TOXICIDADE AGUDA DE HERBICIDAS A TILAPIA (Oreochromis niloticus)'

Acute Toxicity to Herbicides to Oreochromis niloticus
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RESUMO - Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a sensibilidade de alevinos de
Oreochromis niloticus a diversos herbicidas. Para isso, foram realizados dois ensaios, sendo,
no primeiro, avaliadas concentragoes de atrazina (0; 2,5; 5; 10; e 20 mg L), visando a
determinacao da concentracao letal a 50% dos individuos (CLy), e, no segundo, a sensibilidade
as mesclas dos herbicidas alachlor + atrazina (5,33 + 5,33 mg L), diuron + MSMA (5,33 +
2,13 mg L), paraquat (1,33 mg L) e 2,4-D + picloram (1,28 + 0,34 mg L!), com contagem de
mortes 96 horas apos exposicao aos produtos. No primeiro ensaio foi observado elevado
declinio na sobrevivéncia dos alevinos a partir de 3 mg L! do herbicida atrazina, com CLg,
estimada de 5,02 mg L'. No segundo, a mistura alachlor + atrazina promoveu o maior efeito
de mortalidade sobre os alevinos de tilapia. Com 72 horas de exposigao, a escala de intoxicacao
evidenciou reducédo nos numeros de individuos de, aproximadamente, 17,4% para os produtos
paraquat, 2,4-D + picloram e diuron + MSMA e de 100% para alachlor + atrazina. Os dados
permitem concluir que a CL,, obtida para o atrazina € inferior aquela mencionada como
toxica para truta e que a mistura alachlor + atrazina pode ser caracterizada como de risco
para O. niloticus, mesmo quando aplicada em doses normais de uso.
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ABSTRACT - Two assays were carried out to evaluate Oreochromis niloticus sensitivity to
different herbicides. In the first experiment, atrazin concentrations (0; 2.5; 5; 10 and 20 mg L)
were evaluated aiming to determine lethal concentration (LC50)to O. niloticus. In the second assay,
the effects of the herbicide mixtures alachlor + atrazin (5.33 + 5.33 mg L), diuron + MSMA (5.33 +
2.13 mg L), paraquat (1.33 mg L) and 2,4-D + picloran (1.28 + 0.34 mg L), were evaluated on
0. niloticus survival after 96 h of exposure. In the first assay, a sharp decrease in fingerlings
survival was observed from 3 mg L' of atrazin with CL,, value of 5.02 mg L' and a high biomass
decrease due to herbicide presence. In the second assay, a greater negative effect was observed on
fingerlings by alachlor + atrazin. . After 72 h of incubation, intoxication rate showed a reduction in
the number of individuals of 17.4% for paraquat, 2,4 D + picloram and diuron + MSMA, and of 100%
Joralachlor + atrazin. It was concluded that CL,, obtained for atrazin is inferiorto that listed as toxic
to trouts and that the alachlor + atrazin mixture can be characterized as a riskto O. niloticus, even
when applied at commercially recommended rates.

Keywords: alachlor, atrazin, 2.4-D, diuron, paraquat, picloram.

INTRODUCAO intersticial para rios e lagos podem introduzir
nutrientes (a partir de fertilizantes) e agro-

Em areas agricolas, o carregamento de toxicos em quantidades substanciais (Tomita
aguas superficiais e a lixiviacao da agua & Beiruth, 2002). Considerando sistemas de
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consorciacdo, a integracao lavoura-pecuaria
(ILP) vem se destacando pelo melhor uso do solo
e diminuicao na quantidade total de agrotoxi-
cos empregada para controle de pragas, doencas
e plantas daninhas (Lustosa & Rocha, 2007).
Nesse sistema, o milho se destaca como
principal cultura associada as forrageiras, e o
herbicida atrazina € o mais recomendado para
aplicacdo em razao do baixo custo, eficacia no
controle de plantas daninhas, facilidade de
utilizacdo, seletividade para o milho e baixa
permanéncia no solo em relacao a outros pro-
dutos que sao aplicados nas pastagens conven-
cionais, como picloram, fluroxipire e 2,4-D, que
tém persisténcia de até trés anos (Sprague
et al., 2000; Rodrigues & Almeida, 2005).

O risco de a molécula de atrazina lixiviar
e atingir cursos de agua é amplamente discu-
tido (Sprague et al., 2000; Pinho et al., 2007).
Testes de toxicidade em ambientes aquaticos
tém sido bastante empregados a fim de
determinar efeitos deletérios de poluentes em
organismos aquaticos. Segundo Tomita &
Beiruth (2002), testes de toxicidade aguda sao
experimentos de curta duracao que proporcio-
nam rapidas respostas em estudos sobre efei-
tos toxicos letais, cujo objetivo é determinar a
concentracao letal média (CL,) de uma subs-
tancia sobre organismos aquaticos, num
periodo de 24 a 96 horas de exposicao.

Pela ampla disseminacao como organismo
cultivado, resisténcia a variacoes de tem-
peratura e de oxigénio dissolvido na agua e
facilidade de aquisicéo (Lovshin, 1997;
Meurer et al., 2000), a tilapia, especialmente
Oreochromis niloticus, tem se destacado no
Brasil. Nesse sentido, torna-se necessario,
para as condicoes tropicais, avaliar o efeito do
atrazina e outros herbicidas comumente
usados na cultura do milho e nos sistemas ILP
sobre esse organismo - representativo da
fauna aquatica. O estudo da sensibilidade da
tilapia a herbicidas pode contribuir para defini-
la como espécie bioindicadora de residuos
desses produtos ou identifica-la como
organismo-alvo no biomonitoramento de
herbicidas em ambiente aquatico. Este
trabalho teve como objetivos estimar a CL,,
de atrazina para alevinos de O. niloticus e
avaliar o potencial de intoxicacao de misturas
comerciais dos herbicidas alachlor + atrazina,
diuron + MSMA, paraquat e 2,4-D + picloram.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em laboratorio da
Faculdade de Ciéncias Biolégicas-FACE da
Universidade Vale do Rio Doce (UNIVALE),
Governador Valadares-MG. Foram estabele-
cidos dois ensaios, em periodos diferentes, com
alevinos de tilapia (Oreochromis niloticus)
medindo entre 1,5 e 3 cm, com aproximada-
mente 20 dias de idade.

No primeiro ensaio foi avaliada a toxi-
cidade aguda do herbicida atrazina a tilapia.
Para isso, foi utilizada a formulacao comercial
Siptran 500 SC®, contendo 50% do produto
técnico atrazina. As caracteristicas do produto
formulado sao: solubilidade na agua: 33 mg L!
a22 °C; epH 7; pressao de vapor de 2,9 x 107
mm Hga?25 °CeK_.de 100 mL g (Rodrigues
& Almeida, 2005). A solucao-estoque do herbi-
cida foi preparada pela mistura da formulacao
comercial com agua destilada. As concen-
tracoes utilizadas do produto foram de 0; 2,5;
5; 10; e 20 mg L! de atrazina, calculadas com
base na dosagem meédia estabelecida como
toxica para trutas - CL_  (Rodrigues & Almeida,
2005). Quanto a avaliacao dos testes de
intoxicacao aguda do herbicida sobre o peixe,
seguiu-se metodologia adaptada das normas
contidas em Ferreira (2003).

No segundo ensaio, foram testadas as
misturas comerciais: Agimix® (260 g L' de
alachlor + 260 g L' de atrazina), Fortex SC®
(140 g L'! de diuron + 360 g L' de MSMA),
Gramoxone® (200 g L' de paraquat) e Tordon®
(240 gL-'de 2,4-D + 64 g L'! de picloram). Nesse
caso, os tratamentos foram compostos por
quatro formulacoes de herbicidas mais uma
testemunha sem herbicida. A concentracao
final (mg L') de cada produto/mistura foi a
seguinte [baseada na concentracao relatada
por Rodrigues & Almeida (2005) para testes
de toxicidade - CL_, para exemplares de
peixes]: alachlor + atrazina, 5,33 + 5,33 mg L'};
diuron + MSMA, 5,33 + 2,13 mg L'; paraquat,
1,33 mg L'; e 2,4-D + picloram, 1,28 +
0,34 mg L'!.

Em ambos os ensaios, as concentracoes
finais dos produtos foram adicionadas em
bandejas com formato retangular e dimen-
soes de 40 x 20 x 10 cm (comprimento x
largura x altura), em material PVC. Em cada
bandeja foram colocados cinco individuos.
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O experimento foi instalado no delineamento
inteiramente casualizado com cinco repeticoes
(bandejas), totalizando 25 unidades experi-
mentais para cada ensaio. Para aplicacdo da
solucao contendo o herbicida, utilizou-se pipeta
de precisao com pipetador automatico.

Durante o periodo de avaliacdo, as bande-
jas foram mantidas com iluminacao artificial
e fotoperiodo de 12 horas. As bandejas foram
equipadas com sistema de aeracao individual.
A temperatura da agua foi medida diariamente
com termoémetro de coluna de mercurio com
escala de — 38 a + 50 °C. Diariamente, os
alevinos foram contados, sendo retirados os
que se encontravam mortos. O periodo de
exposicao dos animais ao produto foi de
96 horas, para determinacao da CL.

No primeiro ensaio, os alevinos foram
pesados antes e no final do periodo de exposicao
(120 horas). As médias resultantes da mortali-
dade por tempo de exposicao as concentracoes
do herbicida foram submetidas a analise de
variancia pelo teste F. A taxa de mortalidade
foi estimada por meio de regressao (log-logis-
tica), atendendo aos requisitos para significan-
cia dos coeficientes (teste t a 5% de probabili-
dade) e adequacao ao comportamento biolégico,
estabelecendo-se também a concentracao do
produto letal a 50% dos individuos (CL, ), por
meio do programa Trimed Spearman Karber
(Hamilton et al., 1977).

No segundo ensaio, realizou-se analise de
variancia para os dados de nimero de animais
que sobreviveram em cada bandeja a cada
24 horas. As médias dos tratamentos, para as
caracteristicas avaliadas, foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Também foram estimadas regressoes relacio-
nando mortalidade e tempo de exposicao dos
alevinos aos herbicidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observando a funcao log-logistica (P < 0,05),
percebe-se o elevado declinio na sobrevivéncia
dos alevinos a partir da concentracado de
aproximadamente 2 mg L' do produto atrazina,
considerada baixa, com CL_, estimada em
5,02 mg L' (Figura 1).

Segundo Rodrigues & Almeida (2005), o
herbicida atrazina apresenta 9,9 mg L' como
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valor de CL,, para trutas — espécie tipica de
clima temperado que se desenvolve em tempe-
ratura média menor que 15 °C. Considerando
que a temperatura influencia os processos de
toxicidade dos herbicidas sobre os organismos,
sendo maior em condicdes tropicais, onde a
atividade metaboélica € mais intensa (Silva
et al., 2007), pode-se afirmar que os valores
aferidos para CL, em condi¢oes de clima tem-
perado serao mais altos se comparados aos de
condicoes tropicais.

Em trabalho realizado por Boock &
Machado Neto (2005) com fungicida a base de
oxicloreto de cobre, as sobrevivéncias de
exemplares de Poecilia reticulata (guaru) foram
avaliadas em ambientes contendo concentra-
coes crescentes desse produto. Apos 96 horas
de exposicao, esses autores estimaram a CL,,
em 0,1 mg L', valor esse extremamente
baixo, quando comparado a herbicidas. No
entanto, no caso dos herbicidas, a maior
relevancia nos estudos de ecotoxicologia esta
em funcao da quantidade total aplicada
anualmente no ambiente, que chega a ser,
pelo menos, quatro vezes mais do que aquela
observada para fungicidas (Sindag, 20006).

Em outro estudo, Hussar et al. (2004)
avaliaram a dosagem téxica do fungicida
tebuconazole sobre juvenis de Tilapia rendalli
(tilapia) e de Piaractus mesopotamicus (pacu),
observando, em ambos os casos, velocidade e
taxa de mortalidade proporcionais ao aumento
da concentracao do produto.
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Figura 1 - Porcentagem de sobrevivéncia de alevinos de tilapia
(Oreochromis niloticus) apos 96 horas da aplicacdo de
concentragdes (C) crescentes de atrazina (significativo pelo
teste t a 5% de probabilidade, com R?= 0,99). Governador
Valadares, 2007.
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Considerando o valor referencial de CL_,
do atrazina de 9,9 mg L' para trutas (Rodrigues
& Almeida, 2005), o uso dessa concentracao
resultaria em taxa de mortalidade superior a
94% neste estudo, evidenciando a maior sensi-
bilidade de O. niloticus a esse herbicida. Obser-
vando a Figura 1, pode-se estabelecer a concen-
tracdo aproximada de 8,55 mg L'! como aquela
suficiente para a morte de 90% dos individuos.

Além dos fatores mencionados (tempe-
ratura e classe de pesticidas), existe ainda a
sensibilidade diferenciada dos organismos
aquaticos ao mesmo pesticida. Para Oulmi
et al. (1995), a exposicao da espécie de truta
Oncorhynchus mykiss ao atrazina resultou em
50% de mortalidade em concentracao proxima
a 10 mg L'!; contudo, no teste com embrides
desse mesmo peixe esse valor diminuiu para
1 mg L'. Para Prassad & Reddy (1994), a CL,,
observada para o atrazina sobre Tilapia
mossambicusfoi de 8,8 mg L. Outros trabalhos
envolvendo o atrazina evidenciaram os se-
guintes valores de CL,, (mg L!): 18,8 para
Cyprinus carpio (Neskovic et al., 1993) e 10,2
para Rhamdia quelen (Kreutz et al., 2008).

Avaliando a variacdo de peso observada
entre o inicio da incubacido dos alevinos e
120 horas de exposicao, observa-se diminui-
cao acentuada de massa corporal em funcao
da presenca do herbicida. A excecido do contro-
le (sem herbicida), todas as concentracdes
promoveram perda de peso nos peixes de, no
minimo, 60 mg por individuo (Figura 2). Para
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Figura 2 - Variagdo no peso corporal (significativo pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade) de alevinos de tilapia
(Oreochromis niloticus) ap6s 120 horas da aplicagdo de
doses crescentes de atrazina. Nas maiores concentragdes
(10 e 20 mg LY), o indice de mortalidade atingiu 100%.
Governador Valadares, 2007.
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as concentracdes entre 10 e 20 mg L' nao foi
estimada a massa corporal, em razao de nao
haver individuos vivos apos o tempo de expo-
sicao.

A perda de massa corporal pode estar
associada a maior dificuldade em metabolizar
os alimentos, em razdo da presenca de molé-
culas toxicas e da peroxidacao de lipideos
celulares pelos componentes toxicos presentes
na formulacao do herbicida. Em tecidos ani-
mais, acontecem reacoes que visam produzir
energia para as células. Nessas reacoes sao
formados os radicais livres instaveis, que
atacam outras moléculas, como lipidios, mate-
rial genético e proteinas, acelerando a oxida-
cao de tecidos e provocando lesdes nas células.
A maioria dos pesticidas possui essa proprie-
dade de formacao de radicais livres. Essa
hipotese explicaria o escurecimento dos peixes
nas maiores concentracoes testadas (dados
nao apresentados). Segundo Larini (1997), as
triazinas podem provocar fraqueza muscular,
perda de peso e dificuldade respiratéria em
animais — sintomas também observados em
alevinos submetidos as maiores concentra-
coes do atrazina (10 e 20 mg LY).

No segundo ensaio, independentemente da
aplicacao de herbicidas, foi observada baixa
taxa de mortalidade dos peixes com o tempo
de exposicao. Ao final de 96 horas, 17% dos
individuos morreram na testemunha, sendo
tal fato atribuido ao pouco tempo de adaptacao
de O. niloticus as condicoes laboratoriais (dois
dias). Contudo, esse indice pode ser conside-
rado baixo, ndo interferindo na comparacao dos
resultados expressos em porcentagem, uma
vez que todos os demais tratamentos tiveram
indice superior de mortalidade.

Apos 24 horas de exposicao, observou-se
que o produto comercial Tordon® foi a Ginica
formulacao que promoveu mortes, estabili-
zando-se nas avaliacoes posteriores. A partir
de 48 horas da aplicacido dos produtos, a mis-
tura alachlor + atrazina promoveu o maior
efeito negativo sobre os alevinos, sendo supe-
rior a 80% (Tabela 1). Considerando os efeitos
do atrazina, é provavel que sua mistura ao
alachlor explique o efeito mais pronunciado
sobre o total de individuos mortos. O alachlor
é, entre os herbicidas testados, aquele que
possui menor valor de CL,, para peixes
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Tabela 1 - Indice de sobrevivéncia de alevinos de tilapia
(Oreochromis niloticus) ap6s 96 horas de exposicdo em
solu¢do contendo diferentes formulagdes comerciais de
herbicidas, aplicados em dose equivalente a recomendada
pelo fabricante. Governador Valadares, 2007

Sobrevivéncia de alevinos (%) em solugido
Tratamento (Horas apos o inicio da exposi¢do)

24 48 72 96
Testemunha 100,00 a 95,65 a 91,30 a 82,60 a
Gramoxone” 91,30 a 86,95ab | 82,60 ab 82,60 a
Tordon® 86,95b | 78,26b | 78,26b 78,26 b
Agimix® 95,65 a 17,39 ¢ 0,00 ¢ 0,00 ¢
Fortex® 91,30 a 91,30 a 86,95 ab 86,95 a

Médias seguidas por letras iguais, em cada coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

(Rodrigues & Almeida, 2005), sendo, aproxi-
madamente, a metade daquele estimado para
o atrazina e entre 1 e 2% da concentracao esti-
mada para o 2,4-D (maior CL_, entre os herbi-
cidas testados) (Rodrigues & Almeida, 2005).

Com 72 horas de exposicao, a escala de
intoxicacao evidenciou reducao no niumero de
individuos de, aproximadamente, 17,4% para
o paraquat, 2,4-D + picloram e diuron + MSMA
e de 100% para o alachlor + atrazina, compro-
vando o efeito altamente téxico desta mistura.
Em estudo feito por Houseworth & Tweedy
(1972), observou-se reducao de 37% de Fusarium
oxysporum em meio contendo alachlor, eviden-
ciando menor especificidade do herbicida em
relacdo aos organismos — nao alvo.

Analisando a relacao entre a sobrevivéncia
(%) e o tempo apods a exposicao aos herbicidas,
percebe-se que Agimix® foi a tinica formula-
cao letal aos alevinos a partir de 48 horas
(Figura 3). Quanto aos demais tratamentos, a
resposta em niimeros de individuos apresentou
decréscimo linear, com coeficiente angular da
reta aproximado de 0,177 (Figura 3, com
P < 0,05).

A partir do teste de identidade de modelos
(Regazzi, 1996), a excecao de alachlor +
atrazina, todas as demais formulacoes apre-
sentaram o mesmo padrao de toxicidade, sendo
ajustadas numa mesma reta (Figura 3). Sinto-
mas como irritacao nas narinas foram obser-
vados em grande parte dos alevinos sob efeito
da mistura 2,4-D + picloram (aspecto averme-
lhado nas narinas — dados nao apresentados).
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Figura 3 - Relagdo entre sobrevivéncia (%) de alevinos de
Oreochromis niloticus e tempo (horas = H) apds a exposigao,
sob efeito do herbicida Agimix® e demais tratamentos
(significativamente iguais segundo teste de identidade de
modelos, REGAZZI, 1996).

Quanto ao paraquat, estudos comprovam seu
efeito toxico, promovendo a falta de coorde-
nacao dos movimentos de animais testados em
laboratorio (Larini, 1997). Com excecao da
mistura alachlor + atrazina, a auséncia de
sintomas que comprovem maior efeito téxico
das formulacoes testadas pode ser devido a
concentracao utilizada de cada herbicida ou
atribuida a tolerancia de O. niloticus a eles.

Pode-se concluir que a CL_, obtida para o
atrazina sobre O. niloticus € inferior aquela ja
mencionada para trutas como referencial para
fauna aquatica e que a mistura alachlor +
atrazina pode ser caracterizada como de risco
para o organismo testado, mesmo quando con-
taminar cursos de agua com as doses comer-
cialmente recomendadas para as culturas
registradas.
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