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RESUMO

Em regides agricolas, os ambientes aquaticos sdo rotineiramente expostos a substancias quimicas com
potencial efeito téxico. Assim, buscou-se avaliar se a sobrevivéncia e deformidades no estagio embrio-larval
de Rhamdia quelen foram afetadas pelas aguas de riachos com diferentes niveis de uso
agricola. Selecionou-se um ponto amostral (P1) em riacho com nascentes protegidas, um ponto em riacho
(P2) com grande influéncia agricola e um ponto (P3) na area de confluéncia dos dois riachos. Para o
controle negativo (CN) foi utilizada agua reconstituida e para o controle positivo (CP) uma mistura de
glifosato, 2,4-D e bifentrina. Cinco ovos viaveis/poco foram distribuidos em 7 microplacas e avaliados por
168h de exposicdo, em ensaio semiestatico. A sobrevivéncia foi menor somente no CP e o indice de
deformidade e o tamanho das larvas ndo foram afetados pelos tratamentos. Recomenda-se analises
complementares com biomarcadores para melhor compreensao das interacdes.
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ABSTRACT

In agricultural regions, aquatic environments are exposed to chemicals with toxicological potencial effects.
Thus, we aimed to evaluate whether survival and deformities in the embryo-larval stage of Rhamdia quelen
were affected by the waters of streams with different levels of agricultural use. The water was collected in:
P1- stream with protected springs; P2- stream with great agricultural influence; P3- in the confluence area of
the two streams. For the negative control (CN) reconstituted water was used and for the positive control (CP)
a mixture of glyphosate, 2,4-D and bifenthrin. Five viable eggs/well were distributed in 7 microplates and
evaluated for 168h of exposure, in a semi-static test. Survival was lower only in CP and the deformity index
and larvae size were not affected by the treatments. Complementary analyzes with biomarkers are
recommended to better understand the interactions.
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INTRODUCAO

Desde que os agrotoxicos comecgaram a ser utilizados em larga escala na década
de 60, se iniciaram estudos para entender os seus mecanismos de interagdo com 0s

! Bolsista do(a) CNPQ. Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Dois Vizinhos, Parana, Brasil. E-mail:
carolainebiavatti@alunos.utfpr.edu.br. ID Lattes: 992028704794665.

2 Bolsista da CAPES. Universidade Tecnolégica Federal do Paran4, Dois Vizinhos, Parana, Brasil. E-mail:
sandrieli@outlook.com. ID Lattes: 3814390263060559.

3 Bolsista da CAPES. Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Dois Vizinhos, Parana, Brasil. E-mail:
zimmer.2017@alunos.utfpr.edu.br. ID Lattes: 8637118694319200.

4 Bolsista do(a) CAPES. Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Dois Vizinhos, Parana, Brasil. E-
mail:milacomelli@gmail.com. ID Lattes: 9645540852476924.

5 Programa de Pds-Graduagdo em Agroecossistemas (PPGSIS). Universidade Tecnolégica Federal do
Parand, Dois Vizinhos, Parana, Brasil. E-mail: eltonoliveira@utfpr.edu.br. ID Lattes: 6913303562015770.

s Programa de Pés-Graduacdo em Biotecnologia (PPGBIOTEC). Universidade Tecnoldgica Federal do
Parand, Dois Vizinhos, Parand, Brasil. E-mail: nediaghisi@utfpr.edu.br. ID Lattes: 4542801151720873.

seisicite.com.br 1

UTrer

UNIVERSIADE TECKOLOMEA FEDERAL Do



SEI-SICITE

2023

diferentes compartimentos ambientais, em especial sua capacidade em promover efeitos
nocivos as espécies. Desde o0 inicio dessas pesquisas sdo relatadas diversas
reclamacg6tes de feitos colaterais em agricultores. Em relacdo as espécies silvestres sdo
encontrados efeitos letais e subletais consistentes em todos os grandes grupos de
organismos Vivos, tais como algas, plantas, invertebrados e vertebrados (MORAIS, 2023).

Atualmente, a utilizacdo de agrotoxicos nas culturas anuais s6 aumenta, em funcéo
da crescente produgdo de commodities do agronegdécio, que prospera a passos largos em
paises em desenvolvimento, que acabaram se especializando em produzir e exportar
esses produtos, situacdo observada amplamente no Brasil e, em especial, no estado do
Parana; um dos maiores produtores agricolas do pais (DE ARAUJO et al., 2007).

Neste sentido, os estudos de embriotoxicidade tornaram-se ferramentas
importantes para avaliar o potencial efeito de substancias quimicas potencialmente
nocivas. Estes estudos preconizam a exposicdo de fases iniciais de desenvolvimento que,
em geral, sdo mais susceptiveis a toxicidade e vitais para a manutencdo das populacdes
naturais. Para peixes esse ensaio € padronizado pela OECD e validado em diversos
paises da Unido Européia, estando em alta também nos laboratérios de pesquisa
brasileiros (BRITO et al., 2018).

O peixe neotropical Rhamdia quelen é uma espécie de interesse econdémico para a
piscicultura e alimentacdo, sendo amplamente utilizado em criacdes comerciais. Estudos
indicam que essa espécie é sensivel a contaminantes quimicos presentes na dgua e um
excelente modelo biol6gico em bioensaios, uma vez que se adapta bem a condi¢des
controladas. A exposicdo desses peixes a substancias téxicas durante o desenvolvimento
embrionario pode resultar em malformacdes morfologicas, baixa sobrevivéncia,
crescimento atrasado e comportamentos anormais. Além disso, € possivel analisar
parametros mais especificos com o uso de biomarcadores genéticos, bioquimicos e
fisioloégicos (MORAIS, 2023).

O presente estudo objetivou avaliar se a 4gua de riachos com diferentes niveis de
perturbacdo induzem efeitos negativos sobre a sobrevivéncia, no desenvolvimento de
teratologias e no crescimento embrio-larval do jundia Rhamdia quelen.

MATERIAIS E METODOS

O projeto foi realizado na Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, campus de
Dois Vizinhos (UTFPR-DV), e a agua utilizada no bioensaio com Rhamdia quelen foi
coletada a partir de dois riachos de 12 e 22 ordem que correm paralelamente dentro da
area da universidade, sendo um com nascentes internas ao campus, em area de pouco
uso agricola (< 50% da ocupacdo), e majoritariamente preservadas com vegetacdo. O
segundo riacho apresenta suas nascentes fora do perimetro do referido campus
universitario, atravessando-o mais a jusante. Esse riacho corre em extensas areas de
agricultura intensiva, com pouca vegetacao ciliar.

Neste sentido, foram estabelecidos trés pontos amostrais para coleta de agua: P1-
local com bastante vegetacdo ciliar, tendo sua nascente dentro da trilha ecolégica da
UTFPR-DV e com pouca influéncia de areas agricolas; P2- sua nascente vem de uma
area com pouca vegetacdo ciliar e com grande contato com areas agricolas; P3- local
apos a confluéncia dos dois pontos citados anteriormente.

Além disso, foram utilizados dois controles: positivo e negativo. No controle positivo
(CP) foi utilizada uma mistura de agrotoxicos utilizados na regido, sendo eles o glifosato,
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2,4-D e bifentrina. A concentracao dos pesticidas foi de 200ug/L de glifosato, 100ug/L de
2,4D, e 2ug/L de bifentrina, estabelecidos a partir dos padrdes analiticos da Sigma-
Andrich. Essas concentragfes representaram o maximo permitido de cada substancia na
legislacdo brasileira para mananciais superficiais classe 2, a mais usual em territorio
brasileiro. Para o controle negativo (CN) utilizou-se apenas a agua reconstituida, a qual
foi estabelecida da seguinte forma: 0,0065 g.L* CaClz; 0,1335 g.L™* MgSOs; 0,0004 g.L*!
KCI; 0,0105 g.L"t NaHCO:s. A figura 1 representa a disposicdo dos tratamentos utilizados
no presente estudo, em microplacas de 24 pocos.

Figura 1- placa com as substancias usadas.

CN ou CP

P1

P2

P3

Fonte: ~p‘rép}ia

Cinco ovos recém-fertilizados e viaveis da espécie modelo foram inseridos em
cada poco com a substancias-teste (tratamentos), em microplacas de 24 pocos, 7
réplicas, em um ensaio com 168h de duracéo (7 dias). A cada 24 horas 50% do volume
da solucéo-teste de cada pogo era renovado. A partir de 96h apods a fertilizagédo (hpf) as
larvas sobreviventes foram alimentadas com nauplios de Artemia salina.

A sobrevivéncia foi avaliada a cada 24 horas durante toda a duracdo do
experimento, enquanto que as deformidades morfolégicas e o tamanho das larvas (area
corporal em mm) foram avaliados apenas em 96hpf. Para analise das deformidades e do
tamanho foram coletadas aleatoriamente 30 larvas por tratamento, as quais foram
distribuidas em 6 tubos com 5 individuos/cada embebidos em formol 5% para
preservacao, com analises e resultados posteriores.

Para analisar os dados, utilizou-se um protocolo de ANOVA de medidas repetidas
para comparar a sobrevivéncia entre os tratamentos e de ANOVA one-way no caso das
deformidades e tamanho. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Parecer CEUA
Nn° 23064.036441/2021-33.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A andlise da sobrevivéncia revelou um padrdo semelhante em todos os pontos
amostrais com o controle negativo. O controle positivo foi o Unico tratamento em que a
sobrevivéncia das larvas foi reduzida significativamente (Grafico 1), sugerindo um efeito
toxicologico letal para a mistura de pesticidas, mesmo dentro dos limites estabelecidos
pela legislacado brasileira vigente para aguas superficiais (CONAMA, 2005).
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Grafico 1- Sobrevivéncia da fase embrio-larval de Rhamdia quelen exposta as dguas dos pontos
amostrais e dos grupos controles por 168 horas pés-fertilizacao
Current effect: F(4, 168)=9,4338, p=,00000

Sobrevivéncia

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Fonte: propria

Os dados de deformidades e do tamanho das larvas apresentaram resultados
similares entre os tratamentos, ndo apresentando diferencas significativas quando
testados pela ANOVA (Graficos 2 e 3)

Gréfico 2- indice de deformidades da fase embrio-larval de Rhamdia quelen exposta as aguas dos
pontos amostrais e dos grupos controles por 96 horas pés-fertilizacao
Current effect: F(4, 25)=1,2032, p=,33412

Deformidades

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Grafico 3- Tamanho corporal, em milimetros, da fase embrio-larval de Rhamdia quelen exposta as
aguas dos pontos amostrais e dos grupos controles por 96 horas pds-fertilizagéo

Current effect: F(4, 25)=,15210, p=,96028
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Primeiramente, vale destacar a importancia dos recursos hidricos para o
funcionamento, manutencdo e conservacdo dos ecossistemas naturais. A contaminacgao
da &gua por agrotéxicos utilizados na agricultura pode ter impactos diferentes conforme a
fase ontogenética no desenvolvimento, comprometendo o ciclo de vida das espécies e,
consequentemente, na sua viabilidade populacional em longo prazo (BRITO et al., 2018).

Apesar de nado termos observado dados estatisticamente significativos durante o
experimento para as dguas dos pontos amostrais, constatou-se estatisticamente uma
menor sobrevivéncia das larvas na mistura de pesticidas em concentracdes legalmente
aceitaveis pela legislacao brasileira (CONAMA, 2005), mostrando a eficiéncia do
protocolo de embriotoxicidade de peixes e a periculosidade desses produtos amplamente
utilizados para o manejo agricola.

Como os agrotoxicos sdo substancias volateis que ndo ficam presentes na agua
por um grande periodo de tempo, podemos sugerir que: 1- a coleta da agua utilizada no
experimento continha poucos residuos dessas substancias; e/ou 2- que nNOSsoS
parametros de andlise foram pouco responsivos para detectar sua interagdo com 0s
organismos.

CONCLUSAO

A mistura de agrotdxicos utilizada neste estudo para simular a aplicacdo de
controle de pragas em ambiente agricola, além de amplamente difundida no manejo
agrondémico, esteve dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo e, mesmo assim,
promoveu efeitos letais em nosso modelo bioldgico. A dgua dos pontos de amostragem
ndo apresentou efeito visivel, sendo recomendada a analises de biomarcadores para uma
melhor compreensao.
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