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Avaliacao da toxicidade do herbicida 2,4-D sobre a morfologia de Artemia salina
(Leach, 1819)

Discente: Jaquilini Fatima Giarolo Piassao

Orientadoras: Albanin Aparecida Mielniczki Pereira e Rozane Maria Restello

Resumo

O herbicida 2,4-D ¢ aplicado no controle de plantas daninhas, entretanto pode acabar
atingindo o meio ambiente e consequentemente 0s organismos que ali habitam. Artemia
salina € um microcrustdceo muito utilizado para avaliar a toxicidade de diferentes
substancias. Dessa forma, este trabalho teve como objetivos i) analisar o efeito ao longo
do tempo e de diferentes concentracdes do herbicida 2,4-D sobre a morfologia de A.
salina e iii) se existe uma possivel reversdo nas alteracdes morfoldgicas. As avaliagdes
morfolodgicas incluiram a analise de cor, olho, tubo digestivo, abdome e nimero total de
individuos alterados. Estas analises foram realizadas nas concentracoes de 1,60 mg L' a
11,37 mg L e também com concentracéo fixa, em tempos variaveis entre 6 e 48 horas
de tratamento. O 2,4-D causou alteracGes morfologicas nas caracteristicas cor, olhos,
tubo digestivo, abdome e n° total de organismos alterados. As alteragcbes morfoldgicas
foram mais expressivas nos tempos iniciais do desenvolvimento, quando comparadas ao
controle. O herbicida 2,4-D alterou a morfologia de A. salina na concentracdo mais
baixa testada, aumentando gradativamente nas outras concentracdes. Foi observada
reversao nas alteragdes morfoldgicas ja nas primeiras 12 horas de retirada com o contato
do herbicida. A partir destes dados é possivel concluir que o herbicida 2,4-D afeta
organismos nao-alvo, neste caso alterou a morfologia dos nauplios de A. salina e que

estes organismos sdo bons indicadores de toxicidade.

Palavras-chave: Reverséo fenotipica, temperatura, morfologia, microcrustaceo.



Evaluation of the toxicity of 2,4-D herbicide on the morphology of Artemia salina
(Leach, 1819)

Abstract
The herbicide 2,4-D is applied in the control of weeds, but ends up reaching the
environment and consequently the organisms that live there. Artemia salina is a
microcrustacean widely used to evaluate the toxicity of different substances. In this
way, this work had as objectives. i) to evaluate the effect of temperature on hatching
and on the homogeneity of stages of development of A. salina, ii) to analyze the effect
of time and different concentrations of 2,4-D herbicide on the morphology of A. salina
and iii) there is a possible reversal in morphological changes. A hatch was tested at
temperatures 20, 22 and 24 °C. Morphological evaluations included analysis of color,
eye, digestive tract, abdomen, and a total number of altered individuals. These analyzes
were performed at concentrations of 1.60 mg L-1 to 11.37 mg L-1 and also with fixed
concentration, in times varying between 6 and 48 hours of treatment. The temperature
of 24 °C was the one that had the greatest hatching and homogeneity of development
and was the one used in the a posteriori experiments. 2,4-D caused morphological
alterations in color, eyes, digestive tract, abdomen and a total number of altered
organisms. The morphological alterations were more expressive in the early stages of
development when compared to the control. The herbicide 2,4-D altered the
morphology of A. salina at the lowest concentration that tested, gradually increasing at
the other concentrations. A reversal was observed in the morphological alterations

already in the first 12 hours of withdrawal with the contact of the herbicide.

Keywords: Phenotypic reversion, temperature, morphology, microcrustacean



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Numero de cistos de A. salina eclodidos/vivos em diferentes temperaturas de
(010 ] L)Y RS RS P TP TP 15
Tabela 2. Percentual de organismos com caracteristicas morfoldgicas do estagio | e
BSTAGIO 11 bbbttt 15
Tabela 3. Doses letais de 2,4-D para A. salina tratada durante 48 horas....................... 16
Tabela 4. Avaliacdo morfologica em nauplios de A. salina tratados com 2,4-D na
concentragéo equivalente a DL25 (3,69 Mg L), oo, 17
Tabela 5. Avaliagdo morfolégica em nauplios de A. salina tratados com 2,4-D na
concentragdo equivalente 8 DL50 (7,17 Mg L™). oo 18
Tabela 6. Avaliacdo morfologica em nauplios de A. salina tratados com 2,4-D, no
tempo de 24 horas, variando as CONCENLIACHES. .......cvevveerveeieiierie e eee e 20
Tabela 7. Valor total e percentual das alteracdes morfoldgicas em A. salina tratada com
0 herbicida 2,4-D, com 12 horas de tratamento............coovvvviieiiiiiiee e 23
Tabela 8. Valor total e percentual das alteracbes morfoldgicas em A. salina apos a
retirada do contato com o herbicida 2,4-D, (12 horas agua salinizada). ............c........... 23
Tabela 9. Valor total e percentual das alteragdes morfologicas em A. salina ap6s a
retirada do contato com o herbicida 2,4-D, (24 horas 4gua salinizada). ............c.cc........ 24



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura quimica do herbicida acido 2,4 diclorofenoxiacético....................... 5

Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de nauplios de A. salina em primeiro estagio

larval (Vista dorsal). (A) Representacdo esquematica, (B) Imagem real. ...........c.cc....... 7
Figura 3. Caracteristicas morfologicas normais de A. salina. ..........ccoccoeveirencenennn. 12
Figura 4. Caracteristicas morfologicas alteradas de A. salina...........c.ccccoevveevvenecnene 13
Figura 5. Fluxograma da metodologia de tratamentos com o herbicida 2,4-D.. ............ 14

Figura 6. Mortalidade de A. salina ap6s tratamento (48 horas) com o agrotdxico 2,4-D.

Figura 7. Comparagdo do efeito de 2,4-D sobre a morfologia de A. salina ao longo do
tempo em diferentes concentragcfes de tratamento. .........cccccvvveieereiiieceece e 19
Figura 8. Comparacao do efeito de 2,4-D sobre a morfologia de A. salina em diferentes
concentragies de tratamENTO. .........cceieiiieie e 20
Figura 9. Reversdo do efeito de 2,4-D sobre a morfologia de A. salina ao longo do
tEMPO NAS DL25 € DLE0. weiveiutiiiiiiiieie et 22



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Classificacao toxicologica dos agrotOXiCoS. .......ccccvvevverieiiereeriesieseesieennenns 4
Quadro 2. Efeito das condi¢Ges ambientais sobre a reproducéo de A. salina. ................ 8

Quadro 3. Caracteristicas morfolégicas normais e alteradas em A. salina. .................. 12



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt sttt ettt 1
2. JUSTIFICATIVA Lottt sttt b et 2
3. OBIETIVOS ...t e e e e e e e e e b e e e anaeean 2
3.1, ODJELIVO GEIAL.......iiiiiiieiiiic e 2
3.2. ODbjetiVoS ESPECITICOS ....cviiieiiieiecie ettt 2
4. REFERENCIAL TEORICO ...t ssssesas s sesasss s, 3
4.1. USO A0S AGIOTOXICOS .....euveueeiieieiisiesiesesie sttt sttt sttt sb et se s b e 3
4.2. Caracteristicas e toxicidade do acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)................ 4
4.3. Artemia salina como organismo modelo de eStudo..........cccevveieiiiereiiinieesee 6

4.4. A importancia da morfologia para o desempenho de organismos e populacdes... 8

5. MATERIAL E METODOS ..o oot eeeses st sesessesssses s ses s senasneens 10
5.1. CUItIVO € A. SAIING ..ot nne e 10
5.2. Andlise de mortalidade dos nduplios de A. salina ..........c.ccocevverenniincieniecnine 11
5.3. Analise da morfologia de A. SaliNa...........ccccoveiieiiiiieiecce e 11
5.4. Tratamentos com 0 herbicida 2,4-D .......cccceviiiiiiiiiieee e 13
5.5. ANAliSE A0S JAUOS ......c.ecveiereiieieieie et 14

6. RESULTADOS ... .ottt e et e e e e e e nnae e e nnn e e e nnnees 15
6.1. Efeito da temperatura sobre o desenvolvimento morfoldgico de A. salina......... 15
6.2. Efeitos do tratamento com 2,4-D sobre a mortalidade de A. salina .................... 16
6.3. Efeito do 2,4-D sobre a morfologia de A. salina ao longo do tempo .................. 16
6.4. Efeito da concentracdo de 2,4-D sobre a morfologia de A. salina....................... 19
6.5. Reversdo do efeito de 2,4-D sobre a morfologia de A. salina.............cccccooeevvnene 21

7. DISCUSSAOD ..ottt 24

8. CONCLUSOES GERAIS ..ottt 27

0. PERSPECTIVAS ...ttt e srae e e rae e e e e e enae s 28

10. REFERENCIAS ..ottt se st n st nean s, 28

10. ANEXO 1: DADOS BRUTOS RELATIVOS A AVALIACAO DE
MORFOLOGIA EM A. SALINA EXPOSTA AO TRATAMENTO COM 2,4-D.. 34



1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, houve um aumento na producdo e qualidade dos alimentos,
devido a demanda crescente da populacdo mundial e como consequéncia, 0 uso de
agrotoxicos tem aumentado consideravelmente (RIBEIRO e PEREIRA, 2016). Os
agrotoxicos sdo substancias toxicas aplicadas intencionalmente afim de prevenir e
eliminar os efeitos causados por pragas, doencas e ervas daninhas, no entanto, podem
causar sérios prejuizos ao meio ambiente e a saude humana (BOHNER, et al., 2013).
Embora, a sua funcdo seja direcionada, eles também podem causar danos fora do seu
alvo, contaminando assim o solo e mananciais, oferecendo riscos para todos os
organismos expostos (VEIGA et al., 2006; FRIEDRICH, 2013).

No que se refere a salde humana os danos causados pelos agrotdxicos podem
estar relacionados a desregulacdes enddcrinas, mutagénese, alteracfes imunologicas,
carcinogénese, entre outros (FOO e HAMEED, 2010). Ja em organismos aquéaticos 0s
efeitos podem ser desde alteracbes na dindmica bioguimica natural dos individuos até
modificagdes na composicdo da populacdo ou de todo o ecossistema (SPADOTTO,
2006).

Os agrotoxicos podem ser classificados de acordo com o organismo alvo, em
herbicidas, inseticidas, acaricidas, fungicidas, raticidas e bactericidas (RIBAS e
MATSUMURA, 2009; SOARES et al., 2017). Dentre os grupos de agrotdxicos mais
utilizado no Brasil, destacam-se o0s herbicidas, como por exemplo acido 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D). Este é altamente seletivo, sistémico, pré ou pds-
emergente. Pertencente ao grupo dos acidos ariloxialcandicos, utilizado normalmente,
no controle de diversos tipos de ervas daninhas de folhas largas (ISLAM et al., 2018;
MARCATO et al., 2017).

Afim de avaliar os efeitos causados pelo herbicida 2,4-D, foi utilizado como
modelo de estudo para este trabalho a Artemia salina Learch (1819), um microcrustaceo
de agua salgada. A espécie é muito utilizada para avaliar a toxicidade de diferentes
substancias quimicas, pois apresenta facilidades no cultivo e baixo custo, sendo que
seus ovos podem ser adquiridos comercialmente (DUMITRASCU, 2011).

Neste sentido, este trabalho teve como objetivos, i) analisar o efeito do herbicida
2,4-D sobre a morfologia de A. salina ao longo do tempo, ii) analisar o efeito de

diferentes concentracdes do herbicida 2,4-D sobre a morfologia de A. salina, iii) avaliar



a existéncia de uma possivel reversdo nas alteracbes morfologicas de A. salina tratadas

com o herbicida 2,4-D.

2. JUSTIFICATIVA

Os herbicidas sdo muito utilizados no controle de plantas daninhas mas acabam,
por sua vez, atingindo indiretamente diversos ambientes e influenciando de modo
negativo nos organismos que habitam os locais nos quais estes compostos sdo aplicados.
A. salina é um 6timo modelo para estudos toxicoldgicos, pois tem um curto periodo de
vida e reflete 0 que acontece no ambiente em que estd presente. Estudos que avaliam
alterac6es morfoldgicas sdo de suma importancia pois estes refletem as condi¢fes em
gue 0s organismos se encontram no ambiente permitindo prever dano em niveis
bioldgicos superiores, que possam vir a afetar populacdes, comunidades ou mesmo
ecossistemas. A prevaléncia de alteragcbes morfoldgicas em uma populacdo pode ser um
sinal precoce de declinio ou extingdo da mesma (MOORE et al., 2004). Com base no
exposto, este trabalho se propds a avaliar os efeitos do herbicida 2,4-D sobre a
morfologia de A. salina e investigar se existe uma possivel reversao para esta alteracao.
N&o sdo encontrados na literatura estudos que avaliam a toxicidade do 2,4-D em A.

salina.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar os efeitos tdxicos do herbicida 2,4-D durante e p6s tratamentos sobre a

morfologia de A. salina.

3.2. Objetivos Especificos
e Analisar o efeito do herbicida 2,4-D sobre a morfologia de A. salina ao
longo do tempo.
e Analisar o efeito de diferentes concentracGes do herbicida 2,4-D sobre a
morfologia de A. salina.
e Avaliar a existéncia de uma possivel reversdo nas alteragdes

morfoldgicas de A. salina tratadas com o 2,4-D.



4. REFERENCIAL TEORICO

4.1. Uso dos agrotdxicos

Os agrotdxicos sdo constituidos por diversas substancias de natureza quimica,
fisica ou biol6gica, aplicados intencionalmente no controle de pragas, doengas e ervas
daninhas, no entanto, podem causar sérios danos a salde humana e ao meio ambiente
(INOUYE et al., 2014; PERES e MOREIRA, 2003).

De acordo com a Lei Federal n® 7802, de 11/07/89 e regulamentada pelo Decreto
n® 4074, de 04/01/2002, definem-se agrotoxicos como:

“os produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de produgdo, armazenamento e beneficiamento
de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou
implantadas e de outros ecossistemas e também em ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢éo da flora e da
fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados
nocivos, bem como substancias e produtos empregados como desfolhantes,

dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento”

O consumo de agrotoxicos aumentou de maneira significativa com o inicio da
“Revolugdo Verde”, trazendo mudangas para o processo tradicional de trabalho
agricola, baseadas no uso intensivo de agentes quimicos e mecanizacao da agricultura,
gerando o crescimento da produtividade (PINGALI, 2012). O Brasil € um dos maiores
consumidores de agrotoxicos no mundo, com consumo estimado em 899 milhdes de
litros de pesticidas por ano, sendo que destes, sdo utilizados 134 milhdes de litros no
Rio Grande do Sul (PIGNATI et al., 2017). Entre os agrotoxicos mais utilizados no
pais, encontram-se 0s herbicidas, que representam 45% do total de agrotdxicos
comercializados (RIGOTTO et al., 2014).

O uso de agrotoxicos tem sido o foco de estudos ecotoxicoldgicos, pois além de
contaminarem o solo, a 4gua e a atmosfera, apresentam alta persisténcia no meio
ambiente, uma vez que entram nas cadeias troficas e desenvolvem respostas tdxicas nos
organismos, desde bactérias até os seres humanos. Isto porque estas substancias atingem
na maioria das vezes organismos nao-alvo (MARCATO et al., 2017; GRISOLIA,
2005).

Os agrotoxicos podem ser classificados em quatro classes de acordo com a sua

toxicidade, estas definidas pela DLso (dose letal de 50%), que significa a quantidade de



substancia suficiente para causar a morte da metade dos organismos de uma amostra em
anélise (Quadro 1) (BRAIBANTE e ZAPPE, 2012).

Quadro 1. Classificagdo toxicoldgica dos agrotdxicos.

Classe DL50 (mg/kg) Classificacao Faixa colorida
toxicologica

I <5 Extremamente toxico | Vermelho

I Entre 5 e 50 Altamente toxico

Il Entre 50 e 500 Mediamente toxico Azul

v Entre 500 e 5.000 | Pouco toxico Verde

Adaptado de BRAIBANTE e ZAPPE (2012).

Em relacdo a classificacdo do potencial de periculosidade ambiental (PPA) de
um agrotdxico, sdo levados em consideragdo 0s pardmetros: bioacumulacao,
persisténcia, transporte, toxicidade e o0s potenciais mutagénico, teratogénico e
carcinogénico. A partir disso, os agrotoxicos podem ser distribuidos em classes que
variam de | a IV: Classe | - Produto altamente perigoso; Classe Il - Produto muito
perigoso; Classe 1l - Produto perigoso e Classe IV - Produto pouco perigoso (RIBAS e

MATSUMURA, 2009).

4.2. Caracteristicas e toxicidade do &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)

O herbicida acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D), pertence ao grupo dos acidos
ariloxialcandicos, um agroquimico seletivo, de acdo sistémica e que pode ser aplicado
pré ou pés emergencialmente nas culturas de arroz, cana-de-agucar, milho, pastagens,
soja e trigo. Na classificacdo toxicoldgica, o 2,4-D pertence a Classe |, ou seja, €
extremamente toXico para 0s animais e quanto ao potencial de periculosidade ambiental,
encontra-se na Classe Ill, sendo considerado perigoso ao meio ambiente (AGROFIT,
2017).

Historicamente, o 2,4-D foi utilizado pelas forgas aéreas norte-americanas na
guerra do Vietnd, juntamente com o &cido 2,4,5-triclorofenoxiacetico (2,4,5-T),
formando o “agente laranja”, que tinha como finalidade desfolhar formagdes florestais
para localizar os inimigos. Em consequéncia de sua aplicacdo, acabou atingindo ndo
somente as plantas, mas também grande parte da populagdo, causando graves danos a

saude (STELLMAN et al., 2003).



O 2,4-D tem como formulagdo basica um acido, mas pode ser produzido
também como sal inorganico, éster ou amina, sendo utilizado em formulagdes
comerciais. A sua forma molecular é CgHeCl203 (Figura 1). A presenga do herbicida
2,4-D em ambientes aquaticos e terrestres, mesmo em concentracdes baixas pode
prejudicar indiretamente 0s ecossistemas. Nas plantas possui ac@es genotoxicas,
citotoxicas e mutagénicas e nos animais causa alteracdes fisiologicas, histoldgicas e
comportamentais (MARCATO et al., 2017).

Figura 1. Estrutura quimica do herbicida acido 2,4 diclorofenoxiacético.
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H& diversos estudos que avaliaram os efeitos e a toxicidade do 2,4-D em
diferentes vertebrados como, por exemplo, camundongos, ratos, coelhos e peixes,
mostrando que este herbicida pode causar desde alteraces em nivel celular e/ou
molecular até mesmo alteracdes a nivel metabélico (ZHANG et al., 2017; VIGARIO e
SABOIA-MORAIS, 2014; ALVES et al., 2013; CHARLES et al., 2001).

O efeito do 2,4-D também foi testado em insetos. Martinez et al. (2001),
verificaram que a exposicdo ao 2,4-D causou o comprometimento da fungédo reprodutiva
no escaravelho, Canthon cyanellus (Scarabaeidae). Além disso, também apresenta efeito
genotoxico as células sométicas e germinativas de Drosophila (TRIPATHY et al.,
1993).

Harrahy e colaboradores (2014), realizaram um estudo para determinar a
persisténcia do herbicida 2,4-D aplicados a dois lagos no controle da planta
Myriophyllum spicatum (Haloragaceae), a fim de determinar o impacto causado em
macroinvertebrados bentdnicos, avaliados como organismos ndo-alvo. As concentragoes
de 2,4-D atingiram um pico de 28ug/L ap6s o tratamento e ficaram abaixo do limite de
deteccdo apos 10 dias de tratamento. Os resultados demonstraram que apesar da curta
persisténcia e das baixas concentragdes testadas, houve um declinio de alguns grupos de
macroinvertebrados, corroborando a hipotese de que este herbicida apresenta potencial

para atingir também organismos nao-alvo.



Em 2010, Park et al. realizaram estudo com Chironomus riparius (Diptera) cuja
fase jovem é aquética, expostos a diferentes concentragcdes do herbicida 2,4-D, afim de
analisar as respostas bioldgicas e moleculares causadas por este herbicida. Os resultados
indicaram um aumento da expressdo de varios biomarcadores de estresse oxidativo,
quando expostos ao 2,4-D. Também foram observadas alteragcbes morfoldgicas no
mento (aparelho bucal, “dentes”) desses organismos, demonstrando que estes
parametros podem ser usados para monitorar a toxicidade de 2,4-D num ambiente

aquatico.

4.3. Artemia salina como organismo modelo de estudo

O género Artemia pertence ao filo Arthropoda, classe Branquiopoda, ordem
Anostraca e familia Artemiidae (VEIGA e VITAL, 2002). Artemia salina Leach (1819)
€ um microcrustaceo de agua salgada, cosmopolita e amplamente utilizado em ensaios
laboratoriais para a determinagdo da toxicidade de diversas substancias, devido ao seu
facil cultivo, tamanho pequeno, facil manipulacdo, ciclo de vida curto e sua alta
capacidade de adaptacdo. A. salina é muito importante na cadeia alimentar pois atua
entre as comunidades planctonicas e as cadeias superiores (peixes) (NUNES et al.,
2006).

Os cistos de Artemia sdo constituidos por um embrido inerte, que ndo se
desenvolve enquanto mantido a seco. Quando em contato com agua salina, 0s cistos sdo
hidratados, ativando assim o metabolismo do embrido. Apds 20 horas, a membrana
externa do cisto se rompe e o embrido aparece envolto por uma membrana de
incubacdo. Enquanto o embrido paira sob a concha vazia (estdgio guarda-chuva) os
nauplios acabam de se desenvolver e ap6s um periodo curto, a membrana de incubacao
se rompe e nasce o nauplio livre (VAN STAPPEN, 1996).

No primeiro estagio larval (estagio I), o embrido recebe o nome de nauplio, o
seu tamanho varia de 400 a 500 pM, possui uma cor marrom-laranja, um olho vermelho
(fotorreceptor) encontrado na regido da cabeca. Apresenta ainda trés pares de apéndices,
a saber: primeiro par de antenas (funcdo sensorial), segundo par de antenas (fungéo
filtradora e locomotora) e terceiro par de antenas, que sdo as mandibulas (funcdo de
absorcéo dos alimentos) (DUMITRASCU, 2011; VAN STAPPEN, 1996) (Figura 2).

No estagio I, as larvas alimentam-se apenas da reserva vitelinica, pois seu trato

digestivo até entdo ndo estd bem formado, permanecendo com a boca e anus fechados.



Ja no estégio 11, as larvas se alimentam através da filtracdo de pequenas particulas (1 a5
KUM) de bactérias e detritos. A larva cresce e se diferencia, passando por cerca de 15
mudas, até chegar na fase adulta (VAN STAPPEN, 1996).

Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de nauplios de A. salina em primeiro estagio
larval (Vista dorsal). (A) Representacdo esquematica, (B) Imagem real.

Mandibula
Tubo digestivo

Nadadeiras /

Abdomen

Fonte: (A) Adaptado de FOX, 2006. (B) Autor.

A reproducdo da A. salina depende das condi¢des de vida em que se encontra,
como por exemplo, a concentragdo de oxigénio, salinidade, alimento, etc. Sendo assim,
a reproducdo pode ser ovipara e ovovivipara (DUMITRASCU, 2011). Em condic¢Bes
ambientais inadequadas (alta salinidade, baixo teor de oxigénio dissolvido e escassez de
alimento), as fémeas geram cistos (reproducdo ovipara), pois estes sdo mais resistentes
no meio ambiente. Quando as condi¢cdes ambientais sdo adequadas (salinidade
moderada, alto teor de oxigénio dissolvido e abundancia de alimento), as fémeas geram
nduplios (reproducdo ovovivipara), ja no primeiro estigio larval (Quadro 2)
(DUMITRASCU, 2011).



Quadro 2. Efeito das condi¢Ges ambientais sobre a reproducédo de A. salina.

Reproducéo ovipara Reproducédo Ovovivipara
Baixo teor de O> e alta salinidade Alto teor de O e baixa salinidade
Forte flutuacéo de O Menor flutuagéo de O>

Alimentos ricos em Fe (Por exemplo, | Alimentos pobres em Fe (Por exemplo,

algas verdes) detritos organicos)
Adaptado de DUMITRASCU (2011).

Em 2010, Bustos-Obregon e Vargas, realizaram bioensaios de toxicidade em A.
salina expostas ao organofosforado Diazinon, a fim de determinar se a espécie é uma
indicadora de poluicdo em ambientes aquéticos contaminados por residuos agricolas. Os
organismos foram expostos a diferentes concentracfes da substancia toxica durante 24,
48 e 72 horas ap0s a eclosdo. Para cada tempo foi obtido a dose letal, considerando a
imobilizagdo das larvas de A. salina como o parametro de mortalidade. A DL50 nos
diferentes tempos de exposicdo foi calculada a partir das mudancas morfolégicas nas
trés etapas do desenvolvimento larval. Em conjunto, os dados deste trabalho indicam
que a avaliacdo morfolégica em A. salina pode ser um étimo indicador para ambientes
aquaticos poluidos com pesticidas.

Rao et al. (2007) testaram a toxicidade aguda e o sucesso de eclosdo de A.
salina, tratadas com quatro inseticidas organoclorados: acefato (ACEP), clorpirifos
(CPP), monocrotofés (MCP) e profenofos (PF). Observaram alteracdes morfologicas
em todos os parametros estudados e a ordem de toxicidade foi CPP >PF >MCP >ACEP.
Em 2015, Shaala et al. realizaram um estudo para investigar os efeitos toxicolégicos de
Diuron, no estagio inicial de vida de A. salina. Este herbicida sistémico usualmente
aplicado no controle de plantas daninhas, afetou morfologicamente os nauplios de A.
salina. Nestes dois estudos, foram avaliados parametros morfoldgicos, como alteracdes
na eclosdo/desenvolvimento, no tamanho e nos apéndices dos nauplios. Ainda ndo
existe na literatura estudos que avaliem a toxicidade do herbicida 2,4-D sobre este

organismo bioindicador.

4.4. A importéancia da morfologia para o desempenho de organismos e populacées
O desenvolvimento animal acontece através de programas de expressdo génica
espago-temporal que conduzem eventos coordenados de proliferagdo, migracédo e

diferenciacdo, em nivel celular. A soma destes eventos resulta em mudancas



morfofuncionais em larga escala, que afetam o organismo como um todo (DONG e
LIU, 2017). As transicbes do desenvolvimento sdo reguladas através dos genes,
horménios e controle ambiental. As condi¢fes ambientais sdo detectadas atraves de
sensores, que produzem sinais hormonais que afetam as glandulas. Estas transformam
0s sinais ambientais em hormonios especificos liberados na circulagdo. A rede de genes
heterocrénicos e 0s hormonios regulam a proliferacdo e diferenciagdo em momentos
especificos durante o desenvolvimento (FAUNES e LARRAIN, 2016).

Fatores que interfiram de forma negativa com a regulacdo dos processos de
desenvolvimento, podem levar a ocorréncia de malformagfes ou anormalidades
morfolégicas. Johnson et al. (2001), definem anormalidades como quaisquer desvios
grosseiros na variagdo normal da morfologia, isto pode incluir malformagoes
(desenvolvimento de estruturas anormais) e deformidades (alteracBes de estruturas
normais). O reparo das anormalidades requer gasto de energia, que seria destinado a
outras funcdes, como reproducéo e alimentacdo. Este processo de reparo, embora muitas
vezes necessario, causa desvantagem energeética para 0s organismaos.

A selecdo natural pode atuar em diferentes caracteristicas morfologicas, isto
depende dos ambientes aonde os organismos se encontram e do seu desempenho, bem
como a capacidade dos individuos em lidar com as mudancas que ocorrem no ambiente
(SATHE e HUSAK, 2015). Existem dois processos que facilitam a sobrevivéncia de
populacdes em ambientes com mudancas rapidas: plasticidade fenotipica adaptativa e
adaptacdo genética.

A plasticidade fenotipica adaptativa permite que os individuos de uma
populagdo se acomodem a um ambiente em mudanca, facilitando um melhor
condicionamento fisico, por meio de mudancas de uma caracteristica e/ou alteracfes nas
estruturas de variancia/covariancia genética e fenotipica (LATTA et al.,, 2007). Em
casos extremos, mudangas plasticas podem fazer com que uma populagdo melhore seu
desempenho, sem que ocorra nenhuma adaptacdo genética. Caso ndo haja mudancas
plasticas, ou estas sejam insuficientes para que a populacdo migre para um estagio
superior de desempenho, ela pode permitir que a populacéo persista até que mudancas
geneéticas adaptativas ocorram. A taxa de adaptacdo genética pode ser determinada por
varios fatores, que incluem a quantidade de variacdo genética presente nas
caracteristicas que estdo sob selecédo, a taxa de mutagcdo que produz uma nova variagdo

adaptativa e correlagBes genéticas entre as caracteristicas (PRICE et al., 2003).
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Em estudo realizado por Schaack et al. (2013) foi avaliado o efeito do acimulo
de mutacBes ndo letais na capacidade competitiva em Daphnia pulicaria, em relacdo a
organismos da mesma espécie sem este acumulo de mutacbes (controles). De forma
geral, os resultados indicaram um declinio da aptiddo das linhagens com mutacdes em
relacdo aos controles, mas destacam a influéncia do genoma e do genotipo sobre esse
efeito. Além disso, as linhagens com mutagdes acumuladas superaram os controles em
alguns ensaios, fornecendo informacdes sobre a frequéncia das mutacdes benéficas.

Em 2017, Soto-Rojas e colaboradores, realizaram um estudo que avaliou se a
qualidade do habitat afetava a incidéncia de anormalidades morfol6gicas na salamandra
Ambystoma ordinarium. Os resultados mostraram uma associagcdo negativa entre a
qualidade do habitat e a prevaléncia de anormalidades morfolégicas, indicando que as
condicdes do habitat desempenham um papel importante para o aumento de
anormalidades registradas em A. ordinarium.

Em conjunto, estes dados reforcam a importancia da inter-relagéo entre ambiente
(habitat), genotipo e morfologia, para o desempenho (fitness) dos organismos tanto em
condicdes favoraveis a sua sobrevivéncia e reproducdo, quanto em condicdes
desfavoraveis, as quais podem ser induzidas, por exemplo, pelo contato com agentes

estressores de origem antrdpica.

5. MATERIAL E METODOS

5.1. Cultivo de A. salina

Os cistos de A. salina (100 mg), obtidos comercialmente, foram incubados
dentro de Beckers, com agua salinizada (10 g NaCl, 0,7 g NaHCOs3 e 1000 mL de agua
destilada), durante 24h em estufa BOD, com aeracdo e iluminacdo constante para
eclosdo dos nauplios. Para que se obtivesse uma populacdo homogénea de nauplios, ou
seja, uma populacdo na qual a maioria dos organismos Se apresentasse no mesmo
estagio de desenvolvimento, ao longo de 24 e 48 horas de cultivo, foram testadas
inicialmente diferentes temperaturas (20, 22 e 24 °C) de cultivo.

Para cada temperatura foi realizado um “teste piloto”, 0 qual consistiu na
retirada aleatoria de 20 mL de cultivo e destes foram retirados 30 nduplios. Estes foram
avaliados conforme os estagios de desenvolvimento (homogeneidade) através da analise

da morfologia conforme Bustos-Obregon e Vargas (2010).
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5.2. Analise de mortalidade dos nauplios de A. salina

Ap0s a eclosdo, 150 nauplios foram transferidos para tubos Falcon (volume de
50 mL), contendo 30 mL de &gua salinizada, destinados ao tratamento com o herbicida
2,4-D (DMA"806 BR), obtido comercialmente. Foram testadas concentragdes entre 2,7
e 12 mg L? de 2,4-D (670g/L) diluidas em agua, além do controle sem o herbicida.
Apos 48 horas, foram determinados os niveis de sobrevivéncia com base na motilidade
dos individuos, ou seja, na capacidade de movimentacdo dos nauplios. Os dados
apresentados foram transformados em percentual de mortalidade em relacéo ao controle
(sem herbicida). As doses letais médias de 10% (DL1o), 25% (DL2s), 50% (DLso) e 80%
(DLgo) para 48 horas, foram calculadas com base na equacdo da reta gerada a partir de

trés experimentos independentes.

5.3. Analise da morfologia de A. salina

Para avaliacdo morfoldgica, os nauplios foram tratados na auséncia (controle) ou
presenca de 2,4-D (1,60 mg L, 3,69 mg L%, 7,17 mg Lt e 11,34 mg L) e em
diferentes tempos (6, 12, 18, 24, 36 e 48 horas). Apos o tratamento, os nauplios foram
retirados e fixados em laminas com agua do préprio cultivo. Posteriormente, com o
auxilio de uma camera fotografica acoplada ao microscopio Optico, foram tiradas
fotografias com 0 aumento de 40X, estas foram armazenadas para posterior avaliagdo da
presenca ou auséncia de deformidades.

Apds cada experimento foram avaliados 50 organismos. Os experimentos foram
realizados em trés repeticdes independentes, totalizando 150 organismos para cada
tempo e concentracdo experimental testada.

Todas as imagens e alteracbes morfologicas foram avaliadas pelo mesmo
observador, sendo sempre avaliada uma caracteristica por vez, para todos os 150
organismos experimentais.

Foram selecionadas quatro caracteristicas para distincdo morfologica, conforme
apresentado no Quadro 3. Além das caracteristicas morfoldgicas, também foram
considerados o nimero total de individuos alterados, que corresponde ao nimero total
de nauplios que apresentaram pelo menos uma das quatro alteragcdes descritas no
Quadro 3 (Figuras 3 e 4).



Quadro 3. Caracteristicas morfologicas normais e alteradas em A. salina.

Caracteristicas Normal Alterado Descricdo das alteracdes
morfologicas
Cor Marrom claro ~ Marrom escuro  Marrom escuro
Olho Presenca Auséncia Auséncia do olho
Tubo digestivo Simétrico Assimétrico  Por¢do media do &pice

mais largo ou mais
estreito, auséncia  da
porcdo apical, estrutura

curvilinea.

Abdome Simetrico Assimétrico  Auséncia da regido apical
do abdome, estrutura
curvilinea.

Adaptado de BUSTOS-OBREGON e VARGAS (2010) e DUMITRASCU (2011).

Figura 3. Caracteristicas morfoldgicas normais de A. salina.
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Figura 4. Caracteristicas morfoldgicas alteradas de A. salina.
| 18 horas 24 horas 36 horas 48 horas

6 horas 12 horas

Cor

Auséncia
do olho

Tubo
digestivo

Abdome

5.4. Tratamentos com o herbicida 2,4-D

O delineamento experimental dos tratamentos com 2,4-D é apresentado na
Figura 5. Para avaliar o efeito do 2,4-D sobre a morfologia de A. salina ao longo do
tempo (6, 12, 18, 24, 36 e 48), foram tratados 300 nauplios nas concentracfes de 3,69
mg L?, 7,17 mg L e controle (sem herbicida). O experimento foi dividido em duas
etapas devido ao longo periodo experimental. Primeiro foram testados os tempos de 6,
12 e 18 horas e ap6s foram testados 0s tempos restantes de 24, 36 e 48 horas (Figura 5).
Em cada um dos tempos foi feita a avaliagdo morfologica de 50 nauplios por
experimento conforme descrito no item 5.3.

O efeito de diferentes concentracdes (1,60 mg L2, 369 mg LY, 7,17 mg L e
11,34 mg L) sobre a morfologia de A. salina também foi avaliado, com um tempo fixo
de 24 horas (Figura 5). Para cada concentracéo foi realizada a analise morfoldgica de 50
organismos por experimento (item 5.3).

Para avaliar se as alteracbes morfoldgicas da populagdo de A. salina induzidas
por 2,4-D poderiam ser revertidas, foi realizado um experimento no qual 300 nauplios
foram tratados por 12 horas nas concentracdes de 3,69 mg L™ e 7,17 mg L, mais o
controle (sem herbicida). Este tempo foi escolhido por ter apresentado o maior aumento
absoluto de individuos com alteracfes morfologicas em relagdo ao respectivo controle.
Apbs estas 12 horas de contato com o 2,4-D, 50 nauplios de cada tratamento foram

avaliados em relacdo a morfologia e o restante das populagdes (250 organismos) foram
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transferidos para nova agua salinizada, sem a presenca do herbicida. Apds 12 e 24 horas

nesta condicdo (sem 2,4-D), foram retirados 50 organismos para nova avaliagdo

morfologica (Figura 5). Avaliacdo morfoldgica conforme descrito no item 5.3.

Figura 5. Fluxograma da metodologia de tratamentos com o herbicida 2,4-D.

Ao longo do tempo

Tratamentos
|
| 1 |
Diferentes = .
concentragdes EVersao
‘ 300 nauplios ‘ ‘ 300 nauplios ‘

‘ 300 nauplios ‘

Controle (sem herbicida)
3.,69mg L1e7,17mg L-!

50 nauplios por concentracio

Controle (sem herbicida)
1,60-3,69-7,17 11,34 mg L!

n =50 nauplios por concentragio

Controle (sem herbicida)
3.,69mg L1e7,17mg 1!

n =50 nauplios por concentragio

—| 12 horas

6,12, 18, 24, 36 e 48 horas

5.5. Andlise dos dados

24 horas

Restante dos nauplios — agua
salina sem 2.4-D
(12 e 24 horas)

AVALTIACAO MORFOLOGICA

3 experimentos independentes
1 =150 organismos
(Para cada tempo e concentracéo)

Os dados foram avaliados por meio do teste do qui-quadrado (X2?), comparando

0 grupo controle com cada grupo de tratamento individualmente (1,60 mg L, 3,69 mg

Lt 7,17 mg L%, 11,34 mg L?). Cada um dos grupos avaliados foi dividido em duas

classes, sendo estas: classe 1 - organismos normais e classe 2 - organismos com

alteragcBes morfologicas. Os valores da classe 1 do controle, foram considerados como

valores esperados e os valores da classe 2 nos grupos tratados, foram considerados

como observados. A analise X2 foi realizada no programa Past 2.17 com a opg¢éo

“sample vs. expected” que permite definir os valores esperados para cada classe. Nos

resultados séo apresentados os valores de X2 e p obtidos, sendo considerados valores

significados X2 acima de 3,84 e o valor de p < 0,05.



15

6. RESULTADOS

6.1. Efeito da temperatura sobre o desenvolvimento morfol6gico de A. salina

A quantidade de cistos de A. salina eclodidos/vivos em 24 h foi diferente entre
as trés temperaturas testadas (Tabela 1). A temperatura que obteve um maior numero
individuos eclodidos foi a de 24°C em 24 horas de cultivo, sendo 25 vezes maior que a
temperatura de 20°C. Em 48 horas de cultivo o nimero de organismos Vvivos se

assemelha para as trés temperaturas estudadas.

Tabela 1. Numero de cistos de A. salina eclodidos/vivos em diferentes temperaturas de
cultivo.

Temperatura 24 horas 48 horas
20 °C 5 145
22 °C 58 133
24 °C 127 162

Em relacdo aos estagios de desenvolvimento para as diferentes temperaturas
avaliadas, foi observado que com 24 horas todos os nauplios estavam no estagio |
enquanto que em 48 horas, para as temperaturas de 20 e 22 °C apenas 50% da
populacdo em estagio Il. Ja a temperatura de 24 °C quase 100% da populacdo atingiu o
mesmo estagio de desenvolvimento no decorrer de 48 h, de acordo com a descricéo de
Bustos-Obregon e Vargas (2010) (Tabela 2).

Estes resultados foram importantes para os proximos testes, pois para avaliar as
alteracdes morfoldgicas a maioria dos nauplios devem estar no mesmo estagio de
desenvolvimento ao longo do tempo, minimizando assim, o efeito da eclosdo tardia

sobre a avaliacdo das alteracGes morfoldgicas.

Tabela 2. Percentual de organismos com caracteristicas morfoldgicas do estagio | e
estagio Il.

Temperatura Morfologia Morfologia
estagio | (24h) estagio 11 (48h)
20 °C 100% 40%
22 °C 100% 50%
24 °C 100% 98%

Adaptado de BUSTOS-OBREGON e VARGAS (2010).
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6.2. Efeitos do tratamento com 2,4-D sobre a mortalidade de A. salina

Foi observado que o aumento da mortalidade é proporcional ao aumento da
concentracdo de 2,4-D, apresentando uma relacdo dose-efeito do agrotoxico, conforme
pode ser observado na Figura 4. A partir da equacdo da reta, foram calculadas as
concentragdes de 2,4-D para diferentes percentuais de doses letais (DL) sobre os

nauplios de A. salina tratada durante o periodo de 48 horas (Tabela 3).

Figura 6. Mortalidade de A. salina ap0s tratamento (48 horas) com o agrotéxico 2,4-D.
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Tabela 3. Doses letais de 2,4-D para A. salina tratada durante 48 horas.

Valor de DL Concentracéo de 2,4 D (mg L™?)
DL1o 1,60
DLo2s 3,69
DLso 7,17
DLsgo 11,34

6.3. Efeito do 2,4-D sobre a morfologia de A. salina ao longo do tempo

As concentracdes de 3,69 mg L™ e 7,17 mg L para 48 horas (Tabela 3) foram
utilizadas para a avaliagédo do efeito de 2,4-D sobre a morfologia de A. salina ao longo
do tempo. Para ambas as concentragdes, houve um aumento em relagdo ao controle para
as caracteristicas cor, olho, tubo digestivo e n° total de individuos alterados (Tabelas 4 e

5). Especificamente cor e n° total de individuos alterados, permaneceram aumentadas
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em relacdo ao controle entre 6 e 36 horas de tratamento. As demais alteragbes foram
pontuais, sendo observadas em tempos especificos.

As alterac6es morfoldgicas no grupo controle aumentam gradualmente ao longo
do tempo. Desta forma, as diferencas na cor e n° total de individuos alterados em
relagdo ao controle, foram mais expressivas nos tempos iniciais de tratamento do que
nos tempos finais (Figura 7). Por exemplo, em 6 horas o tratamento com a menor
concentracdo de 2,4-D aumenta a intensidade de cor quatro vezes em relacdo ao
controle. J& com 24 horas, esta diferenca cai para cerca de 1,7 vezes em relagdo ao

controle.

Tabela 4. Avaliacdo morfologica em nauplios de A. salina tratados com 2,4-D na
concentragdo equivalente a DL25 (3,69 mg L™).
6h 12h 18h 24h 36h 48h

X?=97,36 X2=137,77 X?=43,84 X?=18,31 X?=30,2 X=1,79

Cor
p<0,001* p<0,001* p<0,001* p=002* p<001* p=041

X?=386  X2=1,19 Xe=1 X?=6,38  X2=483 X=1,74
Olho
p=0,14 p =0,55 p=1 p = 0,04* p =0,09 p=0,42
X2=4,11 X=11,11 X?=17,02 X?=418  X2=0,03 X2=0,11
Tudo digestivo
p=013 p<001* p<0001* p=0,112 p=099 p=094
X=1 X?=0,26  X2=021  X=124  X>=101 X2=0,18
Abdome

p=1 p=0,88 p=0,90 p = 0,54 p=060 p=0091
N° total de
individuos
alterados

X2=4782 X2=7593 X2=9,70  X2=16,47 X?=3,89 X2=158
p<0,001* p<0,001* p<0,01* p<0,001* p=0,14 p =0,45

X2 valor de referéncia (tabelado) para duas classes = 3,84 (considerando-se o valor de p
< 0,05). * indica diferenga estatisticamente significativa, onde *p <0,05.
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Tabela 5. Avaliacdo morfologica em nauplios de A. salina tratados com 2,4-D na
concentragéo equivalente a DL50 (7,17 mg L).
6h 12h 18h 24h 36h 48h

XP= 14857  Xe= 124 Xe=52,17 Xe=743  Xe= 17,31 X?=526

Cor p<0001* p<0001* p<0001* p=002* p<0,001* p=0,07
X>=386 X=013 X=577 X?=502 X=015 X?=021

Olho p=014 p=094 p=006 p=001* p=093 p=0,90
o X2=2080 Xe=9184 X=2317 X?=2062 X=368 X?=0,13
Tudodigestivo ' 0 oon  hc0001*  p=009  p<000L* p=016 =094
X2=101  Xe=231  Xe=1  Xe=191 X=101 X?=0,17

Abdome p=060 p=031 p=1 p=038  p=060 p=092

N° total de X2=81,19 X2=8351 X2=12,12 X2=11,37 X?=9,82 X?=0,76

individuos p<0,001* p<0,001* p<0,01* p<0,01* p <0,01* p=0,68
alterados

X2 valor de referéncia (tabelado) para duas classes = 3,84 (considerando-se o valor de p
< 0,05). * indica diferencga estatisticamente significativa, onde *p <0,05.
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Figura 7. Comparacao do efeito de 2,4-D sobre a morfologia de A. salina ao longo do
tempo em diferentes concentragdes de tratamento.
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6.4. Efeito da concentracéo de 2,4-D sobre a morfologia de A. salina

Avaliando o efeito de diferentes concentracdes do 2,4-D sobre a morfologia de
A. salina, é possivel observar que existe alteragcdes nas caracteristicas estudadas (Tabela
6) desde a concentracdo mais baixa, que causa a mortalidade em apenas 10% da
populacdo em 48 horas, até a mais alta, que causa a mortalidade em 80% da populagdo
em 48 horas.

Para as caracteristicas cor e olho, as alteracbes morfoldgicas foram aumentadas
em relacdo ao controle, ja em concentragfes mais baixas. Por outro lado, tubo digestivo

e abdome, apresentaram aumento de alteracdes apds tratamento nas concentragdes mais
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altas de 2,4-D. O n° total de individuos alterados, foram maiores nos grupos tratados
com 2,4-D em todas as concentracOes testadas (Tabela 6, Figura 8).

Tabela 6. Avaliacdo morfoldgica em néuplios de A. salina tratados com 2,4-D, no
tempo de 24 horas, variando as concentracdes.
1,60 mg L* 3,60mg L+ 717mgL?t 11,34mglL*?

X2=1,71 X2= 8,31 X2=743 X2= 6,86

Cor

p=0,42 p =0,02* p =0,02* p =0,03*

X2=1,71 X2= 6,38 X2=592 X2=34,71
Olho

p=042 p =0,04* p =0,01* p < 0,001*

X2=4,75 X2= 4,18 X2= 20,62 X2= 103,52
Tudo digestivo

p =0,09 p=0,12 p <0,001* p <0,001*

X2= 4,34 X2=1,24 X2=1,91 X2= 6,25
Abdome

p=0,11 p=0,54 p=0,38 p = 0,04*
No total de X2=11,75 X2= 16,47 X2=11,37 X2=71,73
individuos 0 <0,01* p < 0,001* p < 0,01* p <0,001*
alterados

X2 valor de referéncia (tabelado) para duas classes = 3,84 (considerando-se o valor de p
< 0,05). * indica diferenga estatisticamente significativa, onde *p <0,05.

Figura 8. Comparacao do efeito de 2,4-D sobre a morfologia de A. salina em diferentes
concentragdes de tratamento.
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*indica diferenca significativa em relacdo controle dentro do mesmo tempo de
tratamento.
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6.5. Reverséo do efeito de 2,4-D sobre a morfologia de A. salina

As alteragdes morfoldgicas presentes nas primeiras 12 horas de tratamento
foram cor, tudo digestivo e n° total de individuos alterados, para as duas concentracfes
testadas (3,69 e 7,17 mg L1) (Figura 9-A).

Com 12 horas de tratamento as concentracdes de 3,69 mg Lt e 7,17 mg L*
apresentaram respectivamente, 20% e 30,7% de organismos alterados em relagdo a cor.
Por outro lado, para o controle, este percentual foi de 8,7%, ou seja, houve uma
diferenca maior que 3 vezes no tratamento com a maior concentracdo em relacdo ao
controle. Para a caracteristica n° total de individuos alterados o controle teve 24,7% de
organismos alterados nas primeiras 12 horas. Ja para a concentracdo de 3,69 mg L™ o
valor de organismos alterados foi de 36,7% e para 7,17 mg L este valor aumentou
ainda mais foi para 45,3%. Para tubo digestivo o controle teve 3,3% de organismos
alterados, enquanto que para as duas concentracdes de tratamento foi 7,3%, tendo um
aumento de 2 vezes em relagéo ao controle (Figura 9).

Entretanto, apds a retirada do 2,4-D, o nimero de alteracfes morfoldgicas nas
populacdes tratadas com 2,4-D reduziu ja nas primeiras 12 horas sem o herbicida
(Figura 9-B), voltando para os niveis préximos ao controle. Este padrdo de reversdo se

manteve na avaliagdo de 24 horas (Figura 9-C).
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Figura 9. Reversdo do efeito de 2,4-D sobre a morfologia de A. salina ao longo do

tempo nas DLys e DLso.
80

70
60
50 *
40
30

20

. m

NUmero de organismos alterados

M

O Controle

3,69 mg L-1

87,17 mg L-1

Cor Olho Tubo

digestivo
80
70
60
50
40
30

20

NUmero de organismos alterados

Abdome

] 5]

N° total de
individuos
alterados.

12 HI HIE N
Cor

Olho Tubo

digestivo
80
70
60
50
40
30

20

NUmero de organismos alterados

10

LN AN es

Abdome

[Hs

N° total de
individuos
alterados.

Cor Olho Tubo
digestivo

Abdome

N° total de
individuos
alterados.

(A) 12 horas de tratamento com 2,4-D (B) 12 horas pds tratamento (reversao) sem 2,4-
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relacdo controle dentro do mesmo tempo de tratamento.
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Nas 12 horas inicias do tratamento com o herbicida, a concentragdo de 7,17 mg
Lt apresentou cerca de 30,7% dos organismos alterados em relagdo a cor, nas 12 horas
que se sucederam sem a presenca do herbicida apenas 8,7% dos organismos estavam
alterados, havendo uma diminuicdo de 3 vezes nos organismos alterados em relacéo a
cor. Essa diminui¢do também foi observada para o numero total de individuos alterados,
onde na presenca do herbicida 45,3% dos organismos apresentaram-se alterados,
enquanto que na auséncia do herbicida houve uma diminuicdo apenas 17,3%
organismos alterados. Para tubo digestivo também foi observada uma diminuicdo. Na
presenca do herbicida cerca de 7,3% dos organismos apresentaram alteragGes e sem a
presenca do herbicida este numero diminui para 5,3% (Tabelas 7 e 8). Para as 24 horas
de reversdo também foi possivel observar uma leve diminuicdo dos valores para todas

as caracteristicas (Tabela 9).

Tabela 7. Valor total e percentual das alteracdes morfologicas em A. salina tratada com
0 herbicida 2,4-D, com 12 horas de tratamento.

Controle 3,69mg L+ 717 mg L?
N° de Valor % N° de Valor % N° de Valor %
organismos organismos organismos
Cor 13 8,7 30 20,0 46 30,7
Tubo digestivo 5 3,3 11 7,3 11 7,3
NeT. ILA* 37 24,7 55 36,7 68 45,3

*NUmero total de individuos alterados.

Tabela 8. Valor total e percentual das alteracdes morfoldgicas em A. salina apds a
retirada do contato com o herbicida 2,4-D, (12 horas &gua salinizada).

Controle 3,69 mg L+ 7,17 mg L!
N° de Valor % N° de Valor % N° de Valor %
organismos organismos organismos
Cor 11 7,3 14 9,3 13 8,7
Tubo digestivo 6 4,0 7 4,7 8 5,3
NeT. ILA>* 26 17,3 34 22,7 26 17,3

*Numero total de individuos alterados.
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Tabela 9. Valor total e percentual das alteracbes morfoldgicas em A. salina apos a
retirada do contato com o herbicida 2,4-D, (24 horas &gua salinizada).

Controle 3,69 mg L 7,17 mg L
N° de Valor % N° de Valor % N° de Valor %
organismos organismos organismos
Cor 8 53 7 4,7 8 53
Tubo digestivo 5 3,3 5 3,3 4 4,7
NeT. ILA>* 20 13,3 25 16,7 22 14,7

*Numero total de individuos alterados.
7. DISCUSSAO

Os néauplios de A. salina passam por varios estagios (troca de exoesqueleto)
durante o seu desenvolvimento, até atingir a fase adulta, onde estdo aptos a se
reproduzir (VAN STAPPEN, 1996). Segundo Rocha et al. (2001), a temperatura pode
influenciar nos ciclos bioldgicos dos organismos de maneiras distintas, podendo tanto
acelerar quanto diminuir a velocidade de desenvolvimento, afetando assim a
sobrevivéncia dos individuos. Neste estudo, foi observado que a temperatura influencia
na eficiéncia de eclosdo, viabilidade e homogeneidade das populacbes (ou seja, nUmero
de individuos que se encontram no mesmo estagio do desenvolvimento), sendo que
temperaturas mais proximas a 24° C sdo mais adequadas ao cultivo de A. salina do que
temperaturas inferiores.

Nauplios de A. salina vém sendo muito utilizado na avaliacdo da toxicidade de
diferentes compostos sintéticos e/ou naturais, como por exemplo, extrato de plantas
(Aloe vera (L.) Burm. F. (Aloeaceae), Citrus aurantium L. (Rutaceae); Cymbopogon
citratus (DC. Ex Nees) Stapf (Poaceae), Datura stramonium L. (Solanaceae), etc),
inseticidas (Carbaril, Diazinon, Imidacloprido, Clorpirifés, Aldicarbe, Tebufenozida,
Dimetoato, etc.), biocidas (Diuron) e herbicidas (Roundup Original, Glifosato AKB
480, etc). Os efeitos tdxicos causados por estas substancias em A. salina sdo mais
comumente avaliados atraves da eclosdo e sobrevivéncia (dose letal = DL50), embora
alguns poucos trabalhos também avaliem a morfologia e o0 estresse oxidativo
(GAMBARDELLA et al., 2018; RODRIGUES et al., 2017; SHAALA et al., 2015;
PARRA et al., 2001; SONG et al., 1997).
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Especificamente em relacdo a avaliacdo de agrotoxicos, ja foi observado que
alguns deles, como por exemplo, Imidacloprido, Tebufenozida, Diuron, podem ter
efeitos negativos sobre a sobrevivéncia e o0s niveis de estresse oxidativo em A. salina,
bem como, alterar a morfologia da espécie, como é o caso do Diazinon
(GAMBARDELLA et al.,, 2018; SHAALA et al.,, 2015; BUSTOS-OBREGON e
VARGAS, 2010).

Neste estudo, foi demonstrado que o herbicida 2,4-D possui efeitos toxicos sobre
os nauplios de A. salina, afetando ndo somente a mortalidade dos individuos (DLso=
7,17 mg L), como também, causando alteracdes em sua morfologia.

Estudos toxicoldgicos mostram alguns efeitos adversos do herbicida 2,4-D sobre
organismos nao-alvos, como bactérias, invertebrados (insetos e minhocas) e vertebrados
(roedores, anfibios e peixes). Em bactérias, o0 2,4-D afeta a perda da integridade das
estruturas celulares e induz o estresse oxidativo (BHAT et al., 2015). Em invertebrados,
afeta o desenvolvimento, a sobrevivéncia e causa estresse oxidativo (FREYDIER e
LUNDGREN, 2016; HATTAB et al., 2015). Ja em vertebrados, os seus efeitos sdo
ainda mais amplos, podendo causar peroxidacao lipidica, estresse oxidativo, danos no
DNA, neurotoxicidade e genotoxicidade (LAJMANOVICH et al., 2015; MENEZES et
al., 2015; BONGIOVANNI et al., 2011; PRETTO et al., 2011; FONSECA et al., 2008).

O herbicida 2,4-D pode ser aplicado em sistemas convencionais e aquaticos,
com a finalidade de controlar plantas daninhas. Porém, acaba atingindo organismos néo-
alvo, causando assim efeitos toxicos adversos que irdo ter sua intensidade determinada
por fatores como concentracdo, frequéncia de exposicdo e aspectos bioldgicos
individuais. A soma destes fatores ira influenciar a suscetibilidade e a sensibilidade de
cada espécie (ISLAM et al., 2018).

Os resultados do presente estudo confirmam que os efeitos toxicoldgicos do
herbicida 2,4-D est&o relacionados a concentragdo e tempo de exposi¢do, uma vez que a
resposta de A. salina em termos de sobrevivéncia e morfologia, variou em funcdo do
tempo e dose de tratamento.

Em relacdo ao tempo de exposicdo ao herbicida 2,4-D, as duas carateristicas
mais alteradas foram cor e n° total de individuos alterados. O nimero de alteragdes foi
maior nas primeiras horas de exposic¢do ao herbicida 2,4-D do que nos tempos finais e
em relagdo ao controle estas alteragdes também foram maiores nos tempos iniciais. Com

0 passar do tempo a populacdo dos nauplios sofre com a falta de nutrientes (fome) e
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com pressdes do ambiente artificial. Com a falta de comida os organismos ficam sem
energia para efetivar os programas genéticos de desenvolvimento (MOHAMMED,
2013).

Quanto ao efeito de diferentes concentracdes de 2,4-D sobre a morfologia de A.
salina, foi verificado que existem alteracdes morfologicas, desde a concentracdo mais
baixa (1,60 mg L) até a mais alta (11,34 mg L?). A medida em que aumentam as
concentragdes de 2,4-D, ocorre aumento nos tipos de alteragdes morfologicas, como por
exemplo, a concentracdo mais baixa possui apenas uma caracteristica alterada enquanto
na concentracdo mais alta todas as caracteristicas avaliadas encontram-se alteradas.
Estes dados estdo de acordo como o estudo realizado por Shaala et al. (2015), no qual
foi observado que o aumento das concentragdes do Diuron, tem relagdo com aumento da
mortalidade e influencia no desenvolvimento morfoldgico dos nauplios de A. salina.

De forma geral, os estudos de toxicologia se apoiam fortemente na determinacéo
da DL50 (concentracdo de dada substancia que causa morte de 50% de uma populacao)
como indicativo de toxicidade. Neste trabalho foi demonstrado que mesmo em doses
que afetem pouco a sobrevivéncia (DL10 e DL25) ja existem alteracdes morfoldgicas.
Isso indica que avaliacBes de sobrevivéncia devem ser complementadas com outros
parametros como, avaliagcdo no desenvolvimento, morfologia, estresse oxidativo, danos
no DNA, entre outras, que possam indicar o estado de satde de uma populacéo.

Em estudo realizado por Bustos-Obregon e Vargas (2010) foi avaliado o efeito
de um organofosforado (Diazinon) na morfologia de A. salina e dentre os parametros
morfolégicos avaliados, hd um deles que se assemelha a este estudo que é a coloragdo
mais escura dos nauplios, considerada uma alteracdo morfoldgica resultante do
tratamento com este agrotoxico.

N&o foram encontrados na literatura trabalhos sobre os efeitos do 2,4-D na
morfologia de A. salina e nem se existe uma possivel reversdo para estas alteracfes na
morfologia. Neste trabalho, com 12 horas de tratamento nas concentrac¢fes de 3,69 mg
Lt e 7,17 mg L™ houve alteragBes nas caracteristicas cor, tubo digestivo e n° total de
individuos alterados. Apds 12 e 24 horas em que as populagdes foram retiradas do
contato com o 2,4-D, ocorreu a reversdo de todas as alteracdes.

Quando a populagdo se encontra em um ambiente com mudancas rapidas,
existem dois processos que irdo facilitar a sobrevivéncia destes individuos: a

plasticidade fenotipica adaptativa e adaptacdo genética. A plasticidade fenotipica
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adaptativa acontece quando os individuos de uma populacdo sdo capazes de mudar as
suas caracteristicas fisicas, quimicas, fisioldgicas e/ou morfoldgicas, em resposta as
mudancgas que ocorrem no ambiente, afim de melhorar a sua adaptacdo a estas
condicdes, caso esta adaptacdo ndo seja suficiente, entdo, pode ocorrer a adaptacédo
genética a qual é resultante de mutacGes (PRICE et al., 2003).

A capacidade de reverter as alteragdes induzidas por 2,4-D pode indicar
prevaléncia de adaptacdo fenotipica (plasticidade) nas populacbes de A. salina mais do
que efeito cumulativo de mutacdes. O curto periodo de exposicdo (12 horas) pode
explicar porque ndo foi observado maior acumulo de mutagfes negativas, uma vez que
em tempos maiores & provavel que isto ocorra, haja visto que apds 48 horas de
exposicdo nas mesmas concentracfes ocorreu significativa mortalidade dos organismos
(mostrando que neste caso ndo had atuacdo dos mesmos padrbes de reversdo antes
observados).

Considerando que a reversdo das alteracdes morfoldgicas ocorreu apés a retirada
com o contato do herbicida, é possivel inferir que a populacdo conseguiu se adaptar as
condi¢cdes que lhe foram impostas, através da mudanca nos fendtipos (plasticidade
fenotipica adaptativa). Estudos adicionais podem ser realizados para verificar o acimulo
de mutacgdes ao longo do tempo e das concentracOes e seu efeito sobre a capacidade de
reversdo de alteracfes morfoldgicas.

De forma geral, os resultados deste estudo mostraram que o herbicida 2,4-D
causa alteraces na morfologia dos nauplios de A. salina. Sendo que a populacdo foi
mais sensivel nos tempos iniciais de exposi¢cdo ao herbicida. Além disso, mesmo em
baixas concentra¢des foi possivel observar alteraces na morfologia de A. salina e estas

aumentam gradativamente conforme ocorre o aumento das concentragées.

8. CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel concluir que:

e Do ponto de vista de efeito na “populagdo”, as alteracbes na morfologia foram
mais expressivas nos tempos inicias de exposi¢do do que nos tempos finais. Este
fato pode ser observado pela diferenga mais expressivas entre 0s grupos controle

e tratados nas primeiras horas de avaliagdo do que nos tempos finais.
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e 0O 2,4-D altera a morfologia dos nauplios de A. salina ja em concentracfes
baixas que causam a mortalidade de apenas 10% da populacdo em 48 horas,
vinculando a importancia da avaliacdo morfoldgica (inclusdo destes parametros)
nos estudos toxicoldgicos.

e Os efeitos do 2,4 D sobre a morfologia podem ser revertidos se a populagéo for
retirada do contato como herbicida. E isto indica que restaurando as condigdes
naturais de um local afetado por agrotdxicos é possivel que haja recuperacao do

local e dos organismos que ali habitam.

9. PERSPECTIVAS
e Com base nos resultados obtidos na reversdo das alteracdes morfoldgicas em A.
salina, é possivel que futuramente se facam andlises nas taxas de mutacdo ou
estudos correlacionados entre avaliacdes morfoldgicas e bioquimicas, afim de
saber quais sao 0s processos envolvidos nesta reversao;
e Realizar testes em outros organismos de agua doce, para verificar se o fenbmeno

de reversdo € comum a outros organismos e em situagdes naturais.
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10. ANEXO 1: Dados brutos relativos a avaliacdo de morfologia em A. salina
exposta ao tratamento com 2,4-D

Efeito do 2,4-D sobre a morfologia de A. salina ao longo do tempo

Tabela 1. Numero de individuos que apresentam ou ndo alteracdes morfoldgicas em 6
horas de cultivo, nas concentracdes de 3,69 e 7,17 mg L.

Controle 3,69mgL? 717mgL*

Normal Alterado Normal Alterado Normal Alterado
Cor 137 13 103 47 95 55
Olho 136 14 143 7 143 7
Tubo digestivo 146 4 142 8 137 13
Abdome 149 1 149 1 150 0
N°T. . A* 122 28 89 61 79 71

*NUmero total de individuos alterados.

Tabela 2. Numero de individuos que apresentam ou nao alteracdes morfologicas em 12
horas de cultivo, nas concentracdes de 3,69 e 7,17 mg L.

Controle 3,69mgL? 717mgL?

Normal Alterado Normal Alterado Normal Alterado
Cor 138 12 99 51 101 49
Olho 142 8 139 11 143 7
Tubo digestivo 144 6 136 14 121 29
Abdome 146 4 145 5 143 7
N°T. . A* 123 27 82 68 80 70

*NUmero total de individuos alterados.

Tabela 3. Numero de individuos que apresentam ou néo alteracdes morfologicas em 18
horas de cultivo, nas concentracdes de 3,69 e 7,17 mg L.

Controle 3,69 mg L+ 7,17 mg L1

Normal  Alterado Normal Alterado Normal Alterado
Cor 138 12 116 34 114 36
Olho 130 20 141 9 140 10
Tubo digestivo 141 9 129 21 127 23
Abdome 145 5 144 6 145 5
N°T. . A* 109 41 92 58 90 60

*Numero total de individuos alterados.
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Tabela 4. Numero de individuos que apresentam ou néo alteracdes morfologicas em 24
horas de cultivo, nas concentracdes de 3,69 e 7,17 mg L.

Controle 3,69 mg L 7,17 mg L

Normal  Alterado Normal Alterado Normal Alterado
Cor 122 28 101 49 115 35
Olho 142 8 135 15 138 12
Tubo digestivo 141 9 135 15 141 9
Abdome 142 8 145 5 148 2
NeT.lLA* 126 24 118 32 100 50

*Numero total de individuos alterados.

Tabela 5. Numero de individuos que apresentam ou nao alteracdes morfologicas em 36
horas de cultivo, nas concentracdes de 3,69 e 7,17 mg L.

Controle 3,69 mg L+ 7,17 mg L1

Normal  Alterado Normal Alterado Normal Alterado
Cor 125 25 115 35 93 57
Olho 140 10 144 6 143 7
Tubo digestivo 144 6 143 7 139 11
Abdome 144 6 144 6 144 6
N°T.lLA* 113 37 134 16 87 63

*Numero total de individuos alterados.

Tabela 6. Numero de individuos que apresentam ou ndo alteracdes morfoldgicas em 48
horas de cultivo, nas concentracdes de 3,69 e 7,17 mg L.

Controle 3,69mgL* 717 mg L?

Normal  Alterado Normal Alterado Normal Alterado
Cor 130 20 126 24 119 31
Olho 144 6 141 9 144 6
Tubo digestivo 141 9 139 11 141 9
Abdome 139 11 134 16 142 8
N°T.l.A* 116 34 119 31 109 41

*Numero total de individuos alterados.
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Efeito de diferentes concentrages de 2,4-D sobre a morfologia de A.salina

Tabela 7. Numero de individuos que apresentam ou ndo altera¢cGes morfologicas em 24
horas de cultivo, em diferentes concentracdes.

Controle 160mgL?* 369mgL?'! 7,17mglL? 11,34 mg L*

N A N A N A N A N A

Cor 140 10 136 14 101 49 115 35 132 18
Olho 140 10 136 14 135 15 138 12 122 28
Tubo digestivo 142 8 136 14 135 15 141 9 114 36
Abdome 144 6 139 11 145 5 148 2 138 12
N°T.ILA* 119 31 102 48 118 32 100 50 77 73

*Numero total de individuos alterados. N: Organismos normais. A: Organismos
alterados

Reversdo do efeito de 2,4-D sobre a morfologia de A. salina

Tabela 8. Numero de individuos que apresentam ou nao alteracdes morfologicas em 12
horas de tratamento com o 2,4-D, nas concentragGes de 3,69 e 7,17 mg L.

Controle 3,69 mg L+ 7,17 mg L1

Normal Alterado Normal Alterado Normal Alterado
Cor 137 13 120 30 104 46
Olho 134 16 129 21 133 17
Tubo digestivo 145 5 139 11 139 11
Abdome 146 4 145 5 146 4
N°T. . A* 113 37 95 55 82 68

*NUmero total de individuos alterados.

Tabela 9. Numero de individuos que apresentam ou néo alteracdes morfologicas em 12
horas ap0s a retirada do tratamento.

Controle 3,69 mg L+ 7,17 mg L1

Normal Alterado Normal Alterado Normal Alterado
Cor 139 11 136 14 137 13
Olho 142 8 136 14 145 5
Tubo digestivo 144 6 143 7 142 8
Abdome 148 2 146 4 148 2
N°T. . A* 124 26 116 34 124 26

*Numero total de individuos alterados.
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Tabela 10. Numero de individuos que apresentam ou nédo alteracfes morfoldgicas em
24 horas apos a retirada do tratamento.

Controle 3,69 mg L 7,17 mg L

Normal  Alterado Normal Alterado Normal Alterado
Cor 142 8 143 7 142 8
Olho 146 4 143 7 143 7
Tubo digestivo 145 5 145 5 146 4
Abdome 143 7 143 7 145 5
N°T.I.A* 130 20 125 25 128 22

*Numero total de individuos alterados.



