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1. INTRODUCAO

Austrolebias nigrofasciatus Costa & Cheffe, 2001 € uma espécie de agua
doce pertencente a familia Rivulidae, ordem Cyprinodontiformes. As espécies
que constituem a familia possuem elevado grau de endemismo e estdo, em sua
maioria, ameacados de extincdo (COSTA, 1998). Sdo conhecidos popularmente
como peixes anuais, visto que ocorrem em pocas alagaveis que secam durante
certos periodos do ano. Neste ambiente estdo sujeitos a grandes oscilacdes
diarias de variaveis como pH, oxigénio dissolvido e principalmente temperatura,
que chega a apresentar gradientes de até 20°C em um dia. Para tolerar estes
ambientes € exigido elevado gasto energético, provavelmente proximos dos
limites térmicos. Dentro desse contexto, as populacfes de Rivulidae estdo mais
susceptiveis aos danos causados pelo processo de aquecimento global. Sendo
assim, trabalhos que investigam as a¢Oes da temperatura sobre a fisiologia de
Rivulidae possuem relevancia para a conservacao do grupo. A temperatura critica
maxima (CTMax) é uma ferramenta que pode ser utilizada para o estudo do
desempenho térmico de peixes. Representa a temperatura limite a qual um
individuo pode ser exposto apOs elevacao térmica gradual antes de morrer
(RIBEIRO et. al. 2012).

O Rio Grande do Sul possui forte tradicdo em monoculturas empregando
agrotoxicos, 0s quais acabam por gerar degradacdo e descaracterizacao
ambiental. O Roundup® é o agrotéxico mais vendido no mundo e um dos mais
utilizados na regido para o controle de plantas daninhas. Possui em sua
formulacédo o glifosato como principio ativo, acompanhado de adjuvantes. Sua
acado é nado seletiva e pos-emergente, inibindo uma enzima comum a todos 0s
vegetais (WOODBURN, 2000; HELANDER; SALONIEMI; SAIKKONEN, 2012). No
gue se relaciona a vertebrados, algumas acdes deletérias ja foram comprovadas,
sendo elas: desregulacdo endocrina, causada pela acdo do glifosato (WALSH et
al., 2000), e aumento do estresse oxidativo causado por componentes adjuvantes
(CAVALCANTE; MARTINEZ; SOFIA, 2008).

Em sintese, a temperatura € uma caracteristica ambiental de extrema
importancia para os peixes anuais. Levando isto em consideracéo, este trabalho
objetiva estudar a acdo do herbicida Roundup® sobre a resisténcia térmica de A.
nigrofasciatus, em busca de dados relevantes para estratégias de conservacao do

grupo.
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2. METODOLOGIA

Animais experimentais

Os embrides utilizados no experimento foram obtidos através da desova de
5 casais de A. nigrofasciatus coletados em um charco no Campus Capéo do Leao
da Universidade Federal de Pelotas, sob licenca do IBAMA/ICMBIo (no. 15108-1).
Todos os embrides se encontravam no mesmo estagio de desenvolvimento
(estégio 43, pré-eclosao) (WOURMS, 1972).

Tratamentos

Foram utilizados dois tratamentos, um controle (n=12) com embrides que
nao passaram por exposicao e um segundo tratamento (n=9) no qual os embrides
foram expostos durante 96h a uma concentragédo de 1ppm de Roundup Transorb
R®. Ambos os tratamentos foram divididos em repeticdes que continham trés
embrides cada. O controle continha quatro repeticbes e a exposicao trés
repeticoes.

Desenho experimental

ApoOs 96h de exposicdo, cada embrido foi individualmente colocado em
uma placa de petri contendo 14mL de 4gua a 20°C. Em seguida, a placa contendo
0 embrido era posta em um estereomicroscépio para obtencdo do CTMax. A taxa
de aquecimento da dgua era anotada a cada 30 s.

Obtencéo do CTMax

A CTMax de cada embrido foi obtida a partir do aquecimento fornecido pela
lampada de um estereomicroscépio (1,3 °C/minuto+0,4). Para tal, o equipamento
permanecia ligado até alcancar a temperatura constante de 56°C (temperatura
maxima fornecida pela luz do estereomicroscopio) para que entao fosse iniciado o
aquecimento dos embrides. Os animais eram aquecidos até que se observasse
auséncia de batimentos cardicos (através do estereomicroscépio) por 5 s
(endpoint). Confirmado esse fato, a temperatura na qual o embrido se encontrava
era anotada (CTMax) e o embrido retornava para agua a 20°C. As observacoes
foram realizadas em testes cegos onde o observador (mesmo pessoa durante
todo o experimento) ndo sabia qual era o tratamento nem tinha acesso a
temperatura na qual a a4gua se encontrava. O intuito do teste cego foi de
minimizar os efeitos do observador sobre os resultados, visto que a interpretacéo
do endpoint envolve analise subjetiva.

Analise estatistica

Os dados sao apresentados na forma de média + desvio padrdo. Os dados
referentes as taxas de aquecimento foram testados mediante ANOVA (uma via),
apos terem sido feitos os testes de Kolmogorov-Smirnov (normalidade) e Levene
(homogeneidade da variancia). Diferencas significativas entre médias foram
determinadas pelo emprego do teste Post Hoc Unequal N HSD. Os dados acerca
das CTMax foram testados a partir de testes t e correlacdo de Person. Toda as
anélises do trabalho foram feitas a partir do programa Statistica 7.0®. Todos os
testes foram considerados sob um nivel de significancia de 95% (p<0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Taxas de aguecimento

As taxas de aquecimento, tanto entre cada repeticdo quanto entre cada
tratamento, ndo apresentaram diferenca estatistica. Pode-se concluir, portanto,
que as diferencas observadas entre os tratamentos ndo foram provocadas por
variacbes nas taxas de aquecimento experimentadas por cada embrido, mas sim
pela exposicdo em si. Tal cuidado em relacdo a diferencas nas taxas de
aguecimento se relaciona ao fato de que a intensidade dos aquecimentos pode
acabar por influenciar na CTMax (RIBEIRO et. al. 2012), sendo entdo um fator de
confuséo para a metodologia.

CTMax dos embrides

As CTMax médias do grupo controle e da exposicao foram 38,20+1,26°C e
36,12+1,09°C respectivamente e demonstraram correlacdo negativa em relagcéo
aos tratamentos (Correlagcdo de Person: r = -0,671; p = <0,001), além de terem
sido estatisticamente diferentes entre si (teste t: t=3,947; p = <0,001). Apesar de
nao terem sido encontradas diferencas significativas entre as taxas de
aguecimento, estas influenciaram os grupos controle (Correlacdo de Person: r = -
0,320; p = <0,001) e exposicao (Correlacédo de Person: r= -0,75; p = <0,001) em
intensidades diferentes.

As acdes conhecidas do Roundup® sobre a fisiologia de vertebrados se
relacionam a desregulacdo da esteroidogenese e diminuicdo na atividade de
enzimas antioxidantes (WALSH et al., 2000). O estresse oxidativo também esta
relacionado com a elevacdo da temperatura. Sob temperaturas mais altas, os
processos metabdlicos das células ocorrem com maior intensidade, gerando
assim, uma maior quantidade de radicais livres. Estes residuos metabdlicos
podem gerar efeitos deletérios sobre diversos mecanismos celulares (MADEIRA
et al. 2013).

Possivelmente a acédo deste herbicida na CTMax relaciona-se com o
processo de estresse oxidativo a partir da diminuicdo na producéo e atividade de
enzimas antioxidantes (MODESTO; MARTINEZ, 2010), assim como 0 aumento na
peroxidacdo da plasmalema (BREUKELEN et al., 2010). Danos nesta estrutura
podem restringir a capacidade de ajuste de fluidez e permeabilidade de
membrana (PODRABSKY; SOMERO, 2004). Dessa forma, a resisténcia térmica
de organismos ectotérmicos pode ser prejudicada.

4. CONCLUSOES

Pensando na importancia ecolégica que a tolerancia térmica desses animais
possui e as a¢des demonstradas do Roundup® nesse processo, conclui-se que
este herbicida, mesmo em baixas concentragdes e sob curto tempo de exposicao,
pode agir diminuindo o “fitness” de populacdes de Rivulidae por alteracbes em
sua capacidade em lidar com estresse térmico, fator essencial para o sucesso
adaptativo dessas espécies.
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