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INTRODUCAO

Os pesticidas vém sendo utilizados cada vez mais nos ultimos anos, para o aumento da
produtividade agricola [Duke, 2014]. Entretanto, contaminam o meio ambiente e desafiam a
sobrevivéncia dos organismos vivos nele presentes [Clair et al., 2012; Masia et al., 2013]. Dentre
os agrotoxicos, o glifosato é um herbicida ndo seletivo amplamente utilizado [Benbrook, 2016;
Myers et al., 2016], que afeta principalmente o ecossistema edéfico, atingindo e prejudicando
organismos nao alvo, como as oligoquetas [Buch, 2013]. As oligoquetas, por sua fungao ecoldgica
como “engenheiras do ecossistema” [Lavelle et al., 2006] e por suas caracteristicas alimentares e
anatomicas, respondem diretamente as alteracées no ambiente edafico, bioacumulando
contaminantes e sofrendo mudancas fisioldgicas, reprodutivas e comportamentais mensuraveis
[Correia e Moreira, 2010; Santadino, Coviella e Momo, 2014; Salvio et al., 2016], que
comprometem sua sobrevivéncia.

O tratamento cronico com glifosato, durante sete dias, levou a uma reducdo na biometria e a
mortalidade de oligoquetas Eisenia andrei expostas a diferentes dosagens do agroquimico [Buch,
2013]. Repetidas doses desse mesmo herbicida ndo provocaram a morte de minhocas Lumbricus
terrestris e Aporrectodea caliginosa, mas reduziram sua taxa de producao de casulos [Gaupp-
Berghausen et al., 2015]. Além disso, outro recente estudo demonstrou que, a longo prazo, a
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populacgao de oligoquetas Eisenia andrei tende a diminuir significativamente, em resposta ao
contato com o herbicida [Santadino, Coviella e Momo, 2014]. A partir deste contexto, o objetivo
deste estudo foi verificar o efeito cronico do glifosato na taxa de mortalidade e reproducdo de
oligoquetas expostas a diferentes dosagens do agroquimico.

METODOLOGIA

Participaram deste estudo oligoquetas adultas, com clitelo aparente, pertencentes a espécie
Eisenia andrei [Bouché, 1972]. Durante os experimentos, os animais foram mantidos em potes
pléasticos com volume total de 1.350 cm3 e area superficial de 0,023 m?, denominados unidades
experimentais (U.E.). O composto utilizado (habitat experimental) continha 950 g de solo (95 %) e
50 g de erva-mate (5 %), que serviu de matéria organica vegetal, base de alimento para os
animais. A umidade do meio foi regulada semanalmente para 60% e a temperatura foi monitorada
diariamente, numa faixa de 20 a 252 C - estas sdo as condi¢Oes ideais para sobrevivéncia de
oligoquetas em laboratdrio [Edwards, 1995; Suthar 2009]. Os grupos experimentais foram
divididos em 4 tratamentos diferentes, sendo eles: grupo controle (CTRL), solo nas condigoes
normais supracitadas, sem contaminacdo; grupo glifosato (GLY), solo contaminado com agrotéxico
(Glifosato Nortox NA ®, Nortox S/A, PR, Brasil), em solucdo aquosa (mimetizando o uso real na
lavoura), aplicado o processo de reducao de volume proporcional, a fim de manter a concentragao
e diluicdo média padrao sugerida pelo fabricante (3 L/ha, em 100 L de agua); grupo superglifosato
(SGLY), solo contaminado com glifosato a uma concentragao de 10 L/ha, simulando a
concentragao total aproximada de trés aplicagdes sequenciais - que é a rotineiramente utilizada
durante as safras - da dosagem indicada pelo fabricante (3 L/ha); e grupo ultraglifosato (UGLY),
solo contaminado com glifosato a uma concentracao de 30 L/ha, de modo a verificarmos efeitos de
aplicagOes extremas. Colocaram-se 5 organismos/U.E., com as caracteristicas de maturacgao
supracitadas. Foram analisados dois periodos de exposicao diferentes: 7 e 14 dias. A sete dias de
exposicao, os grupos CTRL, GLY e SGLY foram avaliados quanto a varidvel mortalidade de
animais. A 14 dias, foram analisados os grupos CTRL e GLY para a variavel mortalidade, e CTRL e
UGLY para as variaveis relativas a reproducao das oligoquetas - numero de casulos e nimero de
juvenis.

Apés cada periodo de exposigao, foram coletados e quantificados todos os animais de cada U.E.
(juvenis e adultos) pelo método de catacdo manual [Anderson e Ingram, 1993]. Depois da remogao
de todas as oligoquetas, os casulos foram coletados através do peneiramento do solo das U.E.
[OECD 222, 2004].

Os resultados foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) para erros do tipo I, apos teste
de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Quando ANOVA (uma via) detectou diferenca entre os
grupos, e onde o valor de P foi menor que 0.05, a diferenca estatistica foi identificada através do
procedimento de comparacdo multipla com o Teste de Multiplas Comparagdes de Tukey-Kremer.
Para a comparacgao de efeitos pré- e pos-tratamento, ANOVA foi seguido do teste de Dunnet para
multiplas comparacgoes. A frequéncia e a ocorréncia para os casulos e animais juvenis foram
checados com o Teste Exato de Fischer. Os resultados foram expressos em média e erro padrao.
Os dados foram tabulados e analisados no software GraphPad 3.0 para Windows.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A contaminacdo com glifosato levou a redugdo no nimero de oligoquetas dos grupos analisados,
com efeitos dependentes da dose e do periodo de exposigdo. Apds o periodo de sete dias, houve
uma reduc¢do no numero de espécimes apenas do grupo SGLY (P=0,0104), que teve uma taxa de
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mortalidade de 48 % (Figura 1), enquanto os grupos CTRL e GLY apresentaram 91,4 % de
sobrevivéncia em ambos os tratamentos (Figura 1). Contudo, apds 14 dias de exposicao,
observamos uma reducdo nas oligoquetas tanto do grupo CTRL, como do grupo GLY (P=0,0403),
que tiveram uma taxa de mortalidade de 40 e 50 % em relagdo aos animais inicialmente
inoculados, respectivamente (Figura 1).

6
(] 5 _ *
.234
Qon
3322
03
Q
g
z 9 . .
PRE 7POS 14 POS

OCTRL OGLY ®mSGLY

Figura 1. Médias de animais pré- e pds-exposicdo, submetidos a periodos de exposigao (7 e 14
dias). (CTRL) grupo controle; (GLY) contaminado com glifosato a 3 L/ha; (SGLY) contaminado com
glifosato a 10L/ha. Dados em Média = EPM. *P<0,01.

A mortalidade de minhocas expostas ao glifosato em concentragoes indicadas para aplicacao na
lavoura ndo é comum na literatura. Foi verificado apenas 4% de perdas em oligoquetas Fisenia
andrei expostas ao herbicida durante sete dias a concentragao mais elevada entre as testadas, que
foi de 47mg/Kg de solo [Buch, 2013]. Em nossos resultados, por outro lado, para o mesmo periodo
de exposicdo, a dosagem prescrita para aplicacao na lavoura, grupo GLY, (contando com a
possivel biodegradacdo, independente de bioacumulagao e biomagnificacdo) ndo apresentou
reducgao significativa no nimero de oligoquetas. Minhocas Aporrectodea caliginosa e Lumbricus
terrestris expostas a repetidas doses de glifosato, em concentracdo abaixo da indicada pelo
fabricante, num total de aplicacdo do herbicida de 176,12 ml m-2, também nao apresentaram
taxas significativas de mortalidade, com aproximadamente 90% de sobrevivéncia para L. terrestris
e 100% para A. caliginosa [Gaupp-Berghausen et al., 2015]. Entretanto, observamos também uma
dependéncia temporal na sobrevivéncia das oligoquetas, uma vez que um maior periodo de
exposicdo - 14 dias - provocou um aumento na taxa de mortalidade dos grupos CTRL e GLY.
Ademais, a exposigao cronica ao glifosato em diferentes concentragdes também ndo apresentou
mortalidade de oligoquetas Eisenia foetida. Contudo, os animais apresentaram reducdao em sua
biomassa, excessiva secregdo mucosa, alteragoes morfoldgicas e redugdo em sua atividade
[Correia e Moreira, 2010]. Além disso, o glifosato, a uma concentracdo de 30 L/ha (grupo UGLY),
apos 14 dias, levou a um aumento de 192,3 % no nimero de juvenis e a uma reducdo de 50% no
numero de casulos das oligoquetas, quando comparado com o grupo CTRL (Tabela 1).

Tabela 1. Efeitos sobre a produgdo de casulos e geracao de filhotes de oligoquetas expostas ao
glifosato (30L/ha) durante 14 dias.
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Variavel Grupos
CTRL U-GLY Teste Exato de Fischer
Casulos 38 16
. P<0,0001
Juvenis 13 38

Dados expressos com o numero total de casulos e filhotes coletados em cada um dos diferentes
tratamentos.

Foi observado um comportamento de inversao, nao proporcional, o que torna a forma de inversao
muito relevante, uma vez que, houve uma pronunciada alteragao no tempo de maturacao destes
animais. Santadino, Coviella e Momo [2014] avaliaram os efeitos agudo e croénico do glifosato
(Monsanto, SL, 48 %) em oligoquetas Eisenia andrei. No referido estudo, foram aplicadas duas
concentragoes diferentes do agroquimico: 6 L/ha (concentragao conforme indicacdo agronémica
para plantas perenes), e 12 L/ha (o dobro da primeira). O numero de casulos dos grupos
contaminados foi significativamente maior do que nos grupos controle, ao contrario dos nossos
resultados. Por outro lado, o que contrapde novamente nossos achados, a quantidade de animais
juvenis encontrados foi relativamente menor nos grupos que continham glifosato, o que, seqgundo
os autores, indicou um efeito negativo do herbicida na viabilidade dos casulos. Assim, visto que a
concentragao do agroquimico utilizada em nossos experimentos foi de 30 L/ha para avaliar seus
efeitos na reprodugao das oligoquetas, as diferencas supracitadas podem ser consequéncia das
doses utilizadas, sendo necessario a realizacdo de novos experimentos para dados que abranjam
menores concentragdes do contaminante. No entanto, fica evidente uma participacao importante
do agrotéxico na desregulacdao metabdlica destes organismos, os quais sofrem alteragdes
expressivas em sua reproducdo e desenvolvimento.

A partir dos nossos resultados, podemos acreditar fortemente numa possivel reducdo no tempo de
maturacdo e de eclosao dos casulos expostos ao glifosato. Ademais, este nascimento prematuro
reflete a presenca no meio de individuos ndo aptos ou incapazes de sobreviver. Além disso, neste
tratamento, o nimero de animais juvenis foi maior do que o do controle. Assim, sao necessarios
estudos que compreendam também a viabilidade destes casulos, bem como, ensaios que
demonstrem as vias celulares e metabdlicas afetadas, causadoras destas desordens organicas.
CONSIDERACOES FINAIS

A exposigao ao herbicida a base de glifosato afeta a sobrevivéncia de oligoquetas, tendo efeitos
dependentes da dose de aplicagao e do periodo de exposicao. As concentragoes mais elevadas e
tempos mais longos de contaminagdo resultaram em maior taxa de mortalidade. Ademais, este
agroquimico altera a capacidade reprodutiva destes animais, aumentando a geragao de filhotes.
Pensando que a dosagem de 10 L/ha, utilizada no grupo SGLY, simulou a dose real do herbicida
que é aplicada nas lavouras de diversas cultivares, os efeitos observados indicam riscos a fauna
edafica e as caracteristicas fisicas do solo, visto que as minhocas sao elementos chave para a
manutencdo do equilibrio ambiental. Como perspectiva para futuros estudos, apontamos a
necessidade da avaliagao dos efeitos deste herbicida a nivel celular em oligoquetas, de modo a
identificar-se as vias comprometidas pela contaminacao. Do mesmo modo, a investigacao das
implicagbes do agroquimico para a viabilidade dos casulos apds a contaminagao com diferentes
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dosagens e tempos de exposi¢cdo também faz-se necessaria.

Palavras-chave: minhoca; fauna edéafica; agrotoxico; pesticida; ecotoxicologia.

Keywords: earthworm; edaphic fauna; agrotoxic; pesticide; ecotoxicology.
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