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RESUMO

Fipronil é um inseticida utilizado em formulagdes comerciais para o tratamento quimico de
sementes. Este ingrediente ativo (i.a.) possui modo de acdo sobre o sistema nervoso central de
insetos, blogueando a atividade do neurotransmissor GABA. Apesar de sua eficiéncia no
controle de pragas agricolas, varios estudos ecotoxicoldgicos demonstraram o potencial toxico
do i.a. sobre espécies ndo-alvo do solo, as quais apresentam funcdes essenciais no ecossistema
terrestre. Porém, a toxicidade e risco ecologico das formulagc6es para o tratamento de sementes
com fipronil ainda ndo é totalmente conhecida em solos tropicais brasileiros. Para estudar o
perigo/risco ambiental de fipronil para uma espécie de invertebrados ndo-alvo do solo, foi
avaliado o efeito deste i.a., na reproducéo (toxicidade crénica) de colémbolos Folsomia candida
em SAT (Solo Artificial Tropical), Neossolo e Latossolo. Os ensaios foram realizados de
acordo com as recomendacdes da norma ISO 11267/2014, utilizando concentrag0es crescentes
do i.a., através da formulacdo comercial para tratamento de sementes Shelter® (0,25; 0,5; 1,0;
2,0 e 4,0 mg kg!) e um tratamento controle (sem contaminante). A formulagdo comercial
contendo fipronil apresentou toxicidade para colémbolos em todos os solos, porém, este efeito
foi maior em Neossolo (CEso = 0,20 mg kg ), sequido por SAT (CEso = 0,39 mg kg 1) e
Latossolo (CEso = 1,28 mg kg ). O risco ecoldgico da formulagdo para F. candida foi
significativo em todos os solos (Quociente de Perigo — QP >1) avaliados, sendo 0 maior risco
verificado em Neossolo > SAT > Latossolo. Quando calculado por meio da Razéo Toxicidade-
Exposicéo (RTE), o risco ecoldgico ndo foi significativo apenas em Latossolo. Os resultados
sugerem que a toxicidade pode ser menor em solos que apresentam principalmente altos teores
de argila e silte, possivelmente por causa da retencdo quimica que pode ocorrer com a molécula
de fipronil no solo e, consequentemente, menor disponibilidade aos organismos nao-alvo.
Através das metodologias de risco ecoldgico (QP e RTE), verificou-se que a exposicdo de
colémbolos pode apresentar maiores riscos em solos com menores teores de argila e silte como
em Neossolo. Desta maneira, mais estudos deveriam ser realizados, como avaliacGes em nivel
de semi-campo ou de campo para confirmar se estes efeitos ocorrerdo em condi¢Ges mais
realistas de exposicdo. Pode-se concluir que ocorrem diferencas de toxicidade do fipronil na
reproducéo de F. candida entre os solos tropicais.

Palavras chave: Ecotoxicologia Terrestre; Tratamento de Sementes; Fauna Edafica;
Colémbolos; Fenilpirazdis.



ABSTRACT

Fipronil is synthetic insecticide used in commercial formulations as seed dressing. This active
ingredient (a.i.) acts on insect central nervous system by blocking the neurotransmitter GABA.
Despite its efficiency in controlling agricultural pests, several ecotoxicological studies have
demonstrated its toxic potential for non-target soil species, which plays important functions in
the terrestrial ecosystem. However, the toxicity and ecological risk of the formulations
containing this insecticide are not yet fully known on brazilian tropical soils. In order to study
the environmental hazard/risk of fipronil for a non-target invertebrate species in the soil, this
work assessed the effects of this a.i. on the reproduction (chronic toxicity) of springtails
Folsomia candida in TAS (Tropical Artificial Soil), Entisol and Oxisol. The assays were
performed according to 1SO 11267/2014 by using increasing concentrations of a.i., through
Shelter®, a seed dressing commercial formulation (0.25; 0.5; 1.0; 2.0 and 4.0 mg kg™) and a
control treatment (without contaminant). The commercial formulation containing fipronil was
toxic to springtails in all soils, however, this effect was even greater in Entisol (ECso = 0.20 mg
kg 1), followed by SAT (ECso = 0.39 mg kg ) and Oxisol (ECso = 1.28 mg kg ). The
ecological risk formulation for F. candida was significant in all tested soils (Hazard Quotient —
HQ >1), being the highest risk also verified in Entisol > TAS > Oxisol. When calculated the
Toxicity-Exposure Ratio (TER), no ecological risk was found only in Oxisol. The results
suggest that toxicity may be lower in soils that present mainly high levels of clay and silt,
probably because of the chemical retention of fipronil molecule in the soil, and consequently
lower availability for non-target organisms. Through the ecological risk methodologies, it was
found that the exposure of springtails can present higher risks in soils with lower clay and silt
content as in Entisol, therefore, more studies should be carried out, such as evaluations at semi-
field or field level to confirm if these effects will occur under more realistic exposure
conditions. It can be concluded that differences toxicity of fipronil occur in reproduction of F.
candida between tropical soils.

Keywords: Terrestrial ecotoxicology; Seed treatment; Edaphic fauna; Springtails;
Phenylpyrazoles.
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1. INTRODUCAO

Com a demanda na producdo de alimentos no mundo, ocorreu a modernizacao na
agricultura, e com isso houve um acréscimo gradual no uso de agrotoxicos, refletindo em
aumentos anuais de vendas em paises em desenvolvimento (FAO, 2017). O Brasil, em 2018,
comercializou 549.280,44 toneladas de ingredientes ativos (i.a.) de agrotdxicos e afins, com um
incremento de 1,7%, em relacdo ao ano anterior. As classes de uso mais vendidas foram
herbicidas e inseticidas (IBAMA, 2020a).

Dentre os inseticidas comercializados, estdo os empregados no tratamento quimico de
sementes, que possuem como objetivo impedir ou dificultar o ataque de insetos-praga na
germinacao e na fase inicial de emergéncia das plantulas no campo (MACHADO et al., 2006).

O fipronil é um dos inseticidas sintéticos empregados no tratamento quimico de
sementes. Seu modo de acdo é sobre o sistema nervoso central de insetos, inibindo a
permeabilidade da membrana das células nervosas ao ion cloreto (CI) e bloqueando o
neurotransmissor acido gama amino butirico (GABA), o qual € o responsavel pelo
reestabelecimento de repouso das células ap6s um impulso nervoso (GALLO, et al., 2002;
FAO, 2009).

Apesar de sua eficiéncia no controle de insetos via aplicacdo terrestre, varios estudos
ecotoxicolégicos comprovaram o potencial toxico do fipronil em espécies ndo-alvo, como as
abelhas e organismos aquaticos (PISA et al., 2015). Além disso, quando o fipronil é utilizado
no revestimento de sementes, grande parte do produto permanece em contato direto com o solo
e, consequentemente, com os organismos edaficos (SIMON-DELSON et al., 2015), sendo que
estes, apresentam fungdes essenciais no ecossistema terrestre, como a ciclagem de nutrientes,
decomposicdo da matéria organica (MO), controle bioloégico de pragas e doencas, e
decomposicdo de xenobidticos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; CARDOSO; ANDREOTE,
2016).

Estudos de Zortéa et al. (2018a; 2018b) observaram que baixas concentracdes de
fipronil via farmaco veterinério, reduz em 50% a reproducdo de colémbolos (Folsomia
candida), em Solo Avrtificial Tropical (SAT - CEso = 0,29 mg kg %), Neossolo (CEso = 0,14 mg
kg 1) e Latossolo (CEso = 0,26 mg kg ). Essas diferencas de toxicidade principalmente entre
os dois solos naturais no estudo indicam que, as caracteristicas e as propriedades dos solos

podem influenciar na toxicidade da molécula.



E possivel também que os efeitos observados por Zortéa et al. (2018a; 2018b), sejam
similares as formulacdes de fipronil para tratamento de sementes, no qual ainda néo foi avaliado
0 risco ecoldgico em solos tropicais, mas que ja foi avaliado a toxicidade apenas em SAT, a
partir de concentragdes proximas as potencialmente presentes no solo (ALVES et al., 2014).

Cerca de 98% das sementes de soja e milho hibrido sdo tratados com inseticidas no
Brasil, e entre as moléculas utilizadas esta o fipronil (NUNES, 2016) assim, torna-se necessario
estudar a toxicidade e o risco ecoldgico de formulagdes de fipronil utilizadas no tratamento de
sementes sobre a fauna terrestre com solos naturais de regides tropicais, para poder auxiliar a
determinar com maior seguranca o risco ecoldgico e os limites de exposi¢cdo para as espécies
edaficas. Além disso, as caracteristicas fisicas (textura) e os pardmetros quimicos (pH,
capacidade de troca de céations [CTC], MO, entre outros) dos solos brasileiros podem
influenciar na disponibilidade de fipronil e, consequentemente sua toxicidade para F. candida
(ALVES, et al., 2013; GARCIA et al., 2008; ZORTEA et al., 2018a; 2018b). O Brasil ainda
possui grandes lacunas em relacdo aos estudos sobre o efeito e biodisponibilidade de
contaminantes nos diferentes tipos de solos tropicais nacionais, pois a Resolucdo n° 420 de 28
de dezembro de 2009 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) nédo exige ensaios
ecotoxicoldgicos crénicos com organismos edaficos para determinar os limites de exposicao

dos organismos aos agrotéxicos no solo (SISINNO et al., 2019).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos para realizacao deste trabalho foram divididos em geral e especificos.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial toxico e o risco ecoldgico de fipronil para colémbolos em trés solos

tropicais distintos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos do fipronil sobre a reproducédo de colémbolos F. candida, em Solo
Anrtifical Tropical (SAT), Latossolo e Neossolo;

e Determinar a CENO (maior concentracdo testada sem efeito observado), CEO (menor
concentracdo testada com efeito observado), CEsq e CEig (concentragdo que causa
reducdo de 50% e 10%, no nimero de juvenis, respectivamente) para a exposicao de F.
candida nos trés solos testados;

e Calcular e comparar o risco ecoldgico de fipronil para colémbolos nos diferentes tipos

de solos testados.
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3. REVISAO DA LITERATURA

Os itens a seguir discutem assuntos sobre o tratamento quimico de sementes, aspectos
relacionados ao inseticida fipronil, impactos dos agrotoxicos no meio ambiente, assim como o
uso de organismos edéaficos como bioindicadores do solo e 0 uso da ecotoxicologia terrestre
para avaliar os impactos dos agrotoxicos sobre a fauna edafica.

3.1 TRATAMENTO DE SEMENTES E FIPRONIL

A ocorréncia de doencas e insetos-praga associadas as sementes pode reduzir o poder
germinativo e diminuir a produtividade da cultura. Neste sentido, o tratamento de sementes
tornou-se uma pratica comum e crescente no Brasil (NUNES, 2016), a qual consiste na
aplicacdo de produtos quimicos, biolégicos e/ou agentes fisicos diretamente sobre as sementes
de diversas culturas, principalmente grdos. O tratamento pode ser protetor ou funcional. O
primeiro visa o controle de pragas, ja o segundo tem como finalidade garantir o desempenho
das sementes através da peletizacdo, aplicacdo de corantes, fitorménios, e micronutrientes
(MACHADO et al., 2006).

O tratamento protetor tem acdo bactericida, fungicida e/ou inseticida, e garante a
protecdo contra o ataque de patdgenos ou insetos-praga no solo, o que propicia maior
germinacdo e uniformizagdo na emergéncia das plantulas (PAULSRUD et al., 2001). Apds a
germinacao, parte da substancia aplicada no revestimento da semente é distribuida pelo xilema
da plantula, protegendo a parte aérea por trés a quatro semanas ap0s a emergéncia, ja a outra
parte é perdida no solo através do fluxo de agua (KOHL et al., 2019).

O tratamento de semente é uma das praticas de menor custo (aproximadamente 2,2%)
na implantagéo da lavoura (RICHETTI; GOULARTI, 2018), e deve ser considerado como uma
ferramenta de manejo integrado de pragas (MIP), sendo uma combinacdo de préaticas cujos
objetivos sdo diminuir perdas de produtividade. Além disso, evitar a resisténcia de pragas ou
desenvolvimento de novas, minimizar efeitos negativos ao meio ambiente, e evitar ou
minimizar residuos nos alimentos (FURLAN et al., 2018; PAULSRUD et al., 2001).

Essa pratica pode ser realizada na propriedade agricola “on farm” ou através do
tratamento de sementes industrial (TSI). Na safra de soja 2016/2017, 98,2% das sementes foram
tradadas com fungicidas, dos quais 25,6% foram TSI e 72,6% on farm (RICHETTI,
GOULARTI, 2018). Para impedir ou dificultar a agdo de pragas, o Ministerio da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) autoriza misturas formuladas com inseticidas e fungicidas,
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como, por exemplo: Piraclostrobina + tiofofanato metilico + fipronil (RICHETTI; GOULARTI,
2018). Em relacdo ao tratamento industrial, as culturas de maior destaque no Brasil sdo milho,
soja, cereais de inverno, feijdo, e girassol, e as principais moléculas de inseticidas utilizadas
para este propdsito sdo fipronil, tiametoxam, imidacloprid, clotianidina, e tiodicarbe (NUNES,
2016).

O fipronil, ¢ um i.a. utilizado em varias formulagdes comerciais de inseticidas. E
pertencente a classe dos fenilpirazois, sendo um produto altamente toxico (classe toxicologica
I1) (ANVISA, 2019). A molécula é usada em mais de 70 paises e em mais de 100 culturas
diferentes (CASE, 2013). Este i.a. € considerado de amplo espectro e, por isso, € recomendada
para uso agricola (controle de “vaquinha”, “tamandua da soja”, “broca-do-colo”, “torrdozinho”,
cupim, entre outros), veterinario (controle de pulgas e carrapatos), e ndo-agricola (controle de
baratas) (FAO, 2009).

Além do tratamento de sementes (algoddo, amendoim, arroz, cevada, feijdo, girassol,
milho, pastagens, sorgo, soja e trigo), o fipronil também possui registro para aplicacdo foliar
em plantas adultas (cultura do algodao, arroz, eucalipto e soja), mudas em viveiros (araucéria,
eucalipto e seringueira), no solo (cultura da batata, cana-de-agucar e milho), e ainda na agua de
irrigacdo para a cultura do arroz. E encontrado nos mais diversos tipos de formulagdes como
isca em gel e em granulos, po6 seco, suspensdo concentrada, liquido e liquido premido (aerossol)
(ANVISA, 2019).

Em alguns paises, como por exemplo, na Italia, o uso do fipronil foi proibido para o
tratamento de sementes devido aos impactos ambientais em organismos ndo-alvo. No Brasil,
atualmente, a molécula passa por uma reavaliagdo ambiental, porém, seu uso ainda € permitido,
e as vendas em 2018, chegaram a 1.689,71 toneladas de i.a. (IBAMA, 2020a).

Segundo a Instrucdo Normativa (IN) n°® 1 de dezembro de 2012, é proibido a aplicacdo
de fipronil durante a floracdo das culturas independentemente da tecnologia empregada. Porém,
sdo autorizadas aplicacOes terrestres e aéreas para as culturas de algodao, soja, cana-de-agucar,
arroz e trigo, desde que utilizadas técnicas para reduzir a deriva e aviso prévio para 0s
apicultores em um raio de 6 km (SDA/MAPA, 2012). Em relagdo ao tratamento de sementes
com fipronil no Brasil, a referida IN ndo possui nenhuma restri¢cdo, porém, o produto s6 deve

ser utilizado se possuir o registro para a cultura.
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3.2 IMPACTOS DOS AGROTOXICOS NO AMBIENTE

Os agrotdxicos comecaram a ser usados em larga escala na agricultura a partir da década
de 40, com o objetivo de controlar plantas daninhas (herbicidas), insetos (inseticidas) e doencas
(fungicidas, bactericidas) que podem ocorrer no desenvolvimento das plantas cultivadas no
campo, afetando diretamente as suas produtividades (FAO, 2018; 2017). Os paises que mais
utilizam agrotoxicos por hectare sdo Colémbia (15,8 kg ha 1), China (14,8 kg ha %), e Brasil
(4,4 kg ha 1) (FAOSTAT, 2020). No Brasil, as moléculas mais utilizadas em 2018 foram os
herbicidas glifosato, 2,4-D, atrazina e dicloreto de paraquate, o fungicida mancozebe, e 0s
inseticidas acefato e imidacloprid (IBAMA, 2020a).

Quando introduzidas no ambiente, as moléculas de agrotoxicos podem passar por
processos de retencdo (sorcdo e absor¢do), de transformacéo (degradacgédo quimica e bioldgica),
de transporte (deriva, volatilizag&o, lixiviagdo e carreamento superficial), e de absorcéo pelas
plantas, podendo serem distribuidas através da agua, ar e solo (SPADOTTO et al., 2004; 2006)
e, em algumas situacdes, causar efeitos negativos aos diversos organismos que entram em
contato com essas moléculas (BIJLEVELD VAN LEXMOND et al., 2014).

No ecossistema terrestre, a utilizacdo indevida de agrotoxicos pode causar a poluicéo
do solo que é caracterizada pela presenca de substancias sintéticas em concentracbes maiores
que as admissiveis no ambiente e que, consequentemente, causam efeitos aos organismos nao-
alvo (FAO, 2018).

Entre os agrotoxicos que podem causar impactos no ambiente estdo os inseticidas
utilizados no tratamento de sementes (ex. tiametoxam, imidacloprid e fipronil), onde alguns
estudos ja relataram a morte de insetos ndo-alvo como abelhas quando em contato com a poeira
levantada no processo de semeadura (BONMATIN et al., 2015; FURLAN et al., 2018). Além
da translocacdo do i.a através do sistema vascular da planta até o pélen das flores quando
realizada a pulverizacdo com esses inseticidas (PISA et al., 2015). No solo os agrot6xicos como
o fipronil podem causar diminui¢do na decomposic¢do de MO por conta da alta toxicidade para
microartropodes (CORTET et al., 2002), diminuicdo da reproducdo de colémbolos F.
candida, e em altas concentracdes letalidade de minhocas e redugdo da reproducdo de
enquitreideos (ZORTEA et al., 2018b).

No ecossistema aquatico o fipronil apresenta baixa solubilidade e alta persisténcia
podendo provocar letalidade em peixes e em ninfas de libélulas, e infertilidade em crustaceos
(PISA et al., 2017; CARY et al, 2004).
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Pelas razbes citadas acima, para fazer o registro de agrotoxicos e posteriormente
comercializa-los no Brasil, uma série de estudos sdo realizados, como: avaliacdo de eficiéncia
agrondmica, atribuida ao MAPA,; toxicologia humana (Classificacdo e Avaliacdo
Toxicologica), atribuida a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA); e
periculosidade ambiental (inclui os ensaios ecotoxicoldgicos), atribuida ao Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais (IBAMA) (BRESSAN, 2015).

Para a Classificacdo do Potencial de Periculosidade Ambiental (PPA), sdo necessarios
dados e informacdes em relacdo as propriedades fisicas e quimicas dos agrotdxicos, e a
toxicidade para microrganismos, peixes, aves, plantas, algas, microcustaceos, insetos ndo-alvo
e organismos do solo (BRESSAN, 2015). Em relacéo aos ensaios com 0s organismos do solo,
normalmente, para atender as normas solicitadas, sdo utilizados para testes, 0s microrganismos
e as minhocas, sendo que para o segundo, somente é avaliado a mortalidade (toxicidade aguda)
(IBAMA, 2020b). Ja na Europa, séo utilizados outros organismos do solo, que também possuem
representatividade por serem sensiveis as alteracfes ambientais, aléem de ensaios cronicos
(SISINNO et al., 2019).

Neste sentido, a determinacdo dos efeitos ambientais dos agrotdxicos no Brasil possui
grande potencial de avanco, através da utilizacdo de outros organismos do solo, como
colémbolos e também avaliacdo de outros parametros como reproducéo, para prever melhor o

risco dos agrotdxicos nos solos tropicais (CARNIEL et al., 2019).

3.3 FIPRONIL NO SOLO

A maior parte dos agrotoxicos chega ao solo através de pulverizacGes terrestres com
objetivo de atingir patdgenos, insetos e/ou plantas daninhas (SPADOTTO, 2006). Porém,
devido a complexidade dos solos, vérios fatores podem afetar o destino dessas substancias
como, as propriedades fisicas e a composicdo quimica do solo e das moléculas, diversidade e
guantidade das populacBes de microrganismos, presenca ou auséncia de plantas, praticas de
manejo do solo, e condi¢cbes ambientais, como temperatura e precipitacdo (SAINI; RANI;
KUMARI, 2014).

O fipronil chega ao solo predominantemente através do tratamento de sementes,
pulverizagdes, e iscas granuladas. Seu tempo de meio-vida (T12) depende da umidade,
temperatura, contetido de matéria organica, textura e pH do solo (BONMATIN et al., 2015),
sendo que temperatura e umidade mais elevada, favorecem e aceleram o processo de

degradacéo. Os valores de T1, podem variar de 19 a 47 dias em Latossolo Vermelho e de 43 a
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74 dias para Neossolo Quartzarénico (SCORZA JUNIOR; FRANCO, 2013). Em relagdo ao
pH, a molécula permanece estavel em solos &cidos (pH = 5,5) (SIMON-DELSO et al., 2015)

No solo o fipronil é facilmente adsorvido, pois apresenta coeficiente de sor¢éo alto (Ko
= 800) e também é pouco movel (log Kow = 4,0) (GIORIO et al., 2017; AMARAL, 2012). O
elevado contetdo de MO e argila sdo os grandes responsaveis pela retencdo da molécula no
solo (ROBEA et al., 2018).

Em condic¢des de campo (solo argiloso), alguns autores verificaram que, apds uma hora
de aplicacéo de fipronil (0,2 mg kg ), observou-se uma concentragéo de 0,122 mg i.a. kg™ de
solo. Porém, essas quantidades de residuos diminuiram para 0,108, 0,081, e 0,002 mg kg™ no
solo coletado apds 1, 3, e 90 dias do tratamento, respectivamente (SAINI; RANI; KUMARI,
2014). Devido a complexidade dos solos e da molécula reacbes ocorreram para reduzir as
concentracdes de fipronil no solo e aumentar a formacdo de seus metabolitos como fipronil
sulfona (oxidacdo) fipronil sulfeto (reducdo) e fipronil amida (hidrdlise) (RAVETON et al.,
2007). Além disso a degradacéao do fipronil é trés vezes mais rapida em solos que apresentam
microrganismos quando comparado a solos estéreis (GUNASEKARA et al., 2007).

Em relacdo as formulacBes de fipronil para tratamento de sementes, cerca de 7% é
absorvido pela plantula e o restante permanece no solo, proximo a superficie, onde ocorreu a
semeadura (RAVETON et al., 2007). Neste sentido, considerando que o destino da molécula
é predominantemente o solo, o fipronil pode apresentar riscos aos diversos organismos da fauna
edéafica, principalmente efeitos de alta toxicidade transgeracional (OLIVEIRA 2017) e reducéo
da reproducéo de F. candida em baixas concentracdes, em Neossolo (ZORTEA et al., 2018a).

Para minhocas s@o conhecidos efeitos das concentragcdes de fipronil (formulagédo
concentrada para tratamento de sementes — FS) em SAT maiores que 1000 mg kg * (ALVES
et al., 2013). Porém, em um solo arenoso (55% de areia e 3,22% de MO), estudos verificaram
gue a molécula de fipronil e seus metabolitos (fipronil sulfeto e sulfona) causam acumulacgéo
nos tecidos de oligoquetas, e consequentemente, grande propensdo de biomagnificacdo da
cadeia alimentar (QIN et al., 2015).

A partir dos estudos citados acima, verifica-se que o fipronil no solo pode causar
impactos negativos a fauna edafica, porém, em algumas situacGes seu efeito pode ser
minimizado, considerando os atributos dos solos, e as varias reagcdes quimicas e bioldgicas que

ocorrem neste ambiente.
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3.4 0 USO DE ORGANISMOS EDAFICOS COMO BIOINDICADORES DA POLUIGAO
DO SOLO

A diversidade e abundancia dos organismos podem ser usados para avaliar os impactos
ambientais dos poluentes no solo (BARETTA et al., 2019), e possuem objetivo de conectar as
informagdes relacionadas aos atributos abidticos (fisico e quimico) com as transformacfes da
vegetacdo acima do solo, sendo que as mais utilizadas sdo biomassa microbiana, mineralizagédo
de N, e densidade de minhocas (BUNEMANN et al., 2018). Mas além disso, outra maneira que
0s organismos podem ser usados para indicar os efeitos de poluentes no solo é através de ensaios
ecotoxicoldgicos terrestres, e 0s principais organismos utilizados sdo: minhocas, enquitreideos,
colémbolos e isépodos terrestres (VAN GESTEL, 2012; CARDOSO; ALVES, 2012)

Devido a elevada capacidade de resposta, a biota pode ser considerada um dos
indicadores mais sensiveis, quando ocorrem alteracGes e mudangas nas condi¢fes ambientais
do solo, pois considerando o0 uso e 0 manejo, os solos reagem lentamente a essas mudangas,
podendo ocorrer danos irreversiveis (BUNEMANN et al., 2018).

Os colémbolos F. candida (organismos artrépodes e apteros) sdo utilizados como
bioindicadores em ensaios ecotoxicoldgicos terrestres, pois possuem grande importancia
ecoldgica (controle microbiano e contribuigdo na fertilidade do solo), ciclo de vida curta, alta
diversidade no ecossistema, alta capacidade de reproducéo, elevada sensibilidade as mudangas
gue ocorrem no solo (em relacdo as propriedades quimicas), sdo faceis de criar e manter em
laboratdrio, e suas respostas aos poluentes podem representar as de diferentes classes de
organismos edéaficos (BARETTA et al., 2019; OLIVEIRA FILHO; BARETTA, 2016;
GREENSLADE; VAUGHAN et al., 2003; JANSCH et al., 2006).

Esses artropodes tem sido utilizados em diversos estudos ecotoxicoldgicos para avaliar
a poluicdo no solo ocasionada principalmente por inseticidas (BANDEIRA et al., 2020;
ZORTEA et al., 2018a; 2018b), fungicidas (CARNIEL et al., 2019; ALVES et al., 2014),
herbicidas (SANTOS et al., 2012), dejetos suinos (SEGAT, 2016), lodo de esgoto (NATAL-
DA-LUZ et al., 2011) e metais (ALVES et al., 2018). A resposta desses organismos aos
poluentes, em ensaios ecotoxicoldgicos, podem ser usados para indicar niveis de estresse
ambiental e classificagdo de risco ecologico das substancias no solo (VAN STRAALEN, 2002).

Considerando que os organismos edaficos sdo responsaveis pela ciclagem de nutrientes,
decomposi¢do de MO, contribuicdo na estabilidade de agregados através da liberacdo de
compostos, abertura de galerias, degradacdo de poluentes, e controle biologico de pragas e
doengas (CARDOSO; ANDREOTE, 2016), avaliar o potencial do impacto das atividades
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antrépicas (incluindo o uso de agrotdxicos) sobre a fauna do solo é importante para definir
limites de preservacgdo dos sistemas de producdo agricola.

3.5 ECOTOXICOLOGIA TERRESTRE PARA AVALIAR 0S IMPACTOS DOS
AGROTOXICOS

A ecotoxicologia estuda as interacbes entre substancias quimicas toxicas e 0s
organismos vivos no ambiente (CARDOSO; ALVES, 2012). Os objetivos desta area de estudo
sdo a compreensdo dos efeitos das substancias a longo prazo no ecossistema, compreenséo dos
processos de exposicao dos organismos ao contaminante, entendimento do modo de acéo da
molécula sobre alguma espécie individualmente, e observacdo dos efeitos nos niveis mais
elevados da cadeia biologica (VAN GESTEL, 2012). A ecotoxicologia permite também
estabelecer parametros para remediacdo ambiental e fornecer limites aceitaveis de xenobioticos
no ambiente (VAN GESTEL, 2012).

Atualmente, as metodologias dos testes ecotoxicologicos terrestres sao padronizadas por
normas da Organizacgéo Internacional de Normalizacdo (ISO), Organizacéo para a Cooperagédo
e Desenvolvimento Econdmico (OECD), entre outras. Em geral, os ensaios sdo classificados
de acordo com o tempo de exposi¢do dos organismos ao contaminante (toxicidade aguda ou
crbnica), os efeitos observados (mortalidade, bioacumulacéo, e reducdo de crescimento), e 0
efeito resposta (letal ou subletal) (KAPANEN; ITAKVAARA, 2001).

Para facilitar os estudos e a padronizagdo dos testes, o solo artificial tropical (SAT)
proposto por Garcia (2004), auxiliou no desenvolvimento da ecotoxicologia terrestre no Brasil
(NIVA et al., 2016). Porém, para aumentar a relevancia ecoldgica, varios estudos atualmente
tém empregado solos naturais de diversas ordens, 0s quais apresentam novas perspectivas (mais
realistas) sobre a avaliacdo do potencial tdxico de substancias quimicas nos organismos
edaficos (NIVA et al., 2016).

Em relacdo as substancias utilizadas para os estudos terrestres, destacam-se 0s
agrotoxicos (VAN GESTEL, 2012). Estudos avaliando o impacto de cinco formulacdes de
agrotoxicos destinados ao tratamento de sementes em SAT encontraram a menor CEzq para
imidaclorid (0,010 mg kg, fipronil (0,120 mg kg™) e carboxin + thiram (0,373 mg kg™?),
quando comparado com captan (> 1mg kg?) e tiametoxam (> 1mg kg?) (ALVES et al., 2014).

Outros estudos também observaram os efeitos de imidacloprid através de ensaios
ecotoxicoldgicos terrestres com colémbolos e minhocas em SAT, Neossolo e Latossolo, e

destacaram a importancia dos solos naturais para avaliar os efeitos dos agrotoxicos no solo,
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visto que houve diferenca de toxicidade entre os solos utilizados (Ex. colémbolos: CEso sat =
0,80, CEs0 Neassolo = 0,09 & CEsp Latossolo = 0,83 mg kg™). Além disso, o estudo demonstrou o risco
ecologico do inseticida para as espeécies, destacando que, em todos os solos avaliados, ocorreu
risco, porém, o impacto foi seis vezes superior em Neossolo (BANDEIRA et al., 2020).

Atraveés dos testes ecotoxicoldgicos é também possivel calcular o risco ecoldgico dos
agrotoxicos para as espécies expostas. Estudos observaram o efeito de mancozeb (fungicida)
sobre colémbolos, minhocas e enquitreideos, em Latossolo e Nitossolo. Através da razdo
toxicidade-exposicao (RTE), os autores observaram efeitos significativos do risco ecologico
somente em Latossolo para colémbolos e enquitreideos, e ndo observaram resultados
significativos para minhocas. Além dos ensaios com solos naturais, 0s autores também sugerem
a realizacdo de testes ecotoxicol6gicos com mais de um organismo do solo (CARNIEL et al.
2019).

Em geral, esses ensaios laboratoriais citados acima com agrotoxicos sdo realizados em
uma condicao de “pior cenario” e servem como base para a realizacdo de testes em condicGes
ecologicamente mais realistas (considerando a variabilidade natural e as interacfes complexas),
como em semi-campo e campo (JANSCH et al., 2006). Em semi-campo os testes sdo realizados
com colunas intactas de solo e com comunidades naturais. Em campo, é realizado com solo ndo
modificado, e com comunidades naturais e introducdo de organismos, sendo que 0 Unico teste
padronizado com invertebrados é utilizado apenas para avaliar agrotdxicos (caso apresente
riscos significativos em ensaios laboratoriais), e utiliza comunidades naturais de minhocas,
onde sdo avaliados abundancia, biomassa, e composicdo de espécies (ROMBKE; SOUSA,
2019).

Com base no exposto, a realizagdo de testes ecotoxicoldgicos terrestres em laboratorio,
com algumas condicGes mais realistas de exposicdo, como 0 uso de solos tropicais naturais,
pode auxiliar no entendimento de alguns processos que ocorrem em situacdes reais no campo
e, como vantagem, esses ensaios sdo facilmente realizados, quando comparado aos de campo
(ROMBKE; SOUSA, 2019).



19

4. MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram realizados trés ensaios de toxicidade cronica com F. candida para
avaliar a toxicidade de fipronil em um solo artificial (SAT) e em dois solos naturais, Latossolo

e Neossolo.

4.1 SOLOS-TESTE

O SAT foi preparado em laboratério, o qual € uma adaptacdo do solo artificial OECD
n° 207, proposta por Garcia (2004), composto por 75% de areia fina, 20% de argila caulinitica
e 5% de fibra de coco. O pH do SAT foi ajustado com CaCO3 para uma faixa entre 5,5 a 6,5.

Os solos naturais, Latossolo e Neossolo foram coletados nos Municipios de Palmitos
(SC-27°04" S 5309’ O) e Ararangué (SC - 29° 00* S 49° 31’ O), respectivamente, em areas
sem historico de contaminacdo por pesticidas. As amostras para a realizacdo dos ensaios foram
retiradas de uma profundidade de 0-20 cm do perfil do solo em seguida foram secas ao ar,
peneiradas (# 2 mm), e desfaunadas (ALVES et al., 2013).
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As andlises quimicas e fisicas dos trés solos, foram realizadas de acordo com o Manual
de Andlises de Solo, Plantas e Outros Materiais (TEDESCO et al., 1995), pela Empresa de
Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (Epagri), em Chapec6-SC (Tabela
1).

Tabela 1. Caracterizacdo quimica e fisica do SAT, Neossolo e Latossolo utilizado nos testes

crénicos com colémbolos (F. candida).

Parametros SAT Latossolo Neossolo
MO % (m/v) 14+0 32+0,8 22+0,1
P (mg dm) 234148 40+21 48+1,0
K (mg dm) 422 +48,1 222 +2.8 420+238
Ca (cmolc dm®) 1,2+0,1 8404 0,6+0,1
Mg (cmolc dm3) 1,1+£0,3 1,8+£0,1 05+0,1
Al (cmolc dm™) <0,1 01+0,1 0,30
H + Al (cmolc dm™) 18+0,4 55+0,2 40+£1,3
Cu (mg dm) 09+0,1 8,0+0,1 0,7+0,1
Fe (g dm™) >5,0 >5 >5,0
Mn (mg dm) <2,5 >50 <2,5
Zn (mg dm™) 06+0,1 18,8 + 0,6 1,1+0,1
CTCpr7 (cmolc dm™) 3,3+0,2 16,7 +0,3 52+0,1
CTC efetiva (cmolc dm3) 33+£0,2 10,8 0,3 15+0,1
Saturacdo por bases (%) 65,0 £ 6,6 64,2+4.2 22,2+33
Argila (g kg™) 143+ 0 355+ 14,1 415+22
Silte (g kg?) 185+ 0 330+ 15,6 205+14
Areia (g kg?) 672+0 315+1,4 938 + 4,2
CRA (100 %) 46,3+ 1,7 47,3+13 316+1,1

Valores expressos em média + desvio padrdo; n = 2. MO = Matéria organica; CTC =

Capacidade de troca de cations; CRA = Capacidade de retencdo de dgua

4.2 ORGANISMOS-TESTE

A criacdo dos organismos-teste, assim como 0s ensaios ecotoxicolégicos, foram
realizados conforme as recomendacdes da I1ISO 11267 (ISO, 2014). Colémbolos F. candida
foram criados em laboratdrio, em recipientes plasticos contendo um substrato composto por
uma mistura de carvao ativado, 4gua e gesso na propor¢édo de 1:6:10 (p:p:p). Os organismos
foram mantidos em uma sala com temperatura de 20 = 2 °C e fotoperiodo de 12: 12 h e,

semanalmente, foram alimentados com levedura (Saccharomyces cerevisiae). A inducdo da
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reproducdo dos colémbolos e coleta de ovos foram realizadas também semanalmente com o

objetivo de obter organismos com idade sincronizada entre 10 e 12 dias.

4.3 ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS

Os ensaios ecotoxicologicos foram realizados no Laboratério de Botanica, Ecologia e
Entomologia da Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Chapec6 (SC), e constituiu-se em
um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com seis tratamentos (cinco concentragdes +
controle), seis repetices para Latossolo e SAT e cinco repeticbes para Neossolo. Os solos
receberam cinco concentracOes crescentes do i.a fipronil, formulagdo comercial Shelter® FS -
250 g i.a. L1 (0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg kg 1) e um tratamento controle (somente agua
destilada). A contaminacdo dos solos ocorreu por meio de solucdo de agua destilada
contaminada com as concentracdes do i.a., cujo volume foi calculado para atingir 60% da
capacidade de retencdo de agua (CRA) dos solos. As concentracdes de fipronil foram
determinadas com base na literatura (ALVES et al., 2014), e a partir da realizacdo de ensaios
prévios (ISO 11267, 2014).

As unidades experimentais foram constituidas por um recipiente cilindrico de vidro
(aproximadamente 4 cm de diametro e 7 cm de altura), que receberam 30 g de solo Umido
(contaminado ou solo controle), 10 colémbolos com idade sincronizada entre 10 a 12 dias e 2
mg de levedura (ofertado como alimento). Em seguida, os recipientes foram hermeticamente
fechados e mantidos em ambiente com temperatura e luminosidade controladas (nas mesmas
condigdes de criacdo dos organismos-teste). Semanalmente, os recipientes foram abertos para
aeracao e reposicao da perda de agua pela diferenca de peso. Apds 14 dias de inicio do ensaio,

foi adicionado a cada unidade experimental 2 mg de levedura.

4.4 AVALIACAO E ANALISE DOS RESULTADOS

Decorridos 28 dias do inicio do ensaio, o conteido presente em cada réplica foi
transferido para um recipiente plastico, o qual foi submerso em agua juntamente com algumas
gotas de tinta preta para promover a flutuag@o e contraste dos organismos sobreviventes. Em
seguida, os recipientes com o contetido de cada unidade foi fotografado com vista superior, em
alta resolucgéo, para facilitar a contabilizacdo dos juvenis e adultos por meio do software

ImageJ®, conforme descrito por Alves et al. (2014).



22

A homogeneidade de variancias (homocedasticidade) e a normalidade dos dados foi
testada pelos métodos de Bartlett e Shapiro Wilk, respectivamente, para verificar se o conjunto
de dados atendiam as pressuposicdes para a analise de variancia (ANOVA). Quando atendidas
as pressuposicdes, os dados do numero de organismos sobreviventes foram submetidos a
ANOVA e diferengas significativas entre o controle e as concentragbes testadas foram
comparadas pelo teste de Dunnet (p < 0,05). Os dados em Neossolo foram transformados em
Logaritmo (n° juvenis + 1) para atender as pressuposicdes da ANOVA. A CEO (menor
concentracdo testada com efeito observado) e CENO (maior concentracdo testada sem efeito
observado) foram determinadas com base nos resultados do teste de Dunnet. Os valores de CEsp
e CEio (concentragdo de efeito em 50% e 10% da populacdo, respectivamente) foram
determinados através de modelos de regressdo nao lineares (ENVIRONMENTAL CANADA,
2007). Todas as anélises foram realizadas no software Statistica 7.0°.

As concentragdes previstas no ambiente (CPA), foram calculadas considerando a
densidade dos solos (SAT e Latossolo = 1 g cm™3, e Neossolo = 1,5 g cm™3), profundidade de
semeadura (5 cm), quantidade de sementes de soja (64 kg ha' — cultivar BRS 232) e a
recomendacdo do produto comercial Shelter® para o tratamento de sementes de soja (50 ¢
1.a./100 Kg de sementes), conforme descrito em Alves et al. (2013).

O calculo do risco ecoldgico da exposicao da F. candida ao fipronil nos diferentes solos
foi realizado através de duas metodologias: 1) Razdo Toxicidade-Exposicdo (RTE), onde o
valor da CEjo foi dividido pela CPA (RTE = CE10/CPA); 2) Quociente de Perigo (QP), que foi
calculado pela divisdo do valor da CPA pela concentracdo sem efeito toxico potencial (CSETP)
(QP = CPA/ CSETP). A CSETP foi obtida dividindo a CE1o por um fator de 100 (CSETP =
CE10/100). Foi considerado como risco ecoldgico significativo quando os valores de RTE e QP
foram <5 e > 1, respectivamente (RENAUD et al., 2018; EC, 2003).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os critérios de validacao dos ensaios de toxicidade crénica com colémbolos, de acordo
com a ISO 11267 (I1SO, 2014), foram atendidos. Os tratamentos controle apresentaram
Coeficiente de Variagdo (CV) menor que 30%, sobrevivéncia dos adultos maior que 80% e
média de juvenis maior que 100 individuos.

Os valores do pH de todos os solos foram similares entre o inicio e o fim dos ensaios,
no periodo de 28 dias. Os valores da umidade do SAT e do Latossolo também néo se alteraram
e, permaneceram préximas ao padrdo recomendado (entre 50-60% da CRA), estabelecido pela
norma (ISO, 2014; Tabela 2).

Tabela 2. Média dos valores de pH e umidade do solo (% de agua) no inicio e fim (apos 28

dias) dos ensaios, em SAT, Latossolo e Neossolo.

Parametros SAT Latossolo Neossolo
pH ke inicial 59+0,03 4,83 £ 0,05 4,1+ 0,04
pH ke final 590,01 530+0,01 4,4 +0,05
Umidade inicial 26,98 £0,3 28,73+£0,8 18,53 £ 3,7
Umidade final 26,96 £ 0,4 30,58+1,2 n.d

Valores expressos em média + desvio padrdo; n = 6; n.d = ndo determinado.
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Nas condigdes deste estudo, o fipronil, através da formulacao utilizada no tratamento de
sementes, causou reducgdo do nimero de juvenis gerados pelos colémbolos F. candida em todos
os solos testados. Em SAT e Neossolo, houve diferenca significativa em relagcdo ao controle a
partir da primeira concentragio testada (CEO = 0,25 mg kg™). Porém, em Latossolo, os efeitos
toxicos significativos iniciaram a partir da segunda concentragéo testada (CEO =0,5mg kg * -

Figura 1).
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Figura 1. Numero médio de juvenis F. candida gerados em SAT, Latossolo e Neossolo,
submetidos a concentragGes crescentes de fipronil. Asteriscos (*) indicam reducao significativa
do numero de juvenis (F. candida) em relagéo ao controle pelo teste de Dunnet (p < 0,05). (1)
Desvio padrdo. Concentragfes expressas em mg de fipronil por kg solo seco (mg kg™t).

A CENO do SAT e Neossolo, ndo puderam ser determinadas, devido as concentracdes
mais baixas ja causarem efeitos significativos em relacdo ao controle. Os valores estimados da

CEsp e CE1o (Tabela 3), foram maiores em Latossolo seguido por SAT e por fim Neossolo.

Tabela 3. Parametros ecotoxicolégicos (CENO, CEO, CEso, CE1o) calculados com base em
ensaios de toxicidade cronica com F. candida, em SAT, Latossolo e Neossolo, submetidos a

concentragdes crescentes de fipronil (mg kg ).

Pardmetros SAT Latossolo Neossolo
CENO <0,25 0,25 <0,25
CEO 0,25 0,5 0,25
CEso 0,39 (0,30 - 0,48) 1,28 (0,65 - 1,91) 0,20 (0,16 - 0,25)
CEuo 0,13 (0,09 - 0,17) 0,5 (0,004 - 1,06) 0,06 (0,05-0,08)

O intervalo de confianca (IC) esta entre parénteses.

As concentragdes previstas no ambiente (CPA) foram iguais para Latossolo e SAT, e

inferior para Neossolo, por conta da diferenca de densidade entre os solos (Tabela 4). A Razéo
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Toxicidade-Exposicdo (RTE) da CPA indicou risco significativo de fipronil para os colémbolos
em SAT (2,03) e Neossolo (1,41), mas ndo indicou risco em Latossolo (7,81). Quando o risco
foi avaliado pela metodologia do Quociente de Perigo (QP), observou-se risco significativo em
todos os solos testados e, consequentemente, necessidades de futuras investigacdes da CPA de

fipronil, com maiores valores para Neossolo, sequido por SAT e Latossolo (Tabela 4).

Tabela 4. Concentracdo prevista no ambiente (CPA) de fipronil em SAT, Latossolo e Neossolo
e valores de risco ecologico Razdo Toxicidade-Exposicdo (RTE) e Quociente de Perigo (QP)
para F. candida.

Parametros SAT Latossolo Neossolo
CPA 0,064 0,064 0,043
RTE 2,03* 7,81 141*

CSETP 0,0013 0,005 0,0006
QP 49,23* 12,80* 71,11*

CPA: Concentragdes expressas em mg de fipronil por kg solo seco (mg kg™);
RTE < 5 =risco significativo para F. candida (*);

CSETP: fator de seguranca (CE1o / 100);

QP > 1, =risco significativo e a necessidade de investigacoes futuras (*).

Neste estudo, foi observado os efeitos negativos do fipronil sobre a reducdo da
reproducdo de colémbolos F. candida. A toxicidade da molécula também foi observada por
Alves et al. (2014), Zortéa et al. (2018a; 2018b;) Oliveira (2017) e San Miguel, Raveton e
Ravanel (2008). Além dos efeitos observados em colémbolos, ha estudos que demonstram os
efeitos de fipronil em outras espécies bioindicadores de qualidade do solo. Alves et al. (2013)
ndo encontraram toxicidade para minhocas em testes cronicos em SAT, enquanto Zortea et al.
(2018b) observaram diferencas significativas na reproducdo de Eisenia andrei em SAT
contaminado com 10 mg kg 2, porém, estes autores ndo encontraram efeitos em Latossolo.
Desta maneira, € provavel que a toxicidade de fipronil para as oligogquetas é muito menor,
guando comparada as observadas para colémbolos neste estudo e na literatura (ALVES et al.,
2014; ZORTEA et al., 2018b), em virtude do modo de agdo da molécula especialmente sobre
artropodes.

Sabe-se que o fipronil atua no bloqueio do neurotransmissor GABA, levando ao
bloqueio dos canais de cloro, hiperexcitacdo e morte de insetos (GALLO, et al., 2002; FAO,
2009). Porém, estudos indicam que o fipronil também pode atuar como um desregulador

enddcrino, na expressao do receptor de ecdisona, que esta ligado a maturacdo sexual e ecdise
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em artrépodes, ocasionando reducdo da oviposicao, pelas fémeas (GAERTNER et al, 2012;
CARY et al, 2004). Assim, é possivel que os efeitos na reproducdo de F. candida sejam
explicados em parte pela a¢éo do fipronil.

E provavel que as vias de contato entre o fipronil e os colémbolos sejam por meio da
cuticula, pela absorcéo da dgua nos poros do solo por meio do tubo ventral, e a partir da ingestao
de alimentos contaminados no solo (SAN MIGUEL, RAVETON E RAVANEL, 2008), o que
possivelmente pode ocorrer quando realizado a semeadura de sementes tratadas com fipronil
em condi¢des de campo (PISA et al., 2014; BONMATIN et al., 2014). Além disso, verificou-
se que as propriedades e caracteristicas dos solos utilizados influenciaram no potencial toxico
da molécula para a espécie testada.

Em nossos estudos, a menor toxicidade do fipronil em Latossolo quando comparado
com SAT e Neossolo (Tabela 3) pode estar relacionada com o conjunto de particulas de argila
e MO formando um complexo coloidal, onde ocorre ligaches quimicas entre os atomos
eletronegativas do fipronil tais como F, Cl, O e N com os coloides do solo (SINGH;
SRIVASTAVA,; SRIVASTAVA, 2016; 2014). Desta maneira é possivel que ocorra menor
contato entre a molécula de fipronil e os colémbolos na solucdo do solo e consequentemente
menor toxicidade a esses organismos em Latossolo.

As argilas possuem elevada superficie especifica e tendem a adsorver certos tipos de
compostos, deixando pouca quantidade remanescente na solugdo do solo (BRADY; WEIL,
2013). Neste sentido, o fipronil em Neossolo (4% de argila) pode ter ficado mais disponivel na
solucdo e, por isso, ter causado maior toxicidade aos organismos, em comparacdo ao SAT e
Latossolo.

Outra propriedade que pode ter auxiliado na retencdo de fipronil pelas argilas em
Latossolo e SAT foi a capacidade de retencdo de &gua (CRA) desses solos. Estudos observaram
gue ocorre um aumento da adsorcdo de fipronil quanto menor é a relacéo solo:agua (S:A). O
SAT e Latossolo apresentaram menor relagdo S:A devido a maior CRA nesses solos, quando
comparado ao Neossolo (Tabela 1), assim é possivel que em algumas situacdes ocorra a
desagregacdo das particulas de solo na presenca de agua e aumente a superficie de adsorcado
principalmente da argila, e consequentemente maior adsorgdo e menor toxicidade de fipronil
em Latossolo e SAT (BOBE; COSTE; COOPER, 1997).

Aliado ao contetdo de argila, a adsor¢do do fipronil nos solos também pode ser
favorecida pela MO (MANDAL,; SINGH, 2013). Por causa do fipronil apresentar coeficiente
de partigdo alto (log Kow 4,00) e um valor médio de coeficiente de adsor¢do a matéria organica

do solo (Ko = 800), a molécula tende a ter propriedades lipofilicas, e € capaz de se ligar as
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particulas da MO (GIORIO et al., 2017). Como o Latossolo, foi 0 que apresentou maiores
contetdos de MO (3,2%), em parte, a baixa toxicidade para os organismos pode estar ligada
também ao fato do i.a. ter se ligado a MO do solo, e ter diminuido seu poder toxico, como
observado também nos estudo de Alves et al. (2014), que ndo determinaram CEso de fipronil
(formulacdo comercial Standak® para tratamento de sementes) para colémbolos em SAT,
sendo que a maior concentracdo testada foi de 1 mg kg, indicando menor toxicidade, em
relacdo aos resultados deste estudo (Tabela 3) visto que os de Alves et al. (2014) utilizaram um
SAT com 5% a mais de fibra de coco (10%), quando comparado ao SAT deste estudo (5 % de
fibra de coco).

Como o teor de MO do Neossolo e SAT foram baixos (Tabela 1), a contribuicdo da MO
na retencdo do fipronil possivelmente é menor nesses solos, quando comparado ao efeito da
argila + silte observado em SAT (30% argila + silte), do que em Neossolo (6% argila + silte)
pois estudos demonstram que o fipronil apresenta constante de sor¢éo na fragdo mineral do solo
(Kd) maior em solos com contetdo elevado de argila + silte (SPOMER; KAMBLE, 2010).
Resultados similares do conteddo de argila + silte foram encontrados por Bandeira et al. (2020)
ao avaliar a toxicidade de imidacloprid em solos tropicais.

A CTCefetiva (Tabelal), que demonstra a capacidade do solo em reter cations sob
condicGes naturais de pH, a qual é principalmente influenciada pelos teores de argila e MO,
também pode ser um indicativo da retencdo do fipronil no solo, especialmente em Latossolo, ja
que este apresentou CTCefetiva maior que SAT e Neossolo (Tabela 1). Desta maneira, é possivel
que solos com elevada CTCefetiva tenham menor impacto na toxicidade de fipronil sobre a
reproducéo de colémbolos (SINGH; SRIVASTAVA; SRIVASTAVA, 2014).

Zortéa et al. (2018a; 2018b) também observaram os efeitos de fipronil similares aos
nossos, com baixos valores de CEso para Neossolo (0,14 mg kg * IC: 0,11-0,16), quando
comparado ao SAT (0,29 mg kg *IC: 0,22- 0,37) e Latossolo (0,26 mg kg " IC: 0,18-0,35),
demonstrando o efeito da textura e da MO, como os principais fatores que contribuem para
minimizar o efeito do i.a. para 0s organismos.

Quando o fipronil é a base do farmaco, a molécula é liberada no ambiente lentamente,
através da urina e das fezes dos animais (COUTINHO et al., 2005), ao contrario do que ocorre
quando este é utilizado no tratamento de sementes, onde o inseticida entra em contato direto
com o solo e com os organismos ali presentes, desta maneira a exposi¢do ao contaminante torna-
se ainda mais problematica no segundo caso, pois a liberagdo pode ser rapida, dependendo da
umidade e do fluxo de &gua no solo (GIORIO et al., 2017).
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Neste sentido, embora alguns valores de CEso encontrados por Zortéa et al. (2018a;
2018b) sejam relativamente menores do que 0s aqui encontrados (especialmente, em
Latossolo), o risco ecoldgico de fipronil nas formulacbes de tratamento de sementes é
provavelmente maior, do que quando usado em formulacGes de medicamentos veterinarios,
visto que as concentragdes previstas no ambiente (CPA) nestes casos provavelmente serdo
menores nos solos (ALVES et al., 2019), em relacdo a CPA devido ao manejo de tratamento
quimico de sementes (Tabela 4).

Com outra formulacgéo agricola de fipronil (REGENT® 800 - granulada), aplicado sobre
um solo natural (11,06% MO, pH 5,5, 35% de argila, CRA 69,8%) Oliveira (2017) observou
que, apos 35 dias de exposi¢do, houve reducdo do nimero de juvenis na concentracdo de 0,26
mg kg, porém, quando os mesmos juvenis foram utilizados para novos testes (multigeracéo),
a diminuic3o da reproducéo foi observada na dose de 0,13 mg kg . Desta forma, é possivel
que as novas geragdes de organismos tornem-se ainda mais sensiveis ao fipronil no ambiente
(WALKER; STORY; HOSE, 2016), além disso, a acdo da molécula podera ser mais intensa
principalmente em solos mais arenosos em comparacao aos argilosos, como observado neste
estudo de reproducao.

Quando utilizado o fipronil puro (99,3% de pureza), em um solo recomendado pela ISO
11267 (10% turfa, 20% argila caulinitica,70% areia) San Miguel, Raveton e Ravanel, (2008)
observaram reducéo da reproducdo de F. candida a partir da concentracéo de 0,335 mg kg2,
préximo ao observado em nosso trabalho em SAT (tabela 3). Os mesmos autores determinaram
um quociente de perigo (QP) baseado no tratamento de sementes de girassol (RAVETON et al.
2007) e identificaram QP significativo e inaceitavel na maior parte da zona radicular (0 — 20
cm do solo) para os colémbolos, o que também ocorreu em nosso estudo com a cultura da soja
(Tabela 4).

Neste estudo, em virtude das concentracGes mais baixas testadas ja causarem efeitos em
F. candida, a CENO de SAT e Neossolo ndo puderam ser determinadas. Contudo, Zortea et al.
(2018a; 2018b), determinaram a CENO de fipronil em 0,15 e 0,08 mg kg ** em SAT e Neossolo,
respectivamente. Isto indica que, provavelmente, os efeitos negativos de fipronil sobre os
colémbolos em Neossolo se iniciem em concentragfes ainda menores do que aquelas utilizadas
no ensaio deste estudo, proximas a CPA, como verificado através do quociente de perigo (QP)
significativo em todos os solos analisados, com valores de 71, 49 e 12 vezes superior ao limite
(> 1) para Neossolo, SAT e Latossolo, respectivamente (Tabela 4).

As diferencas de QP entre os solos tropicais indicam que em Neossolo o risco de fipronil

é superior aos outros solos por consequéncia da elevada toxicidade observada (Tabela 3). Os
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valores de QP significativo em nosso estudo, nos de Biswas et al. (2019) e San Miguel, Raveton
e Ravanel, (2008), indicam que o risco do fipronil para colémbolos n&o deve ser negligenciado,
visto que pode persistir por até 30 dias apds a aplicacdo do produto no campo com 0,20 mg kg
1 (BISWAS et al., 2019), o que possivelmente também pode ocorrer com o fipronil via
tratamento de sementes no solo.

Em relacdo a razédo toxicidade-exposi¢do (RTE), o fipronil ndo apresentou diferenca
significativa para Latossolo, mas apresentou para SAT e Neossolo, e isso deve-se as
caracteristicas desse solo que minimizam os efeitos de toxicidade e consequentemente da RTE.

As diferencas de risco de fipronil da RTE e QP demonstram que o Neossolo representa
maior risco para a espécie por conta principalmente da baixa porcentagem de argila+silte e
consequentemente menor retencdo da molécula e maior disponibilidade na solucédo do solo.
Carniel et al. (2019), também observaram em seu estudo com o fungicida mancozeb, que em
um solo apresentou diferenga significativa da RTE (Latossolo) e outro ndo (Nitossolo) por conta
principalmente da relagéo textural entre eles.

Com base nestes valores de risco, é possivel ainda inferir que as classificacdes
ambientais para as formulacGes comerciais de inseticidas para o tratamento quimico de
sementes podem subestimar o verdadeiro perigo ambiental das moléculas, e demonstram a
necessidade da introducdo de ensaios ecotoxicologicos terrestres “sensiveis” para tal
determinacdo. Além disso, mais estudos deveriam ser realizados, como avaliagdes em nivel de
semi-campo ou de campo para confirmar se os efeitos do fipronil ocorrerdo em condi¢Ges mais

realistas de exposicao.
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6. CONCLUSOES

Fipronil causa reducdo do namero de juvenis em colémbolos F. candida em SAT,
Latossolo e Neossolo, indicando que ha diferencgas na toxicidade do i.a. entre 0s solos.

A CENO em Latossolo foi de 0,25 mg kg, em SAT e Neossolo néo foi possivel fazer
a determinagdo. A CEO foi determinada em 0,25 mg kg * para SAT e Neossolo e em
0,5 mg kg ! para Latossolo. As concentracdes de CEso e CE1o apresentaram menores
valores em Neossolo, seguido por SAT e Latossolo.

Através das metodologias de risco ecoldgico (QP e RTE), verificou-se que a exposicao

de colémbolos pode apresentar maiores riscos em Neossolo.
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