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Resumo

Devido ao grande crescimento populacional, a procura de alimentos tem vindo a
aumentar continuamente. As pragas e pestes sdo das maiores ameagas a
produtividade agricola pelo que a utilizagdo de pesticidas para as combater
tornou-se frequente e cada vez em maior escala.

De entre os pesticidas mais recentes no mercado encontra-se o Clorantraniliprol,
0 primeiro inseticida comercializado de uma nova classe quimica, as diamidas
antranilicas, e o Espirotetramato, um inseticida foliar sistémico pertencente a
familia dos acidos tetrénicos.

Tendo em conta a falta de dados na literatura sobre os efeitos adversos
decorrentes da utilizacdo destes inseticidas, este trabalho foi desenvolvido com
o0 objetivo principal de avaliar a toxicidade do Clorantraniliprol e do
Espirotetramato na reproducdo de trés invertebrados do solo (E. crypticus,
H.aculeifer e O. nitens). Mais especificamente, pretendeu-se: i) avaliar as
possiveis diferencas ao nivel da sensibilidade das trés espécies-teste aos
inseticidas testados; ii) contribuir para a otimizacéo, ao nivel das metodologias
de cultura e de teste, de um novo ensaio ecotoxicolégico com a espécie de acaro
Oppia nittens; iii) comparar a toxicidade dos dois inseticidas para a espécie de
acaro Hypoaspis aculeifer, em condicdes de exposicdo padrdo (solo

contaminado) e ecologicamente mais realistas (comida e solo contaminados).

Um solo natural, recolhido na Herdade Freixo do Meio (Alentejo, Sul de Portugal)
foi utilizado em todos os ensaios (exceto num dos testes com O. nitens onde foi
utilizado um solo Canadiano), e para cada inseticida foi definida uma mesma

gama de 5 concentracdes crescentes: 4, 13, 45, 150 e 500 mg i.a/kg para as
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espécies O. nitens e E. crypticus; e 13, 45,150, 300 e 500 mg i.a/kg para os H.
aculeifer.

Os ensaios foram realizados de acordo com normas ISO e OCDE ou baseadas
em trabalhos anteriormente publicados.

No caso de um dos ensaios com H. aculeifer, foi realizada uma adaptacdo do
teste-padrdo, utilizando uma via de contaminagcdo extra (além do solo),
nomeadamente contaminacdo da comida fornecida durante o teste (acaros da
espécie Tyrophagus putrescentiae).

Os resultados demonstraram que nenhuma das espécies testadas foi
negativamente afetada pela contaminacdo por Clorantriniliprol. Quanto ao
Espirotetramato, este apresentou toxicidade apenas para o acaro H. aculeifer
mas em doses bastante altas quando comparadas as doses recomendadas.
Foram calculados os seguintes parametros ecotoxicoldgicos: EC50 = 313 mg/kg,
para o teste-padrdo e EC50 = 280 mg/kg, para o ensaio com solo e comida
contaminada.

Neste ultimo teste, foi observada uma toxicidade ligeiramente maior que a do
teste-padrédo, sugerindo que a toxicidade pode ser sub-estimada quando se
considera apenas a via de contaminagao do solo. Os dados obtidos constituem
uma contribuicdo para uma possivel futura adaptagdo do protocolo em vigor,
através da inclusdo desta via de exposi¢cdo mais realista (através da comida).

A espécie O. nitens apresentou baixa reproducdo em todos os testes indicando
uma possivel necessidade de otimizagdo quer da manutencdo laboratorial da
cultura quer dos proprios critérios de validade protocolo atual, que se encontra

em fase de validag&o (“ring-test”).

viii



Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que aparentemente
nao existem efeitos nefastos desses dois inseticidas para os organismos do solo.
Contudo, outros estudos j& demostraram a sua alta toxicidade para organismos
do ecossistema aquatico. Assim, sdo necessarios mais dados, com outros
organismos e com outros solos para confirmar ou ndo a baixa toxicidade
encontrada.

Palavras-chave: Inseticidas; Clorantriniliprol; Espirotetramato; Testes

Ecotoxicoldgicos; Invertebrados do Solo.






Abstract

Due to the great population growth the demand for food is continuously
increasing. Plagues and pests are one of the biggest threats to agriculture
productivity and, therefore, the use of pesticides to combat them has become

frequent and continuously increasing.

Chlorantraniliprole and Spirotetramat are among the most recent pesticides on
the market. Chlorantraniliprole is the first commercialized insecticide from a new
chemical class, anthranilic diamides, and Spirotetramat is a systemic foliar

insecticide belonging to the tetronic acid family.

Considering the scarcity of literature data on the potential environmental adverse
effects associated with the agriculture applications of insecticides, this work had
as major goal to evaluate the toxicity of Chlorantraniliprole and Spirotetramat in
the reproduction of three soil invertebrate species (E. crypticus, H.aculeifer and
O. nitens). More specifically, it was intended to: i) evaluate the possible
differences in the sensitivity of the three test species to the insecticides tested;
(i) contribute to the optimization of both culture and methodologies of
ecotoxicological testing of the mite species Oppia nittens; (iii) compare the toxicity
of the two insecticides to the Hypoaspis aculeifer mite species under standard
(contaminated soil) and more ecologically realistic (contaminated food and soil)

exposure conditions.

A natural soil collected at Herdade Freixo do Meio (Alentejo, Southern Portugal)

was used in all assays (except in one of the O. nitens assays where a Canadian
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soil was used), and for each insecticide the same range of 5 increasing
concentrations was defined: 4, 13, 45, 150 and 500 mg i.a. / kg for O. nitensand

E. crypticus species; and 13, 45,150, 300 and 500 mg i.a / kg for H. aculeifer.

The assays were conducted according to ISO and OECD standards or based on

previous published works.

In one of the H. aculeifer assays, an adaptation was made from the standardized
OECD guideline, using an extra contamination pathway (other than soil), namely
the supply of contaminated food (Tyrophagus putrescentiae mites) during the

assay .

The results showed that none of the tested species was negatively affected by
Clorantriniliprole contamination. Regarding Spirotetramat, toxicity was only found
for the H. aculeifer mite, although at very high doses when compared to
recommended doses. The following ecotoxicological parameters were
calculated: EC50 = 313 mg / kg for the standard assay and EC50 = 280 mg / kg

for the adapted assay (soil+ contaminated food).

In the latter assay, a slightly higher toxicity was observed when compared to the
standard assay, suggesting that toxicity could be underestimated when
considering the soil contamination pathway only. The generated data can
contribute for a future adaptation of the current guideline, thought the inclusion of

this more realistic exposure pathway (food contamination).

The O. nitens species presented a low reproduction pattern in all assays,
indicating that the optimization of both laboratorial maintenance of the test-culture
and also the current protocol validation criteria, (which is under validation phase;

“ring-test”).

Xii



Apparently, the results obtained in the present study showed no negative effects
of these two insecticides to soil organisms. However, previous studies have
already shown their high toxicity for the aquatic environment. Therefore, more
data, using other test species and soil types, is needed to confirm or not the low

toxicity found.

Keywords: Insecticides; Chlorantraniliprole; Spirotetramat; Ecotoxicological

Tests; Soil Invertebrates.
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I. Introducgéo geral

I.1. Abordagem ao uso de pesticidas

Devido ao grande crescimento populacional, a necessidade de alimentos tornou-
se cada vez maior, sendo um desafio para a agricultura no que respeita a
necessidade de aumentar a producdo e aplicar tecnologias para diminuir as
perdas de culturas devido as pragas agricolas. Os pesticidas comecaram a ser
utilizados na década de 50 do século passado, com a chamada “revolucao verde”
gue visava desenvolver técnicas mais avancadas para aumentar a produtividade

agricola (Spadotto et al., 2004, Pinotti, 2013).

Sendo as pragas uma das maiores ameacas a produtividade agricola, a
utilizacdo dos pesticidas para as combater tornou-se frequente e cada vez em

maior escala (Larson et al., 2012, Vanderlei, 2015).

No mercado existem varios tipos de pesticidas, direcionados para diferentes
culturas e organismos-alvo, como por exemplo os Inseticidas, Herbicidas e
Fungicidas. De entre os inseticidas, 0 seu uso teve inicio com os organoclorados,
pesticidas com alta toxicidade e grande persisténcia no ambiente, classificados
como pesticidas de primeira geracéo (Jurewicz et al,2013). Posteriormente, com
0 objetivo de diminuir os impactos negativos associados aos organoclorados
surgiram o0s pesticidas da segunda geracdo, os organofosforados. Estes
possuiam ingredientes ativos menos toxicos, associados a uma menor
persisténcia no ambiente (Alves, 2002). Ja4 na década de 60, a evolucéo
tecnoldgica permitiu o desenvolvimento de formulagdes, que além de menos

nocivas para 0s humanos e para o meio ambiente, também eram mais eficientes,



resultando em menores doses de aplicacdo mas em grandes beneficios para

agricultura (Palmquist et al, 2012).

No entanto, muitas pragas foram adquirindo resisténcia aos mesmos inseticidas,
e por isso o desenvolvimento de novas substancias com diferentes mecanismos
de acgédo tornou-se cada vez mais premente (Gontijo et al., 2015), sendo muito

frequente o langcamento de novos produtos no mercado.

[.2. Aumento da utilizacdo de pesticidas na perspetiva do Brasil

Entre 0 ano 2000 a 2010 ocorreu um aumento significativo do uso dos pesticidas
em todo o mundo, atingindo 100% em termos globais. Os locais mais atingidos
por esse aumento foram os paises em vias de desenvolvimento como por
exemplo o Brasil, onde foi observado um aumento ainda superior, chegando a
200% nesse mesmo periodo, para além da india, China, Bangladesh e
Guatemala (Mahmoud, 2017). Estes paises em desenvolvimento sofrem
diversas consequéncias decorrentes do uso de pesticidas, dada a precaria ou
ausente regulamentacdo e fiscalizacdo. Em 25% deles ndo ha qualquer
regulamentacdo, e em 80% ndo existem recursos suficientes para a
aplicacaol/fiscalizacdo da legislacdo existente. Desta forma, normalmente os
pesticidas altamente toxicos, proibidos em outros paises ou ndo regulamentados
sdo sempre exportados para os referidos paises em desenvolvimento

(Ecobichon, 2001, Mahmoud, 2017).

Segundo Pelaez et al 2015, o Brasil € o consumidor de cerca de 20% dos
pesticidas comercializados mundialmente. O principal destino destas

substéncias € a cultura da soja, que foi responsavel pelo consumo de 52% dos



pesticidas vendidos em 2015 no pais segundo o Sindicato Nacional da Industria

de Produtos para Defesa Vegetal - SINDVEG (2018).

o _ Mapaghsi
Total de Pesticidas Registados - Por ano St S .

450
U
a0a
150
(115
277
o
puini]
191
150 u=:
13 13
" 10 . 110
w0
L]
2008 2008 2011 e

205 =007 009 2010 iz 2013 2014 2015 016 FL T

Figura. 1. Total de formulagbes de pesticidas registados por ano no Brasil. (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2019).

Atualmente, 425 ingredientes ativos tém uso autorizado e 2.356 produtos estéo
autorizados para comercializacdo no Brasil. Nos dados apresentados na figura
1 observa-se um aumento mais intenso dos pesticidas registados nos ultimos
trés anos. Esse acréscimo continua em 2019, visto que apenas nos 7 primeiros
meses do ano j& foram autorizados mais 290 formulagbes para uso comercial,
sendo a maioria a base de moléculas ja antes aprovadas, mas entre estas
existem duas novas, o sulfoxaflor e o florpirauxifen-benzil. Destes 290 produtos,
41% sao classificados como altamente ou extremamente toxicos e 32% sao

proibidos na Unido Europeia (MAPA, 2019, IBAMA, 2019).



De entre todos os pesticidas autorizados no Brasil, o Glifosato esta no topo dos

ingredientes ativos mais utilizados, como demonstrado na tabela 1.

Tabela. 1. Top 10 dos ingredientes ativos de pesticidas mais vendidos no Brasil. Fonte:
IBAMA / Consolidacao de dados fornecidos pelas empresas fabricantes de produtos técnicos,
pesticidas e afins, conforme art. 41 do Decreto n° 4.074/2002 (Dados atualizados: 20/08/2018).
HB- Herbicida; FG- Fungicida; AD- Adjuvante; IN- Inseticida.

Vendas
Ingrediente Ativo (IA) (toneladas) Ranking
Glifosato e sais derivados (HB) 185 602,22 1°
2,4-D (HB) 53 374,41 20
Mancozebe (FG) 33 232,94 30
Atrazina (HB) 28 615,70 40
Oleo mineral (AD) 27 801,09 5°
Acefato (IN) 24 858,68 6°
Oleo vegetal (AD) 17 259,26 70
Dicloreto de paraquate (HB) 11 638,19 8°
Imidacloprido (IN) 9 165,97 9°
Clorpirifas (IN) 7 271,08 100

I.3. Consequéncias ambientais da aplicacdo de pesticidas

Apesar de inovadoras e com beneficios evidentes na agricultura, o uso
generalizado dessas substancias tem provocado ao longo do tempo o
surgimento de diversos problemas ambientais tais como a contaminacédo de
solos, aguas e efeitos adversos em organismos nao-alvos. Além de toéxicas,
estas substancias tendem muitas vezes a serem persistentes e bioacumulativas

(Fay & Silva, 2004, Nunes, 2010).

Segundo Bullard et al, (2017) o solo pode ser considerado como o ambiente
diretamente mais afetado pelo uso de pesticidas. Sendo o solo um ecossistema
fornecedor de diversos servigcos, entre 0s quais a reciclagem de nutrientes e
purificacdo e destino das aguas, ele é também o principal suporte para a maioria
das plantas e abriga cerca de um quarto de toda a biodiversidade existente no
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planeta. Assim, muitos dos organismos que habitam e dependem do solo séo
fundamentais na decomposicdo da matéria organica e na reciclagem de
nutrientes (Decaens et al., 2006, Pey et al., 2014), e, consequentemente, na

fertilidade do solo e produtividade agricola.

Desta forma, percebe-se que a preservacao dos solos é uma forma de assegurar
a sobrevivéncia de uma grande parte dos seres vivos e do proprio Homem. Por
isso, a analise dos potenciais efeitos dos pesticidas nos organismos do solo &
necessaria e urgente, como forma de contribuir para a regulacdo da sua

aplicacao e para o desenvolvimento de medidas de mitigacao de toxicidade.

I.4. A ecotoxicologia e a avaliacdo dos efeitos de pesticidas

A ecotoxicologia foi descrita pela primeira vez por René Truhaut, em 1969, que
a definiu como uma ciéncia que estuda os efeitos de substancias naturais ou
sintéticas potencialmente poluentes em organismos vivos (animais ou vegetais),

integrando duas disciplinas distintas, a Ecologia e a Toxicologia.

A avaliacdo dos riscos ecotoxicoldgicos de produtos quimicos, entre 0s quais 0s
pesticidas, utiliza varias ferramentas/metodologias. De uma forma geral, essas
respostas sao obtidas através de ensaios padronizados com organismos nao-
alvo, que sao expostos a diferentes concentracdes da substancia em estudo, por
um determinado periodo de tempo, ao fim do qual s&o avaliados varios
parametros. Os mais frequentemente avaliados sdo a taxa de sobrevivéncia
(letalidade), o comportamento, a reproducao, o crescimento e a biomassa (Van

Gestel, 2012).



A maioria dos procedimentos segue protocolos padronizados pela Organizacao
para a Cooperacdo e o0 Desenvolvimento Econémico (OCDE) e pela
Organizagao Internacional de Normalizagdo (ISO). Os resultados obtidos
disponibilizam informagdes quantitativas e / ou qualitativas acerca da toxicidade
das substancias testadas, podendo ser inclusivamente utilizados por diversas
autoridades mundiais, com vista a regulamentacdo da sua venda e aplicacao,

como acontece com os pesticidas (EC, 2013).

O objetivo final é definir niveis seguros (dose maxima que nao afeta
significativamente os organismos-teste ou que afeta uma pequena parte da
populacdo) de utilizacdo do produto e compara-los com os niveis de exposicao
previstos (ou medidos) da substancia no meio ambiente, de forma a determinar
o risco (Van Gestel, 2012). Quando as doses de exposi¢cdo a um contaminante
ultrapassam as doses estimadas como seguras para 0S organismos, podera
existir risco ambiental (Damalas & Eleftherohorinos, 2011). A suspeita de
existéncia de risco implica muitas vezes analises mais aprofundadas desses
efeitos, como por exemplo a recolha e integracéo de informacédo das linhas de
evidéncia quimica, ecotoxicoldgica e ecoldgica, a fim de minimizar possiveis

riSCOs para 0s ecossistemas e para a saude dos seres humanos (Stttzer, 2003).

I.4.1 Ensaios ecotoxicoldégicos com invertebrados do solo

Nos testes ecotoxicologicos laboratoriais, a utilizacdo de invertebrados do solo
como bioindicadores pode ser considerada um dos principais instrumentos de
analise (Shugart, 2009, Cardoso, 2012). Os bioindicadores sao organismos cuja

presenca, quantidade e/ou distribuicdo conseguem indicar a qualidade ambiental



de um determinado ecossistema (Doran & Zeiss, 2000), sendo por isso utilizados
para analisar os possiveis efeitos da exposi¢do de poluentes ao nivel individual
(organismo) e em categorias ecoldgicas superiores (populacdes, comunidades
e ecossistemas). Além disso, para serem passiveis de utilizacdo em testes
ecotoxicoldgicos, 0s organismos devem possuir caracteristicas que permitam o
manuseamento e cultivo em laboratdério. Assim, a sua biologia precisa de ser
bem conhecida, de modo a que possam ser obtidos um grande numero de
individuos saudaveis e homogéneos (semelhante tamanho e biomassa). Por
outro lado, € necessario que as espécies-teste tenham um ciclo de vida curto,
para proceder a sua sincronizacao por idade (requisito da maioria dos ensaios
padronizados) e a obtencao de resultados num espaco de tempo curto (Ronday

& Houx, 1996, Fountain & Hopkin, 2005).

Com a existéncia de todos esses critérios, 0 nUmero de espécies que cumprem
esses requisitos é reduzida, sendo os principais invertebrados padréo utilizados
em testes ecotoxicoldgicos, as minhocas (ex. E. andrei e E. fetida), colémbolos
(ex. F. candida), acaros (ex. H. aculeifer) e enquitraideos (E. albidus, E.
crypticus; Van Gestel, 2012). Estes organismos abarcam diferentes vias de
exposicdo a substancias poluentes, devido as suas caracteristicas morfologicas
distintas (ex. estrutura da epiderme), fisiolégicas (ex. diferentes vias de absorcao
de agua e oxigénio) e habitos alimentares e comportamentais (ex. habito de

escavacao e movimentacao no solo) (Peijnenburg et al, 2012).

As minhocas por exemplo absorvem a agua principalmente através de sua pele,
podendo assim, estar expostas a produtos quimicos dissolvidos na fragcéo liquida

do solo. Por outro lado, visto que ingerem grande quantidade de solo enquanto



se alimentam, podem também estar expostas via ingestdo (Peijnenburg et al,

2012).

Os enquitraideos, apesar de morfologicamente parecidos com as minhocas,
possuem uma menor capacidade de movimentos no solo, vivendo nas camadas
mais superficiais (0-10cm), sendo sensiveis a substancias potencialmente
toxicas abundantes em muitos solos onde as minhocas nédo estdo presentes ou
nao estdo bem representadas. As suas vias de exposi¢do a contaminantes sédo
principalmente pelas vias dérmicas, intestinais (pela alimentacéo) e respiratorias

(Peijnenburg et al, 2012, Castro-Ferreira et al, 2012).

Os colémbolos estdo expostos aos contaminantes através da ingestdo de agua
ou absorcéo de superficies molhadas / humidas, pelo consumo de alimentos e
pela inalacdo de ar poroso do solo (Pankhurst et al, 1997, Peijnenburg et al,

2012).

J4 a espécie de acaro utilizada em ensaios ecotoxicolégicos padronizados
assume uma importancia distinta dado que pertencem a um nivel tréfico diferente
dos grupos anteriormente referidos, uma vez que sédo predadores, e estdo por
iISSO exposto aos contaminantes por diferentes vias, como por ingestdo e

contacto (Peijnenburg et al, 2012).

Normalmente os testes ecotoxicologicos sao realizados apenas com uma
espécie para que a interacao entre elas nao interfira nos resultados. No entanto,
0 uso de varias espécies, mesmo quando testadas separadamente, confere uma

maior relevancia ecologica aos resultados obtidos (Van Gestel, 2012).
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[.4.2 Alguns desafios em ecotoxicologia de solos

Ensaios mais realistas

Um dos objetivos dos ensaios ecotoxicolégicos € que os resultados obtidos
possam ser comparados com situagles reais de contaminacdo. Para isso, é
necessario desenvolver novos ensaios oOu incorporar Nos ensaios-padrao
diretrizes no sentido de os tornar ecologicamente mais relevantes (Van Gestel,
2012). Uma delas consiste na crescente utilizagdo de solos naturais, dado que
diferentes propriedades do solo podem alterar significativamente quer o
comportamento do contaminante no ambiente, quer os seus efeitos (toxicidade)

nos organismos néo-alvo (Nunes & Espindola, 2012).

Também é importante ter em conta as diferentes condi¢fes climéticas de cada
regido do globo e proceder a adaptacdo das metodologias-padrao,
desenvolvidas originalmente para cenarios Europeus e Norte Americanos.
Algum trabalho foi j& realizado nesse sentido, como por exemplo a criacao de
uma versao tropical do solo artificial da OCDE, e também a realizacao de testes
com temperaturas mais altas, caracteristicas de areas tropicais humidas e que
podem, por exemplo, interferir na degradacdo, absorcdo e consequente
toxicidade de certas substancias (Niemeyer et al, 2017). Para além disto, um
ponto muito importante para o aumento do realismo dos testes ecotoxicoldgicos
€ a escolha de espécies nativas como organismo-teste (Kuperman et al, 2009),
sendo assim necessario que se conheca um amplo namero de espécies,
aumentando a possibilidade de encontrar organismos de diversas regides,
passiveis de serem utilizados em testes laboratoriais, percebendo-se assim, a
importancia de estudos que possibilitem a criacdo de protocolos para o uso de

novas espécies em testes ecotoxicologicos.
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Outra questdo recentemente abordada € a avaliacdo de efeitos considerando
vias de exposi¢cdo mais relevantes, tendo em conta o comportamento e fisiologia
da espécie-teste, como sdo exemplo 0s ensaios realizados com is6podes, onde
sao tidas em consideracao duas vias de exposicao (solo e alimento) (Van Gestel
& Loureiro, 2018) e outro estudo recente (Natal-da-Luz et al, 2019). Neste ultimo
foram propostas melhorias do ensaio padronizado (OCDE-226, 2008 ) de
reproducao com o acaro predador Hypoaspis aculeifer, em que tanto o solo como
também a comida oferecida sdo contaminados, por forma a cobrir diferentes vias
de exposicdo a contaminacao, tendo em conta a ecologia da prépria espécie-

teste.

1.5 Objetivos

O principal objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos de dois inseticidas
de nova geracdo (Espirotetramato e Clorantraniliprole) na reproducdo de trés

invertebrados de solo (E. crypticus, H.aculeifer e O. nitens).
Mais especificamente, pretendeu-se:

)] Avaliar as possiveis diferengas ao nivel da sensibilidade das trés
espécies-teste aos inseticidas testados;

1)) Contribuir para a otimizagéo, ao nivel das metodologias de cultura
e de teste, de um novo ensaio ecotoxicoldégico com a espécie de
acaro Oppia nittens;

i) Comparar a toxicidade dos dois inseticidas para a espécie de acaro

Hypoaspis aculeifer, em condi¢cbes de exposi¢cao padrdo (solo

12



contaminado) e ecologicamente mais realistas (comida e solo

contaminados).

Este trabalho baseou-se na hip6tese de que, para cada um dois inseticidas,
concentracdes crescentes provocardo uma diminuicdo na reproducéo das trés
espécies testadas. No caso particular da espécie Hypoaspis aculeifer, e do
ensaio adaptado com duas vias de exposicéo a contaminacédo (solo e alimento),
a toxicidade observada sera maior, comparativamente ao teste padrdo, com uma

via de contaminacéo (solo) apenas.

|.6 Estrutura da tese

Para atingir esses objetivos, o trabalho foi realizado em duas etapas principais:

1. Ensaios padronizados de reproducdo com os inseticidas Espirotetramato e
Clorantraniliprol, com trés espécies de invertebrados do solo, duas delas
padronizadas (o &caro Hypoaspis aculeifer e o enquitraideo Enchytraeus
crypticus) e uma terceira, o acaro Oppia nitens, cujo protocolo se encontra em

fase de otimizagao (“ring-test”). (capitulo 1)

2. Ensaios de exposi¢ao a comida contaminada, desenvolvidos recentemente no
Laboratério de Ecologia e Ecotoxicologia de Solos, com a espécie Hypoaspis
aculeifer e os pesticidas referidos acima, como forma de aumentar o realismo do

ensaio de reproducdo-padrdo (norma 226; OCD, 2016) (capitulo 2).
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Capitulo 2
Efeito dos inseticidas de “nova geragao”
Clorantraniliprol e Espirotetramato em trés

invertebrados do solo
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I1.1 Resumo

Para avaliar os efeitos adversos da utilizacdo de pesticidas no ecossistema
solo sdo frequentemente realizados testes ecotoxicolégicos, sendo
recomendada a sua realizacdo com diferentes espécies, visto que 0s
organismos possuem comportamentos, habitos e vias de exposicdo a
contaminacgdo distintos e todos estes fatores influenciam a sua sensibilidade

aos contaminantes.

Assim, este trabalho teve o objetivo principal de avaliar a toxicidade de dois
novos inseticidas, o Clorantraniliprol e o Espirotetramato na reproducéao de trés
invertebrados do solo: E. crypticus, H. aculeifer e O. nitens (espécie
recentemente utilizada neste tipo de ensaios), utilizando um solo natural como

substrato-teste.

Os resultados mostraram que nao foi encontrada toxicidade do inseticida
Clorantraniliprol para H. aculeifer e E. crypticus mesmo em concentracdes
elevadas (500 mg / kg). Relativamente ao Espirotetramato apresentou toxicidade
apenas para H. aculeifer, mas em doses bastante altas quando comparada as

doses reais recomendadas, com valor EC50 de 313 mg/kg.

A espécie O. nitens teve >80% de sobrevivéncia dos adultos no controlo, porém
apresentou uma baixa reproducao, com média de apenas 4 individuos por réplica
do controlo, ndo sendo possivel determinar a toxicidade de nenhuma das duas
substéancias testadas. A espécie apresentou uma baixa reproducdo em todos os

testes, podendo indicar uma possivel necessidade de baixar o nimero minimo
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de juvenis do controlo, proposto pelo protocolo que se encontra em teste de

validacéo.

Palavras-chave: Inseticida; Clorantriniliprol; Espirotetramato; Ensaios

Ecotoxicologicos; Invertebrados do solo.

II. 2 Introducéo

Devido ao aumento generalizado da utlizacdo de pesticidas e,
consequentemente, da resisténcia das pragas-alvo, novas férmulas quimicas

foram sendo lancadas no mercado (Gontijo et al., 2015).

A primeira geragdo de pesticidas tinha maioritariamente na sua constituicao
metais, como o cobre, o enxofre e o mercurio, que, apesar da sua elevada
eficacia, foram descontinuados devido a elevada toxicidade para humanos e a
elevada persisténcia no ambiente, com efeitos nefastos para o ecossistema
(Alves, 2002, Jurewicz et al,2013). A segunda geracao surgiu na segunda
revolucédo industrial, no final do século 19, com a utilizacdo de novos compostos
que geraram grande impacto positivo na agricultura e na saide mundial (Alves,

2002).

Ja na década de 60 surgiu a terceira geracado de pesticidas, caracterizada por
produtos com menores dosagens de aplicacao e menor toxicidade para os seres

humanos e o ambiente (Palmquist et al, 2012).

Posteriormente foram desenvolvidos com novas formas de atuacdo, por
exemplo, no sistema enddcrino dos insetos, interferindo no seu processo de
crescimento. Esses produtos deram origem aos pesticidas da quarta geracao,

com atividade inseticida mais potente, mas com uma degradacao ambiental mais
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rapida e menor toxicidade associada, quer para 0os humanos quer para 0S

ecossistemas (Alves, 2002, Schleier & Peterson, 2011).

De entre esses inseticidas de quarta geracao encontram-se o Clorantraniliprol e

o Espirotetramato.

O Clorantraniliprol é o primeiro inseticida comercializado de uma nova classe
quimica, as diamidas antranilicas, e pertence a classe toxicoldgica lll, onde séo
incluidos os produtos moderadamente téxicos (ANVISA, 2015). O seu modo de
acao consiste na ligacao seletiva aos recetores de rianodina (RyR) nos musculos
dos insetos, provocando um descontrolo na libertacdo de calcio de reservas
internas, no reticulo sarcoplasmético (Cordova et al., 2006, Lavtizar et al., 2015).
Esse descontrolo leva a paragem da alimentacao, letargia, paralisia muscular e

por fim a morte do organismo alvo (Sattelle et al, 2008; Lavtizar et al., 2015).

Devido ao seu novo e potente mecanismo de a¢do, esta molécula esta sendo
considerada uma promissora classe de inseticidas quimicos (Rodrigues et al.,
2015). Foi lancado comercialmente em 2007 (Fenoll at al., 2015) e neste mesmo
ano foi comercializado no Brasil, jA na Unido Europeia foi aprovado apenas em
2014 (Directiva 91/414/CEE do Conselho, 1991). O seu uso nha agricultura tem
vindo a mostrar-se extremamente significativo, substituindo de maneira eficaz os
inseticidas neonicotinodides, piretréides, organofosforados e carbamatos, que
possuem alta toxicidade para uma grande quantidade de organismos nao-alvo e
costumam ser muito ou moderadamente persistentes no ambiente (Morrissey et

al., 2015, Grisolia, 2005, Viran et al, 2003).

Ja o Espirotetramato é um inseticida foliar sistémico que pertence a familia dos

acidos tetronicos (Bretschneider et al., 2007), atuando de forma inovadora,
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inibindo a biossintese dos lipidios (Nauen et al., 2008). A modo de atuacgéo € por
contato e ingestdo, acabando por causar a morte em estagios imaturos do inseto-

alvo de 2 a 10 dias ap6s a aplicacdo (Nauen et al. 2008).

Em 2011 esta substancia foi autorizada em varios paises europeus, sendo
utilizado em diferentes culturas para o controlo das pragas de succao (Bayer

Crop Science 2012).

Dado o uso continuo desses novos pesticidas e 0s seus impactos ambientais
ainda pouco analisadas, por exemplo, ao nivel dos efeitos em organismos nao-
alvo, torna-se necessario desenvolver investigacoes focadas na avaliagcdo dos

riscos dessas substancias nos varios compartimentos ambientais, como o solo.

Existem metodologias e ferramentas diversas para a avaliacdo dos riscos
ambientais de pesticidas (Sanchez-Bayo & Tennekes, 2015), como por exemplo

0S ensaios ecotoxicoldgicos.

Estes sao realizados expondo organismos-teste, padronizados e representativos
do compartimento em estudo, num solo/meio aquoso contaminado com a
substancia-teste, avaliando assim o efeito dessa contaminacdo em diversos
parametros biol0gicos como a sobrevivéncia, o crescimento e/ou a reprodugao.
Estes resultados podem ajudar a determinar quais as concentracdes dos
contaminantes que ndo sdo nocivas e quais sao capazes de causar efeitos

adversos nos organismos (Lima, 2009).

Em ecotoxicologia de solo, os ensaios sao feitos seguindo protocolos definidos
pela ISO (Organizacéao Internacional para Normalizacdo) e OCDE (Organizacéo
para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico), em diferentes niveis de

complexidade: desde 0s ensaios mono-espécie executados em laboratorio, 0s
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mais comuns devido ao seu baixo custo e a menor complexidade e variabilidade
dos resultados obtidos (Segat, 2016), aos ensaios de semi-campo (ex.
MIiCrocosmos ou MesocosSmos), mais realistas e ecologicamente relevantes mas

com maiores custos e variabilidade associada (Chelinho et al., 2014).

Esses testes ecotoxicologicos padronizados utilizam diversas espécies de
organismos, de grupos com representatividade no ambiente terrestre, tais como

como os colémbolos, minhocas, acaros e enquitraideos (Alves et al, 2018).

Além da escolha das espécies-teste também se deve ter em consideracao o tipo
de solo: existem solos artificiais padronizados como o solo da OCDE que é um
substrato composto de uma mistura de 70% de areia industrial (com mais de
50% de particulas entre 0,05 e 0,2 mm), 20% de argila de caulino e 10% de turfa
(moida e seca), e o solo artificial tropical (SAT), que consiste huma adaptacéo
do solo artificial OCDE para ensaios em regifes tropicais, cuja composicao difere
apenas no tipo de matéria organica, uma vez que é utilizada fibra de coco moida,
em substituicdo da turfa, sendo o primeiro solo o mais frequentemente testado.
No entanto, a op¢ao pela utilizacédo de solos naturais € uma forma de incrementar
o realismo da avaliacao de efeitos toxicos, uma vez que as propriedades do solo
podem influenciar grandemente a toxicidade observada, ou podem, por si s0,
afetar negativamente a performance dos organismos (Nunes & Espindola, 2012,

Chelinho et al, 2011, Chelinho et al, 2014).

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo principal de avaliar a toxicidade
dos inseticidas Clorantraniliprol e Espirotetramato na reproducdo de trés
invertebrados do solo. Mais especificamente o0s objetivos foram (1) avaliar o grau

de sensibilidade de trés espécies-teste a estes dois inseticidas; (2) contribuir com
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metodologias de cultivo e de ensaios com uma espécie recentemente utilizada

em testes ecotoxicologicos.

Para atingir os objetivos foram realizados testes de reproducdo com trés
invertebrados do solo: Enchytraeus crypticus, Hypoaspis aculeifer e Oppia
nitens, utilizando duas formulagbes comerciais dos inseticidas descritos

anteriormente, 0o MOVENTO O-TEQ e o CORAGEN em um solo natural.

Este trabalho baseou-se na hipotese de que concentragdes crescentes de cada

inseticida provocara uma diminuicdo na reproducao das espécies testadas.

1.3 Materiais e Métodos

11.3.1. Substancias teste

Neste estudo foram utilizadas formulacdes comerciais de dois inseticidas
diferentes, adquiridas na Cooperativa Agricola de Coimbra (Coimbra, Portugal):
o CORAGEN (Suspensao concentrada — SC, 200 g/L Clorantraniliprol) e o

MOVENTO O-TEQ (Dispersao em 6leo (OD) com 150 g/L de Espirotetramato).

No caso do CORAGEN, trata-se de um inseticida utilizado no controlo de
diversas pragas, principalmente da ordem Lepidoptera (TROCZKA et al., 2015),
De acordo com a ficha técnica disponibilizada pela Uni&o Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) a sua substancia ativa, o Clorantraniliprol,
possui baixa solubilidade na &agua, com Koc (coeficiente de sorcao)
moderadamente movel e é considerada muito persistente, com um DT50 (dias
suficientes para degradar 50% do produto) de 270-1163 dias, em solo. Tem alta

toxicidade em invertebrados aquaticos e moderada toxicidade em peixes,
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plantas aquaticas, algas e abelhas. A sua dose recomendada é de 250 a 375
ml/ha de ingrediente ativo, e para este trabalho foi feita a converséo para mg/kg,
chegando ao valor de 0,067 a 0,1 mg i.a/kg. A converséo para mg/kg feita para
as doses recomendadas dos dois inseticidas testados foi feita considerando uma
densidade média do solo de 1.5g /cm3 e uma profundidade de incorporacéao do

pesticida no solo de 5cm.

Relativamente ao MOVENTO, 0s seus principais organismos alvo sao as pragas
de succédo, como os pulgdes e as moscas brancas (Grafton-Cardwell et al. 2007,
Grafton-Cardwell & Scott, 2008). De acordo com a ficha técnica disponibilizada
pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) a sua substancia
ativa, o Espirotetramato, possui baixa solubilidade na agua, com Koc (coeficiente
de sorcdo) moderadamente movel, sendo definido como ndo persistente, e
possuindo um DT50 (dias suficientes para degradar 50% do produto) de 0,05-
0,38 dias em solo. Possui toxicidade moderada para minhocas, algas, plantas
aquaticas, peixes e invertebrados aquaticos. A dose recomendada € de 100 a
600 ml/ha de ingrediente ativo e, para este trabalho, que foi realizado na matriz
solo, foi convertida para mg/kg, originando uma gama de valores de 0,02 a 0,12

i.a. /kg.

Por uma questao de simplificacdo, a partir daqui seréo utilizadas ao longo do

texto as designacdes das formulacdes comerciais (CORAGEN e MOVENTO).
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11.3.2. Solo teste

Para todos os ensaios, foi utilizado um solo natural recolhido na Herdade do
Freixo do Meio (38°41°44.9”N 8°18'33.7”W), localizada na fronteira entre o Alto
Alentejo e o Ribatejo, no distrito de Evora. O solo foi crivado a 5mm e desfaunado
através de dois ciclos de congelamento (-20° C) e descongelamento (20° C). A
sua caracterizacao fisico-quimica foi efetuada pela Universidade do Estado de
Santa Catarina (UDESC, Brasil) e é a seguinte: capacidade de retengcdo maxima
de agua (66.9 + 10.3 %), pH KCL (5.4 £ 0.2), matéria organica (4.0 £ 0.7 %),

areia (68 £ 1 %), silte (24 + 0.6 %) e argila (8 £ 1%).

[1.3.3. Organismos teste

Para serem considerados como organismos-teste em ensaios ecotoxicoldgicos
€ recomendado o uso de espécies ecologicamente relevantes com um curto ciclo
de vida, de ampla distribuicdo e facilmente amostradas e cultivadas em
laboratorio (Van Gestel et al. 1997). Para estes ensaios foram utilizadas as
seguintes espécies: (1) Hypoaspis aculeifer ( Acari : Laelapidae), um acaro
predador que se alimenta de outros acaros, colémbolos, fungos e pupas de
insetos, sendo importante no ecossistema para o controlo biolégico de pragas e
outras espécies com populacdes abundantes (Lesna et al. 2000; Walter; Proctor
& 2013); (2) Oppia nitens (Acari: Orbatidae), espécie de acaro que contribui
significativamente para o ciclo de nutrientes como por exemplo a mineralizacao
e que possui limitada capacidade de dispersdo, o que a torna vulneravel as
perturbacdes do solo, e consequente valida como bioindicadora das mesmas

(Singh et al, 1996, Johnston & Crossley, 2002, Coleman et al, 2004); (3)
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Enchytraeus crypticus (Oligochaeta: Enchytraeidae), espécie que desempenha
um importante papel na decomposicdo da matéria organica e na manutencao da
estrutura do solo com a bioturbacdo, que se caracterizam pela formacao de

tuneis promovidos pela sua movimentac¢do. (Didden, 1993, Hassal, 1987).

Todos os organismos foram obtidos a partir de culturas mantidas no Laboratério
de Ecologia e Ecotoxicologia de Solos, do Departamento de Ciéncias da Vida da

Universidade de Coimbra, Portugal.

Ambas as espécies de acaros foram mantidos em recipientes com meio
composto por uma mistura de gesso e carvao ativado (na proporcdo de 11:1,
p:p). No caso dos H. aculeifer estes foram alimentados trés vezes por semana
com "cheese mites" (Tyrophagus putrescentiae) cultivados simultaneamente em
frascos de vidros e alimentados duas vezes por semana com levedura de cerveja
(OCDE-226, 2008). No caso dos O. nitens, os organismos foram alimentados 3
vezes por semana com fermento granulado e seco. A humidade do substrato foi

regularmente reposta com a adicdo de agua destilada.

J& os enquitraideos da espécie E. crypticus foram mantidos em placas de agar
e alimentados uma vez por semana com aveia em flocos autoclavada (1SO-
16387, 2003). Todas as culturas foram mantidas em 20 + 2°C com fotoperiodo

16: 8 (dia: noite).
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[1.3.4. Procedimento experimental

[1.3.4.1 Contaminacgéo do solo

Tendo em conta os resultados de ensaios preliminares, para cada inseticida foi
definida uma gama 5 concentracfes crescentes: 4, 13, 45, 150 e 500 mg i.a/kg
para as espécies O. nitens e E. crypticus; e 13, 45,150, 300 e 500 mg i.a/kg para

os H. aculeifer.

Para cada inseticida, para obter as concentracdes desejadas foi preparada uma
solugdo “stock”, da qual foram retiradas quantidades especificas para cada
concentracdo, as quais foram adicionadas a agua destilada, de forma a obter o
gradiente de contaminacdo desejado e manter uma humidade inicial do solo

correspondente a 50% da sua capacidade de retencdo maxima de agua.

11.3.4.2. Ensaios de reproducdo

Enquitraideos (Enchytraeus crypticus)

O teste de reproducao de enquitraideos foi realizado de acordo com a norma
ISO-16387 (2003). Apos a contaminagéo do solo, dez individuos adultos e com
clitelo visivel foram colocados em recipientes de vidro com 20g (peso seco) de
solo e posteriormente alimentados com aveia em flocos autoclavada. Durante os
28 dias do ensaio, semanalmente, a humidade perdida foi reposta (atraves da
pesagem dos frascos e adicao de agua destilada), assim como a comida (atraves
da adicdo de flocos de aveia autoclavada). No final do ensaio foi adicionado

etanol (a 80%) aos recipientes, em quantidade suficiente para cobrir o solo e de
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forma a fixar os organismos, e de seguida, algumas gotas do corante Rosa de
Bengala a 1% para corar os organismos. Posteriormente foram contados 0s

adultos e juvenis de cada réplica, de acordo com Chelinho et al (2014).

Acaros (Hypoaspis aculeifer)

O teste de reproducdo com acaros foi realizado de acordo com a norma 226 da

OCDE (OCDE, 2008).

Para sincronizacao dos acaros foram separadas 200 fémeas e 25 machos para
um novo meio de cultura, aguardando a postura de ovos durante 48h. Apés esse
periodo foram retirados todos os individuos, deixando apenas 0s 0vos para
eclodirem. Os animais nascidos foram usados 28-35 dias ap6s o inicio do
periodo de postura. Apds a contaminacdo do solo, dez fémeas sincronizadas
foram selecionadas e colocadas em recipientes de vidro com 20g (peso seco) de
solo e posteriormente alimentadas com “cheese mites” (Tyrophagus
putrescentiae). Durante os 14 dias do ensaio, duas vezes por semana procedeu-
se a correc¢ao da humidade (através da pesagem dos frascos e adicao de agua
destilada), assim como a adi¢do de comida (“cheese-mites”). No final do ensaio,
0s acaros (adultos e juvenis) foram extraidos utilizando um extrator de
Macfadyen por 3 dias, sendo 12 horas a 35 °C, 12 horas a 40 °C e 48 horas a

45°C.
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Acaros (Oppia nitens)

O teste de reproducdo com os O. nitens foi baseado num trabalho inicialmente
desenvolvido no Canada (Princz el al, 2010) e em trabalhos ja realizados como
‘ring test” para esta espécie (Lavtizar, 2016). Nas culturas mantidas em
laboratorio, os organismos de cor ambar foram previamente separados dos
restantes, para recipientes com meio de cultura novo, e utilizados uma semana
depois nos ensaios. Apds a contaminacéo do solo (8 réplicas para o controlo -
solo com adicéo de agua destilada apenas e 5 réplicas para os tratamentos com
os inseticidas), foram colocados 15 individuos em cada recipiente com 20g (peso
seco) de solo e alimentados com fermento granulado e seco. Uma vez por
semana, durante 4 semanas, procedeu-se a correcao da humidade (através da
pesagem dos frascos e adicdo de agua destilada), assim como a adicdo de
comida referida anteriormente. No final dos 28 dias de teste, os acaros (adultos
e juvenis) foram extraidos utilizando extrator de Macfadyen, durante 3 dias, a
uma temperatura de 35°, sendo o solo humedecido uma vez por dia durante a

extracao.

Dada a baixa taxa de reproducéo obtida no ensaio descrito acima (ver sec¢ao

[1.4.2 dos resultados) foi realizado um outro ensaio, com dois solos néo
contaminados (controlos), o solo natural utilizado nos restantes ensaios
(recolhido no Freixo) e o solo artificial fornecido por colegas do Canada, no
ambito do “ring-test” internacional que esta a decorrer e no qual participa o
Laboratério de Ecologia e Ecotoxicologia de Solos. Pretendeu-se avaliar se o
solo utilizado era por si s6 impeditivo da reproducéo dos organismos. Para cada
um dos solos (natural e artificial) foram montadas 4 réplicas com 15¢g e outras 4

com 279 (peso humido)
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Todos os testes descritos anteriormente foram mantidos a 20 + 2°C com
fotoperiodo de 16: 8 (dia: noite). Por tratamento foi ainda preparada uma réplica

extra, para controlo da humidade e ph.

Para as trés espécies testadas, a contagem de todos os individuos foi feita em

placas de seis pogos utilizando uma lupa binocular e a ampliacédo de 40 vezes.

[1.3.5. Analise de dados

Para verificar a existéncia de outliers/valores extremos foi aplicado o critério de
Chauvenet (1863) (média + 2x o desvio padrdo e a média — 2x desvio padrao)
para cada tratamento. Foram retirados os valores que ndo estavam dentro dessa
margem de erro e/ou valores que tornavam esses resultados negativos (o0 que
confirma a presenca de valores extremos). A normalidade dos dados de
reproducdo foi verificada utilizando os testes de Kolmogorov e Shapiro-Wilk e a
homogeneidade de variancias através do teste de Levene. Sempre que estes
pressupostos ndo foram cumpridos, foi aplicada uma transformacéo raiz (x+1)

aos dados.

Para avaliar a existéncia de efeitos do tratamento com o0s inseticidas na
reproducdo de cada uma das espécies-teste, uma analise de variancia
unidirecional (ANOVA). Apos a ANOVA foram também realizadas comparagoes
post hoc (teste de Dunnett) para determinar para testar a existéncia de
diferencas entre o controlo e cada uma das concentragdes testadas, de forma a
determinar o NOEC (“no observed effect concentration”; concentragdo sem
efeitos observaveis) e o LOEC (“lowest observed effect concentration”. menor

concentracdo com efeito observavel).
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Sempre que possivel, as concentracdes que causaram 50 % de reducdo na
reproducdo dos organismos (“Effect Concentration”; EC50), assim como os
intervalos de confianca a 95% foram calculadas através de regressdes ndo

lineares (Environment Canada, 2007).

Todas as analises descritas anteriormente foram realizadas utilizando o

programa Statistica 7.0. (Statsoft., 2004).
[I.4 Resultados
I1.4.1. Reproducdo com Enchytraeus crypticus

Nos ensaios de reproducdo efetuados com E. crypticus foram cumpridos os
critérios de validade definidos pela 1SO-16387 (2003). Nos controlos foram
obtidos, em média, 8,6 adultos sobreviventes 780 juvenis, com um coeficiente

de variacdo de 25,3%.

Os resultados estao representados na Figura 1.
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Figura 1. Efeitos do inseticida CORAGEN (i.a. Clorantraniliprol) na sobrevivéncia (a) e
reproducdo do enquitraideo E. crypticus, apds 28 dias de exposicdo em solo natural do
Freixo.
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Figura 2. Efeitos do MOVENTO O-TEQ em solo natural do Freixo, sobre a) sobrevivéncia
dos adultos e b) reproducdo (nimero de juvenis) em E. crypticus, ap6s 28 dias de
exposicao.

Em ambos os ensaios, quer com MOVENTO quer com CORAGEN, a
sobrevivéncia dos adultos e producdo de juvenis manteve-se relativamente
constante ao longo do gradiente de contaminacao, ndo tendo sido encontradas

diferencas entre o controlo e os tratamentos respetivos (ANOVA 1 via; p> 0.05).

I1.4.2. Reproducdo com Oppia nitens

Nos ensaios de reproducdo efetuados com o acaro O.nitens nao foram
cumpridos os critérios de validade definidos para o protocolo disponivel (
reproducdo média de 60 juvenis no controlo e mortalidade dos adultos menor ou
igual a 20%; 1SO 23266, 2018). De facto, os individuos apresentaram uma baixa
taxa de reproducao, apresentando uma média de apenas 4 juvenis por réplica
do controlo, e ainda com elevada variabilidade associada dentro de cada
tratamento. Ja a sobrevivéncia dos adultos foi superior a 80% e nao houve
variacdo significativa entre o controlo e os tratamentos. Os resultados obtidos

estéo representados na figura 3.

34



2
=
N—

=
= om

.—'.1 —_
k] T 12
249 o
2 2
H 2 10

10 g
a s
w 8 v
N § °
3
3 5
L] 4 _g
S 2 - 2
z z

o 0

(1) 4 13 45 150 500 0 4 13 45 150 500

Doses de CORAGEN (mg chlorantraniliprole fkg) Doses de CORAGEN (mg chlorantraniliprole fkg)

Figura 3. Efeitos do CORAGEN em solo natural do Freixo, sobre a) sobrevivéncia dos
adultos e b) reproduc¢édo (nimero de juvenis) em O. nitens, apds 28 dias de exposi¢éo.
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Figura 4. Efeitos do MOVENTO O-TEQ em solo natural do Freixo, sobre a) sobrevivéncia
dos adultos e b) reproducgéo (nimero de juvenis) em O. nitens, apés 28 dias de exposicao.

Relativamente ao ensaio posterior apenas com solos ndao contaminados (solo do
Freixo e solo Canadiano; ver sec¢ao 11.3.4.2 dos Materiais e Métodos) para
verificar se a baixa reproducdo observada poderia ser decorrente do tipo e
qguantidade de solo, os resultados obtidos estédo representados na Figura 5. Os
mesmos mostraram uma reproducdo muito baixa e altamente variavel dos
individuos de O. nitens (em concordancia com o0 ensaio com 0s inseticidas;

Figura 4), em ambos o0s solos e para as duas quantidades testadas (15 e 27q),
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A sobrevivéncia dos adultos foi novamente alta e semelhante ao ensaio anterior

(Figura 4).
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Figura 5. Testes controlo em solo natural do Freixo e solo Canadiano com 15 e 27g, para
a avaliacdo da sobrevivéncia dos adultos (a) e reproducéo (numero de juvenis) (b) da
espécie de acaro O. nitens, durante 28 dias.

11.4.3. Reproducdo com Hypoaspis aculeifer

Nos ensaios de reproducéo efetuados com H. aculeifer foram cumpridos os
critérios de validade definidos pela norma 226 da OCDE (OCDE, 2008). As
meédias observadas para o n.° de adultos sobreviventes e 0 n.° de juvenis no
controlo foram, respetivamente, de 8 e 168, com coeficiente de variacdo da

reproducao de 20,9%. Os resultados globais obtidos estdo descritosna figura 6.

No teste com o inseticida CORAGEN, a sobrevivéncia dos adultos ndo foi
negativamente afetada relativamente ao controlo, em nenhuma das
concentragcbes (ANOVA 1 via: p> 0.05). O mesmo caso ocorreu com a taxa de
reproducdo, ndo foram encontradas diferencas no n.° de juvenis, para 0s varios
tratamentos, ndo havendo assim efeito inibitério do CORAGEN na reproducéo

de H. aculeifer (ANOVA 1 via: p> 0.05).
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Figura 6. Efeitos do CORAGEN em solo natural do Freixo, sobre a) sobrevivéncia dos
adultos e b) reproducéo (nimero de juvenis) em H. aculeifer, apds 14 dias de exposicao.

J& no teste com o pesticida MOVENTO foi observado um cenério diferente, no
que diz respeito aos efeitos na reproducdo, com um padréo dose-resposta. Isto
€, 0 numero de juvenis diminuiu ao longo do gradiente de contaminacédo, sendo
estatisticamente menor do que o controlo, a partir da concentragdo C3
(150mg/kg) (ANOVA 1 via, teste de Dunnet, p<0.05), mostrando assim que ha
efeitos do tratamento na reproducéo dos H. aculeifer. Desta forma foi possivel calcular
o NOEC (45 mg/kg), o LOEC (150 mg/kg) e o EC50 (313 mg/kg, com os intervalos

de confianca entre 249 e 378 mg/kg).
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Figura 7. Efeitos do MOVENTO O-TEQ em solo natural do Freixo, sobre a) sobrevivéncia
dos adultos e b) reproducdo (numero de juvenis) em H. aculeifer, apos 14 dias de
exposicdo. * indica média de juvenis estatisticamente menor que o controlo.
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I1.5 Discussao

[1.5.1 E. crypticus

Nenhum dos dois inseticidas testados afetou a reproducdo ou sobrevivéncia de
E. crypticus. Quanto ao CORAGEN, Lavtizar et al (2015) também descreve
testes de toxicidade com esta espécie em solo natural Lufa 2.2 (com baixo teor
de matéria organica) em que foram obtidos resultados semelhantes aos deste
trabalho, onde mesmo em concentracfes nédo realistas (1000 mg / kg) esta
espécie ndo apresentou decréscimo nem da sobrevivéncia nem da reproducéo.
Estes autores referem-se a probabilidade dos recetores de rianodina (canais que
controlam a libertacdo de calcio intracelular) desta espécie ndo sejam
suscetiveis a ligacdo ao CORAGEN e por isto este produto ndo Ihe cause efeitos
adversos, visto que € por esse meio que este inseticida atinge os organismos-
alvo: causando um descontrolo na libertagdo de calcio ao ligar-se a rianodina.
Além disso a baixa solubilidade em agua descrita para o CORAGEN e o
MOVENTO O-TEQ podem determinar uma baixa biodisponibilidade das
substancias no solo, podendo ser um dos motivos da baixa sensibilidade desta
espécie aos contaminantes, visto que a sua principal via de exposicdo aos
produtos quimicos é através da absorcao via solucéo do solo (Didden & Rombke,

2001).

I1.5.2 H. aculeifer

Ja para a espécie H. aculeifer o CORAGEN também né&o apresentou nenhum

efeito negativo na reproducgédo, podendo essa espécie também néo ser suscetivel
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a ligagéo do pesticida com sua rianodina, ou pode ter uma alta resisténcia a essa
substancia. Os 4caros possuem um exoesqueleto de quitina que tem como
funcdo a protecdo contra atrito, patdégenos, predadores e variacdes do meio
ambiente, isto acaba por ser uma barreira para a absor¢cdo do pesticida por
contato, diferente de outras espécies como 0s enquitraideos que sdo expostos,
também, pela absorcdo direta via derme (Ruppert & Barnes, 1996,
Wolstenholme & Rogers, 2005). Na literatura diversos trabalhos demostram a
baixa sensibilidade de H. aculeifer a diversas substancias toxicas. Um
levantamento de dados comparativo testando a sensibilidade de Folsomia
candida, H. aculeifer e Eisenia fetida a 51 substancias mostrou que H. aculeifer
ndo foi a espécie-teste mais sensivel para 48 delas (EFSA, 2017). Como
exemplo temos os pesticidas deltametrina, cloropirifos, dimetoato, onde os H.
aculeifer apresentaram menor sensibilidade quando comparada com Folsomia

candida (EFSA, 2017, Owojori et al, 2014).

Quanto ao MOVENTO, houve efeito na reproducao dos H. aculeifer, no entanto
em concentracdes elevadas, que dificilmente serdo encontradas em campo,
excetuando talvez em cenarios de derrames acidentais ou lavagem de tanques
de aplicacéo. De facto, a dose recomendada para este inseticida é 0,02 a 0,12

i.a/kg, inferior em duas ordens de magnitude ao LOEC calculado (150 mg i.a /kg).

No entanto a substancia ativa do MOVENTO, Espirotetramato, € descrita como
moderadamente toxica para peixes(Cyprindon variegatus) com LC50 1,96 mg/I
e NOEC 0,534 mg/l, invertebrados aquaticos(Daphnia magna) com EC50 >42,7
mg/l e NOEC 2,0 mg/l e para as minhocas (Eisenia fetida), sendo estas afetadas
para concentracfes a partir de 100mg/kg (NOEC para a reproducéo; IUPAC,

2019).
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Apesar dos resultados obtidos para as espécies testadas no presente trabalho
indicarem a nao existéncia de ecotoxicidade e de risco para o compartimento
solo, associado ao uso destes dois inseticidas, sdo necessarios mais dados para
confirmar que o seu uso agricola € seguro. De facto, na literatura existem poucos
trabalhos com esses produtos e sobre 0s seus impactos neste ecossistema.
Para poder retirar conclusdes mais consistentes é importante avaliar a influéncia
de diferentes fatores como o tipo de solo e temperaturas, por exemplo, para
estabelecer um limite ambientalmente seguro. O fator temperatura pode
influenciar a toxicidade do Clorantriniliprol, o que foi comprovado para a espécie
Eisenia fetida, em ensaios com duas temperaturas (20°C e 25°C), em que 0s
resultados mostraram que a atividade da enzima acetilcolinesterase foi maior a
25°C havendo uma inducao da sua atividade, resultando em menor toxicidade,
enquanto que no ensaio a 20° a enzima foi inibida, (Hackenberger, 2018). A
inibicdo da acetilcolinesterase gera um excesso de acetilcolina, provocando
paralisia dos musculos necessarios a respiracao, por exemplo (Savolainen,
2001; EFSA, 2005). Também a influéncia de 4 tipos de solo diferentes,
contaminados com Clorantriniliprol, na reproducdo de Folsomia candida foi
avaliada por Lavtizar et al. (2015) que encontrou maior toxicidade nos solos com
menor teor de matéria organica. Os mesmos autores referiram a tendéncia desse
inseticida a ligar-se fortemente a matéria organica (média KOC 329 L / kg;
APVMA, 2008), e portanto um maior teor da mesma no solo reduziria a sua

biodisponibilidade e, consequentemente diminuiria a sua toxicidade.

Além disso, o Clorantraniliprol segundo as pesquisas de Lavtizar et al. (2015)
demonstrou ser o mais téxico dentro do seu préprio grupo, 0s inseticidas

diamidas, sendo considerado muito téxico para os invertebrados aquaticos e
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organismos que vivem nos sedimentos, com EC50 (48h) de 9.4 ug/L para
espécie de microcrustdceo D. magna. Outros trabalhos corroboram essa
afirmacao, com valores de EC50 (48h) de 11,6 pg/L para esta mesma espécie e
2,9 ug/L para outra espécie, Ceriodaphnia dubia), demonstrando assim uma alta
sensibilidade ao Clorantriniliprol (US.EPA, 2008, Nogueira, 2016). Por isso,
apesar da baixa toxicidade para os invertebrados do solo, pode haver perigo
indireto para os organismos aquéticos (que apresentam uma sensibilidade
expressivamente maior) devido a lixiviagdo e/ou escorréncia superficial deste

inseticida.

[1.5.3 O. nitens

Em relacdo aos testes com O. nitens nao foi possivel validar os testes devido a
baixa reproducédo dos individuos. Este mesmo padréo foi também observado nos
testes subsequentes realizados com solo ndo contaminado (Freixo e
Canadiano). Estes resultados sugerem que a baixa reproducao registada podera
ser devida ao mau estado da propria cultura de laboratério, com condi¢des sub-
Otimas de reprodugcdo, ou de algum erro de manuseamento durante a
manutenc¢ao da cultura e/ou do préprio ensaio laboratorial. Durante a preparacao
destes ensaios, aquando da sincronizagcdo dos organismos, foi observado um
baixo numero de juvenis nas culturas, principalmente apds a mudanca de

substrato.

Com um protocolo ainda por definir, devido a recente inclusdo desta espécie em
ensaios ecotoxicoldgicos, existem poucos laboratérios a utiliza-la e por isso ha

falta de dados comparaveis. Num dos trabalhos existentes, de Lavtizar et al
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(2015), a espécie foi exposta ao Clorantriniliprol e ndo demonstrou ser afetada
pelo pesticida mesmo em altas concentragbes (1000 mg/kg). Quanto aos
controlos, apresentaram media de 80% de sobrevivéncia dos adultos e o nimero
médio de 25 juvenis por réplica, nimero ainda abaixo da proposta de critério de

validade do protocolo que esté a ser otimizado (média de juvenis entre 50 a 60).

Ja Princz (2010) investigou a variabilidade do teste na sobrevivéncia e
reproducao desta espécie, que foi testada em 15 solos florestais. A sobrevivéncia
dos adultos foi consistente entre os diferentes tipos de solo, com uma média de
86%. No entanto, a reproducdo variou significativamente, com média entre 2,9 a
86,2. De todas as caracteristicas do solo avaliadas (NH 3, NO 3, pH, P, OM, C:N,
areia, silte, e argila), apenas o teor de OM (matéria organica) aparentou afetar a
reproducéo de O. nitens, isto é, a reproducdo aumentou em solos com maiores
teores de OM. Observou-se ainda que a reproducéao foi 6tima em solos com um

teor de MO de 6 a 7%.

Em outro trabalho realizado por Princz (2018), foram feitos testes com O. nitens
em dois tipos de solo, um franco-argiloso de textura grossa (VSL) e um franco
argiloso de textura fina (NRS). A sobrevivéncia média dos adultos foi de 95 e
97% nos solos NRS e VSL, respetivamente, com taxas médias de reproducéo

de 152 e 190 juvenis por réplica.

De facto, tal como referido anteriormente, o ensaio de reproducdo com esta
espécie encontra-se em fase de padronizacao, pelo que é provavel que a versao
final do protocolo possa sofrer alteragées, no sentido de fornecer indicagoes para

ultrapassar estas e outras dificuldades.
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I1.6. Concluséao

Nao foi encontrada toxicidade do inseticida Clorantraniliprol para o 4caro H.
aculeifer e para o enquitraideo E. crypticus mesmo em concentracdes elevadas

(500 mg / kg).

Para os testes com o inseticida Espirotetramato, a espécie E. crypticus também
nao foi sensivel, mesmo na dose maxima testada (500 mg / kg). Contrariamente
ao observado para o Clorantraniliprol, os acaros H. aculeifer foram
negativamente afetados por concentracdes crescentes de Espirotetramato,
tendo sido calculados valores de LOEC de 150 mg / kg, e EC50 para efeitos na

reproducéo de 313 mg / kg.

Quanto a espécie Oppia nitens nao foi possivel determinar a toxicidade de
nenhuma das duas substancias testadas, devido a baixa reproducdo dos
organismos nos controlos. Devido a dificultade de atingir um grande nimero de
juvenis nos controlos, como foi o caso do presente trabalho e de outros trabalhos
citados, pode ser necessario rever em baixa o critério de validade relativo ao
namero minimo de juvenis do controlo, proposto pelo protocolo que se encontra

em validacéo.
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Capitulo 3
Efeito dos inseticidas Clorantraniliprol e
Espirotetramato no acaro predador Hypoaspis
aculeifer, utilizando vias de exposi¢cado a contaminacao

mais realistas.

51



I11.1 Resumo

De entre todas as espécies de invertebrados de solo utilizados em ensaios
ecotoxicolégicos padronizados, o acaro Hypoaspis aculeifer é a Unica espécie
predadora (OCDE, 2008). Contudo, varios estudos tém demonstrado a sua baixa
sensibilidade a diversas substancias, podendo a mesma estar relacionada com
o modo de exposicao a substancia-teste, uma vez que o protocolo em vigor para
esta espécie (norma 226 da OCDE), ndo considera a exposi¢ao via oral mas
apenas a exposicao via solo contaminado, ndo tendo em conta o seu habito

predador.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de dois novos
inseticidas, o Espirotetramato e o Clorantraniliprol, na mortalidade e reproducéo
do &caro Hypoaspis aculeifer num solo natural do freixo, através da adaptacéo
do protocolo existente, considerando a via de exposi¢do oral ao contaminante,
além da via tradicional (através da contaminacdo do solo). As presas
(Tyrophagus putrescentiae) oferecidas nos ensaios foram previamente expostas
ao contaminante a partir da levedura de cerveja, utilizada para alimenta-las. Os
resultados desse ensaio foram comparados com 0s obtidos no ensaio-padréao

realizado anteriormente (capitulo 2).

Os resultados demonstraram que o inseticida Clorantriniliprol ndo afetou nem a
sobrevivéncia nem a reproducdo dos Hypoaspis aculeifer. Quanto ao
Espirotetramato, afetou negativamente a sobrevivéncia dos adultos nas duas
doses mais altas (300 e 500 mg / kg), 0 que n&o ocorreu no teste-padrao. Quanto
a taxa de reproducéo, foi encontrado EC50 de 280 mg/kg, valor menor que o
apresentado pelo teste-padrao: 313 mg/kg, sugerindo uma tendéncia de maior

toxicidade observada na exposicdo por via oral. No entanto, sdo necessarios
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mais ensaios, com outros contaminantes e com outros solos, quer para confirmar
esta tendéncia, quer para propor alteracdes ao protocolo vigente, no sentido de

ter em conta os habitos alimentares desta espécie.

Palavras-chave: Ensaios Ecotoxicologicos; vias de exposicdo a

contaminantes; Comida Contaminada; inseticidas; Acaro Predador.

[11.2 Introducéo

Os ensaios ecotoxicoldgicos existentes para avaliar os efeitos de substancias
quimicas nos organismos ndao-alvo, normalmente sdo realizados seguindo
protocolos padronizados pela Organizacéo para Cooperacao e Desenvolvimento
Econémico (OCDE) e/ou Organizacéo Internacional de Normalizacdo (ISO) e

consistem em expor espécies padrdo a amostras de solo contaminado.

A utilizacdo de invertebrados do solo como organismo-teste neste tipo de
ensaios pode ser considerada um dos principais instrumentos de analise, pois
normalmente sdo suficientes para determinar o0 risco ecolégicos dessas
substancias e o nivel de exposi¢cdo segura para a saude humana. (Shugart,

2009, Cardoso, 2012).

De entre todas as espécies de invertebrados de solo que podem ser utilizados
nestes ensaios padronizados (OCDE, 2008), o acaro Hypoaspis aculeifer € a
Unica espécie predadora, alimentando-se normalmente de outros &acaros,
colémbolos, fungos e pupas de insetos e por isto € uma espécie importante no
controlo biolégico de pragas e outras espécies com populagdes abundantes
(Lesna et al. 2000; Walter & Proctor, 2013). Contudo, varios estudos tém

demonstrado a sua baixa sensibilidade a diversas substancias, como 0s
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pesticidas deltametrina, cloropirifos, dimetoato, quando comparada com outros
invertebrados do solo, como por exemplo a Folsomia candida (EFSA, 2017;
Owojori et al, 2014; Huguier et al, 2015; Jegede et al., 2017). Esta baixa
sensibilidade poder4 estar relacionada com o modo de exposicdo a substancia-
teste, preconizado pelo protocolo em vigor para esta espécie (norma 226 da
OCDE, OCDE 2008), uma vez que considera apenas a exposi¢do via solo
contaminado, ndo considerando seu habito predador, e oferecendo alimento

(“presas”) nao contaminado durando o ensaio.

Se levarmos em conta um cenério real de contaminacdo, as espécies que
servem de alimento para o H. aculeifer também estariam previamente expostas
ao contaminante, podendo o protocolo atual estar a subestimar a toxicidade dos
contaminantes para esta espécie, como ja foi previamente discutido num estudo
anterior (Natal-da-Luz, 2019). No trabalho referido, o protocolo padronizado foi
adaptado no sentido de expor os organismos a um Solo artificial padrao (OCDE;
5% de turfa, 20% de caulim e 75% de areia, com o pH ajustado para 6)
contaminado, e alimentar o ensaio com presas (Tyrophagus putrescentiae)
previamente expostas ao Cobre (Cu). Os resultados mostraram que 0s acaros
alimentados com presas pré-expostas foram afetados pelo Cu em concentragcdes

menores quando comparados ao teste padréo alimentado com presas “limpas”.

Apoés o trabalho de Natal-da-Luz et al. (2019) ficou evidente a necessidade de
prosseguir com esta avaliagdo com outros grupos de contaminantes (ex.
pesticidas) e outros tipos de solo, de forma a obter uma base de dados maior e

mais solida, com vista a uma possivel futura adaptacéo do protocolo em vigor.

Assim o presente trabalho teve como objetivo principal a avaliagdo dos efeitos

de dois inseticidas, o Espirotetramato e o Clorantraniliprol, na mortalidade e
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reproducdo do &caro Hypoaspis aculeifer, através da adaptacdo do protocolo
existente, considerando vias de exposicdo ao contaminante mais realistas,
nomeadamente a exposicdo a comida contaminada. Mais especificamente,
pretende-se comparar a toxicidade obtida no presente estudo com a observada
nos ensaios padrdo, realizados com a mesma espécie e contaminantes,

descritos no capitulo 2.

Este trabalho baseou-se na hip6tese que a toxicidade observada nos ensaios
adaptados, com duas vias de exposi¢cdo a contaminacao (solo e alimento), sera
maior, comparativamente ao teste padrdo, com s6 uma via de contaminacao

(solo).

I11.3 Materiais e Métodos

111.3.1. Organismos teste

Os organismos foram obtidos de culturas mantidas no Laboratério de
Ecotoxicologia do Departamento de Ciéncias da Vida da Universidade de
Coimbra, Portugal. Para o teste de reproducéo foi utilizada a espécie Hypoaspis
aculeifer, cultivada em meios produzidos com uma mistura de gesso e carvao
ativado (11: 1) e alimentados duas vezes por semana com cheese mites
(Tyrophagus putrescentiae), que foram cultivados simultaneamente em frascos

de vidros e alimentados duas vezes por semana com levedura de cerveja.
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[11.3.2. Substancia teste

Foram utilizadas formulagbes comerciais de dois inseticidas diferentes,
adquiridas na Cooperativa Agricola de Coimbra (Coimbra, Portugal): o
CORAGEN (Suspensdo concentrada — SC, 200 g/L Clorantraniliprol) e o
MOVENTO O-TEQ (Dispersao em 6leo (OD) com 150 g/L de Espirotetramato),

tal como descrito na seccéo 11.3.1 (capitulo 2).

As doses utilizadas tanto para o solo quanto para levedura foram 5
concentracbes crescentes: 13, 45, 150, 300, 500 mg i.a/kg para os dois

inseticidas.

l11.3.3. Contaminacgé&o da levedura de cerveja

Todos os procedimentos descritos relativos a adaptacdo do protocolo de
reproducdo existente (norma 226 da OCDE, OCDE 2018) basearam-se nos
trabalhos de Natal-da-Luz et al. (2019) e de Leticia Carniel (comunicacdo

pessoal, 2019).

A levedura de cerveja foi separada em caixas de petri de vidro, sendo 20g para
o controlo e 159 para cada tratamento, contaminada uniformemente (verificando
se pelo menos 80% da levedura se apresentava hiumida) e congeladas até serem
levadas para secar (liofilizador a frio por cerca de 48h). Apds esse procedimento
a levedura foi macerada com a ajuda de uma colher e dividida em microtubos
com cerca de 5g cada (quantidade suficiente para alimentar os cheese mites),
gue foram congelados a -20C até serem posteriormente utilizados, de forma a

evitar a degradacdo dos contaminantes.
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l11.3.4. Contaminacédo do cheese mites (Tyrophagus putrescentiae)

Os cheese mites foram extraidos da sua cultura original com a ajuda de uma
lampada de 60W (para induzir, pela acdo do calor, a fuga dos organismos para
baixo) direcionada para um funil, na qual foi colocada uma rede (1 mm de malha),
e onde foram previamente colocados os cheese mites. A referida rede foi
utilizada para evitar a passagem de possiveis residuos de levedura de cerveja
ndo contaminada presente na cultura original. Neste sentido, para evitar ao
maximo a existéncia desses mesmos residuos, os cheese mites ndo foram
alimentados durante pelo menos uma semana, antes de sofrerem este

procedimento de extragao.

Por baixo do funil foi colocado um recipiente com a levedura contaminada (e
previamente descongelada), destino final dos cheese mites extraidos. A
exposicao a levedura contaminada foi realizada durante os 4 dias anteriores a
data de serem utilizados para alimentar os ensaios (ver sec¢ao seguinte). Este
procedimento foi realizado separadamente para cada uma das concentracdes
testadas dos dois inseticidas. No caso do tratamento controlo, foi utilizado o
mesmo procedimento dos tratamentos contaminados, mas utilizando levedura

humedecida com agua destilada apenas.

[11.3.5. Ensaio de reproducéo

Os ensaios foram realizados de acordo com os procedimentos descritos no
protocolo da OCDE n° 226 (OCDE, 2008), com as adaptacOes referidas na

secg¢ao anterior.
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Assim, 10 fémeas com idade entre 28-35 dias foram colocadas em frascos de
vidro contendo 20g (peso seco) de solo contaminado e alimentadas a cada dois
dias (dias 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12) com a levedura contaminada durante as duas
semanas do ensaio. No caso do tratamento controlo foi utilizado o mesmo solo,
sem contaminacdo, e foram alimentados com a levedura ndo contaminada,

durante os mesmos dias dos outros tratamentos.

Uma vez por semana foi também realizada a correcdo da humidade (através da
pesagem dos frascos e adicdo de 4gua destilada correspondente a perdida por

evaporacao).

Os ensaios foram mantidos a 20 = 2°C com fotoperiodo de 16: 8 (claro: escuro).
Foram utilizadas 8 réplicas para o controlo (apenas adicdo de 4gua ao solo) e 5
réplicas para os tratamentos com inseticida. Foi também preparada uma réplica

extra para cada tratamento, para controlo da humidade e ph.

No final do ensaio, os individuos foram extraidos utilizando um extrator de
Macfadyen durante 3 dias (12 horas a 35°, 12 horas a 40 ° e 48 horas a 45°) e
preservados em alcool. A contagem do numero de adultos e juvenis foi realizada

com recurso a uma lupa binocular.

[11.3.6. Analise de Dados

Para verificar a existéncia de outliers/valores extremos foi aplicado o critério de
Chauvenet (1863) (média + 2x o desvio padrdo e a média — 2x desvio padrao)
para cada tratamento. Foram retirados os valores que nao estavam dentro dessa
margem de erro e/ou valores que tornavam esses resultados negativos (o que

confirma a presenca de valores extremos). A normalidade dos dados de
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reproducao foi verificada utilizando os testes de Kolmogorov e Shapiro-Wilk e a
homogeneidade de variancias através do teste de Levene. Sempre que estes
pressupostos nao foram cumpridos, foi aplicada uma transformacéo raiz (x+1)

aos dados.

Para avaliar a existéncia de efeitos do tratamento com o0s inseticidas na
reproducdo da espécie-teste, foi feita uma analise de variancia unidirecional
(ANOVA). Apo6s a ANOVA foram também realizadas compara¢des post hoc
(teste de Dunnett) para determinar a existéncia de diferencas entre o controlo e
cada uma das concentracdes testadas, de forma a determinar o NOEC (“no
observed effect concentration”; concentracdo sem efeitos observaveis) e o LOEC
(“lowest observed effect concentration”: menor concentragdo com efeito

observavel).

Sempre que possivel, as concentracdes que causaram 50 % de reducdo na
reproducdo dos organismos (“Effect Concentration”; EC50), assim como os
intervalos de confianca a 95% foram calculadas através de regressbes néo
lineares (Environment Canada, 2007). Todas as analises descritas anteriormente

foram realizadas utilizando o programa Statistica 7.0. (Statsoft., 2004)

1.4 Resultados

Nos ensaios de reproducao efetuados para H. aculeifer foram cumpridos os
critérios de validade definidos pela norma 226 da OCDE (OCDE, 2008). As
meédias observadas para o n.° de adultos sobreviventes e o n.° de juvenis no
controlo foram, respetivamente, de 8 e 79, com coeficiente de variacdo da

reproducao de 20,7%. Os resultados estdo descritos nas figuras 1 e 2.
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O teste com o pesticida CORAGEN n&o apresentou diferencas entre os
tratamentos e o controlo na sobrevivéncia dos adultos (ANOVA 1 via: p> 0.05).
O mesmo ocorreu com a taxa de reproducdo, uma vez que nao foram
encontradas diferencas no n.° de juvenis, para os varios tratamentos, nao
havendo assim efeito inibitorio do CORAGEN na reproducdo de H. aculeifer

(ANOVA 1 via: p> 0.05).
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Figura 1. Efeitos do inseticida CORAGEN (i.a. Clorantraniliprol) na sobrevivéncia
(a) e reproducao (b) do acaro H. aculeifer, apés 14 dias de exposi¢cdo em solo
natural do Freixo.

Ja o teste com o pesticida MOVENTO O-TEQ apresentou um padrdo dose-
resposta, com diferengas na sobrevivéncia dos adultos entre os tratamentos,
sendo os dois ultimos (300, 500 mg i.a/kg) significativamente menores que o
controlo (ANOVA 1 via, teste de Dunnet, p<0.05). Também na taxa de reproducdo
foram observados efeitos inibitérios, noameadamente uma diminuicdo no
namero de juvenis ao longo do gradiente de contaminacdo (ANOVA 1 via, teste
de Dunnet, p<0.05), mostrando assim que ha efeitos do inseticida tanto na taxa de

mortalidade dos adultos como na taxa de reproducéo. Desta forma foi possivel calcular
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um valor de EC50 de 280 mg/kg (com os intervalos de confianca entre 238 e 323

mg/kg), e valores de NOEC (150 mg/kg), e LOEC (300 mg/kg).
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Figura 2. Efeitos do inseticida MOVENTO O-TEQ (i.a. Espirotetramato) na sobrevivéncia
(a) e reproducéo (b) do acaro H. aculeifer, apos 14 dias de exposi¢cdo em solo natural do
Freixo. * indica média de juvenis estatisticamente menor que o controlo.

I11.5 Discussao

Os resultados desse trabalho foram comparados com os resultados do teste

padréao de reproducao com H. aculeifer (seccao 11.4.3).

O Clorantriniliprol ndo afetou os organismos, mesmo quando a exposi¢ao foi feita
via solo e comida (presas: Tyrophagus putrescentiae) contaminados, em
concordancia com os resultados do teste padrdo anteriormente realizado
(seccao 11.4.3), onde nao foi encontrada toxicidade para esta espécie. Ou seja,
a via de exposicdo mais realista ao contaminante ndo se traduziu numa maior
toxicidade. Em contraste o Espirotetramato demonstrou afetar negativamente
quer a sobrevivéncia quer a reproducdo dos acaros, sendo assim possivel
comparar a toxicidade deste ensaio e do teste padrdo. Contrariamente ao teste

padrdo, o ensaio com comida contaminada afetou a sobrevivéncia dos adultos
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nas duas ultimas concentragcbes (300, 500 mg i.a/kg), indicando uma maior

toxicidade.

Quanto a taxa de reproducédo, os acaros alimentados com presas pré-expostas
apresentaram um valor de EC50 de 280 mg/kg, valor um pouco mais baixo em
comparacao com o EC50 de 313 mg/kg, calculado para o teste-padréo (com
acaros alimentados com presas ndo contaminadas), 0 que sugere uma maior
toxicidade aquando da exposicdo a comida e solos contaminados. No entanto,
os intervalos de confianca sobrepfem-se (entre 238 e 323 mg/kg para o teste
com comida contaminada e 249 e 378 mg/kg para o teste padréo), o que podera

indicar uma diferenca néo significativa.

Relativamente a mortalidade dos adultos podemos afirmar que ha uma tendéncia
para um aumento geral da toxicidade do Espirotetramato para os &caros
predadores (H. aculeifer) devido a alimentacdo com presas contaminadas. De
facto, no teste-padrdo ndo se observaram diferencas na sobrevivéncia ao longo
do gradiente de contaminacdo, enquanto no caso do ensaio com comida
contaminada, nas duas ultimas doses (300 e 500 mg/kg) o numero de adultos

sobreviventes foi reduzido comparativamente ao controlo.

No entanto, os resultados obtidos estdo de acordo com os de Natal-da-Luz
(2019), que observou diferengas de toxicidade do cobre, tendo o ensaio com
comida contaminada causado maior toxicidade quando comparado ao teste
padrdo sendo apresentado EC10 de 1204mg/kg (comida contaminada) e EC10
de 1903 mg/kg (teste-padréo). Posteriormente, este ensaio adaptado foi também
realizado com os pesticidas Clorotalonil e Clorpirifés, sendo que o primeiro nédo
apresentou nenhuma toxicidade para a espécie em nenhum dos dois ensaios.

No caso do segundo inseticida (clorpirifds) houve maior toxicidade maior
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toxicidade no teste com comida contaminada quando comparado ao teste

padrao (Scopel, comunicacao pessoal).

A tendéncia observada corrobora a necessidade de prosseguir com mais testes
com comida contaminada, no sentido de obter mais dados relativos a toxicidade
de outros contaminantes para H. aculeifer, visto que a relevancia da exposicao
oral a toxicidade de uma substancia pode ser dependente das suas propriedades
quimicas (persisténcia) e cinética, tanto no solo como na presa. Isto é,
provavelmente quanto mais persistente e bioacumulativa seja uma substancia

maiores serao os efeitos da exposicao oral (Natal-da-Luz, 2019).

Quanto aos ensaios, estes devem ser adaptados ao contaminante testado. Um
dos desafios deste ensaio, como refere Natal-da-Luz (2019), é a adaptacdo as
propriedades do contaminante, uma vez que deve levar-se em conta,
principalmente, o tempo de degradacdo da substancia-teste, pelo que que o
periodo de pré-exposicdo das presas deve ser suficiente para as contaminar,
mas ndo pode ser demasiado longo para nao “perder”’ a substancia através da

degradacéo.

I11.6. Conclusao

O inseticida Clorantriniliprol ndo afetou nem a sobrevivéncia nem a reproducao
dos Hypoaspis aculeifer expostos ao solo contaminado e a presas pré-expostas

ao contaminante.

Quanto ao Espirotetramato, afetou negativamente a sobrevivéncia dos adultos
nas duas doses mais altas (300 e 500 mg / kg) e a taxa de reproducéo,

apresentando um EC50 de 280 mg / kg. Esses resultados apresentaram uma
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tendéncia de maior toxicidade do Espirotetramato para a espécie H. aculeifer
quando, além da contaminacé&o do solo, os organismos foram alimentadas com
presas pré-expostas ao contaminante, se comparada com o teste padrdo
realizado apenas com solo contaminado. No entanto, s&o necesséarios mais
ensaios tanto para confirmar esta tendéncia de maior toxicidade observada na
exposi¢cdo ao solo e comida contaminados, como para melhorar a técnica do

ensaio e, possivelmente, propor alteragcées ao protocolo vigente.
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