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RESUMO

DALLA ROSA, Vanessa Mignon. Avaliagdo de toxicidade do fungicida clorotalonil e do
inseticida clorpirifés em solos subtropicais brasileiros. 2018. 81 p. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia do Solo) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de P6s-Graduacgao
em Ciéncia do Solo, Lages, 2018.

O Brasil é considerado um dos maiores consumidores de agrotdxicos do mundo, contudo, 0s
efeitos de muitas moléculas ainda ndo estdo bem esclarecidos em relacdo a sua toxicidade nos
organismos edaficos ndo-alvo, especialmente em solos naturais. Com o intuito de suprir
algumas dessas limitacdes, este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos do fungicida
clorotalonil (CLT) e do inseticida clorpirifés (CHP) na reproducdo de sete espécies de
invertebrados terrestres ndo-alvo, considerados representativos da biodiversidade edéafica.
Foram realizados testes ecotoxicologicos, em condi¢des de laboratério usando metodologias
padronizadas, em um Nitossolo Vermelho eutroférrico e um Cambissolo humico, coletados em
areas sob vegetacdo natural ndo antropizada. Os organismos edaficos utilizados foram:
Enchytraeus crypticus, E. dudichi, E. bigeminus, Eisenia andrei, Perionyx excavatus, Eudrilus
eugeniae e Folsomia candida. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA One-way) e as medias comparadas pelo teste de Dunnett (p<0,05). Os valores de
ECso (Concentracdo que causa Efeito em 50% da populacéo) foram determinados por analise
de regressdo ndo linear. A partir dos valores de ECso foram construidas as Curvas de
Distribuicdo de Sensibilidade das Espécies (SSD) e obtidos os valores de HCs. No Nitossolo,
contaminado com o CLT, a espécie mais sensivel foi o E. bigeminus e a menos sensivel E.
andrei e, o valor de HCs foi 10,61 (1,31 — 27,05) mg i.a. kg? de solo seco. Para essas mesmas
condigBes no Cambissolo o HCs foi 3,69 (0,34 — 10,7) mg i.a. kg™ de solo seco e a espécie mais
sensivel foi a E. andrei e a menos sensivel foi o E. dudichi. Em relacdo ao CHP, quando
aplicado no Nitossolo, o valor HCs foi de 0,08 (0,0004 — 0,88) mg i.a. kg™ de solo seco e a
espécie mais sensivel foi o F. candida e a menos sensivel foi o E. bigeminus. No Cambissolo,
o valor de HCs foi de 0,92 (0,018 — 5,33) mg i.a. kg™ de solo seco e a espécie mais sensivel foi
a E. andrei e amenos sensivel foi o E. bigeminus. Considerando os resultados obtidos nos testes
crénicos com os sete organismos evidenciam efeito negativo sobre o nimero de juvenis gerados
com aumento das doses dos agrotoxicos aplicados, independente do solo avaliado. Contudo, 0s
efeitos dos agrotoxicos na reproducdo dos organismos variam nos solos de diferentes classes
texturais, sendo os efeitos, na sua maioria, mais expressivos no Cambissolo. Os resultados de
ECsos das espécies individualmente observadas sdo diferentes em relacéo ao tipo de solo com
0 mesmo agrotdxico em comparagdo aos HCss, quando sdo consideradas o conjunto de
espécies. Dessa forma o uso das SSDs mostrou-se uma boa ferramenta para comparar a
sensibilidade entre as espécies, assim como os diferentes tipos de solo, mostrando que, de
maneira geral, que os valores de EC nem sempre sdo protetivos quando comparados com 0s
valores de HC. Portanto, propde-se que os valores de HCs do solo para agrotoxicos sejam
utilizados como dados fundamentais para a realizacdo de avaliagdes de risco ambiental e que
sejam aplicados para estabelecer valores de orientacdo do solo para a protecdo do ecossistema
edéfico.

Palavras—chave: Agrotoxicos. Ecotoxicologia terrestre. Fauna edafica. SSD.






ABSTRACT

DALLA ROSA, Vanessa Mignon. Toxicity evaluation of chlorothalonil fungicide and
chlorpyrifos insecticide in Brazilian subtropical soils. 2018. 81 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia do Solo) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncia do Solo, Lages, 2018.

Brazil is considered one of the largest consumers of the world's pesticides, however, the effects
of many molecules are still poorly understood in relation to its toxicity to non-target soil
organisms, especially in natural soils. In order to overcome some of these limitations, this study
aims to evaluate the effects of the fungicide chlorothalonil (CLT) and the insecticide
chlorpyrifos (CHP) on the reproduction of seven species of non-target soil invertebrates, which
are considered to be representative of edaphic biodiversity. Ecotoxicological tests were carried
out under laboratory conditions using standardized methodologies, in a Nitisol and a Cambisol,
collected in areas under natural vegetation and non-anthropic areas. The edaphic organisms
used were: Enchytraeus crypticus, E. dudichi, E. bigeminus, Eiseinia andrei, Perionyx
excavatus, Eudrilus eugeniae and Folsomia candida. The data were submitted to ANOVA
(One-way ANOVA) and the means were compared by the Dunnett test (p <0.05). ECso values
(Effective Concentration causing a specified effect in 50% of the population) were determined
by non-linear regression analysis. From the ECsp values, the Species Sensitivity Distribution
Curves (SSD) were constructed and the values of HCs were obtained. In Nitisol, contaminated
with CLT, the most sensitive specie was E. bigeminus and the least sensitive E. andrei, and the
HCs value was 10.61 (1.31 — 27.05) mg a.i kg™ of dry soil. For these same conditions in the
Cambisol the HCs was 3.69 (0.34 — 10.7) mg a.i. kg  dry soil and the most sensitive specie
was E. andrei and the least sensitive was E. dudichi. Regarding the CHP, when applied in
Nitosol, the HCs value was 0.08 (0.0004 — 0.88) mg i.a. kg™ of dry soil and the most sensitive
specie was F. candida and the less sensitive was E. bigeminus. In the Cambisol, the HCs value
was 0.92 (0.018 —5.33) mg a.i. kg of dry soil and the most sensitive species was E. andrei and
the least sensitive was E. bigeminus. Considering the results obtained in the chronic tests with
the seven organisms, they showed a negative effect on the number of juveniles generated with
the increased doses of the pesticides applied, independently of the evaluated soil type. However,
the effects of pesticides on the reproduction of organisms vary in different soil texture classes,
and the effects are, for the most part, more significant in Cambisol. The results of ECsos when
individually observed of the species are different regarding the soil type with the same pesticide
compared to the HCss, when the set of species are considered. Thus, the use of SSDs proved to
be a good tool to compare the sensibility between the species, as well as the different types of
soil, showing that, in a general way, the ECs values are not always protective when compared
to the HCs values. Therefore, it is proposed that soil HCs values for pesticides be used as
fundamental data for environmental risk assessments to be applied to establish soil orientation
values for the protection of the edaphic ecosystem.

Key-words: Pesticides. Terrestrial ecotoxicology. Edaphic fauna. SSD.
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1 INTRODUCAO

No mundo estdo sendo produzidos milhGes de toneladas de agrotéxicos e o mercado
brasileiro teve um aumento nos Ultimos anos, comercializando o equivalente a oito bilhdes de
dolares (REIS et al., 2015; DA SILVA et al., 2018). Em virtude do desempenho econdmico
notavel do setor agricola nacional, a Organizacdo para a Cooperacdo Econdmica e o
Desenvolvimento (OECD) e a Organizacdo das Nac¢des Unidas para Agricultura e Alimentacéo
(FAO) apontaram que o Brasil serd o maior produtor agricola e também o maior consumidor
de agrotdéxicos do mundo até 2018 (OECD, 2010; BELCHIOR et al., 2017; XAVIER DE
CARVALHO et al., 2017; DA SILVA et al., 2018).

Pode-se dizer que 0s motivos para esse crescimento foram influenciados pela politica
de modernizacgéo da agricultura, na qual o governo ofereceu incentivos fiscais e tributarios para
aquisicao de agrotoxicos (ANDRADE et al., 2016; ALMEIDA et al., 2017). Aliado a isso uma
das acOes preconizadas pela Revolucdo Verde foi o incentivo do uso de agrotoxicos para elevar
a produtividade agricola, neste cenario o crédito rural foi uma das acdes efetivadas no Brasil,
juntamente com a instalacdo de industrias produtoras e importadoras, as quais buscavam
aumentar a producdo agricola, a mecanizacdo do campo e o aumento do uso de agrotoxicos
(LONDRES, 2011).

Tais mudancas trouxeram ganhos para a agricultura e a economia nacional, aliado ao
aumento populacional e mudangas no uso da terra (SOARES, 2012). Entretanto, causaram
perdas incalculaveis na diversidade dos ecossistemas, tornando necessarias medidas urgentes
que protejam o ambiente natural, a fim de minimizar os danos causados por essas atividades.
Essas préaticas resultam ndo s6 em perda de habitats e biodiversidade, mas também em
contaminacdo ambiental por causa do uso dos agrotoxicos (WAICHMAN et al., 2002).

A legislacéo federal sobre agrotdxicos foi criada a partir de mobilizacdes no periodo pés
ditadura (COGHETTO et al., 2015). Com o sancionamento da Lei dos agrotoxicos n° 7.802/89,
a sociedade brasileira obteve uma importante conquista no controle destas substancias, que
impde duras penas para o uso incorreto de agrotdxicos. Essa lei proibe o registro de agrotoxicos,
seus componentes e afins, para os quais o Brasil ndo disponha de antidotos, que revelem
caracteristicas teratogénicas, carcinogénicas ou mutagénicas, que provoquem disturbios
hormonais, que se revelem perigosos para 0 homem e que causem danos ao ambiente
(DASGUPTA et al., 2001; COGHETTO et al., 2015).

A lei tem sido mal aplicada por ineficiéncia durante etapas de execucdo e fiscalizagéo,

especialmente nas areas mais remotas da floresta tropical (WAICHMAN et al., 2007). Estudos



26

realizados na Amazdnia por R6embke et al. (2008) indicaram que os agrotoxicos sdo livremente
comercializados e utilizados em altas concentragdes e com frequéncias e intervalos de tempo
diferentes dos recomendados pelos fabricantes.

Por mecanismos de dispersao, 0s agrotoxicos podem ser carreados além dos pontos de
aplicacdo, chegando a atingir inclusive areas protegidas (WAICHMAN et al., 2007).
Dependendo de sua persisténcia e toxicidade, os agrotdxicos podem interferir em processos
basicos do ecossistema, como reduc¢do da atividade microbiana, selecdo de espécies resistentes,
além de alterar a dindmica das popula¢des da fauna edéafica refletindo em processos importantes
nos ecossistemas terrestres, tais como: ciclagem de nutrientes, decomposi¢do da matéria
organica e melhoria de atributos quimicos e fisicos (BARETTA et al., 2003; IBAMA, 2010),
representando estes compostos um risco para o solo.

Os efeitos dos agrotdxicos também dependem de caracteristicas fisico-quimicas das
moléculas, o que determina a recalcitrancia no ambiente, mecanismos de disperséo nas matrizes
como solo e agua, tempo de meia vida e modo de acdo. Desta forma, a classe do agrotoxico
utilizado nas lavouras de producdo agricola, pode concomitantemente apresentar mecanismos
impares de ligacdo dependendo do tipo de solo, clima, pluviosidade etc.

Dentre as diversas classes de agrotdxicos ja produzidas, muitas tiveram sua autorizacao
de comercializacdo vetadas, por apresentarem efeitos nocivos importantes nos ecossistemas.
No Brasil, 0 uso dos ingredientes ativos (i.a.) clorpirifés (CHP) e clorotalonil (CLT) é
autorizado, sendo comercializadas 20 e 42 formulacdes, respectivamente (MAPA, 2017).
Ambos sdo amplamente utilizados em todo o territério nacional em diversas culturas de
interesse comercial, como a soja, o0 milho, o trigo, café e pastagens. O CHP, pertencente ao
grupo quimico dos organofosforados, € um inseticida de aplicacdo foliar que foi o segundo
inseticida mais comercializado no Brasil em 2014. J4 o CLT pertence ao grupo quimico das
isoftalonitrilas, e foi o terceiro mais vendido no mesmo periodo (IBAMA, 2017).

Dessa forma, o uso indiscriminado de agrotoxicos em areas agricolas constitui uma
ameaca potencial para a biodiversidade e a funcdo ecoldgica dos ecossistemas edaficos
(CHELINHO et al., 2013). Nesse contexto, a biodiversidade edafica pode ser influenciada pelo
uso dos agrotdxicos e torna-se vulneravel com a dispersdo dos contaminantes. Devido a grande
importancia da comunidade biolégica do solo no funcionamento do ecossistema, o
monitoramento de préaticas antrépicas, devem ser considerados os parametros bioldgicos como
um indicador fundamental, além do comportamento dos organismos nos diferentes tipos de
solos (CHELINHO et al., 2011; MENEZES-OLIVEIRA et al., 2017).
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Uma das maneiras de se avaliar os efeitos prejudiciais dos poluentes nos organismos
edéficos, se da por meio da realizacdo de testes de toxicidade, os quais podem ser utilizados
para determinar a concentracdo aceitavel de uma substancia-teste no solo. A ecotoxicologia
pode ser definida como a ciéncia que estuda os efeitos adversos de substancias sintéticas ou
naturais nos organismos vivos, populagdes ou comunidades, nos ambientes terrestres e
aquéticos (ZAGATO, 2006). Este tipo de andlise utiliza ferramentas que permitem responder
antecipadamente a toxicidade das substancias e compostos que indicam o0s potenciais
ecotoxicologicos e seus mecanismos de acdo em organismos vivos (AZEVEDO, 2003;
MAGALHAES e FERRAO-FILHO, 2008).

Os ensaios ecotoxicoldgicos sdo ferramentas capazes de refletir a eficacia de acdes de
remediacdo, avaliando a qualidade de um solo contaminado (SISINNO et al., 2006). Dessa
forma, os testes de toxicidade, através da medida de biodisponibilidade dos contaminantes, sao
capazes de fornecer informacdes para se estabelecer a conexdo entre a contaminacgao de uma
area e seus efeitos ecoldgicos resultantes (LINFHURST et al., 1995), antes que esses efeitos
possam se manifestar em nivel de populacdo, comunidades e ecossistemas (MAGALHAES e
FERRAO-FILHO, 2008), mesmo antes de serem liberados no ambiente.

Os testes de toxicidade s@o ensaios laboratoriais realizados sob condic6es experimentais
especificas e controladas, utilizados para estimar a toxicidade de substancias, compostos,
efluentes industriais, amostras ambientais (aguas ou sedimentos) entre outros (COSTA et al.,
2008). Esses ensaios séo realizados expondo-se 0s organismos testes a uma matriz (agua,
sedimento ou solo), contaminada, com o objetivo de avaliar se a contaminacdo € alta o
suficiente para causar algum efeito adverso sobre a taxa de sobrevivéncia, crescimento,
desempenho reprodutivo e mudancas comportamentais (BIANCHINI, 2009).

A ecotoxicologia auxilia a definir limites de substancias toxicas permissiveis com niveis
de incertezas aceitaveis e que sirvam de guia para as entidades reguladoras para a tomada de
decisdes (WALKER et al., 2006). Desta forma, o conhecimento dos efeitos dos agrotdxicos
sobre a biodiversidade e a definicdo de padrdes de qualidade ambiental se tornam
imprescindiveis.

Entretanto, a realizacdo desta tarefa implica, em primeira instancia, na construcdo de
uma base de conhecimentos em ecotoxicologia para a regido (NIVA et al., 2016; NIEMEYER
et al., 2017). A auséncia de valores orientadores cria um cenario onde se torna quase impossivel
implementar a¢Ges para a protecdo da biodiversidade edafica e para o uso correto de agrotoxicos
e de seus descartes (CARNIEL, 2015). A legislagéo acerca do risco oferecido pelos agrotoxicos

a fauna edafica ndo-alvo € estabelecida pela Normativa 84 (IBAMA, 2010). Essa normativa
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aponta somente ensaios agudos de letalidade com minhocas na avaliacdo do risco ambiental
oferecido ao ecossistema terrestre.

O processo de avaliagdo do risco para agrotoxicos utiliza informacGes de estudos de
ecotoxicidade que variam em complexidade, desde bioensaios de laboratério a estudos de
campo. Trabalhos de pesquisa ja apresentam as diferencas de sensibilidade entre organismos
do solo, comprovando que ndo had como considerar as minhocas como Unico indicador de
toxicidade (DAAM et al., 2011; NIEMEYER et al., 2012; DEL SIGNORE et al., 2016). Essa
diferenca de sensibilidade ja é considerada para organismos aquaticos (SPADOTTO, 2006).

De modo a reduzir a incerteza da extrapolacdo realizada a partir de uma ou duas espécies
para inferir efeitos no conjunto das espécies do ecossistema foi proposto o método de avaliagdo
da Curva de Distribuicdo de Sensibilidade de Espécies (SSD). Este método considera que ha
uma variacdo na sensibilidade dos organismos aos contaminantes ambientais, que pode ser
descrita atraves da construcdo de uma curva de distribuicdo da sensibilidade de espécies
(NEWMAN, 2000). Através do método SSD, torna-se possivel calcular uma concentragéo
conhecida como o HC5% (concentragdo que assume risco para 5% das especies, ou que
proporciona um nivel de protecdo para 95% das espécies), uma vez que é assumido que 0
ecossistema pode tolerar certo grau de estresse quimico (XU et al., 2015; DEL SIGNORE et
al., 2016). Com base nessas informacdes, pode ser proposto um valor maximo da substancia no
ambiente de acordo com a proporcao de espécies que se quer proteger (DAAM e VAN DEN
BRINK, 2010; BELANGER et al., 2017; MOREIRA et al., 2017).

A diferenca de sensibilidade dos organismos edéaficos se da pelo mecanismo de acdo das
moléculas testadas, cujos efeitos sdo distintos em cada organismo, a exemplo do CHP que age
diretamente na inibicdo da acetilcolinesterase dos insetos, porém outros trabalhos relatam o
efeito negativo em populaces de minhocas (Oligochaeta) (DE SILVA et al., 2009; GIESY e
SOLOMON., 2014). A curva de sensibilidade permite a avaliacdo mais completa dos efeitos
nocivos dos agrotdxicos em organismos nao alvo, sendo de fundamental relevancia para
avaliacdo de risco ecologico na utilizacdo destes compostos em ecossistemas terrestres
(FORBES et al., 2001).

Atualmente, diversos 6rgdos de protecdo na Europa e América do Norte vém utilizando
0 método SSD para determinar as concentragdes maximas de componentes toxicos no ambiente
(SUTER, 2002; EFSA 2007), sendo que no Brasil essa pratica ndo é difundida para organismos
edaficos. Esse método poderia ser implementado no Brasil para avaliar os efeitos de
contaminantes nos ecossistemas terrestres subtropicais. 1sso permitiria delinear estratégias para

protecdo da biodiversidade edé&fica, as quais contribuiriam para o desenvolvimento da
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agricultura sustentavel. Diante do exposto, este estudo visa determinar a toxicidade crénica de
dois agrotdxicos amplamente utilizados na agricultura brasileira (CLT e CHP), em sete espécies
de organismos edaficos, em dois solos subtropicais brasileiros, com base na utilizagcdo do
método de distribuicdo de sensibilidade de espécies, visando o desenvolvimento da agricultura

sustentavel.

1.1 HIPOTESES

1. O fungicida clorotalonil e o inseticida clorpirifés afetam negativamente a reproducéo
das espécies testadas individualmente;

2. Os efeitos dos agrotdxicos na reproducdo dos organismos variam nos solos com
diferentes classes texturais, sendo os efeitos mais expressivos em solos arenosos;

3. A SSD pode ser utilizada como ferramenta para indicar a toxicidade dos agrotoxicos

para uma comunidade de organismos edaficos em solos subtropicais brasileiros.

1.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade do inseticida clorpirifos e do fungicida clorotalonil sobre sete

organismos terrestres ndo alvo e a SSD em dois solos subtropicais distintos.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar a toxicidade do inseticida clorpirifés e do fungicida clorotalonil por meio de
ensaios ecotoxicologicos com diferentes espécies de invertebrados terrestres em dois
solos subtropicais;

2. Criar a Curva de Distribuicdo de Sensibilidade de Espécies com base nos dados obtidos
nos testes ecotoxicoldgicos, verificando a toxicidade dos agrotdxicos para o conjunto
de no minimo seis organismos edaficos;

3. Contribuir para o estabelecimento de valores limite para o uso de agrotdxicos em dois
solos subtropicais brasileiros com caracteristicas texturais distintas (um argiloso e outro

arenoso).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 AGROTOXICOS

A utilizacdo de substancias para controle de pragas remonta desde a Grécia antiga,
todavia, somente ap6s a 22 Guerra Mundial, com o avango da indUstria quimica foi quando se
deu inicio a producdo de agrotoxicos propriamente ditos, inicialmente, sintéticos organicos,
sendo um marco historico na producéo de alimentos em nivel mundial (MANSANO, 2016).

No Brasil, ndo existem relatos concretos do inicio da utilizacdo destas substancias,
entretanto acredita-se que o advento da Revolugdo Verde (décadas de 40 e 50) ocorreram oS
primeiros incentivos ao uso de compostos quimicos para maximizar a produtividade agricola.
Mais tarde, no ano de 1975 foi langado o Programa Nacional de Defensivos Agricolas (PNDA),
em que consistia numa politica de incentivo ao consumo de agrotoxicos fomentando com
isencdo de impostos e taxas de importacdo (PORTO e SOARES, 2012). Com isso, o Brasil se
tornou o maior consumidor de agrotoxicos do mundo no ano de 2008. Tal fato aliado ao mal
gerenciamento e controle do consumo pelos 6rgdos ambientais, resulta em uma situacdo
preocupante tanto no aspecto ambiental, quanto em relagdo a saude publica (SOUZA et al.,
2017).

A lei brasileira que regulamenta o uso de agrotoxicos € a Lei Federal n® 7082 de 11 de
julho de 1989 através do decreto de n° 4.074, de 4 de janeiro de 2002, sendo ela:

Os agrotoxicos e afins sdo definidos como os produtos e 0s agentes de processos
fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo
de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas, e também de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicdo da flora ou
da fauna, a fim de preserva-las da acéo danosa de seres vivos considerados nocivos
ou ainda substancias e produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento (BRASIL, 2002).

Os agrotoxicos sdo aprovados pelos Ministérios da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do Meio
Ambiente (IBAMA). O IBAMA é responsavel por avaliar e determinar o risco dos agrotoxicos
no ambiente. A toxicidade dos agrotoxicos € distribuida em quatro classes e devem ser
indicadas por cores (vermelho para os produtos de Classe | — extremamente tdxico; amarelo
para os de Classe Il — muito toxico; azul para os de Classe 111 — moderadamente toxico; verde
para os de Classe IV — pouco toxico) de acordo com o seu potencial toxico, sendo expresso em

valores referentes a Dose Letal (DLso), por via oral, representada por miligramas do ingrediente
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ativo do produto por quilograma de peso vivo, necessarios para matar 50% da populacéo de
animais teste (Lei n® 7802/1989, regulamentada pelo Decreto n® 4074/2002).

Em relagdo ao potencial de periculosidade ambiental, este é definido pela ANVISA e a
classificacdo se baseia em varias caracteristicas do produto, como as caracteristicas fisicas e
quimicas, toxicidade a diversos organismos, persisténcia no ambiente e capacidade de
deslocamento, e é dividida em: produtos impeditivos de obtencdo de registro, produtos
altamente perigosos ao meio ambiente (Classe I); produtos muito perigosos ao meio ambiente
(Classe I1); produtos perigosos ao meio ambiente (Classe I11); e produtos pouco perigosos ao
meio ambiente (Classe 1V) (IBAMA, 2009). Os agrotoxicos também séo divididos expressando
0 modo de a¢do do ingrediente ativo no organismo alvo ou a natureza da praga combatida em
21 classes, onde os maiores grupos formados sdo pelos fungicidas, inseticidas, herbicidas,
fumigantes e rodenticidas (YAMASHITA e SANTQOS, 2008).

Recentemente diversos autores relatam preocupacdo em relacdo ao uso intensivo e
continuo dos agrotdxicos sobre o destino ambiental, comportamento e os possiveis efeitos
adversos nos organismos ndo-alvo destes compostos, incluindo a mobilidade, persisténcia no
ar, agua, solo, sedimento, interacdo com outras moléculas e principalmente a saide das pessoas
que estdo diretamente em contato com estes (ALMEIDA et al., 2017; BELCHIOR et al., 2017,
CARDOSO et al., 2017; FRANCO e PALEALEZ, 2017; GOMES e SERRAGLIO, 2017
SOUZA et al., 2017; XAVIER DE CARVALHO et al., 2017). A persisténcia e mobilidade dos
agrotoxicos no meio ambiente depende de diversos e complexos processos quimicos, fisicos e
biologicos que acontecem de modo simultaneo, abrangendo retencéo (sorcdo), transformacao e
transporte (LAROVORENTI et al., 2003; FRAMPTON et al., 2006; SOUZA et al., 2017;
MEDDELA e VENKATESWARLU, 2018; LIU et al., 2018). A dindmica dos agrotoxicos é
influenciada também pelas condi¢cdes ambientais, como as propriedades fisicas, quimicas e
atividade bioldgica do solo, assim como topografia e o clima (REGITANO et al., 2001;
LAROVORENTI et al., 2003; FRAMPTON et al., 2006; LIU et al., 2018).

2.1.1 Fungicida clorotalonil (CLT)

O fungicida foliar clorotalonil (2,4,5,6-tetracloroisoftalonitrilo) é de amplo espectro,
com o modo de acdo por contato, usado amplamente para controlar infestacGes fungicas em
diversas culturas, além de possuir registro adicional para uso como aditivo em tintas anti-
incrustantes (SZALKOWSKI e STALLARD, 1977; CASTRO et al., 2011; AGROFIT, 2017a).
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O CLT foi o terceiro fungicida mais comercializado no pais em 42 formulag¢fes distintas em
produtos comerciais (AGROFIT, 2017a).

E um organoclorado que possui baixa solubilidade, persisténcia de baixa a moderada,
tempo meia-vida no solo de 5 a 90 dias (DTso), € pouco movel no perfil do solo,
consequentemente, ndo oferece riscos de contaminagdo de aguas subterraneas (WLATZ et al.,
2002; VAN SCOY e TJEERDEMA et al., 2014) reflexo da réapida transformacédo
microbioldgica e da elevada formacdo de residuos ligados, resultante da alta taxa de sor¢do
dessa molécula no solo (REGITANO et al., 2002).

A baixa mobilidade no solo do CLT se d& ao fato de ficar fortemente adsorvido ao solo
e a matéria organica, ndo obstante, solos arenosos, com baixo contetdo de matéria organica
(menor CTC) e baixo pH (REGITANO et al., 2002; ROMBKE et al., 2017), podem aumentar
consideravelmente a mobilidade do CLT, conferindo risco de contaminagéo de corpos de agua
(VAN SCOY e TIEERDEMA, 2014). Diferencas da acao dos agrotoxicos sdo observadas entre
as regides tropicais e temperadas, em temperaturas mais elevadas, aumentam a solubilidade dos
produtos em &gua e a absorcdo por organismos ndo-alvo, podendo aumentar 0S riscos
ambientais nas regides tropicais (SANCHEZ-BAYO e HYNE, 2011).

Os efeitos adversos ocasionados pela acdo do CLT nos organismos ndo-alvo se
propagam provocando modificacdes nos diferentes niveis de organizacdo bioldgica nas
caracteristicas morfologicas dos organismos (YU et al., 2013), dinamica das populactes, na
estrutura e funcdo das comunidades e do ecossistema (LEITAO et al., 2014). Em seres
humanos, o CLT pode causar dermatites, irritacdes nos olhos e pele, problemas gastrointestinais
e ser classificado como substéancia carcinogénica (AGROFIT, 2017a). Diante do exposto, existe
caréncia de estudos do comportamento desse fungicida em solos de regides de clima
subtropical, atentando a toxicidade aos organismos da fauna do solo. Sendo poucos estudos
ecotoxicologicos realizados com este fungicida para organismos edaficos em ambito mundial
(LEITAO et al., 2014; ROMBKE et al., 2017) e desconhecido em &mbito nacional.

2.1.2 Inseticida clorpirifés (CHP)

O inseticida foliar clorpirifos (0,0-diethyl-0-3-5-6-trichloro-2-pyridylphosphorothioate)
é de amplo espectro, com 0 modo de acdo por contato e por ingestdo, largamente usado para
controlar diversas pragas na agricultura, controle de carrapatos em rebanhos e em pragas
domésticas como cupins, baratas e outros (AGROFIT, 2017b). O CHP, segundo o ultimo

relatorio do IBAMA (2016) foi o quinto ingrediente ativo (i.a.) e 0 segundo inseticida mais
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comercializado no pais, nas 20 formulagGes em produtos comerciais (AGROFIT, 2017b). O
alto uso dessa substancia se da principalmente ao fato de ser relativamente menos téxico e mais
persistente que seus antecessores consagrados no mercado (MEYER et al., 2005).

O CHP pertence ao grupo dos organofosforados e sua persisténcia no solo pode variar
entre 14 dias e mais de 12 meses (dependendo das caracteristicas do solo e condicbes
climaticas) (SAVINI et al., 2017). E classificado como um agrotdxico muito perigoso ao meio
ambiente (Classificacdo Toxicoldgica 1), altamente toxico para organismos aquaticos e aves,
com baixa solubilidade em agua e alta sor¢do em solos (AGROFIT, 2017b).

Este agrotoxico age no sistema nervoso dos insetos, inibindo a atividade da enzima
acetilcolinesterase presente nas fendas sinapticas e juncGes neuromusculares, causando
paralisia do organismo, evoluindo para morte. A exposicdo deste composto em mamiferos
provoca paralisia dos musculos necessarios a respiracdo e parada dos batimentos cardiacos,
resultando em um grave problema de sadde publica (SAVOLAINEN, 2001; EFSA, 2005).
Meyer et al. (2005) observaram também alteragdes no coragéo e no figado de ratos sobre 0s
efeitos do CHP durante o desenvolvimento, para além da neurotoxicidade e suas possiveis

repercussdes sobre disturbios metabdlicos e cardiovasculares ndo podem ser desprezados.

2.2 ECOTOXICOLOGIA TERRESTRE

Os organismos edaficos e suas relacdes ecologicas sdo importantes na determinacéo da
funcionalidade e qualidade do solo (VAN STRAALEN, 1998). O manejo do solo pode alterar
as caracteristicas quimicas, fisicas assim como causar diversas alteracdes nas populacGes de
organismos que ali habitam (ROSA et al., 2015; POMPEO et al., 2016; SULOWICZ et al.,
2016). Dessa forma, sdo considerados bioindicadores 0s organismos ou comunidades que sejam
sensiveis e que modifiquem a sua dindmica as alteragdes na estrutura de um ecossistema,
fornecendo informacdes sobre as condi¢cBes ambientais caracterizando a qualidade do solo
(LAVELLE et al., 2006; GUIMARAES et al., 2015).

Com a finalidade de proteger os organismos edaficos e 0s servigos ecossistémicos que
0 solo prové, se faz necessario desenvolver ferramentas de avaliagdo de risco ecoldgico em
ecossistemas terrestres tropicais e subtropicais, para estabelecer critérios de qualidade do solo
gue permitam o monitoramento e controle dos impactos das a¢6es antropicas (LAVELLE et al.,
2006; NIEMEYER et al.,, 2010; CESAR et al., 2015). Truhaut (1975; 1977) definiu a

ecotoxicologia como o ramo da toxicologia em relacdo ao estudo dos efeitos tdxicos, causados
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por poluentes naturais ou sintéticos, aos constituintes dos ecossistemas, animais (inclusive
humanos), vegetais e organismos microbianos, em um contexto integral.

Uma das formas de se avaliar os efeitos de poluentes nos organismos terrestres é por
meio da realizacdo de testes de ecotoxicidade. Estes sdo utilizados para determinar a
concentracdo de uma substancia-teste que produz efeitos deletérios em um grupo de
organismos-teste sob condi¢des controladas durante um periodo de exposicdo em relacdo ao
periodo de vida do organismo-teste (ZAGATTO, 2006). Com isso, um dos objetivos da
ecotoxicologia é definir limiares de substancias toxicas permissiveis com niveis de incerteza
aceitaveis e que sirvam de guia para as entidades reguladoras para a tomada de decisfes
(WALKER et al., 2006; NIVA et al., 2016; NIEMEYER et al. 2017).

Diferentes organismos podem ser utilizados como bioindicadores de qualidade do solo
nos estudos ecotoxicoldgicos terrestres, tais como bactérias, fungos, plantas, organismos da
macrofauna (minhocas), mesofauna (enquitreideos, colémbolos, entre outros) e microfauna
(nematoides) (VAN GESTEL et al., 1992; VAN STRAALEN et al., 1998; KULA e ROMBKE,
1998; ROMBKE et al., 2005; KUPERMAN et al., 2006; SOCHOVA, et al., 2006; HAMEL et
al., 2007; PERES et al., 2011; DAAM et al., 2011; CLUZEAU et al., 2012; SULOWICZ et al.,
2016). Para a escolha dos organismos-teste a serem utilizados em ensaios ecotoxicoldgicos,
alguns critérios devem ser considerados, tais como: valor ecolégico e econdémico da espécie,
sensibilidade frente aos fatores envolvidos no estudo, abundancia, distribui¢ao geogréafica, ciclo
de vida e facilidade de cultivo em laboratério (VAN LEEUWEN, 1995; VAN STRAALEN,
1998; NIVA et al, 2010; BANDOW et al., 2013; BUCH et al., 2016; MADDELA e
VENKATESWARLU, 2018).

Nessa perspectiva, entre as formas de avaliacdo de contaminacdo ambiental por
diferentes compostos quimicos e outros estressores, a ecotoxicologia terrestre utiliza
metodologias padronizadas internacionalmente para a avaliacdo ampla e segura dos possiveis
efeitos causados pelos poluentes sobre organismos edéaficos. Desta forma lanca-se méo de
organismos-testes padronizados como por exemplo os enquitreideos (Enchytraeus albidus), as
minhocas (Eisenia fetida) e os colémbolos (Folsomia candida) (ROMBKE et al., 2006;
MENEZES-OLIVEIRA et al., 2011). O efeito é mensurado por meio de endpoints, parametros
que determinam o risco a partir de concentracdes de efeito na sobrevivéncia, reproducéo, fuga,
medicdo de biomassa, entre outros parametros (NIVA et al., 2016; NIEMEYER et al., 2017,
ROMBEK et al., 2017).

Cada organismo-teste pode responder diferentemente a um determinado fator de

estresse devido a diferenca de sensibilidade que cada um expressa (VAN DEN BRINK et al.
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2006; TEREKHOVA, 2011). Deste modo, essa abordagem na defini¢cdo das concentragdes
maximas de substancias permitidas é falha, quando determinada em apenas uma espécie, pois
ndo considera as particularidades dos demais organismos que compdem a fauna edafica,
tratando-se apenas da pretensdo de proteger somente a espécie testada. Por outro lado, 0s
ensaios ecotoxicoldgicos devem considerar os efeitos secundarios nas populaces,
comunidades e 0s ecossistemas terrestres de modo geral, via de regra se recomenda avaliar o
efeito de um composto toxico para mais que uma espécie e de diferentes grupos taxondémicos
(SOLOMON e SIBLEY, 2002; TEREKHOVA, 2011).

A curva de Distribuicdo de Sensibilidade das Espécies ou também chamada de SSD
(Species Sensitivity Distribution) é uma forma de minimizar o entrave da extrapolacéo a partir
do uso de uma Unica espécie para inferir os efeitos dos contaminantes em um conjunto de
espécies do ecossistema, para isso foi proposto o uso da SSD, considerando que ha uma
variacdo na sensibilidade das substancias testadas entre as diferentes espécies do ecossistema
terrestre (NEWMAN, 2000; FRAMPTON et al., 2006; DOMENE et al., 2008; KWAK et al.,
2018). Baseada nessas informacdes € possivel chegar a valores de risco ambiental para cada
substancia testada com as diferentes espécies testadas, a partir da realizacdo de testes
ecotoxicologicos, e a construcdo da SSD, se obtém uma concentragdo de risco a partir da qual
se pretende proteger a biodiversidade (FRAMPTON et al., 2006; DAAM et al., 2011; DAAM
e VAN DEN BRINK, 2010; BERLANGER et al., 2017; SANNI et al., 2017).

As SSDs podem ser utilizadas para avaliagdes prospectivas quanto retrospectivas. A
avaliacdo prospectiva permite o célculo da concentracdo de risco para 5% das espécies
(Hazardous concentration 5% — HCs), e retrospectivamente, pode ser utilizada para estimar a
fracdo das espécies potencialmente afetadas numa certa concentracdo do agrotoxico, (por
exemplo HCso). Outra funcionalidade para as curvas SSDs é a comparacdo de sensibilidade
entre diferentes tdxons, habitats e ambientes, afim de proporcionar uma melhor representacédo
da sensibilidade para toda a biota terrestre (FRAMPTON et al., 2006; DAAM et al., 2011;
DAAM e VAN DEN BRINK, 2010; BERLANGER et al., 2017).

O uso da SSD para determinacdo de concentracdes de risco de contaminantes no
ambiente foi proposto nos Estados Unidos na década de 70 e vem sendo utilizada nas analises
de risco de agrotoxicos para organismos aquaticos (SOLOMON et al., 1996; NEWMAN et al.,
2000; SUTER, 2002; VAN STRAALEN e VAN LEWEEN, 2002; BELANGER et al., 2017,
SANNI et al., 2017). Em 2007, na Europa o modelo foi proposto pela EFSA para as analises de
risco ecologico (ARE) onde os 6rgdos de protecdo vém utilizando este método para novas

substancias quimicas (EFSA, 2007). Contudo, nota-se uma grande escassez de informacdes de
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dados ecotoxicoldgicos dificultando o uso de SSDs, uma vez que € depende da quantidade e da
qualidade de dados existentes (WHELER et al., 2002; FRAMPTON et al., 2006; ROMBKE et
al., 2017).

No Brasil vem sendo utilizada recentemente as SSDs em pesquisas com organismos
aquaticos (SOUZA, 2014; CAMPOS, 2015; MANSANO, 2016; MOURA, 2016; SOUZA-
BASTOS et al., 2017). Contudo, existem poucos estudos cientificos sobre a ecotoxicidade nos
organismos terrestres e em solos naturais brasileiros, tropicais e subtropicais, onde a maioria
dos trabalhos de ecotoxicologia terrestre disponiveis na literatura abrangem apenas uma ou duas
espécies com o mesmo contaminante (NIVAetal., 2016; NIEMEYER et al., 2017). Além disso,
a maioria dos estudos sdo realizados em solos artificiais que néo refletem as condicGes dos solos
naturais, uma vez que o teor de matéria organica e outras propriedades do solo, tais como a
textura podem alterar o destino e os efeitos dos agrotoxicos (KUPERMAN et al., 2006;
CHELINHO et al., 2011). Portanto, & um desafio estabelecer a concentragdo maxima de
agrotoxicos com os dados existentes de forma que proteja a biodiversidade e os atributos
funcionais dos ecossistemas naturais, se justificando o desenvolvimento de pesquisas
especificas sobre os efeitos causados pelos agrotdxicos aos organismos terrestres ndo alvo

representativos desses ecossistemas edéaficos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DOS AGROTOXICOS

Os agrotdxicos escolhidos para a realizacdo dos testes ecotoxicolégicos foram o
fungicida clorotalonil (CLT) e o inseticida clorpirifés (CHP). Desta forma optou-se por ndo
utilizar os ingredientes ativos dos produtos, uma vez que os agricultores fazem o uso de
formulagGes comerciais, tornando o estudo mais representativo dentro da realidade da
agricultura. A composicdo e as caracteristicas dos agrotoxicos sao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Ingrediente ativo, composicao, sistema de agéo, titular dos registros, quantidade de
produto comercial e de ingrediente ativo usados no experimento e doengas que os fungicidas
usados combatem.

Agrotoxico Clorotalonil Clorpirifos

Nome comercial ~ Bravonil® 500 Lorsban® 480 BR

Nome quimico Tetrachloroisophthalonitrile 0,0-diethyl-0-3-5-6-trichloro-2-
pyridyl phosphorothioate

Composicdo (Clorotalonil) 500 g L™ (50% m v?); (Clorpirifés) 480 g L™ (48% m

Ingredientes inertes 750 g L™ (75 % v?); Mistura de hidrocarboneto

m v?); Propilenoglicol 54 g L* aromatico (Solvente de Nafta,

(5,4% m vt aromatico  pesado, mistura
hidrocarbonetos aromaticos
pesados) 536,35 g L (53,6% m
v1); Outros ingredientes 114,9 g
L?(11,49% mv?)

Formula quimica CgClsN2 CoH11CIsNO3PS
Férmula N EAwS
Estrutural PPV e

Cl_ 4 ACl c "N O Y

ClI7 ™ T

Cl N
Classe Fungicida Inseticida-acaricida
Grupo quimico Isoftalonitrilas Organofosforados
Classificacédo Il altamente toxico | extremamente toxico
toxicologica
Classificacdo do Il produto muito perigoso ao meio Il produto muito perigoso ao meio
potencial de ambiente ambiente
periculosidade
ambiental
Modo de acéo De contato. De contato e ingestédo
Titular do registo  Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda. Dow  AgroSciences Industrial
Ltda.

Fonte: produgdo do proprio autor, 2018.
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3.2 CRITERIOS PARA SELECAO DOS SOLOS E AMOSTRAGEM

Foram utilizadas amostras da camada superficial (0 — 0,20 m de profundidade) de dois
solos com diferentes caracteristicas texturais, classificados de acordo com o Sistema Brasileiro
de Classificacdo de Solos (EMBRAPA, 2013), sendo um Nitossolo Vermelho eutréfico
(Nitossolo), coletado no municipio de Concérdia, SC [27°48°71’S e 51°59°34’W] e um
Cambissolo humico (Cambissolo), coletado no municipio de Lages, SC [27°48°57’S e
50°21°45°"W] em éareas sob vegetacdo natural ndo antropizada, livre de adubagdo e uso de
agroquimicos.

Os solos foram secos a 55 °C em estufa de circulagdo forcada e tamisados em peneira
de malha 2 mm, para separacdo de fragmentos vegetais e outros residuos. Como referéncia foi
utilizado um Solo Artificial Tropical (SAT) proposto por Garcia (2004) com adaptacdes da
seguinte forma: uma mistura de 75% de areia industrial (fina), 20% de argila caulinitica e 5%
de fibra de coco (seca e peneirada).

A capacidade de retencdo de agua (CRA) dos solos naturais e do SAT foi ajustada para
50% da capacidade maxima de retencdo (CMR) (ISO, 1998). O pH do SAT foi corrigido para
6,0 + 0,5 por meio da adicdo de carbonato de célcio (CaCOs) conforme preconizado na 1SO
1039 (1SO, 2004; ABNT NBR ISO, 2010), para os solos naturais o pH néo foi corrigido para
simular as condi¢des de campo.

Os solos foram desfaunados por meio da aplicacdo de trés ciclos de congelamentos a -
20 °C e descongelamento a temperatura ambiente durante 24 horas para cada ciclo.

Caracteristicas quimicas e fisicas dos solos estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas quimicas e fisicas na camada 0 — 20 cm de um Nitossolo Vermelho
Eutroférrico (Nitossolo), Cambissolo Hamico (Cambissolo) e Solo Artificial Tropical (SAT),
utilizados para 0s ensaios ecotoxicolégicos (Continua).

Parametros Nitossolo Cambissolo SAT

MO (%) 4,2 55 2,2
CTC 21,1 25,3 1,2

pH (H20) 58 4,7 6,9
indice SMP 5,7 4,5 7,2
P (mg dm) 47,1 6,9 11,1
K (mg dm?) 162 52 262

Ca (cmolc dm®) 11,7 2,6 2,0
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Tabela 2 — Caracteristicas quimicas e fisicas na camada 0 — 20 cm de um Nitossolo Vermelho
Eutroférrico (Nitossolo), Cambissolo Himico (Cambissolo) e Solo Artificial Tropical (SAT),
utilizados para os ensaios ecotoxicoldgicos (Concluséo).

Mg (cmolc dm) 2,5 1,4 0,9
Al (cmolc dm™) 0,0 3,0 0,0
Al + H (cmolc dm?) 6,5 25,3 1,2
Cu (mg dm?) 10,6 2,8 10,2
Zn (mg dm) 34,8 3,8 0,7
B (mg dm") 0,65 0,67 1,38
Mn (mg dm) 159 21,1 2,2
S (mg dm?) 20,4 15,3 18,5
Areia (%) 11 60 77
Silte (%) 39 19 15
Argila (%) 50 21 8
Classe textural Argilosa Franco-Argilo-Arenosa  Franco-Arenosa

Fonte: producéo do proprio autor.

3.2.1 Caracterizacdo das amostras de solos

A determinagdo da granulométrica foi realizada pelo método da pipeta (DAY, 1965)
empregando-se NaOH 0,1 mol L como dispersante quimico e agitagdo rapida, sendo a fracdo
areia (2 — 0,03 mm) separada por meio de peneira. O pH em &gua e o teor de nutrientes foram
determinados conforme EMBRAPA (1997), sendo o Ca, Mg e Al trocaveis extraidos com KCI
1mol L%, e P, K, Cu, Mn e Zn disponiveis por extragdo com HC1 0,05 mol L™ + H,S04 0,0125
mol L (Mehlich 1). A determinacdo do pH SMP foi realizada conforme a metodologia
proposta por Tedesco (1995). Os atributos quimicos e fisicos dos solos estdo apresentados na
Tabela 2.

Ao final da montagem de cada teste foram guardadas amostras de solo para analise
quimica dos agrotoxicos. Os ensaios foram conduzidos no Departamento de Ciéncias dos Solos
da Universidade Estadual de Santa Catarina (UDESC/CAV), em Lages — SC.

3.3 ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS

3.3.1 Organismos-teste e condic¢des de ensaio
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A escolha dos organismos-teste, sua manutencdo em laboratdrio e exigéncias para sua
utilizacdo nos testes basearam-se nas recomendacdes dos protocolos ISO (1SO, 1999; 2004) e
ABNT NBR ISO (ABNT NBR ISO, 2011; 2012), com adapta¢des descritas nos trabalhos de
Kuperman et al. (2004), Garcia (2006), Niva et al. (2010), Bandow et al. (2013) e Buch et al.
(2016). Para os ensaios foram utilizados organismos terrestres de sete diferentes espécies
cultivadas em laboratdrio: enquitreideos (Enchytraeus crypticus, E. bigeminus e E. dudichi),
minhocas (Eisenia andrei, Perionyx excavatus e Eudrilus eugeniae) e colémbolo (Folsomia
candida).

Os organismos foram expostos a concentragdes dos agrotoxicos CLT e CHP, formando
um gradiente de concentracdo e foram preparados separadamente para cada uma das espécies e
para cada ensaio, conforme a Tabela 3. A escolha das concentracGes testadas foram baseadas
na literatura em testes realizados com o mesmo i.a. (AMORIM et al., 2008; DE SILVA et al.,
2009; LEITAO et al., 2014) e nos resultados de ensaios também realizados com 0 mesmo i.a.
realizados em solo SAT (dados ndo apresentados e ndo publicados). Para os organismos que
ndo haviam sidos testados com o0 mesmo i.a., as concentragcdes foram baseadas nos resultados

dos testes de outras espécies (minhocas ou enquitreideos) ja realizados para o presente estudo.

Tabela 3 — Concentragdes nominais dos agrotoxicos clorotalonil e clorpirifés em miligrama
(mg) de ingrediente ativo (i.a.) por quilograma (kg) de solo seco (mg i.a. kg*) utilizadas nos
testes de toxicidade crénica com 0s organismos terrestres em cada tipo de solo. — Teste ndo
realizado (Continua).

Organismos Nitossolo Cambissolo

Clorotalonil

E. crypticus 1; 5; 10; 20; 30; 40; 60; 90; 150; 0,5;2,5; 5; 12,5; 25; 50; 100; 150;
250; 500 250

E. bigeminus  5; 10; 20; 30; 40; 60; 90; 150; 200  5; 10; 20; 30; 40; 60; 90; 150; 200

E. dudichi 5; 10; 20; 30; 40; 60; 90; 150; 200  5; 10; 20; 30; 40; 60; 90; 150; 200

E. andrei 1; 5; 10; 50; 100; 500; 750 5; 10; 20; 50; 100; 200; 500

P. excavatus  5; 10; 25; 50; 100; 300; 500; 750 5; 10; 25; 50; 100; 300; 500; 750

E. eugeniae 5; 10; 20; 50; 100; 200; 500 5; 10; 20; 50; 100; 200; 500

F. candida 3; 5; 10; 20; 30; 50; 80; 150; 200; 3;5; 10; 20; 30; 50; 80; 150; 200; 500
500

Clorpirifos

E. crypticus 1; 5; 10; 25; 50; 100; 200; 300; 500 1; 5; 10; 25; 50; 100; 200; 300; 500
E. bigeminus  5; 25; 50; 100; 200; 400 5; 25; 50; 100; 200; 400
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Tabela 3 — Concentragdes nominais dos agrotoxicos clorotalonil e clorpirifés em miligrama
(mg) de ingrediente ativo (i.a.) por quilograma (kg) de solo seco (mg i.a. kg?) utilizadas nos
testes de toxicidade crénica com 0s organismos terrestres em cada tipo de solo. — Teste ndo
realizado (Conclusdo).

E. dudichi 5; 10; 50; 100; 150; 300; 600 5; 10; 50; 100; 150; 300; 600
E. andrei 4; 8; 12; 16; 24, 32; 64 3;5; 7; 10; 15; 30; 50; 100
P. excavatus  3;5; 7; 10; 15 ;30 ;50; 100 0,5; 1, 3;5; 7; 10; 15; 30; 50
E. eugeniae - 3;5; 7; 10; 15; 30; 50; 100

F. candida 0,00125; 0,0025; 0,005; 0,01; 0,02; —
0,05; 0,075:0,1; 0,2; 0,5

Fonte: producéo do proprio autor, 2018.

Todos os ensaios foram conduzidos no laboratorio de Ecologia do Solo da
UDESC/CAV, em Lages — SC, e mantidos sob temperatura 25 + 2 °C, conforme proposto por
Alves et al. (2015) para regides tropicais e fotoperiodo controlado de 12 horas de luz e 12 horas
de escuro (12:12).

3.3.2 Testes de toxicidade cronica (reproducédo) com enquitreideos

Os ensaios com os enquitreideos foram realizados conforme as diretrizes da normativa
ABNT NBR ISO 16387:2004 (ABNT NBR ISSO, 2012), com adaptacGes sugeridas por
Kuperman et al. (2014) sendo o ensaio conduzido durante quatro semanas para E. crypticus e
trés semanas para as outras espécies conforme Niva et al. (2010) e Bandow et al. (2013). O
critério de selecdo de individuos adultos para E. crypticus foi a presenca de clitelo, para os
demais enquitreideos, a escolha dos organismos foi conforme o seu tamanho (8 a 12 mm), pois
essas especies sao fragmentadoras. As espécies de enquitreideos fragmentadoras possuem
clitelo, no entanto, sdo capazes de segmentar 0 seu corpo e a partir dos fragmentos novos
individuos sdo formados ndo sendo possivel identificar quais foram os individuos inseridos no
inicio dos testes ao final do experimento (NIVA et al., 2010; BRANDOW et al., 2013).

Os organismos foram acondicionados em recipientes de 125 mL, preenchidos com 30 g
de solo contaminado e controle (ndo contaminado), com cinco repeticdes, sendo quatro delas
com dez organismos e uma sem organismos afim da verificacdo da umidade e pH ao final do
ensaio. Os individuos foram alimentados uma vez por semana com 2 mg de aveia moida e

adicionada agua destilada conforme a necessidade para manter a umidade do solo a 50% da
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capacidade maxima de retencdo de agua. Ao final dos testes, foram adicionados 5 mL de alcool
absoluto para preservacdo dos enquitreideos, dez gotas de solucdo corante rosa bengala em
etanol (1%) e aproximadamente 80 mL de agua, para evitar seu ressecamento. Apds 5 dias, as
amostras foram lavadas em filtro coador de café de poliéster 103 para retirar o excesso de solo.
Entdo cada amostra foi despejada em uma bandeja com agua, para facilitar a visualizacdo dos

individuos e posteriormente contabilizados 0s organismos com auxilio de uma lupa.

3.3.3 Testes de toxicidade cronica (reproducdo) com minhocas

As matrizes de minhocas, sua manutencdo em laboratério e exigéncias para sua
utilizacdo nos testes basearam-se nas recomendac¢6es do protocolo 1ISO 11268 - 2 (I1SO, 1998).
Lotes de minhocas das espécies E. andrei, P. excavatus e E. eugeniae foram obtidos da empresa
Minhobox® e entdo mantidas e cultivadas em laboratorio em caixas plasticas com volume de
12 L. O meio de cultivo utilizado foi composto de uma mistura de duas partes de esterco equino
seco (livre de contaminantes quimicos) peneirado (2 mm), uma parte de fibra de coco
(Amafibra® — Golden Mix, tipo 80) e 10% do peso dos dois primeiros de areia fina, o pH da
mistura foi corrigido (quando necessario) para faixa entre 6 e 7 com adicdo de CaCOs.

A desfaunagem do meio foi realizada conforme antes descrita a desfaunagem dos solos
(Item 3.2, p. 37). Foi acrescida quantidade suficiente de agua destilada para deixar o meio de
cultivo Umido, essa verificacdo da umidade do substrato a ponto de escorrer liquido quando
uma quantidade de substrato é pressionada na méo foi adotada. Em cada caixa de cultivo foram
colocadas cerca de 300 minhocas adultas das espécies E. andrei e P. excavatus e 100 minhocas
adultas da espécie E. eugeniae. O substrato foi totalmente substituido quando se observava
pouca presenca de fibra de coco, colocando os organismos em caixas com substrato novo. A
alimentacdo dos organismos consistiu em fornecimento semanal de flocos de aveia,
previamente cozidos em agua destilada. Os cultivos foram mantidos a 25 + 2°C e fotoperiodo
12:12 (claro: escuro).

Foram realizados testes de reproducao (56 dias), sequindo a metodologia ISO 11268 - 2
(1SO, 1998). Nos ensaios foram utilizados dez organismos adultos (clitelados) e com peso
médio de 250 — 600 mg para as espécies E. andrei e P. excavatus. Para os testes com a espécie
E. eugeniae foram utilizados seis organismos adultos com peso médio de 600 — 1200 mg. Essa
adaptacdo foi necessaria uma vez que esses individuos sdo maiores do que 0s comumente
testados e a quantidade de solo se manteve a mesma, desse modo, seria inviavel manter dez

organismos em um espago pequeno tornando os resultados duvidosos. Os organismos foram
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mantidos em recipientes de 1000 mL, preenchidos com 500 g de solo contaminado ou controle,
correspondendo a altura do solo entre cinco e seis centimetros. Conduziram-se quatro
repeticdes, sendo verificada, ao final de cada teste, a umidade e o pH. Para evitar a fuga dos
individuos, os recipientes de ensaio foram cobertos com tampas transparentes com alguns furos
para a aeracao.

Os organismos foram alimentados (uma vez por semana) com, aproximadamente, 15g
de esterco equino, desfaunado e livre de contaminantes. A umidade, quando necessaria, também
foi mantida adicionando-se a4gua destilada uma vez por semana. Ao final de 28 dias as minhocas
adultas foram removidas, contadas e pesadas, deixando os casulos incubados por mais 28 dias
para eclosdo. Ao final do teste, os potes plasticos foram colocados em banho-maria a 60 °C por
no minimo 60 minutos para forcar a migracdo dos individuos juvenis a superficie do solo,

coletados com pincas e feita contagem do nimero de individuos juvenis.

3.3.4 Teste de toxicidade crénica (reproducédo) com colémbolos (F. candida)

As matrizes de colémbolos da espécie F. candida vieram de criacdes ja estabelecidas do
Laboratorio de Ecologia do Solo. Os colémbolos foram cultivados em recipientes plasticos
(caixas) com capacidade de um litro, em meio de cultura composto de uma mistura de carvao
ativado, gesso e agua destilada na proporcdo de 1:11:7. Adicionalmente, foram alimentados trés
vezes por semana com 1 g de fermento biologico seco e umedecidos com agua destilada. Os
adultos foram trocados de meio para estimular sua reproducéo. Apos cinco a sete dias, 0s 0vos
depositados foram coletados e colocados em novo recipiente, sob pequenos pedacgos de gesso.
Apos a eclosdo dos primeiros ovos, esperam-se mais dois dias para retirar o restante dos ovos
ndo eclodidos, de forma que o recipiente possua organismos com diferenca de idade entre um
e dois dias. Estes organismos sincronizados foram utilizados para os testes quando tinham dez
a doze dias de idade. Os cultivos foram mantidos em incubadora BOD com temperatura de 20
+ 2 °C e fotoperiodo de 12:12 (luz: escuro) conforme protocolo 1SO (ISO, 1999). Dois dias
antes dos ensaios as caixas com 0s organismos sincronizados foram levadas a sala climatizada
em 25 + 2 °C para aclimatacdo de temperatura, onde foram mantidos os testes.

Para os testes 0s organismos foram mantidos em recipientes (pote) com capacidade para
120 mL, preenchidos com 30 g de solo umido contaminado ou controle. Foram conduzidas
cinco repeticdes, sendo quatro delas com dez organismos e uma como referéncia, sem
organismos para medi¢do do pH e umidade no final dos testes. O alimento foi adicionado uma

vez por semana, consistindo em 2 mg de fermento biolégico seco assim como corrigida a
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umidade de cada pote. No final do periodo de 28 dias do teste, cada recipiente de ensaio foi
esvaziado para um recipiente maior, onde foi adicionada &gua e algumas gotas de tinta de
carimbo preta. Ap6s leve agitacdo para que os organismos flutuassem na superficie da agua,
foram contados o nimero dos adultos e entdo foram fotografados, para posterior contagem dos
juvenis no programa computacional ImageJ (IMAGEJ, 2004).

3.3.5 Analise dos dados

Nos testes de toxicidade cronica os dados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk W (p>0,05), homogeneidade de Bartlett (p>0,05), a analise de
variancia (ANOVA One-way) e as médias comparadas pelo teste de Dunnett (p<0,05). Os
valores de ECso foram determinados por analise de regressdo nao linear, usando o modelo que
melhor se ajustou aos dados. Para estas andlises foi utilizado software Statistica v7.0
(STATSOFT, 2004).

As SSDs para 0s organismos testados com o CLT e o CHP foram construidas a partir
dos valores de ECso dos organismos para cada solo testado, realizadas de acordo com Aldenberg
& Jaworska (2000) utilizando o software ETX 2.0 (VAN VLAARDINGEN et al., 2004). Para
o CLT, foi possivel construir duas curvas para cada solo, onde uma estavam todas as
oligoquetas testados e na outra com a inser¢do do artropode F. candida. Ja para o agrotoxico
CHP foi construida apenas uma curva para cada solo testado, sem diferenciar 0s organismos.

Os valores de HCs das espécies, com limite de confianca de 95%. Uma vez que o modelo
assume uma distribuicdo log-normal dos dados, a log-normalidade foi testada com o teste de
Anderson-Darling incluido no pacote do software ETX 2.0 (VAN VLAARDINGEN et al.,
2004). A normalidade dos dados de toxicidade foi estabelecida em p>0,05.
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RESULTADOS

4.1 VALIDACAO DOS TESTES

45

A umidade do solo se manteve constante ao longo de todos os testes e a variagdo do pH

entre o inicio e o final, para todas as doses, foi igual ou inferior a 0,5 para os dois solos e

agrotoxicos testados em relacdo aos controles.

Tabela 4 — NUmero médio de juvenis (£ desvio padrdo) nos controles encontrados ao fim dos
testes cronicos de ecotoxicidade realizados com as sete espécies de organismos edaficos usando
um Nitossolo Vermelho eutroférrico (Nitossolo), Cambissolo hiimico (Cambissolo) e Solo
Artificial Tropical (SAT) para os agrotoxicos clorotalonil e clorpirifos. — Teste ndo realizado.

Organismos Nitossolo Cambissolo SAT
Clorotalonil

E. crypticus 774 £73 417 £ 34 955 £ 77
E. bigeminus 315+ 25 393 + 36 306 +21
E. dudichi 117 +£18 126 £ 16 121 +£22
E. andrei 54+9 87 +15 65+ 4
P. excavatus 37%5 40+ 4 100 + 24
E. eugeniae 95+6 367 59+14
F. candida 471+ 74 358 + 69 499 + 91
Clorpirifos

E. crypticus 3778 £ 399 352 + 36 2704 + 346
E. bigeminus 92 £29 161 + 14 162 + 42
E. dudichi 150 + 32 416 + 22 113+ 19
E. andrei 103 £ 18 71+£10 117 £ 25
P. excavatus 47 +8 156 + 29 100 + 24
E. eugeniae - 377 46 £ 9
F. candida 594 +71 - 499 + 91

Fonte: produgdo do proprio autor, 2018.

Os testes com enquitreideos cumpriram os critérios de validacdo I1SO 16387 (ISO, 2004)
e ABNT NBR ISO 16387:2004 (ABNT NBR ISO, 2012), para efeito de poluentes na

reproducdo para o0s enquitreideos. Onde, para os controles, a mortalidade dos adultos no solo

ndo foi superior a 20% para E. crypticus. Para as demais espécies utilizadas, o critério de
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mortalidade de adultos, ndo foi considerado, uma vez que sdo espécies fragmentadoras,
impossibilitando a identificacdo de individuos adultos clitelados. Desse modo, a validagdo se
deu pelo critério de sobrevivéncia de 25 juvenis, por réplica e coeficiente de variacao inferior a
50%.

Os testes com E. andrei, P. excavatus e E. eugeniae foram validados conforme os
critérios 1SO 11268 - 2 (1SO, 1998). Onde, a mortalidade das adultas foi inferior a 10%, tendo
namero superior a 30 individuos juvenis em cada repeticdo e o coeficiente de variacdo nédo
excedeu a 30%.

Também foram validados os testes com colémbolos da espécie F. candida atendendo os
critérios das normativas 1SO 11267 (I1SO, 1999) e ABNT NBR 1SO 11267 (ABNT NBR ISO,
2011). Onde, a mortalidade dos adultos foi inferior a 20%, o nimero de juvenis superior a 100
individuos para cada repeticdo e o coeficiente de variacdo inferior a 30%. Na tabela 4
encontram-se 0 numero medio de juvenis nos controles ao fim dos testes de ecotoxicidade

terrestre cronicos realizados.

4.2 TOXICIDADE CRONICA COM O FUNGICIDA CLOROTALONIL

4.2.1 Toxicidade cronica de enquitreideos

A reproducdo dos enquitreideos foi afetada (p<0,05) pela aplicagdo do fungicida
clorotalonil em todos os testes realizados no Nitossolo Vermelho eutroférrico assim como no
Cambissolo humico (Figura 1).

Com base nos resultados obtidos para o Nitossolo e Cambissolo estimou-se a
concentracdo efetiva ECso dos organismos, com seus respectivos intervalos de confianga
(Tabela 5). Os valores de ECso estimados para o Nitossolo variaram entre 24,43 a 57,67 mg i.a.
kg de CLT entre as espécies de enquitreideos, enquanto os valores de ECso no Cambissolo
variaram entre 7,68 a 112,51 mg i.a. kg de CLT.



Figura 1 — Média de individuos (Ind.) juvenis dos enquitreideos em Nitossolo Vermelho eutroférrico (Nito) e Cambissolo himico (Cambi)
contaminado com concentragdes crescentes do fungicida clorotalonil. *Diferenca estatistica significativa (p<0,05) pelo teste de Dunnett. (T)
Desvio padréo.
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Tabela 5 — Concentragdo efetiva (ECso) e intervalo de confianga, Modelo estatistico e r2 (% do
ajuste dos dados na curva) para os testes de reproducdo de enquitreideos em Nitossolo
Vermelho eutroférrico (Nitossolo) e Cambissolo himico (Cambissolo) com aplicacdo de doses
crescentes de clorotalonil.

ECso Modelo r2

(mgi.a. kg?) Estatistico (%)
Nitossolo
E. crypticus 57,67 (52,87 — 62,46) Logistico 98
E. bigeminus 24,43 (17,34 — 31,53) Exponencial 92
E. dudichi 29,42 (11,65 —47,2) Exponencial 80
Cambissolo
E. crypticus 7,68 (3,25 -12,11) Hormesis 92
E. bigeminus 27,68 (22,3 — 33,05) Exponencial 95
E. dudichi 112,51 (95,07 — 129,96)  Gompertz 90

Fonte: producéo do proprio autor, 2018.

4.2.2 Toxicidade cronica de minhocas

A reproducdo das minhocas foi afetada (p<0,05) pela aplicagéo do fungicida clorotalonil
em todos os testes realizados tanto para o Nitossolo Vermelho eutroférrico como para o
Cambissolo humico (Figura 2).

Os valores de ECsp estimados para o Nitossolo variaram entre 56,53 a 475,72 mg i.a.
kg de CLT entre as espécies de minhocas, enquanto os valores de ECsp no Cambissolo
variaram entre 6,87 a 79,78 mg i.a. kg de CLT (Tabela 6).



Figura 2 — Média de individuos (Ind.) juvenis das minhocas em Nitossolo Vermelho eutroférrico (Nito) e Cambissolo himico (Cambi) contaminado
com concentragdes crescentes do fungicida clorotalonil. *Diferenga estatistica significativa (p<0,05) pelo teste de Dunnett. () Desvio padrao.
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Tabela 6 — Concentracdo efetiva (ECso) e intervalo de confianga, Modelo estatistico e r2 (% do
ajuste dos dados na curva) para os testes de reproducdo de minhocas em Nitossolo Vermelho
eutroférrico (Nitossolo) e Cambissolo himico (Cambissolo) com aplicagdo de doses crescentes
de clorotalonil (mg i.a. kg?).

ECso Modelo r2

(mg i.a. kg Estatistico (%)
Nitossolo
E. andrei 475,72 (161,8 — 789,64) Gompertz 64
P. excavatus 96,11 (91,72 — 100,5) Logistico 80
E. eugeniae 56,53 (39,76 — 73,31) Exponencial 89
Cambissolo
E. andrei 6,87 (3,19 — 10,55) Logistico 95
P. excavatus 67,89 (44,48 —91,31) Hormesis 91
E. eugeniae 79,78 (36,69 — 122,89) Hormesis 92

Fonte: producdo do proprio autor, 2018.
4.2.3 Toxicidade cronica de coléembolos

A reproducdo dos colémbos da espécie F. candida foi afetada (p<0,05) pela aplicag¢do
do fungicida clorotalonil no Nitossolo, assim como no Cambissolo (Figura 3).

Figura 3 — Média de individuos (Ind.) juvenis de colémbolos em Nitossolo Vermelho
eutroférrico (Nito) e Cambissolo himico (Cambi) contaminado com concentracdes crescentes
do fungicida clorotalonil. *Diferenca estatistica significativa (p<0,05) pelo teste de Dunnett.
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Os valores de ECso estimados para o Nitossolo foi de 158,82 € 11,27 mg i.a. kg™ para o
Cambissolo (Tabela 7).

Tabela 7 — Concentracdo efetiva (ECso) e intervalo de confianga, Modelo estatistico e r2 (% do
ajuste dos dados na curva) para os testes de reproducéo de colémbolos em Nitossolo Vermelho
eutroférrico (Nitossolo) e Cambissolo himico (Cambissolo) com aplicacdo de doses crescentes
de clorotalonil (mg i.a. kg?).

ECso o r2
] Modelo Estatistico
(mgi.a. kg?) (%)
Nitossolo
F. candida 158,82 (140,25 - 177,4) Gompertz 85
Cambissolo
F. candida 11,27 (12,33 - 19,22) Gompertz 98

Fonte: producéo do proprio autor, 2018.

4.2.4 Curvas de Distribuicao de Sensibilidade das Espécies (SSD)

Para o Nitossolo, o valor de HCs para as seis espécies de oligoquetas estimado foi de
10,61 (1,31 — 27,05) mg i.a. kg de solo seco, e 0 HCs0 68,92 (28,60 — 166,05) mg i.a. kg™ de
solo seco (Figura 4). Pode se observar nesta curva que, a ordem crescente de sensibilidade das
espécies € E. bigeminus > E. dudichi > E. eugeniae > E. crypticus > P. excavatus > E. andrei
(Figura 4).

Quando o artrépode, F. candida, é inserido na curva de sensibilidade, o valor de HCs
aumenta, ficando em 13,14 (2,38 — 30,21) mg i.a. kg de solo seco, e 0 HCso para 77,64 (36,56
— 164,91) mg i.a. kg* de solo seco. Pode se observar nesta curva que, a ordem crescente de
sensibilidade das espécies é E. bigeminus > E. dudichi > E. eugeniae > E. crypticus > P.

excavatus > F. candida > E. andrei (Figura 5).
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Figura 4 — Curva de Distribuicdo da Sensibilidade de Espécies para o fungicida clorotalonil em
um Nitossolo Vermelho eutroférrico com base nos valores de ECso para diferentes espécies de
oligoquetas. A concentracdo de risco das espécies para 5% (HCs) e 50% (HCso) sdo
apresentadas juntamente com os limites superiores e inferiores do intervalo de confianga (95%)

entre parénteses.
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Figura 5 — Curva de Distribuicdo da Sensibilidade de Espécies para o fungicida clorotalonil em
um Nitossolo Vermelho eutroférrico com base nos valores de ECso para diferentes espécies de
invertebrados. A concentracdo de risco das espécies para 5% (HCs) e 50% (HCsp) séo
apresentadas juntamente com os limites superiores e inferiores do intervalo de confianca (95%)

entre parénteses.
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Para 0 Cambissolo o valor de HCs, para as seis espécies de oligoquetas testadas foi de
3,69 (0,34 — 10,7) mg i.a. kg de solo seco, e 0 HCso para 31,01 (11,4 — 84,37) mg i.a. kg™ de
solo seco (Figura 6). Pode-se observar nesta curva que, a ordem crescente de sensibilidade das
espécies é E. andrei > E. crypticus > E. bigeminus > P. excavatus > E. eugeniae > E. dudichi
(Figura 6).

Figura 6 — Curva de Distribuicdo da Sensibilidade de Espécies para o fungicida clorotalonil em
um Cambissolo hiimico com base nos valores de ECso para diferentes espécies de oligoquetas.
A concentracdo de risco das espécies para 5% (HCs) e 50% (HCso) séo apresentadas juntamente
com 013 limites superiores e inferiores do intervalo de confianca (95%) entre parénteses.
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Fonte: produgdo do proprio autor, 2018.

Quando um artrépode (F. candida) é inserido na curva, podemos observar que o valore
de HCs fica menor, sendo HCs= 3,51 (0,49 — 9,1) mg i.a. kg™ de solo seco, e 0 HCsp para 26,84
(11,33 — 63,6) mg i.a. kg! de solo seco (Figura 7). Nesta curva a ordem crescente de
sensibilidade das espécies é E. andrei > E. crypticus > F. candida > E. bigeminus > P. excavatus

> E. eugeniae > E. dudichi (Figura 7).
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Figura 7 — Curva de Distribuicdo da Sensibilidade de Espécies para o fungicida clorotalonil em
um Cambissolo humico com base nos valores de ECsg para diferentes espécies de invertebrados.
A concentracéo de risco das espécies para 5% (HCs) e 50% (HCso) séo apresentadas juntamente

com os limites superiores e inferiores do intervalo de confianga (95%) entre parénteses.
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4.3 TOXICIDADE COM CLORPIRIFOS
4.3.1 Toxicidade cronica de enquitreideos
A reproducdo dos enquitreideos foi afetada (p<0,05) pela aplicacdo do inseticida

clorpirifés em todos os testes realizados no Nitossolo Vermelho eutroférrico assim como no

Cambissolo humico (Figura 8).



Figura 8 — Média de individuos (Ind.) juvenis dos enquitreideos em Nitossolo Vermelho eutroférrico (Nito) e Cambissolo himico (Cambi)
contaminado com concentragdes crescentes do inseticida clorpirifos. *Diferenga estatistica significativa (p<0,05) pelo teste de Dunnett. (1) Desvio
padréo.
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Os valores de ECso estimados para o Nitossolo variaram entre 16,09 a 106,33 mg i.a.
kg™ de solo seco entre as espécies de enquitreideos, enquanto os valores de ECso no Cambissolo
variaram entre 125,63 a 165,02 mg i.a. kg de solo seco (Tabela 8).

Tabela 8 — Concentracdo efetiva (ECso) e intervalo de confianga, Modelo estatistico e r2 (% do
ajuste dos dados na curva) para os testes de reproducdo de enquitreideos em Nitossolo
Vermelho eutroférrico (Nitossolo) e Cambissolo humico (Cambissolo) com aplicacdo de doses
crescentes de clorpirifos.

ECso ) r2

mg i.a. kg Modelo Estatistico %)
Nitossolo
E. crypticus 97,6 (83 -112,19) Logistico 98
E. dudichi 16,09 (11 - 21,18) Logistico 97
E. bigeminus 106,33 (86,07 — 126,6) Logistico 90
Cambissolo
E. crypticus 165,02 (92,57 — 237,47) Gompertz 82
E. bigeminus 140,18 (99,39 — 180,96) Gompertz 90
E. dudichi 125,63 (92,19 — 159,07) Logistico 91

Fonte: produgdo do proprio autor, 2018.

4.3.2 Toxicidade cronica de minhocas

A reproducéo das minhocas foi afetada (p <0,05) pela aplicacdo do inseticida clorpirifos

em todos os testes realizados no Nitossolo assim como no Cambissolo (Figura 9).



Figura 9 — Média de individuos (Ind.) juvenis das minhocas em Nitossolo Vermelho eutroférrico (Nito) e Cambissolo himico (Cambi) contaminado
com concentragdes crescentes do inseticida clorpirifos. *Diferenga estatistica significativa (p<0,05) pelo teste de Dunnett. () Desvio padréo.
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Os valores de ECso estimados para o Nitossolo 11,11 mg i.a. kg™ para a E. andrei e 5,8
mg i.a. kg de CHP para espécies P. excavatus. Os valores de ECso no Cambissolo variaram
entre 1,44 a 42,93 mg i.a. kg™ de CHP (Tabela 9).

Tabela 9 — Concentracdo efetiva (ECso) e intervalo de confianga, Modelo estatistico e r2 (% do
ajuste dos dados na curva) para os testes de reproducdo de minhocas em Nitossolo Vermelho
eutroférrico (Nitossolo) e Cambissolo himico (Cambissolo) com aplicacdo de doses crescentes
de clorpirifés (mg i.a. kg?). — Teste ndo realizado.

ECso ) r2

mg i.a. kg Modelo Estatistico %)
Nitossolo
E. andrei 11,11 (7,24 — 14,98) Gompertz 93
P. excavatus 5,8 (4,9 — 6,68) Logistico 96
E. eugeniae - - -
Cambissolo
E. andrei 42,93 (30,11 — 55,76) Gompertz 88
P. excavatus 1,44 (0,92 —1,95) Logistico 96
E. eugeniae 4,72 (4,11 - 5,33) Logistico 97

Fonte: produgdo do proprio autor, 2018.

4.3.3 Toxicidade cronica de colémbolos

A reproducdo dos colémbos da espécie F. candida foi afetada (p<0,05) pela aplicacao
do inseticida clorpirifés no Nitossolo (Figura 10) obtendo um ECso de 0,065 (0,046 — 0,083 mg
kg™), onde o modelo que melhor se adaptou aos dados foi o Exponencial. Os dados de CENO

(0,02 mg kg*) e CEO (0,05 mg kg™) podem ser observados na figura abaixo (Figura 10).
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Figura 10 — Média de individuos (Ind.) juvenis de Folsomia candida em Nitossolo Vermelho
eutroférrico contaminado com concentragdes crescentes do inseticida clorpirifés. *Diferenca
estatistica significativa (p<0,05) pelo teste de Dunnett. () Desvio padrio.

900

Ctrl Nito 0,00125 0,0025 0,005 0,01 0.02 0.05

Numero de Ind. F candida juvenis
wl 173 P L (= -1 co
[=) = [=] [=] [=] (=] [=)
[=] (=] [=) [=] [=] (=] [=)

=
=1

Concentragdo de Clorpirifos (mg i.a. kg solo seco)

Fonte: producéo do proprio autor, 2018.

4.3.4 Curvas de Distribuicdo de Sensibilidade das Espécies (SSD)

Para o Nitossolo, o valor de HCs para as espécies avaliadas foi de 0,08 (0,0004 — 0,88)
mg i.a. kg™ de solo seco, e 0 HCs para 9,44 (1,02 — 87,73) mg i.a. kg™ de solo seco. (Figura
11). Pode se observar nesta curva que a ordem crescente de sensibilidade das espécies foi F.
candida > P. excavatus > E. andrei > E. dudichi > E. crypticus > E. bigeminus (Figura 11).

Para o Cambissolo, o valor de HCs para as espécies de oligoquetas testadas, foi maior
quando comparados ao Nitossolo, sendo HCs 0,92 (0,018 — 5,33) mg i.a. kg™ de solo seco, e 0
HCso para 30,77 (5,91 — 160,12) mg i.a. kg™ de solo seco (Figura 12). Nesta curva a ordem
crescente de sensibilidade das espécies P. excavatus > E. eugeniae > E. andrei > E. dudichi >
E. bigeminus > E. crypticus.
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Figura 11 — Curva de Distribuicéo da Sensibilidade de Espécies para o inseticida clorpirifés em
um Nitossolo Vermelho eutroférrico com base nos valores de ECso para diferentes espécies de
invertebrados. A concentracdo de risco das espécies para 5% (HCs) e 50% (HCso) séo
apresentadas juntamente com os limites superiores e inferiores do intervalo de confianga (95%)

entre parénteses.
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Fonte: producéo do proprio autor, 2018.

Figura 12 — Curva de Distribuicdo da Sensibilidade de Espécies para o inseticida clorpirifés em
um Cambissolo humico com base nos valores de ECso para diferentes espéecies de oligoquetas.
A concentracéo de risco das espécies para 5% (HCs) e 50% (HCso) séo apresentadas juntamente

com os limites superiores e inferiores do intervalo de confianca (95%) entre parénteses.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foram realizados testes de toxicidade crdnica com dois agrotoxicos
sobre sete diferentes organismos edaficos em dois solos naturais distintos, mesmo que o uso de
solos naturais (ao invés do SAT) dificulte conclusdes e comparacBes com outros estudos,
optamos por sua utilizacdo dada importéncia ecoldgica e relevancia (AMORIM et al., 2005a),
especialmente para regides tropicais, onde hd uma escassez consideravel de informag6es sobre
os efeitos de diferentes xenobidticos (ALVES et al., 2013; MENEZES-OLIVEIRA et al., 2017).
Comumente, os dados gerados a partir de regides temperadas sdo extrapolados para se
realizarem as AREs e tomadas de decisdes sobre regides tropicais, sendo este procedimento
nem sempre apropriado, uma vez que as propriedades especificas do solo originam, muitas
vezes, sensibilidades especificas (AMORIM et al., 2005b; NIVA et al., 2016).

5.1.1 Toxicidade do clorotalonil

Os efeitos do fungicida CLT nos organismos nao-alvo foram ainda pouco avaliados,
principalmente no que se refere a ecotoxicologia terrestre, em uma revisao bibliografica
realizada por Rombke et al. (2017), verificaram que até entdo, ha apenas um experimento com
enquitreideos usando este fungicida CLT. Os resultados de toxicidade cronica em enquitreideos
observados em ambos 0s solos demonstram efeito significativo na reproducao dos enquitreideos
a partir da concentracdo 2,5 mg i.a. kg de solo seco (Figura 1).

Em relagdo aos ECsso, estes variaram entre as espécies e 0s solos (Tabela 5). Contudo,
Leitdo et al. (2014) testando a toxicidade do CLT em um solo natural de Portugal de textura
franco — argilo — arenosa, com E. crypticus, encontraram valores de ECso de 112,9 mg i.a. kg™
de solo seco, sendo muito semelhantes a um dos ECsso encontrado no presente trabalho em
Cambissolo de mesma textura (Tabela 2) sendo este 112,51 mg i.a. kg™ de solo seco, porém
com outra espécie (E. dudichi), sendo esta menos sensivel entre as espécies testadas (Tabela 5).

Em relacdo ao Nitossolo, pode-se observar que o E. crypticus ndo foi a espécie mais
sensivel ao CLT e sim o E. bigeminus (Tabela 5). Bandow et al. (2013) testaram a viabilidade
de utilizar o enquitreideo fragmentador E. bigeminus para se utilizar em testes ecotoxicolégicos
padronizados e concluiram ser uma espécie de facil cultivo em laboratério e adequada para
realizar os testes ecotoxicologicos. A diferenca de sensibilidade entre as espécies de

enquitreideos testadas em diferentes solos naturais foi relatada por Kuperman et al. (2006) onde
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o E. crypticus se mostrou ser o mais tolerante aos diferentes pHs, texturas e MO dos solos
testados.

Nas trés espécies de minhocas utilizadas no presente estudo, a toxicidade do CLT
mostrou sensibilidades diferentes entre elas e também em relacéo ao tipo de solo. Em ambos os
solos foram observados efeitos significativos na reproducdo das minhocas a partir da
concentracdo de 5 mg i.a. kg de solo seco (Figura 2) A toxicidade mais alta verificada nos
testes realizados no Nitossolo foi com a espécie E. eugeniae (ECso = 56,53 mg i.a. kg™ de solo
seco) e, no Cambissolo a espécie E. andrei (ECso = 6,87 mg i.a. kg™ de solo seco) (Tabela 6).
Uma possivel explicacdo para isso, é uma maior capacidade de bioacumulacdo de metais
pesados (Zn e Cu) da espécie E. eugeniae que nas outras espécies, uma vez que o Nitossolo
utilizado para este experimento apresentou maiores quantidades de Zn e Cu que o Cambissolo
(Tabela 2) corroborando com o estudo de Pattnaik e Reddy (2011), que observaram maiores
concentracdes de metais pesados no tecido de E. eugeniae do que a de E. fetida e P. excavatus,
provavelmente devido a variacdo em seu metabolismo.

As variagdes entre os solos testados no que diz respeito aos valores de ECsso para
colémbolos podem ser explicadas, em partes, pelas caracteristicas fisicas e quimicas das duas
classes de solo incluidas no presente estudo (Nitossolo e Cambissolo), especialmente no que se
refere a adsor¢do os ingredientes ativos nas particulas de argila e na matéria organica
(REGITANO et al., 2001). Desta forma os ECsso para a espécie F. candida demonstraram maior
sensibilidade a presenca do CLT no Cambissolo (Tabela 7), apresentando resultados tanto
inferior quanto superior ao resultado obtido por Leitdo et al. (2014) que encontraram ECso de
31,1 mg i.a. kg de solo seco em um solo natural portugués.

O efeito toxico do CLT presente no Nitossolo para os colémbolos se mostraram ser
menos sensiveis ao passo que as oligoquetas testados foram mais sensiveis, exceto a E. andrei
(Figura 5) estando de acordo com o estudo de Kohlschmid e Ruf (2016), que concluiram que
para os fungicidas, em geral, as minhocas sdo mais sensiveis do que os artrépodes. Em termos
de concentracdo de risco em relacdo ao CLT, os valores encontrados de HCs para as seis
oligoquetas foi menor quando comparado ao HCs apds a incluséo do artrépode F. candida no
Nitossolo (Figuras 4 e 5). Isso pode ser explicado pelo mecanismo de absorcéo dos agrotoxicos
nos organismos do solo que se da pelos compostos presentes na solucdo do solo. Os organismos
do solo de corpo mole (auséncia de exoesqueleto), tais como minhocas e enquitreideos,
absorvem os agrotoxicos por meio da difusdo passiva através da pele ou pela ingestéo,

juntamente com particulas do solo (DE SILVA et al., 2009).
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Esses resultados demonstram maior toxicidade dos organismos quando expostos ao
Cambissolo do que no Nitossolo, que pode ser explicado pela combinagdo dos efeitos do
fungicida CLT e das propriedades fisicas e quimicas dos solos testados. Os baixos niveis de
argila do Cambissolo (Tabela 2), podem resultar na menor adsor¢do do contaminante, com
consequente disponibilidade desses compostos para os organismos do solo (REGITANO et al.,
2001). Contudo, estudos envolvendo solos subtropicais ainda sdo praticamente inexistentes
envolvendo organismos edaficos.

Segundo Chelinho et al. (2011), as propriedades do solo influenciam na
biodisponibilidade e na toxicidade dos contaminantes. N&o obstante, o Cambissolo possui
menores valores de pH quando comparados ao Nitossolo. Foi relatado na literatura que, valores
de pH menores do que 5,0 aumentam a disponibilidade de agrotéxicos no solo (KUPERMAN
et al., 2006). Adicionalmente, o clorotalonil possui baixa solubilidade e taxa de adsor¢édo
elevada, facilitando assim, sua adsorc¢éo as particulas do solo (Tabela 1) (REGITANO et al.,
2001; REGITANO et al., 2002). Contudo, segundo Leitdo et al. (2014) a mobilidade desse
fungicida pode ocorrer devido a afinidade média para o compartimento da dgua e potencial de
lixiviacdo dependendo das caracteristicas do solo (Tabela 2). Se estiver presente na fracdo de
agua do solo (a4gua dos poros do solo), o pesticida pode ser biodisponivel para a absorcéo pelos
organismos do solo (STYRISHAVE et al., 2008; REGITANO et al., 2001). Isso explica o fato
de termos maior toxicidade de organismos no Cambissolo quando comparado ao Nitossolo.

Esses resultados servem de alerta para a importancia de utilizar mais critérios
relacionados as caracteristicas dos solos, como o caso da textura, para elaboracdo de novas
diretrizes da legislacdo (SEGAT et al., 2015; MACCARI et al., 2016; NIVA et al., 2016;
MENEZES-OLIVEIRA et al., 2017; ZORTEA et al., 2017), uma vez que 0S custos para
remocdo dos fungicidas aplicados em doses superiores as recomendadas, excedem o0s ganhos

obtidos durante a vida produtiva dos sistemas agricolas e do solo (ORONA et al., 2013).

5.1.2 Toxicidade do clorpirifos

Na presente dissertacdo foram apresentados resultados inéditos de testes de toxicidade
crénica com organismos edaficos com o i.a. CHP em solos naturais subtropicais, envolvendo
as especies de oligoguetas E. bigeminus, E. dudichi, P. excavatus e E. eugeniae. Lowe e Butt
(2007), em uma revisdo sobre selecdo de espécies para testes ecotoxicoldgicos crbnicos,
sugerem que o uso mais amplo de técnicas de cultura estabelecidas aliadas aos requisitos

ecoldgicos e ao comportamento das espécies aumentara a consisténcia e a validade dos testes
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de toxicidade subletal dos organismos, incluindo espécies que fragmentam o seu corpo e
formam outro individuo a partir de cada fragmento, por exemplo E. bigeminus e E. dudichi.

Os resultados dos testes de toxicidade crénica mostram que a toxicidade do CHP difere
para os diferentes organismos testados no presente estudo. No Nitossolo foi observado efeito
significativo na reproducio de enquitreideos a partir da concentragdo de 5 mg kg de solo seco
(Figura 8), onde o E. dudichi foi 0 mais sensivel apresentando um ECso de 16,09 mg i.a. kg
de solo seco, valor bem inferior ao encontrado por Carniel (2015) também num solo natural
subtropical brasileiro (Nitossolo Bruno) sendo ECso de 87,81 mg i.a. kg de solo seco, valor
este que se aproxima mais dos resultados encontrados para as outras espécies testadas (Tabela
8).

O Cambissolo se mostrou menos sensivel para as trés espécies testadas, com valores
muito superiores aos do Nitossolo, contudo a espécie mais sensivel foi a mesma (Tabela 8).
N&o obstante, Amorim et al. (2008) testaram o comportamento de fuga de E. albidus quando
expostos ao CHP e encontraram uma dose de efeito muito superior as encontradas no presente
estudo, sendo ECso = 933 mg i.a. kg™ de solo seco em um solo natural padronizado europeu
(LUFA 2.2).

Os valores encontrados de ECsp para as minhocas no Nitossolo foram 11,11 mg i.a. kg
! de solo seco paraa E. andrei e 5,8 mg i.a. kg™ de solo seco para P. excavatus. Ja no Cambissolo
os valores de ECso foram de 42,93; 1,44 e 4,72 mg i.a. kg™ de solo seco para E. andrei, P.
excavatus e E. eugeniae, respectivamente (Tabela 9). Em um estudo realizado por De Silva et
al. (2009) com a mesma temperatura (26 °C) do presente trabalho, com solo natural tropical
(franco — argilo — arenoso) e mesmo ingrediente ativo (CHP), foi encontrado um ECso de 5,87
mg i.a. kg? de solo seco para E. andrei e sob condi¢Ges semelhantes. Ja para P. excavatus De
Silva et al. (2010) obtiveram um ECso de 3 mg i.a. kg™ de solo seco, em ambos estudos os
autores afirmam que a minhoca P. excavatus é mais sensivel que as espécies E. andrei e E.
fetida, encorajando o uso da espécie P. excavatus para condicGes tropicais.

Tais resultados corroboram com os resultados obtidos neste trabalho sendo a espécie P.
excavatus a mais sensivel entre as minhocas testadas para ambos os solos. Contudo, a toxicidade
do CHP entre as espécies de minhoca varia muito conforme relatado. Ma e Bodt (1993), em
estudo de toxicidade aguda com espécies ecologicamente relevantes como Lumbricus rubellus
e L. terrestris mostraram que esse género é mais sensiveis do que Eisenia sp. 1sso vai de
encontro com o presente conjunto de dados onde a E. andrei foi a espécie menos sensivel entre
as minhocas testadas (Tabela 9), ressaltando a importancia de inserir outras espécies e géneros
nas AREs.
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No Nitossolo, foram observados efeitos para colémbolos a partir da dose 0,05 mg i.a.
kg™ de solo seco (Figura 10) e um ECso de 0,065 mg i.a. kg™ de solo seco. Kamoun et al. (2017)
testaram os efeitos do CHP na reproducdo de F. candida em quatro diferentes solos, sendo dois
deles tropicais, onde 0s ECsso encontrados foram inferiores aos obtidos neste trabalho, sendo
para o solo da Nigéria ECsso 0,031 (MO = 0,98%) e solo da Tunisia ECsso 0,035 (MO =0,29%).
Essa diferenca pode ser explicada pela diferenca no conteido de MO entre os solos, havendo o
Nitossolo uma quantidade superior aqueles solos do continente africano (Tabela 2), onde a
variabilidade da capacidade de sorcdo pode ser explicada tanto pela diferenca na composigédo
da matéria organica quanto pelas interacGes entre as fracGes organicas e inorganicas em todo o
solo (SAVINI et al., 2017).

Jegede et al. (2017) testaram a influéncia da temperatura na toxicidade de CHP em
colémbolos em solo artificial OECD, e observaram que o nimero de juvenis produzidos nos
controles foi significativamente menor a 26 °C do que a 20 °C sendo aproximadamente entre
400 — 500 individuos juvenis encontrados a 26 °C, valor préximo ao encontrado nos controles
dos solos testados neste estudo (Tabela 4). Em testes com outros pesticidas e diferentes solos,
muitas vezes a literatura demonstra que os testes em solos artificiais da OCDE sdo menos
sensiveis do que os realizados com solos de campos naturais (ROMBKE et al., 2007)
dependendo do contaminante, o que geralmente € explicado pelo seu maior teor de matéria
organica e, portanto, menor biodisponibilidade da substancia de teste.

Os organismos apresentaram diferentes respostas de toxicidade ao CHP. No Nitossolo
o valor de HCs foi de 0,08 mg i.a. kg™ de solo seco, para o conjunto de cinco oligoquetas e um
artropode (Figura 11). Por outro lado, no Cambissolo, o valor encontrado de HCs foi 0,92 e
30,77 mg i.a. kg™ de solo seco, para as seis oligochetas testadas (Figura 12), valores estes muito
inferiores aos encontrados por Frampton et al. (2006) utilizando dados de toxicidade aguda de
seis oligoquetas expostas a0 CHP, sendo o HCs de 94,9 mg i.a. kg de solo seco. Esses
resultados podem ser devido ao fato de terem sido utilizados dados de toxicidade aguda e nao
dados de reproducdo. O CHP tem comportamento hidrofébico no solo, o que pode causar um
aumento na disponibilidade adsorvida no solo e maior absor¢do dos organismos por ingestdo
(SVOBODOVA et al., 2018).

Assim, em um contexto geral, as curvas de sensibilidade sdo importantes ferramentas e
podem ser utilizadas para avaliacdo do risco ecolédgico das populac@es edaficas (FRAMPTON
et al., 2006). A busca por um organismo Unico nas avaliacdes € totalmente inviavel (DAAM et
al., 2010), devido as caracteristicas distintas dos solos, dos mecanismos quimicos de adsorc¢ao

dos agrotoxicos e outras variaveis do solo como teor de matéria organica, pH, CTC, bases e
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textura do solo que podem ser importantes condicionantes nas inter-relagdes entre os trés
componentes (solo, organismos, pesticida) (KAMOUN et al., 2017). Desta forma, para melhor
compreensdo destas interacdes é possivel construir curvas que demonstram a sensibilidade dos
organismos a exposicao dos pesticidas e/ou outros contaminantes.

A busca pelo indicador universal ainda ndo é possivel, entretanto a indicagdo de SSDs
para diferentes tipos de solo é altamente recomendavel, devido a heterogeneidade do solo em
uma mesma regido (CHELINHO et al., 2011). Para utilizar uma abordagem baseada em SSDs,
seria necessario utilizar um ndmero minimo de espécies, existindo um consenso de quais as
espécies seriam mais viaveis, em quais condicdes, se devem ser geradas curvas distintas (para
oligoqueta ou artropode) ou SSD combinadas, além do desenvolvimento de novos métodos

padronizados e diretrizes validadas levaria um tempo e esforco consideraveis.
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6 CONCLUSOES

1. O fungicida CLT e o inseticida CHP afetaram negativamente a das reproducdo das
espécies individualmente testadas;

2. Os efeitos dos agrotdxicos na reproducdo dos organismos variaram nos solos de
diferentes classes texturais, sendo os efeitos mais expressivos no Cambissolo;

3. Os resultados de ECsos das espécies individualmente observadas se comportam
diferentemente em relacéo ao tipo de solo com 0 mesmo agrotdxico em comparagao aos
HCss, quando sdo consideradas o conjunto de espécies.

4. A curva de Distribuicdo de Sensibilidade de Espécies (SSD) pode ser utilizada como
ferramenta para indicar a toxicidade dos agrotdxicos para uma comunidade de

organismos edéaficos em solos subtropicais.
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