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RESUMO: A preocupa¢do com 0 uso excessivo de agrotoxicos proximo a corpos hidricos €
crescente, pois sua contaminacdo causa desequilibrio nos ambientes aquéaticos e em
consequéncia aos organismos desses habitats. O herbicida glifosato por apresentar baixa
toxicidade ao ser humano é um dos agrotoxicos mais utilizados e tem um amplo espectro.
Nesse sentido o trabalho teve como objetivo estimar a concentracdo letal 50% do herbicida
glifosato sobre o microcrustaceo Daphnia magna por meio do teste agudo e avaliar a
consequéncia da concentracao letal e subletais sobre a reproducédo, através do teste cronico.
Com uma solugédo estoque do glifosato 48%, definiu-se as concentragfes 0,4217 mg/L;
1,2652 mg/L; 2,1087 mg/L; 2,9522 mg/L e 3,7957 mg/L. O teste agudo, apresentou como
concentracdo efetiva (CEsp) de 2,1087 mg/L no periodo de 48h, ja& o teste cronico
demonstrou problemas na reproducdo dos organismos-teste. Desta forma o experimento
permitiu identificar a concentragdo limitante para sobrevivéncia e reprodugéo das Daphnia
magna.

Palavras-chave: Agrotoxico, toxicidade, ambientes aquéticos.

Assessment of mortality and reproduction of Daphnia magna subjected to the herbicide

Glyphosate

Abstract: The concern with the overuse of pesticides near water bodies is growing, because
its cause contamination in aquatic environments and imbalance as a result of these
organisms habitats. The herbicide glyphosate due to low toxicity to humans is one of the
most widely used pesticides and has a broad spectrum. In this sense the work aimed to
estimate the 50% lethal concentration of the herbicide glyphosate on Daphnia magna
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microcrustaceo through the acute test and evaluate the effect of sublethal and lethal
concentration on playing through the chronic test. With a stock solution of glyphosate 48%,
defined 0.4217 concentrations mg/L; 1.2652 mg/L; 2.1087 mg/L; 2.9522 mg/L and 3.7957
mg/L. The acute test, presented as effective concentration (Ec50) of 2.1087 mg/L within 48
hours, already the chronic test showed problems in reproduction of organisms-test. In this
way the experiment identified the limiting concentration for survival and reproduction of
Daphnia magna.

Keywords: Pesticides, toxicity, aquatic environments.

Introducéo

O uso constante de herbicidas na agricultura, principalmente quando desenvolvida
préxima a corpos hidricos, vem ocasionando preocupacédo pela alta contaminacdo (BRITTO
et al.,, 2012). Os agrotdxicos podem atingir os mananciais de diversas formas, nas aguas
superficiais por meio da drenagem, escoamento, percolacdo lateral e nas dguas subterraneas
por eroséo, deriva e volatilizagdo (SILVA et al., 2009).

Segundo Olivi e Costa (2008), os contaminantes quimicos podem estar presentes na
agua, sedimentos e alimentos e quando absorvidos podem causar efeitos deletérios em
organismos aquaticos a medida que os niveis sdo elevados.

O glifosato por apresentar baixa toxicidade aos seres humanos é um agrotoxico
amplamente utilizado (NETO, 2009). Ainda de acordo com o autor, o glifosato [N-
(Fosfonometil) glicina] € um herbicida pds-emergente, altamente efetivo, ndo seletivo e
largamente utilizado na agricultura mundial.

A adocdo de mecanismos para monitoramento da qualidade da agua sdo
imprescindiveis para mitigacdo de possiveis impactos ambientais causados pelo uso de
agrotoxicos. Os testes de toxicidade permitem avaliar a qualidade da agua e estimam a
toxicidade de determinadas substancias de forma especifica e controlada (OLIVI e COSTA,
2008), além de estabelecer em quais circunstancias essa exposi¢do de riscos podem causar
efeitos prejudiciais (SILVA, 2013).

O microcrustaceo de agua doce, Daphnia magna, é amplamente utilizado como
organismo-teste para ensaios toxicoldgicos. Nestes testes o organismo é submetido a uma ou
mais substancias para avaliar os efeitos letais e/ou subletais (LAITANO e MATIAS, 2006).

Como o uso abusivo de agrotoxicos vem aumentando, e ainda sdo poucos o0s estudos
que identificam os efeitos que causam sobre a biota (SIMIONI, 2013), este trabalho teve por

objetivo estimar a concentracéo letal do herbicida glifosato em Daphnia magna por meio do
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teste agudo e avaliar a consequéncia da concentracdo letal e subletais sobre a reproducéo a

partir do teste cronico.

Material e métodos

O experimento foi desenvolvido no laboratério de Limnologia, Ecotoxicologia e
Biomanipulacdo (LEB) do Instituto de Pesquisa em Aquicultura Ambiental (INPAA) da
Universidade Estadual do Oeste do Parand, Campus Toledo/PR, seguindo o protocolo
descrito pela NBR/ABNT (2004). Para realizacdo dos testes de toxicidade utilizou-se o
herbicida Polaris@ (glifosato a 48%).

Para os testes agudo e crénico, foram utilizadas neonatas de Daphnia magna com até
26 horas de idade, reproduzidas de fémeas adultas entre 10 a 60 dias, cultivadas em meio de
cultivo basico/M4 com pH de 7,86 e dureza total (CaCOs/L) de 212,58 mg/L, mantidas em

ambiente controlado, com 12 horas de fotoperiodo em incubadora (BOD).

Teste Agudo

No teste agudo, 30 neonatas foram expostas a cinco concentragdes do herbicida por
um periodo de 48 horas. De acordo com o Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), na resolucdo n° 357, de 17 de marco de 2005 o limite do herbicida glifosato
em aguas doces de classe | é de 65 pg/L, e para aguas doces de classe Ill, o limite é 280
ug/L, por outro lado a Fundagdo Nacional da Saide (FUNASA) na portaria n® 2.914, de 12
de dezembro de 2011, estabelece o limite de 500 pg/L para agua de consumo humano. Desta
forma, a defini¢cdo das concentracOes testadas foi baseada em valores aproximados a esses
limites.

Para tanto, preparou-se uma solucéo estoque a partir do glifosato 48%, em seguida,
determinadas as diluicbes. Em recipientes descartaveis contendo 40 mL do meio de cultivo,
foram preparadas as seguintes concentraces, [ ] 0,4214 mg/L; [ ] 1,2652 mg/L; [ ] 2,1087
mg/L, [ ] 2,9522 mg/L e [ ] 3,7957 mg/L. Em cada concentrac¢do utilizou-se 06 organismos-
teste, em triplicata cada, todos cobertos com plastico PVC evitando a evaporagdo. Em
seguida as neonatas foram acondicionadas em incubadora com 12 horas de fotoperiodo, sem
alimentacédo, durante 48 horas. Concomitantemente realizou-se um controle somente com o

meio de cultivo e a mesma quantidade de organismos-teste.
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Apols o periodo observou-se a quantidade de organismos mortos, em seguida

calculada a concentracdo letal, utilizando o programa computacional Trimmed Sperman
Karber.

Teste Cronico

A partir dos resultados obtidos no teste de toxicidade agudo, realizou-se o teste
cronico avaliando a exposigéo ao glifosato na reproducéo das Daphnias ao longo do tempo.
Para realizacdo do teste crénico, utilizou-se a concentracdo letal 50% (2,1087 mg/L) e
subletais (0,4217 mg/L; 1,2652 mg/L) preparadas seguindo o procedimento do teste agudo.
Em recipientes descartaveis contendo 40 mL de meio de cultivo, utilizou-se 01 organismo-
teste jovem, com 10 repeti¢cdes cada, e o controle. Em seguida, as Dapnhias expostas ao
glifosato foram acondicionadas em estufa (BOD) com 12 horas de fotoperiodo, recebendo
alimentacdo uma vez ao dia. A reproducao dos individuos foi analisada durante o periodo de
21 dias, sendo que a cada reproducéo os filhotes eram retirados. As fémeas que atingiram a
terceira geragdo de filhotes, anterior ao periodo de 21 dias, foram descartadas.

Resultados e discussao

Com a realizacdo do teste agudo observou-se a mortalidade das Daphnias expostas a
diferentes concentracbes do glifosato no periodo de 48 horas e por meio do programa
estatistico Trimmed Sperman Karber calculou-se a concentracdo letal 50% conforme

demonstrado na Figura 1.

Mortalidade
o B N W b~ O O

04217 12652  2,1087 29522  3,7957
Concentracédo mg/L do glifosato
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Figura 1. Mortalidade das Daphnia magna ap6s 48 horas de exposi¢do a diferentes concentracdes.

A concentracdo letal causadora de mortalidade em até 50% dos organismos (CLso),
foi de 2,1087 mg/L. Na menor concentracdo (0,4217 mg/L) pode-se observar a
sobrevivéncia de 100% dos organismos ap0s 48 horas. Conforme a portaria n° 2.914
(FUNASA, 2011), que estabelece um limite de 500 pg/L de glifosato em &gua para consumo
humano, os resultados obtidos corroboram com a resolucdo, uma vez que o organismo-teste
possui alta sensibilidade a perturbacdes no meio aquéatico. Ja nas concentracfes mais
elevadas 2,9522 mg/L e 3,7957 mg/L ocorreu a mortalidade dos organismos. Na amostra
controle do experimento observou-se sobrevivéncia de todos os individuos de Daphnia
magna.

De acordo com a resolucdo n® 357 (CONAMA, 2005), que estabelece o limite de 65
ug/L do glifosato em aguas doces de classe | e 280 ug/L para aguas doces de classe llI,
destaca-se que as concentracOes testadas estdo acima dos parametros, por outro lado nas
menores concentracBes somente 20% dos organismos morreram ap0s a exposicdo em 48
horas, mas acredita-se que o limite estabelecido pelo CONAMA prevé uma margem de
seguranca, uma vez que poucos sdo 0s estudos que evidenciam todos os efeitos que o
agrotoxico possa causar sobre os organismos aquaticos. Outra hipGtese pode ser estar
relacionada com concentragdo menos tdxica do glifosato utilizado.

Outros estudos realizados avaliando a toxicidade do glifosato sobre o parasita
Chordodes nobilii, Achiorno et al. (2008), observaram a mortalidade de 50% de adultos
expostos a uma concentracdo de 1,76 mg/L em 96 horas e a diminuicdo significativa da
capacidade infectante em larvas expostas diretamente a uma concentragdo de 0,1 mg/L,
porém quando testados em embriGes nenhuma das concentracbes afetaram seu
desenvolvimento.

Albinati et al. (2007), realizaram um estudo com peixe Piaucu (Leporinus
macrocephalus) e verificaram que a CL50% do glifosato foi de 15,8 ppm em 96 horas,
mostrando ter baixa toxicidade de acordo com as normas do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais (IBAMA), mas na exposicdo do herbicida nas
concentragfes de 6,67 e 13,33 ppm os individuos testados apresentaram problemas

hepaticos.
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Estimado o valor CL50% no teste agudo, realizou-se o teste crénico para obtencdo de
resultados mais detalhados que refletissem o efeito da substancia na reproducdo dos
organismos-teste ao longo do tempo das concentracGes estimadas.

A concentracdo letal 50% e subletais desencadearam efeitos na reproducdo dos
organismos-teste a longo prazo, conforme demonstrado na figura 2. A mortalidade de 50%
dos organismos expostos a maior concentracdo (2,1087 mg/L) do glifosato ocorreu nas
primeiras 24 horas, sendo que a partir do 5° dia houve uma estabilizagdo da mortalidade,
porém ao término do experimento somente 02 organismos-teste sobreviveram. Na
concentracdo 1,2652 mg/L, a mortalidade foi de 40% até o 13° dia e a partir desse periodo
estabilizou e na menor concentragéo (0,4217 mg/L) a mortalidade atingiu 30% estabilizando

a partir do 11° dia.

1 / 1,2652 mg/L

/ 2 1087 mg/L

7 0,4217 mg/L
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Figura 2. Mortalidade das Daphnia magna submetidas a concentracao letal 50% e subletais
no periodo de 21 dias.

Os resultados demonstraram que o0s organismos-testes foram afetados ao longo do
periodo de realizacdo do experimento e que a mortalidade predominou quando as Daphnias
foram expostas nas concentragbes mais elevadas. Com relagdo a reproducdo, verificou-se
que as fémeas apds atingirem a maturidade, iniciaram a ovulag@o no 8° dia do experimento e
a reproducdo ocorreu no 9° dia nas concentracdes 0,4217 mg/L e 1,2652 mg/L. A relacdo de
filhotes gerados pelas Daphnias que permaneceram vivas em cada concentracdo até o

término do experimento esta relacionada na figura 3.
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O teste cronico permitiu avaliar o comprometimento do glifosato sobre a reproducéo.
Na concentracdo 2,1087 mg/L, o numero de filhotes foi 07, sendo que a reproducao iniciou
ao final da 22 semana, outras por sua vez, reproduziram nas duas menores concentragdes, no
inicio da 22 semana em mais de 50% dos organismos-teste.

Benamu et al. (2010), realizaram estudos sobre o efeito do herbicida em aranha
Apaida veniliae e verificaram que ndo houve morte diretamente das aranhas, porém
observou o efeito tdxico do glifosato sobre a construcdo da teia, alimentagdo, fecundidade,
fertilidade e desenvolvimento da progénie, demostrando que o herbicida traz consequéncias

maléficas a longo prazo.
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Figura 3. Reprodugéo das Daphnia magna submetidas a concentragéo letal 50% e subletais
no periodo de 21 dias.

Um estudo avaliando a toxicidade do glifosato em girinos de anuros Physalaemus
albonotatus, Simioni et al. (2013) verificaram que a porcentagem de mortalidade aumentava
de acordo com 0 aumento da concentracdo do herbicida, corroborando com o resultado do
presente trabalho. O mesmo estudo apresentou o valor do CL50% de 5,38 mg/L em 96 horas
e notaram que ap6s uma semana somente girinos do controle haviam sobrevivido,
demonstrando um CL50% mais elevado do que o encontrado neste trabalho, indicando que

as Daphnias sdo mais sensiveis ao glifosato que girinos de anuros.
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Considerac0es finais

A realizacdo de testes mais minuciosos como o teste cronico sdo necessarios para
avaliar de forma mais conclusiva as condi¢cdes de sobrevivéncia e reproducdo dos
organismos avaliados frente a compostos quimicos a longo prazo.

O experimento revelou que para o organismo-teste Daphnia magna o glifosato foi
limitante para sua sobrevivéncia numa concentracdo de 2,1087 mg/L, por outro lado esta
mesma concentracdo a longo prazo afetou o indice de reproducdo, o que compromete a

dindmica desses organismos.
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