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EFEITOS TOXICOS DE CLOTIANIDINA PARA ESPECIES ALTERNATIVAS DE
COLEMBOLOS EM SOLOS TROPICAIS

William Eduardo dos Santos*
Marlon Luiz Neves da Silva **
Paulo Roger Lopes Alves™

RESUMO

Agrotdxicos sdo utilizados na agricultura com a finalidade de proteger culturas e permitir
ganhos de produtividade, para isso se faz uso de diversas formulagdes comerciais. A
clotianidina, é um ingrediente ativo (i.a.) da classe dos neonicotindides que esta presente em
formulacBes comerciais de inseticidas para o tratamento quimico de sementes no Brasil.
Atualmente, estudos tém demonstrado preocupacdo quanto os seus efeitos deste i.a. no
ambiente para organismos ndo-alvo do solo, como, colémbolos. Esses estudos tém sido
realizados com espécie padrdo (Folsomia candida) e solo artificial e, pouco se sabe a respeito
dos efeitos do i.a. em solos tropicais. Este estudo avaliou os efeitos da clotianidina em espécies
alternativas de colémbolos (Proisotoma minuta e Sinella curviseta) em solos naturais tropicais
(Latossolo e Neossolo) por meio de ensaios de toxicidade cronica e, estimou o risco ecolégico
para as espécies em solos contaminados pelo o i.a. Os ensaios de toxicidade crénica foram
realizados com base na ISO 11267 (2014). Foram observados efeitos na reproducéo de ambas
espécies, independentemente do tipo de solo testado, embora a sensibilidade das espécies ao
i.a. tenha sido similar, quando comparadas no mesmo tipo de solo. Maior toxicidade para ambas
as espécies foi observada em Neossolo, onde valores de ECso variaram de 0,077 a 0,081 mg kg
Lentre as espécies, enquanto que, em Latossolo, os valores de ECso variaram de 0,421 a 0,495
mg kg entre as espécies. O risco ecoldgico avaliado para as duas espécies indicou que o risco
¢ acentuado para ambas as espécies em Neossolo contaminado pelo i.a., embora P. minuta
pareca ser a espécie com maior probabilidade de efeito toxico.

Palavras-chave: Ecotoxicologia terrestre; Inseticidas; Neonicotinoides; Proisotoma minuta;
Sinella curviseta.

ABSTRACT

Pesticides are used in agriculture in order to protect crops and allow productivity gains, for
which various commercial formulations are used. Clothianidin is an active ingredient (a.i.) of
the neonicotinoid class that is present in commercial formulations of insecticides for the
chemical treatment of seeds in Brazil. Currently, studies have shown concern about the effects
of this a.i. in the environment to non-target soil organisms such as springtails. These studies
have been carried out with standard species and artificial soil, and little is known about the
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effects of a.i. on tropical soils. This study evaluated the effects of clothianidin on alternative
springtail species (Proisotoma minuta and Sinella curviseta) in tropical natural soils (Oxisol
and Entisol) through chronic toxicity tests. It was also estimated the ecological risk for the
species in soils contaminated by the i.a. Chronic toxicity essays were based on 1SO 11267
(2014). Effects on the reproduction of both species were observed, regardless of the type of soil
tested, although the species sensitivity to the a.i. was similar when compared to the same soil
type. Higher toxicity for both species was observed in Entisol, where EC50 values ranged from
0.077 to 0.081 mg kg™ between species, while in Oxisol, ECso values ranged from 0.421 to
0.495 mg kg between species. The ecological risk evaluated for the two species indicated the
risk is accentuated for both species in Entisol contaminated by the a.i., although P. minuta
seems to be the species with the highest probability of toxic effect.

Keywords: Soil ecotoxicology; Insecticides; Neonicotinoids; Proisotoma minuta; Sinella
Curviseta.

1 INTRODUCAO

Os agrotoxicos sdo conhecidos pela funcdo que desempenham na agricultura, ou seja,
no combate e prevencdo contra pragas que venham causar algum dano aos cultivos agricolas e
pastagens. A utilizacdo de herbicidas, inseticidas, fungicidas e afins, pode ser uma ferramenta
para assegurar a protecdo contra a producao diminuida ou a destrui¢do das culturas (SERRA et
al., 2016).

Atualmente, existem no mercado diversos produtos técnicos em diferentes formulacdes
gue podem ser adquiridas e utilizadas no campo. Em 2019, foram autorizados pela ANVISA
cerca de 475 novas formulacdes de agrotéxicos para comercializacdo no mercado agricola,
sendo 92% desses produtos considerados quimicos, 0s quais sd0 compostos por apenas uma
molécula (83,8%) como principio ativo, ou contém misturas (8,2%) de duas a quatro moléculas
(BRAGA et al., 2020).

Além da aplicacdo de agrotoxicos diretamente nas plantas (aplicacdo foliar), essas
formulacdes sdo frequentemente utilizadas no tratamento quimico de sementes que, segundo
Mertz et al. (2009), com a principal finalidade de controlar o ataque de patdgenos e pragas do
solo, e permitir a boa germinagdo das sementes. Essa pratica se tornou uma importante
ferramenta por garantir o desenvolvimento das plantas em seu ciclo inicial e,
consequentemente, contribuir para uma melhor produtividade agricola (MATTHEWS, 2006;
DOUGLAS; TOOKER, 2015; ALMEIDA et al., 2017).

Tendo em vista que cerca de 90% da producdo de alimentos é obtida através de

sementes, é necessario protege-las de insetos-pragas e patdgenos, logo o tratamento quimico de



sementes se torna uma importante pratica que auxilia 0 manejo da producdo agricola
(MACHADO et al., 2006).

De acordo com o relatério de comercializacdo de agrotoxicos brasileiro (IBAMA,
2022), em 2020 foram comercializadas 157,43 toneladas de agrotdxicos protetores de sementes,
sendo 11,59% a mais que no ano anterior. Esse aumento na busca por produtos para o
tratamento de sementes é decorrente da importancia econémica associada aos ganhos de
produtividade das culturas quando aplicado tratamento por agrotoxicos nas plantacdes (VEIGA,
2007).

A clotianidina que é um ingrediente ativo (i.a.) do grupo dos neonicotindides presente
em algumas formulagdes de inseticidas utilizados nas sementes de algumas culturas agricolas
como algoddo, feijdo, milho e soja (EPA, 2020; ANVISA, 2022). Os neonicotindides atuam
como agonistas dos receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRS), no sistema nervoso central
(SNC) dos insetos, causando uma estimulacdo nervosa em baixas concentragdes, podendo
provocar paralisia e morte dos organismos expostos (GOULSON, 2013). Por esta razdo tém um
efeito inseticida desejado para o controle de pragas agricolas.

Segundo o boletim anual de producéo, importacdo, exportacao e vendas de agrotoxicos
no Brasil (IBAMA, 2022), em 2020 foram comercializadas cerca de 560,01 toneladas de
clotianidina, A busca por agrotoxicos contendo este i.a. se justifica pelo seu amplo espectro
inseticida e proteger culturas agricolas (FERNANDES; AVILA, 2015; SILVA et al., 2021).

Atualmente, a clotianidina possui registro em 120 paises devido ao seu amplo espectro
inseticida, acdo sistémica e alta eficiéncia, porém em 2013 a Comissdo Europeia restringiu a
comercializacdo e uso de produtos que tenham a clotianidina como i.a. e, em 2015, 0 seu uso
foi proibido para usos externos (em campos agricolas). O principal motivo para a proibicéo, foi
ocasionar a morte massiva de abelhas, as quais desempenham a fun¢édo ecoldgica de polinizagédo
de diversas espécies de plantas (GUO et al., 2021; EFSA, 2016). E em 2020, de acordo com o
boletim anual de producdo, exportacdo e vendas de agrotdxicos, foram vendidas cerca de 560,01
toneladas deste i.a (IBAMA, 2022).

Apesar dos beneficios associados ao uso de agrotdxicos, alguns estudos demonstram
preocupacao sobre os residuos oriundos do uso de agrotoxicos nos compartimentos ambientais,
bem como sobre os seus efeitos nos ecossistemas. Alguns exemplos sdo os residuos em
alimentos, contaminacao do solo, agua, ar e aos usuarios desses produtos (DHINGRA, 1985;
BORTOLUZZI et al., 2006; YUSA et al., 2009; STEFFEN; STEFFEN; ANONIOLLI, 2011;
NEVES, 2020).



A contaminacéo do solo por agrotdxicos pode ocorrer direta ou indiretamente através
de aplica¢des nos cultivos agricolas. Os agrotoxicos penetram o solo quando s&o pulverizados
sobre as plantas, carreados por dguas superficiais que atravessam o perfil do solo ou quando
sdo liberados residuos pelas sementes tratadas, que sdo depositadas diretamente no solo
(ANDREA, 1998; ARIAS-ESTEVEZ et al., 2008).

O solo abriga um quarto de toda a biodiversidade existente, a qual é essencial para a
manutencdo das funcdes desse ecossistema. As atividades dos invertebrados tém importante
efeitos na organizacao e estrutura do solo, dinamica da matéria organica e no crescimento das
plantas (LAVELLE, 1996). Contudo, a exposi¢ao dos invertebrados aos contaminantes no solo
pode resultar em impactos nas suas funcdes ecoldgicas, além de influenciar indiretamente o
ecossistema e alterar a complexa cadeia alimentar (SORIANO, 2013). Para avaliar os impactos
ecologicos da contaminacdo em solos, sdo utilizados testes ecotoxicologicos que visam
quantificar a abundancia, mortalidade e reproducao dos organismos expostos.

Alguns estudos tém demonstrado seus efeitos toxicos de agrotéxicos sobre organismos
ndo-alvo da fauna edafica, tal como é o caso dos colémbolos (ALVES et al., 2014; SILVA et
al., 2020) e das minhocas (BANDEIRA et al., 2020; SILVA et al., 2020, TENG et al., 2021).
A toxicidade da clotianidina tem sido avaliada em organismos n&o-alvos de diferentes
compartimentos. Estudos ja demonstraram os efeitos tdxicos deste i.a. em testes agudos e
cronicos para abelhas das espécies Apis millifera e Osmia excavata (SONG et al. 2021; WANG
et al. 2021), joaninhas Coccinella septempunctata L. (JIANG et al. 2018), e, em ambientes
aquaticos, para o crustaceo anfipode da espécie Hyalella azteca (BARTLETT et al. 2019) e
larvas de mosquitos Chironomus dilutus (Diptera) (MALONEY et al. 2018). J& no solo, testes
ecotoxicologicos vém sendo performados com organismos padronizados como as espécies de
minhocas Eisenia andrei e Eisenia fetida (WANG et al. 2012; RITCHIE et al. 2019; SILVA et
al. 2020) e os colémbolos Folsomia candida (RITCHIE et al. 2019; SILVA et al. 2020;
BANDEIRA et al. 2021).

Entretanto, os estudos com colémbolos tém sido principalmente realizados com espécies
padronizadas em protocolos internacionais e/ou em solo artificial, o que pode ndo ser
representativo da maioria dos solos agricolas brasileiros.

Dentre as espécies padronizadas por protocolos internacionais para ensaios
ecotoxicologicos com colémbolos, F. candida e Folsomia fimetaria foram selecionadas devido
ao conhecimento existente sobre seus ciclos de vida (rdpidos) e reproducdo, os quais sdo
utilizados como indicadores da contaminagédo de solos por inseticidas (OLIVEIRA FILHO et

al., 2018). Espécies de colémbolos como Sinella curviseta (Entomobryidae) e Proisotoma



minuta (Isotomidae) sdo recomendadas como consideradas espécies alternativas de
bioindicadores em estudos ecotoxicologicos, pois também podem oferecer diferentes niveis de
sensibilidade para as analises de risco e ttm como vantagens as diferentes formas de reproducéo
(sexuada) e ocorréncia, comparadas a F. candida. Essas espécies ja foram utilizadas para avaliar
a toxicidade de metais (XU et al., 2009; BANDOW et al., 2013; BUCH et al., 2016;
CALLAHAN et al., 2019) e, inclusive, de clotianidina em solo artificial tropical (SAT)
(BANDEIRA et al., 2021). Porém, pouco € conhecido sobre a sensibilidade das espécies S.
curviseta e P. minuta aos efeitos da clotianidina em solos naturais tropicais brasileiros, que
representaria um cenario mais realista para a avaliacdo de risco ecoldgico desse inseticida.
Diante disso, este trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da clotianidina em
espécies alternativas de colémbolos (Proisotoma minuta e Sinella curviseta) em solos naturais
tropicais (Latossolo e Neossolo) por meio de ensaios de toxicidade crénica e, estimar o risco
ecoldgico para as espécies em solos contaminados pelo o i.a. Os resultados permitirdo conhecer
os efeitos toxicos desse inseticida em condigdes ambientais proximas as naturais para espécies

alternativas.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 ORGANISMOS TESTE

A criacdo dos organismos de teste, assim como o desenvolvimento dos ensaios
ecotoxicoldgicos, ocorreram conforme recomendaces da ISO 11267 (1SO, 2014). Colémbolos
das espécies P. minuta e S. curviseta foram criados em laboratério, em recipientes plasticos
contendo um substrato composto por uma mistura de carvao ativado, dgua e gesso ha propor¢ao
1:6:10 (p:p:p). A criacdo foi mantida a uma temperatura de 20 + 2 °C e fotoperiodo de 12:12h
(claro:escuro). Semanalmente, os colémbolos foram alimentados com leveduras
(Saccharomyces cerevisiae). A reproducao dos colémbolos foi induzida através da mudanca de
meio de cultivo, e foram realizadas coletas de ovos com 0 objetivo de obter organismos com
idades sincronizadas de 10-12 dias (P. minuta) e 20-23 dias (S. curviseta) para a realiza¢éo dos

ensaios de toxicidade.

2.2 SOLOS TESTE

Os ensaios propostos foram realizados em dois solos naturais representativos de

ambientes tropicais, sendo um tipo de Latossolo e um Neossolo Quartzarénico. O Latossolo,



com textura argilosa, foi coletado no municipio de Palmitos (SC). O Neossolo Quartzarénico,
com textura arenosa, foi coletado em Ararangua (SC). Os solos foram coletados em
profundidade de 0-20 centimetros, em areas de floresta sem histérico de contaminacdo por
agrotoxicos.

Apos a coleta, as amostras foram secas ao ar, peneiradas em malha de 2mm e submetidas
a um processo de desfauna, que visa a eliminacdo de organismos pré-existentes no solo. Para
isto, as amostras foram congeladas a temperatura de -20 °C e, posteriormente, descongeladas
em trés ciclos de 12h entre congelamento e descongelamento. As amostras foram armazenadas
em temperatura ambiente até 0 momento do ensaio.

Os atributos quimicos e fisicos dos solos foram determinados de acordo com Tedesco
et al. (1995), pela Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(Epagri), em Chapeco — SC (Tabela 1). O Latossolo apresentou maior teor de matéria organica
(MO), argila e capacidade de troca catiénica (CTC). J& o Neossolo apresentou maior teor de
areia, menores percentuais de saturacdo por bases e de capacidade de retencdo de agua, assim

como menor CTC.

Tabela 1. Caracterizacdo fisica e quimica do Latossolo e Neossolo utilizados nos ensaios de
toxicidade cronica com P. minuta e S. curviseta.

Parametros Latossolo Neossolo
MO % (m/v) 32+08 22+0,1
P (mg dm) 40+21 48+1,0
K (mg dm-3) 222+28 42,0+2,8
Ca (cmolc dm) 8,4+0,4 0,6+0,1
Mg (cmolc dm) 1,8+0,1 0,5+0,1
Al (cmolc dm®) 0,1+0,1 03+0
H + Al (cmolc dm) 55+0,2 40+1,3
Cu (mg dm®) 8,0+0,1 0,7+0,1
Fe (mg dm?) >5 > 50
Mn (mg dm®) > 50 <25
Zn (mg dm) 18,8 + 0,6 1,1+0,1
CTC pr7 (cmolc dm™) 16,7 +0,3 52+0,1
CTC efetiva (cmolc dm®) 10,8 0,3 1,5+0,1
Saturacéo por bases (%) 64,2+ 4.2 22,2+ 3.3
Argila (g kg™) 355+14,1 415+2,2
Silte (g kg?) 33,0+ 15,6 2,05+14
Areia (g kg?) 315+14 93,8+4,2
pH — Agua 1:1 54 45+0,1
CRA (100%) 473+13 31,611

Valores expressos em média + desvio padrdo, n = 2. MO = matéria organica;
CTC = Capacidade de troca de cations; CRA = Capacidade de reten¢do de agua.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.



2.3 SUBSTANCIA TESTE E CONCENTRACOES

Os ensaios foram realizados com a formulagdo comercial de um inseticida para o
tratamento quimico de sementes (Inside FS®), o qual possui 600 g de clotianidina L. Para os
ensaios, foram adotadas cinco concentracdes (Tabela 2), as quais foram definidas a partir de
dados encontrados na literatura (Bandeira et al., 2021) e de ensaios preliminares (dados néo
apresentados).

A contaminacao dos solos foi realizada por via liquida, onde o agrotédxico foi diluido
em agua destilada e aplicado nas amostras de solo identificadas previamente ao inicio dos
ensaios. Apos aplicacéo, os solos foram homogeneizados e introduzidos aos recipientes de teste.
A solucdo de contaminacao foi aplicada ao solo de modo a manter umidade préxima a 60% da
capacidade de retencdo de agua (CRA) (ISO 11274, 1998). Para os tratamentos controles,
utilizou-se 0 mesmo volume apenas com agua destilada.

Tabela 2. Concentracdes de clotianidina adotadas para 0s ensaios de toxicidade crénica com S.
curviseta e P. minuta em Latossolo e Neossolo.
Concentragdes (mg kg™)

Espécie
Latossolo Neossolo
P. minuta 0,18; 0,27; 0,40; 0,80; 1,60 0,08; 0,12; 0,18; 0,27; 0,40
S. curviseta 0,25; 0,40; 0,65; 1,00; 1,60 0,02: 0,03; 0,045: 0,065; 0,10

Nota: Concentragdes expressas em mg de i.a. por kg de solo seco (mg kg™).
Fonte: Autor, 2022.

2.4 ENSAIOS DE TOXICIDADE CRONICA

Os ensaios de toxicidade cronica tiveram duracédo de 28 dias, conforme descrito na 1ISO
11267 (1SO, 2014), e foram realizados no Laboratorio de Botéanica, Ecologia e Entomologia da
Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Chapecdé (SC). O estudo foi conduzido em um
delineamento experimental inteiramente casualizado, com cinco tratamentos mais controle
positivo, para cada tipo de solo. Para ambos 0s solos testes utilizou-se cinco repeti¢des por
tratamento.

As unidades experimentais foram constituidas por um recipiente cilindrico de vidro,
com aproximadamente 4 cm de diametro e 7 cm de altura. Cada recipiente recebeu 30 g de solo
umido (controle ou contaminado). Posteriormente, 10 individuos com idade sincronizada de P.
minuta foram adicionados aos recipientes e, nos ensaios com a espécie S. curviseta, foram

adicionados 20 individuos. Em seguida, os recipientes foram fechados com tampas de pressédo
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e mantidos a em ambiente com temperatura de 20 + 2 °C e fotoperiodo de 12:12h (claro:escuro).
Os colémbolos foram alimentados com 2 mg de levedura (S. cerevisiae) no primeiro e no 14°
dia do ensaio e, semanalmente, os recipientes foram abertos para realizacdo de trocas gasosas e
reposicdo da dgua perdida, pela diferenca de peso.

Decorridos os 28 dias ap6s do inicio do teste, o contetdo de cada réplica foi transferido
para um recipiente plastico, onde foi submerso em agua juntamente com algumas gotas de tinta
vermelha (para P. minuta) ou preta (para S. cuviseta) para promover a flutuacéo e contraste dos
organismos sobreviventes. Os individuos adultos foram contabilizados de forma visual, no final
do ensaio. Posteriormente, cada réplica foi fotografada com vista superior, em alta resolucdo, a
fim de facilitar a contagem dos juvenis gerados por meio do software Imagel®, conforme
descrito por Alves et al. (2014).

2.5 ANALISE DE DADOS
2.5.1 Estimativas das Concentracdes Efetivas

A distribuicdo normal dos residuos e a homogeneidade de variancias dos dados gerados,
foram testadas pelos métodos de Shapiro Wilk e Bartlet, respectivamente, com a finalidade de
verificar se o conjunto de dados atende aos pressupostos pela analise de variancia (ANOVA).
Quando atendidos os pressupostos, foi realizada uma ANOVA, seguida pelo teste de Dunnet (p
< 0,05), para comparar as diferengas no nimero de juvenis gerados entre as concentragdes

testadas com o controle.

Estes resultados permitiram determinar a menor concentracdo com efeito observado
(LOEC) e concentracdo sem efeito observado (NOEC). Além disso, através de modelos de
regressdo ndo lineares descritos pela Environmental Canada (2007), foram estimados os valores
de ECy0 e ECso (concentragfes com efeitos em 10 e 50% da populacéo, respectivamente). As

andlises foram realizadas no software Statistica 7.0%.

2.5.2 Risco Ecoldgico

O risco ecoldgico da clotianidina para os organismos foi calculado baseando-se em
protocolos da European Commission (EC, 2003), que leva em consideragdo o quociente de
risco (QR). O quociente de risco (equacdo 1), foi calculado pela razdo entre a concentracéo

prevista no ambiente (PEC) e as concentracdes sem efeito toxico potencial (PNEC), que leva
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em consideracdo a concentracdo com efeitos em 10% da populagdo (equacgdo 2). Sendo um
indicativo de risco ecoldgico quando QR > 1.

QR =PEC/PNEC (equacao 1).
PNEC = EC10/ 100 (equacgéo 2).

A PEC ¢ a concentragdo esperada no campo apds o plantio de sementes tratadas com
clotianidina, portanto, varia de acordo com a densidade da semeadura entre outros fatores. Para
este estudo, o célculo se baseou-se em uma cultura de milho com dosagem recomendada 210 g
de i.a. (350 mL da formulagdo de Inside FS®) para 100 kg de sementes, bem como uma
densidade de semeadura de 20 kg de sementes de milho por hectare. Portanto, sendo aplicados
42 g i.a. hal, isso a uma profundidade de 5 cm, num Latossolo com densidade de 1,0 g cm= e
Neossolo com densidade de 1,5 g cm=. Foi considerando o tempo de meia vida da clotianidina
(DTso) no solo em 58 dias (SILVA et al., 2020), e a interceptacdo do i.a. pelas plantas em 1,5%
(ALFROD; KRUPKE, 2017). O célculo da PEC se deu através do software ESCAPE®.

Os valores estimados para as concentracfes previstas no ambiente (PEC) para Neossolo

e Latossolo foram iguais a 0,059 e 0,040 mg kg, respectivamente.

3 RESULTADOS

3.1 VALIDACAO DOS TESTES

Para os ensaios de toxicidade crbnica realizados, os critérios estabelecidos pela ISO 11267
(ISO, 2014) foram atendidos para ambas espécies (P. minuta e S. curviseta), isto €, 0 nUmero
médio de juvenis no tratamento controle foi superior a 100, a mortalidade média dos organismos
adultos foi inferior a 20% e o coeficiente de variacdo (CV) obtido nos tratamentos controles
dos ensaios foi menor que 30%.

Os valores de pH para Latossolo e Neossolo no inicio do ensaio ndo se alteraram apds a
diluicdo da clotianidina em comparacdo ao controle. Os valores da umidade no inicio dos
ensaios permaneceram proximos ao padrdo recomendado, ou seja, entre 50 e 60% da CRA,
estabelecido pela ISO (Tabela 3) (I1SO, 2014).

Tabela 3. Valores de pH e umidade do solo (% de &gua) no inicio dos ensaios ecotoxicoldgicos
realizados com as espécies P. minuta e S. curviseta para a avaliar a toxicidade de clotianidina
em Latossolo e Neossolo.

Solo
Latossolo Neossolo
Umidade (%)

Espécie
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P. minuta 31,22 + 0,04 19,95+ 1,19

S. curviseta 33,69 £ 0,86 18,58 + 0,25
pH

P. minuta 5,20 £ 0,04 4,24 + 0,01

S. curviseta 6,00 £ 0,10 4,18 £ 0,04

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022,

3.2 TESTES DE TOXICIDADE CRONICA

Nos ensaios de toxicidade cronica realizados em Latossolo, o efeito da clotianidina
sobre a reproducdo de colémbolos para ambas espécies testadas foi de reducdo no nimero de
juvenis gerados (Figura 1), sendo que, tanto para S. curviseta e P. minuta o valor de LOEC foi
de 0,400 mg de i.a. por kg de solo seco (mg kg™?). Os valores de NOEC foram de 0,250 mg kg
! para S. curviseta e 0,270 mg kg™ P. minuta (Tabela 4).

Figura 1. Numero médio de juvenis de colémbolos P. minuta e S. curviseta encontrados em
Latossolo, apds 28 dias de exposicdo a crescentes concentracdes de clotianidina.

LATOSSOLO
LATOSSOLO Proisotoma minuta
Sinella curviseta

250 - 160 -

140 -
200 4 % 120 A
T | ;|j

100 -
150 +
80 -

100 - 60 -

*
*
40 | -
50 - .
* 20,
025 04 065 1 16 8 027 04 08 16

0 0 0,1

Numero de juvenis
Numero de juvenis

Concentragdo de Clotianidina (mg kg'?) Concentragio de Clotianidina (mg kg'l)

Nota: Asteriscos (*) indicam reducdo significativa do nimero médio de juvenis em rela¢do ao controle
(p <0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Em Neossolo, também houve efeito significativo na redu¢do do nimero de juvenis
gerados (Figura 2) para ambas as espécies. No caso de S. curviseta o efeito sobre a reproducao
ocorreu na quinta concentragéo testada, sendo o LOEC de 0,100 mg kg-1 (Figura 2) e NOEC
igual a 0,065 mg kg™. Para P. minuta, houve efeito a partir da primeira concentragio testada
(Figura 2), com um valor de LOEC igual a 0,080 mg kg™, e NOEC < 0,080. Na tabela 4, estdo
sintetizados os valores de LOEC e NOEC para 0s ensaios realizados em Latossolo e Neossolo,

com P. minuta e S. curviseta.
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Figura 2. Numero médio de juvenis de colémbolos P. minuta e S. curviseta encontrados em
Neossolo, apds 28 dias de exposicao a crescentes concentracdes de clotianidina. Asteriscos (*)
indicam reducdo significativa do nimero médio de juvenis em relagdo ao controle (p < 0,05).

NEOSSOLO NEOSSOLO
Sinella curviseta Proisotoma minuta

140 |
120 4

120
100 +
. 100
80 -
. 80
60 -

60
40 1 Z 40 .
*
20 - 20 | « .
AL , ﬁ 0 .

0 0,02 0,03 0,045 0,065 0,1 0 008 012 018 027 04

Numero de juvenis
Namero de juvenis
*

Concentragio de Clotianidina (mg kg'l) Concentragdo de Clotianidina (mg kg'l)

Nota: Asteriscos (*) indicam reducdo significativa do nimero médio de juvenis em relagdo ao controle
(p <0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Tabela 4. Valores de LOEC e NOEC obtidos a partir dos testes cronicos com colémbolos P.
minuta e S. curviseta, em Latossolo e Neossolo.

Concentracdes (mg kg™

Parametros Latossolo Neossolo
P. minuta S. curviseta P. minuta S. curviseta
NOEC 0,270 0,250 < 0,080 0,065
LOEC 0,400 0,400 0,080 0,100

Nota: LOEC = menor concentra¢do com efeito observado; NOEC = concentracdo sem efeito observado
Os valores estdo expressos em mg de i.a por kg de solo seco (mg kg™).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Os ensaios realizados demonstram que a clotianidina foi mais toxica em Neossolo para
ambas espécies quando comparadas com Latossolo. Para colémbolos da espécie P. minuta o
i.a. testado foi 5,2 vezes mais toxico em Neossolo do que em Latossolo, uma vez que
apresentaram valores de ECso iguais a 0,081 (0,069 - 0,093) e 0,421 (0,294 - 0,549),
respectivamente. Para a espécie S. curviseta o i.a. foi 6,4 vezes mais toxico em Neossolo do
que em Latossolo, com valores de ECso iguais 0,077 (0,065 - 0,090) e 0,495 (0,353 - 0,638),
respectivamente.

Os resultados obtidos para os ensaios de toxicidade cronica com reducdo de 10% da
populagéo, demonstram que, em Neossolo, o0 i.a. apresenta maior toxicidade em relagdo ao
Latossolo, sendo 2,5 vezes mais toxico para S. curviseta e 6,7 vezes mais toxico para P. minuta

apresentando valores de EC1o iguais a 0,048 e 0,034 mg kg, respectivamente.
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Os valores de EC1o e ECsp estimados demonstraram que, para os diferentes solos, houve
diferenga na sensibilidade colémbolos para o i.a testado. Porém, quando analisada mesma
matriz de solo, ndo foi possivel identificar a existéncia de diferencas na sensibilidade para os
organismos testados, pois os valores de ECx foram semelhantes. Na tabela 5 estdo descritos os

valores de EC1o e ECso estimados, bem como, os intervalos de confianga de 95%.

Tabela 5. Valores de EC19 e ECsp dos testes cronicos com colémbolos P. minuta e S. curviseta,
em Latossolo e Neossolo.

. Latossolo Neossolo
Parametros - - - -
P. minuta S. curviseta P. minuta S. curviseta
EC 0,226 0,120 0,034 0,048
10 (0,130 - 0,322) (0-0,321) (0,018 - 0,051) (0,024 - 0,072)
ECss 0,421 0,495 0,081 0,077

(0,294 - 0,549) (0,353 - 0,638) (0,069 - 0,093) (0,065 - 0,090)
Nota: Os valores estdo expressos em mg de i.a por kg de solo seco (mg kg?). Entre parénteses estdo
apresentados os intervalos de confianga de 95%. ECio e ECso = concentragdes com efeitos em 10 e 50%
da populag&o, respectivamente.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Os quocientes de risco (QR) calculados para as condi¢des de teste indicaram que ha
risco significativo exposicao das duas espécies, em ambos 0s solos. Sendo que para Neossolo
0 maior risco encontrado foi para espécie de P. minuta, apresentou QR igual a 116,18 e s.
curviseta 82,21. Em Latossolo, foi observado efeito contrario sendo o maior risco para S.
curviseta que apresentou QR igual a 49,33 e P. minuta 26,19. Entre solos testados, a clotianidina
ofereceu maior risco para as espécies em Neossolo, apresentando maiores valores para o
quociente de risco. Na Tabela 6 estdo sintetizados os dados do quociente de risco para cada

espécie em cada solo testado.
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Tabela 6. Valores de concentracao prevista no ambiente (PEC), concentracdo sem efeito toxico
potencial (PNEC) e quociente de risco (QR) para as espécies de colémbolos Proisotoma minuta
e Sinella curviseta, em Latossolo e Neossolo.

Parametro Solo
Latossolo Neossolo

PEC 0,059 0,040
PNEC

P. minuta 0,00226 0,00034

S. curviseta 0,00120 0,00048
QR

P. minuta 26,19 116,18

S. curviseta 49,33 82,21

Nota: QR > 1, indica risco significativo
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

4 DISCUSSAO

Neste estudo, observam-se os efeitos negativos da clotianidina na reducdo do nimero
de juvenis de P. minuta e S. curviseta gerados nos ensaios de toxicidade cronica para 0s
diferentes solos testados.

Os organismos edaficos sdo expostos aos efeitos toxicos de contaminantes quando
absorvem moléculas deste agrotoxico que estdo dissolvidas nos poros d“agua dos solos, a partir
do tubo ventral que leva gotas de agua presente em seus corpos até a boca (PEIJNENBURG et
al., 2012; CHEN et al, 2019). Quando absorvidos, geram uma série de mecanismos de acao
toxica sobre a fauna edafica, pois, agrotoxicos como a clotianidina atuam no sistema nervoso
central dos organismos, blogueando os receptores nicotinicos pos-sinapticos da acetilcolina
(nAChRs) e, como o i.a. ndo é desativado pela acetilcolinesterase, a molécula permanece ativa
de forma persistente nos NAChRs (GALLO et al., 2002; TENNEKES; SANCHEZ-BAYO,
2011). Portanto, causa hiperexcitabilidade do sistema nervoso central devido a transmisséo de
forma continua e descontrolada de impulsos nervosos, gerando nos individuos sintomas como
tremores, convulsdes, paralisia, colapso do sistema nervoso central, podendo resultar em morte
desses organismos (MATIAS, 2016).

Uma possivel razéo para os efeitos observados sobre a reproducéo das espécies é que o
estresse ocasionado pela intoxicacdo do i.a. gera nos organismos edaficos o aumento das taxas
metabdlicas, devido a alocacdo de energia e recursos em prol de sua sobrevivéncia (DAI et al.,

2019; SILVA et al., 2021). Como consequéncia, se tem os efeitos causados no sistema
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reprodutivo dos organismos evidenciado pela reducdo de juvenis gerados em diversos estudos
(WANG et al., 2012; ALVES et al., 2014; SILVA et al., 2020; TENG et al., 2021).

As similaridades de toxicidade aqui encontradas (Tabela 5) tém como uma possivel
explicacdo os efeitos que o i.a. causa nos organismos de reproducdo sexuada (P. minuta e S.
curviseta) podendo comprometer a estratégia reprodutiva das espécies. Estudos relatam que 0s
machos de ambas espécies, por meio de estimulos das fémeas (através de contato entre antenas
e/ou exalando feromonios), realizam a deposicédo de seus espermatoforos no solo/substrato, para
que sejam coletados e seja feita a desova (WALDORF, 1971; 1974; GOLOSCHAPOVA,
POTAPOV; CHERNOVA, 2004), logo, a agdo do i.a. pode ter afetado a capacidade de
reconhecimento dos estimulos sensoriais para ambos o0s sexos, resultando na reducdo da
reproducdo desses organismos.

Além disso, foi possivel verificar que a toxicidade de clotianidina para as espécies
alternativas € menor, comparada aquela observada na literatura para a espécie padréo (F.
candida). Por exemplo, Ritchie et al. (2019), ao submeterem colémbolos da espécie F. candida
aos efeitos da clotianidina em solo natural arenoso similar ao deste estudo, estimaram valor de
ECso igual a 0,069 (0,04-0,12) mg kg*. Silva et al. (2020) ao avaliar os efeitos da clotianidina
sobre F. candida em matriz de solo natural padrdo (LUFA 2.2), observaram um valor de ECso
igual a 0,050 (0,05-0,06) mg kg™. Diferencas entre os estudos devem ser consideradas ao
comparar as a sensibilidade entre as espécies deste estudo e da literatura. Ambos os estudos
foram realizados com CRA em 45%, utilizando formulacdo diferente (Titan, Ritchie et al.,
2019) e o i.a. puro (De Silva et al, 2020). Bandow et al. (2014), em seus estudos com as espécies
F.candidae S. curviseta sob efeitos de pirimetanil em solo artificial (5% MO, 75% areia e 20%
caulim), sob diferentes regimes de umidade (20, 50 e 70% da CRA) a 20°C, observou que a
umidade desempenha fator significativo inibindo a reproducéo dos colémbolos, o autor ainda
relata que nas condi¢bes impostas pelo ensaio a espécie F. candida seria mais sensivel em
relacdo a S. curviseta. Logo, diferencas na conducdo dos ensaios podem justificar os valores
entre os estudos mencionados e o0s resultados aqui mostrados, indicando possivel sensibilidade
da espécie padrdo em relacéo as alternativas.

Graciani (2021), obteve valor de ECso igual 0,031 (0,02-0,04) mg kg™ para os mesmos
pardmetros deste estudo: Neossolo (2,2% MO, 4,1% argila, pH 4,4), formulacdo comercial
Inside FS e 60 % da CRA. Considerando que as caracteristicas dos solos utilizados nos estudos
acima citados, como porcentagem de areia, MO e CTC, serem similares aos do nosso estudo
em Neossolo é possivel realizar uma comparagéo entre os valores de ECso da literatura para F.

candida com 0s nossos para as espécies alternativas. Portanto, considerando que os valores de
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ECso encontrados por esses autores sdo menores do que valores de ECso encontrados neste
estudo para Neossolo (especialmente aqueles de Graciani, 2021, com 0 mesmo tipo de solo), é
possivel que as espécies alternativas sejam menos sensiveis a clotianidina em solos arenosos,
qguando comparada a espécie padrdo (F. candida), sendo necessarios maiores estudos para
entendimento da interacdo entre as espécies e 0s solos testados.

Colémbolos da espécie F. candida, estariam mais sensiveis a contaminantes ao se
reproduzir por partenogénese, pois esse processo de clonagem do se seu proprio DNA geraria
pouca variabilidade genética prejudicando sua sobrevivéncia (DIOGO, 2007), podendo ser essa
uma possivel explicacdo para a diferenga de toxicidade encontrada entre as espécies alternativas
e a padrédo. Por outro lado, Chahartaghi (2009) A autora relata, que ao fim do experimento ndo
foram identificadas diferencas significativas nas densidades populacionais e, que essas espéecies
provavelmente respondam de forma similar aos estresses ocorridos no ambiente ao realizar
estudos de esgotamento de recursos, entre espécies de colémbolos de diferentes estratégias
reprodutivas (partenogénese vs. sexuada) em microcosmos, por 44 semanas. Portanto, as
considerac@es quanto a diferencas entre modo de reproducéo e os efeitos i.a. nessas populacdes
devam ser feitas com cautela, ja que ndo € possivel inferir que a toxicidade esta relacionada a
diferencas no modo de reproducéo de colémbolos.

Em solos artificiais, Bandeira et al. (2021) avaliaram os efeitos do i.a. sobre colémbolos
das espécies F. candida, P. minuta e S. curviseta em SAT (de caracteristica arenosa) e
observaram efeitos na reproducédo dos organismos. Os autores estimaram valores de ECsg iguais
a 0,15 (0.12-0.18), 0,11 (0.04-0.18) e 0,28 (0.22-0.34) mg kg, respectivamente. Os autores
também verificaram maior sensibilidade da espécie padrdo, em relacdo a uma das espécies
alternativas (S. curviseta), embora ndo tenha ocorrido diferenca significativa entre F. candida
e P. minuta. O que pode indicar que, embora a espécie padrao seja geralmente mais sensivel, a
diferenca na sensibilidade pode ter relacdo com o a forma que cada espécie habita o solo e/ou
ao tipo de solo onde foram expostas a clotianidina.

Por habitar diferentes profundidades do solo, espécies epiedaficas (S. curviseta) e
euedaficas (P. minuta e F. candida) podem estar expostas ao i.a. de diferentes formas.
Colémbolos das espécies F. candida e P. minuta, por habitar o interior solo estariam em maior
contato com a agua presente nos poros e, consequentemente, mais suscetivel aos efeitos toxicos
do i.a. em comparagcdo com a S. curviseta (FOUNTAIN; HOPKING, 2004). Além disso,
espécies epiedaficas que habitam a superficie solo (S. curviseta), podem apresentar baixa
permeabilidade cuticular que dificulta a entrada/saida 4gua em seu organismo, em relacdo a

especies euedaficas (KAERSGAARD et al., 2004). Considerando que a cuticula representa uma
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barreira bioldgica de entrada do i.a. solubilizada na &gua, espécies como F. candida e P. minuta
seriam mais sensiveis aos efeitos da clotianidina.

As diferencas de toxicidade entre os solos (para ambas as espécies) observadas neste
estudo provavelmente estdo relacionadas ao contraste na textura e MO dos solos testados. Sendo
que em Latossolo, por possuir maiores quantidades de MO (3,2%) e argila (59%), permite que
a molécula do i.a. contaminante seja adsorvida as particulas minerais do solo, diminuindo a
quantidade de agrotoxico em contato com os colémbolos, o que resulta em uma menor
toxicidade (GAMA, 2020). O Neossolo, por outro lado, € um solo arenoso que possui baixa
CTC, menores teores de MO (2,2%) e argila (4,15%). Logo, este tipo de solo pode contribuir
para a maior toxicidade, pois, devido as suas caracteristicas apresenta baixa capacidade
adsorver o contaminante na fase solida do solo, implica em menor retencdo de poluentes e,
portanto, o i.a. estaria mais biodisponivel na solucdo do solo causando uma maior toxicidade
para ambas espécies de colémbolos (SEGAT, 2015; BERNADINO, 2021). Portanto, a principal
razdo para a diferenca de toxicidade entre Latossolo e Neossolo para as espécies P. minuta e S.
curviseta esta nas caracteristicas adsortivas de ambos, as quais estdo diretamente ligadas a
textura, teor de MO, entre outros. O mesmo efeito foi observado por Bandeira et al. (2020) ao
submeter colémbolos F. candida a imidacloprid em solos tropicais contrastantes, evidenciando
maior toxicidade para Neossolo.

As concentracdes residuais de clotianidina em solos agricultaveis foram relatadas em
diversos estudos. Zhang et al. (2018), ao estimar a concentracdo dos residuos do i.a. em solos
de plantacéo de arroz encontraram valores de 0,14 mg kg™. Os mesmos autores, ao analisar a
concentracdo residual do mesmo i.a. em solos de plantacGes de repolhos na China, observaram
valores variando entre 0,087 e 0,581 mg kg™ apds 30 dias da aplicagdo inicial. Jones et al.
(2014) encontraram valores de concentracdes residuais inferiores a 0,1 mg kg™ apds 3 anos das
aplicac@es iniciais (de 30 a 100 g de i.a, ha), em solos agricolas na Inglaterra. Outros estudos
gue corroboram esta discussao, os quais apontam que a clotianidina pode persistir no ambiente
durante longos periodos, sendo que a meia-vida do i.a. no campo pode variar de 277 a 1.386,
chegando a 6.931 dias em testes laboratoriais (REXRODE et al., 2003; DE CANT; BARRETT,
2010).

Portanto, considerando as concentracdes residuais de clotianidina citadas acima
ocorresse em Neossolo, as populagdes de S. curviseta e P. minuta estariam sob alto risco, ja que
os valores residuais seriam superiores as concentracOes previstas no ambiente (PEC) aqui

calculadas, as quais demonstraram neste estudo que pode haver um risco significativo da
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molécula para os colémbolos em solos agricolas. Vale ressaltar que os dados aqui obtidos e
discutidos levam em considera¢cdo uma Unica aplicacdo do i.a. para tratamento de sementes de
milho. De acordo com Bandeira et al. (2021), ao estimar uma curva de sensibilidade (SSDs)
para diferentes organismos edaficos, entre eles diferentes espécies de colémbolos (F. candida,
P. minuta e S. curviseta), em solo artificial tropical, uma Unica aplicacdo de clotianidina seria
suficiente para gerar o risco significativo do i.a. para os colémbolos no solo. Esses resultados
reforcam a importancia de se avaliar o risco ambiental dos agrotdxicos para diferentes espécies
e tipos de solo, de modo a néo subestimar a toxicidade/risco de seus residuos no solo para 0s

organismos edéficos.

5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a clotianidina causou efeito toxico sobre
as espécies P. minuta e S. curviseta em solos naturais tropicais distintos, refor¢ado pela reducgéo
na reproducao para os diferentes solos testados. Porém, para 0 mesmo tipo de solo, os efeitos
foram semelhantes entre as espécies. Além disso, a clotianidina apresentou risco de toxicidade

para ambas espécies, em especial para a P. minuta em Neossolo.
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