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RESUMO

Os herbicidas organoclorados sdo amplamente utilizados em muitos lugares do mundo apesar
de possuirem propriedades toxicas para muitos organismos, incluindo humanos, e de sua alta
persisténcia ambiental em aguas e sedimentos. Com intuito de avaliar adequadamente os efeitos
dos contaminantes ao longo dos niveis tréficos em comunidades aquéticas, as respostas de
diferentes organismos modelo devem ser investigadas. Particularmente para ambientes
bentdnicos marinhos, relativamente poucos organismos modelo estdo disponiveis para a
avaliagdo em condicOes laboratoriais controladas de efeitos letais e subletais. Dentre os
agrotoxicos existentes, o herbicida atrazina é bastante utilizado em diversas culturas. Este
herbicida atinge facilmente os lengois freaticos atraves da lixiviagdo e apresenta também um
alto potencial de escoamento superficial, ou seja, € facilmente carreado do solo pelas aguas,
podendo culminar atingindo ambientes aquéticos e consequentemente causar efeitos toxicos em
diferentes niveis da fauna. Nesta dissertacdo foi investigado o uso de duas especies cripticas do
nematoide de vida-livre Litoditis marina, como organismo modelo para testes de curto prazo
dos impactos do herbicida atrazina sobre parametros populacionais e de histéria de vida de L.
marina Pmlll no primeiro artigo; ja no segundo artigo, foi averiguado os efeitos da interacao
entre o herbicida atrazina e variacdo de salinidade, sobre a sobrevivéncia de L. marina Pmil.
Facilidade de cultivo, curto tempo de geracdo e alta fecundidade tornam L. marina Pmll e Pmll|
candidatos adequados para avaliar os efeitos de contaminantes, gerando assim uma avaliacao
rapida dos impactos ambientais, além de investigacdes mais detalhadas dos mecanismos por
trds desses efeitos. Como resultado do primeiro artigo, a concentracdo letal para 50% dos
organismos testados (CL50) da atrazina para L. marina Pmlll adulto foi de 3,3 £ 0,5 mg/L ap0s
exposicdo de 120 h, sugerindo uma sensibilidade maior desta espécie em compara¢do com
outras espéecies modelo de invertebrados aquaticos, principalmente crustaceos. Os efeitos
subletais foram observados em concentracdes de atrazina a partir de 0,8 mg/L. Esses efeitos
subletais foram amplamente consistentes entre os diferentes tracos de historia de vida e
parametros populacionais, mas a fecundidade e as abundancias maximas de jovens e adultos
foram as variaveis de resposta mais sensiveis. Portanto, é sugerido que uma avalia¢do adequada
dos efeitos subletais da atrazina em L. marina Pmlll requer uma combinacdo de diferentes
caracteristicas de historia de vida e parametros em nivel populacional. Foi concluido que L.
marina Pmlll é uma espécie modelo adequada para ser utilizada em pesquisas ecotoxicologicas

abrangendo efeitos letais e subletais, contribuindo para a avaliacdo de risco ambiental em



sistemas marinhos e estuarinos. Como resultado do segundo artigo, a CL50 da atrazina para
adultos de L. marina PmIl em 120 h de exposicdo na salinidade 15 foi de 0,66 £ 0,01 mg/L,
sendo 10,4 vezes menor do que a CL50 de 120 h da salinidade 30 (6,88 + 0,64 mg/L). Foi
concluido que a atrazina teve uma toxicidade maior na menor salinidade (15), causando um

efeito prejudicial na sobrevivéncia de L. marina Pmil.

Palavras-chave: Herbicida; Ecotoxicologia; Nematoda; Historia de vida; Salinidade.



ABSTRACT

Organochlorine herbicides are widely used in many parts of the world despite their toxic
properties for many organisms, including humans, and their high environmental persistence in
waters and sediments. In order to adequately assess the effects of contaminants across trophic
levels in aguatic communities, the responses of different model organisms must be investigated.
Particularly for marine benthic environments, relatively few model organisms are available for
the evaluation under controlled laboratory conditions of lethal and sublethal effects. Among the
existing pesticides, the herbicide atrazine is widely used in several crops. This herbicide easily
reaches the groundwater through leaching and also has a high potential for surface runoff, that
is, it is easily carried from the soil by the waters, reaching aquatic environments and
consequently causing toxic effects at different levels of the fauna. In this dissertation, we
investigated the use of two cryptic species of the free-living nematode Litoditis marina, as a
model organism for short-term testing of the impacts of the herbicide atrazine on population
and life history parameters of L. marina Pmlll in the first article; in the second article, the
effects of the interaction between the herbicide atrazine and salinity variation on the survival of
L. marina Pmll were investigated. Ease of cultivation, short generation time and high fecundity
make L. marina Pmll and Pmlll suitable candidates to assess the effects of contaminants, thus
generating a rapid assessment of environmental impacts, in addition to more detailed
investigations of the mechanisms behind these effects. As a result of the first article, the lethal
concentration for 50% of the organisms tested (LC50) of atrazine for adult L. marina Pmlll was
3.3 £ 0.5 mg/L after 120 h exposure, suggesting a higher sensitivity of this species. compared
to other model species of aquatic invertebrates, mainly crustaceans. Sublethal effects were
observed at atrazine concentrations from 0.8 mg/L. These sublethal effects were largely
consistent across different life history traits and population parameters, but fecundity and peak
abundances of juveniles and adults were the most sensitive response variables. Therefore, it is
suggested that an adequate assessment of the sublethal effects of atrazine in L. marina PmllI
requires a combination of different life history characteristics and parameters at the population
level. It was concluded that L. marina Pmlll is a suitable model species to be used in
ecotoxicological research covering lethal and sublethal effects, contributing to the assessment
of environmental risk in marine and estuarine systems. As a result of the second article, the
atrazine LC50 for L. marina Pmll adults at 120 h exposure at salinity 15 was 0.66 + 0.01 mg/L,
10.4 times lower than the LC50 of 120 h of salinity 30 (6.88 + 0.64 mg/L). It was concluded



that atrazine had greater toxicity at lower salinity (15), causing a detrimental effect on the

survival of L. marina Pmll.

Keywords: Herbicide; Ecotoxicology; Nematode; Life history; Salinity.
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1 INTRODUCAO

Os agrotoxicos séo utilizados pela necessidade de aumentar a producéo agricola e assim
suprir a crescente demanda populacional por alimentos, devido ao fato desses produtos
minimizarem as perdas nos cultivos. Contudo, quando esses insumos sdo utilizados em um
longo periodo de tempo e em ampla escala, podem trazer danos imensuraveis ao meio ambiente
(CANUTO et al., 2010). O uso de agrotdxicos segue tendéncias sazonais de consumo, sendo
empregados na maioria das vezes durante os periodos chuvosos, levando a uma maior
probabilidade de carreamento para os corpos hidricos (ARMAS et al., 2007). E uma vez que 0s
agrotoxicos sdo bastante utilizados na agricultura, sua atividade biocida eleva a probabilidade
de impactos negativos em organismos ndo-alvo, como por exemplo a biota aquatica
(SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2006; TREMOLADA et al., 2004; GOLOMBIESKI et al., 2008).

Em funcdo do modelo de agricultura adotado no Brasil e em outros paises, 0 uso de
agrotoxicos tornou-se intensivo e amplamente utilizado, trazendo inimeros problemas de
contaminacdo ao meio ambiente e aos organismos de diferentes niveis tréficos. Embora a
agricultura seja uma poluicdo difusa, geralmente € apontada como sendo um dos maiores
contribuidores da contaminacgéo aquatica, no qual inimeros produtos quimicos sdo lancados no
ambiente (ONGLEY, 1996). Os principais contaminantes de proveniéncia agricola sdo os
residuos de fertilizantes e os agrotdxicos (ARIAS et al., 2007). Dentre os agrotdxicos
existentes, o herbicida atrazina (Figura 1) é muito utilizado em diversas culturas anuais e
perenes (RODRIGUES; ALMEIDA, 1998). A atrazina possui coeficiente de particdo do
contaminante na fragdo organica do solo (Koc) de 100 cm®g™? (BARANOWSKA et al., 2008),
por esse motivo, este herbicida atinge facilmente os lengois freaticos através da lixiviacdo. A
atrazina apresenta também um alto potencial de escoamento superficial, ou seja, € facilmente
carreada do solo pelas 4&guas (REICHENBERGER et al., 2007; WANG et al., 2018) podendo
atingir os ambientes aquaticos e consequentemente causar efeitos toxicos em diferentes niveis
da fauna (DE ALBUQUERQUE et al., 2020).

A toxicidade de um composto quimico pode depender do tempo de exposicdo, da
suscetibilidade do organismo, das caracteristicas quimicas do agente e de fatores ambientais
como: temperatura, pH, teor de oxigénio dissolvido na dgua, salinidade, entre outros (TOMITA;
BEYRUTH, 2002). Uma pesquisa utilizando nauplios do Copepoda Eurytemora affinis,
mostrou que a toxicidade da atrazina aumentou com a diminuicdo da salinidade. Em 96 horas

(h) a menor salinidade (5) obteve efeito letal 26 vezes maior do que na maior salinidade (25)
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(HALL et al., 1994). A atrazina também é responsavel por afetar os tracos de vida de

organismos como o Cladocera Daphnia pulicaria (DODSON et al., 2009).

Diferentes organismos podem ser utilizados como biomodelos para averiguar niveis de
poluicdo ambiental. Os nematoides em especial sdo considerados bons indicadores de poluicao
por possuirem caracteristicas como: grande abundancia de individuos, curto tempo de geracéo
e vivem em contato direto com o substrato (SCHRATZBERGER; INGELS, 2018). O
nematoide de vida-livre Litoditis marina pertencente a familia Rhabditidae, consiste em pelo
menos 10 espécies cripticas (SUDHAUS, 2011), trés das quais (Pml, Pmll e Pmlll) séo
encontradas em algas marinhas, arquipélagos e depdsitos de zonas costeiras de areas
temperadas (DERYCKE et al., 2005). Essas sdo espécies consideradas adequadas para serem
utilizadas em testes ecotoxicologicos, pois apresentam caracteristicas como: facil cultivo em
laboratdrio, curto tempo de geracéo, além de ja terem sido utilizadas em outros estudos sobre
toxicologia (MONTEIRO et al., 2018a). Além disso, é notado que muitos estudos com atrazina
sdo feitos utilizando espécies dulcicolas como organismos teste, porém existe também o risco
de contaminacdo dos ambientes marinhos e estuarinos pela atrazina, levando a necessidade de
usar organismos teste que vivem nesses habitats para avaliar os efeitos causados pelo herbicida
atrazina nessas areas. Dessa forma, Litoditis marina se torna um excelente organismo para
avaliar os efeitos da atrazina, tanto em ambientes marinhos como também estuarinos, pois L.
marina suporta variacdes de salinidade (DE MEESTER et al., 2015) e regides estuarinas variam

a salinidade de acordo com a proximidade do mar.

Sendo assim, Pmll e Pmlll foram escolhidas para testar os efeitos toxicoldgicos da
atrazina no presente estudo com intuito de mensurar os efeitos letais e subletais da atrazina, ou
seja, se ira haver mortalidade ou prejuizo nos tracos de vida da espécie criptica Pmlll de L.
marina. Também foi averiguado se os efeitos toxicos da atrazina serdo potencializados ou
atenuados pela interacdo com estresse halino, observando o efeito dessa relacdo sobre a

sobrevivéncia da espécie criptica L. marina Pmil.
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Figura 1 — llustragdo da molécula do herbicida atrazina, demonstrando o anel aroméatico hexamérico, simétrico,
constituido por trés atomos de carbono, trés &tomos de azoto em posicoes alternadas e possui um dtomo de cloro

ligado ao anel aromatico.

I

-
N'Ji"“ J\
C,He— H M MH— CH (CH ),

2-claro-d-etilamino-S-isopropilamino-s-triazina

Fonte — JAVARONI; LANDGRAF; REZENDE, 1999).

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Averiguar os efeitos letais e subletais da atrazina sobre a espécie criptica Litoditis
marina Pmlll e analisar este herbicida com interacdo de quatro salinidades distintas,
observando se ocorrera a potencializacdo de efeitos toxicos e consequentemente podendo

causar mortalidade acentuada na espécie criptica Litoditis marina Pmll.

1.1.2 Objetivos especificos
1.1.2.1 Artigo 1

A. Encontrar o valor da concentracdo de atrazina que causa letalidade em 20% (CL20) e 50%
(CL50) da populacdo de Pmlll ao longo de 5 dias de exposicéo.
B. Mensurar os efeitos da atrazina sobre os parametros populacionais e histéria de vida do

nematoide PmillI.
1.1.2.2 Artigo 2

C. Analisar os efeitos letais da atrazina na espécie criptica Pmll de Litoditis marina, em quatro
salinidades (15, 20, 25 e 30) com adicdo de cinco concentracOes diferentes do herbicida.
D. Encontrar o valor da CL20 e da CL50 do herbicida atrazina, por tempo de exposi¢do no

nematoide PmlI nas diferentes salinidades.
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Comparar as curvas dose resposta para letalidade em diferentes salinidades, e através disso
averiguar se houve a potencializagdo ou atenuagéo da toxicidade do herbicida atrazina frente
a variagdo de salinidade.



24

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 CONTAMINACAO DOS AMBIENTES POR AGROTOXICOS

O uso de agrotoxicos representa atualmente um grave problema global, pois além de
afetarem negativamente o meio ambiente essas substancias também podem causar problemas a
salde humana como: esterilidade masculina; reacfes alérgicas; distdrbios neuroldgicos,
respiratérios, pulmonares, cardiacos, no sistema imunolégico, no sistema endécrino; promovem
o desenvolvimento de cancer, fibrose pulmonar, doenca de Parkson, dentre outros agravos a
salide humana (CARNEIRO et al., 2015; RANI et al., 2020).

Os agrotdxicos sdo usados pela necessidade de aumentar a produgdo agricola,
protegendo a plantacdo de infestacdes por pragas e assim suprindo a crescente demanda
populacional por alimentos, uma vez que ajudam a minimizar as perdas na producéo, ou seja,
a quantidade da colheita plantada estando em boas condi¢cdes para 0 consumo é maior, dessa
forma sendo mais lucrativo para os agricultores fazerem uso de defensivos agricolas em suas
lavouras. Contudo, quando esses insumos sdo utilizados em um periodo longo de tempo e em
ampla escala podem trazer danos imensuraveis ao meio ambiente (CANUTO et al., 2010;
RAJMOHAN; CHANDRASEKARAN; VARJANI, 2020).

O uso de agrotoxicos segue tendéncias sazonais de consumo, sendo empregados muitas
vezes durante os periodos chuvosos, o que leva a uma maior probabilidade de carreamento dos
compostos para os corpos hidricos (ARMAS et al., 2007). E uma vez que 0s agrotdxicos sao
amplamente usados nas atividades agricolas, sua fungédo biocida eleva as chances de ocasionar
impactos negativos em espécies ndo-alvo, como por exemplo em organismos aquaticos
(SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2006; GOLOMBIESKI et al., 2008; SOUZA et al., 2021).

Os agrotoxicos quando aplicados no solo podem ser degradados por vias quimicas,
fotolise ou acdo de microrganismos. No entanto, as moléculas que possuem uma alta
persisténcia podem permanecer no ambiente sem sofrer qualquer tipo de alteracdo. Essas
moléculas podem ser adsorvidas nas particulas do solo, serem lixiviadas e alcancarem os lengois
subterraneos ou atingirem as aguas superficiais (Figura 2). Nos ambientes aquéticos, 0s
pesticidas podem sofrer adsor¢do ou dessorcdo das particulas de sedimentos. Ja no ar, as
moléculas na forma de gas ou de vapor podem ser transportadas por muitos quildémetros,
chegando a afetar areas muito distantes da regido na qual foram aplicadas (SANCHES et al.,
2003).
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Figura 2 — Alguns dos processos que afetam o destino ambiental dos agrotoxicos: Fotodegradacdo, adsorcéo,
dessorcdo, deriva pelo vento, volatilizagdo, precipitacdo, escoamento superficial, lixiviacdo, degradagdo quimica
e degradacdo bioldgica.

,-'"z deriva pelo vento
% NS adsorcao /E

;f;‘.‘ 3;:_ “I ” precipitacao
2R J I J
fotodegradacao ""'l‘ W \olatilizaio ’ ’ °~"coa

Fonte — Adaptado de (REBELO; CALDAS, 2014).

Os ambientes aquaticos sdo 0s principais escoadouros dos defensivos agricolas, tanto é
que a contaminacdo das aguas superficiais tem sido documentada em todo o mundo
constituindo uma das maiores preocupacbes ambientais (BRITTO et al., 2012;
KONSTANTINOU; HELA; ALBANIS, 2006; ESTEVES et al., 2018; DE SOUZA et al.,
2020). Um estudo verificou a contaminacdo de aguas superficiais e de chuva por agrotdxicos
nos municipios de Lucas do Rio Verde e Campo Verde, no estado do Mato Grosso, situado
entre os maiores produtores de milho, soja e algoddo do Brasil. Resultados dessas analises
mostraram a presenca de residuos de diferentes agrotdxicos nas amostras de aguas superficiais
e de chuva coletadas nos dois municipios; nas amostras de agua de chuva coletadas foi
detectado atrazina nos valores de 0,00021 a 0,07543 mg/L, metil paration (0,00071 mg/L),
malationa (0,00437 e 0,00708 mg/L), metolacloro (0,00011 a 0,00449 mg/L), endosulfan alfa
e beta (0,0005 a 0,02964 mg/L), flutriafol (0,00027 a 0,00151 mg/L) e endosulfan S (0,0020 a
0,00759 mg/L) (MOREIRA et al., 2012).
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O impacto da atividade agricola na qualidade dos recursos hidricos na bacia hidrografica
do rio Ribeira do Iguape, localizada na regido sudeste do estado de S&o Paulo, foi avaliado e os
agrotoxicos que foram analisados pertencem a classe das triazinas (atrazina e simazina) dos
carbomatos (aldicarbe, carbofurano, carbaril) e da nitroanilina (trifluralina). O maior valor
encontrado para o aldicarbe foi de 0,00215 mg/L, o carbofurano apresentou valores variando
entre 0,00010 a 0,00224 mg/L e o carbaril de 0,00001 a 0,00092 mg/L. Para os herbicidas
triazinicos foram encontrados valores maiores que 0,00002 mg/L para a atrazina e variando de
0,00001 a 0,00026 mg/L para simazina. Para a trifluralina foi encontrado valores de 0,00010 a
0,00206 mg/L (MARQUES et al., 2007).

Estudo realizado em lagos e rios da Grécia mostrou que as classes de pesticidas mais
detectadas nos ambientes avaliados envolvem herbicidas que s&o amplamente utilizados nas
plantacdes de milho, arroz e algodao. Foi detectado a presenca de inseticidas organofosforados
e inseticidas organoclorados que sdo proibidos de serem usados devido a sua persisténcia no
meio aquéatico. Os compostos mais frequentemente encontrados foram atrazina, simazina,
alacloro e metolacloro (KONSTANTINOU; HELA; ALBANIS, 2006). Amostras de
sedimentos do lago Kasumigaura localizado na regido de Gunma no Japédo, demonstraram que
herbicidas e inseticidas aplicados diretamente nas plantas tiveram como destino final o solo e
aguas superficiais (FUSHIWAKI; URANO, 2001). Uma pesquisa em aguas subterraneas na
Nova Zelandia feita com intuito de detectar contaminantes organicos emergentes, mostrou que
os herbicidas foram o grupo de pesticidas mais frequentemente detectados em &guas
subterraneas, com 98 deteccbes de 17 herbicidas diferentes e seus metabdlitos. Destes, 80
deteccdes foram de herbicidas do grupo das triazinas, sendo a terbutilazina o pesticida mais
frequentemente detectado (36 deteccdes) (CLOSE; HUMPHRIES; NORTHCOTT, 2021).

2.2 INFLUENCIA DE DIFERENTES TIPOS DE SEDIMENTOS E DAS
CARACTERISTICAS DOS AGROTOXICOS NA CONTAMINACAO DAS AGUAS

O tipo de sedimento e composi¢do dos agrotoxicos, juntamente com suas caracteristicas,
sdo fatores que devem ser levados em consideragéo no caso da contaminagao dos corpos d’agua.
Quando os compostos organicos e inorganicos atingem os ambientes aquaticos uma parte
significativa é ligada aos materiais particulados preexistentes que se encontram suspensos no
ambiente; e posteriormente esses compostos tendem a se depositarem nos sedimentos
(SANTAROSSA, 2017). A ligacdo ao material particulado no meio aquéatico ocorre por meio

de processos como adsorcdo fisica e quimica (complexacdo, quelagdo e precipitacdo)
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(ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006). Esses processos, juntamente com o processo de dessorcao,
regulam a disponibilidade das moléculas em ambiente aquéatico (RIBEIRO et al., 2007). A
sor¢do é um fenbmeno decorrente da interacdo de substancias, sendo um processo complexo e
pode ocorrer através de: pontes de hidrogénio, forcas eletrostaticas, forcas de Van der Walls,
ligagBes covalentes e interagfes hidrofébicas (WEBER; PETER, 1982; MARTIN-NETO;
VIERIA; SPOSITO, 1994). Esses sdo 0s principais mecanismos contribuidores da adeséo ou
atracdo dos compostos a superficie do sedimento. Outra caracteristica a ser considerada no
processo sortivo dos agrotdxicos ao sedimento é a solubilidade da molécula em agua. A
solubilidade é o reflexo da polaridade das moléculas, ou seja, quanto maior € a polaridade mais

solivel em &gua sdo as moléculas (SCHREIBER, 2012).

O comportamento dos agrotoxicos nos sedimentos é influenciado por caracteristicas
fisicas e quimicas dos compostos como: solubilidade, coeficiente de particdo (Koc), constantes
de dissociagédo (pKa ou pKb), constante da Lei de Henry (H), coeficiente de particdo octanol-
agua (Kow), pressdo de vapor e tempo de meia vida (DE OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2011,
MANCUSO; NEGRISOLI; PERIM, 2011). O pH do sedimento € um dos fatores relevantes na
avaliacdo da capacidade sortiva dos agrotoxicos, pois quando o pH do sedimento apresenta
valores que estdo préximos ou acima do pKa ou pKb da molécula, a capacidade de sorcdo dos
agrotoxicos no sedimento acaba sendo reduzida, fazendo com que as moléculas dos agrotdxicos
fiquem mais disponiveis na superficie (REGITANO, 2002; CHRISTOFFOLETI et al., 2008).

Os contaminantes presentes nos sedimentos podem ser disponibilizados para a coluna
d’agua devido a mudancas em parametros como: potencial redox, pH ou acdo de
microrganismos. Assim, a qualidade das aguas superficiais é afetada pela qualidade dos
sedimentos submersos, devido aos processos de equilibrio dindmico estabelecido entre a agua
e 0 sedimento (POSSAVATZ et al., 2014). As caracteristicas dos sedimentos como: estrutura,
textura, teor de umidade, teores de matéria organica, comunidade microbiana, capacidade de
troca de cations, pH, relevo, equilibrio nutricional, area superficial especifica e porosidade,
afetam o grau de fluxo preferencial e transporte de moléculas nos sedimentos
(CHRISTOFFOLETI et al., 2008). A elevacdo do pH da solucdo no sedimento beneficia o
desenvolvimento de cargas negativas que repelem as moléculas anidnicas dos herbicidas
acidos. Para os herbicidas basicos, ocorre uma menor afinidade de suas formas moleculares
com a matriz do sedimento (CHRISTOFFOLETI et al., 2008). No solo, a dissipacdo dos

herbicidas ocorre por diferentes processos, com velocidades distintas e influenciadas por:
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propriedades fisico-quimicas da molécula, atributos do solo, condi¢cGes ambientais ou interacdo
desses fatores (VIVIAN et al., 2007a; KRAEMER et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2020).

Um exemplo de como a composi¢do do sedimento interfere no acimulo dos agrotdxicos
é mostrado na pesquisa realizada em uma regido do Estado de S&o Paulo, que possui um intenso
cultivo de cana-de-acucar. Nessa localidade foi detectado a presenca de herbicidas no
sedimento de fundo da sub-bacia hidrografica do Rio Corumbatai; os herbicidas analisados nas
amostras de agua foram as triazinas (ametrina, atrazina e simazina), hexazinona, glifosato e
clomazona. Foram observados niveis quantificaveis de ametrina, atrazina e simazina variando
de 0,0007 a 0,0029 mg/L, 0,0006 a 0,0027 mg/L e 0,0003 a 0,0006 mg/L em &gua,
respectivamente; ja no sedimento, foram detectados apenas a ametrina e o glifosato. Os residuos
de ametrina foram encontrados em niveis quantificaveis e os de glifosato em concentragdes
inferiores a 0,0010 mg/L. A explicacdo para essas baixas concentracbes dos herbicidas
encontradas no sedimento desse rio € a sua Composi¢do arenosa que ndo propicia o acimulo
dos agrotoxicos na forma adsorvida (ARMAS et al., 2007). Outro exemplo de como a
composicao do sedimento interfere no acimulo dos agrotoxicos é mostrado em um trabalho, no
qual foi observado que adsorcdo do herbicida atrazina ao sedimento argilo-siltoso foi

aproximadamente duas vezes maior que na areia (HALL et al., 1995a).

Em relacdo a agrotdoxicos em meios de cultivo, um estudo analisou a forma de
administracao de pesticidas em moscas Drosophila melanogaster, e foi visto que a ingestao de
agar gelificado apresenta varias limitacdes, como a incerteza quanto a biodisponibilidade e
quantidade de pesticidas ingeridos pelo organismos modelo. Neste estudo foi desenvolvido um
novo método de exposicao das moscas a pesticidas chamado de alimentacao liquida continua,
método no qual distribui com sucesso alimentos para as moscas em concentracdes muito mais
altas (SOARES et al., 2017). Outros estudos fizeram o uso de meio agar como microcosmo
para avaliar a toxicidade de contaminantes (LIRA et al., 2011; PONTES et al., 2021).

2.3 HERBICIDAS

A qualidade da producdo agricola sempre foi intensamente prejudicada pelo
aparecimento de seres indesejaveis, tais como insetos e ervas daninhas. Desta forma, tornou-se
necessaria a utilizagcdo dos agrotdxicos de diversas classes quimicas no combate aos organismos
que afetam as plantacfes (COUTINHO et al., 2005). Para aplicacdo das substancias quimicas
nas culturas é utilizado diferentes métodos como nebulizagdo ou pulverizagdo; no caso da

aplicagdo via gasosa, existem severas restricbes devido as dificuldades em se confinar e


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/drosophila
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/bioavailability

29

recuperar o gas emitido, pois de maneira geral sdo de elevada toxicidade aos humanos (PIRES;
CALDAS; RECENA, 2005; COLEONE et al., 2017). A classe dos herbicidas é destaque
mundial entre os praguicidas mais utilizados (JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009; TANG
et al., 2021). Os herbicidas s&o usados como forma de eliminar ou impedir o
crescimento/desenvolvimento de ervas daninhas, pelo fato dessas plantas atrapalharem o
crescimento da cultura principal (CONSTANTIN, 2011; SILVA; COSTA, 2012). Essas
substancias podem ser classificadas de acordo com a atividade exercida (contato ou sistémicos),
modo de uso (pré-emergentes ou pds-emergentes), mecanismo de acdo sobre a planta e
seletividade, podendo ser ndo-seletivos (destroem todas as plantas) e seletivos (atacam
unicamente a praga, preservando a lavoura) (DOS SANTOS; RIBEIRO, 2019).

O prejuizo causado pelas ervas daninhas ao agronegdcio brasileiro chega a valores de
aproximadamente 9 bilhdes de reais por ano (ADEGAS et al., 2017), por isso o uso de
herbicidas nas planta¢fes é bastante comum. No ano de 2013, o Brasil movimentou cerca de
3,74 bilhdes de ddlares através das vendas de herbicidas, 0 que representa cerca de 54% da
quantidade total de praguicidas vendidos, totalizando um valor de 487.743 mil toneladas do
produto (FERREIRA; VEGRO; CAMARGO, 2014). Em termos de quantidade total de
ingredientes-ativos, foram consumidos no Brasil 81,8 mil toneladas de herbicidas no ano de
2000 e as culturas agricolas nas quais mais se utilizou esses produtos foram: soja (39,8%), milho
(23,5%), cana-de-acUcar (12,9%), café (4,4%) e arroz irrigado (3,7%). Em 2020, os herbicidas
representaram uma porcentagem de 48% do total de agrotdxicos aplicados no Brasil, os
fungicidas e inseticidas correspondem cada um aproximadamente 20% e as demais classes de
agrotoxicos a 10% (SINDIVEG, 2020). Pela elevada quantidade total de herbicidas utilizados,
algumas culturas requerem maior atencdo por ocuparem extensas areas no Brasil, como € o caso
da soja, do milho e da cana-de-acucar (SPADOTTO, 2002; SPADOTTO et al., 2004).

O Brasil tem realce por ser o maior produtor mundial de cana-de-agUcar (Saccharum
spp.), cuja producado ultrapassou 657 mil toneladas na safra de 2020/2021 (UNICA, 2021), o
que coloca o pais em uma posi¢do notdria no cenario internacional da comercializacéo de alcool
e aclcar. Na cultura da cana-de-acUcar, 0 método quimico de controle de plantas daninhas tem
sido preferido pelos produtores, em razdo de ter menores custos, maior eficiéncia, alcancar
grandes extensbes de areas agricolas e disponibilidade de registro de diversos produtos
(VIVIAN et al., 2007b; MONQUERO et al., 2008a, 2008b). Em areas onde as plantas daninhas
devem ser controladas por longos periodos, como é o caso da cana-de-agucar, surge a

necessidade de utilizacdo de herbicidas que possuam acdo residual prolongada (VELINI;
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NEGRISOLLI, 2000; CARVALHO; CAVAZZANA:; JUNIOR, 2005). Nessa cultura, a maioria
dos herbicidas utilizados, é recomendada na aplicacdo em pré-emergéncia ou pés-emergéncia
inicial, de modo que o destino de grande parte das moléculas é o solo (CHRISTOFFOLETI et
al., 2008).

De um modo geral, os herbicidas que sdo utilizados no solo possuem grande risco de
culminarem nos lencais freaticos, isso tende a ocorrer devido ao fluxo superficial. Além disso,
a ocorréncia de uma maior aplicacdo do produto em épocas de chuvas aumenta a probabilidade
de contaminacdo das aguas (ARMAS et al., 2007). Um estudo realizado em areas agricolas da
regido de Iguatu no estado do Ceara, mostrou que dentre os agrotdxicos usados o herbicida
atrazina apresentou um alto potencial de poluicdo em aguas superficiais (PINHEIRO et al.,
2017). Avaliacdo da presenca de agrotoxicos em agua, durante o ciclo da cultura de fumo, foi
feita na regido da microbacia hidrografica do Arroio Lino, localizada na cidade de Agudo no
estado do Rio Grande do Sul. Como resultado, foram encontrados residuos de atrazina em cinco
dos seis pontos analisados nas trés etapas de coleta (plantio, aterramento e colheita do fumo),
os resultados obtidos variaram de 0,00019 a 0,00063 mg/L (BORTOLUZZI et al., 2006). Outro
estudo avaliou a contaminacdo de aguas estuarinas, e como resultado foi observado que 0s
herbicidas mais comumente encontrados foram atrazina, simazina, alacloro, metolacloro e
molinato nas localiza¢des: Delta do Ebro na costa leste da Espanha, Delta do Rodano no sul da
Franca, o rio P0 na Italia/norte do Mar Adriatico, os golfos Thermaikos e Amvrakikos na Grécia
e 0 Delta do rio Nilo no Egito (READMAN et al., 1993).

2.4 ATRAZINA

Os herbicidas do grupo das triazinas representam cerca de 30% de todos os pesticidas
usados mundialmente (CABRAL et al. 2003). A atrazina, cuja denominagéo quimica é 2-cloro-
4-etilamino-6-isoproprilamino-s triazina (CsH14CINs) (Figura 1) € um dos mais importantes
herbicidas do grupo das triazinas. E amplamente utilizado em larga escala em todos os
continentes, sendo comum a sua utilizacdo no controle de ervas daninhas (plantas que nascem
espontaneamente em local e momento indesejados, podendo interferir negativamente na
agricultura). Este herbicida atua inibindo o processo de fotossintese, provocando a morte das

plantas daninhas que sdo consideradas pragas para a agricultura (COUTINHO et al., 2005).

A atrazina é classificada como um herbicida sistémico seletivo, ou seja, é absorvido
pelas folhas; possui um peso molecular igual a 215,69 g/mol, sendo solivel em agua e em

alguns solventes organicos como: éter, acetona, benzeno, cloroférmio, etanol e acetato de etila.
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E um composto polar, fracamente bésico e sua estabilidade pode ser explicada pela
configuracdo eletronica de seu anel heterociclico (KEARNEY; KAUFMAN, 1975). E
classificado como moderadamente toxico (classe I11) no Brasil pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA (STURZA, 2017). O uso da atrazina foi banido em vérios
paises como Italia (HUANG et al., 2009), Dinamarca (GLAESNER et al., 2014), Finlandia e
Alemanha (VONBERG et al., 2014). Porém, o uso do herbicida atrazina ainda é permitido e
utilizado em larga escala na agricultura americana e brasileira (ACKERMAN; WHITED;
KNIGHT, 2014; US EPA, 2020).

Considerando o incremento das fronteiras agricolas, o aumento da producdo de
alimentos e o fato da atrazina ser efetiva no controle de plantas daninhas em grandes culturas,
tem-se observado um grande aumento no seu uso a cada ano (OLIVEIRA, 2015). No Brasil, a
atrazina € usada em diversas culturas anuais e perenes, tais como: milho, cana-de-agucar, sorgo,
café, cacau, banana, cha, abacaxi, sisal e seringueira (RODRIGUES; ALMEIDA, 1998). Os
estados que mais utilizam desse composto sdo: Mato Grosso do Sul, seguido por S&o Paulo e
Mato Grosso (BOMBARDI, 2017). A atrazina ocupou 0 4° posto considerando ingredientes
ativos de agrotoxicos que foram mais comercializados no Brasil em 2012; os valores chegaram
a mais de 27,1 mil toneladas, correspondendo a 5,6% do total de principios ativos
comercializados no pais nesse ano; ja em 2018, a atrazina também ficou no 4° posto entre 0s 10
ingredientes ativos mais comercializados no Brasil, apresentando um valor de 28,7 mil
toneladas (IBAMA, 2019). A atrazina foi encontrada em concentracdes até 27 vezes maiores
em corpos d’agua do Brasil (ALBUQUERQUE et al., 2016) do que na Suica (MOSCHET et
al., 2014). O nivel maximo de contaminacdo para atrazina em corpos d’agua tem sido
estabelecido nos padrdes de potabilidade. Na Portaria 2.914/2011 do Ministério da Saude
(BRASIL, 2011), o valor maximo permitido para atrazina é de 0,002 mg/L, ja no Canada, foi
estabelecido o valor de 0,005 mg/L (COELHO; BERNARDO, 2017).

A atrazina tem como principal rota de desaparecimento a hidrélise quimica e
biodegradacdo por microbiota fingica. E facilmente observada no monitoramento de aguas
subterraneas proximas a lavouras que a utilizam, podendo estar em contato com riachos, lagos
e lagoas que apresentem ligacdo com os lencois freaticos, além disso seus residuos e
metabolitos podem ser encontrados nesses locais apds longo tempo de aplicacdo (WILSON et
al., 1987; BAGNATI et al., 1988; COUTINHO et al., 2005). Em um sistema agua-solo a
atrazina apresenta uma moderada adsorcao a matéria organica e argila, elevada persisténcia em

solos, hidrolise lenta e um alto potencial de escoamento superficial (DORES; DE-
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LAMONICA-FREIRE, 2001; SILVA; AZEVEDO, 2008). Devido a este comportamento, seus
residuos podem contaminar o solo, aguas subterrneas, pequenos coOrregos e &guas de
abastecimento publico (DO CARMO et al., 2013). Além disso, a atrazina possui uma
solubilidade em agua de 33,0 mg/L, coeficiente de particio (Koc) de 100 cmig™ (considerado
um valor baixo) e coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow) de 2,75 (BARANOWSKA et
al., 2008); tempo de meia vida no solo em torno de 146 dias, na gua em torno de 742 dias e no
ar varia de 14 a 109 dias (ATSDR, 2003; SASS; COLANGELO, 2006). Considerando esses
valores, a atrazina apresenta um alto potencial de lixiviacdo e escoamento superficial o que

caracteriza a sua capacidade de contaminacao das aguas subterraneas e superficiais.

Um trabalho observou que a lixiviagdo da atrazina correspondeu a aproximadamente
7% do total do herbicida que foi aplicado (3 kg/ha) nos experimentos de microcosmos; ja nos
estudos de campo, encontraram a presenca de atrazina em uma profundidade de 50 centimetros
do solo, indicando lixiviagdo do composto (CORREIA et al., 2007). Em uma compilagéo de
dados, a atrazina foi detectada com frequéncia de 78,1% em amostras de aguas superficiais nos
Estados Unidos, apresentando valores médios de 0,002 mg/L e com concentracdo maxima de
0,201 mg/L (KOLPIN; BARBASH; GILLIOM, 1998; GILLIOM et al., 2006; ELIAS;
BERNOT, 2014). Altos niveis de atrazina foram registrados em amostras de agua em Lousiana
e lowa e em amostras de aguas subterraneas dos Estados da Pensilvania, Nebraska, Wisconsin
e Maryland (HOWARD et al., 1990). Em Ontario no Canada, um estudo constatou a presenca
de atrazina em pocos de agua para consumo, alguns apresentaram indices de 0,0042 mg/L de
atrazina (BELLUCK; BENJAMIN; DATSON, 1991).

Considerando o aumento da producdo agricola no estado do Tocantins (Brasil) e da
utilizacdo de agrotdxicos para tal producdo, um determinado trabalho investigou os niveis de
residuos de agrotoxicos em diferentes compartimentos ambientais (solo, sedimento e amostras
de agua) do rio Formoso. Como resultado, o maior valor encontrado foi o de atrazina (0,000286
mg/L) em amostra de dgua (GUARDA et al., 2020). Um estudo analisou varios trabalhos
cientificos publicados entre os anos de 2000 e 2017 referentes a presenca da atrazina em aguas
no Brasil, como resultado foi visto que em 35 deles apresentaram frequéncias de deteccdo de
8% para aguas superficiais e 12% para aguas subterrdneas, onde houve duas ocorréncias de
valores superiores ao valor maximo permitido para agua de consumo que € de 0,002 mg/L; 0s
maiores valores foram de 0,0104 mg/L em S&o Paulo e 0,00484 mg/L em Goias (DIAS et al.,

2018). Em 174 amostras de agua, que foram coletadas em 44 locais de 24 cGrregos que drenam
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21 plantacdes florestais de eucaliptos na Tasmania, foi detectado a presenca de atrazina nas
concentragdes variando de 0,00001 a 53 mg/L (DAVIES; COOK; BARTON, 1994).

2.5 EFEITOS DA ATRAZINA EM DIFERENTES ORGANISMOS

Vérios efeitos de disrup¢do enddcrina foram relatados sobre a atrazina. Este herbicida
mostrou reduzir o numero de células germinativas em peixes teledsteos, anfibios, répteis e
mamiferos, além disso induziu feminizacdo parcial e/ou completa em peixes, anfibios e répteis
(HAYES et al., 2011). A exposicdo a atrazina interrompe o desenvolvimento testicular,
resultando em lesdes (perda de tecido testicular) em todas as classes de vertebrados, exceto em
aves (SPANO et al., 2004; HAYES et al., 2010; VICTOR-COSTA et al., 2010). Efeitos toxicos
da atrazina também sdo descritos para organismos da fauna edafica, como anelideos e
colémbolos (JANSCH et al., 2006; FRAMPTON et al., 2009). Também existem relatos de
impactos negativos causados pela atrazina sobre a microbiota presente nos solos, ou seja,
considerando que a atividade microbiana é fundamental para a dinamica de matéria organica e
para a ciclagem de nutrientes nesses ambientes, tais efeitos podem ameacar a sustentabilidade
dos solos (SINGH et al., 2018; HUANG et al., 2020; FERNANDES et al., 2020).

Ja nos ecossistemas aquaticos a atrazina pode causar impactos em diferentes tipos de
animais como por exemplo: moluscos, crustaceos, peixes, anfibios, répteis e diversos outros
organismos (PARADEDA, 2011; SHENOY; 2012; DE SOUZA, 2013; OMRAN; SALAMA,
2016). Varios trabalhos avaliaram os mais diversos tipos de efeitos causados pela atrazina em
diferentes espécimes. A atrazina em concentracdes de 0,001 mg/L, causou genotoxicidade ao
mexilhdo verde Perna viridis (JUHEL et al., 2017). Em um estudo feito com copépodes
harpacticOides expostos a atrazina por um tempo de 96 h, encontrou valores da CL50 de 7,58
mg/L em Robertsonia propinqua e valores de CL50 para Quinquelaophonte sp. de 20,8 mg/L
de atrazina. Machos de Quinguelaophonte sp. também mostraram um aumento da sensibilidade
a atrazina em comparacdo com as fémeas, havendo um declinio na populacdo dos individuos
machos (STRINGER et al., 2012). Palma et al. (2008) submeteram as espécies Anostraca
Thamnocephalus platyurus e Cladocero Daphnia magna a concentrac@es de atrazina (20, 40,
60, 80 e 100 mg/L). Como resultado, a concentracdo que causa efeito em 50% da populagéo
(EC50) foram de: 36,7 mg/L (24 h) para T. platyurus e 35,5 mg/L (48 h) para D. magna.

Efeitos da atrazina foram observados sobre o metabolismo intermediario, os niveis de
lipoperoxidagdo, os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico, a atividade das

enzimas catalase e superoxido dismutase, e alguns parametros reprodutivos do Amphipoda
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Hyallela sp., quando expostos a diferentes concentragcdes do herbicida atrazina (0,0010; 0,0015
e 0,0020 mg/L). Como resultado, foi observado que os pardmetros metabolicos e de estresse
oxidativo foram alterados. Nos animais expostos as diferentes concentracGes do pesticida,
ocorreu mobilizacdo das reservas de triglicerideos, lipidios, glicerol, proteinas, glicogénio,
arginina e fosfato, assim como diminuicdo nos niveis de colesterol, sendo estas acompanhadas
de um aumento das substancias reativas ao acido tiobarbitirico e da atividade das enzimas
Superéxido Dismutase e Catalase. Parametros reprodutivos analisados neste estudo também
foram afetados pela exposicéo ao herbicida atrazina, onde devido a diminuicéo da formacéo de
pares reprodutivos, ndo foram observados nenhuma fémea ovigera e nem ovos (PARADEDA,
2011).

Densidades masculinas dos Copépodes Paronychocamptus wilsoni e Enhydrosoma
baruchi foram significativamente reduzidas pela exposicdo a atrazina (BEJARANO et al.,
2005). Em exposicoes de 10 dias (0,025 mg/L de atrazina) sobre o copépode Eurytemora affinis,
foi observado um atraso de 4 dias no desenvolvimento das larvas nduplios em relagcdo ao
controle, ou seja, 8 dias de maturacdo no total (FORGET-LERAY et al., 2005). Outros estudos
encontraram valores da CL50 de 13,2 mg/L para os nauplios de E. affinis (HALL et al., 1994)
e uma CL50 de 0,1532 mg/L para fémeas ovigeras do Copépode Tigriopus brevicornis
(FORGET et al., 1998). A atrazina influenciou fortemente a razao sexual do Cladocero Daphnia
pulicaria, onde nas concentracdes entre 0,01 e 0,5 mg/L a quantidade de machos foi maior do
que em relacdo aos tratamentos dos controles (DODSON et al., 2009). Em relacdo a producéo
de descendentes, o herbicida atrazina em concentracfes de 0,5; 5 e 15 mg/L foi toxica para
embrides do Cladocero D. magna, sendo observados anormalidades na carapaca (PALMA et
al., 2009a).

Diferentes concentracfes de atrazina nos valores de 2,25; 4,5; 9; 18 e 36 mg/L foram
testadas no Cladocero Moina minuta. O valor médio obtido para a CE50 da atrazina
(concentracdo do composto no qual 50% do efeito € observado (PEIXOTO et al., 2015)) no
tempo de 48 h, foi de 9,4 mg/L. Ao comparar a CE50 obtida em M. minuta com diferentes
organismos aquaticos expostos ao herbicida atrazina, observa-se que esta espécie foi na maior
parte das vezes mais sensivel ao herbicida atrazina do que outras espécies (MOREIRA,;
MANSANO; ROCHA, 2013). Moreira et al. (2014) realizaram testes letais usando
concentragdes nominais de atrazina nos valores de 2,25; 4,5; 9; 18; 36 e 72 mg/L para
Ceriodaphnia silvestrii e Macrothrix flabelligera, as mesmas concentracbes mais a

concentracdo de 144 mg/L foi utilizada para D. magna. Como resultado, os testes de toxicidade
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mostraram que as duas espécies que ocorrem nos corpos d'agua do Brasil foram mais sensiveis
do que D. magna. As concentracOes efetivas de atrazina (CE50 - 48 h) para M. flabelligera, C.
silvestrii e D. magna, foram: 12,37 + 2,67 mg/L, 14,30 + 1,55 mg/L e 50,41 + 2,64 mg/L,
respectivamente. Outro trabalho avaliou a toxicidade aguda da atrazina na espécie de Claddcero
Pseudosida ramosa e obtiveram uma CL50 (48 h) de 20,9 mg/L (FREITAS; ROCHA, 2012).

Estudo feito com girinos da espécie Physalaemus cuvieri, mostrou que a atividade
natatdria dos girinos foi afetada ao se aplicar concentragdes subletais de atrazina (STURZA,
2017). Outro estudo utilizando moluscos bivalves limnicos Anodontites trapesialis e Corbicula
fluminea, o herbicida atrazina mostrou ser altamente acumulativo para esses organismos, sendo
sua concentracdo na massa visceral desses invertebrados de niveis 30 vezes maiores que a 4gua,
onde se encontravam expostos por um periodo de 48 h (JACOMINI et al., 2006). Ensaio de
letalidade realizado com a atrazina em um periodo de 24 h usando o rotifera Brachionus
calyciflorus como organismo teste, obteve como resultado uma CL50 no valor de 39,2 mg/L
(Quadro 1). Na concentragdo de 5,12 mg/L a atrazina comegou a mostrar efeitos sobre a
populacdo de B. calyciflorus havendo uma reducdo da mesma. A taxa de eclosdo dos ovos
também foi afetada, onde concentracdes de atrazina de 0,32 mg/L a 5,12 mg/L reduziram
significativamente a taxa de eclosdo em comparagcdo com o controle. O CENO (concentracao
testada que quando comparada com o controle, ndo tem efeito estatisticamente significativo,
dentro de um determinado tempo de exposi¢cdo) e a menor concentracdo de efeito observado
(CEO) para atrazina, sobre a taxa de eclosdo dos ovos foram de 0,08 mg/L e 0,32 mg/L,

respectivamente (LU et al., 2012).

Quadro 1 — CL50 do herbicida atrazina em diferentes organismos invertebrados listados em ordem alfabética.

ESPECIES CL50 REFERENCIAS
Anodonta imbecilis (Mollusca- Bivalve) > 60 mg/L (24 h) (JOHNSON; KELLER; ZAM,
1993)

Brachionus calyciflorus (Rotifera) 39,2 mg/L (24 h) (LU et al., 2012)
Carcinus maenas (Caranguejo) > 10 mg/L (48 h) (PORTMANN; WILSON, 1971)
Chironomus riparius (Diptera) 18,9 mg/L (240 h) (TAYLOR; MAUND; PASCOE,

1991)
Crangon crangon (Camaréo) 10 — 30 mg/L (48 h) (PORTMANN, 1972)
Daphnia carinata (Cladocera) 60,6 mg/L (48 h) (HE et al., 2012)
Daphnia magna (Cladocera) > 1.000 mg/L (48 h) (WAN et al., 2006)
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Daphnia pulex (Cladocera)

33 mg/L (48 h)

(MARTIN, 1987)

Diporeia spp. (Amphipoda)

> 3 mg/L (96 h)

(RALSTON-HOOPER et al.,
2009)

Eriocheir sinensis (Caranguejo)

50 mg/L (96 h)

(LI et al., 2006)

Gammarus fasciatus (Amphipoda)

5,7 mg/L (48 h)

(MACEK et al., 1976)

Gammarus pulex (Amphipoda)

14,9 mg/L (96 h)

(TAYLOR; MAUND; PASCOE,
1991)

Glossiphonia complanata (Annelida)

6,3 mg/L (28 dias)

(STREIT; PETER, 1978)

Hyalella azteca (Amphipoda) 33,0 mg/L (96 h) (WAN et al., 2006)
Litoditis marina Pmll (Nematoda) 3,54 mg/L (120 h) Presente estudo
Litoditis marina Pmlll (Nematoda) 3,33 mg/L (120 h) Presente estudo

Mysidopsis bahia (Mysida- Camaréo) 0,92 mg/L (96 h) (WARD; BALLANTINE, 1985)
Neopanope texana (Decapoda) > 1.000 mg/L (96 h) (MACEK, 1973)
Palaemonetes pugio (Camarao) 9 mg/L (96 h) (WARD; BALLANTINE, 1985)

Pseudosida ramosa (Cladocera) 20,9 mg/L (48 h) (FREITAS; ROCHA, 2012)

Quinquelaophonte sp. (Copepoda) 20,8 mg/L (96 h) (STRINGER et al., 2012)

Robertsonia propinqua (Copepoda) 7,58 mg/L (96 h) (STRINGER et al., 2012)

Uca pugilator (Caranguejo) > 29 mg/L (96 h) (WARD; BALLANTINE, 1985)

2.6 INFLUENCIA DA SALINIDADE NA TOXICIDADE DE CONTAMINANTES

Muitos estudos realizados em laboratorio nos quais abordam a letalidade dos compostos
quimicos sobre 0s organismos, se baseiam em experimentos de curto prazo (LAWTON et al.,
2006; MANSANO et al., 2018; FRANCOLINO et al., 2021; LAMMERTYN et al., 2021). O
impacto dos agrotdxicos e da interacdo dos mesmos com fatores ambientais (pH, radiacédo solar,
salinidade, temperatura), podem agravar a letalidade desses compostos, principalmente em
individuos que passam por um longo tempo de exposicdo (exposicdo cronica) e nas espécies

que apresentam caracteres morfolégicos e comportamentais especificos (RELYEA, 2005).

Middaugh e Floyd (1978) utilizaram o Cadmio em diferentes salinidades (5, 10, 15 e
30), na espécie de crustdceo Palaemonetes pugio, e foi visto que houve um aumento da
mortalidade larval nas salinidades mais baixas. Outro estudo realizado com Cadmio, usando a
espécie de crustaceo Callinectes sapidus, tendo como resultado um aumento da toxicidade para

juvenis nas salinidades mais baixas, além disso a CL50 no tempo de 96 h foi de 0,32; 4,7 e 11,6
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mg/L em salinidades de 1, 15 e 35, respectivamente (FRANK; ROBERTSON, 1979). A
avaliagéo da influéncia salina na toxicidade crénica do Chumbo para o peixe Atherinops affinis,
mostrou que o aumento da salinidade diminuiu a toxicidade do Chumbo (REYNOLDS, 2017).
O aumento da salinidade também influenciou na diminuicdo da toxicidade do metal pesado

Cadmio em larvas do crustdceo Amphibalanus amphitrite (PIAZZA et al., 2016).

Um trabalho realizado para averiguar a toxicidade do metal pesado Zinco em diferentes
salinidades, foi utilizado juvenis do Polychaeta Nereis diversicolor como organismo teste, ao
final do experimento foi observado que a toxicidade maxima do contaminante ocorreu em
salinidades mais baixas. A CL50 de 96 h foi de 6, 16, 42 e 35 mg/L em salinidades de 5; 10;
17,5 e 30, respectivamente (FERNANDEZ; JONES, 1990a). Amphipoda Corophium volutator
apresentou uma reducdo significativa no tempo medio de sobrevivéncia de adultos na
associagéo entre o Zinco e salinidade, tendo como CL50 de 96 h valores de 5,6; 16; 18; 22 e 34
mg/L a 15 °C nas salinidades de 5, 10, 15, 25 e 35, respectivamente (BRYANT et al., 1985).
Juvenis da agua-viva Cassiopea sp. foram expostos a concentracfes de atrazina e trés niveis
de salinidade (17, 25 e 35), e como resultado observaram que as medusas expostas a
combinacdo de alta atrazina e menor salinidade morreram (KLEIN; PITT; CARROLL, 2016).

2.7 NEMATOIDES COMO BIOINDICADORES E OS TESTES DE TOXICIDADE

A nematofauna encontra-se incluida no grupo da meiofauna que € um conjunto de
metazoarios, composto de aproximadamente trinta Filos zoologicos (GIERE, 2009). A
comunidade meiofaunal foi classificada levando em consideracdo o habitat e a dimensao dos
organismos pertencentes a este grupo (0,044 a 0,5 milimetros) (MARE, 1942). A meiofauna é
um componente fundamental dos bentos costeiros, no qual contribuem significativamente para
a transferéncia de energia nos niveis troficos (DANOVARO et al.,, 2007; KRAMER,;
BELLWOOD; BELLWOOD, 2013). Além disso, os membros dessa comunidade podem ser
uma ferramenta Util para estudos de impactos humanos, pois respondem de forma répida as
mudancas que ocorrem no meio ambiente (KENNEDY'; JACOBY, 1999; GIERE, 2009).

Os organismos meiofaunais em geral e os nematoides em particular, sdo considerados
bons indicadores de poluicdo por diversas raz6es que incluem: a sua abundancia populacional,
elevada diversidade de taxons, o curto tempo de geracdo, possuir desenvolvimento bentdnico
direto (HEIP; VINCX; VRANKEN, 1985; GIERE, 1993). Sdo 0s metazoarios mais diversos e
numericamente dominantes nos ambientes marinhos, ocorrem em qualquer tipo de sedimento,

em diferentes condicdes climéticas e em ambientes com elevadas concentracfes de poluentes
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(FLEEGER; CHANDLER, 1983; KENNEDY; JACOBY, 1999). Além disso, 0s nematoides
vivem em contato direto com os componentes dissolvidos na &gua através de sua cuticula
permedvel (PLATT; WARWICK, 1980; VRANKEN et al., 1986). Outra vantagem de se
utilizar os nematoides em estudos de impactos ambientais, & que mesmo com pequenos volumes
de unidades amostrais dos sedimentos € possivel obter informacgdes com significancia estatistica
(PLATT; WARWICK, 1980).

Os nematoides s@o animais adequados para serem usados em testes de toxicidade
laboratorial (SOCHOVA; HOFMAN; HOLOUBEK, 2006; HAGERBAUMER et al., 2015),
também sdo excelentes bioindicadores (WILSON; KAKOULI-DUARTE, 2009) de qualidade
ecoldgica, como é mostrado no estudo feito em ecossistemas costeiros do Mar Mediterraneo,
onde os resultados revelaram que os nematoides representam uma assembleia (grupo de
espécies filogeneticamente relacionadas que pertencem a mesma comunidade) altamente
informativa (MORENO et al., 2011). A especificidade alimentar, o elevado nimero de espécies
e a elevada abundéncia em todos os habitats onde ocorre decomposi¢édo, indicam que a estrutura
da comunidade de nematoides possuem um elevado contetdo de informagdo, além disso
possuem todo ciclo de vida em contato direto com o sedimento; todas essas caracteristicas
fazem com que esses organismos respondam de forma rapida a alteracBes que ocorrem nos
ambientes (BONGERS; BONGERS, 1998).

Individuos da espécie do nematoide Caenorhabditis elegans foram expostos aos
pesticidas clorpirifos, imibaclopride, buprofezina, cialotrina e glifosato. Apds a exposicao por
24 h, tanto a frequéncia de curvatura do corpo quanto a frequéncia de nematoides expostos a
clorpirifos, imibaclopride e cialotrina diminuiram de forma dependente da concentracdo. O
tempo de geracdo dos nematoides expostos a buprofezina em 24 h aumentou significativamente
de forma dependente da concentracdo. Quando os individuos foram expostos a cialotrina por
72 h, a frequéncia de curvatura do corpo desses nematoides diminuiu acentuadamente. O tempo
de geracdo e o tamanho dos nematoides expostos a buprofezina foram reduzidos de forma
dependente da concentracdo. O comportamento dos nematoides foi sensivel aos pesticidas com
propriedades neurotoxicas, enquanto os pesticidas que afetam o crescimento dos insetos
modificaram o sistema reprodutivo de C. elegans (RUAN et al., 2009). Trabalho realizado com
nove solucbes aquosas de substancias utilizadas na manutencdo de gramado, foram testadas
quanto a compatibilidade com nematoides entomopatogénicos, ou seja, nematoides que
parasitam insetos. Os fungicidas clorotalonil, benomil, pentacloronitrobenzeno e o herbicida

dicamba ndo foram toxicos para as espécies Neoaplectana carpocapsae Weiser, N. bibionis
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Bovien e Heterorhabditis sp. Os inseticidas carbamato carbaryl e bendiocarb foram altamente
toxicos para Heterorhabditis sp., mas eram menos toxicos para N. carpocapsae e N. bibionis
(ZIMMERMAN; CRANSHAW, 1990).

Os testes de toxicidade sejam eles letais ou subletais, e a determinacdo da faixa de
sensibilidade dos organismos-teste sdo realizados por vérias razdes, porem o principal objetivo
é gerar dados com intuito de prever os efeitos que as substancias quimicas e efluentes
complexos (despejo de liquido gerado nas diversas etapas de um processo produtivo industrial)
podem provocar nas comunidades como um todo, e também nos organismos (afetando
determinadas espécies de forma mais prejudicial do que outras) (WINNER, 1988;
MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008). A ecotoxicologia aquatica investiga os efeitos dos
compostos quimicos e xenobidticos (compostos quimicos estranhos a um organismo ou sistema
biologico) sobre os organismos aquaticos, tendo énfase nos efeitos adversos ou danosos.
Inimeros testes ecotoxicoldgicos sdo realizados para mensurar as concentracoes e a duragéo da
exposicao a estes agentes quimicos que produzem um efeito pré-determinado, ou seja, um teste
toxicologico é desenvolvido para analisar o grau de resposta produzida por um nivel especifico
de estimulo (RAND; PETROCELLLI, 1985; DE OLIVEIRA; KLEINE; VAZ, 2020).

Os estudos em ecotoxicologia aquatica podem ser qualitativos ou quantitativos em
relacdo aos efeitos toxicos causados nos organismos aquaticos. Os efeitos toxicos podem incluir
a letalidade (mortalidade) e efeitos subletais (efeitos a longo prazo) como: alteracdes no
crescimento, desenvolvimento, reproducao, respostas farmacocinéticas, bioquimica, respostas
fisiologicas e comportamentais (CHAPMAN; LONG, 1983; CHAPMAN et al., 1991;
DILLON; MOORE; GIBSON, 1993; ABESSA; SOUSA; TOMMASI, 2006). Os efeitos
toxicos podem ser expressos através de critérios mensuraveis como: nimero de individuos
mortos, porcentagem de ovos eclodidos, alteraces no tamanho e no peso dos animais
(biomassa), porcentagens de inibicdo de enzimas, incidéncias de tumores e anomalias
(TOMITA, 2004; CARVALHO; PIVOTO, 2011; LUNA; SALES; SILVA, 2011).
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3 RESULTADOS
3.1ARTIGO 1

EFEITOS LETAIS E SUBLETAIS DE CURTO PRAZO DA ATRAZINA NO NEMATOIDE
LITODITIS MARINA: RUMO A UM MODELO DE NEMATOIDE PARA AVALIACAO DE
TOXICIDADE MARINHA?

RESUMO

Os pesticidas organoclorados ainda sdo amplamente utilizados em muitas regides do mundo,
apesar de suas propriedades toxicas para muitos organismos, incluindo humanos, e de sua alta
persisténcia ambiental em aguas e sedimentos. A fim de avaliar adequadamente os efeitos dos
contaminantes ao longo dos niveis tréficos em comunidades aquaticas, as respostas de
diferentes organismos modelo devem ser investigadas. Particularmente para ambientes
bentonicos marinhos, relativamente poucos organismos modelo estdo disponiveis para a
avaliacdo em condicOes laboratoriais controladas de efeitos letais e subletais. No presente
estudo foi investigado o uso de uma espécie criptica do nematoide de vida-livre Litoditis marina
como organismo modelo para testes de curto prazo dos impactos do contaminante, usando neste
caso 0 herbicida atrazina. Sua facilidade de cultivo, curto tempo de geracgéo e alta fecundidade
tornam L. marina PmlIl um bom candidato para avaliar os efeitos dos contaminantes para uma
avaliacdo rapida dos impactos ambientais, além de investigacbes mais detalhadas dos
mecanismos por tras desses efeitos. A CL50 da atrazina para L. marina Pmlll adulto foi de 3,3
+ 0,5 mg/L ap6s uma exposicdo de 5 dias, sugerindo uma sensibilidade comparativamente
maior desta espécie em comparagdo com outras espécies modelo de invertebrados aquaticos,
principalmente crustaceos. Esta CL50 obteve um resultado menor que a metade do valor apos
uma exposicao de 4 dias, e foi aproximadamente 22 vezes menor do que a CL50 de 48 h,
demonstrando a importancia de realizar testes de letalidade pelo maior tempo de exposicéo
possivel. Os efeitos subletais foram observados em concentracdes de atrazina muito mais baixas
e abrangeram, a partir de 0,8 mg/L, comprometimento de caracteristicas de histéria de vida
(fecundidade reduzida, deposicdo de ovos prolongados e alteracdo nos tempos de
desenvolvimento) e parametros populacionais (abundancia de juvenis e adultos, proporcao
sexual dos adultos). Esses efeitos subletais foram amplamente consistentes entre os diferentes
tracos de histdria de vida e parametros populacionais, mas a fecundidade e as abundancias
méaximas de jovens e adultos foram as variaveis de resposta mais sensiveis. Portanto, é sugerido
que uma avaliacdo adequada dos efeitos subletais do contaminante em L. marina requer uma

combinacéo de diferentes caracteristicas de historia de vida e parametros em nivel populacional.
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Foi concluido que L. marina Pmlll é uma espécie modelo adequada para ser utilizada em
pesquisas ecotoxicologicas abrangendo efeitos letais e subletais, desse modo, contribuindo para

a avaliagéo de risco ambiental em sistemas marinhos e estuarinos.

Palavras-chave: Herbicida; Organoclorado; Traco de histéria de vida; Resposta da populagéo;

Bentos marinhos; Ecotoxicologia.
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ABSTRACT

Organochlorine pesticides are still widely used in many regions of the world, despite their toxic
properties to many organisms, including humans, and their high environmental persistence in
waters and sediments. In order to properly assess contaminant effects across trophic levels in
aquatic communities, the responses of different model organisms should be investigated.
Particularly for marine benthic environments, relatively few model organisms for the
assessment under controlled laboratory conditions of both lethal and sublethal effects are
available. Here we investigate the use of a cryptic species of the free-living nematode Litoditis
marina as a model organism for short-term tests of the impacts of contaminant, using the case
of the herbicide atrazine. Its ease of culturing, short generation time and high fecundity render
L. marina Pmlll a good candidate to assess contaminant effects for both a rapid assessment of
impacts and more detailed investigations of the mechanisms behind those effects. The LC50 of
atrazine to adult L. marina Pmlll was 3.3 + 0.5 mg/L after a 5-day exposure, suggesting a
comparatively higher sensitivity of this species compared to other aquatic invertebrate model
species, mainly crustaceans. This LC50 was less than half the value after a 4-day exposure and
was 22-fold lower than the 48 h LC50, demonstrating the importance of performing lethality
tests for as long an exposure time as possible. Sublethal effects were observed at much lower
atrazine concentrations and encompassed, from 0.8 mg/L onwards, impairment of life-history
traits (reduced fecundity and extended egg deposition and development times) and population
parameters (abundances of juveniles and adults, adult sex ratio). These sublethal effects were
broadly consistent among different life-history traits and population parameters, but fecundity
and the maximum abundances of juveniles and adults were the most sensitive response
variables. We therefore suggest that an adequate assessment of sublethal contaminant effects
on L. marina requires a combination of different life-history traits and population-level
parameters. We conclude that L. marina Pmlll is a suitable model species for ecotoxicological
research encompassing both lethal and sublethal effects, and can as such contribute to

environmental risk assessment in marine and estuarine systems.

Keywords: Herbicide; Organochlorine; Life-history trait; Population response; Marine

benthos; Ecotoxicology.
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3.1.1 Introducéo

O pesticida atrazina € um herbicida soluvel em &gua, amplamente utilizado para
combater ervas daninhas em plantacdes de milho, sorgo, cacau e cana-de-aglUcar (SMITH;
RICHARD JR; SANTO, 2008). O mesmo foi proibido na Europa desde 2003 devido a sua
contaminacdo e persisténcia ubiqua da &gua (BETHSASS; COLANGELO, 2013), mas ainda é
amplamente utilizado no Canada, EUA, América Latina, Africa e Australia (ACKERMAN;
WHITED; KNIGHT, 2014; PAN, 2019; ASSAD; RESHI; RASHID, 2020). A atrazina possui
coeficiente de particdo do contaminante na fragdo organica do solo (Koc) de 100 cm?3g?
(BARANOWSKA et al., 2008), portanto apresenta alto potencial de lixiviagdo e escoamento
superficial, podendo atingir rios, estuarios e lencois freaticos (GRAYMORE; STAGNITTI,
ALLINSON, 2001; JI et al., 2016). Mesmo varios anos apds sua proibicdo, a atrazina, como
muitos organoclorados, ainda estd entre os pesticidas mais encontrados em corpos d'agua,
atestando sua alta persisténcia no meio ambiente, principalmente em sedimentos
(JABLONOWSKI; SCHAFFER; BURAUEL, 2011). Por conseguinte, 0S organismos
benténicos podem estar sujeitos a uma exposicao de longo prazo a niveis baixos/moderados de

atrazina, juntamente com exposicOes agudas episodicas a altas concentracoes.

As concentracdes ambientais de atrazina em sistemas aquaticos estdo normalmente na
faixa de pg/L ou inferior (GRAYMORE; STAGNITTI; ALLINSON, 2001; DE
ALBUQUERQUE et al., 2020), niveis que demonstraram causar efeitos adversos a uma
variedade de organismos aquaticos pertencentes a diferentes niveis tréficos. A atrazina e outras
triazinas afetam a propria base de muitas cadeias alimentares, ou seja, 0s produtores primarios,
bem como seus pastadores e 0s predadores desses pastadores. Triazinas em concentracdes tdo
baixas quanto 0,001 mg/L (DE ALBUQUERQUE et al., 2020) a 0,0039 mg/L (VONK;
KRAAK, 2020) podem impactar negativamente o fitoplancton interferindo na sua fotossintese
e metabolismo de carbono (YANG et al., 2019). O fitoplancton exposto a atrazina, por sua vez,
teve mais efeitos adversos sobre a viabilidade da descendéncia em Daphnia magna do que a
exposicdo direta do cladocero a este contaminante (RELIGIA et al., 2019), demonstrando que
a atrazina se acumula em produtores primarios e é provavel que seja transferida pela
bioacumulacdo através da cadeia alimentar. Mas os efeitos de toxicidade direta sobre
herbivoros e predadores também sdo proeminentes: o copépode Robertsonia propingua e 0s
claddceros de dgua doce Daphnia pulicaria e Pseudosida ramosa tiveram uma sobrevivéncia

juvenil reduzida (a 1,5 mg/L de atrazina; 96 h de exposi¢éo; HACK et al., 2008), uma mudanga
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na proporcgdo sexual (em concentragdes de atrazina de 0,005 a 0,01 mg/L; exposi¢édo de 72 h;
DODSON et al., 2009) e uma diminuicdo na fertilidade e fecundidade (0,8 a 3,2 mg/L) em
experimentos de longo prazo, ap0s exposi¢do a atrazina nas concentracbes mencionadas
(FREITAS; ROCHA, 2010). Mais acima na cadeia alimentar, a fecundidade dos caranguejos
foi impactada negativamente ap6s 96 h de exposicdo e o desenvolvimento de peixes (medaka
japonesa) retardado em concentragdes < 0,01 mg/L em exposicao de longo prazo (ALVAREZ;
FUIMAN, 2005; PAPOULIAS et al., 2014). Entre outros mecanismos potenciais de
toxicidade, a atrazina pode causar disrup¢do enddcrina em concentracdes tdo baixas quanto
0,0025 mg/L (HAYES et al., 2010) e uma diminuicao na producéo total de ovos de 0,005 a 0,5
mg/L (PAPOULIAS et al., 2014) em organismos modelos vertebrados.

Comunidades de nematoides sdo consideradas bons indicadores de efeitos de
contaminantes em solos e sedimentos por causa de sua ubiquidade, alta abundancia,
diversidade local e sensibilidade a varios contaminantes, juntamente com sua incapacidade de
escapar de perturbacdes locais (BONGERS; FERRIS, 1999; HOSS; WILLIAMS, 2009; PEN-
MOURATOV; SHUKUROV; STEINBERGER, 2010; MONTEIRO et al., 2014). Como
consequéncia, uma infinidade de estudos monitorou os impactos dos distarbios ambientais,
avaliando mudancas na composicdo da comunidade de nematoides. Testes ecotoxicologicos
com especies-modelo em condi¢cdes laboratoriais controladas podem fornecer informacées
importantes para complementar tal monitoramento em nivel de comunidade, permitindo uma
avaliacdo mais répida dos efeitos de potenciais estressores, assim como também o
estabelecimento das relacdes de concentracdo-resposta para aumentar a compreensao sobre o
modo de agdo dos contaminantes (KAMMENGA et al., 1996; COOPER et al., 2007; HOSS;
WELTJE, 2007; MONTEIRO et al., 2018b). As espécies modelo comumente usadas em testes
de toxicidade com nematoides incluem C. elegans (LEUNG et al., 2008; HOSS;
SCHLOTTMANN; TRAUNSPURGER, 2011; HOSS et al., 2012) e espécies dos géneros
Panagrellus, Plectus e Acrobeloides para solos terrestres e aguas doces (KAMMENGA et al.,
1996; SHERRY; SCOTT; DUTKA, 1997; HOSS; WILLIAMS, 2009; MARTINEZ et al.,
2012). Em ambientes marinhos, a pesquisa sobre efeitos de contaminantes usou espécies
modelo das familias Monhysteridae e Rhabditidae (VRANKEN; VANDERHAEGHEN;
HEIP, 1985; VRANKEN; TIRE; HEIP, 1988; LIRA et al., 2011; SALEM et al., 2016).
Caracteristicas atraentes de todas essas espécies incluem um curto tempo de geracdo, facilidade

de cultivo e robustez para manipulagdo em laboratério (HOSS; WILLIAMS, 2009).



45

O nematoide de vida-livre Litoditis marina é cosmopolita e pertence a familia
Rhabditidae, sendo composta por um complexo de espécies que consiste em pelo menos 10
espécies cripticas (DERYCKE et al., 2008); sdo organismos bacterivoros e abundam em
habitats organicamente enriquecidos, como depésitos de macroalgas em decomposicao
(MOENS; VINCX, 2000a). As diferentes espécies cripticas frequentemente exibem respostas
ligeiramente diferentes as variagdes ambientais, por exemplo: temperatura e salinidade (DE
MEESTER et al., 2011, 2015) e contaminantes como metais pesados e fracfes de 6leo soltvel
em agua (LIRA et al., 2011; MONTEIRO et al., 2018a, 2018b). Embora os tltimos estudos
tenham sugerido que L. marina pode ser um candidato a modelo adequado de nematoide usado
para avaliar a contaminagéo de sedimentos em habitats estuarinos/marinhos, uma combinacéo
de caracteristicas de historia de vida e respostas em nivel de populagdo usadas como
parametros nos estudos citados, exige muito trabalho e pode, portanto, ser um fator limitante
no design do teste (ou seja, niUmero de tratamentos e repeti¢cdes). Além disso, uma avaliacéo
adequada da robustez desses parametros para testes de toxicidade com L. marina se

beneficiaria muito de estudos com diferentes tipos de contaminantes.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi explorar ainda mais a adequagdo do
nematoide L. marina Pmlll como uma espécie modelo em estudos ecotoxicoldgicos,
proporcionando um teste sensivel e facil de usar, através de um organismo modelo que
representa um filo com importantes caracteristicas funcionais e papeis estruturais em
ecossistemas bentdnicos estuarinos e marinhos (SCHRATZBERGER; INGELS, 2018). O
herbicida atrazina foi selecionado como contaminante por ser um pesticida de grande
preocupacdo ambiental e um dos herbicidas mais usados em todo o mundo. Testes de
toxicidade de curto prazo foram conduzidos para avaliar: 1) concentractes de efeito letal em
funcdo do tempo de exposicdo e 2) concentracfes subletais para determinar de forma mais
abrangente as diferencas na robustez e sensibilidade em variaveis de resposta, incluindo
caracteristicas de historia de vida (fecundidade, tempo de deposi¢cdo de ovos, tempo de
desenvolvimento embrionario e pos-embrionario) e parametros em nivel de populacdo

(abundéancia de ovos, juvenis, adultos e proporcao sexual).
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3.1.2 Materiais e métodos

3.1.2.1 Cultivo dos nematoides

Uma cultura laboratorial de L. marina Pmll| foi estabelecida a partir de uma Unica fémea
gravida do pantano salgado de Paulina no alcance polialino do estuario Schelde, sudoeste da
Holanda (51°21' N, 3°49' E). A cultura contém vérias cepas bacterianas ndo identificadas que
provavelmente se originam do habitat do nematoide e que servem como alimento. O meio de
cultura consistiu de uma mistura de bacto-agar e agar nutriente (propor¢do B:N de 4:1) na
concentracdo final de 1%, preparado em agua do mar artificial (ASW) com salinidade de 25
(MOENS; VINCX, 1998). O pH do agar foi tamponado a 7,5 - 8,0 usando TRIS-HCI a uma
concentracdo final de 0,005 mol/L. Placas de Petri (Lisa em poliestireno com medidas de 90 x
15 mm) foram preenchidas com 12 mL do meio de cultura. Como alimento aos nematoides no
meio de cultivo, foram adicionados 50 pL de uma suspensédo da bactéria Escherichia coli K12
com densidade celular de 3 x 10%/mL, pois essa concentragdo dispde melhores condigdes para
o0 crescimento populacional de nematoides (DOS SANTOS et al., 2008). Cada placa de Petri
foi selada com ParaFilm e armazenada em uma incubadora a 18 °C (variacdo: 17 a 19 °C) no
escuro. Posteriormente subculturas foram preparadas a cada 15 dias pela transferéncia de cinco
machos e cinco fémeas (adultos) para novas placas de Petri contendo meio de agar fresco e

comida.

3.1.2.2 Preparacdo das concentracdes de atrazina

O herbicida Herbitrin 500 BR (ADAMA Br S/A), que contém 500.000 mg/L do
principio ativo (atrazina), foi utilizado em todos os testes de toxicidade. Uma solucdo estoque
de 50.000 mg/L foi preparada em agua destilada, e dilui¢bes seriadas foram feitas para preparar
cinco concentracdes para o teste letal, variando de 10 a 1.000 mg/L e outras cinco concentracdes
para o teste subletal, variando de 5 a 80 mg/L. Quando 0,1 mL destas concentracdes foram
homogeneizadas com 4,9 mL de &gar, as concentrac@es finais obtidas nas placas para o teste

letal variaram de 0,2 a 20 mg/L, ja para o teste subletal variaram de 0,1 a 1,6 mg/L.
3.1.2.3 Testes de toxicidade da atrazina
3.1.2.3.1 Avaliacao dos efeitos letais

Os nematoides foram expostos a concentragdes de atrazina de 0,2; 1,0; 2,0; 10 e 20

mg/L, escolhidas para abranger uma faixa de efeito entre 0% a 100% de mortalidade
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(SOLOMON et al., 1996). O experimento foi realizado em placas de Petri (60 x 15 mm) na
qual foram identificadas e tracejadas no fundo (Figura 3A e 3B) para facilitar a contagem dos
individuos; posteriormente foram adicionados 5 mL do meio bacto-agar estéril 1% com
salinidade e valores de pH iguais aos do meio de cultura, além disso foi realizada a adi¢do de
colesterol liquiform (100 pg/L) ao bacto-agar apds ser esterilizado, pois nematoides sdo
incapazes de sintetizar esteroides quando sua Unica fonte de alimento s8o bactérias
(VANFLETEREN, 1980). Em seguida, um volume de 100 pL das respectivas solucbes de
atrazina foi completamente misturado com 4,9 mL do meio &gar, exceto o controle. Trés
réplicas foram preparadas para cada tratamento das concentracdes de atrazina e também para o
controle. O alimento (E. coli K12) foi adicionado ap6s o agar ter solidificado e 0os nematoides
terem sido inoculados nas placas. Ndo foram feitas mais adi¢cGes alimentares durante as
incubagbes/exposi¢des experimentais. Embora seja incomum adicionar alimentos em testes
letais, existem essencialmente duas rotas principais pelas quais 0s nematoides absorvem 0s
poluentes: pela ingestdo e pela cuticula (HOWELL, 1983; HOSS; SCHLOTTMANN;
TRAUNSPURGER, 2011; SAVOLY et al., 2013), portanto foi decidido incluir ambos nesse
ensaio. A ingestdo dos nematoides muitas vezes requer um estimulo na forma de particulas
alimentares adequadas (PAPE et al., 2013; MONTEIRO et al., 2014), e é por isso que foi

escolhido adicionar comida nos ensaios de efeito letal apenas no dia O do experimento.

Adultos moveis (50 + 2) de L. marina Pmlll (Figura 4) foram aleatoriamente (sem
distincdo de género) colhidos de culturas de estoque, lavados uma vez em ASW com uma
salinidade de 25 e posteriormente inoculados nas placas experimentais. Nematoides vivos e
mortos foram quantificados a cada 24 h por um periodo de 5 dias sob um estereomicroscépio.
A duracdo de cinco dias foi um compromisso entre o objetivo de observar a mortalidade no
maior tempo possivel, e o fato de que apds 5 dias os primeiros individuos que nasceram dentro
das placas experimentais comecariam a se tornar adultos. Portanto, em incubagfes ap6s um
periodo de 5 dias seria impossivel reconhecer os animais de teste que foram inoculados

inicialmente nas placas.
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Figura 3 — Placas de Petri identificadas (A) e tracejadas no fundo para facilitar as contagens dos nematoides (B).

Figura 4 — Foto de uma lamina, mostrando trés individuos adultos da espécie Litoditis marina Pmill. A seta preta

sinaliza a espicula do macho (6rgéo reprodutor).
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3.1.2.3.2 Avaliacgéo dos efeitos subletais

O desenho experimental, os meios de cultura e as condigdes de incubacgéo para avaliacéo
dos efeitos subletais da atrazina seguiram o mesmo protocolo do teste de letalidade, exceto para
as concentrac@es de teste (0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,6 mg/L) e niUmero de organismos inoculados
por réplica (6 machos e 6 fémeas). A escolha das concentracdes subletais foram baseadas no
resultado do experimento da CL50 e de um experimento piloto que foi realizado para obter uma
primeira ideia sobre as concentragdes que poderiam produzir efeitos subletais. As observagoes
e contagens de diferentes estagios de vida foram realizadas a cada 24 h por 10 dias, fornecendo
os dados de entrada para avaliar os efeitos imediatos da exposicdo da atrazina na histéria dos
tracos de vida, sendo esses: fecundidade (Fd), tempo de deposicdo de ovos (EggDepT), tempo
de desenvolvimento embrionario (EDT), tempo de desenvolvimento pos-embrionario (PDT) e
tempo de desenvolvimento total (TDT), e nas seguintes respostas em nivel de populacéo:
abundancia de ovos, juvenis, adultos, total (= todos os estagios de vida vermiforme do

nematoides), bem como a proporc¢édo sexual de adultos.

Fecundidade foi o nimero de descendentes produzidos por fémea da geracdo parental
(FO) durante o intervalo do inicio do experimento até a maturacdo de sua primeira progénie em
adultos. O tempo de deposicao dos ovos (EggDepT) foi o tempo entre a inoculagdo dos adultos
FO e a deposicdo dos ovos, sendo calculado como a intercepgédo do eixo X das regressdes da
abundancia de ovos ao longo do tempo durante os primeiros 4 dias de incubacéo. O tempo de
desenvolvimento embrionario (EDT) foi o tempo desde a deposicdo do ovo até a eclosdo dos
ovos, e foi calculado como a diferenca entre as interceptacfes do eixo X das regressdes do
namero de ovos e juvenis ao longo do tempo. Da mesma forma, o tempo de desenvolvimento
pos-embrionario (PDT) foi a diferenca entre as interceptaces do eixo X das regressdes das
abundancias de jovens e adultos ao longo do tempo. O tempo total de desenvolvimento (TDT)
foi a soma do tempo de desenvolvimento embrionario e pds-embrionario. A razdo sexual foi
calculada como o nimero médio de fémeas adultas dividido pelo nUmero médio de machos
adultos da geracdo F1 (a primeira geracdo filial, isto €, a progénie da geracdo parental) por
réplica; valores de razdo sexual < 1 significam que a populacdo é dominada por machos e o
contrario (> 1) a populacéo é dominada por fémeas (MOENS; VINCX, 2000b). Além disso, foi
determinado a abundancia maxima de ovos, juvenis, adultos e nematoides totais como uma

indicacdo da capacidade de carga dos microcosmos.



50

3.1.2.4 Analises estatisticas

A mortalidade em funcdo do tempo de exposicdo foi tracada para as diferentes
concentracdes de atrazina usando o programa Sigmaplot V.12.5. Para determinar se as
diferentes concentracgdes de atrazina afetaram significativamente a mortalidade dos nematoides,
foi realizada a anélise do Modelo Linear Misto Geral (GLMM) sob uma ANOVA de medidas
repetidas com o teste post-hoc de Dunnett (usando o software STATISTICA 7). Além disso,
foi usado a analise probit (FINNEY, 1952) no Microsoft Excel 2016 para estimar a
concentracdo de atrazina que causou letalidade de 20% e 50% da populacdo (CL20 e CL50,
respectivamente) (GAD, 2014) durante o tempo total experimental (5 dias). Os valores CL20 e

CL50 expressos na se¢édo de resultados sdo os valores médios obtidos nas repeti¢des.

As diferencas nas caracteristicas de historia de vida e pard@metros populacionais entre os
tratamentos foram analisadas usando ANOVA paramétrica de uma via; dados sobre
fecundidade, EggDepT, EDT, PDT, TDT, razéo sexual e abundancia maxima de ovos foram
transformados em raiz quadrada e dados sobre abundancia méaxima de juvenis e abundancia
total maxima foram transformados em raiz quarta para ajustar-se aos pressupostos de
distribuicdo normal dos dados e homogeneidade das variacbes. As comparacfes dos pares
posteriores entre 0s tratamentos e o controle foram analisadas usando o teste de Dunnett para o

experimento de efeitos letais.

As concentracOes de efeito a 20% e 50% (EC20 e EC50, respectivamente) foram
calculadas para todas as caracteristicas de historia de vida e parametros populacionais. Para
isso, foi tracado curvas do modelo logistico com os valores percentuais de inibicdo obtidos para
todas as concentrac6es de atrazina (0,1 a 1,6 mg/L) e tratamento controle. As curvas do modelo
foram entdo testadas para o melhor ajuste dos valores (R > 90%), e a equacao de cada curva
permitiu determinar as concentracfes de atrazina que causaram efeitos em 20% e 50% da
populacdo, para cada uma das caracteristicas do historico de vida e parametros populacionais

analisados aqui. Todas as analises foram feitas usando Sigmaplot 12.5.

3.1.3 Resultados

3.1.3.1 Efeitos letais da atrazina em L. marina Pmll|

A mortalidade de L. marina foi significativamente dependente da concentracdo de
atrazina (F = 671; p < 0,0001), tempo de exposi¢éo (F = 677; p < 0,0001) e da interacdo desses

dois fatores (F = 72; p < 0,0001). A mortalidade ap0s 5 dias excedeu 70% nas concentracfes
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de atrazina de 10 e 20 mg/L, e 40% a 2 mg/L (Figura 5). Todas as concentracdes de atrazina

produziram uma mortalidade de nematoides significativamente maior do que o controle sem

atrazina (p <0,0057). A CL50 ap06s 5 dias de exposicao foi de 3,3 + 0,5 mg/L, sendo vinte vezes

menor do que a CL50 ap6s 2 dias (72,30 mg/L + 7,26) e também menor que a metade da CL50
apos 4 dias (7,73 mg/L £ 0,30) (Tabela 1). A dependéncia do tempo de exposicdo da CL50 (F
= 21,46; p < 0,00005) e CL20 (F = 28,95; p < 0,00005) foi altamente significativa, mas foi
consideravelmente mais pronunciada para a CL50 do que para a CL20 (Tabela 1).

Figura 5 — Mortalidade média de nematoides (média + erro padrdo de trés repeticdes por tratamento) ap6s a

exposicdo de Litoditis marina PmllI a diferentes concentragdes de atrazina em fungéo do tempo de exposicao.
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Tabela 1 — Concentracdes de efeito letal do herbicida atrazina que causou mortalidade de 20% (CL20) ou 50%

(CL50) em Litoditis marina Pmlll. Os dados sdo médias + erro padréo de trés repeti¢des por tratamento. Letras

diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

Tempo CL20 + EP CL50 +EP

24 h 7,89+2,39°2 116,72 + 86,43 %
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48 h 4,19+0,18a°P 72,30 £7,26 *b
72h 2,08+0,04¢ 16,47 £1,27b:¢
96 h 1,27 +0,04 ¢ 7,73+0,30°
120 h 0,70+0,07¢ 3,33+0,31°

3.1.3.2 Efeitos subletais da atrazina em L. marina Pmll|

A Fd (fecundidade) foi significativamente afetada pelas concentracfes de atrazina (F =
49,55; p < 0,001) (Tabela 2). Sendo o menor valor (12,44 + 0,64) no tratamento com atrazina
de 1,6 mg/L, diferindo significativamente do controle (p <0,001) (Tabela 2). Além disso, uma
reducdo significativa da fecundidade em relacdo ao controle também foi observada para 0s
tratamentos com 0,4 e 0,8 mg/L de atrazina (p < 0,005). Por outro lado, a fecundidade nas duas
concentracdes mais baixas de atrazina (0,1 e 0,2 mg/L) foram maiores do que o controle, porém
ndo excedeu significativamente 0 mesmo, isto sugere que a atrazina em baixas concentracoes
beneficiou a fecundidade de L. marina Pmlll, enquanto em concentracdes mais altas este

parametro foi prejudicado pelo herbicida.

O EggDepT (tempo de deposicdo dos ovos) foi afetado pela atrazina (F = 8,41; p <
0,001); a maior concentracdo causou um atraso significativo neste parametro (p = 0,002) em
comparagdo com o controle. Por outro lado, EggDepT néo foi afetado pelas concentracdes de

atrazina nos valores de 0,1 a 0,8 mg/L (p > 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteristicas da historia de vida de Litoditis marina Pmlll exposta a diferentes concentracfes de
atrazina. Sdo mostrados a média e o erro padrdo de trés repeticdes por tratamento. Aqui é apresentado: Fecundidade
(ndmero de descendentes F1 por fémea até a maturidade sexual de F1); tempos de desenvolvimento (todos
expressos em dia): Tempo de Deposicdo de Ovos (EggDepT), Tempo de Desenvolvimento Embrionério (EDT),
Tempo de Desenvolvimento Pés-embrionario (PDT) e Tempo de desenvolvimento total (TDT). Os asteriscos
préximos aos valores dos pardmetros indicam diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao controle (p
< 0,05).

Tratamento Fd EggDepT EDT PDT TDT

Controle 147,17+1431  1,40+0,05 1,03+£0,12 4,90+0,21 5,03+0,12
0,1 mg/L 178,66 +16,35 1,40+0,05 1,10 £ 0,06 4,53+0,12 5,63 £ 0,07
0,2 mg/L 181,66 + 11,71 1,50+0,0 0,90+0,12 5,03+ 0,09 5,93+0,19

0,4 mg/L 80,18 +£13,20*  1,23+0,03 1,30+0,12 4,70 £0,47 6,00+ 0,21
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0,8 mg/L 69,11 + 9,49* 1,93+0,13 0,63+£0,09* 5,80+0,26 6,43+0,19

1,6 mg/L 12,44 +0,64* 2,66+0,46* 133+0,19 7,00£0,53* 8,33+0,38*

A concentracdo de atrazina também afetou significativamente o EDT (tempo de
desenvolvimento embrionario) (F = 5,35; p = 0,008). A Unica diferenga significativa foi entre
0,8 mg/L de atrazina (menor EDT; 0,63 + 0,09 dias) e o controle (1,03 £ 0,12 dias) (p < 0,05).
O EDT comparativamente curto a 0,8 mg/L de atrazina (0,63 + 0,09 dias) pode compensar 0
segundo EggDepT mais longo encontrado (1,93 + 0,13 dias) nesta mesma concentracdo de
atrazina (Tabela 2). Todas as demais concentracOes de atrazina apresentaram valores de EDT
superiores a concentracdo de 0,8 mg/L, porém ndo foram observadas diferencas significativas

com o controle (p > 0,05) (Tabela 2).

Foi observado um efeito significativo da atrazina no PDT (tempo de desenvolvimento
pos-embrionario) (F = 8,07; p = 0,0015), semelhante ao do TDT (tempo de desenvolvimento
total) (F = 15,86; p < 0,0001). A maior concentracdo de atrazina testada (1,6 mg/L) rendeu o
maior PDT (7,00 £ 0,53 dias) e TDT (8,33 = 0,38 dias) de Pmlll, com tempos de
desenvolvimento significativamente mais longos quando comparados ao controle (4,90 + 0,21
dias e 5,93 + 0,12 dias, respectivamente; p < 0,003). Nenhuma das concentra¢fes mais baixas
de atrazina produziu um PDT e TDT que fosse significativamente diferente do controle (p >
0,05) (Tabela 2).

Os parametros populacionais de L. marina PmllI diferiram entre os tratamentos (Tabela
3). O nimero de ovos foi significativamente reduzido no tratamento com 1,6 mg/L de atrazina
(p =0,009), onde a abundancia maxima de ovos alcancada (69,00 + 22,50) foi sete vezes menor
e ademais atrasada em 72 h em relacdo ao controle (Tabela 3; Figura 6A). Além disso, as
abundancias de nematoides juvenis, adultos e totais também sofreram reduces significativas
(p <0,05) nos tratamentos com 0,8 ¢ 1,6 mg/L de atrazina quando comparados com o controle
(Tabela 3; Figura 6B, 6C e 6D). A abundancia populacional total maxima também foi atrasada

por 48 h em comparacdo com o controle (Tabela 3).

Surpreendentemente, na segunda maior concentracdo de atrazina (0,8 mg/L), as
abundancias maximas de juvenis e totais de nematoides foram obtidas 48 h antes do controle.
Embora os tratamentos com 0,1; 0,2 e 0,4 mg/L de atrazina tenham apresentado abundancias

méaximas de nematoides superiores ao tratamento controle (exceto abundancia juvenil maxima
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e total com 0,4 mg/L de atrazina), essas diferencas ndo foram significativas (p > 0,05) (Tabela

3).

Tabela 3 Abundancias populacionais maximas de Litoditis marina PmlIl em funcéo das diferentes concentragdes

de atrazina. O tempo indica 0 momento em que as abundancias maximas foram atingidas. Médias * erros padrao

foram obtidas das repetices de cada tratamento e os asteriscos indicam diferencas significativas com o controle

(p <0,05).
Maxima Maxima Maxima Maxima
Tempo Tempo Tempo Tempc
Tratamento abundancia de abundancia de abundancia de abundancia total
(h) (h) (h) (h)
0VO0S juvenis adultos de nematoides
Controle 535,67 + 255,30 144 1.622,67 + 395,92 192 222,67 £ 22,58 192 1.845,33 + 377,51 192
0,1 mg/L 674,00 £ 116,26 168 2.156,00 + 615,80 240 381,33 +42,35 216 2.529,30 + 719,38 240
0,2 mg/L 543,33 £ 73,56 168 2.229,33 + 670,34 240 270,67 £ 90,22 216 2.477,30 £ 717,13 240
0,4 mg/L 1.161,33 £ 288,90 192 932,00 + 150,87 216 110,00 + 20,82 192 1.038,70 + 159,38 216
0,8 mg/L 281,33 +£61,98 240 407,67 + 154,43* 144 47,33 + 6,96* 192 429,67 + 159,32* 144
1,6 mg/L 69,00 + 22,50* 216 81,67 + 16,90* 240 10,33 £ 5,46* 240 92 +2,63* 240
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Figura 6 — Variacdo média da abundancia da populagao de Litoditis marina Pmlll ao longo do tempo (em horas)
nas diferentes concentracBes de atrazina 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,6 mg/L: (A) ovos, (B) juvenis, (C) adultos, (D)

populacéo total.
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As concentracOes de efeito estimadas que causaram uma mudanca de 50% (CE50) nas
caracteristicas da histéria de vida ou abundancia da populacdo variaram de 0,29 mg/L para
abundancia maxima em adultos a 1,81 mg/L para TDT. As concentracdes que causaram uma
mudanca de 20% (CE20) variaram de 0,16 mg/L para abundancia maxima em adultos a 0,64
mg/L para TDT (Tabela 4). Em geral, fecundidade e abundancia populacional mostraram-se
caracteristicas consideravelmente mais sensiveis do que os diferentes tempos de

desenvolvimento.
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Tabela 4 — Concentragdes de efeito (média + erro padrdo; em mg/L) de atrazina que causaram uma mudancga de
20% (CE20) ou 50% (CE50) nas caracteristicas de historia de vida e pardmetros populacionais do nematoide
marinho Litoditis marina Pmlll, no experimento de exposi¢do de 10 dias. Para uma descricdo dos parametros e

como eles foram determinados, consulte as se¢des 3.1.2.3.2 e 3.1.2.4.

Parametros CE20 (mg/L) CE50 (mg/L)
Fd 0,20+ 0,04 0,46 + 0,06
EggDepT 0,37+0,17 1,07 £0,59
EDT 0,41+0,18 1,35+ 0,63
PDT 0,48 £0,16 1,51+0,71
TDT 0,64 £0,19 1,81+0,52
Maxima abundancia de juvenis 0,19+ 0,04 0,73+ 0,66
Maxima abundéancia de adultos 0,16 + 0,06 0,29+0,01
Maxima abundéancia total de nematoides 0,19 +0,03 0,32+0,03

Uma regressdo exponencial do aumento da populacdo (calculada como a soma dos
incrementos diarios na abundancia da populacdo ao longo de toda a duracéo do experimento,
ou seja, 10 dias) vs concentracdo de atrazina, permitiu estimar que uma inibicdo de 50% do
crescimento da populacdo é esperada em uma concentracao de atrazina de 0,325 mg/L (Figura
7).



57

Figura 7 — Regressdo de decaimento exponencial da populagdo de Litoditis marina Pmlll vs concentracdo de
atrazina. O "X" vermelho é a estimativa do modelo da concentracéo de atrazina que produziria uma inibigdo do
aumento da populagdo em 50%.
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A proporcdo sexual da primeira geracdo filial (F1) foi tendenciosa para mulheres no
controle e na maioria dos tratamentos com atrazina, conforme indicado por proporcdes sexuais
bem acima de 1. Apenas a concentracdo mais alta de atrazina (1,6 mg/L) desviou

significativamente desta tendéncia (p = 0,004) (Tabela 5).

Tabela 5 — Razéo sexual de Litoditis marina PmllI (calculada como o nimero médio de mulheres dividido pelo
numero médio de homens) em diferentes concentra¢@es de atrazina. Os tratamentos marcados com asterisco foram
significativamente diferentes do controle (p < 0,05). Os dados sdo médias + erro padrdo de trés repeticbes por
tratamento.

Tratamento Proporgao sexual

Controle 1,497 £ 0,129

0,1 mg/L 1,667 + 0,060
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0,2 mg/L 1,626 + 0,012
0,4 mg/L 1,307 + 0,083
0,8 mg/L 1,406 + 0,148
1,6 mg/L 0,942 + 0,080*

3.1.4 Discussao

Um dos objetivos das politicas ambientais € a conservacdo e manejo de areas que
proporcionem boas condi¢des para uma grande diversidade de espécies. Os nematoides sao
indicadores potencialmente Uteis para definir prioridades de manejo em habitats valiosos
porque reagem rapidamente as perturbagbes ambientais, refletindo assim os impactos que
atuam sobre esses ecossistemas (BONGERS; FERRIS, 1999). Além disso, eles estdo
envolvidos em processos essenciais do ecossistema como: decomposicdo de matéria organica,
ciclagem de nutrientes, transferéncia trofica de produtores priméarios e decompositores para
niveis troficos mais elevados (SCHRATZBERGER; INGELS, 2018).

3.1.4.1 Efeitos das concentracdes letais da atrazina sobre L. marina Pmll|

Membros da familia Rhabditidae, a qual pertence L. marina, sd&o comumente
considerados como altamente tolerantes a poluicdo e varios outros tipos de distdrbios, sendo
essa um atributo que pode estar relacionada com caracteristicas de sua historia de vida
(BONGERS; FERRIS, 1999; LIRA et al., 2011; HEATON et al., 2020). No entanto, estudos
argumentaram contra uma relacdo proxima entre histdria de vida e sensibilidade a poluicao,
bem como demonstraram que Rhabditidae ndo estdo necessariamente entre 0s nematoides mais
tolerantes (KAMMENGA; VAN GESTEL; BAKKER, 1994; MONTEIRO et al., 2018a).
Como exemplo, as espécies cripticas de Litoditis marina Pmlll exibiram uma sensibilidade
relativamente alta a compostos organicos de um éleo que séo soltveis em dgua (MONTEIRO
et al., 2018a). Aqui, demonstramos que L. marina Pmlll foi tdo sensivel ou até mais sensivel
do que outras espécies modelo aquaticas ao herbicida atrazina. Para comparacdo, primeiro foi
averiguado os valores de CL50 de 24 e 48 h, porque a maioria dos estudos de efeito letal com
outras espécies aquaticas usaram tempos de incubagdo curtos. A CL50 de L. marina Pmlll foi

a metade da CL50 do Cladocera Daphnia magna apds 24 h, embora seja semelhante apds uma
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exposicdo de 48 h (WAN et al., 2006). A CL50 de 96 h de L. marina Pmlll foi a metade da
CL50 do Amphipoda Hyalella azteca (WAN et al., 2006) e mais de quatro vezes menor do que
a do Copépode Robertsonia propinqua (HACK et al., 2008). Além disso foi: 1,7; 2,7 e 3,8
vezes menor do que os valores da CL50 do caranguejo Carcinus maenas (PORTMANN;
WILSON, 1971), Copépode Quinguelaophonte sp. (STRINGER et al., 2012) e caranguejo Uca
pugilator, respectivamente (WARD; BALLANTINE, 1985).

Em contraste, a CL50 de 48 h (72 mg/L) de L. marina Pmlll excedeu ligeiramente a do
Cladocera D. carinata (CL50 = 60 mg/L) (HE et al., 2012). Em geral, esses resultados sugerem
que L. marina Pmllll é mais sensivel ao modo de agdo da atrazina e/ou tem mecanismos de
desintoxicacdo menos eficientes que os crustaceos aquaticos. A atrazina é um desregulador
endocrino (VANDENBERG et al., 2012) que afeta a expressdo de uma série de genes em
nematoides rabditideos (GARCTA-ESPINEIRA; TEJEDA-BENITEZ; OLIVERO-VERBEL,
2018), entre os quais sdo: genes ligados ao neurodesenvolvimento (MCVEY et al., 2016),
estresse oxidativo (BACK et al.,, 2010) e expressdo de proteinas de choque térmico
(ANBALAGAN et al., 2013).

Enguanto a maioria dos estudos que apresentam valores de CL50 o fazem com base em
tempos de incubacéo relativamente curtos (24, 48 ou no maximo 96 h) (WAN et al., 2006;
HACK et al., 2008; FREITAS; ROCHA, 2010; HE et al., 2012), neste trabalho foi estendido o
tempo de exposicdo do organismo modelo L. marina Pmlll para 120 h. A dependéncia do tempo
de exposicdo da CL50 da atrazina a L. marina PmllI foi altamente pronunciada e continuou ao
longo de todo o periodo de teste (5 dias). A CL50 apés 48 h de exposicao a atrazina foi cerca
de 22 vezes maior do que apos 5 dias de exposicdo; em seguida a esse tempo de exposicdo, a
CL50 obtida foi menor que a metade do valor encontrado apos 4 dias, enfatizando a importancia
de um tempo de exposicdo suficientemente longo para determinar a verdadeira sensibilidade de
uma espécie a um contaminante. Curiosamente, enquanto a CL20 da atrazina também diminuiu
continuamente com o tempo de exposicdo, a expressdo desse declinio foi menor gquando
comparado a CL50; os valores da CL20 em media cairam pouco menos de 50% por dia € no
geral, a CL20 de 48 h foi 6 vezes maior do que ap6s 120 h de exposi¢do, em comparacao com

uma diferenca de 22 vezes maior para a CL50 neste mesmo tempo.

Uma fonte potencial de viés ao comparar as concentracdes de efeito entre as espécies é
a sensibilidade diferencial dos diferentes estagios de vida, como exemplo: nauplios do

Copépode R. propinqua foram consideravelmente mais sensiveis a atrazina do que os adultos
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(HACK et al., 2008). Da mesma forma, foi sugerido que os dois primeiros estagios juvenis de
nematoides exibem uma maior sensibilidade a diferentes contaminantes do que os adultos
(KAMMENGA et al., 1996), mas esse nem sempre é o caso e pode diferir entre 0s
contaminantes (LIRA et al., 2011). Dada a falta de conhecimento sobre 0 modo preciso de a¢ao
da atrazina em varios invertebrados, so é possivel especular sobre as diferencas de sensibilidade

especificas da idade.

3.1.4.2 Respostas dos tracos de histdria de vida e abundancia populacional a atrazina

Nas duas menores concentragdes subletais de atrazina avaliadas, o herbicida apresentou
um efeito estimulante na méxima abundancia total de nematoides, porém este efeito ndo obteve
diferenca estatistica em relacéo ao controle (Tabela 3). Neste caso, a concentracao de 0,1 mg/L
a maxima abundancia total cresceu em valores de (1,37x) e na concentracdo de 0,2 mg/L cresceu
(1,34x) mais do que no controle. Aumentos também ocorreram nos valores de populagéo total
(Figura 6D) nas duas menores concentracdes subletais de atrazina o que levanta uma
possibilidade de haver um efeito de hormese, no qual concentragdes subletais de substancias
toxicas promovem uma adaptacao do organismo a exposic¢des subsequentes (inducdo de efeitos
benéficos, como aumento do crescimento da populacdo em baixas doses de agentes
prejudiciais) (STEBBING, 1982; ZHAO; WANG, 2012; MONTEIRO et al., 2018a). Outra
pesquisa realizada com atrazina sugeriu um efeito de hormese para o Amphipoda Hyallela
azteca (RALSTON-HOOPER et al., 2010a, 2010b).

Além de seus efeitos na sobrevivéncia de L. marina Pmlll, a atrazina também impactou
negativamente a fecundidade e a abundancia populacional e causou atraso na matura¢do em
concentracdes subletais. Em geral, a fecundidade, assim como as abundancias maximas de L.
marina Pmlll, mostraram-se parametros consideravelmente mais sensiveis do que os diferentes
tempos de desenvolvimento. Abundancias maximas e fecundidade sdo caracteristicas de
populacdo e histdria de vida bastante simples, respectivamente, que podem ser facilmente
determinadas e requerem conhecimento especializado limitado, tornando-as variaveis de
resposta particularmente adequadas para avaliacdo de risco ambiental para este organismo
modelo. A resposta de L. marina Pmlll perante a atrazina esta de acordo com uma reducédo da
abundéancia de insetos adultos aquaticos (HENRY; WESNER, 2018) e uma diminui¢do da
fecundidade de Claddceros (PALMA et al., 2009b; FREITAS; ROCHA, 2010) no qual também

foram expostos a atrazina.
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Nas trés concentragdes subletais menores (0,1; 0,2 e 0,4 mg/L) o herbicida estimulou a
postura de ovos, onde a espécie respondeu ao estresse com abundancia crescente (r - estratégia)
(BUTENKO et al., 2017), aumentando o nimero de descendentes através da producdo de mais
0vos. J& nas maiores concentracOes de atrazina (0,8 e 1,6 mg/L), houve uma queda no nimero
de ovos colocados em relacdo ao controle (Figura 6A). Outros estudos também mostraram 0s
efeitos da atrazina sobre a postura de ovos em diferentes organismos. Um macho e quatro
fémeas do peixe Oryzias latipes foram expostos a diferentes concentragdes de atrazina (0,0005;
0,005 e 0,05 mg/L), e como resultado, a producdo total de ovos foi menor em todos 0s grupos
expostos a atrazina em comparagao com os controles; os decréscimos na producdo de ovos nos
tratamentos com atrazina foram significativos no dia 24 de exposi¢cdo (PAPOULIAS et al.,
2014). O caracol Stagnicola elodes apresentou baixa producdo de ovos frente ao herbicida
atrazina em concentracoes de 0,03 e 0,1 mg/L (BAXTER et al., 2011).

Em comparacdo com a fecundidade e abundancia maxima de nematoides adultos,
juvenis e totais, os diferentes tempos de desenvolvimento exibiram uma resposta menos
sensivel a atrazina. Além disso, esses tempos de desenvolvimento exibiram inconsisténcias, 0
que pode ser explicado pelas respostas parcialmente opostas observadas para o tempo de
desenvolvimento embrionario e pos-embrionario. Uma vez que ndo foi determinado o tamanho
dos juvenis J1 recém-eclodidos, ndo se pode excluir que uma eclosdo mais rapida a 0,8 mg/L
de atrazina resultou em J1 ligeiramente menor e menos desenvolvido, o que por sua vez poderia
explicar seu tempo de desenvolvimento pds-embrionario um pouco mais longo. Da mesma
forma, a atrazina retardou o desenvolvimento nos Copépodes Eurytemora affinis (FORGET-
LERAY etal., 2005) e Tigriopus japonicas (YOON et al., 2019). Por outro lado, em Drosophila
melanogaster as larvas puparam e metamorfosearam mais cedo quando expostas a atrazina
(MARCUS; FIUMERA, 2016). No atual estudo, foi observado um aumento no tempo de
desenvolvimento pds-embrionario em cerca de 40% para L. marina Pmlll a 1,6 mg/L de
atrazina, mas ndo em concentracdes mais baixas. Efeitos semelhantes no tempo de
desenvolvimento pds-embrionario e total foram observados para L. marina exposta a metais
pesados (VRANKEN et al., 1985; LIRA et al., 2011). As abundancias mais baixas de adultos
com 0,8 e 1,6 mg/L (Figura 6C) de atrazina sdo provavelmente o resultado dos efeitos
combinados de: efeitos induzidos pelo herbicida na fecundidade, mortalidade e maturacao

retardada em adultos.
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3.1.4.3 Efeito da atrazina sobre o parametro de proporgao sexual

Dada a sua atividade desreguladora endécrina (HAYES et al., 2010), efeitos da atrazina
na proporcao sexual de invertebrados que foram expostos podem ser esperados. No presente
estudo, mudanga de uma populagdo com tendéncia feminina para uma populacdo quase
equilibrada por género ocorreu apenas na concentracdo de atrazina subletal mais alta testada
(1,6 mg/L), essa apresentando um maior nimero de machos na populagdo. Razfes sexuais
moderadamente a fortemente enviesadas por fémeas tém sido comumente observadas em
populacdes de L. marina (DOS SANTOS et al., 2008), e mudancgas para populacdes adultas
dominadas por machos podem ser indicativas de condi¢des de estresse; tal mudanca foi, por
exemplo, observada em salinidades proximas aos extremos inferiores de sua faixa de tolerancia
(MOENS; VINCX, 2000a, 2000b). Se isso resulta de uma menor sensibilidade ao estresse em
machos, de uma estratégia ecologica em favor dos machos ou de um efeito endocrino da
atrazina, ainda ndo foi determinado. Um efeito da atrazina na proporcao sexual semelhante ao
de PmlII foi observado no Claddcero D. pulicaria exposto a concentracfes de atrazina entre
0,005 e 0,01 mg/L (DODSON et al., 2009) e no Hymenoptera Trichogramma bruni, mas o
oposto foi encontrado em T. pretiosum (LEITE et al., 2015), demonstrando que os efeitos da
atrazina na propor¢do sexual podem ser altamente especificos da espécie e dependentes do

contexto.

3.1.4.4 Qutros efeitos observados em L. marina Pmlll devido a exposicao pela atrazina

Foram observados alguns individuos de Litoditis marina Pmlll apresentando
deformidades (Figura 8) como: aumento da cuticula, faringe protuberante e carogos na regido
caudal. Esses individuos apareceram por volta do sexto dia nas placas contaminadas,
principalmente na concentracdo de 1,6 mg/L, porém o que foi visualizado ndo foi avaliado
estatisticamente. Também foi possivel observar uma baixa motilidade dos individuos nas
primeiras 24 h, ademais ao decorrer do experimento foi observado o aparecimento de ovos
deformados na concentracdo subletal mais alta; estes efeitos também ndo foram analisados
estatisticamente. Em relacdo a baixa motilidade e deformidades visualizadas em L. marina
Pmlll na concentracdo subletal mais alta (1,6 mg/L), outros estudos mostraram que a atrazina

pode causar esses efeitos em diferentes organismos.

Um trabalho feito com concentra¢des de atrazina variando de 0 a 20 mg/L, expondo

embrides, larvas e adultos de Anfibios anuros em laboratdrio, mostrou que tratamentos com
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atrazina ndo tiveram efeitos na velocidade de nado nas larvas de Rana pipiens. No entanto,
houve um aumento dependente da dose nas larvas deformadas de todas as trés espécies de
Anura avaliadas (Rana pipiens, Rana sylvatica e Bufo americanus) com o aumento da
concentragdo de atrazina (ALLRAN; KARASOV, 2001). Larvas do Anura Physalaemus
gracilis foram submetidas a concentracfes subletais de atrazina as quais ndo afetaram o
desenvolvimento das larvas, mas foram observados efeitos sobre a mobilidade e aparecimento
de malformag6es como: contracdes espasmaddicas, malformacBes na boca e no intestino. Na
concentragdo de atrazina de 25 mg/L, ocorreu mobilidade reduzida em 10,5% das larvas e
contracdes espasmodicas foram observadas em 55,2% (RUTKOSKI et al., 2018). A atrazina
em uma concentracdo de 5 e 15 mg/L, causou varias anormalidades em larvas do caranguejo
estuarino Neohelice granulata, incluindo hidrépsia, corpo hiperpigmentado e atrofia dos olhos
(ALVAREZ et al., 2015). Em outro trabalho foi observado um aumento de 88,4% nas
anomalias dos ovos do caracol Biomphalaria alexandrina expostos a 0,33 mg/L de atrazina
(BARKY et al., 2012).

Figura 8 — Litoditis marina Pmlll expostos ao tratamento de 1,6 mg/L, apresentando deformidades (seta
vermelha).

3.1.5 Conclusao

Na busca por espécies modelos adequadas que permitam testar efeitos letais e subletais
de contaminantes em organismos bentdnicos marinhos, sua facilidade de manuseio, curto tempo
de geracdo e alta fecundidade tornam particularmente as espécies do complexo criptico de L.

marina boas candidatas para avaliar os impactos ambientais. Além disso, o presente estudo
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fornece mais evidéncias de que os nematoides rabditideos ndo s&o excepcionalmente tolerantes
a contaminantes. De fato, com base nas concentracOes letais (CL), L. marina Pmlll foi mais
sensivel a atrazina do que a maioria das outras espécies modelo de invertebrados aquaticos,
principalmente crustaceos. Estas concentracdes letais foram altamente dependentes do tempo
de exposicao ao longo do experimento de 5 dias. A atrazina também causou efeitos subletais
em L. marina Pmlll. Estes foram amplamente consistentes entre os diferentes tracos de historia
de vida e parametros populacionais, mas a fecundidade e as abundancias méaximas de juvenis,
adultos e populacdo total de nematoides foram as varidveis de resposta mais sensiveis. Portanto,
os efeitos subletais em L. marina podem ser avaliados de forma mais eficiente com base em
uma combinagéo de fecundidade, abundancia total de nematoides bem como de adultos, este
ultimo integrando o resultado combinado de fecundidade, tempo de desenvolvimento e
sobrevivéncia. Sua facilidade de cultura e manuseio, assim como sua sensibilidade a varios
contaminantes organicos e a possibilidade de combinar testes de efeitos letais e avaliagédo
detalhada de respostas subletais, em uma variedade de caracteristicas de historia de vida e
parametros populacionais durante um periodo de tempo razoavelmente curto, tornam L. marina
PmIll uma espécie modelo promissora para avaliagdo de risco ecolégico em aguas marinhas e
salobras. O presente trabalho sugere estudos posteriores para investigar deformacoes
encontradas na maior concentracdo subletal testada, e também para averiguar a baixa
mobilidade que foi apresentada nesta mesma concentracdo durante os primeiros dias de
experimento. Também recomenda mais estudos utilizando diferentes variedades de agrotdxicos
aléem da atrazina, utilizando outras espécies de nematoides ou organismos modelos, para
averiguar os efeitos causados por esses contaminantes que acabam por afetar com bastante

relevancia diversos tipos de ambientes.
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3.2 ARTIGO 2

AVALIACAO DE CURTO PRAZO DOS EFEITOS LETAIS DA ATRAZINA EM
DIFERENTES SALINIDADES PARA O NEMATOIDE LITODITIS MARINA (BASTIAN,
1865) SUDHAUS, 2011 (RHABDITIDA: RHABDITIDAE)

RESUMO

Os agrotdxicos organoclorados sdao amplamente utilizados em diferentes regides do mundo,
apesar de possuirem propriedades tdxicas para muitos organismos, inclusive humanos, e sua
alta persisténcia em ambientes aquaticos e em sedimentos. O impacto dos agrotdxicos e suas
interacdes com outros fatores ambientais como salinidade e temperatura, podem agravar a
letalidade desses compostos. E sabendo que experimentos de curta duracdo sdo comumente
usados para abordar os efeitos letais de compostos quimicos em organismos marinhos, o
presente estudo tem como objetivo investigar a influéncia da salinidade na toxicidade do
herbicida atrazina, utilizando uma espécie criptica do nematoide de vida livre Litoditis marina
como organismo modelo para testes de curta duracdo. Sua facilidade de cultivo, curto tempo de
geracdo, alta fecundidade e além de poder viver em regifes estuarinas com variacdo de
salinidade, fazem de L. marina um biomodelo adequado para avaliar possiveis efeitos derivados
da interacdo salinidade-atrazina. Quatro salinidades (15, 20, 25 e 30) combinadas com cinco
concentragdes diferentes de atrazina (0,2; 1,0; 2,0; 10 e 20 mg/L) foram testadas em L. marina
PmIl para avaliar se os efeitos dessas interacdes aumentam ou reduz a toxicidade letal do
herbicida ao longo de 5 dias de exposicdo. Quatro réplicas foram preparadas para cada
concentracdo de atrazina e para o controle. A mortalidade em funcdo do tempo de exposicdo
foi plotada para diferentes concentracdes de atrazina;, e para determinar se diferentes
concentracdes letais de atrazina afetaram significativamente a mortalidade do nematoide, foi
realizada andlise ndo paramétrica Permanova. Além disso, a analise probit foi usada para
estimar CL20 e CL50. Como resultado, os valores das concentracdes letais de atrazina para o
nematoide L. marina Pmll foram significativamente dependentes do tempo de exposicdo, da
salinidade e da interacdo desses dois fatores. A CL50 do herbicida atrazina para L. marina Pmi|
em 120 h de exposicdo na salinidade 15 foi de 0,66 + 0,01 mg/L, sendo 10,4 vezes menor que
a CL50 de 120 h na salinidade 30 (6,88 + 0,64 mg/L); a CL20 da atrazina para L. marina Pmi|
em 120 h de exposicdo na salinidade 15 foi de 0,15 + 0,02 mg/L, sendo 9,2 vezes menor que a
CL20 de 120 h na salinidade 30 (1,39 £ 0,20 mg/L). Conclui-se que a atrazina apresentou maior
toxicidade em menor salinidade (15), causando um efeito prejudicial na sobrevivéncia de L.

marina Pmll. Os resultados, juntamente com o0s observados em outros estudos, indicam um
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possivel efeito tampdo ambiental em mares e oceanos para diferentes tipos de contaminantes,
devido a presenga de uma complexidade de sais, ndo ocorrendo assim em ambientes estuarinos

com menor salinidade.

Palavras-chave: Herbicida; Ecotoxicologia; Nematoda; Toxicidade; Mortalidade.
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ABSTRACT

Organochlorine pesticides are widely used in different regions of the world, despite the fact that
they have toxic properties for many organisms, including humans, and their high persistence in
aquatic environments and in sediments. The impact of pesticides and their interactions with
other environmental factors such as salinity and temperature can aggravate the lethality of these
compounds. And knowing that short-term experiments are commonly used to address the lethal
effects of chemical compounds on marine organisms, the present study aims to investigate the
salinity influence on the toxicity of the herbicide atrazine, using a cryptic species of the free-
living nematode Litoditis marina as a model organism for short-term tests. Its easiness of
cultivation, short generation time, high fecundity and besides being able to live in estuarine
regions with salinity variation, make L. marina a suitable biomodel to evaluate possible effects
derived from the interaction salinity-atrazine. Four different salinities (15, 20, 25 and 30)
combined together with five different concentrations of atrazine (0.2; 1.0; 2.0; 10 and 20 mg/L)
were on L. marina Pmll to evaluate whether the effects of this interactions enhance or reduces
the lethal toxicity of the herbicide over 5 days of exposure. Four replicates were prepared for
each atrazine concentration and for the control. Mortality as a function of exposure time was
plotted for different concentrations of atrazine; and to determine whether different lethal
concentrations of atrazine significantly affected nematode mortality, nonparametric Permanova
analysis was performed. In addition, probit analysis was used to estimate LC20 and LC50. As
a result, the values of lethal concentrations of atrazine for the nematode L. marina Pmll were
significantly dependent on exposure time, salinity and the interaction of these two factors. The
LC50 of the atrazine herbicide for L. marina Pmll in 120 h of exposure at salinity 15 was 0.66
+ 0.01 mg/L, being 10.4 times lower than the LC50 of 120 h at salinity 30 (6.88 + 0.64 mg/L);
the CL20 of atrazine for L. marina Pmll in 120 h of exposure at salinity 15 was 0.15 + 0.02
mg/L, being 9.2 times lower than the CL20 of 120 h at salinity 30 (1.39 + 0.20 mg/L). It was
concluded that atrazine had greater toxicity at lower salinity (15), causing a detrimental effect
on the survival of L. marina Pmll. Our results as observed in other studies, indicate a possible
environmental buffering effect in seas and oceans for different types of the contaminants, due
to the presence of a complexity of salts, not being like that in estuarine environments with lower

salinity.

Keywords: Herbicide; Ecotoxicology; Nematode; Toxicity; Mortality.
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3.2.1 Introducéo

Em funcdo do modelo de agricultura adotado por diversos lugares como paises do
continente Americano (Estados Unidos, Brasil e Argentina) o uso de agrotoxicos tornou-se
intensivo e amplamente difundido, trazendo dessa forma inimeros problemas de contaminagéo
ao meio ambiente e aos organismos de diferentes niveis tréficos. Em relacdo a contaminacéao
de ambientes aquaticos, a agricultura é apontada como sendo um dos maiores contribuidores da
causa, onde inimeros produtos quimicos sao langados nesses ambientes (ONGLEY, 1996). Os
mais relevantes contaminantes de origem agricola sdo os residuos de fertilizantes e os
agrotoxicos (ARIAS et al., 2007). Dentre os agrotdxicos existentes, a atrazina é comumente
utilizada em diferentes tipos de plantagdes como: sorgo, milho, café, cacau e cana-de-acgucar,
sendo frequentemente pulverizada nas folhas. Por meio da propria aplicacdo do composto ou
atraves dos meios de irrigacdo e precipitacdes das chuvas, o herbicida atrazina acaba chegando
ao solo e além disso pode culminar contaminando rios, mares, estuarios e consequentemente
causar efeitos toxicos em diferentes niveis da fauna (DO CARMO et al., 2013; SINGH et al.,
2018; DESTRO et al., 2021; DIONNE et al., 2021; HUANG et al., 2021; JIANG et al., 2021).

A atrazina possui baixo valor de Koc (BARANOWSKA et al., 2008) e por esse motivo
este herbicida acaba alcancando facilmente os lencois freaticos através da lixiviacdo. A atrazina
apresenta também um alto potencial de escoamento superficial, ou seja, é facilmente carreada
do solo pelas 4guas, chegando a atingir rios, mares e estuarios, sendo 0s estuarios ecossistemas
que abrigam uma grande biodiversidade que pode ser comprometida pelo contaminante
(MEDEIRQS, 2017; BRAIN; ANDERSON; HANSON, 2021a; TRIASSI et al., 2022). Brain,
Anderson e Hanson (2021b) buscaram contribuir com dados adicionais de toxicidade de
atrazina em invertebrados usando as espécies modelo: ostra oriental Crassostrea virginica e
camardo Americamysis bahia. Esses autores investigaram os efeitos letais na sobrevivéncia e
crescimento da ostra oriental, e os efeitos letais e subletais na sobrevivéncia, reproducdo e
crescimento do camardo. Como resultado, nenhuma mortalidade de ostras foi observada ap6s
96 h de exposicdo a concentracdo de 17 mg/L, mas o crescimento da concha foi reduzido em
0,55% a 16% em tratamentos de 1,0; 9,2 e 17 mg/L. Ja no camardo, foi observado taxas de
mortalidade de 5 a 70% em um periodo de 96 h nos tratamentos de 1,7; 2,4; 3,6 e 6,4 mg/L, a
CL50 (96 h) foi de 5,4 mg/L. Em um experimento de seis semanas a atrazina demonstrou ser
altamente toxica para o Oligochaeta Enchytraeus albidus, sendo obtido uma CL50 e CE50 nos
valores de 12 mg/kg de solo e 2 mg/kg de solo, respectivamente (NOVAIS; SOARES;
AMORIM, 2010).
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A toxicidade de um composto quimico depende de fatores como: tempo de exposicao,
da concentracédo, da suscetibilidade do organismo, das caracteristicas quimicas do agente e de
fatores ambientais, como salinidade, temperatura, pH, teor de oxigénio dissolvido na &gua, entre
outros (BRADLEY; SPRAGUE, 1985a, 1985h; TOMITA; BEYRUTH, 2002; COSTA et al.,
2008). A salinidade € um dos fatores abioticos que podem alterar os efeitos da toxicidade de
contaminantes nos organismos. Uma pesquisa utilizando nauplios do copépode Eurytemora
affinis, mostrou que a toxicidade da atrazina aumentou com a diminuic¢do da salinidade. Em 96
h, os valores letais obtidos foram de 0,5; 2,6 e 13,2 mg/L, nas salinidades de 5, 15 e 25,
respectivamente (HALL et al., 1994). Todavia uma maior exposi¢do (8 dias), utilizando a
mesma espécie de copépode nas salinidades de 5, 15 e 25, os valores subletais obtidos foram
de 14,6; 20,9 e 5,01 mg/L, respectivamente (HALL et al., 1995b).

Diferentes organismos podem ser utilizados como biomodelos para avaliar niveis de
contaminagdo ambiental. Os nematoides em particular, sdo considerados bons indicadores de
contaminagdo por possuir caracteristicas como: grande abundancia de individuos, elevada
diversidade de taxa e curto tempo de geracdo (FLEEGER; CHANDLER, 1983; KENNEDY;
JACOBY, 1999). O nematoide de vida-livre Litoditis marina, que pertence a familia
Rhabditidae, consiste em pelo menos dez espécies cripticas (DERYCKE et al., 2008;
SUDHAUS, 2011), trés das quais (Pml, Pmll e Pmlll) frequentemente sdo encontradas em
algas marinhas, arquipélagos e dep0sitos na zona costeira da Bélgica e Holanda (DERY CKE et
al., 2005). Além do mais o género Litoditis tem distribuicdo cosmopolita e ampla utilizacdo em
experimentos laboratoriais (FRANCOLINO et al., 2021; XIE; ZHANG; ZHANG, 2021), e na
Familia Rhabditidae esta incluso a espécie Caenorhabditis elegans que é considerada o
metazoario mais utilizado em modelos experimentais na modernidade (HOSS;
SCHLOTTMANN; TRAUNSPURGER, 2011; HOSS et al., 2012; HEATON et al., 2022).

Essa espécie de nematoide marinho € considerada adequada para ser utilizada em testes
ecotoxicologicos (MONTEIRO et al., 2018a), além disso também conseguem viver em regifes
estuarinas que apresentam variacdo de salinidade, onde este fator abidtico oscila de acordo com
a maré dos oceanos nesses habitats (MIRANDA; CASTRO; KJERFVE, 2002). Litoditis marina
Pmll suporta variacfes de salinidade (DE MEESTER et al., 2015), portanto, juntando essa
caracteristica com o fato de ser um biomodelo adequado para ser utilizado em testes
ecotoxicoldgicos, e sabendo que a salinidade € um fator abiotico que interfere nas moléculas de

compostos quimicos, entdo L. marina Pmll foi selecionada para testar os efeitos letais da
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atrazina sob influéncia de diferentes salinidades, observando se os efeitos téxicos do herbicida

serdo influenciados pela variacao de salinidade.

3.2.2 Materiais e métodos

3.2.2.1 Cultivo de L. marina Pmll

As culturas inicias de laboratério da espécie L. marina Pmll, foi estabelecida a partir de
espécimes coletados em macroalgas que estavam em estado de decomposicao na costa belga na
regido de Blankenberge (51°19'14.0" N, 3°08'22.7" E). As culturas iniciais continham vérias
cepas bacterianas nédo identificadas que provavelmente tem origem proveniente do habitat do
nematoide e que servem como alimento (cultura agnobidtica). O meio de cultura consistiu de
uma mistura de bacto-agar e agar nutriente (proporcao B:N de 4:1) na concentracdo final de
1%, preparado em agua do mar artificial (ASW) com salinidade de 25 (MOENS; VINCX,
1998). O pH do &gar foi tamponado a 7,5 - 8,0 usando TRIS-HCI a uma concentragdo final de
0,005 mol/L. Placas de Petri Lisa em poliestireno com medidas de 90 x 15 mm foram
preenchidas com 12 mL do meio de cultura. Nos meios de culturas iniciais e subsequentes,
como alimento aos nematoides foram adicionados ao meio de cultivo 50 pL de uma suspensao
bacteriana de E. coli K12 com densidade celular de 3 x 10%/mL, pois essa concentragdo dispde
melhores condi¢cfes para o crescimento populacional dos nematoides (DOS SANTOS et al.,
2008). Cada placa de Petri foi selada com ParaFilm e armazenada em uma incubadora a 18 °C
(variacdo: 17 a 19 °C) no escuro. Posteriormente subculturas (culturas subsequentes) foram
preparadas a cada 15 dias pela transferéncia de cinco machos e cinco fémeas (adultos) para cada

nova placa de Petri.
3.2.2.2 Preparacdo das concentracdes de atrazina

O herbicida Herbitrin 500 BR (ADAMA Br S/A), que contém 500.000 mg/L do
principio ativo (atrazina), foi usado nos testes de toxicidade. Uma solucéo estoque concentrada
no valor de 50.000 mg/L foi preparada em agua destilada, e posteriormente dilui¢bes seriadas
foram realizadas para preparar cinco concentracdes que foram utilizadas no teste de letalidade,
variando de 10 a 1.000 mg/L. Quando 0,1 mL destas concentra¢cdes foram homogeneizadas com
4,9 mL de agar, as concentrac@es finais obtidas nas placas de Petri para o teste letal variaram
de 0,2 a 20 mg/L.
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3.2.2.3 Avaliagéo dos efeitos letais da atrazina

Os nematoides foram expostos a concentracdes de atrazina nos valores de 0,2; 1,0; 2,0;
10 e 20 mg/L, que foram escolhidas para abranger uma faixa de efeito entre 0% a 100% de
mortalidade (SOLOMON et al., 1996). O experimento foi realizado em placas de Petri (60 x
15 mm) na qual foram identificadas e tracejadas no fundo para facilitar a contagem dos
individuos; posteriormente foram adicionados 5 mL do meio bacto-agar estéril 1% com valores
de pH iguais aos do meio de cultura (variando apenas os valores de salinidades dos agares
utilizados, sendo esses de 15, 20, 25 e 30) para os tratamentos sem adi¢do da atrazina, além
disso foi realizada a adicdo de colesterol liquiform (100 pg/L) ao bacto-agar apOs ser
esterilizado, pois nematoides sdo incapazes de sintetizar esteroides quando sua Unica fonte de
alimento sdo bactérias (VANFLETEREN, 1980). Ja os tratamentos de interacdo do herbicida
atrazina com as diferentes salinidades, o procedimento foi realizado de forma similar ao citado
anteriormente, a diferenca foi que um volume de 0,1 mL das respectivas solugdes de atrazina

foi completamente misturado com 4,9 mL do meio bacto-agar.

Quatro réplicas foram preparadas para cada concentracdo de atrazina e para o controle.
Como fonte suplementar de alimento, E. coli K12 foi adicionado nas placas ap0s o agar ter
solidificado e os nematoides terem sido inoculados. Nao foram feitas mais adi¢Ges alimentares
de bactéria durante as incubacdes/exposicdes experimentais. Embora seja incomum adicionar
alimentos em testes letais, existem essencialmente duas rotas principais na qual os nematoides
absorvem os poluentes que é através da ingestdo e da cuticula (HOWELL, 1983; HOSS;
SCHLOTTMANN; TRAUNSPURGER, 2011; SAVOLY et al., 2013), portanto foi decidido
incluir ambos nesse ensaio. A ingestdo dos nematoides muitas vezes requer um estimulo na
forma de particulas alimentares adequadas (PAPE et al., 2013; MONTEIRO et al., 2014), e é

por isso que foi escolhido adicionar comida nos ensaios de efeito letal.

Adultos méveis (50 = 2) de L. marina Pmll foram aleatoriamente (sem distingdo de
género) colhidos de culturas de estoque, lavados uma vez em ASW com suas respectivas
salinidades que seriam avaliadas (15, 20, 25 e 30) e posteriormente foram inoculados nas placas
experimentais. Nematoides vivos e mortos foram quantificados a cada 24 h por um periodo de
5 dias sob um estereomicroscépio. A duracdo experimental de 5 dias foi realizada com o
objetivo de observar a mortalidade durante um periodo gestacional, sendo o maior tempo
possivel de experimentacdo sem auto geragdo de adultos da F1, ou seja, o fato de que apos 5

dias os primeiros individuos que nasceram dentro das placas experimentais comecariam a se
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tornar adultos. Portanto, em incuba¢des de mais de 5 dias seria impossivel reconhecer 0s

animais de teste que foram inoculados inicialmente nas placas.

3.2.2.4 Analises estatisticas

A anélise probit é um método para analisar dados de sensibilidade (BLISS, 1934, 1935;
FINNEY, 1952), e foi feita no Microsoft Excel 2016 para estimar a concentragdo de atrazina
que causou letalidade de 20% e 50% da populacdo (CL20 e CL50, respectivamente) (GAD,
2014) durante o tempo total experimental de 5 dias. Previamente, os valores de mortalidade
foram corrigidos utilizando a formula de Abbott (1925), sendo essa descrita como: Mc (%) =
%Mo - %Mt x 100 / 100 - %Mt, onde Mc é a mortalidade corrigida, Mo é a mortalidade
observada e Mt é a mortalidade no controle. Posteriormente, os valores do Probit como eixo y
e 0 Log de 10 das concentragdes de atrazina como eixo x € ultilizado na equagéo Y = Ax + B,
onde Y € o probit de 20% ou 50% de letalidade, A € a intercepcao e B € a inclinagdo, com isso
o0 valor de x da equacdo € achado e o antilog de x expressaré o resultado da CL20 ou CL50. Os
valores da CL20 e CL50 expressos na sec¢do de resultados s@o os valores médios obtidos nas
repeticdes experimentais. Este processo foi realizado para todos os tratamentos das diferentes
salinidades. Para determinar se as diferentes salinidades afetaram significativamente a
mortalidade dos nematoides causada pela atrazina, foi realizado a analise ndo parameétrica
univariada Permanova de medidas repetidas no software PRIMER 6 + PERMANOVA Add on,
seguindo o desenho experimental split plot ANOVA, onde o fator réplica foi adicionado como
variavel randémica devido ao seu carater dependente em relacdo as variaveis Salinidade e
Tempo. Todas as analises onde o numero de permutacfes possiveis foram inferiores a 50
permutacdes foi utilizado o fator de correcdo de Monte Carlo (MC). A figura de mortalidade
em funcdo do tempo de exposicdo (Figura 9) foi plotada para as diferentes concentracdes de

atrazina usando o programa Sigmaplot V.12.5.

3.2.3 Resultados
3.2.3.1 Mortalidade de Litoditis marina Pmll perante exposicdo de diferentes tratamentos

salinos

No quadro 2 é possivel observar que os diferentes tratamentos ndo causaram valores
altos de mortalidade nos individuos adultos de Litoditis marina Pmll, e ndo houve diferenga
significativa entre os tratamentos salinos (Pseudo-F > 2,35; p > 0,09), quando comparados com

a salinidade de 25 que € a média usada nas culturas da espécie em questdo. Também ndo houve
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diferenca significativa na interacdo do tempo com os tratamentos salinos (Pseudo-F > 5,88; p
>0,99). Nos primeiros dois dias de exposicdo ndo houve mortalidade de nematoides em nenhum
dos tratamentos, comegando a ocorrer mortalidade em todos os tratamentos a partir do terceiro
dia experimental com valores de mortalidade média entre 0,50 a 1,00 (valores em porcentagem:
1% a 2%). No quinto dia de exposigdo os valores de mortalidade obtidos ficaram entre 3 a 3,75

individuos mortos em média (valores em porcentagem: 6% a 7,5%).

Quadro 2 — Mortalidade média de nematoides (média + desvio padrdo de quatro repeti¢Bes por tratamento) apds
a exposicao de Litoditis marina Pmll a diferentes salinidades ao longo de 5 dias.

SALINIDADE 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
15 0 0 1,00+0,81 2,00+0,81 3,50 £ 0,57
20 0 0 0,50 £ 0,57 1,50 £ 0,57 3,00+ 0,81
25 0 0 1,00+0,81 2,25+0,95 3,75+ 0,50
30 0 0 0,50 £ 0,57 1,75+ 0,50 3,25+ 0,50

3.2.3.2 Mortalidade de Litoditis marina Pmll perante exposic¢ao da atrazina com interagédo de

diferentes salinidades

Na figura 9 € possivel observar que a menor concentracéo testada de atrazina (0,2 mg/L)
na menor salinidade (15) atingiu um valor méximo de mortalidade igual a 38,5% apds o final
do tempo experimental (5 dias), no mesmo periodo de tempo as demais salinidades obtiveram
valores de mortalidades inferiores a 24%. Neste mesmo tempo experimental também é notado
o0 contraste do efeito da atrazina (Pseudo-F = 636,54; p = 0,001), onde a menor salinidade de
15 na concentracdo de 0,2 mg/L alcancou valores 1,63; 2,56 e 3,85 vezes a mais no efeito da
mortalidade dos nematoides (todos diferiram significativamente p (MC) = 0,001) quando
comparado com as salinidades de 20, 25 e 30 respectivamente. Na maior concentracdo de
atrazina (20 mg/L), a mortalidade no final do tempo experimental apresentou valores de 100%;
94,5%; 88,5% e 71,5% nas salinidades de 15, 20, 25 e 30 respectivamente, ou seja, a salinidade
de 15 alcancou valores de 1,05; 1,12 e 1,39 vezes a mais no efeito da mortalidade nos
nematoides (todos diferiram significativamente p (MC) < 0,003) do que as salinidades de 20,

25 e 30 respectivamente.
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Figura 9 — Mortalidade média de nematoides (média + desvio padréo de quatro repeti¢des por tratamento) apds a
exposicdo de Litoditis marina Pmll a diferentes concentraces de atrazina e salinidades, em funcdo do tempo de
exposicdo. (A) Salinidade 15, (B) Salinidade 20, (C) Salinidade 25, (D) Salinidade 30.
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3.2.3.3 Letalidade da atrazina com a interacdo do fator salinidade para o nematoide Litoditis

marina Pmll

Os valores das concentracdes letais da atrazina para 0 nematoide Litoditis marina Pmil,

tanto para CL20 quanto para a CL50, foram significativamente dependentes do: tempo de
exposicdo (Pseudo-F > 736,53; p < 0,001), da salinidade (Pseudo-F > 220,75; p < 0,001) e da

interacdo desses dois fatores (Pseudo-F > 51,79; p < 0,001).

Em relacdo as salinidades, a CL20 do herbicida atrazina para nematoides adultos de

Litoditis marina Pmll no final do tempo experimental na menor salinidade (15) foi de 0,15 £
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0,02 mg/L, sendo este valor 2,2; 4,9 e 9,2 vezes menor (todos diferiram significativamente p =
0,0001) do que as salinidades 20, 25 e 30 respectivamente. A maior salinidade testada (30)
obteve uma CL20 de 33,27 £ 2,99 mg/L em 24 h de exposi¢do, sendo este valor 1,4; 1,6 e 16,6
vezes maior (todos diferiram significativamente p = 0,0001) que a CL20 das salinidades 25, 20

e 15 respectivamente (Quadro 3).

Em relagdo ao tempo, a CL20 da atrazina para nematoides adultos de Litoditis marina
Pmll na salinidade 15 no primeiro dia de exposicdo (24 h) foi de 2,00 = 0,27 mg/L, sendo este
valor 2,77; 5,40; 7,40 e 13,33 vezes maior (todos diferiram significativamente p (MC) <0,0003)
do que a CL20 de 48, 72, 96 e 120 h respectivamente. J& na salinidade 30 o valor da CL20 no
inicio do tempo experimental (24 h) foi de 33,27 + 2,99 mg/L, sendo este valor 2,65; 7,42;
14,34 e 23,93 vezes maior (todos diferiram significativamente p (MC) = 0,0001) do que a CL20
de 48, 72, 96 e 120 h respectivamente (Quadro 3).

N&o houve diferenca estatistica significativa na CL20 entre os tempos 72 h e 96 h na
salinidade 25 (p (MC) > 0,1), tambem ndo houve diferenca significativa entre as salinidades 25
e30em48h (p (MC) >0,7) e em 72 h nessas mesmas salinidades (p (MC) > 0,05).

Quadro 3 — Concentragdes de efeito letal do herbicida atrazina que causou mortalidade de 20% (CL20 — mg/L)
em Litoditis marina Pmll. Os dados sdo médias + desvio padrdo de quatro repetices por tratamento.

SALINIDADE 24h 48 h 72h 96 h 120 h
15 2,00+0,27 0,72+0,12 0,37+0,02 0,27+0,04 0,15+0,02
20 20,63 +0,52 7,08+2,31 1,00 +0,17 0,47 +0,08 0,34 £0,02
25 23,62+ 1,72 11,98 +2,73 2,26 +0,77 1,47 +0,39 0,74+0,12
30 33,27 +2,99 12,54+ 0,70 4,48 +1,68 2,32+0,41 1,39+0,20

Em relacdo as salinidades, a CL50 do herbicida atrazina para nematoides adultos de
Litoditis marina Pmll no final do tempo experimental na salinidade 15 foi de 0,66 + 0,01 mg/L,
sendo 10,4 vezes menor do que a CL50 da salinidade 30; 5,3 vezes menor que a salinidade 25
e 2,8 vezes menor gue a salinidade 20 (todos diferiram significativamente p = 0,0001). A maior
salinidade testada (30) obteve uma CL50 de 100,22 + 5,65 mg/L em 24 h de exposicdo, sendo
este valor 1,4 vezes maior que a CL50 da salinidade 25; 1,7 vezes maior que a CL50 da
salinidade 20 e 2,9 vezes maior que a CL50 da salinidade 15 (todos diferiram significativamente
p = 0,0001) (Quadro 4).
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Em relacdo ao tempo, a CL50 da atrazina para nematoides adultos de Litoditis marina
Pmll na salinidade 15 em 24 h de exposicao foi de 33,78 £ 4,48 mg/L, sendo este valor 1,5;
6,96; 19 e 51,1 vezes maior (todos diferiram significativamente p (MC) < 0,0021) do que a
CL50 de 48, 72, 96 e 120 h respectivamente. Ja na salinidade 30 o valor da CL50 em 24 h de
exposicédo foi de 100,22 £ 5,65 mg/L, sendo este valor 2,13; 4,55; 5,75 e 14,5 vezes maior
(todos diferiram significativamente p (MC) = 0,0001) do que a CL50 de 48, 72, 96 e 120 h

respectivamente (Quadro 4).

Quadro 4 — Concentrag@es de efeito letal do herbicida atrazina que causou mortalidade de 50% (CL50 — mg/L)
em Litoditis marina Pmll. Os dados sdo médias + desvio padréo de quatro repeticGes por tratamento. As diferencas
significativas foram marcadas com letras mindsculas e mailsculas para os testes principais do PERMANOVA
para Salinidade e Tempo respectivamente. O asterisco indica que houve diferenca significativa nas comparagdes
entre os pares da interacdo entre salinidade e tempo.

SALINIDADE 24h (A 481 (B) 72h () 96 h (D) 120 h (E)
15 (a) 33,78+ 4,48% | 22,40+ 1,35% 4,85 + 0,52* 1,77+0,22* | 0,66+ 0,01%
20 (b) 56,20 £0,75% | 30,03 £ 1,33* 14,72 +1,30* 6,53+0,36* | 1,84+0,18%
25 (C) 71,33+898* | 33,38+0,84% 17,04+0,06 | 10,00 +0,42* | 3,54 +0,29%
30 (d) 100,22 +5,65% | 46,84 + 1,50* 2202+296% | 17,41+1,19% | 6,88+0,64*

3.2.4 Discussao

Por tratar-se de um herbicida seletivo, a atrazina afeta de modo mais forte o organismo
especifico que sdo as ervas daninhas, porém acaba afetando também uma diversidade de
organismos ndo-alvo. Ademais a atrazina € muito utilizada em diferentes tipos de plantacGes
por ser um dos herbicidas mais eficazes e baratos do mundo, consequentemente € usado com
maior frequéncia do que qualquer outro herbicida e por possuir um elevado potencial de
contaminacdo, lixiviacdo e escoamento superficial, os riscos desse herbicida afetar os
organismos aquaticos se torna eminente (SIGUA; ISENSEE; SADEGHI, 1993; GRAYMORE;
STAGNITTI; ALLINSON, 2001; JABLONOWSKI; SCHAFFERAND; BURAUEL, 2011;
SUN et al., 2019; ALMASI et al., 2020). Além disso, a taxa de consumo mundial da atrazina é
estimada entre 70 a 90 milhdes de quilos por ano (DERAKHSHAN et al., 2016; HOU et al.,
2017; SINGH et al., 2018), pois repetitivas aplicacbes sdo realizadas nos campos de cultivo
(NWANI et al., 2010; SINGH et al., 2018). S&o diversas formas pelas quais a atrazina pode
entrar em contato com os ambientes, entre elas estdo o transporte atmosférico, a pulverizacdo e
escoamentos no solo (GALOPPO et al., 2020), isto faz com que o herbicida alcance os lengois

fredticos e consequentemente cause contaminagdo de uma gama de espécies (DE
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ALBUQUERQUE et al., 2020). O tempo de meia vida da atrazina no solo é de 30 a 400 dias
(BOOPATHY, 2017), em sedimentos estuarinos fica em torno de 15 a 20 dias (JONES et al.,
1982), enquanto na agua esse tempo é estimado entre 100 (HOU et al., 2017) a 742 dias (por
causa de sua alta mobilidade e persisténcia nesse meio) e isso pode acabar causando maiores
implicagdes aos organismos aquaticos (ATSDR, 2003; SASS; COLANGELO, 2006).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) relatou que o nivel
maximo permitido de atrazina em agua é de 3 pg/L ou 0,003 mg/L, pois concentracbes
ambientalmente relevantes desse herbicida apresentaram toxicidade para membros pertencentes
a base da cadeia tréfica (FLOOD; BURKHOLDER; COPE, 2018; SUN et al., 2020) e também
causaram danos a diferentes tipos de organismos (CHENG et al., 2020; DESTRO et al., 2021).
Outras pesquisas tem encontrado concentracfes de atrazina nos ambientes aquaticos brasileiros
acima dos niveis permitidos pelo governo do pais (maximo permitido em corpos d’agua de 2
Mg/l ou 0,002 mg/L) (LANCHOTE; BONATO, 2000; DORES et al., 2006); valores vinte
vezes maiores do que o permitido foram encontrados em aguas superficiais e em bacias
hidrogréaficas proximo de areas agricolas, concentraces cem vezes maiores do nivel permitido
foram observadas em riachos, e concentracGes até mil vezes maiores que o permitido foram
encontrados em pocos de agua em locais de agricultura (ARMAS et al., 2007; DOS SANTOS
etal., 2015; PEREZ-IGLESIAS, 2015; PEREZ-IGLESIAS et al., 2019). Além disso, a atrazina
pode ser transportada por mais de 1.000 quildémetros do local de aplicacdo através das chuvas
ou escoamento, portanto ja foi detectada em areas remotas onde o composto nunca foi utilizado
(ROHR; MCCOY, 2010).

Sabendo desses limites impostos por agéncias ambientais para deteccdo do herbicida
atrazina nos ambientes, conhecendo o fato da atrazina ser um composto que foi banido em
diversos paises (GLAESNER et al., 2014; VONBERG et al., 2014; WHITE, 2016) e mesmo
assim ainda é frequentemente usado na agricultura de muitos paises (ACKERMAN; WHITED;
KNIGHT, 2014; PAN, 2019; ASSAD; RESHI; RASHID, 2020), além disso seus
metabolitos/residuos tem potencial de persistirem em campos e aguas superficiais por muitos
anos (BETHSASS; COLANGELO, 2013; NOUSIAINEN et al. 2015). E compreendendo que
um dos objetivos das politicas ambientais trata da conservacdo e manejo de areas que
proporcionem condigdes adequadas de vida para uma grande diversidade de espécies. Devido
a estes fatos citados anteriormente, neste trabalho foi escolhido usar os nematoides como
bioindicadores potencialmente Uteis para definir prioridades de manejo em habitats que sdo

importantes para varios organismos (FRANCOLINO et al., 2021), pois 0S mesmos reagem
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rapidamente as perturbagdes ambientais pelo fato de possuirem todo ciclo de vida em contato
direto com os sedimentos e substratos, refletindo assim os impactos que atuam sobre 0s
ecossistemas no qual habitam (BONGERS; FERRIS, 1999).

3.2.4.1 Mortalidade de Litoditis marina Pmll expostos a diferentes salinidades e suas

interacGes com o herbicida atrazina

A alteracdo da salinidade em ambientes estuarinos devido ao aumento do nivel do mar
e alteracGes nos padrbes de precipitacdo como consequéncia das mudancas climaticas, tem o
potencial de influenciar as interacdes dos poluentes aquéaticos, bem como alterar sua toxicidade
(DELORENZO, 2015; KIBRIA et al., 2021). Do ponto de vista das propriedades quimicas, a
concentracdo ibnica pode aumentar o coeficiente de particdo octanol/agua e assim diminuir a
solubilidade de um composto em agua (SARANJAMPOUR; VEBROSKY; ARMBRUST,
2017). Biologicamente, a fisiologia dos organismos acaba sendo alterada em diferentes
salinidades. Esses fatos destacam a necessidade de compreender a influéncia da salinidade na
toxicidade de contaminantes ao avaliar o risco para diversas espécies aquaticas (ROSENBERG;
COSTLOW, 1976; MIDDAUGH; FLOYD, 1978; KWOK; LEUNG, 2005; VALENCIA-
CASTANEDA et al., 2018; HUTTON et al., 2021), o que leva a importancia da realizacio
deste trabalho. Ademais, muitos estudos feitos em laboratério nos quais abordam os efeitos dos
compostos quimicos sobre os organismos, se baseiam em experimentos de curto prazo por
demonstrarem repostas rapidas as alteracdes ambientais, como por exemplo: poluicéo e efeitos
de variacGes na salinidade (FERNANDEZ; JONES, 1990b; RUSSO; LAGADIC, 2004,
LAWTON et al., 2006; ACHIORNO; VILLALOBOS; FERRARI, 2008; GUSTAFSON;
BELDEN; BOLEK, 2015; BRAIN et al., 2018; MANSANO et al., 2018; FRANCOLINO et
al., 2021; LAMMERTYN et al., 2021), assim como foi realizado no atual estudo.

O impacto dos agrotoxicos e da interacdo dos mesmos com outros fatores ambientais
(pH, radiacdo solar, salinidade, temperatura) podem agravar a letalidade desses compostos,
principalmente em individuos que passam por um longo tempo de exposicdo e em espécies que
exibem caracteres morfolégicos e comportamentais especificos (RELYEA, 2005). Estudos
realizados com o herbicida atrazina em diferentes salinidades, mostraram que esse fator ndo
influenciou na degradacdo da mesma (HALL JR et al., 1992; FORTIN et al., 2008), ponto
relevante para o presente trabalho, no qual a atrazina foi testada em combina¢do com
diferentes salinidades, onde estas variaram de 15 a 30. Além disso, é esperado que o fator de

biodisponibilidade também néo seja influenciado pela salinidade, uma vez que exista uma
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pequena diferenca aritmética na energia de interacdo que € produzida pela mudanca
geométrica na concentragdo molar do sal (KOSOWER, 1968; HALL JR; ANDERSON;
AILSTOCK, 1997). Experimentos conduzidos entre 128 e 130 dias de duragdo foram feitos
para determinar a influéncia da salinidade na perda de atrazina da coluna d'agua, como resultado
a atrazina nao exibiu uma perda significativa ap6s 128 dias em nenhuma das condicdes de teste
(concentracGes de atrazina variando de 0,005 a 5 mg/L e salinidades entre 5 a 35) (HALL et al.,
1995a). Entdo, caso as concentragfes de atrazina sejam testadas no mesmo valor em diferentes
salinidades, ndo havera grandes perdas da atrazina. Ou seja, 0 potencial toxico da atrazina nos
organismos quando avaliados em diferentes salinidades, pode ter associagdo molecular ou
relagdo com a fisiologia do animal, no qual pode acabar absorvendo (causando implicagdes
ao organismo) ou mitigando a toxicidade do contaminante (WIEGAND et al., 2001), e ndo
ter relacdo com a biodisponibilidade do composto nos ambientes (HALL JR et al., 1992;
HALL JR; ANDERSON; AILSTOCK, 1997).

Foi relatado que a salinidade influencia a solubilidade em agua de produtos quimicos
organicos que entram nos ecossistemas marinhos (LAWTON et al., 2006). No entanto, poucos
estudos estdo disponiveis na literatura sobre os impactos da influéncia da salinidade para
produtos quimicos como a atrazina, que podem culminar chegando na agua do mar e afetar os
seres vivos presentes nesse ambiente. Em um trabalho, os pesticidas atrazina, fipronil, bifentrina
e cipermetrina, bem como o constituinte do petréleo bruto dibenzotiofeno, juntamente com trés
de seus derivados, foram selecionados como compostos modelo para demonstrar o impacto da
salinidade na solubilidade e coeficiente de particdo Kow, onde este é a razdo entre as
concentracdes dos solutos agua e octanol. O coeficiente de particdo octanol/agua foi medido
em &gua destilada-desionizada e agua do mar artificial. Todos 0s compostos tiveram
solubilidade diminuida e valores de Kow aumentados em agua do mar artificial em comparacéo
com agua destilada-desionizada, ou seja, a salinidade aparenta diminuir a solubilidade em agua
e aumentar o coeficiente de particdo desses compostos examinados (SARANJAMPOUR,;
VEBROSKY:; ARMBRUST, 2017). A vista disso, no presente estudo as moléculas da atrazina
podem terem tido mais afinidade com as moléculas de lipideos presentes no organismo L.
marina Pmll devido a variacdo da salinidade, e através disso ter ocasionado o fato da maior

mortalidade ser observada nos tratamentos com menor salinidade.

A toxicidade da mistura de dois pesticidas sendo eles clorpirifés e DDT, foram testados

no Copépode Microarthridion littorale sob trés salinidades, como resultado foi observado
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interacdo significativa no efeito dos pesticidas com interacdo da salinidade na sobrevivéncia
dos copépodes apds 24 h; a maior toxicidade foi observada na menor salinidade (3) que
apresentou apenas 4,05% de sobrevivéncia dos individuos (STATON et al., 2002). Juvenis da
agua-viva Cassiopea sp. foram expostos a trés concentracdes de atrazina (0,00001; 0,002 e 0,02
mg/L) e trés niveis de salinidade (17, 25 e 35). As medusas que foram expostas a combinacéo
de alta atrazina e menor salinidade morreram, mostrando um efeito prejudicial maior da atrazina
para essa espécie na menor salinidade (KLEIN; PITT; CARROLL, 2016), assim como foi
observado nos resultados do presente estudo, onde nematoides adultos de Litoditis marina Pmll
apresentaram maior valor de mortalidade perante o herbicida atrazina na menor salinidade
avaliada (Figura 9A), e menor valor de mortalidade na maior salinidade (Figura 9D). Ja nos
tratamentos somente com variacao da salinidade sem adicdo da atrazina no presente estudo,
ndo houve diferencgas significativas entre os tratamentos, ou seja, as diferentes salinidades
avaliadas ndo causaram valores significativos de mortalidade em nematoides adultos de L.
marina Pmll (Quadro 2), semelhante ao estudo realizado por De Mesteer et al. (2015), no
qual diferentes salinidades (15 e 25) nao afetaram os parametros da espécie criptica L. marina
Pmil, sendo estes: desenvolvimento populacional em um periodo de 5 dias, tempo minimo de

desenvolvimento juvenil e fecundidade instantanea.

3.2.4.2 Letalidade do herbicida atrazina com interacdo do fator salinidade para o nematoide

Litoditis marina Pml|

Os testes de toxicidade e a determinacédo da faixa de sensibilidade dos organismos-teste
sdo realizados por vérias raz6es, porém o principal objetivo é gerar dados com intuito de prever
os efeitos que as substancias quimicas e efluentes complexos podem provocar nos organismos
e nas comunidades como um todo (WINNER, 1988; LAITANO et al., 2006; WU et al., 2021).
A ecotoxicologia aquética investiga os efeitos dos compostos quimicos e xenobidticos sobre 0s
organismos aquaticos, tendo énfase nos efeitos adversos ou danosos. Inlmeros testes
ecotoxicologicos sdo realizados para mensurar as concentragdes e a duracdo da exposicdo dos
agentes quimicos, na qual podem vir a causar determinados efeitos nos organismos (RAND;
PETROCELLI, 1985).

Alguns trabalhos tem mostrado o efeito letal que o herbicida atrazina causa em
organimos aquaticos (FRANCOLINO et al., 2021). Estudo realizado com duas espécies de
copépodes expostos a atrazina obtiveram uma CL20 (96 h) de 2,65 mg/L para Robertsonia

propinqua e 10,6 mg/L para Quinquelaophonte sp. (STRINGER et al., 2012). Daphnia magna
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exposta a atrazina por um periodo de 24 h apresentou uma CL20 de 37,71 mg/L (LE et al.,
2017). Esses valores quando comparados com a CL20 da atrazina para L. marina Pmll, nos
respectivos tempos e em todas as salinidades avaliadas neste estudo (Quadro 3), € notado que
a espécie de nematoide foi mais sensivel a atrazina do que essas espécies de copépodes e
Cladocera.

Diferentes trabalhos mostram que a diminuicdo da salinidade aumenta a toxicidade de
diversos contaminantes, principalmente os metais pesados (HALL; ANDERSON, 1995;
DERYCKE et al., 2007). Trabalho realizado com o metal pesado Zinco mostrou que houve
uma reducdo significante do tempo médio de sobrevivéncia de adultos do Molusco Macoma
balthica em salinidades mais baixas. A CL50 (96 h) foi de 60, 180 e 250 mg/L a 15 °C nas
salinidades de 15, 25 e 35, respectivamente (BRYANT et al., 1985). Esse mesmo metal pesado
em combinacao com diferentes salinidades causou letalidade para juvenis do Polychaeta Nereis
diversicolor, ao final do estudo foi observado que a toxicidade maxima do contaminante
ocorreu em salinidades mais baixas, onde a CL50 (96 h) foi de 6, 16, 42 e 35 mg/L em
salinidades de 5, 10, 17,5 e 30, respectivamente (FERNANDEZ; JONES, 1990a). A salinidade
mais baixa (6,3) também aumentou a toxicidade do 6leo diesel para o bivalve marinho Mytilus
edulis (TEDENGREN; KAUTSKY, 1987).

Baixa salinidade (5 e 15) aumentou a toxicidade letal dos pesticidas dimetoato e
clorpirifos em pés-larvas e juvenis do camardo Litopenaeus vannamei (PAWAR et al., 2020);
essa mesma espécie de camardo quando exposta aos pesticidas Beta-cipermetrina e Acefatoem
salinidades de 5 e 20, mostraram ser mais sensiveis aos contaminantes em menor salinidade
(WANG et al.,, 2013). A salinidade também demonstrou influenciar a toxicidade de
dispersantes quimicos (Finasol e Corexit) em camarfes Palaemonetes pugio, com aumento da
toxicidade ocasionado pela baixa salinidade (DELORENZO et al., 2016). A toxicidade do
biocida Tributilestanho para larvas do caranguejo Uca pugilator também foi influenciada
negativamente pela diminuicdo da salinidade, onde a CL50 (48 h) na salinidade 30 foi de 1,4
mg/L; ja na menor salinidade (10) a CL50 (48 h) foi de 0,05 mg/L (WRIGHT; ROOSENBURG,
1982). Estudo feito com o intuito de determinar a influéncia de trés salinidades distintas (5, 15
e 25) sobre a toxicidade da atrazina para nauplios do copépode Eurytemora affinis, obteve como
resultados valores de CL50 (96 h) de 0,5 mg/L; 2,6 mg/L e 13,2 mg/L nas salinidades de 5, 15 e
25 respectivamente (HALL et al., 1994), ou seja, uma maior toxicidade letal da atrazina
encontrada na menor salinidade avaliada, corroborando com os resultados encontrados no atual
trabalho (Quadro 4).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0025326X21003982?casa_token=8f1uY2TiZCIAAAAA:-SEF6T74koxU8HjUSd--od7gIY_osnCzTMkbVwXPmoyPadchOyARiBGuK5kRbLm6VrG893oq6QYJ#bb0700
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Levando em consideracdo o controle laboratorial na qual a espécie é cultivada
(salinidade 25) como referencial (Figura 9C), e que os tratamentos com variagoes de salinidade
e auséncia de atrazina ndo causaram mortalidade significativa em L. marina Pmll (Quadro 2),
é possivel notar que a salinidade 30 causou um menor efeito toxico da atrazina sobre a
sobrevivéncia dos nematoides, onde possivelmente a salinidade aumentada dificultou a
absorcdo da atrazina para a espécie em questdo (BLANCHARD; GROSELL, 2005). Ja o
contrario foi observado quando a salinidade foi reduzida, na qual os tratamentos com menores
salinidades (15 e 20) aumentaram o efeito toxico letal da atrazina, causando maior mortalidade
nos nematoides adultos de L. marina Pmll (Quadro 3 e Quadro 4). Com isso, 0 pensamento de
haver sinergismo potencializador entre salinidade e atrazina foi descartado (presenca
simultanea dos dois fatores sobre o organismo, provocaria um efeito maior do que a soma de
seus efeitos isolados (OLIVEIRA, 1986; FOLT et al., 1999; TAO et al., 1999; SCHULER et
al., 2005; MEHLER; SCHULER; LYDY, 2008)), visto que quanto maior a presenca de
salinidade menor foi o efeito toxico da atrazina nesse estudo. Sendo assim, a presenca de alta
salinidade mostrou atenuar os efeitos letais da atrazina, esse equivale a um efeito inversamente
proporcional, pois quanto menor a salinidade maior foi a toxicidade do contaminante perante o

nematoide L. marina Pmll.

Isso gera um alerta, na qual a atencéo é focada em lugares como rios e estuarios, por
serem ambientes aquaticos que apresentam baixa salinidade e alguns deles encontrarem-se
proximos a lavouras que fazem o uso do herbicida atrazina, onde o0 escoamento desse composto
culmina sendo frequente e em maior quantidade, consequentemente maiores concentracdes sao
encontradas nesses locais (DAVIES; COOK; BARTON, 1994; ALBUQUERQUE et al., 2016)
e espécies acabam sendo afetadas (SOLOMON et al., 1996; WAN et al., 2006; FREITAS;
ROCHA, 2012; LU et al., 2012).

3.2.5 Conclusao

Na procura por espécies modelos apropriadas, as quais permitam testar diversos efeitos
causados por contaminantes em organismos bentdnicos marinhos; sua facilidade de cultivo,
curto tempo de geracdo e alta fecundidade, tornam as espécies do complexo criptico de Litoditis
marina candidatas adequadas para avaliar os impactos que ocorrem nos ambientes. Ademais, 0
presente trabalho fornece mais evidéncias de que o0s nematoides rabditideos ndo sédo
excepcionalmente tolerantes a contaminantes. Com base nos resultados deste estudo, tendo em

vista as concentracgdes letais (CL20 e CL50), L. marina Pmll apresentou ser mais sensivel a
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atrazina do que a maioria das outras espécies modelo de invertebrados aquaticos. Estas
concentragdes letais foram dependentes do tempo de exposicéo ao longo do experimento (120
h), da salinidade e da interag&o desses dois fatores. A maior toxicidade da atrazina foi observada
na menor salinidade (15), onde esta causou um efeito prejudicial sobre a sobrevivéncia do
nematoide L. marina Pmll, e o contrério foi observado na maior salinidade (30), na qual os
tratamentos dessa interacdo apresentaram menor toxicidade da atrazina. Os resultados deste
trabalho juntamente com outros resultados bibliograficos, podem indicar que devido a presencga
de uma complexidade de sais, 0s oceanos culminam sendo ambientes tamponadores para
diversos tipos de contaminantes, reduzindo a toxicidade dos mesmos. Porém, poucos trabalhos
sdo encontrados na literatura sobre a relacdo entre salinidade e atrazina e seus efeitos toxicos
sobre os organismos invertebrados; além disso, varios trabalhos demonstraram efeitos toxicos
da atrazina sobre diversas espécies, pois trata-se de um herbicida que apresenta um alto
potencial de lixiviacdo e escoamento superficial, o que caracteriza a sua capacidade de
contaminacdo de ambientes aquaticos e consequentemente podendo causar danos em
organismos ndo-alvo. Com isso o presente estudo sugere a elaboracdo de estudos posteriores,
para analisar os possiveis efeitos toxicos que a interagdo entre salinidade e atrazina podem

causar em diferentes espécies.
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4 CONCLUSAO

A primeira parte da dissertagdo fornece mais evidéncias de que o0s nematoides
rabditideos ndo sdo amplamente tolerantes aos contaminantes. Com base nas concentracfes
letais (CL) deste estudo e comparando os resultados com os demais trabalhos bibliograficos,
Litoditis marina PmlIl mostrou ser mais sensivel a atrazina do que a maioria das outras espécies
modelo de invertebrados aquéaticos usadas pela literatura. Estas concentracfes letais foram
altamente dependentes do tempo de exposicdo. O herbicida atrazina também causou diferentes
efeitos subletais em L. marina PmllI, estes foram amplamente consistentes entre os diferentes
tracos de historia de vida e parametros populacionais, mas a fecundidade e as abundancias
méaximas de juvenis, adultos e populacdo total de nematoides foram as variaveis de resposta
com maior sensibilidade. Portanto, os efeitos subletais em L. marina podem ser avaliados de
forma mais eficiente tendo como base uma combinagdo de fecundidade, abundancia total de
nematoides bem como de adultos, este ultimo integrando o resultado combinado de
fecundidade, tempo de desenvolvimento e sobrevivéncia. Sua facilidade de cultura e manuseio,
assim como sua sensibilidade a varios contaminantes organicos e a possibilidade de combinar
testes de efeitos letais e avaliacdo detalhada de respostas subletais, em uma variedade de
caracteristicas de historia de vida e parametros populacionais durante um periodo de tempo
curto como foi observado neste estudo, tornam L. marina Pmlll uma espécie modelo
promissora para avaliacdo de risco ecolégico em aguas marinhas e salobras. Na segunda parte
da dissertacdo foi observado que trabalhos limitados sdo encontrados pela literatura sobre a
relacdo entre o fator abiotico salinidade e o herbicida atrazina, e seus possiveis efeitos toxicos
sobre os organismos invertebrados. No presente estudo, 0s tratamentos apenas de salinidade
ndo causaram mortalidade significativa; ja os tratamentos com interacdo do fator abiotico e
herbicida atrazina, houve uma toxicidade maior na menor salinidade testada (15), isso culminou
causando um efeito prejudicial sobre a sobrevivéncia da espécie criptica Litoditis marina Pmil,
ao contrario da maior salinidade avaliada (30) na qual a mortalidade observada foi bem menor.
Este resultado juntamente com outros trabalhos encontrados na literatura, podem indicar que
devido a presenca de uma complexidade de sais, 0s oceanos culminam sendo ambientes
tamponadores para diferentes tipos de contaminantes e consequentemente perfazem reduzindo
a toxicidade dos mesmos. Por fim, esta dissertacao deixa como sugestdo a elaboracdo de estudos
posteriores, para analisar 0s possiveis efeitos que a interacéo entre salinidade e atrazina podem
causar em diferentes espécies, além disso sugere também estudos subsequentes para entender

como funciona o modo de acdo da atrazina em invertebrados aquaticos.
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