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RESUMO

Para avaliar a periculosidade e toxidade de uma substincia aplicada no meio ambiente sdo
usados testes ecotoxicologicos padronizados pela Associagdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT) e International Standards Organization (ISO). Entre os organismos terrestres mais
utilizados nestes testes, estdo os Oligoquetas (minhocas), estdo entre os mais utilizados,
devido a sua sensibilidade aos contaminantes e as fungdes que exercem no solo. Porém no
Brasil, poucos trabalhos tém avaliado o impacto de contaminantes, como os agrotoxicos em
organismos do solo e, além disso, a espécie de minhoca sugerida pelas normas padronizadas
(Eisenia andrei) pode ser pouco representativa, por viver na liteira e ndo ingerir solo.
Portanto, o presente trabalho avaliou a mortalidade de duas espécies de minhocas (Amynthas
gracilis, Dichogaster annae), em comparacdo com a espécie padrao (E. andrei) quando
submetidas ao teste agudo (mortalidade), através da contaminag@o de solo natural (Latossolo
Vermelho) com duas classes de agrotoxico: um fungicida sistémico (Carbendazim),
referéncia da norma utilizada, e um inseticida nematicida sistémico (Carbofurano). Cada
agrotoxico foi testado separadamente. A mortalidade foi avaliada em seis concentracdes
com cinco repeti¢des, para as espécies E. andrei e A. gracilis e quatro repeticdes para D.
annae. Para todos os testes, utilizaram-se 10 individuos por unidade experimental. Com o
Carbendazim, E. andrei apresentou CLsy de 8,67 mg de i.a. kg” de solo, enquanto A.
gracilis e D. annae foram muito mais tolerantes, com apenas 35% e 27% de mortalidade,
respectivamente, na maior dose aplicada (100 mg de i.a. kg” de solo). Portanto, ndo foi
possivel calcular a CLsg para A. gracilis e D. annae. Para o pesticida Carbofurano a CLs, foi
de 4,27 mg de i.a. kg de solo para E. andrei, nio sendo possivel calcular para as demais
espécies devido a alta mortalidade apresentada (100% dos individuos) na menor
concentragio testada (2,5 mg de i.a. kg” de solo), e a alta mortalidade de D. annae no

tratamento testemunha.

Palavras Chave: Oligoquetas; Dichogaster annae;, Amynthas gracilis, Eisenia andrei,

ecotoxicologia; contaminag¢do do solo



ABSTRACT

To evaluate the hazard and toxicity of a substance applied to the environment, standard
ecotoxicological tests are used by the Associa¢do Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)
and the International Standards Organization (ISO). Among the terrestrial organisms used in
these tests, the Oligochaetes (earthworms), are among the most widely used, due to their
sensitivity and functions in maintaining soil fertility. In Brazil, few studies have assessed the
impact of contaminants such as pesticides on soil organisms, and the standard earthworm
species may be little representative of soil ecosystems, as it lives in the litter and does not
consume soil. Therefore this study evaluated the potential bioindicator value of two
earthworm species (Amynthas gracilis and Dichogaster annae) as compared with the
standard FEisenia andrei. The species were tested using the acute test (mortality)
standardized by ISO, by contaminating natural soil (Latossolo Vermelho) with two classes
of pesticides: a systemic fungicide (Carbendazim) the standard compound and a systemic
nematicide/insecticide (Carbofuran). Each pesticide was tested separately. Mortality was
assessed at 6 concentrations with 5 replicates for E. andrei and A. gracilis and 4 replicates
for species D. annae. All tests were performed with 10 individuals per container. With
Carbendazim, E. andrei had an LCs of 8.67 mg active ingredient (a.i.) kg™ soil, while for 4.
gracilis and D. annae the LCsy could not be calculated because of the high resistance of
these species to the contaminant. Even at the highest dose (100 mg a.i. kg” soil), these
species exhibited only 35% and 27% mortality, respectively. With Carbofuran LCsy was
4.27 mg a.i. kg™ soil for E. andrei, although for the other two species the LCs could not be
calculated, due to the high mortality (100%) at the lowest concentration tested (2.5 mg ai kg’
! soil), and the high mortality of D. annae in the control treatment. Therefore, further
ecotoxicological tests are necessary, using higher doses of Carbendazim and lower of doses
of Carbofuran, to calculate the LCsy for these species. Furthermore, a different substrate
must be used for the tests with D. annae, due to its non-adaptation to the natural soil used in

this study.

Keywords: Oligochaetas; Dichogaster annae; Amynthas gracilis; Ecotoxicology; Soil

contamination.
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CAPITULO 1 - TOXICIDADE AGUDA DE DOIS AGROTOXICOS
(CARBOFURANO E CARBENDAZIM) A TRES ESPECIES DE MINHOCAS

1 INTRODUCAO

A agricultura modermna depende da aplicagdo de insumos externos como energia
fossil, agrotoxicos, fertilizantes, mecanizagdo, ¢ economia de escala para conseguir um
aumento na produtividade exigida pelo crescimento populacional (BARBOSA, 2004). Entre
os insumos que garantem uma melhoria na produtividade agricola estdo os agrotoxicosa, que
vém apresentando um aumento significativo no uso, nos ultimos quarenta anos, com
repetitivos relatos de problemas relacionados ao uso excessivo (SPADOTTO et al., 2006).

A utilizagdo dos agrotoxicos na agricultura tem como objetivo exterminar pragas que
causam qualquer dano, porém, seu uso desmedido pode acarretar em contaminagdo de solos,
agua e seres humanos. A fauna epigea e edafica, ao ingerir residuos destas substancias
durante sua alimentacdo, pode acumula-las em seus tecidos e transferir para outros animais,
contaminando a cadeia alimentar. Dentre os organismos edaficos sensiveis a alteracdes
ambientais estdo os oligoquetas (minhocas), que exercem fungdes fundamentais para
manutengdo da qualidade do solo e s@o importantes constituintes da cadeia alimentar
(ANDREA et al., 2004; AQUINO et al., 2005; BROWN et al., 2005 ).

Um bom bioindicador da contaminacdo edafica ¢ o organismo que responde a
alteracdes nas propriedades quimicas, fisicas e biologicas do solo, que possui fungdo
importante no seu habitat; pode ser facilmente criado em laboratorio; ¢ de facil
identificacdo; tem boa representatividade; e ¢é facilmente coletado (REINECKE &
REINECKE, 2004; EDWARDS et al, 2004). Por atender estas exigéncias, as minhocas estdo
entre os organismos freqiientemente usados como bioindicadores da qualidade do solo
(Paoletti, 1999). Além disso, sdo também bastante usadas para avaliar a toxicidade de
agrotoxicos ao ambiente edafico, havendo, inclusive, métodos padronizados
internacionalmente para esse fim (OECD, 1984; ISO, 2007).

Os testes ecotoxicoldgicos servem para estabelecer o uso seguro dos agrotoxicos,
evitando danos irreparaveis ao ambiente e a fauna terrestre, controlando determinadas
pragas agricolas, protegendo os organismos benéficos presentes nos ecossistemas, além de
estimar o efeito desses agrotoxicos nos organismos vivos (RAMOS, 2007; ANDREA, 2004;
IS0, 2007).
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Mundialmente, os ensaios ecotoxicoldgicos com minhocas usam as espécies padrao
Eisenia andrei Bouché, 1972 ou Eisenia fetida (Savigny, 1826). Estas espécies sdo nativas
de clima temperado, vivem na liteira e em materiais organicos em decomposicdo, os quais
consomem preferentemente para sua alimentacdo. Nao sdo encontradas em solos tropicais,
nem vivem longo tempo neles, necessitando de matéria organica fresca para sobreviverem.
No Brasil, essas espécies foram adotadas como padrdo, apesar de ndo serem representativas
da fauna edafica tropical, sendo encontradas exclusivamente em vermicompostagem
(BROWN et al., 2006; SISINNO et al., 2006; MOSLEH et al., 2003; ANDREA, 2004). De
fato, um dos parametros usados na escolha de espécies para esses testes, ¢ a facilidade de
criacdo em cativeiro.

Portanto faz-se necessario verificar a idoneidade dessas espécies como indicadoras
da contaminag¢io do solo, comparando-as com outras espécies de clima tropical, encontradas
no Brasil, preferencialmente com ampla distribuicdo nos solos brasileiros, que ingerem
quantidade importante de solo, que estejam presente nos ambientes onde os agrotoxicos sao
utilizados, e que possam ser criadas em laboratorio, ou coletados facilmente no campo.

A espécie asiatica Amynthas gracilis (Kinberg, 1867) ¢ exotica no Brasil, mas pode
ser uma boa candidata a testes ecotoxicoldgicos, por ser abundante e freqiientemente
encontrada em ecossistemas perturbados (agricolas, urbanos e florestais) no pais (BROWN
et al., 2006), e por ser passivel de criagdo em cativeiro (CHANG, 1997). Além disso, ¢ uma
espécie endogéica, que ingere solo durante sua alimentagdo, ficando, assim, mais exposta a
contaminacdo do solo. A espécie Dichogaster annae (Horst, 1913), nativa da Africa, vive na
liteira ¢ consome matéria organica fresca em decomposi¢cdo, como as espécies padrdo. Além
disso, ¢ uma espécie facilmente criada em laboratorio, e ndo foram encontrado relatos de sua
utilizagdo para fins ecotoxicologicos. Ela ¢ encontrada no Brasil em minhocarios comerciais.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a possibilidade de utilizagdo das
espécies A. gracilis, E. andrei e D. annae como bioindicadoras da contaminagao edafica em
testes ecotoxicologicos com solo natural, avaliando sua sensibilidade a dois agrotoxicos:
Carbendazim, fungicida referéncia das normas utilizadas em testes ecotoxicologicos e,
Carbofurano, inseticida comumente utilizado na agricultura. As hipdteses que guiaram nosso
trabalho foram de que a espécie A. gracilis seria mais sensivel aos dois agrotoxicos que a
espécie padrdo, por ser espécie endogéica, e que D. annae teria sensibilidade similar a

padrdo, por terem categorias ecoldgicas semelhantes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Solo Utilizado

O solo utilizado para os testes ecotoxicoldgicos foi um Latossolo Vermelho coletado
no municipio de Ponta Grossa-PR, na Fazenda do Instituto Agronomico do Parana (IAPAR).
A érea estava coberta com Eucalyptus sp. e ndo foi encontrado histérico de utilizagdo de

agrotoxicos.

Tabela 1: Caracteristicas quimicas e fisicas do solo padrao do IBAMA (1996) e do solo
utilizado como substrato para os testes ecotoxicologicos neste estudo.

Densidade
_ pH pH CcO Argila Porosidade
Caracteristicas 1 " aparente
(H20) (KCL) (gkg") (gkg) 3 %0
(kg dm™)

Latossolo padrao

(IBAMA)

4,9-5,3 3,8-4,8 15-40 580- 700 1,1- 1,5 50- 65

Latossolo
Vermelho (Ponta 4.7 4,1 21,98 780 1,2 54
Grossa, PR)

As caracteristicas quimicas e fisicas do solo encontram-se na tabela 1. Apesar de ndo
se enquadrar em todas as solicitacdes do IBAMA (1996) como solo natural padrio para teste
ecotoxicologicos, € um tipo de solo comum no Estado do Parana, sendo utilizado para a
producdo agricola no Estado, e portanto alvo de utilizacdo de agrotoxicos.

Foi coletada uma camada de solo de 0 a 20 cm de profundidade, sem serrapilheira; o
solo foi seco ao ar, peneirado em malha de 5 mm e homogenizado. Posteriormente, foi
desfaunado com trés ciclos de congelamento e descongelamento com duracdo de 48 horas

ciclo™ conforme Luz et al. (2008).

2.2 Espécies de Oligoquetas
Foram utilizados, para este experimento, individuos adultos (clitelados) de trés
espécies de minhocas: E. andrei, A. gracilis ¢ D. annae. Eisenia andrei foi obtida de um

minhocario no Centro Paranaense de Referéncia em Agroecologia (CPRA) em Pinhais,
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regido metropolitana de Curitiba (25°18°47°°S; 49°09°28°°W), e mantida em caixa de
plastico de 50 L com esterco de gado organico no laboratério de Ecologia na Embrapa
Florestas até sua utilizacdo (sempre inferior a 1 semana). As minhocas adultas usadas
pesaram de 0,22 0,4 g individuo™, com média de 0,2 mg individuo™.

Amynthas gracilis foram coletadas na Cooperativa Agricola de Ubiratd no municipio
de Ubirata, PR (24° 53°09°°S; 53° 00°32’’W), nos meses de agosto e novembro de 2010, e
levadas ao laboratério de Ecologia na Embrapa Florestas onde foram mantidas em solo
natural do local de coleta até sua utilizagdo. As minhocas adultas usadas pesaram de 1,0 a
1,3¢g individuo™, com média de 1,3 g individuo™.

Dichogaster annae foram adquiridas da Minhobox (Juiz de Fora, MG), onde sdo
criadas em minhocarios. Os exemplares adultos utilizados pesaram de 0,2 a 0,4 g individuo’

! com média de 0,3 g individuo™.

2.3 Agrotoxicos avaliados

Os ingredientes ativos (i.a.) foram avaliados dentro do formulado comercial, sendo
calculada a quantidade de i.a. baseada na forma apresentada pelo produto selecionado.

DEROSAL® 500 SC, tem como i.a. Carbendazim (500 g L). E um fungicida
sistémico, pertencente ao grupo quimico benzimidazol, que tem como mecanismo de acdo a
inibi¢do da mitose (divisdo celular), através da inibicdo da sintese de tubulinas, proteina que
compdem os microtibulos, impossibilitando a divisdo do nucleo (GENET, 2005). O
fungicida ¢ indicado no tratamento de doencas da parte aérea nas culturas de citros, feijao,
trigo, soja, ¢ no tratamento de sementes de feijdo, soja e algoddo e ¢ classificado
toxicologicamente como Il (Altamente toxico) e com periculosidade III (Produto perigoso
ao ambiente). Este pesticida foi selecionado por sua substancia ser de referéncia em ensaios
ecotoxicologicos (OECD, 1984; DA LUZ, 2008). A persisténcia deste pesticida no ambiente
¢ relativamente curta pode variar de 4 dias até 24 meses, dependendo das condigdes
encontradas e da exposi¢do a organismos com potencial de degradagdo (SILVA, 1999).

FURADAN® 350 SC, ia. Carbofurano (350 g L'l), ¢ um inseticida nematicida
sistémico pertencente ao grupo quimico metilcarbamato de benzofuranilano grupo dos
carbamatos e tem como mecanismo de a¢@o a inibicdo da enzima acetilcolinesterase, o que
impede a transmissdo de impulsos nervosos. Sua aplicagdo ¢ realizada na época de plantio
em culturas de algoddo, arroz, banana, feijao e milho. E classificado como extremamente

toxico (Classe I) e com periculosidade II (Produto muito perigoso ao ambiente).
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2.4 Teste agudo (Mortalidade)

A taxa de mortalidade das minhocas foi avaliada conforme protocolo da ISO 11268-
1 (ISO, 1993), e realizada em temperatura ambiente (20 + 4°C).

Cada unidade experimental recebeu 10 minhocas adultas das espécies 4. gracilis, E.
andrei ou D. annae, pesadas e colocadas em seus respectivos frascos, que foram tampados
com plastico filme e perfurados no centro para permitir a oxigenagao.

Cada minhoca foi utilizada apenas uma vez, sendo descartada apds o término de cada
teste. Antes dos testes, as minhocas foram mantidas no solo teste controle por 24 horas, para
ambientacao.

Devido a diferenga na biomassa das espécies selecionadas para o experimento, foram
utilizados frascos de vidros de tamanhos diferenciados (810 ml para E. andrei e D. annae e
3100 ml para A. gracilis), com diferentes quantidades de substratos (500 g solo seco para F.
andrei e D. annae e 2 kg solo seco para A. gracilis). Sendo proporcionais ao tamanho das
espécies. Apos sete dias de exposicdo, as minhocas mortas foram retiradas e as
sobreviventes pesadas e reinseridas no teste, permanecendo até o 14° dia, quando o teste foi
concluido. Os percentuais de mortalidade foram comparados com o controle e, novamente,
foi feita a pesagem das minhocas sobreviventes para avaliar a perda de biomassa.

Foi realizado um teste para cada pesticida, com cinco repeticdes de cada
concentracdo adotada para as espécies A. gracilis e E. andrei e quatro repeti¢cdes para D.
annae. O menor numero de repetigdes para a ultima espécie foi devido ao numero
insuficiente de minhocas adultas para montagem com cinco repeticdes.

As concentracdes foram baseadas nas doses recomendadas ¢ em trabalhos realizados
anteriormente, sendo Carbendazim (0; 1; 3,16; 10; 31,6; 100 mg i.a. kg'1 de solo) ¢
Carbofurano (0; 2,5; 5; 10; 16; 32 mg i.a. kg'1 de Solo) (BUCH, 2010; GARCIA, 2004).

A adicdo do agrotoxico foi feita manualmente, através do preparo de uma calda,
utilizando agua necessaria para obtencdo de 50% de umidade do solo, para evitar diferenga
de concentracdo entre as espécies, o substrato foi preparado uma tUnica vez para cada

concentragdo e homogeneizado manualmente.

2.5 Delineamento experimental e Analises estatisticas
O delineamento experimental consistiu de um fatorial de trés espécies de minhocas,

dois agrotoxicos e seis concentracdes de cada agrotoxico, com cinco repetigdes de cada
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tratamento para E. andrei e A. gracilis e 4 repeticdes para D. annae, totalizando 168
unidades experimentais (2 x2x 6x 5+ 1x2x 6x4).

Os valores de concentracdo mediana letal (CLsg) foram determinados através do
método Trimmed Spearman—Karber (HAMILTON et. al., 1997). A Concentracdo mais
elevada sem efeito observavel (CENO) e a Concentragcdo mais baixa com efeito observavel
(CEO), foram determinadas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunnett para
os dados anormais e teste de Friedman, seguido do teste de Dunnett para os dados normais,
através do programa Assistat (SILVA, 2002). Nao foi necessario transformagao dos dados

para aplicacdo das andlises estatisticas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Carbendazim

3.1.1 Eisenia andrei

Esta espécie apresentou aumento de mortalidade conforme o aumento das
concentragdes testadas. A mortalidade foi significativa nas concentragdes maiores que 10
mg i.a. kg de solo em comparacdo ao controle (Figura 1).

A concentragdo mediana letal (CLsp) foi de 8,67 mg i.a. kg'1 (Tabela 1), valor menor
que encontrado por BUCH (2010), quando testou as mesmas concentragdes de Carbendazim
em solo artificial tropical (19,74 mg i.a. kg"). Ensaios realizados por Garcia et al. (2004)
com FE. fetida, em quatro diferentes tipos de solos contaminados com Carbendazim, também
mostraram maior sensibilidade dessa espécie em solo natural tropical, do que em solo
artificial. Contudo a concentracdo mais elevada sem efeito observado (CENO 3,16 mg i.a.
kg de solo), e a concentragdo mais baixa com efeito observado (CEO 10 mg i.a. kg de
solo) (Tabela 2) foram maiores que encontrados por BUCH (2010) (CENO 1,0 mg i.a. kg'l e
CEO 3,16 mg i.a. kg" de solo, respectivamente) em solo artificial. A biomassa individual
das minhocas também foi menos afetada, havendo efeito significativo somente na maior
dose (100 mg i.a. kg") no solo natural (Figura 2) em comparacdo com efeitos em menor
dose (10 mg i.a. kg'l) no solo artificial (BUCH, 2010). Portanto, a contaminag@o de solo
natural, parece permitir que as minhocas suportem maiores concentragdes do agrotoxico que
no solo artificial. Contudo essa “tolerancia” precisa ser melhor avaliada, pois a CLs foi

menor no solo natural, que no solo artificial.



20

100 -

90 .

80 -
—_—
X 70
S
¥ 60 . .
E B £ andrei
."E 50
= B D. annae
S 40 -
= 30 - A. gracilis
= *

20 A

0 I T T 1
0 1 3.16 10 31.6 100

Carbendazim (mgi.a kg! de solo)

Figura 1: Mortalidade média das espécies Amynthas gracilis, Dichogaster annae e Eisenia
andrei, aos 14 dias de exposicdo a diferentes concentracdes de Carbendazim. Diferenca
estatisticamente significativa * (p<0,05); em relacdo ao controle, de acordo com teste de
Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunnett.

Observou-se, em diversos casos, que as minhocas aderiam a lateral do frasco antes de
morrer (Figura 1 anexos), e encontravam-se envolvidas por liquido amarelado.
Comportamento semelhante foi descrito por BUCH (2010), apds a exposicdo de E. andrei ao
Carbendazim. Na primeira semana do teste, observou-se mortalidade de E. andrei a partir de
10 mg i.a. kg' de solo, sendo visivel a decomposi¢io inicial na regido posterior das
minhocas e alongamento do corpo.

O decréscimo na biomassa individual foi significativo (p<0,05) apenas no 14° dia do
teste ¢ somente na concentragdo mais elevada (100 mg i.a. kg™") (Figura 2). Portanto, a
espécie adaptou-se bem as condi¢cdes do teste e do solo usado, ndo apresentando perda de
biomassa em fun¢do da falta de alimento, sendo essa perda significativa somente devido a

alta dose de Carbendazim.
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Tabela 2: Concentracdo mediana letal (CLs5g), concentragcdo mais baixa com efeito observado
(CEO) e concentracdo mais alta sem efeito observado (CENO) das espécies 4. gracilis, E.
andrei e D. annae apos 14 d de exposicdo aos agrotoxicos Carbendazim e Carbofurano.

Concentragdes mg i.a. kg™ de solo

Agrotoxicos/Espécies CLsg 95% de confianca CEO CENO
Alta Baixa

Carbendazim - - -

Eisenia andrei 8,67 11,47 6,56 10 3,16

Dichogaster annae - - - - 100

Amynthas gracilis - - - 100 31,6

Carbofurano

Eisenia andrei 4,27 5,54 3,29 5 2.5

Dichogaster annae - - - 2,5 -

Amynthas gracilis - - - 2,5 -
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Figura 2: Biomassa individual de E. andrei: Inicial, ao 7° e 14° dia de exposicao a diferentes
concentragdes de Carbendazim em solo natural. Diferenga estatisticamente significativa *
(p<0,05) em relagdo ao peso inicial.
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3.1.2 Dichogaster annae

A mortalidade de D. annae ndo foi significativa em nenhuma das concentracdes
testadas; além disso, a espécie apresentou mortalidade superior aos 10% no controle (Figura
1), valor considerado como maximo na testemunha em ensaios ecotoxicoldgicos
padronizados. Acredita-se que a umidade escolhida e/ou a quantidade de matéria organica
presente no solo utilizado poderiam ter sido fatores limitantes a sobrevivéncia da espécie.
Observou-se enrolamento das minhocas em todas as concentragées, inclusive no controle,
indicando provavel repeléncia ao substrato. As minhocas se alojaram proximas a lateral do
frasco, enroladas e em grupos, ou dentro de agregados de solo, permanecendo com o corpo
limpo (Figura 2, anexos). Esse comportamento também foi observado por NUNES (2010) e
BUCH (2010) com a espécie E. andrei.
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Figura 3: Biomassa individual de D. annae: Inicial, ao 7° e 14° dia de exposicao a diferentes
concentragdes de Carbendazim em solo natural. Diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) em relagdo ao peso inicial.

Houve perda de biomassa significativa da espécie no 7° e 14° dia quando comparado
ao peso inicial em todas as concentragdes, incluindo o controle (Figura 3), indicando uma
ndo adaptacdo ao substrato. Como essa ¢ a primeira vez que se realizam testes

ecotoxicologicos com D. annae, sdo necessarias adequagdes metodologicas no tipo de
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solo/substrato, os teores de agua e matéria organica, para encontrar as condigdes ideais para

0s ensaios com essa espécie.

3.1.3 Amynthas gracilis

A espécie A. gracilis apresentou grande tolerdncia ao Carbendazim (Figura 1),
contrariando a hipotese inicial de maior sensibilidade da espécie do que a espécie padrao,
devido ao seu maior tamanho e habito de ingerir solo na alimentag@o.

A CENO foi de 31,6 mg i.a. kg™ de solo e a CEO de 100 mg i.a. kg de solo (Tabela
2), demonstrando a necessidade de realizar testes com concentragdes maiores para
possibilitar o calculo da CLsy.

O comportamento apresentado pela espécie difere do relatado para E. andrei, pois
100% das minhocas mortas foram encontradas na superficie do frasco e na maioria das
vezes isoladas umas das outras, ocorrendo mortalidade somente apds os 14 dias de
experimento.

Houve perda significativa de peso individual de 4. gracilis em relagdo ao peso
inicial, apenas com 31,6 mg i.a. kg de solo, mas a perda de biomassa foi pequena (Figura
4). Como se encontraram individuos mortos nessa concentragdo, o Carbendazim poderia ja
estar tendo efeitos nocivos no comportamento dessa espécie, levando a uma perda de
biomassa. Contudo, os individuos que sobreviveram na concentracdo mais alta (100 mg i.a.
kg' de solo) ndo haviam perdido peso, indicando alta tolerincia dessa espécie ao

Carbendazim.
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Figura 4: Biomassa individual de A. gracilis: Inicial, ao 7° e 14° dia de exposi¢do a
diferentes concentracdes de Carbendazim em solo natural. Diferenca estatisticamente
significativa * (p<0,05) em relagdo ao peso inicial.

3.1.4 Sensibilidade das espécies ao Carbendazim

Independente da concentragdo utilizada, as minhocas demonstraram diferencas
significativas (p<0,05) em resposta ao Carbendazim. A espécie que apresentou maior
sensibilidade foi E. andrei, sendo que A. gracilis e D. annae apresentaram alta tolerancia ao
pesticida.

Comparando as respostas de cada concentragdo (Tabela 3), na testemunha ¢ com 1
mg i.a kg de solo ndo se encontraram diferencas significativas entre as espécies. Nas
concentragdes 3,16 ¢ 10 mg ia kg' de solo, apenas A. gracilis diferiu das demais,
apresentando maior tolerdncia. Nas concentragdes 31,6 ¢ 100 mg i.a kg™ de solo, A. gracilis
e D. annae diferiram da espécie padrio devido a maior tolerancia das mesmas ao

Carbendazim.
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Tabela 3: Numero médio de minhocas de cada espécie mortas apds 14 dias em solo natural
com diferentes concentracdes de Carbendazim.

Carbendazim mg i.a. kg ™' solo

Espécie 0 1 3,16 10 31,6 100

E. andrei 0,500 aD  1,000aCD 4,000 aBC 4,500aB 9,000 aA 9,750 aA
D. annae 1,750 aA 2,000 aA 2,250 abA  2,750aA 1,750 bA 2,750 bA
A. gracilis 0,000 aA 0,000 aA 0,000 bA 0,000 bA  0.7500 bA 2,000 bA

As letras mintsculas referem-se a diferencas significativas entre os valores nas colunas
(espécies), e letras maiusculas diferencas significativas entre valores nas linhas

(concentragdes), a 5% de probabilidade.

3.2 Carbofurano

3.2.1 Eisenia andrei

A mortalidade da espécie cresceu com o aumento das doses do Carbofurano, como
esperado. Na concentragio de 2,5 mg i.a. kg de solo houve mortalidade de apenas 28% das
minhocas, sendo estas envolvidas por um liquido transparente, semelhante ao muco
secretado pelas minhocas quando em condigdes de estresse (Figura 3, anexos), e diferente do
observado nas lesoes de 4. gracilis. Os fungos estiveram ausentes na presenca do liquido.
Além disso, a espécie apresentou um alongamento do corpo e foram encontradas na
superficie do frasco com maior frequéncia do que no teste com Carbendazim, onde as
minhocas mortas estavam no interior do frasco. O comportamento de agrupamento antes de
morrer, observado para E. andrei com Carbendazim, repetiu-se com o Carbofurano em todas
as concentragdes. Dados semelhantes foram encontrados por BUCH (2010) e acreditamos
ser um comportamento da espécie quando em condigdes de estresse.

A CLsq (Tabela 2) foi de 4,27 mg i.a. kg’1 de solo, e a CENO 2,5 mg i.a. kg'1 de solo
e CEO 5 mg i.a. kg de solo. Os valores de CLsyp, CEO ¢ CENO encontrados aqui foram
menores comparados aos de BUCH (2010) (CLsy = 13,2 mg i.a. kg'1 de SAT e CENO 5 mg
i.a. kg de SAT CEO = 10 mg i.a. kg de SAT). Portanto, E. andrei parece ser mais sensivel
ao Carbofurano em solo natural, que no solo artificial tropical.

A partir da concentragdo 5 mg i.a. kg'1 de solo a mortalidade foi superior a 50%

(Figura 5). No sétimo dia de exposi¢do, as minhocas encontradas vivas nas concentragoes
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2,5 ¢ 5 mg i.a. kg' de solo estavam na superficie do frasco e apresentavam enrolamento e
unido, além de grande quantidade de liquido transparente semelhante ao muco. Esse
comportamento (de aumentar a producdo de muco) ¢ uma funcdo do sistema excretor das
minhocas que tem como objetivo protegé-las de uma substancia indesejada (EDWARDS &
BOHLEN, 1996). As minhocas mortas apresentaram alongamento do corpo ¢ rompimento
dos segmentos, caracteristicas semelhante foram encontradas por NUNES (2010) durante a

exposicdo da espécie a diferentes doses de Abamectina.
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Figura 5: Mortalidade média das espécies, Eisenia andrei, Dichogaster annae e Amynthas
gracilis, aos 14 dias de exposicdo a diferentes concentragdes de Carbofurano. Diferenca
estatisticamente significativa * (p<0,05) em relagdo ao controle, de acordo com teste de
Kruskall-Wallis.

Ao contrario do observado para o Carbendazim, observou-se perda significativa de
biomassa individual de E. andrei a partir da concentracdo mais baixa de Carbofurano (2,5
mg i.a. kg de solo) aos 14 dias de exposicdo. Aos 7 dias de exposi¢do, apenas nas
concentragdes 16 ¢ 32 mg i.a. kg de solo as minhocas tiveram peso individual menor

comparado ao inicial (Figura 6).
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Portanto, a espécie E. andrei demonstrou baixa tolerancia ao Carbofurano, que teve
efeitos toxicos (CLsp) e sub-letais (perda de peso) em doses mais baixas, comparadas ao
Carbendazim. Na concentracdo controle, assim como observado com o Carbendazim, nio
houve perda de biomassa, confirmando a afinidade da espécie ao solo natural, para o periodo

de teste (14 dias).

'c,g(g)

o
Z =—Inicio
.go‘l - —B-7°Dia
=] _ .
14°Dia
0,05
0 )

i

0 2.5 5 10 16 32

[

Carbofurano (mg i.a kg! de solo)

Figura 6: Biomassa individual de E. andrei: Inicial, ao 7° e 14° dia de exposicao a diferentes
concentragdes de Carbofurano em solo natural. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si ao nivel de significancia (p<0,05).

3.2.3 Dichogaster annae

A espécie D. annae, apresentou uma mortalidade superior a 10% no controle.
Observou-se enrolamento das minhocas encontradas vivas, dentro de agregados aderidos a
lateral do frasco (Figura 4, anexos), o que poderia ser uma adaptagdo comportamental de
protecdo, mesmo no solo controle. Dados de comportamento semelhante foram observados
por BUCH, (2010) com a espécie Pontoscolex corethrurus apds exposicao ao Carbendazim.

As minhocas encontradas mortas apresentavam particulas de solo presas ao corpo e
grande producdo de muco. A presenca de fungos envolvendo o corpo das minhocas mortas
foi observada em todas as concentracdes testadas.

Na concentragio de 2,5 mg i.a. kg™ de solo havia minhocas vivas no sétimo dia de
exposicao, com lesdes corporais e rompimento de segmentos (Figura 5, anexos). Isso deve-

se ao fato do contaminante pertencer ao grupo quimico dos carbamatos que através da
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inibicdo da enzima acetilcolinesterase promove lesdes musculares (LEVISKE, 2007). As
demais concentragdes apresentaram 99% de mortalidade a partir do sétimo dia de exposigao.

Devido a mortalidade superior a 10% no controle e a alta mortalidade (100%) em
todas as concentragdes (Figura 5), ndo foi possivel calcular a CLsy, sendo necessaria a
realizacdo de testes com concentragdes menores para tal finalidade. Também houve perda
significativa de biomassa individual de D. annae em todos os tratamentos, inclusive no
controle, aos 14 dias de exposi¢do (Figura 7), confirmando sua intolerancia ao solo utilizado
nesse experimento. Aos sete dias de exposicdo, perdas significativas foram observadas
somente nos tratamentos com Carbofurano.

A CENO nio pode ser observada, visto que na menor concentragdo (2,5 mg i.a. kg’
de solo) houve mortalidade significativa, sendo este, portanto, o valor da CEO (Tabela 2).
Contudo, s@o necessarios testes com menores concentragdes, ¢ outros substratos, para
calcular a sensibilidade real de D. annae ao Carbofurano. Entretanto, o fato de até a menor
dose de esse agrotoxico causar mortalidade as minhocas confirma a alta toxicidade do
mesmo a essa espécie, em doses usadas na agricultura. Em termos de comparacdo, essa
toxicidade ndo foi observada com o Carbendazim que, ao contrario, teve poucos efeitos

toxicos nessa espécie.
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Figura 7: Biomassa individual de D. annae: Inicial, ao 7° e 14° dia de exposic¢do a diferentes
concentragcdes de Carbofurano em solo natural. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si ao nivel de significancia (p<0,05).

3.2.2 Amynthas gracilis

O Carbofurano teve efeitos toxicos muito mais acentuados na espécie 4. gracilis, do
que os observados com Carbendazim. A partir da menor dose (2,5 mg i.a. kg” de solo), ja
houve mortalidade de 70% aos 14 dias, nessa ¢ nas demais concentragdes testadas, foram
observadas deformidades no corpo das minhocas.(Figura 5). A alta toxicidade deste produto
¢ bem reconhecida, e observou-se maior sensibilidade de A. gracilis em relagdo a espécie
padrdo, confirmando nossa hipotese inicial.

Com 2,5 mg i.a. kg de solo, aos sete dias de exposi¢io minhocas morta encontradas
apresentaram-se envolvidas por fungos ou com esmagamento em segmentos posteriores ao
clitelo, o que ocasionou rompimento de tecido e liberacdo de liquido amarelado (Figura 6,
anexos). Essas secrecdes, possivelmente seriam liquidos celomaticos com presenga de
células cloragdgenas que, de acordo com EDWARDS & BOHLEN (1996), sdo células
especiais com coloragdo amarelada que auxiliam na remog¢do de substancias toxicas

presentes no sangue das minhocas.
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Na concentragdo 5 mg i.a. kg™ de solo, aos sete dias de exposigdo, as minhocas ainda
vivas apresentavam inchago segmentar e/ou feridas que liberavam o liquido amarelado
citado anteriormente. Na concentragdo 10 mg i.a. kg de solo, 90% da minhocas foram
encontradas mortas ao sétimo dia de exposicdo. Além disso, as poucas que sobreviveram,
apresentavam uma coloragdo diferenciada, indicando inicio de decomposi¢do, comegando
do meio da minhoca para a parte caudal (ou regido posterior). Comportamento semelhante
foi relatado por BUCH (2010) para espécie P. corethrurus, em presenc¢a de Carbofurano.

Nas concentragdes de 16 ¢ 32 mg i.a. kg’ todas as minhocas estavam mortas aos sete
dias de exposi¢do, apresentando grande quantidade de secrecdo amarelada e fungos bem
desenvolvidos, envolvendo-as na maioria das vezes na superficie do frasco (Figura 6,
anexos).

Nao foi possivel calcular a CLsg, pois a mortalidade de 4. gracilis foi maior que 50%
na menor concentragao, sendo necessario a realiza¢do de testes com concentragdes menores
de Carbofurano para tal finalidade. A CEO foi de 2,5 mg i.a. kg'1 de solo (Tabela 2) e a
CENO néo pode ser calculada, pois todas as concentragdo tiveram efeitos maléficos nas
minhocas.

Aos sete dias de exposicdo ao Carbofurano, houve perda significativa de biomassa
individual de 4. gracilis em concentragio superiores a 10 mg i.a. kg™ de solo; aos 14 dias,
perdas significativas foram observadas a partir de 5 mg i.a. kg”' de solo, com morte de todos
os individuos (Figura 8). No Controle, ndo houve perda de biomassa individual,

comprovando a aceitabilidade da espécie ao solo utilizado.
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Figura 8: Biomassa individual de 4. gracilis: Inicial, ao 7° e 14° dia de exposi¢do a
diferentes concentragdes de Carbofurano em solo natural. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si ao nivel de significancia (p<0,05).

3.2.4 Sensibilidade das espécies ao Carbofurano

Comparando as trés espécies, D. annae foi a que apresentou maior sensibilidade
ao Carbofurano, porém, considerando as concentragio testadas, apenas com 2,5 mg i.a. kg™
de solo encontraram-se diferengas significativas entre as trés espécies, sendo D. annae a
mais sensivel, 4. gracilis moderadamente sensivel e E. andrei a menos sensivel. Nas
concentragdes de 5 ¢ 10 mg i.a. kg de solo, a espécie E. andrei demonstrou maior
tolerancia que as demais. Porém, em concentragdes superiores a 16 mg i.a. kg'1 de solo, as
trés espécies testadas responderam de forma semelhantes, com mortalidades altas ou
absolutas. Esses resultados sdo opostos ao observado com o Carbendazim, onde E. andrei

foi mais sensivel que as outras espécies a aplicagdo do pesticida.
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Tabela 4: Numero médio de minhocas de cada espécie mortas apds 14 dias em solo natural
com diferentes concentragdes de Carbofurano.

Carbofurano mg i.a. kg ™' solo

Espécie
E.andrei

D. annae

A. gracilis

0,000 bC

3,000 aB
0,500 bC

2,5 5 10
2,500 cC 7,0000 bB 7,000 bB

10,00 aA 10,000 aA 10,000 aA
6,750 bB 10,000 aA 10,000 aA

16 32

9,500 aA 10,000 aA

10,000 aA 10,000 aA
10,000 aA 10,000 aA

As letras mintsculas referem-se a diferencas significativas entre os valores nas colunas

(espécies),

e letras maitsculas diferencas significativas

(concentragdes), a 5% de probabilidade.

entre valores nas linhas
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4 CONCLUSOES

E. andrei apresentou boa sobrevivéncia no tratamento controle, e a sensibilidade aos
dois agrotoxicos (Carbendazim e Carbofurano), o que possibilitou determinacdo de CLso,
CENO e CEOQO, para ambos agrotoxicos, em solo natural.

A. gracilis apresentou baixa sensibilidade ao Carbendazim e alta sensibilidade ao
Carbofurano, comprovando em parte nossa hipdtese inicial de maior sensibilidade dessa
espécie aos agrotoxicos, em relacdo a E. andrei.

D. annae demonstrou-se diferente da espécie padrdo em ambos os testes, diferindo
de nossa hipdtese inicial. A espécie teve alta sensibilidade ao Carbofurano e baixa
sensibilidade ao Carbendazim. Contudo recomenda-se a realizacdo de mais testes para
verificar seu real potencial bioindicador em testes ecotoxicologicos, pois sua alta
sensibilidade poderia estar relacionada a sua intolerancia ao substrato utilizado.

Como consideragdes, acreditamos que a metodologia ainda necessita de adequagdes,
e estas deveriam ser feitas baseadas nas condi¢des locais de uso (Tipos de solo, espécie
predominante, umidade, temperatura), para assim representar de forma realista o que ocorre
com a aplicagdo dos agrotoxicos no solo.

Para indicar uma nova espécie a ser utilizada em testes ecotoxicoldgicos no Brasil
ainda sdo necessarios mais pesquisas em ecotoxicologia do solo, estudando-se seus efeitos

agudos e cronicos, e buscando-se os substratos adequados para estas avaliagdes.
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Figura 1: Eisenia andrei aderida a lateral do frasco, envolvida por liquido amarelado apos

14 dias de exposicao ao Carbendazim.

Figura 2: Dichogaster annae enrolada, dentro de agregado do solo, durante exposi¢do ao

Carbendazim.



39

Figura 4: Dichogaster annae demonstrando enrolamento em grupo e aderéncia na lateral do

frasco.
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Figura 5: Dichogaster annae com fragmentacdo segmentar apos 14 dias de exposi¢do ao

Carbofurano.

Figura 6: Amynthas gracilis com lesdo e secrecdo amarelada.
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Apéndice 1- Teste piloto usando Amynthas gracilis em Solo Artificial Tropical

Objetivo
Verificar a mortalidade da espécie A. gracilis em Solo Artificial Tropical, sem adi¢ao
de agrotoxicos para testar sua adaptacdo a esse substrato padrio em ensaios

ecotoxicologicos com minhocas pela ISO (1993), ABNT (2007) e OECD (1984).

Materiais e Métodos

O substrato utilizado no teste de mortalidade foi o Solo Artificial Tropical (SAT),

proposto por Garcia (2004), este solo ¢ composto de, 70 % areia fina, 20 % caulim, 10 %
fibra da casca de coco.
No primeiro ensaio (A) colocou-se 500 g de SAT e 20 g de esterco bovino desfaunado (com
3 ciclos de congelamento) como alimento na superficie. No segundo ensaio (B) colocou-se
500 g de SAT sem esterco como alimento para determinar se o esterco poderia estar
causando mortalidade das minhocas, e ndo o SAT. No terceiro ensaio (C) colocou-se 1500 g
de SAT e 80 g de esterco bovino como alimento, visando verificar se 500 g de SAT era
quantidade insuficiente de substrato para essas minhocas de grande porte (pesando 7 vezes
mais que E. andrei, em média). Em todos os ensaios foram colocadas 10 minhocas adultas
em cada frasco, com quatro repeticoes.

Os ensaios se realizaram seguindo as normas 11268-1 (ISO, 1993), em temperatura
ambiente (20 = 4°C).

Resultados

Em todas as condigdes testadas a mortalidade da espécie foi superior aos 10% do
valor considerado maximo em ensaios ecotoxicologicos padronizados.

A adicdo do esterco no primeiro teste criou grande quantidade de fungos, o que foi
relacionado com a mortalidade das minhocas, porém a mortalidade continuou em 25%,
mesmo sem o esterco como alimento, indicando que ndo era apenas o esterco que estava
causando essa mortalidade. No ensaio com maior quantidade de SAT também houve
mortalidade de 20%, inviabilizando o uso do SAT para os ensaios com 4. gracilis. Portanto,

optou-se pela utilizacdo de substrato (solo) natural.
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Tabela 5: Relacdo das minhocas sobreviventes em solo artificial durante 7 e 14 dias, e
porcentagem das minhocas mortas apds os 14 dias e exposicao.

No. minhocas vivas Mortalidade
Ensaios Inicio 7 Dias 14 Dias | total (%)
Teste A (500 g de Sat + 20g de esterco) | 40 28 26 35
Teste B (500 de Sat) 40 30 nd 25
Teste C (1500 de Sat + 80g de esterco) | 40 35 32 20

Nd = nao determinado
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Apéndice 2- Escolha do solo padrio para os testes ecotoxicologicos

O IBAMA estabelece em sua normativa sobre avaliacdo ambiental de agrotoxicos
(1996), tipos de solo disponiveis para realizacdo de ensaios ecotoxicologicos. Em
consultoria com Itamar Bognola e Gustavo Curcio pedologos da Embrapa Florestas, foram
realizadas coletas de solo em um gleissolo, proximo a Embrapa Florestas e num Latossolo
em Ponta Grossa, para analisar qual se encaixava melhor nas condi¢des de solo padrdao do
IBAMA.

O Latossolo ndo se enquadrou nas exigéncias do padrdo no valor de pH em H,O e na
quantidade de argila, enquanto o Gleissolo, ndo se enquadrou nos valores de pH em KCL,
Carbono orgénico e Argila. Como o Latossolo ¢ um solo bastante representativo na regido
do Parana, uma regido com intensa producdo agricola, foi optado a utilizacdo deste para os

ensaios ecotoxicologicos.

Tabela 6: Dados quimicos e fisicos dos solos coletas e dos solos padrdes para ensaios
ecotoxicologicos.

Densidade
pH em pH em CcO Argila Porosidade
H,O KCl (gkg™) (gkg™) aparente (%)
2 g Kg g Kg (ke dm”?) °

Latossolo 49-53 3,8-4,8 15a40 580 a 700 I,1al,5 50 a 65
Padrao
Latossolo

4,7 4,1 21,98 780 1,2 54
Teste

Gleissolo 3,5a5,1 3,0a4,7 50a 100 300 a 500 0,8a1,0 -
Padrio
Gleissolo

3,6 2,8 37 280 _— .
Teste
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Apéndice 3- Adaptacdes utilizadas com a espécie D. annae

Diferente das demais espécies testadas, a D. annae ¢ dotada de extrema habilidade
escaladora, ja que a espécies conseguiu escalar o plastico filme e fugir dos vasos pelos furos
feitos para oxigenag¢do no centro da tampa de plastico filme. Todas as fugitivas foram
encontradas mortas no dia seguinte a montagem do teste dentro da estufa e nas laterais
externas dos frascos. Devido a esse problema, o teste com o Carbendazim precisou ser
repetido, e foi utilizado tecido (organza) com menores aberturas que permitiram a passagem

de ar sem permitir a fuga.



