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RESUMO: Embora os Copepoda de agua doce geralmente possuam estreitas faixas de
tolerancia aos fatores ambientais e sejam particularmente sensiveis aos contaminantes
contidos na coluna d’agua, estes sdo raramente utilizados como organismos-teste em
estudos ecotoxicolégicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade aguda do
agrotoxico fipronil utilizando como organismo-teste a espécie de Copepoda de agua doce,
Mesocyclops meridianus. Os organismos foram coletados na Represa do Lobo (Broa),
S&o Paulo, SP. Para o teste, a solucdo controle e as solucdes-teste (0,156 mg.L™, 0,312
mg.L?, 0,625 mg.L? e 1,25 mg.L™") foram realizadas com quatro repeticdes para cada
uma. Foram colocados cinco individuos de M. meridianus em cada cavidade da placa de

acrilico. Os recipientes-teste foram mantidos em incubadora a 24 + 1 °C com fotoperiodo
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de 16 horas luz : 8 horas escuro durante o periodo de 48 h de exposicdo ao agrotoxico. A
mortalidade observada ap0s este periodo foi utilizada para a determinacdo da CLs,. Para
tal célculo, utilizou-se o programa estatistico “Trimmed Spearman-Karber Method for
Estimating Median Lethal Concentrations in Toxicity Biossays”. O fipronil foi considerado
altamente téxico para M. meridianus durante a exposicdo de 48 h e o valor da CLso— 48h
foi de 0,99 mg L™. Analisando-se os resultados deste e de outros estudos observou-se
gue as espécies de Copepoda de agua doce apresentam grande sensibilidade a
diferentes agentes toxicos. A espécie Mesocyclops meridianus apresentou alta
sensibilidade ao agrotéxico fipronil e por ser de facil manipulacéo laboratorial pode ser um

organismo-teste em estudos futuros de ecotoxicologia.

Palavras-chave: Agrotoxico. Copepoda Cyclopoida, fipronil.

INTRODUCAO

Apesar dos Copepoda de dgua doce possuirem estreitas faixas de tolerancia aos fatores
ambientais (MATSUMURA-TUNDISI; TUNDISI, 2003) e serem particularmente sensiveis
aos contaminantes contidos na coluna d’agua (OKUMURA, 2011), estes sdo raramente
utilizados como organismos-teste em estudos ecotoxicolégicos. Os copépodos sao
animais importantes em ecossistemas aquaticos e nestes sdo encontrados em quase
todos os tipos de habitats (REID, 2001). Eles constituem uma importante fonte de
alimento para os peixes que sdo predadores do plancton, e atuam como um elo na
transferéncia de energia através da cadeia alimentar (RAISUDDIN et al., 2007). Boxshall,
Defaye (2008) relataram, em seu estudo sobre a diversidade global de Copepoda, que
existem 13.000 espécies de Copepoda conhecidas em todo o mundo com um grande
namero ainda ndo descrito, sendo que destas apenas 2.814 habitam os ambientes de
agua doce.

Calanoida, Cyclopoida e Harpacticoida séo as trés Ordens de copépodos de vida
livre, sendo que os Cyclopoida contém a familia Cyclopidae que possui 0 maior numero
de espécies em agua doce (BOXSHALL; DEFAYE 2008). Os copépodos Cyclopoida,
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juntamente com rotiferos, s&o os primeiros a colonizar tanques experimentais (CACERES;
SOLUK, 2002; COHEN; SHURIN 2003). Os copépodos também desempenham um
importante papel como um elo na transferéncia de energia através dos diferentes niveis
da cadeia tréfica e sdo abundantes na maioria dos ecossistemas aquéticos (LAMPERT;
SOMMER, 1997; KULKARNI et al., 2012).

Um grande numero de estudos para a avaliacdo dos efeitos toxicos de uma
variedade de contaminantes utiliza os Copepoda marinhos planctbnicos como
organismos-teste (OKUMURA, 2011). No entanto, os Copepoda de agua doce séo
raramente utilizados em estudos ecotoxicoldgicos (KULKARNI et al., 2012), apesar de na
tltima década este numero ter aumentado. Esses ultimos autores, em um estudo de
revisdo, concluiram que os copépodos de agua doce sdo considerados sensiveis a
substancias téxicas sendo tdo vulneraveis a exposi¢do de contaminantes, se ndo mais, do
gue outros organismos de invertebrados tradicionalmente utilizados em Ecotoxicologia
Aquatica.

Entre os estudos com Copepoda, as espécies da Ordem Calanoida sao mais
utilizadas em avaliacbes laboratoriais de toxicidade. No Brasil Gusmao (2003), em
estudos em mesocosmos, verificou o efeito toxico dos metais cobre e cromo sobre
populacdes naturais de Cladocera, Copepoda e Rotifera. Entre as espécies mais
sensiveis a ambos os metais, se destacaram Argyrodiaptomus furcatus e Notodiaptomus
iheringi. Os efeitos das concentracdes de campo dos herbicidas Clomazone, Quinclorac,
Metsulfuron-methyl e Propanil, em lavoura arrozeira, sobre a comunidade zooplanctonica
foram determinados em um estudo realizado em viveiros de aquicultura (REIMCHE et al.,
2008). Os resultados indicaram que os herbicidas provocaram poucas alteracdes na
densidade de organismos dos grupos Rotifera e Copepoda.

Ainda ndo ha um protocolo para testes de toxicidade aguda ou crénica com
copépodos de agua doce (KULKARNI et al., 2012), sendo que a maioria de trabalhos séo
realizados em mesocosmos com avaliagdo da comunidade zooplancténica apenas em
nivel de grandes grupos. Estudos de microcosmos e mesocosmos realizados para
analisar as respostas de comunidades agua doce a diferentes toxinas revelaram que os
copépodos sao potencialmente sensiveis (VAN WIINGAARDEN et al., 1996; 2006;
WENDT-RASCH et al. 2003; VAN DEN BRINK et al. 2009; ZAFAR et al. 2012). Nesses
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estudos verificou-se que dentre os organismos zooplancténicos Copepoda foi o grupo
mais sensivel.

Estudos em nivel de espécie foram realizados em testes de toxicidade aguda e
cronica, principalmente em espécies marinhas de Copepoda Calanoida e Harpacticoida
analisando os efeitos de varios metais, 6leos, nano-particulas, sedimentos organicos e
varias misturas (KUSK 1997; MACKEN et al., 2009; HANSEN et al., 2011 apud
KULKARNI et al., 2012). Entre os trabalhos revisados por Kulkarni et al. (2012) apenas
seis estudos foram realizados com copépodos Cyclopoida, principalmente em estudos de
mesocosmos, dos quais apenas dois foram estudos laboratoriais e dois em nivel de
espécie.

O zooplancton pode ser afetado desde o nivel individual até de comunidade por
muitas substancias quimicas téxicas. Dentre estas, os agrotoxicos sdo substancias
amplamente utilizadas na agricultura e uma vez nos corpos d’agua se tornam uma fonte
de contaminacgdo que se espalham por todo o sistema, sendo dificil conter sua dispersao
e acao toxica sobre outros organismos (GOODRICH; LEACH, 1990).

Os agrotoxicos sao um dos produtos mais amplamente encontrados em corpos
hidricos superficiais e subterrdneos em todo o mundo devido ao seu amplo uso em areas
agricolas e urbanas (CELLA, 2009). Nos ecossistemas aquaticos estes elementos podem
permanecer dissolvidos na coluna d’agua, alcancar o sedimento ou se acumularem nos
tecidos dos organismos (PERET, 2009).

De todo o agrotoxico aplicado nas lavouras agricolas, em média, apenas 0,1% do
produto atinge os organismos-alvo (PIMENTEL; LEVITAM, 1991), o restante pode ser
carreado pelas aguas das chuvas e contaminar principalmente os ecossistemas aquaticos
préximos. Portanto, é no ambiente aquatico que grande quantidade destes compostos ira
se acumular (RAND, 1995)

Um inseticida utilizado em grandes quantidades em lavouras é o fipronil que é
considerado um pesticida seletivo que atua no sistema nervoso paralisando ou matando o
organismo alvo (RHOUNE-POULENC, 1996). O fipronil € um composto nao-iénico
(PIASAROLO, 2008), utilizado como produto de uso caseiro em forma de isca, para o

controle de baratas, formigas, grilos e cupins (KIDD; JAMES, 1991).
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No Brasil, o fipronil € um pesticida utilizado desde o ano 2000 em plantacdes da
regido Nordeste. No pais seu uso é intenso principalmente em culturas de cana-de-acucar
para controle de formigas, cupins e larvas de coledpteros (HAINZL; CASIDA, 1996). Apos
sua aplicacdo, o fipronil pode ser quimicamente degradado ou biodegradado gerando
varios subprodutos que podem ser mais nocivos ao meio ambiente e aos organismos ali
presentes do que o composto original.

No entanto, para algumas espécies de peixes e moluscos o fipronil é apontado
como um pesticida de baixo efeito tdxico j& para insetos é altamente seletivo (WIRTH et
al., 2004; NGIM; CROSBY, 2001; MESLEARD et al., 2005; CHATON et al., 2001 apud
PERET, 2009). O mesmo néo se verifica para os produtos de sua degradacao.

Comparando-se os valores da CLsg para os diferentes grupos de organismos ja
testados em relacéo a toxicidade do fipronil verifica-se que os valores da concentracéo
letal para os insetos sdo extremamente baixos, quando se compara com os efeitos em
outros organismos aquaticos, como crustaceos, moluscos ou mesmo alguns peixes
(GUNASEKARA; TROUNG, 2007).

No desenvolvimento de protecdo especifica uma das op¢cBes de meta para a
avaliacdo de risco ambiental de agrotoxicos, em particular no que diz respeito a revisdo
dos documentos de orientacdo em Ecotoxicologia Aquatica e Terrestre (EFSA, 2010), é
encontrar espécies chave (grupos taxondmicos representativos) e também identificar as
espécies vulneraveis dos grupos chave. Estas podem ndo ser necessariamente as
espécies comuns, mas podem ser espeécies para as quais a sensibilidade toxicologica,
bem como as peculiaridades do ciclo de vida possam influenciar a capacidade de
recuperacéo do ambiente (EFSA 2010).

Portanto, o estudo da sensibilidade de uma gama de organismos pode auxiliar as
agéncias reguladoras e fiscalizadoras na tomada de medidas para manter a integridade
dos corpos d’agua e com isso proteger a saude da espécie humana, a preservagédo da
biota aquética e dos servicos ecossistémicos. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi

determinar a sensibilidade de Mesocyclops meridianus ao inseticida fipronil.
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MATERIAIS E METODOS
Origem do material biologico

Os individuos da espécie Mesocyclops meridianus Keifer, 1926 foram coletados na
Represa do Lobo (22°15’'S e 47°49°W) que esta localizada na bacia hidrografica do Lobo
e apresenta uma area de aproximadamente 222 km?, com altitude maxima de 970 m e
minima de 700 m. Esta represa apresenta 8 km de comprimento maximo, profundidade
maxima de 12 m e média de 3 m, o tempo de retencdo da agua varia de 20 a 40 dias
(TUNDISI; MATSUMURA-TUNDISI, 1995).

Os individuos foram coletados, isolados da amostra e submetidos ao teste. Esse
estudo € um trabalho preliminar e posteriormente deverdo ser realizados outros testes
cOm 0S Mesmos organismos, porém, ja adaptados as condi¢des de cultivo. Desse modo,
posteriormente poderdo ser comparados o0s resultados da sensibilidade da espécie
Mesocyclops meridianus ao agrotoxico fipronil em relacdo ao método de adaptacdo dos

individuos.
Testes de toxicidade aguda

Os testes de toxicidade aguda foram realizados utilizando-se o produto comercial
Regente 800 WG ® (80% fipronil e 20% celulose) como fonte de fipronil. Preparou-se a
solucdo estoque em agua destilada na concentragédo de 1 g L ™.

Para evitar a degradacdo do agroquimico nesta solucdo estoque a mesma foi
mantida em frasco totalmente escuro e em freezer comum (-15 °C) e posteriormente
foram feitas as diluicbes desejadas.

A solucdo controle e as solugdes-teste (0,156 mg.L™, 0,312 mg.L™?, 0,625 mg.L” e
1,25 mg.L™) com quatro repeticées para cada uma das concentracdes foram colocadas
em placas de cultivo de tecido de poliestireno (Costar®). Em cada cavidade da placa de
cultivo foram colocados aleatoriamente cinco organismos da espécie Mesocyclops
meridianus, sendo machos e fémeas (copepoditos IV, V e adultos). Em seguida as placas

de cultivo com os organismos foram mantidos em incubadora a 24 + 1 °C com fotoperiodo
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de 16 horas luz/8 horas escuro com o tempo de 24 e 48 horas de exposicdo ao
agrotoxico.

Foram observados nas leituras do teste de toxicidade aguda em 24 horas e 48
horas 0 numero de organismos mortos, sob lupa, somando-se o numero total de
individuos mortos nas réplicas do controle e em cada concentracdo testada. O resultado
relativo & mortalidade observada foi utilizado para a determinacdo da CLso (concentracao
letal para 50% dos organismos). Para tal calculo, utilizou-se o programa estatistico
“Trimmed Spearman-Karber Method for Estimating Median Lethal Concentrations in
Toxicity Biossays” (HAMILTON et al., 1977).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O valor da CLs para espécie Mesocyclops meridianus em 48 horas foi de 0,99 mg
L de fipronil. As classes de toxicidade dos agrotéxicos em relacdo as CLsy e CEs para
organismos aquaticos foram compiladas por Zucker (1985) e sao apresentas na tabela 1.
De acordo com a tabela, o fipronil pode ser considerado altamente tdxico para o

copépodo M. meridianus.

Tabela 1 - Classes de toxicidade aguda de agrotéxicos para organismos aquaticos. Fonte: Zucker, 1985.

Classe de toxicidade CLso Ou CEsp (mg L™)
Extremamente téxico <0,1
Altamente toxico 0,1a1,0
Moderadamente téxico >1,0a<10
Ligeiramente téxico >10a<100
Praticamente n&o téxico > 100

Na figura 1 estdo representados os valores da mortalidade dos individuos de M.

meridianus expostos ao agrotoxico fipronil durante 48h.
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Figura 1. Efeito toxico de diferentes concentracdes de fipronil ao Copepoda Cyclopoida Mesocyclops
meridianus apés 48h de exposicdo, confiangca de 95%, teste Trimmed-Spearmann-Karber (TSK).

Os testes ecotoxicoldégicos com copépodes sao frequentemente realizados com
sedimentos marinhos, metais tdéxicos como cobre, seguidos por componentes de
efluentes e pesticidas (KULKARNI et al., 2012). Na literatura at¢é o momento, nao foi
descrito teste da sensibilidade da espécie Mesocyclops meridianus ao agrotoxico fipronil.
No entanto este produto j4 foi testado para outras espécies de peixes, moluscos,
cladéceros e larva de insetos. Dentre estes, 0 organismo mais sensivel foi de Chironomus
crassicaudatus (0,48 pg.L™).

Mesocyclops meridianus € uma espécie de ampla distribuicdo e registrou elevada
sensibilidade ao fipronil podendo desta forma ser futuramente um organismo-teste
padronizado. Kulkarni et al. (2012), apds ampla revisdo, concluiram que a espécie M.
leuckarti, por possuir um ciclo de vida relativamente curto, ser uma espécie de verao e por
ser uma das espécies mais bem estudadas de Cyclopoida de agua doce na Europa e em
particular na Alemanha pode ser selecionada como uma espécie de Copepoda de agua
doce para os testes ecotoxicolégicos. Outros trabalhos também reportam a facilidade de
manutencdo em cultivo de espécies do género Mesocyclops (LEBOULANGER et al.,
2011).

Estes autores verificaram que os nauplios de M. aspericornis sdo sensiveis tanto

aos herbicidas Diuron e Paraquat, quanto aos inseticidas Temphos e Fenitrothion e

VIl Férum Ambiental da Alta Paulista, v. 8, n. 12, 2012, p. 147-158.



- P P e T <
| 48 Vi S | (o L P | add

r 4, lotniuni ISSN 1980-0827
. Pendsdico Eletninico Volume 8, Numero 12, 2012

:’ Y 4 "
- Forum Ambiental S su i
f : da sHia Pauliota Meio Ambiente

JERCPREy TS

o g et

concluiram que € necessario o isolamento de organismos modelos em ecossistemas

tropicais para cumprir as exigéncias para o padréo de avaliacdo dos riscos ambientais.

CONCLUSOES

Recentemente verifica-se um aumento na quantidade de estudos que abordam os
aspectos biologicos e ecotoxicoldgicos dos copépodos de agua doce. O fato da espécie
Mesocyclops meridianus possuir uma elevada sensibilidade ao agrotoxico fipronil e alta
taxa reprodutiva e, também por ser de facil manipulacao laboratorial sugere que espécies
deste grupo poderdo ser organismos-teste adequados para estudos dos riscos
ambientais.

A sensibilidade da espécie de Copepoda Mesocyclops meridianus evidencia que
estes microcrustaceos sdo vulneraveis a contaminacao por fipronil e que os corpos de

agua proximos as culturas onde este pesticida € aplicado precisam ser protegidos e

manejados para prevenir as perdas de diversidade da biota de agua.
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