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RESUMO

O cultivo de arroz irrigado é uma das principais atividades econémicas do Estado do
Rio Grande do Sul. No entanto, este cultivo resulta em um aumento na ocorréncia do molusco
Pomacea canaliculata (Lamarck, 1822), que é uma das pragas mais invasivas do mundo.
Devido ao seu impacto ambiental, vérias medidas de controle para as espécies foram
investigadas e propostas. A Niclosamida, comercialmente vendida como Baylucide (2-
aminoetanol, Bayer®), € um moluscicida amplamente utilizado para o controle de Pomacea.
Uma das principais desvantagens da Niclosamida € sua alta toxicidade para um grande nimero
de espécies. Seria desejavel que o uso de Niclosamida se tornasse menos prejudicial para
espécies ndo-alvo. Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar se ha diferenca na sensibilidade
ao moluscicida durante os estagios iniciais de desenvolvimento da P. canaliculata. Os
experimentos também foram realizados com larvas de Danio rerio para avaliar o efeito do
moluscicida em espécies ndo-alvo. Foram realizados 4 ensaios com P. canaliculata 6 dias ap6s
a eclosdo e 3 ensaios 20 dias ap6s a eclosdo. As analises estatisticas foram realizadas com o
programa Trimmed Spearman-Karber 1.5. As diferencas nos valores de CL50 obtidos com cada
um dos diferentes grupos ensaiados foram verificadas baseadas no método de sobreposicdo dos
intervalos de confianca. Os dados gerados sao insuficientes para concluir que realmente nao ha
diferencas de sensibilidade entre P. canaliculata, com idade entre 6 dias (CLso;48h = 0,08 mgL"
1Y e 20 dias (CLso;48h = 0,09 mgL™?). Contudo a comparagéo destes valores com os obtidos na
literatura para adultos desta mesma espécie indica que organismos jovens Ss&do
significativamente mais sensiveis. Contudo, as mesmas baixas concentra¢cbes que causaram
efeitos para os jovens de P. canaliculata foram suficientes para causar efeitos na espécie nao-
alvo ensaiada, D. rerio (CLso;48h = 0,09 mgL™?).

Palavras-chave: arroz irrigado, pragas, Pomacea canaliculata, moluscicidas, Niclosamida,

toxicidade aguda, CL50%, espécies ndo-alvo, Danio rerio.



ABSTRACT

Irrigated rice cultivation is one of the main economic activities in the Rio Grande do Sul
State. However, this cultivation results in an increase in the occurrence of the mollusk Pomacea
canaliculata (Lamarck, 1822), which is one of the most invasive pests in the world. Due to its
environmental impact, several control measures to the species have been investigated and
proposed. Niclosamide, commercially sold as Baylucide (2-aminoethanol, Bayer®), is a widely
used molluscicide for Pomacea control. One of the major disadvantages of Niclosamide is its
high toxicity for a large number of species. It would be desirable that the use of Niclosamide
become less harmful to non-target species. Thus, the objective of this work was to verify if
there is a difference in sensitivity to molluscicide during the early stages of development of the
P. canaliculata. The experiments were also carried out with Danio rerio larvae to evaluate the
effect of molluscicide on non-target species. The statistical analyses were performed using the
Trimmed Spearman-Karber 1.5 program. The differences in the LCso to each of the tested
groups were verified based on the confidence intervals overlapping method. The data generated
are insufficient to conclude that there are actually no differences in sensitivity between P.
canaliculata, aged 6 days (LCso, 48h = 0.08 mgL™) and 20 days (LCso, 48h = 0.09 mgL™).
However, comparing these values with those obtained in the literature for adults of the same
species indicates that young organisms are significantly more sensitive. However, the same low
concentrations that caused effects for young P. canaliculata were sufficient to cause non-target
species effects, D. rerio (LCso; 48h = 0.09 mgL™%).

Key words: irrigated rice, pests, Pomacea canaliculata, molluscicides, Niclosamide, acute

toxicity, LC50%, non-target species; Danio rerio.
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1. INTRODUCAO

1.1 Pomacea canaliculata

Uma das principais atividades econdmicas do Estado do Rio Grande do Sul é o cultivo
de arroz irrigado, o qual contribuiu com cerca de 68,9% da safra brasileira do grdo nos anos
2017/2018 (CONAB, 2018). No Rio Grande do Sul, esse cultivo é feito com a inundacdo da
lavoura, a qual resulta no aumento da ocorréncia de pragas, como o molusco Pomacea
canaliculata (Lamarck, 1822), apontado como uma das espécies predominantes e a mais
prejudicial no ataque as lavouras de arroz irrigado (Hickel et al., 2012).

P. canaliculata € um caramujo limnico da familia Ampullariidae, conhecido como
“Arua do banhado” na regido amazonica, tendo sua distribuicao entre os tropicos e subtropicos,
abrangendo areas da Regido Sul da América do Sul (Cowie et al., 2008) e habita ampla gama
de ecossistemas, desde pantanos e lagoas até lagos e rios (Martin, 2002). Quando em condic¢Ges
ambientais com alta disponibilidade de alimento, as fémeas da espécie chegam a depositar de
200 a 600 ovos em poucas semanas (Ferguson, 2005; Ghesquiere, 2005). A incubacédo dos ovos
dura de 14 a 17 dias e os caramujos tornam-se juvenis entre 15-25 dias p6s eclosdo (Hickel et
al., 2012).

Sdo animais considerados polifagos, ou seja, sdo capazes de se alimentar de uma grande

variedade de alimentos, aumentando, assim, sua disponibilidade de alimento e,
consequentemente, sua taxa de reproducdo e crescimento (Tamburi e Martin, 2009).
Em paises asiaticos onde a especie foi introduzida, como China, Filipinas e Malasia, por
exemplo (Hayes et al.,2008), embora P. canaliculata tenha se tornado uma das maiores fontes
de renda e alimentagéo, o descarte e a velocidade com que estes organismos se dispersaram,
sobretudo em sistemas agricolas (Hickel et al., 2012), como plantacGes de arroz, levou-os a
serem considerados como uma das maiores pragas invasoras do mundo (Cowie, 2005).

Devido ao impacto ambiental decorrente da capacidade de invadir novos locais e por
serem hospedeiros de parasitos humanos, especialmente, Schistossoma mansoni (Favre et al.,
2001; Fenwick et al., 2006), diversas medidas de controle da espécie tém sido investigadas e
propostas. Dentre elas, técnicas de controle bioldgico sdo bastante empregadas, como
nivelamento de &gua ou drenagem do campo de arroz, impedindo, assim, que 0S animais
consigam sobreviver (Wada, 2004). O uso de espécies predadoras, no entanto, nao € tdo eficaz

para o controle da espécie P. canaliculata, pois, embora exista uma gama de predadores de


https://www.researchgate.net/profile/Eduardo_Hickel
https://animaldiversity.org/accounts/Pomacea_canaliculata/#277D1A2F-E414-44D9-8020-A55F4E43062C
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caramujos adultos, incluindo anfibios, répteis, artropodes, aves, etc., ha apenas uma espécie
capaz de predar os ovos, levando a uma alta taxa de sobrevivéncia dos moluscos (kwong et al.,
2009). Assim, o controle biologico da espécie tem sido complementado por outros métodos
convencionais através do emprego de defensivos agricolas aplicados diretamente na dgua dos

cultivos.

1.2 Niclosamida

Atualmente, nos paises asiaticos, os moluscicidas sintéticos, como a Niclosamida e o
metaldeido, sdo amplamente utilizados para o controle quimico da espécie (Schnorbach et al.
2006), demonstrando resultados rapidos e eficazes. No entanto, apesar de amplamente
empregados, eles tém sua eficacia reduzida pelas condicdes fisico-quimicas do ambiente ou,
talvez, por atividades realizadas pelo molusco, como o fechamento opercular apds a exposi¢do
quimica (Ruth et al., 1997), o que favorece sua sobrevivéncia.

A Niclosamida, representada estruturalmente na Figura 1 (2', 5-dicloro-4'-
nitrosalicilanilida), registrada pela primeira vez como pesticida nos EUA em 1964 pelo
Departamento de Agricultura dos EUA (USDA) e vendida como Baylucide (2-aminoetanol,
Bayer®) é o Unico moluscicida comercialmente disponivel recomendado pela Organizacédo
Mundial da Satde (OMS) para uso em larga escala no programa de controle de caramujos que
transmitem a esquistossomose (OMS, 1993), pois preenche a maioria dos requisitos de
moluscicida ideal (Sahar, 2005). Entretanto, devido a sua toxicidade para um grande namero
de espécies de peixes, 0 que pode levar a sérios impactos nos ecossistemas aquaticos (Andrews
et al., 1983; Perret e Whitfield, 1996), sua aplicacdo em areas de aquacultura é limitada (Chen
etal., 2019).

Desse modo, a fim de otimizar o tratamento empregado com a Niclosamida, de forma
que ele seja menos prejudicial as demais espécies ndo-alvo, o objetivo deste trabalho foi
verificar se ha diferenga na sensibilidade ao moluscicida durante as fases iniciais do
desenvolvimento da espécie P. canaliculata. Esta hipotese foi considerada levando em conta
que, em resultados preliminares, decorrentes de uma tese de doutorado em desenvolvimento no
Programa de Pos-graduacdo em Ecologia da UFRGS, verificou-se que 0s juvenis da espécie
utilizados em ensaios ecotoxicologicos apresentaram respostas variadas em relacdo a

mortalidade frente a extratos vegetais estudados para o controle quimico da espécie. As
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concentragOes de Niclosamida ensaiadas nas fases jovens de P. canaliculata foram também
ensaiadas com larvas de Danio rerio, visando compreender os efeitos destas sobre organismos

nao-alvo.

O ~0P
|
Cl

O H Fonte: F. Vasconcellos (dominio publico), 2009.

Figura 1: estrutura quimica da Niclosamida, substancia utilizada como moluscicida no controle

populacional de P. canaliculata.

2. METODOLOGIA

A metodologia estad resumida no Quadro 1. Os experimentos foram conduzidos no
Laboratorio de Ecotoxicologia, do Centro de Ecologia do Instituto de Biociéncias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, entre os meses dezembro de 2018 e margo de 2019,

seguindo a cronologia apresentada na Figura 2.


https://commons.wikimedia.org/wiki/User:Fvasconcellos
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2.1 Animais

Diferentes posturas de P. canaliculata (Figura 3) foram coletadas na localidade de
Varzinha, no municipio de Viamao, RS (-30.314747; -50.911911) (Licenca de coleta SISBIO:
61181) e transportadas até o laboratorio para serem aclimatados a temperatura de 26°C + 2 °C
e fotoperiodo 12:12h (claro: escuro) até o periodo de eclosdo (~15 dias). Ap0s eclosdo, 0s
animais foram mantidos em becker de 2 litros com agua de pogo (dureza: 46 mg.L™ de CaCOs;
pH: 7,4; condutividade elétrica: 295uS cm™) até atingirem idade de 6 dias e, posteriormente,

20 dias apos eclosdo para realizacdo dos ensaios.

2.2 Solucdes e dosagens

Devido a baixa solubilidade de Niclosamida em agua, uma solucdo estoque foi
preparada em eppendorf, utilizando 10 mg de Niclosamida (Sigma Aldrich; N350-50g; Lot:
#047M4046V; CAS: 50-65-7), pesados em balanca analitica e diluidos em 1 mL de etanol
(EtOH) 100%. Para total solubilizacdo da solucdo, o eppendorf foi agitado em vortex.
Posteriormente, para o preparo das concentracdes a serem aplicadas, 1 pL da solucéo estoque
foi pipetado para cada 10 mL de solucdo de ensaio. Todos os ensaios foram realizados em placas
para cultivo celular de 6 pocos (Kasvi, China), contendo 10 mL da concentragéo teste em cada
poco. Desse modo, como cada concentracdo foi feita em duplicata e cada poco possuia
capacidade de 10 mL, para alcancar a concentragdo inicial de 0,5 mgL?, 2 puL da solugéo
estoque foram diluidos em 40 mL de 4gua deionizada reconstituida (ADR) (ajustada para uma
dureza de 49 mgL* de CaCOs, pH de 7,5 e condutividade elétrica: 190 uS cm™) medidos em
proveta de 40 mL. Apos 20 mL da solucéo de ensaio serem distribuidos nos poc¢os da placa de
ensaio (figura 4), o volume restante da solucéo da proveta foi novamente elevado a 40 mL para
alcancar a dosagem seguinte de 0,25 mgL™? e, assim, sucessivamente, até alcancar a
concentragdo mais baixa de 0,015 mgL™. As concentracdes aplicadas foram: 0,5; 0,25; 0,125;
0,062; 0,0312 e 0,0156 mgL™* de Niclosamida, além do controle negativo ADR e do controle
de EtOH 1%, para descartar possiveis efeitos toxicos do preparo da solucdo estoque (diluicdo
de Niclosamida em etanol 100%).
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2.3 Ensaios de toxicidade

Os ensaios foram realizados em duplicata para cada concentracdo, utilizando 5
organismos-teste por réplica. Para evitar a fuga dos animais nos pocos, redes circulares de
tecido voal foram colocadas sobre a solu¢do. Em cada ensaio, o0 tempo de exposicdo foi de 48
horas com observacdo das mortalidades a cada 24 horas. Para a confirmacdo da mortalidade,
critérios como o desprendimento da concha e secre¢cdo de muco foram analisados. Aqueles
animais que estavam retraidos foram colocados em &gua deionizada reconstituida para
verificacdo da sobrevivéncia. A leitura dos ensaios foi analisada partindo dos controles em
direcdo as concentracGes mais altas, para evitar que houvesse contaminacdo da pinca de
manuseio com concentragcdes mais altas nos po¢os com concentrages mais baixas. Os animais

considerados mortos foram, entdo, contabilizados e retirados do ensaio.

2.4 Espécies ndo-alvo

Para avaliar o efeito da Niclosamida em espécies ndo-alvo, a metodologia dos ensaios
realizados com P. canaliculata foi repetida com larvas de Danio rerio (Hamilton, 1822) de 7
dias de vida, nas mesmas condicdes e concentracgdes (0,5; 0,25; 0,125; 0,062; 0,0312 e 0,0156
mgL* de Niclosamida e controles ADR e EtOH 1%). D. rerio foi escolhido como organismo-
teste para estes ensaios por ser, atualmente, um dos organismos mais utilizados e estudados no
mundo todo em ensaios toxicolégicos (Masai, 2003; Magalhdes, 2007), aléem de ser um
organismo de facil manutencéo e reproducdo em laboratorio (Laale, 1977; Roex et al., 2001).
Os animais foram obtidos dos cultivos do Laboratério de Ecotoxicologia (UFRGS), em sala de
cultivo mantida a uma temperatura de 28°C e fotoperiodo artificial de 15h claro e 9h escuro. O
estoque de reprodutores utilizados foi mantido em um sistema de filtros biolégicos e mecénicos,
com dureza (100-150 mg. Lt de CaCOs), pH 7,4 e concentracdes de amonia (< 0,020 ppm)

verificados semanalmente e corrigidos quando necessario.

2.5 Testes estatisticos

Para todos 0s ensaios, os valores das concentragdes que causavam efeito agudo em 50% da

populacédo exposta (CLso:48h), bem como os respectivos intervalos com 95% de confianca,
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foram obtidos utilizando-se o programa Trimmed Spearman-Karber 1.5. As diferencas nos
valores de CL50 obtidos com cada um dos diferentes grupos ensaiados foram verificadas

baseadas no método de sobreposicao dos intervalos de confianga (PAYTON et al, 2003).

Quadro 1: resumo comparativo das metodologias utilizadas nos ensaios de toxicidade e nos cultivos de P.

caniculata e Danio rerio.

Organismo-teste Pomacea canaliculata Danio rerio

NUmero de ensaios 14 3
NuUmero de posturas 8 -
Numero de réplicas 2 2
NuUmero de animas

- 5 5

por réplica
Idade 6 e 20 dias apods eclosdo 7 dias ap0s eclosédo

Temperatura de cultivo

26 +2°C

28 +2°C

Fotoperiodo de cultivo

12: 12 (claro: escuro)

15: 9 (claro: escuro)

Agua de diluicdo

Deionizada reconstituida

ajustada a dureza de 49

Deionizada reconstituida

ajustada a dureza de 49

mg/L de CaCO3 mg/L de CaCO3
Volume por réplica 20mL 20mL
Concentracgoes 0,5; 0,25; 0,125; 0,063; 0,5; 0,25; 0,125; 0,063,
(em mgL! de Niclosamida) 0,031 e 0,015 0,031 e 0,015
Controles ADR e EtOH (1%) ADR e EtOH (1%)
Tempo de Exposicéo 48h 48h
Efeito observado Mortalidade Mortalidade
Expresséo do resultado CL50% CL50%

Andlise estatistica

Trimmed Spearman-
Karber 1.5

Trimmed Spearman-
Karber 1.5

Fonte: Lara M. Prusch, 2019.




16

Periodo de ecloséo Ensaios com 20 Andlise
(P. canalieulata) dias apds eclosio estatistica

Coleta de P. Ensaios com 6 Ensaios com
canaliculata dias apds eclosio Danio rerio

v

Fonte: Lara M. Prusch, 2019.

Figura 2: linha do tempo experimental, indicando a sequéncia da metodologia aplicada nos ensaios.

A\

te Ismael K. Pescke, 2019

Figura 3: Posturas de P. canaliculata mantidas no laborat6rio de cultivo.
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Fonte: Lara M. Prusch, 2019

Figura 4: placas (de cultivo celular e tecidual) de 6 pogos utilizadas para a montagem dos ensaios.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 5 apresenta os resultados obtidos nos ensaios de toxicidade aguda com cada
uma das posturas de P. canaliculata ensaiadas, tanto para os organismos de 6 dias quanto para
os de 20 dias pos ecloséo, além dos resultados obtidos para as larvas de D. rerio.

De acordo com 0 método de sobreposicéo de intervalos de confiancga, ndo foi possivel
verificar diferencas significativas entre os valores de CLs0;48h apresentados entre as diferentes
posturas de P. canaliculata avaliadas, bem como as diferentes faixas etarias. Contudo, 0s
valores médios da CLso;48h obtidos nos ensaios com P. canaliculata, com idade entre 6 dias
(CLso;48n de 0,08 mgL™) e 20 dias (CLso;48h de 0,09 mgL ™), demonstram que essa faixa etaria
é mais sensivel a Niclosamida, contrapondo-se a CLso;48h de 0,76 mgL™ quando utilizada
como moluscicida para espécimens adultos do género Pomacea sp. (CLso;48h (Oliveira-Filho
e Paumgartten, 2000).
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Do mesmo modo, n&o foi possivel verificar diferengas significativas entre os valores de
CLso:48h apresentados pelas posturas de P. canaliculata (com 6 e 20 dias) e aqueles
apresentados nos ensaios com D. rerio, 0 que indica que a espécie ndo-alvo foi atingida nas
mesmas concentracfes capazes causar efeitos a espécie-alvo. Estes dados corroboram com
outros trabalhos que demonstram que, apesar de seu uso geral, a Niclosamida, mesmo em
concentra¢fes moluscicidas, é capaz de induzir efeitos nocivos em varias espécies nao-alvo
(Andrews et al., 1983). Diversas algas como Diatomaceas, Chlorococcus, Kirchneriella e
Ankistrodesmus, sdo ligeiramente afetadas pelo moluscicida em concentragcfes altas como 2
mgL* e Scenedesmus, é erradicada em concentragdes de 5 mgL™ (Oliveira et al., 2000). Em
espécies de insetos, hd uma grande variabilidade de sensibilidade, sendo que algumas delas sdo
bastante tolerantes a esse moluscicida. Em Odonata, por exemplo, a CLso;24h foi de 50 mgL™,
ja a ordem Diptera foi mais sensivel, com CLso;24h de 0,57 mgL™ (Andrews et al., 1983).

Nas especifica¢cdes do produto vendido comercialmente (BOSMAN INDUSTRIAL
CO., LTD., 2009), a CLs0;96h para peixes € de 0,1 mgL™, no entanto, segundo Andrews et al.,
1983, a CLso;24h varia entre 0,043 a 0,279 mgL™ para uma grande diversidade de espécies de
peixes. I1sso é bastante preocupante, visto que peixes sao frequentemente uma importante fonte
de alimento em areas onde a esquistossomose é endémica, por exemplo, (Perret e Whitfield,
1996) e concentragOes variadas de niclosamida foram encontradas na carne de diferentes
espécies de peixes coletadas de lagoas de aquacultura tratadas (Calumpang et al. 1995).

Fonte: Lara M. Prusch, 2019.
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Figura 5: comparacdo das CLso;48h para Niclosamida e os extremos dos respectivos intervalos de confianga
obtidos para cada uma das diferentes posturas (P) de P. canaliculata avaliadas com 6 (m) e 20 dias (A) p6s
eclosdo e para as 0s ensaios com D. rerio (e).
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Embora a mortalidade de P. canaliculata na natureza seja alta nos primeiros estagios
juvenis, esperava-se que houvesse uma maior sobrevivéncia em condi¢bes ideais em
laboratorio, como alimentacdo adequada e trocas frequentes das &guas dos cultivos.
Infelizmente, das 8 posturas coletadas, apenas 4 foram viaveis para realizar 0s ensaios com 6
dias e apenas 3 foram viaveis para realizar os ensaios com 6 e 20 dias. A inviabilidade das
posturas se deu por uma série de problemas relacionadas a manutencdo dos cultivos.
Consequentemente, a avaliagdo da sensibilidade de P. canaliculata & Niclosamida em diferentes
fases do desenvolvimento foi prejudicada. Desta forma, nas posturas onde houve alta
mortalidade os organismos foram descartados, considerando que aqueles que sobreviveram
poderiam ser mais resistes e, assim, sua CLso;48h ndo ser representativa.

Os dados aqui obtidos podem ndo ser conclusivos em fun¢do do reduzido nimero de
ensaios realizados e, desta forma, os resultados ndo permitiram verificar diferencas
significativas nos valores de CLso;48h entre as diferentes posturas e entre as duas idades
avaliadas. Contudo, os resultados tendem a indicar que fases jovens de P. canaliculata possam
ser mais sensiveis que a fase adulta, mas, ainda assim pode ndo haver diferencas significativas
entre as concentragdes que causam efeitos letais sobre as fases jovens de P. canaliculata e a
espécie ndo-alvo utilizada, D. rerio.

Considerando que é importante equilibrar o beneficio do controle do caramujo com a
possivel perda de espécies de peixes e invertebrados, antes de se optar pelo uso da Niclosamida
no ambiente natural, faz-se necessaria a realizacdo de novos ensaios de forma a confirmar a
eficiéncia do produto em diferentes idades de P. canaliculata em detrimento aos efeitos sobre

as espécies nao alvo.
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