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Resumo: O uso de agrotoxicos se faz cada vez mais presente nas atividades agricolas, sendo o Brasil
um dos maiores contribuintes ao uso glifosato (N-fosfonometil glicina). A utilizacdo inadequada de
defensivos agricolas oferece potencial risco ao meio ambiente, principalmente em ambientes
aquaticos continentais. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi realizar teste de toxicidade com o
gastropode limnico Physa acuta na intengdo de verificar os efeitos das concentragdes do Glifosato
480 AGRIPEC®. Os organismos utilizados no teste de toxicidade sdo oriundos do cultivo de
moluscos dulcicolas no Biotério Nico Nieser, do Laboratorio de Ecologia e Evolugdo da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro (UFTM). Foram escolhidos aleatoriamente vinte e quatro gastropodes
e alocados dois individuos por aquario, totalizando onze unidades experimentais. O experimento foi
acompanhado por quatorze dias. O tratamento 1, com a maior concentragdo de glifosato (1ml) exibiu
100% de mortalidade em relacdo aos demais tratamentos. Quando comparado a porcentagem de
sobrevivéncia de todos os tratamentos, pode-se verificar dois grupos: tratamentos 1-5 apresentaram
60% de sobrevivéncia, enquanto os tratamentos 6-10 apresentaram 90%. Dessa maneira, ficou
evidenciado que as concentragdes de glifosato podem estar relacionadas com a porcentagem de
sobrevivéncia, quanto menor a concentragdo do herbicida maior a porcentagem de sobrevivéncia.
Esses dois grupos apresentaram diferengas estatisticamente significativas. Os autores concluem que
apesar dos resultados indicarem a toxicidade do glifosato ao Physa acuta, novos estudos devem ser
realizados visando identificar o real grau de toxicidade e eventual dose letal 50% ou DL50 do
principio ativo.

Palavras-chave: agrotoxico, gastropodes dulcicolas, taxa de sobrevivéncia.

Abstract: The use of pesticides is increasingly present in agricultural activities, and Brazil is one of
the largest contributors to the use of glyphosate (N-phosphonomethyl glycine). The inappropriate use
of pesticides offers potential risk to the environment, especially in continental aquatic environments.
In this sense, the objective of this work was to carry out toxicity tests with the freshwater gastropod
Physa acuta to verify the effects of glyphosate 480 AGRIPEC® concentrations. The organisms used
in the toxicity test came from the culture of freshwater mollusks in the Nico Nieser vivarium of the
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Ecology and Evolution Laboratory of the Federal University of Triangulo Mineiro (UFTM). Twenty-
four gastropods were randomly chosen, and two individuals were allocated per tank, totaling eleven
experimental units. The experiment was followed per fourteen days. Treatment 1, with the highest
glyphosate concentration (Iml) exhibited 100% mortality in relation to the other treatments. When
the survival rate of all treatments was compared, two groups were observed.: treatments 1-5 showed
60% survival, while treatments 6-10 showed 90%. Thus, it was evidenced that glyphosate
concentrations may be related to the percentage of survival, the lower the concentration of herbicide
the higher the percentage of survival. These two groups analyzed (exhibited statistically significant
differences. The authors conclude that although the results indicate the toxicity of glyphosate to Physa
acuta, further studies should be conducted to identify the real toxicity and eventual lethal dose 50%
or LD50 of the active principle.

Keywords: pesticide, freshwater gastropods, survival rate.

INTRODUCAO

A demanda por alimentos vem crescendo aceleradamente nas ultimas décadas, com isso, o
uso de agrotoxicos se faz cada vez mais presente (HEINEMANN et al., 2013). O Brasil, devido a sua
grande extensdo e fatores climaticos propicios ¢ um dos maiores produtores de alimento do mundo
(CARNEIRO et al., 2015; SILVA et al., 2018). A expressao da producao agricola no PIB do Brasil ¢
tamanha que no Ano Safra 2021, apresentou uma producao de 258,5 milhdes de toneladas superando
o recorde do Ano Safra 2020 que havia sido de 254,1 milhdes de toneladas, conforme dados do
Levantamento Sistemdatico da Producdao Agricola (LSPA) divulgados em junho/2021 (IBGE,2021).
Tais dados demonstram o quao importante ¢ o referido setor na Economia Brasileira, sendo que em
um periodo de recessao mundial, devido a Pandemia do SARS-COV-2 (COVID-19), houve
crescimento de 5,1% no primeiro trimestre de 2021, puxando o PIB-Brasileiro para taxa de
crescimento proxima a 1,2% no periodo (IBGE,2021).

Esta representatividade na matriz econdmica nacional estd associada com o consumo de
insumos agricolas. Tal fato faz do Brasil um dos maiores consumidores de agrotoxicos no mundo
(CARNEIRO et al., 2015; SILVA et al., 2018). Os agrotdoxicos nada mais sdo que compostos
quimicos, fisicos ou bioldgicos que tem como finalidade mitigar as agdes de outros organismos
classificados como pragas (BRASIL, 2002). Dentre todos os defensivos agricolas mais utilizados no
Brasil, o herbicida composto pelo principio ativo glifosato (N-fosfonometil glicina) ¢ o mais comum
(BRAIBANTE; ZAPPE, 2012; CAMPOS et al., 2021). O Glifosato representa 60 % do consumo no
mercado mundial de herbicidas nao seletivos e sistémicos (AMARANTE JUNIOR et al., 2002).
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O Glifosato possui aplicacdo via pulverizagao para o controle de ervas daninhas que afetam
o desenvolvimento de culturas anuais e perenes. Apos a aplicagdo sobre as plantas alvo, o herbicida
¢ absorvido pelas folhas, com posterior transporte dos agentes pela planta, onde serdo produzidos
efeitos de inibi¢do nos sistemas enzimaticos. Ele possui recomendagdo para aplicagdo em diversas
culturas como Arroz irrigado, Cana de Acucar, Café, Citros Maca, Milho, Pastagens, Soja, Fumo,
Péra, Péssego, Ameixa, Banana, Cacau, Nectarina, Algodao, Uva, dentre outros (AMARANTE
JUNIOR et al., 2002).

A aplicagdo inadequada destes agrotdxicos no ambiente, tanto referente a quantidade quanto
ao método de aplicacdo, pode resultar na insercdo de fragdes que causem danos ao meio ambiente e
a saude humana (SILVA, 2005). As maiores concentragdes residuais do herbicida sao encontradas no
solo pds-colheita e nos mananciais hidricos (AMARANTE JUNIOR et al., 2002). Sdo vérias as
possiveis rotas e impactos. A area da ciéncia que se ocupa desses estudos ¢ a ecotoxicologia. Segundo
Relyea e Ricklefs (2021), esta ciéncia também se ocupa dos processos de bioacumulagido e
biomagnificacdo (SILVA, 2005).

Quanto ao transporte destes agentes entre comportamentos do ambiente, este ocorre por
diferentes vias e processos, como a lixiviag¢do e araste (SILVA, 2005). O composto no estado livre ¢
rapidamente degradado na presen¢a de dioxido de carbono pela atividade microbiana, enquanto a
fracdo adsorvida tem o processo de degradagdo mais lento, podendo persistir por longos periodos no
solo (AMARANTE JUNIOR et al., 2002). As Areas de Preservagio Permanente (APP’s) tem também
a fun¢do de protecdo dos recursos hidricos, formando um filtro.

O Glifosato ¢ um composto extremamente polar, o que afeta seu processo de extragdo em
amostras aquosas. Como ele ndo possui grupos cromoéforos, ele ndo absorve radiagdo eletromagnética
na regido do visivel, o que impossibilita sua detec¢do via métodos colorimétricos ou de fluorescéncia
(AMARANTE JUNIOR et al., 2002). Devido a tais limitacdes, se tornou necessario a aplicacao de
técnicas mais avangadas para a detec¢do de tais poluentes, como por exemplo a cromatografia liquida
com espectrometro de massa (CHIARELLO et al., 2016).

A Legislac¢do Brasileira que disciplina a aplicacdo de agrotoxicos ¢ dada pela Lei Federal
7802/89 que trata de assuntos relacionados aos agrotoxicos. No que se refere ao glifosato, ndo existe
na Legisla¢do Brasileira limites méximos permitidos de concentragao do referido herbicida no solo,
apenas para alimentos e agua potdvel. As concentracdes maximas permitidas nos alimentos sdo
definidas por meio da Portaria de competéncia da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. No que
diz respeito a concentragdes na dgua para consumo humano, a Portaria N° 888/2021 do Ministério da

Satude inseriu como Valor Maximo Permitido (VMP) a concentragao de 500 ug/L de Glifosato +
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AMPA nas aguas apds o tratamento para consumo humano (BRASIL, 2021). Tal concentragdo
estabelecida no Brasil encontra-se entre limites praticados em outros paises, como por exemplo a
concentracado maxima permitida de 700 pg/L de glifosato ¢ adotada nos Estados Unidos (US EPA).
Ja a Unido Europeia (EEC), de forma mais ponderada e parcimoniosa adota o limite de 0,1 ug/L para
agua para consumo humano (AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

A utilizacao inadequada destes defensivos oferece potencial risco ao meio ambiente,
principalmente em ambientes aquaticos continentais (GRUBE et al., 2011; RONCO et al., 2016; HE;
LI 2020). Os efeitos negativos nas comunidades biologicas frente a exposi¢ao de agrotoxicos ainda
sdo pouco conhecidos (VERA et al, 2010). No entanto, alguns trabalhos langam luz sobre os efeitos
deletérios aos organismos, ocasionado pela exposicado de glifosato, acarretando implicagdes
embrioldgicas, metabolicas, imunoldgicas, enddcrinas e neurologicas nos organismos (DE SOUZA
etal., 2017; MESTRE et al., 2020; THURNANN et al., 2020).

Os moluscos constituem o segundo ou terceiro maior grupo de biodiversidade, distribuido
em oito classes (PONDER; LINDBERG, 2008; CAMARGO et al., 2021). Nesse sentido, estima-se
que possam existir 240 mil espécies (BRUSCA; MOORE; SHUSTER, 2018) e, destas em torno de
3.000 habitam o Brasil. Ao se tratar de ambientes limnicos, 308 espécimes sdo de agua doce, onde
193 destes sao gastropodes, que se dividem em cinco familias autdctones de pulmonados, da ordem
Basommatophora, onde se inclui a Physidae, com cerca de 80 espécies (SANTOS et al., 2016). Estes
gastropodes possuem o habitat marinho como o meio de irradiacdo adaptativa, colonizando
posteriormente outros ambientes, incluindo o meio terrestre (SIMONE, 2006).

Physidae, do grego “Physa”, ¢ um molusco de ambientes lénticos de agua doce, encontrado
em pequenos tanques, represas, lagos e corregos. E originario da Bacia do Rio Garonne na Franga,
sendo que este grupo ndo tem registro da data de introducao no Brasil. Estima-se possuir ocorréncia
desde o periodo colonial (MIYAHIRA, et al., 2021). Sua introdu¢do provavelmente derivou do
comeércio ou transporte de plantas aquaticas e atividades de aquariofilistas (MANSUR et al.,2012).
Estao difundidos em pelo menos sete estados brasileiros: Bahia, Goias, Mato Grosso do Sul, Parana,
Rio de Janeiro, Sao Paulo e Minas Gerais, se tornado bastante comum. Sao taxados como invasores
indesejados, sendo por vezes considerados pragas. Sdo prolificos e na presenga de alimentos formam
grandes populagdes, possuindo consideravel tolerancia a ambientes eutrofizados, o que potencializa
a capacidade de instalagdo, estabelecimento e persisténcia nos ambientes aquaticos (SANTOS et al.,
2016).

Alteragdes relacionadas as comunidades existentes de moluscos vém sendo bastante

evidenciadas principalmente em relacdo a introducdo de espécies exdticas em seu habitat natural
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(ALLEN; SMITH; DARWALL, 2012; BARBOSA et al., 2016; DARRIGRAN et al., 2020). Devido
ao fato de tais moluscos possuirem tamanha resisténcia a condigdes ambientais adversas, nota-se um
potencial de utilizd-los a fim de auxiliar em estudos para avaliagdo de impactos que podem ser
acarretados pela presenga de agrotéxicos no ambiente. Assim, se faz relevante a verificacdo dos danos
causados a esses individuos na presenca de diferentes concentragdes de agrotoxico.

Sendo assim, dado aos fatores apresentados o presente trabalho teve como objetivo realizar
testes de toxicidade com o gastropode limnico Physa acuta a fim de verificar os efeitos das

concentracgdes do referido herbicida.

MATERIAIS E METODOS

O local de coleta dos primeiros animais estd localizado na coordenada geografica
20°05°33’S e 48°06°18’’W, nas margens do Reservatorio da Hidrelétrica de Volta Grande (Bacia
Hidrografica do Baixo Rio Grande - GDS8), em areas que correspondem ao municipio de Agua
Comprida (MG). A 4rea onde foi executada a coleta, segundo IDE-SISEMA (2021) possui como uso
predominante a atividade agricola de culturas perenes e anuais (Figura 1)

Para amostragem foi delimitado um transecto de 10 m e realizado amostras com intervalo
de um metro para cada amostra, totalizando cinco amostras por campanha. As campanhas ocorreram
de janeiro a margo de 202 1. Para a amostragem dos organismos foi utilizado concha de mao, segundo
método de Dipping. O material coletado foi acondicionado em sacos plasticos com 200 ml de dgua
do ambiente. Em laboratério o material foi triado e os aclimatados em aquarios com capacidade de
30 L, parcialmente cheios.

Os gastropodes do presente estudo foram incorporados ao cultivo de moluscos dulcicolas do
Biotério Nico Nieser, do Laboratorio de Ecologia e Evolugdo da Universidade Federal do Triangulo

Mineiro (UFTM).
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Figura 1. Mapa de uso da terra na area de coleta do molusco Physa acuta, no Municipio de Agua
Comprida/MG.
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Nota: Os Layers Bases foram obtidos na Plataforma IDE-SISEMA e modelados no Qgis 3.16.

A alimentacdo dos Physideos foi baseada em folhas de alface, ocorrendo uma vez ao dia,
trés vezes por semana. A identificagdo taxondmica foi realizada de acordo com Mansur et al. (2012).

Para o experimento foram escolhidos aleatoriamente 24 physideos da espécie Physa acuta e
sua alimentacao foi baseada apenas em folhas de alface, ad libitum.

Os organismos foram distribuidos em pares, sendo dois Physideos em cada aquario, com um
total de 11 unidades experimentais.

O Glifosato 480 AGRIPEC® ¢ composto por Sal de Isopropilamina de N-
(phosphonomethyl) glycine; 4cido de glycine, dentre outras substancias. A dgua utilizada era nova,
proveniente do sistema de cultivo do laboratorio. O glifosato foi diluido em proveta graduada de 10
ml, onde se obteve as seguintes dilui¢des: 1 ml/10ml; 30 ul/10ml; 20 pl/10 ml; 10 pul/10 ml; 0,9 pg/10
ml; 0,6pg/10 ml; 0,4pg/10 ml; 0,3 pg/10 ml e 0,2pg/10 ml. As dilui¢des e o controle foram transferidos
para aqudrios com 500 ml de agua. Estes foram enumerados de acordo com os tratamentos.

O experimento foi acompanhado visualmente, duas vezes ao dia (manha e tarde) durante 14
dias. No ultimo dia de experimento foi realizado analise dos parametros fisico-quimicos: temperatura;
pH; potencial de oxirreducdo; condutividade elétrica; turbidez; oxigénio dissolvido; sdlidos totais
dissolvidos e salinidade. Para essa etapa foi utilizado a sonda multiparametro HORIBA US50.

Foi elaborada uma matriz com as dilui¢gdes dos tratamentos e controle. A Tabela 1 apresenta
a porcentagem de individuos sobreviventes e, porcentagem de sobreviventes em dois grupos, sendo
eles um Grupo com as maiores concentragdes (Unidades Experimentais 1 a 5) e o outro Grupo com

as menores concentragdes (Unidades Experimentais 6 a 10).
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Foi realizado um teste de normalidade dos dados por meio do Teste Shapiro-Wilk, onde os
dados ndo exibiram distribui¢do normal. Dessa forma, para verificar diferencas significativas das
distintas dilui¢des de glifosato com a porcentagem de sobrevivéncia entre os dois grupos, foi utilizado
andlise comparativa ndo paramétrica de Kruskal-Wallis. Para o teste de normalidade e analise
comparativa foi utilizado o Software Statistica 7.1 Para essa etapa as unidades de volume (ul e pg)

foram convertidas em ml.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Monte (2016) desenvolveu um estudo utilizando o Glifosato 480 AGRIPEC®, em diferentes
estadios de desenvolvimento do trematddeo Echinostoma paraensei Lie ¢ Bash 1967 e observou
100% de mortalidade dos exemplares independente da concentragao utilizada de glifosato. No entanto
no presente estudo foi observado (Tabela 1) que o tnico tratamento que obteve 100% de mortalidade
do molusco foi o que havia maior concentracdo de glifosato na solucdo, sendo este o Tratamento 1.
Os outros tratamentos que possuiam suas concentracdes mais diluidas ndo obtiveram o mesmo
resultado. Indicando que menores concentragcdes do glifosato ndo surtiram o mesmo efeito nos
physideos. Esta observacao pode indicar que a espécie utilizada é mais resistente, mas mesmo assim
susceptivel ao Glifosato em maiores concentragoes.

A partir da observagao da metodologia utilizada em relacdo a distribuicao do glifosato para
os tratamentos de 2-10 ¢ observado que nao houve correlagdo clara dos resultados obtidos em relacao
a mortalidade dos espécimes. Como por exemplo em relacao aos Tratamentos 3 e 5, a sobrevivéncia
foi 100%, enquanto para os tratamentos 4 ¢ 6 foram 50% (Tabela 1). Isso indica que os animais nao
isogénicos e podem mascarar eventuais padroes.

Correlacionando os dados bioldgicos e fisico-quimicos (Tabela 2), € possivel observar que
no tratamento 1, onde ocorreu a morte dos dois exemplares, percebe-se valores mais elevados para a
condutividade elétrica, POR; OD; turbidez, solidos totais dissolvidos e salinidade, aliado ao menor
valor de pH.

Os autores acreditam que possa ser provavel que as alteragdes observadas sejam fruto da

adicao de glifosato, bem como da variabilidade intrapopulacional do organismo alvo.
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Tabela 1. Sobrevivéncia percentual dos organismos Physa acuta em seus respectivos tratamentos e

grupos.
Unid. Exp. Conc. Glifos. % Sobrev. Ind. % Sobrev. Grupo

Controle 0O ml/10ml 100 100
1 1 ml/ 10ml 0
2 30 ul/ 10ml 50
3 20 ul/ 10 ml 100 60
4 10 pul/ 10 ml 50
5 0,9pg / 10 ml 100
6 0,6pg /10 ml 50
7 0,4pg /10 ml 100
8 0,3 pg /10 ml 100 90
9 0,3 pg /10 ml 100
10 0,2pg /10 ml 100

Unid. Exp: Unidades Experimental; Conc. Glifos: Concentragdo de Glifosato; % Sobrev. Ind.: Porcentagem de Individuos
Sobreviventes; % Sobrev. Grup.: Porcentagem de sobreviventes nos grupos controle, maiores concentragdes € menores

concentragdes.

Quando os tratamentos sdo agrupados, observa-se que os tratamentos com maiores

concentracdes de glifosato tiveram sobrevivéncia média de 60% (tratamento 1-5); enquanto a

sobrevivéncia com as menores concentragdes foi de 90% (tratamento 6-10) (Tabela 1). Nesse sentido,

foi realizado o teste de normalidade de Shapiro Wilk desses dados agrupados, onde os dados nao

atingiram os pressupostos de normalidade (p<0,05).

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos analisados: Temp: temperatura (°C); pH: potencial
hidrogenidnico; POR: potencial de oxidac¢do/reducdo; Cond E: condutividade elétrica
(uS/cm); Turb: turbidez (UNT); OD: oxigénio dissolvido (mg/L); STD: s6lidos totais

dissolvidos (ug/L) e Sal: salinidade ().

Unid. Exp. Temp. pH POR CondE Turb. OD STD Sal

Controle 21,9 7,41 405 185 28,4 7,7 120 0,1
1 22,1 6,67 465 941 62,3 9,0 602 0,5
2 22,1 6,88 440 221 36,5 79 144 0,1
3 22,1 7,16 432 199 19,4 7,0 129 0,1
4 22,1 7,24 438 164 29,7 7,0 106 0,1
5 22,1 7,13 434 54 42,1 7,2 055 0,0
6 22,0 7,37 412 175 22,6 82 144 0,1
7 22,0 7,37 411 184 36,5 8,0 120 0,1
8 22,0 7,40 409 181 31,4 80 117 0,1
9 21,8 7,54 403 182 22,1 8,6 118 0,1
10 21,9 7,38 409 180 32,6 7,8 117 0,1
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Para verificar diferenca significativa das concentragdes e porcentagem de sobrevivéncia entre
os dois grupos foi realizado a analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis. As diferentes concentragdes
de glifosato demonstraram diferengas significativas (p<0,05). Ja as porcentagens de sobrevivéncia

ndo exibiram diferencas significativas ao nivel de 5% (Figura 2).

Figura 2. Analise Comparativa de Kruskal-Wallis entre os tratamentos 1 a 5 ¢ 6 a 10.
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CONCLUSAO

Com a realizacdo do teste de toxicidade do glifosato em Physa acuta foi observado que
apenas para o Tratamento 1 obteve 100% de mortalidade. Dessa maneira, ficou evidenciado que as
concentragoes de glifosato podem estar relacionadas com a porcentagem de sobrevivéncia, quanto
menor a concentracao do herbicida maior a porcentagem de sobrevivéncia. Os dois grupos analisados
(Tratamentos 1 a 5) e (Tratamentos 6 a 10) exibiram diferengas significativas.

Desta forma pode-se inferir que as mortes estdo relacionadas com a concentragdo do
defensivo agricola. Os autores concluem que apesar dos resultados indicarem a toxicidade do
glifosato ao Physa acuta, novos estudos devem ser realizados visando identificar a toxicidade e
eventual DL50 do principio ativo.

Apontam ainda para a necessidade de se utilizar animais descendentes de um tnico animal,
mantido em laboratorio por dezenas de geragdes. A pratica de produzir linhagens isogénicas reduz a
variabilidade genética e uniformiza as respostas funcionais, facilitando comparagdo entre grupos.
Dessa constatagdao observa-se a necessidade de fomentar biotérios nas diversas areas da zoologia,

incluindo naturalmente os maiores grupos de biodiversidade biologica.
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