Testes de evitamento com enquitraideos (Enchytraeus
albidus): efeitos de diferentes tempos de exposicao,
compostos quimicos e propriedades do solo

Os enquitraideos sdo oligoquetas tipicos do solo que regulam indirectamente a
degradag@o da matéria organica e promovem um bom arejamento do solo. Possuem
0rgaos sensoriais, sensiveis a substancias quimicas no ambiente — quimioreceptores — o
que os torna apropriados como organismos teste em ensaios de evitamento. Estes
ensaios baseiam-se na capacidade que os organismos tém de evitar uma determinada
condicao de stress. Os ensaios de evitamento permitem assim uma primeira avaliagao da
toxicidade de um solo contaminado, usando como parédmetro o comportamento dos
enquitraideos — se estes preferem deslocar-se para o solo controlo ou para o solo
contaminado. Este estudo teve como objectivos a optimizagao do tempo de duragédo de
um teste de evitamento e a determinacdo dos efeitos de substéancias quimicas (metais
pesados e pesticidas) e de diferentes propriedades do solo (pH, contetdo em matéria
organica e argila) em Enchytraeus albidus. Os resultados mostraram que 48 horas
constituem um tempo de exposi¢do Optimo para este tipo de teste. Foram encontrados
efeitos relacionados com a concentracdo aplicada, para a maioria dos compostos
testados. As propriedades do solo, por si s, influenciaram o comportamento dos
organismos pelo que o tipo de solo a utilizar deve ser tido em conta na interpretagéo dos
resultados.

Palavras-chave

oligoqueta

comportamento

diferentes compostos quimicos
propriedades do solo

ciéncia e ambiente para todos

volume 1 ®* nimero 1®p 104-112

Sara Novais'

Ménica J. B. Amorim'
Jorg Rombke?

Amadeu M. V. M. Soares'

'CESAM e Departamento de Biologia da

Universidade de Aveiro.

2ECT, Oekotoxicologie GmbH, Flérsheim,

Alemanha.

.
sara.novais@ua.pt

ISSN 1647-323X



toxicologia e quimica ambiental

D INTRODUCAO

O solo possui fungdes muito importantes como, por exemplo, servir de habitat a muitos organismos ou de
substrato para praticas agricolas, tendo por isso um papel fundamental no funcionamento dos
ecossistemas. O solo é também um dos principais depositos de todo o tipo de contaminantes. Para a
proteccao da saude humana, manutencdo da qualidade dos solos e ambiente, é fundamental que se
conhecam os efeitos que as substdncias quimicas terdo nos organismos, de forma a possibilitar o
desenvolvimento de uma estratégia de regulamentacao para a proteccao dos solos (Lanno et al., 2003).

Existe uma grande diversidade de solos em todo o mundo, com diferencas bastante significativas ao nivel
das suas caracteristicas. As diferentes propriedades dos solos tém influéncia na toxicidade das substancias
quimicas para os organismos, sendo por isso fundamental compreender de que forma estas caracteristicas
do solo afectam o normal desempenho dos organismos. Algumas das variaveis mais importantes no

transporte dos contaminantes no solo sdo o pH, a quantidade de matéria organica e de argila.

Os invertebrados do solo estdo muito sujeitos a exposicoes a substancias quimicas presentes no solo.
Destes organismos, os oligoquetas terrestres (filo Annelida) tém um papel importante nos ecossistemas do
solo ao nivel da estrutura e fungao (Didden, 1993; Edwards e Bohlen, 1996). Em particular, os
enquitraideos, oligoguetas importantes na comunidade biologica (biocenose), estdo amplamente
distribuidos pela Terra e sao filogeneticamente muito proximos das minhocas comuns (Erseus e Kallersjo,
2004). Estes organismos edaficos' contribuem para processos vitais no seu compartimento ecoldgico,
regulando indirectamente a degradacao da matéria organica e promovendo um bom arejamento do solo
(Amorim et al., 2005). Enchytraeus albidus € a espécie mais bem conhecida de enquitraideos e uma das
maiores do género Enchytraeus, com um tamanho médio de aproximadamente 20 mm (Jansch et al., 2005).
A relevancia ecolégica desta espécie, aliada a outras caracteristicas como um ciclo de vida curto, facil
manipulacdo e manutencdo em cultura, torna estes enquitraideos apropriados como organismos-teste em

estudos de ecotoxicologia.

Actualmente, existem varios ensaios padronizados de toxicidade com enquitraideos, nomeadamente os que
avaliam a sobrevivéncia dos adultos — testes agudos — ou os que avaliam o sucesso reprodutivo dos
organismos, em termos do numero de juvenis produzidos — testes crénicos (ISO, 2003; OECD, 2004).
Apesar de estes testes serem instrumentos muito Uteis na avaliagcdo do potencial toxico de um composto,
tém a desvantagem de terem uma duracao relativamente prolongada. Dai ter surgido a necessidade de
desenvolver ensaios de curta duragdo mas de igual modo precisos e relevantes para a avaliacdo de risco e
em termos ecolégicos.

Os testes de evitamento (acto de evitar) baseiam-se no facto de os organismos-teste (e.g. enquitraideos)
possuirem érgaos sensoriais — quimioreceptores — altamente sensiveis a substancias quimicas no ambiente
(Edwards e Bohlen, 1996). As grandes vantagens deste tipo de teste residem no facto de serem de mais
facil e rapida execucdo quando comparados com ensaios agudos e crénicos (p.e., reproducao)
apresentando igualmente elevada sensibilidade. Assim, os ensaios de evitamento podem ser utilizados para
avaliagdo da toxicidade de um solo contaminado, usando como parametro o comportamento dos

organismos, ou seja, se estes se deslocam para o solo controlo ou para o solo contaminado. A relevancia

! Organismos edéficos sao organismos que dependem directamente do solo para sobreviver.
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deste tipo de ensaio, além da avaliacao da toxicidade, é a informacéao relativa a capacidade de evitar dos
organismos: se capazes de evitar um determinado factor de stress, podem deslocar-se para outras zonas
de forma a evitar esse mesmo factor de stress, garantindo os niveis populacionais da espécie.

Em relagdo a alguns compostos quimicos e propriedades de solo, o evitamento ja se encontra bastante
estudado para as minhocas comuns (Slimak, 1997; Hund, 1998; Loureiro et al., 2005; Marques et al., 2009);
ja existe um protocolo padronizado para que 0s ensaios possam ser efectuados por diferentes operadores,
seguindo as mesmas condigcbes experimentais, e para que os resultados possam, desta forma, ser
comparaveis (ISO, 2006). Pelo contrario, em relagdo aos enquitraideos, sé mais recentemente se comegou
a estudar a capacidade de evitamento de condi¢cbes desfavoraveis (Amorim et al., 2005; Amorim et al.,
2008a; Amorim et al., 2008b; Kobeticova et al., 2009). Uma vez que estes organismos habitam camadas de
solo mais profundas do que as minhocas, os enquitraideos apresentam cenarios de exposicao diferentes.

Este estudo teve como objectivos: (i) a optimizacao do tempo de duracao de um teste de evitamento com
Enchytraeus albidus; (i) e a determinacdo dos efeitos de substancias quimicas (metais pesados e
pesticidas) e de diferentes propriedades do solo (pH, conteddo em matéria organica e argila) sobre o
comportamento de evitamento dos enquitraideos.

D MATERIAL E METODOS
Organismos teste

Os organismos teste utilizados para
este estudo pertencem a espécie de
enquitraideos Enchytraeus albidus,
Henle 1837 (Figura 1). Estes
organismos foram mantidos em
laborat6rio, numa cultura com 50% de
solo de jardim e 50% de solo artificial
OCDE (OECD, 1984), a 18°C, com
um fotoperiodo de 16h de luz e 8h de

ro. Os indivi foram alimenta- ' | — -
escuro. Os individuos foram alimenta FIGURA 1: (A) Enchytraeus albidus em cultura; (B) Ampliacdo de uma
dos, uma vez por semana, comflocos  porcdo de A

de aveia moidos e autoclavados (Cimarrom, Portugal).

Solos

Os ensaios foram realizados em solo natural LUFA 2.2, um solo de
referéncia proveniente de Speyer, Alemanha (Lokke e van Gestel,
1998), e em solo de referéncia artificial OCDE (Figura2).

O solo LUFA 2.2 foi utilizado nos ensaios de toxicidade com as

substancias quimicas e na optimizagdo do tempo de exposicdo. O

solo OCDE foi utilizado para a determinagcdo dos efeitos das R

iy . ]

propriedades do solo no comportamento de E. albidus visto que, FIGURA 2: Solos padronizados
OCDE (esquerda) e LUFA 2.2

sendo um solo artificial, pode ser manipulado alterando as compo- (direita), humedecidos (em cima) e
secos (em baixo) (Rombke, 2005).
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sicbes de <cada um dos seus

nstituintes. Para além I DE - "
constituintes. Para além do solo OC TABELA I: Principais caracteristicas dos solos utilizados (pH, MO = ma-

padrdao (70% de areia, 20% de argila, téria organica e granolumetria)

10% de turfa, pH ajustado a 6+0.5), SOLO pH MO Areia Argila  Turfa
[¢) [¢) o, [¢)
usado como controlo, foram testados 3 Cedly ) (%) (%) (%)
solos: com maior quantidade de argila ElAde 28 il 0y 8 _
OCDE 6,3 8,0 70 20 10
(O_argila), com pH mais acido (O_pH)
. O_argila 6,4 8,0 20 70 10
e com menor percentagem de matéria
o o MO A L O_pH 49 8,0 70 20 10
organica . S rincipais
ganica  (O_MO) Prineipas — ~5"mo 6.8 ap. 40 725 225 5

propriedades destes solos (pH, matéria
organica, conteudo em argila, silte e

areia) estao representadas na tabela I.

Contaminag&o dos solos

Foram testados os seguintes com-postos quimicos: cloreto de cobre (CuCl,), cloreto de zinco (ZnCly) e clo-
reto de cadmio (CdCl); os herbicidas fenmedifam e atrazina; os fungicidas benomil, carbendazim,
pentaclorofenol e éxido de tributilestanho (TBTO); os insecticidas dimetoato, lindano, chlor-pirifos e &cido
bérico. Estes compostos foram adicionados ao solo numa gama crescente de concentragdes. Foram
efectuadas 5 réplicas por concentracdo de cada composto; a contaminacdo dos solos foi efectuada
misturando cada solugdo a totalidade de solo pré-humedecido necessario para o conjunto de réplicas.
Depois de mexer o solo para que a solugao ficasse distribuida de forma homogénea, introduziu-se o solo
nos recipientes de teste.

Procedimento experimental

O material e procedimento experimental utilizados neste estudo foram adaptados do teste de evitamento ja
existente para as minhocas (ISO, 2006) Os ensaios foram efectuados em recipientes de plastico com uma
diviséria amovivel, de forma a dividir a area em duas metades iguais. De um lado do recipiente colocaram-
se 25 g de solo controlo e do outro lado a mesma quantidade do solo-teste — com diferentes propriedades
ou contaminado (Figura 3, passos 1 e 2). De seguida, a diviséria foi removida com cuidado e foram
colocados 10 enquitraideos adultos na linha de contacto entre os dois solos (Figura 3, passos 2 € 3). O
recipiente foi coberto com uma tampa contendo pequenos orificios, para permitir o arejamento, e o teste foi
deixado a decorrer numa sala de temperatura controlada a 20+1 °C, com um fotoperiodo de 16 horas de luz
e 8 horas de escuro, durante 48 horas. No final do ensaio, a diviséria foi novamente colocada na zona
central e procedeu-se a contagem do niimero de organismos presentes em cada lado do recipiente (Figura
3, passo 4).

Tratamento de dados
Os resultados foram analisados recorrendo ao software estatistico SPSS (SPSS, 1997) para o calculo
estimativo da concentragao que causa 50 % de efeito (CExz).
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v

Fim do teste
—>

FIGURA 3: Representacdo esquematica do procedimento experimental de um teste de evitamento. (1) Introdugéo de
uma divis6ria amovivel no centro do recipiente teste; (2) introdugao do solo controlo num lado do recipiente e do solo
teste no outro e posterior remogao da diviséria amovivel; (3) introdugdo de 10 organismos na zona de contacto dos
dois solos; (4) reintrodugéo da divisoria no meio dos dois solos e contagem dos organismos presentes em casa lado.

D RESULTADOS

Diferentes tempos de exposicao

Os resultados dos ensaios realizados para determinar os efeitos dos tempos de exposicao no evitamento de
E. albidus estao representados na figura 4. Nao houve diferencas significativas no comportamento de E.
albidus com o tempo, quer nos metais pesados Cu (Figura 4-A) e Cd (Figura 4-B), quer nos pesticidas
fenmedifam (Figura 4-C) e dimetoato (Figura 4-D). Os organismos mostraram um elevado evitamento aos
solos contaminados com os dois pesticidas, em todos os tempos de amostragem. A resposta aos metais
nao foi tdo estavel ao longo do tempo de exposicéo.
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FIGURA 4: Resultados dos testes de evitamento realizados com Enchytraeus albidus quando expostos
ao solo LUFA 2.2 (solo controlo) versus solo LUFA 2.2 contaminado, com diferentes tempos de
exposicdo a: (A) cobre (100 mg Kg™); (B) cadmio (180 mg Kg™); (C) fenmedifam (32 mg Kg™); (D)
dimetoato (235 mg Kg™'). Os resultados representam a média do nimero de organismos (no solo
controlo e no solo teste) nas 5 réplicas + erro padréao (EP).
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Diferentes compostos quimicos

Os resultados dos ensaios de evitamento em E. albidus expostos a véarias substancias quimicas foram
expressos sob a forma de CEs, ou seja, através da determinacdo da concentracdo que causou 50 % de
efeito no comportamento dos organismos (tabela Il). Foram testados trés metais pesados, dois herbicidas,
quatro fungicidas e quatro insecticidas. As CEs, de cada um dos compostos testados estdo mencionadas na

tabela Il, tendo-se seleccionado apenas um composto de cada um dos quatro grupos para apresentar
graficamente (Figura 5).

TABELA IlI: Resultados dos testes de evitamento realizados com
metais pesados e pesticidas. CEsp = concentragdo que causa 50 %
de efeito nos organismos; LC (95%) = limites de confianga a 95%.

Substancia Teste CEso (mgﬂ") LC95%
Cobre 133 26 - 956
Metal Pesado Zinco 92 68 — 139
Cédmio 362 244 — 871
L Fenmedifam 7 4-14
bzl Atrazina 38 16— 238
Benomiil 47 18 — 547
Fmas Carbendazim 8 1-a
Pentaclorofenol 703 -
TBTO 95 -
Dimetoato 58.3 -
Insecticida Linda.nlo 172.5 133 — 241
Clorpirifos 933 364 —a
Acido Boérico n.d. s

n.d. = ndo determinado; a = concentracéo superior a 1000 mg Kg
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FIGURA 5: Resultados dos testes de evitamento realizados com Enchytraeus albidus quando expostos ao
solo LUFA 2.2 (solo controlo) versus solo LUFA 2.2 contaminado com: (A) cloreto de zinco — metal pesado;
(B) fenmedifam — herbicida; (C) carbendazim — fungicida; (D) acido bérico — insecticida. Os resultados
representam a média do ndmero de organismos (no solo controlo e no solo teste) nas 5 réplicas + erro
padrao (EP).
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Comparando o comportamento de E. albidus face aos quatro compostos representados na figura 3 pode-se
constatar que a sensibilidade destes organismos varia com o composto téxico. No teste de evitamento com
cloreto de zinco (Figura 5-A), os enquitraideos tiveram um comportamento tipico de dose-resposta, ou seja,
quanto mais elevada foi a concentracao testada, mais organismos se encontraram no solo controlo. No caso
do herbicida fenmedifam (Figura 5-B), verificou-se que o0s organismos evitam o solo teste até a
concentragdo de 10 mg Kg' e que, para concentragdes superiores, a capacidade de escapar do solo
contaminado parece diminuir. A resposta de E. albidus ao fungicida carbendazim (Figura 5-C) foi também
dependente da concentracdo usada, tendo o evitamento sido mais evidente nas concentracdes mais
elevadas. Ja o insecticida acido borico (Figura 5-D) nao foi evitado por E. albidus em nenhuma das
concentragdes testadas.

Em termos de concentragdes de efeito, foi possivel estimar a CEg, para todos os compostos, excepto para o
acido bérico (Tabela II). Os compostos com uma concentracao de efeito mais baixa, ou seja, aqueles que
apresentaram maior toxicidade para E. albidus, foram o fenmedifam (CEs, = 7 mg Kg') e o carbendazim
(CEso = 8 mg Kg'), enquanto os compostos menos téxicos foram o clorpirifos (CEso = 933 mg Kg') e o
pentaclorofenol (CEs, = 703 mg Kg'™).

—_
o

Diferentes propriedades do solo Solo controlo

. o 8
Os resultados do teste de evitamento mostram w .
uma clara preferéncia dos enquitraideos pelo solo 3 4
- . £
OCDE padrao quando comparado com as trés 2 2
~ : : 8 g
alteragcdes feitas nas quantidades dos o
o
constituintes deste solo artificial (Figura 6). Os 3 .
. o o ]
resultados mostram diferengas significativas no E’ 6 -
comportamento dos organismos em todas as 2 81 Solo teste
combinagdes: solo OCDE padrdo versus solo 10 — ' '
O_argila O_MO O_pH

artificial com maior quantidade de argila Diferentes solos OCDE

(O_argila); solo OCDE padrao  versus  solo FIGURA 6: Resultados dos testes de evitamento

artificial com pH mais baixo (O_pH); solo OCDE  realizados com Enchytraeus albidus quando expostos
ao solo artificial OCDE padrao (solo controlo) versus
solo OCDE com um nivel diferente dos seus
quantidade de matéria organica (O_MO). Os  constituintes: O argila, O_MO e O_pH. Os resultados
estdo expressos em termos de média do ndmero de
organismos (no solo controlo e no solo teste) nas 5
O_pH < O_MO < O_argila. réplicas + erro padrao (EP).

D DISCUSSAO

Tendo em conta os resultados obtidos para os diferentes tempos de exposicao, um periodo de 48 horas

padrdao versus solo artificial com menor

organismos evitaram os solos na seguinte ordem:

parece ser 0 mais adequado a adoptar em ensaios de evitamento, pois apesar de nao haver diferencas
significativas entre os diferentes tempos parece ser um bom compromisso entre a obtencao de resultados
estaveis e a rapidez pretendida na avaliagdo do solo-teste. Além disso, a opcao pelas 48 h de exposicao
permite a comparagao directa dos resultados dos testes de enquitraideos com os testes com minhocas,
para os quais o protocolo padronizado ISO também determina um tempo de exposicao de 48h.
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Nos testes com metais, e com a maioria dos pesticidas testados, verificaram-se padrées tipicos de dose-
resposta. No entanto, noutros casos, como no do fenmedifam, a partir de uma determinada concentragao os
organismos deixam de ser capazes de evitar o solo contaminado; no caso do acido bérico, ndo se verificou
evitamento, mesmo em concentragdes muito elevadas. Estes casos requerem particular atengao, pois numa
situacdo real em que tal se verifique sdo provaveis efeitos graves nos enquitraideos (Greenslade e
Vaughan, 2003). Quando os organismos sao capazes de evitar um solo contaminado, podem escapar para
zonas nao contaminadas disponiveis na proximidade, evitando a situacdo desfavoravel e mantendo os seus
niveis populacionais. Pelo contrario, em casos como o do acido bérico, o composto quimico provoca
possivelmente algum efeito ao nivel do sistema nervoso dos individuos e estes deixam de ser capazes de
evitar o solo contaminado. Desta forma, poderao ocorrer efeitos mais severos nessas situagoes, tais como
efeitos ao nivel da reproducdo, diminuindo ou mesmo impedindo o sucesso reprodutivo, ou causar

mortalidade.

Os resultados obtidos nao permitem classificar claramente os varios grupos de contaminantes utilizados
quanto a sua toxicidade (determinando uma ordem crescente de toxicidade), mas é possivel constatar que
0s compostos que mais afectaram o comportamento de E. albidus foram o herbicida fenmedifam e o
fungicida carbendazim.

Os diferentes tipos de solo mostraram também influenciar E. albidus, tendo sido visivel a capacidade de
estes organismos responderem de forma a evitar o solo que lhes era mais desfavoravel. Recentemente,
foram efectuados estudos semelhantes com minhocas (Eisenia andrei) e colémbolos (Folsomia candida)
(Natal-Da-Luz et al., 2008). Os resultados desses estudos mostraram que, quer a textura do solo, quer o
seu conteddo em matéria orgéanica, afectam a resposta de evitamento de ambos o0s organismos testados.
Estes organismos evitaram solos com pouca matéria orgénica e de textura mais fina (mais argila), uma

resposta semelhante a encontrada neste estudo com os enquitraideos.

D APLICACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O teste de evitamento, originalmente desenvolvido para as minhocas, pode também ser realizado com
enquitraideos (E. albidus). No entanto, e uma vez que o comportamento dos enquitraideos mostrou ser
sensivel a solos com texturas finas e com baixo pH, recomenda-se que se tenham em atencdo as
propriedades do solo em que se realizam os testes, que devem ser tidas em consideracao tanto na
concepgao dos desenhos experimentais como na interpretacdo dos resultados dos ensaios de evitamento

com enquitraideos.

Este tipo de ensaios pode ser de grande importancia como uma primeira abordagem na avaliacao do
potencial toxico de variados factores, sendo uma mais valia como ensaio preliminar a testes mais morosos e
complexos. Além disso, possibilitam a analise e previsdo dos niveis populacionais dos organismos a longo
prazo, devido a sua capacidade de evitar, ou ndo evitar, determinados compostos
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