndo resistirem até o final do ensaio.

Em relacédo a reproducdo, a media de neonatas produzidas em cada evento reprodutivo,
ndo diferenciou significativamente entre os tratamentos. No entanto, foi observado que o
tratamento com maior concentragdo de glifosato, produziu um ndmero maior de neonatos,

resultado de um maior nimero de eventos reprodutivos. Nesse caso, 0S organismos podem ter
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se adaptado a condigdo toxica, ou a presenca do glifosato pode ter estimulado uma maior
reproducdo, para que pelo menos uma pequena porcentagem dos organismos conseguisse
sobreviver as condicOes de estresse.

Existem muitos trabalhos que evidenciam ndo apenas a agdo letal do glifosato em
outras comunidades aquaticas, mas inclusive os efeitos sub-letais/fisioldgicos. Por exemplo, 0
crustaceo Hyalella castroi, apresentou reducdo muito significativas nos teores de glicogénio,
proteinas, lipideos, triglicerideos e colesterol quando expostos a concentracdes acima de 0,36
mg.L ™ de Roundup® (Dutra et al., 2011).

Experimentos de toxicidade sdo feitos geralmente juvenis de peixes ou com adultos,
sendo que trabalhos com peixes nos primeiros estagios de desenvolvimento s&o reduzidos.

Estudos ja demonstraram a toxicidade aguda do glifosato para juvenis de jundia na
concentracdo de 7,3 mg.L™ de glifosato (Kreutz et al., 2008). Observa-se que toxicidade esta
bem acima se comparada a do presente trabalho, provavelmente devido ao estagio de
desenvolvimento dos peixes.

Para juvenis de piaucu (Leporinus macrocephalus) a letalidade para o glifosato foi na
concentracdo de 15,8 mg.L™*. Enquanto que juvenis de Pacu alcancaram Clspug em
concentracdo muito inferior, em 3,7 mg.L™ (Shiogiri et al., 2012).

No entanto, os efeitos sub-letais do glifosato para o jundia foram relatados por Ferreira
et al. (2010), em que ao nivel de 1,21 mg.L™ de glifosato, houve reducéo da atividade da
enzima catalase e aumento da glutatione S-transferase. Sendo ambas responsaveis pela
eliminacdo de compostos xenobidticos e toxicos das células, nesse caso havendo um efeito
compensatorio no metabolismo. Efeitos semelhantes foram observados em curimbaté
(Prochilodus lineatus) quando expostos a 10mg.L™* de Roundup® (Modesto et al., 2010).

A presenca do glifosato na concentracio de 0,73 mg.L™, também foi responséavel pela
reducdo no numero de eritrocitos, leucdcitos, trombacitos e linfocitos no sangue, além do
aumento de células imaturas, prejudicando também as funcbes imunoldgicas, também para
jundia (Kreutz et al., 2011), concentracdo esta, muito proxima a letal encontrada para as pés-
larvas neste trabalho.

Também trabalhando com jundia, Glusczak et al. (2007) observaram que em
concentracdes maiores que 0,2 mg.L™ de glifosato, houve reducdo da atividade da
aceticolinerase no cérebro, prejudicando o processo de neurotransmissdo, além de causar
alteracbes na concentragdo de glicogénio e amonia no figado e musculos, que caracterizam

uma reacao de estresse causada pelo componente toxico.



32

Esses variados tipos de alteragdes citados acima, sdo sinais que indicam estresse
oxidativo causado pela presenca do glifosato (Menezes et al., 2011)

Com esses resultados pode-se observar que concentracdes que sdo consideradas sub-
letais para juvenis e adultos podem ser muito prejudiciais para peixes nos estagios iniciais,
pois estes ainda ndo conseguem se adaptar facilmente a presenca de xenobidticos na agua.

Souza et al. (2006) afirmam que o glifosato em si ndo é muito toxico, porém as formas
comercializadas no pais contém surfactantes, que podem maximizar sua toxicidade, associado
ao seu uso prolongado. Esse herbicida também apresenta alta polaridade e solubilidade em
agua, 0 que permite que se associe a outros compostos iénicos inorganicos e metalicos, o que
dificulta sua extracdo e também na sua deteccdo e quantificacdo no solo (Amarante Junior et
al., 2002).

Baseado nisso, os testes de toxicidade sdo de fato, uma étima ferramenta para avaliar
as possiveis consequéncias, em curto prazo, do lancamento de diferentes compostos quimicos
nos corpos d’agua, e atualmente necessarios para o desenvolvimento de novas metodologias
de protecdo das comunidades aquaticas e garantia da boa qualidade da gua.

Consideram-se também necessarias, pesquisas com peixes de diferentes tamanhos e
estagio de desenvolvimento, para uma melhor padronizacdo de metodologias e melhores
informacdes sobre sua resisténcia, e consequentemente estabelecer as concentracfes seguras

para manutencdo da espécie.
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Conclus6es
A sensibilidade da Daphnia magna, cultivada em larga escala, ao dicromato de

potassio foi encontrada na concentracdo média de 0,57+0,1 mg.L™, confirmando que seu uso
na aplicacéo de teste de toxicidade € viavel.

Na avaliacdo da toxicidade aguda da espécie ao sulfato de cobre, a CEsg encontrada foi
de 0,034 mg.L™ e para o Glifosato foi de 32 pg.L™. E a toxicidade aguda do glifosato para o
Rhamdia quelen, foi ao nivel de 0,9mg.L™.

O cultivo em larga escala ndo se mostrou favoravel a aplicacdo dos testes de
toxicidade crénica, sugere-se entdo, rever os protocolos desse tipo de cultivo para que nédo

afete a resisténcia dos organismos.
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