UNIVERSIDADE DE BRASILIA

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOLOGIA

Efeitos do defensivo agricola Glifosato no desenvolvimento de lagartos

do género Tropidurus (Squamata, Tropiduridae)

Larissa de Assis Ferreira

Brasilia

Agosto de 2021



UNIVERSIDADE DE BRASILIA

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOLOGIA

Efeitos do defensivo agricola Glifosato no desenvolvimento de lagartos

do género Tropidurus (Squamata, Tropiduridae)

Larissa de Assis Ferreira

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Poés-graduacdo em Zoologia,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da
Universidade de Brasilia, como parte dos
requisitos necessarios a obtencdo do titulo de

Mestre em Zoologia.

Orientador(a): Julia Klaczko

Brasilia

Agosto de 2021



Epigrafe

“...poderoso para mim ndo é aquele que descobre ouro.

Para mim poderoso é aquele que descobre as insignificancias (do mundo e as nossas).
Por essa pequena sentenca me elogiaram de imbecil.

Fiquei emocionado”.

Manoel de Barros — Tratado Geral das grandezas do infimo



Agradecimentos

Meus incontaveis agradecimentos nao envolvem apenas a construcdo desta
dissertacdo, vai muito além, e é com grande satisfacdo que carrego os lagos familiares
que construi durante essa jornada de dois anos. A comecar pela grande familia, o famoso
Anatoteam (LACV), e sua capacidade de acolher todos e todes. N&o existem palavras no
mundo que transmitam meu agradecimento a “mae” Julia Klaczko, vocé é uma
orientadora impecavel! Obrigada por toda ajuda académica e por ter aturado meus surtos
(com lagrimas) todas as vezes que pedras atravessaram meu caminho (falecimento do
projeto de pesquisa). Minha filha adotiva, Bela, muito obrigada por toda a dedicacdo com
0s animais, por todos os ensinamentos fotograficos, de edicédo, de tudo, vocé € incrivel e

sem defeitos, conte comigo sempre.

Aos irmaos, comecando pela Sara, a que chegou junto comigo e estamos até hoje
compartilhando das grandes alegrias e dos grandes perrengues que a pds-graduacdo
proporciona. Welington, que merece o prémio de maior trabalhador do LACV, me ajudou
com exatamente tudo, obrigada pelos auxilios no campo, nas gambiarras, nas fotos e nas
outras milhdes de coisas. Gabriel e Anderson, vocés foram minhas inspiracdes
académicas para tocar esse trabalho, obrigada por compartilharem as informacdes, dados,
dicas e tudo que pode auxiliar nessa jornada. Juliana, por me ajudar a enfrentar a
estatistica e pelos cuidados com os lagartos no biotério. Luisa, por ter se juntado a mim e
compartilhado das grandes ansiedades finais. A professora Verénica, pela ajuda com as
radiografias. E a todos os outros (muitos) irmdos académicos, obrigada por tudo! A vida
universitaria foi muito mais leve e divertida ao lado de vocés, espero que todos sejam

felizes. Saudades de aglomerar com vocés no LACV!

Agora a minha outra familia, meus pais, que sempre me apoiaram nas minhas
jornadas bioldgicas, obrigada por me proporcionarem o privilégio da educacao, da familia
e do amor no nosso lar. Meu irmdo que compreende 0 que € ser um estudante e

pesquisador brasileiro, obrigada por toda a ajuda na caminhada até hoje.

Por fim, agradeco aos avaliadores, Helga e José, por terem se disponibilizado e
aceitado contribuir com este trabalho. Ao apoio financeiro da CAPES, a equipe da
secretaria da pos-graduacéo e a coordenadora da zoologia, profd Angele, que nos auxilia

e representa com prontiddo e apoio.



Sumario

Sumario
L= 71 o U 6
1Y <L o S 7
Lo Lo [V ol Lo R 8
(0] ) 11 1 1V X TP 17
Material @ MELOAOS............ccoevvvriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisinisssssrssss s ss s s s s s s s s s s 18
Obtencdao e Manutengao das fEMEAS ......ccceuucirreeuiiiieenierreeneeereneneerenasessennssssennsesssennnes 18
Tratamentos dOS OVOS ......ccceeeieiiiiiiiiiieiiiieiiieieieiiieieieieieieiereieieieeeeeiererererererererereesmsmememeee 18
EMDriGes @ NEONALOS.......cciviiiiiiiiii s e 20
Identificagdo e descricao das anoMalias .......ccceuueirieeniiiiiieceiiieecer e s reennereennnessennsnenne 21
Medidas lineares e assimetria flutuante...........cccceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis e, 24
LT [ [ X 26
Mortalidade e viabilidade dos OVOS.........ccccveviii s 26
Taxas de aNOMAlias ......cceeeeeeieieiiiiiiiiiiiiiiieiiieiiiiiiieieieieieieeereeeeeeereeeeeeetetereeerseeesesesesesseneees 28
Pranchas NEONALOS ... s 32
Assimetria flUtUANTE .......cceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietirtttteeeceererecererereeererererererere e 41
L0 o Lo o PP 46
(00T T 17 o J 50
Referéncias BibliOgrafiCas..........cceuueeeuneereeneeevurereneserenneernnesenssessnssssnssesesssessnssssnnnns 51



Resumo
Efeitos do defensivo agricola Glifosato no desenvolvimento de lagartos do género
Tropidurus (Squamata, Tropiduridae)

Larissa de Assis Ferreira
Orientadora; Julia Klaczko

Resumo da Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pos-graduacdo em Zoologia,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade de Brasilia, como parte dos requisitos

necessarios a obtencédo do titulo de Mestre em Zoologia.

A intensa atividade agricola vem causando uma mudanca significativa no uso do
solo e alterando a cobertura terrestre natural. O Brasil possui uma area consideravel
destinada a agricultura, principalmente para o plantio de grdos, importante fonte
exportadora. Com o objetivo de melhorar a produtividade, muitos agricultores utilizam
agrotoxicos a fim de evitar pragas indesejadas, e compostos que tem como base 0
principio ativo glifosato sdo os mais vendidos. Apesar de ser aprovado pelas agéncias
sanitarias, 0 composto pode ser perigoso para 0s organismos ndo-alvos, principalmente
se usado em excesso e/ou misturado com outros quimicos. Sendo assim, nosso objetivo
foi investigar como esse composto afeta embrides e filhotes de Tropidurus torquatus,
uma espécie de lagarto com ampla distribuicdo no cerrado, bem como um alto grau de
sinantropia, que o torna ideal para estudos de desenvolvimento anormal. Para isso, 0s
ovos foram incubados em condicdes experimentais de contaminagdo. Posteriormente,
analisamos as taxas de mortalidade, anomalias e presenca de assimetria flutuante, pois
varios estudos sugerem que essa ¢ uma forma de medir o estresse ambiental, sendo um
indicador de perturbacdo. Em comparacdo aos dados de experimento controle (sem
agrotoxico), observamos maior taxa de mortalidade dos ovos submetidos ao
contaminante, assim como presenca de anomalias, perda de membros e niveis elevados
de assimetria flutuante. Nossos achados sugerem que essas mudangas na morfologia
podem afetar populagdes naturais, além disso, lagartos podem ser utilizados como
indicadores da qualidade ambiental, estimulando a evolugcdo de mais estudos que

envolvam o tema.

Palavras-chave: Tropidurus, glifosato, assimetria flutuante, desenvolvimento, estresse

ambiental.



Abstract
Efeitos do defensivo agricola Glifosato no desenvolvimento de lagartos do género

Tropidurus (Squamata, Tropiduridae)
Larissa de Assis Ferreira

Orientadora; Julia Klaczko

The intense agricultural activity has been causing a significant land use and land
cover change. Brazil has a considerable area destined to agriculture, the most of part is
for the planting of grains. To improve productivity, many farmers use pesticides to
prevent agricultural pests, solutions with glyphosate are the best sellers. Although
glyphosate has been approved by health agencies, the pesticide can be dangerous to non-
target organisms, especially if used in excess and/or mixed with other chemicals. Thus,
we investigate how glyphosate affects embryos and offsprings of Tropidurus torquatus,
a species of lizard with wide distribution in the Cerrado, as well as a high degree of
synanthropy, which makes it ideal for embryology and abnormal development studies.
The eggs were incubate in contaminated substrate containing pesticide. We analyzed
mortality rates, anomalies and fluctuating asymmetry, as several studies suggest that this
is a make to measure environmental stress, being an indicator of disturbance. We
observed a higher mortality rate of eggs placed to the contaminant, as well as the presence
of anomalies, loss of limbs and high levels of fluctuating asymmetry. Our findings suggest
that these changes in morphology can affect natural populations, in addition, lizards can
be used as indicators of environmental quality, promotion more studies involving the

subject.

Key-words: Tropidurus, glyphosate, fluctuating asymmetry, development, environmental

stress.



Introducéo

A dindmica da cobertura terrestre e 0 seu manejo é diretamente influenciado pelas

atividades antrdpicas (Deng et al., 2009). Compreender a ocupa¢do do espaco € um apoio

fundamental ao gerenciamento de recursos naturais como a avaliacdo de riscos

ambientais, ordenamento territorial, servigos ecossistémicos, entre outros (Cruz e Seabra,

2013). As alteracbes que ocorrem nas formas de uso do solo estéo relacionadas aos fatores

historicos, socioeconémicos e culturais, e geram impactos ambientais diretos ou indiretos,

como no clima, nivel do mar e perda da biodiversidade (Teixeira 2005). Dados do IBGE

(2018) mostram que a expansdo de areas agricolas tem modificado fortemente as

paisagens naturais, com um crescimento de 7,6% s6 no ano de 2018, totalizando 664.784

km2 de areas destinadas a agricultura (Figura 1).

Dinamica da cobertura e uso no terra no Brasil, 2000 - 2018
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Figura 1. Dinamica de cobertura e uso da terra no Brasil entre 0s anos de 2000 a 2018. Extraido
e adaptado de “Monitoramento da Cobertura e Uso da Terra no Brasil” Folder, 2020, Mapa

completo disponivel em:
<https://biblioteca.ibge.gov.br/visualizacao/livros/livli01703 folder.pdf>.
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Com a expansdo de éareas cultivadas no territorio nacional, a utilizacdo de
substancias quimicas sintéticas com propriedades pesticida tem se intensificado nos
ultimos anos, assim como a crescente producdo e exportacdo de insumos agricolas que
abrangem principalmente gréos e cereais (Pignati et al., 2017). O termo pesticida é
definido como toda substancia ou mistura capazes de destruir, repelir ou mitigar alguma
praga, estas que Sdo organismos que causam prejuizos as lavouras (Mahmood et al.,
2016). No Brasil, utiliza-se termos como pesticidas, defensivos agricolas, praguicidas,
entre outros, para designar os agentes quimicos destinados aos setores de producgéo
agricola (Lucchese, 2005). Entretanto, de acordo com a lei 7.802/89 que os apresenta
como “os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados
ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros
ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja
alterar a composicédo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres

Vivos considerados nocivos.” (Brasil, 1989. Art. 2; § 1, item A).

Atualmente o herbicida glifosato € o agrotoxico mais vendido no mundo (Figura
2), representando 60% do mercado mundial de herbicidas ndo-seletivos (Amarante Junior
et al.,, 2002). Apesar de ndo ser a responsavel pela sintetizacdo do glifosato, a
multinacional Monsanto foi a primeira a comercializar o Roundup, um herbicida a base
de glifosato (Clapp 2021). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) o glifosato é o pesticida mais utilizado no Brasil, somente em 2019 foram
vendidas mais de 200 mil toneladas do produto (Figura 2). O composto tem como
principal fungédo eliminar ervas daninhas, que nascem espontaneamente nas lavouras e

competem com a colheita de interesse (Yamada & Castro, 2007).

O glifosato é considerado um herbicida sistémico, ou seja, ele se movimenta pelo
floema e pelo xilema, suprimindo o crescimento das raizes e partes aéreas da planta
através da inibigdo da enzima enol-piruvil-shiquimato-fosfato-sintase (EPSPs). A EPSP
esta envolvida na sintese de aminoacidos aromaticos (tirosina, triptofano e fenilalanina).
Esses aminoacidos séo precursores de compostos que tém inimeras fungdes essenciais
nas plantas (Thompson et al., 2006). Os herbicidas inibidores da enzima EPSPs sdo
prontamente absorvidos pela folhagem das plantas e translocados no floema para os

drenos metabolitos (6rgdos de armazenamento, gemas) (Gruys & Sikorski, 1999). O
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blogqueio da sintese de EPSP, nessa via, resulta no acimulo de shikimato na planta e em
uma perda de aminoacidos aromaticos necessarios para producao de proteinas essenciais
para o crescimento de plantas. Essas proteinas formam outros compostos essenciais, tais
como hormdnios e flavonodides (Ross; Childs, 1996).

Em geral, o glifosato é vendido em concentracGes de 48% (m/v) e as doses
recomendadas pela Monsanto variam de 1,5 L/ha a 4,5 L/ha (Bromcomp, 2011). As
formulagcBes encontradas no mercado contém surfactantes, cuja finalidade é impedir a
formacéo de goticulas sob as folhas, auxiliando na eficiéncia de absorcéo pelas plantas
que sdo pulverizadas (Amarante Junior et al., 2002). Os compostos surfactantes mais
utilizados sdo as etilaminas, que por terem sua toxicidade comprovada, estd sendo

substituido nos altimos anos por outras formulacdes de menor risco (Martins et al., 2009).

Clorpirifés

Enxofre

Malationa

dicloreto de paraquate
Clorotalonil

Atrazina

Acefato

Mancozebe

2,4-D

Glifosato e seus sais

0.00 50.000.00 100.000.00 150.000.00 200.000.00 250.000.00

Figura 2. Os dez ingredientes ativos mais vendidos utilizados na agricultura, observa-se a
discrepancia no nimero de venda para o glifosato e seus sais, com cerca de 217 mil toneladas
vendidas no ano de 2019, segundo dados do IBAMA atualizados em agosto de 2020. Fonte: autor,
com base em dados disponiveis em <http://www.ibama.gov.br/dados-abertos>.

Quando o agrotoxico € aplicado nas lavouras, a parte que ndo é absorvida pelas
plantas, fica depositada no solo, a partir dai vem o processo de como o composto de
comporta no ambiente (Andrea et al., 2004). Segundo Locke et al. (2008) a permanéncia
do glifosato no solo é muito variavel, podendo sofrer os processos de degradacdo e
adsorcéo, no caso desta, a substancia permanece retida no solo, sem ser incorporado ao
meio. ApoOs 0 processo de adsorgédo, os residuos de glifosato permanecem no ambiente
por dias ou meses, dependendo das condi¢des do solo, como Ph, contetdo de carbono

organico e etc (Locke et al., 2008). A atividade microbiana utiliza os residuos do
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composto como fonte de energia, portanto, 0s microrganismos sdo0 0Ss principais

responsaveis pela degradacédo do glifosato no solo (Mattos et al., 2002).

Desde que foi introduzido no mercado, o uso do glifosato se tornou prética
frequente, uma vez que sua utilizacdo nas culturas se tem mostrado vantajosa em relagéo
a outros metodos de controle de plantas daninhas (Rodrigues & Almeida, 2005). Além
disso, com o advento das culturas resistentes ao glifosato, muitos fazendeiros estdo
aumentando o uso do herbicida, sem seguir rigorosamente os periodos de pausas e
quantidades corretas (Locke et al., 2008). Apesar de ndo apresentar bioacumulacéo, esse
uso indiscriminado do composto, ligado as interacbes com outros herbicidas e seus
surfactantes geram impactos negativos em organismos ndo alvos presentes na biota do
solo (Braibante, 2012; Battaglin et al., 2002).

Existem algumas evidéncias que confirmam a capacidade toxica do glifosato em
organismos nao alvos, por exemplo, gerando distarbios no comportamento de abelhas
(Balbuena, 2015; Herbert et al. 2014); afetando a reproducdo e desenvolvimento de
anelideos (Gaupp-Berghausen et al., 2015), crustaceos (Hartman & Martin 1984; Cuhra
et al. 2013; Dutra et al. 2011) e gastropodes (Tate et al. 1997). Em alguns experimentos
realizados com peixes, o glifosato foi capaz de alterar vias de sinalizacdo ligadas ao
estresse celular, alteracdes enzimaticas e hepaticas (Webster & Santos, 2015; Murussi et
al., 2016; Menéndez-Helman et al., 2012; Salbego et al., 2010). Em anfibios, o composto
ja apresentou genotoxicidade, anormalidades na cavidade oral, esquelética e atrasos no
desenvolvimento (Soloneski et al. 2016; Bach et al., 2016; Pérez-Iglesias et al. 2016;
Howe et al., 2004). O risco causado pelo glifosato também foi registrado em alguns
répteis, causando estresse fisiologico em Oligosoma polychroma (Carpenter et al. 2016),
e alteracGes embrionarias em Podocnemis unifilis (Hirano et al., 2019). Nos ambientes
préximos a grandes lavouras que utilizam o glifosato, algumas espécies de aves
apresentaram alteraces hormonais que afetaram a morfologia de 6rgaos reprodutores,
ligados a ecologia do processo de coorte e reproducéo (Linz et al., 1996; Santillo et al.,
1989; Oliveira et al., 2007). Em mamiferos esses distarbios ligados a aspectos
reprodutivos também foram examinados por Romano et al. (2010) utilizando

camundongos como modelo; além disso, foram encontradas alteracBes nas ceélulas
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hepaticas, renais e no pancreas de animais que foram submetidos a experimentos com

concentracdes elevadas de glifosato (Oliveira et al., 2007).

O Brasil é um dos paises que abriga 0 maior nimero de espécies de répteis do
mundo, dentro deste grupo, os lagartos se destacam pela sua extrema diversidade, com
mais de 5000 espécies ja registradas (Uetz, 2019). Apenas no cerrado, savana com maior
biodiversidade do mundo, ja foram listadas mais de 150 espécies (Azevedo et al., 2016).
Os lagartos apresentam uma ampla variedade morfologica e comportamental, ocorrendo
em diversos tipos de ambientes e explorando estilos de vida terrestres fossoriais,
arboricolas, sob rochas e proximos a corpos d’agua (Carvalho, 2013). Podendo ser presas
ou predadores, os lagartos ocupam posicGes-chave dentro da dinamica ecoldgica dos

sistemas naturais (Huey et al., 2009).

Por serem animais ectotérmicos, os lagartos dependem da variacdo da temperatura
ambiental para desempenhar seu metabolismo e desenvolver atividades fisiologicas
estaveis (Huey et al., 1982). Por exemplo, a modificacdo do habitat causada pelo homem
pode afetar negativamente estes animais, que estdo submetidos a novas condi¢des tendo
que se aclimatar (Hall & Warner, 2018). Esses habitas influenciam nas taxas de
mortalidade, alteram densidades populacionais e padrées no comportamento (Koenig et
al., 2002; Marzluff, 2001; Lowry et al., 2013). Nas ultimas décadas, estudos que
englobam os efeitos da temperatura ambiental sob os lagartos vém sendo alvo de
investigagBes. Ja foi registrado que o aquecimento influencia no forrageamento e
reproducdo (Huey et al., 2010); aumenta a taxa de mortalidade dos ovos e gera
malformacdes no desenvolvimento (Hall & Warner, 2018; Oliveira, 2019). Entretanto, é
recente a abordagem que analisa a susceptibilidade destes organismos a outros tipos de
alteracbes no habitat, como por exemplo, a expansdo de areas agricolas e
consequentemente o0 uso de compostos quimicos em lavouras (Verderame & Scudiero,
2019).

Os répteis geralmente sdo negligenciados nos relatorios de avaliacbes de riscos
ambientais, sob o ponto de vista que aves e mamiferos ja representam bem essas
estimativas (Weir et al., 2010). Apesar disso, as caracteristicas fisioldgicas unicas dos

répteis pressupdem que alguns pesticidas podem ser mais toxicos para os répteis do que
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outros grupos de animais (Campbell & Campbell, 2002). Dentro deste grupo, os lagartos
se destacam, pois, compreendem uma grande parte da diversidade de répteis, além de
estar presente em diversos ecossistemas, terrestre e aquatico (Brandt & Navas, 2011).
Estes animais sdo expostos aos pesticidas de vérias maneiras, como pela inalagdo
exposicao cutanea, ingestdo direta e transferéncia do meio externo para 0 ovo em caso

em ambientes de incubacédo contaminados (Carpenter et al., 2016).

Em uma revis&o recente que aborda a toxicidade de pesticidas em lagartos (Freitas
et al., 2020), os autores realizaram um levantamento das publicaces nesta temaética, de
2015 a 2020, onde apenas 3 trabalhos (18,75%) exploraram os efeitos de herbicidas em
lagartos. Formulacdes de glifosato foram testadas em Oligosoma polychroma, um lagarto
comum na Nova Zelandia. Simulando uma cobertura vegetal contaminada, os lagartos
poderiam escolher temperaturas mais quentes ou mais frias dentro do terrario, apos
algumas semanas, os resultados mostraram que 0s espécimes selecionaram temperaturas
significantemente mais altas, indicando um estresse fisioldgico (Carpenter et al., 2016).
Outro lagarto que apresentou toxicidade diante do composto contendo glifosato foi
Salvator merianae, desta vez os testes foram realizados durante a o desenvolvimento
embrionarios, 0s neonatos ndo demonstraram deficiéncias na morfologia, entretanto,
alguns testes apontaram danos iniciais a0 DNA, porém o sistema de reparo foi capaz de
reverter esses danos apds um tempo (Schaumburg et al., 2016). Ja em Eremias argus o
dano causado foi neurotdxico, onde os animais que estavam em um solo contaminado
apresentaram anormalidades nas enzimas que controlam atividades antioxidantes

indicando neurotoxicidade (Zhang et al., 2016).

Na regido centro-oeste do Brasil, o cultivo de soja geralmente acontece entre
setembro e dezembro (Figura 3), e as colheitas sdo feitas a partir de janeiro do ano
seguinte (Conab, 2019). Durante o periodo de cultivo, os agricultores aplicam inseticidas,
fungicidas e herbicidas, principalmente os que tem como ingrediente ativo o glifosato
(Moraes, 2019). Esse evento coincide com a estacdo reprodutiva de lagartos do género
Tropidurus torquatus (Wied, 1820), que se estende de agosto a fevereiro, onde as fémeas
de geralmente realizam uma desova de aproximadamente 5 ovos, podendo achegar até 10
(Wiederhecker et al., 2002). Os ovos sdao comumente encontrados em cavidades rochosas

e fendas cobertas com terra, bem como no préprio solo (Vitt & Goldberg, 1983).

13



PRIMAVERA VERAO OuTONO INVERNO
22/09 - 21/12 21/12-20/03 20/03 - 21/06 21/06 - 22/09

Out Nov Dez|Jan Fev Mar | Abr Mai Jun | Jul Ago Set
MT
MS
GO
DF

PianTio
mm COLHEITA
mmm PLANTIO/COLHEITA

Figura 3. Calendério de plantio de soja na regido centro-oeste do Brasil. Extraido e
modificado do Calendario de Plantio e colheita de grdos no Brasil 2019, fornecido pela
Companhia Nacional de Abastecimento. Disponivel em: <http://www.conab.gov.br>

A partir do momento em que 0s ovos sdo depositados no ambiente, os embrides
estdo susceptiveis as condi¢bes externas visto que Tropidurus torguatus produzem ovos
com a membrana da casca flexivel, o que permite a absorcdo de 4gua do substrato para
que o embrido possa completar seu ciclo embrionario com sucesso (Kiefer et al., 2008).
Durante esse processo, contaminantes presentes no solo podem ser transferidos do
ambiente externo para 0 ambiente interno do ovo, esse evento pode gerar efeitos

negativos, afetando o desenvolvimento saudavel do embrido (Schaumburg et al., 2016).

Esta é uma espécie que vém sendo amplamente estudada nas Ultimas décadas,
principalmente os aspectos como morfologia e evolugéo (Brandt et al. 2011; De-Lima et
al., 2019), reproducdo (Teixeira et al., 1999; Wiederhecker et al., 2002), fisiologia
(Bergallo & Duarte Rocha, 1993; Ribeiro et al., 2008) e outros. Popularmente conhecido
como calango, os individuos dessa espécie ocupam diversos tipos de ambientes, dentre
florestas e areas abertas como o cerrado brasileiro (Rodrigues, 1987). Além disso, nos
ultimos anos, a vulnerabilidade destes organismos a mudangas ambientais vem sendo

foco de alguns estudos (Piantoni et al., 2019; Oliveira, 2019).

Apenas um estudo com Tropidurus torquatus em &reas contaminadas com
agrotoxicos foi realizado até o0 momento. Almeida et al. (2021) observou que machos da

espécie apresentaram um menor volume dos testiculos, se comparados com individuos
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que ndo vivem em ambientes contaminados, sugerindo que 0s compostos podem afetar

na eficiéncia reprodutiva da espécie.

Quando fases criticas do desenvolvimento dos animais sao afetadas pelo estresse,
0 organismo pode apresentar fendtipos anormais, além disso, uma grande parte da
populacéo pode ser afetada quando o estresse € muito severo, afetando a estabilidade do
desenvolvimento dos individuos (Parsons, 1992). Essa estabilidade é a capacidade que o
organismo tem de lidar com as perturbagdes que afetam seu fen6tipo, que é geneticamente
pré-determinado, permitindo a manutencdo dos tracos mesmo em condi¢fes adversas,
assim, o organismo desenvolve a habilidade de produzir uma forma “ideal” (Markow,
1995; Palmer, 1994). A priori, a morfologia ideal de um organismo nao pode ser definida,
entretanto, observar a simetria de um organismo pode auxiliar no entendimento desta

busca por um modelo ideal de caracteres dos individuos (Palmer, 1994).

Desta forma é possivel relacionar as perturbacGes ambientais nas espécies e seus
efeitos na estabilidade do desenvolvimento através da simetria corporal dos organismos.
A simetria € uma configuracdo bésica da forma corporal, que se refere a um arranjo
regular das estruturas diante de um eixo corporal (Brusca & Brusca, 2007). Portanto as
caracteristicas morfologicas de ambos os lados de um animal bilateralmente simétrico
deveriam se desenvolver de forma idéntica, ja que sdo expressdes de um mesmo genoma
(Clarke, 1998). Caso isso ndo ocorra, pode haver um indicativo de que algum fator
genético esta afetando a estabilidade desse organismo, e esse fator pode estar relacionado
com a qualidade ambiental (Leary & Allendorf, 1989). Em animais bilaterais podemos
indicar trés tipos de assimetria: a flutuante (AF); direcional (AD) e a antissimetria (AT)
(Van Valen, 1962) (Figura 4).
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Figura 4. Distribui¢des mais comuns da diferenga entre os lados direito e esquerdo em

organismos bilaterais: a) assimetria flutuante, b) assimetria direcional, c) antissimetria.

Onde D - E, é a diferenca entre os lados direito (D) e esquerdo (E). Extraido e adaptado
de Palmer (1994).

A assimetria direcional acontece quando o desvio de uma caracteristica bilateral
é sempre maior em um lado do que em outro, onde o lado maior geralmente € 0 mesmo
em toda a populacéo, por exemplo, o coracdo de mamiferos (Van Valen, 1962). Esse tipo
de assimetria ilustra uma distribuicdo normal da frequéncia de medidas direitas e
esquerdas (D — E), essa diferenca entre os lados pode ser pequena, mas € sempre diferente
de zero (Palmer & Strobeck, 1986).

A antissimetria € uma situagdo menos comum, ocorre quando a assimetria €
presente, mas aleatoria, assim o lado que que se desenvolve mais é variavel, como por
exemplo os organismos destros e canhotos de uma populacédo (Van Valen, 1962). Neste
caso, a distribuicdo da frequéncia (D — E) segue o padrdo bimodal, com média igual a

ZEro.

A assimetria flutuante é a mais utilizada para medir a instabilidade do
desenvolvimento, dado que ela resulta na inabilidade de um organismo de se desenvolver
em um caminho precisamente determinado, isso pode refletir um estresse genético ou
ambiental como condi¢des extremas de temperatura, poluicdo, endogamia, entre outros
(Palmer, 1994, 1996; Parsons, 1962; Ancides & Marini, 2000). Como 0s possiveis
distdrbios responsaveis pelos erros na simetria sao aleatorios, a assimetria flutuante de
uma populacdo exibe uma distribuicdo normal da diferenca (D-E) e uma média igual a
zero (Palmer, 1994). Essa condi¢do pode afetar o fitness dos individuos de uma
populacéo, pois individuos simetricos indicam maior estabilidade e posteriormente maior
capacidade de lidar com condi¢6es adversas durante o seu desenvolvimento (Lopez et al.,
2002). Em lagartos, ja foi registrado que fémeas de Lacerta monticola tém preferéncia
por machos com menores taxas de assimetria flutuante, influenciando assim no sucesso
reprodutivo destes individuos (Lopez et al., 2002). Outra evidéncia da relacdo entre o
fitness e a assimetria flutuante é no caso de L. monticola, onde 0os machos que possuem
fémures assimétricos alcancaram uma menor velocidade de fuga do que lagartos mais
simetricos (Martin & Lopez, 2001).
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Por se tratar de um indicador de estresse para 0s organismos em perturbacao, a
assimetria flutuante pode ser um bom indicativo de bio-monitoramento e qualidade
ambiental, permitindo a visualizagdo de mudangas ambientais severas, que podem vir a

afetar populacdes de forma irreversivel (Silva et al., 2007; Schmeller et al., 2011).

Tendo em vista todos estas informacdes e fatores citados acima, acreditamos que
os efeitos do glifosato, quando presente e acumulado no solo podem gerar sequelas aos
embrides e neonatos de Tropidurus torquatus. Portanto, em nossos testes experimentais,
esperamos: (1) uma diminuicdo da taxa de natalidade dos ovos submetidos aos
tratamentos com o composto; (2) um aumento da taxa de assimetria flutuante nos
neonatos que nasceram sob estresse; (3) aumento na taxa de anomalias dos individuos;
(4) resposta dose-dependente ao estresse induzido pelo glifosato, ou seja, dosagens

maiores sdo mais nocivas aos individuos.

Objetivos

Tendo em vista a condicdo de estresse ambiental que os individuos de Tropidurus
torquatus podem sofrer com o uso dos agroquimicos, nosso objetivo geral neste estudo é:
avaliar possiveis alteracdes morfoldgicas e sequelas que o agrotoxico glifosato pode
causar nos embrides e neonatos, a partir do momento em que 0s ovos sdo colocados no

ambiente contaminado.
Sendo assim, nossos objetivos especificos sao:

- Avaliar a taxa de viabilidade e mortalidade dos ovos que foram incubados no solo
contaminado com glifosato, e comparar com ovos incubados em condic¢des controladas e

sem estresse;

- Observar e descrever as anomalias nos neonatos que nasceram sob estas condicdes; 0s

efeitos da exposicdo dos embrides ao glifosato

- Avaliar as taxas de assimetria flutuante como medida de estresse, analisando em

caracteres morfoldgicos.
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Material e Métodos

Obtencao e Manutencéo das fémeas

Foram obtidas 22 fémeas de Tropidurus torquatus, a coleta foi feita entre 0os meses
de outubro a dezembro de 2019, visto que esse periodo é registrado como a estacdo
reprodutiva da espécie (Wiederhecker et al., 2002.) A captura foi realizada nas areas do
campus Darcy Ribeiro da Universidade de Brasilia, Distrito Federal, Brasil, por meio de
busca ativa e captura manual com auxilio de vara de pesca adaptada com lago. Uma vez
capturadas, as fémeas foram levadas ao biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade de Brasilia.

No biotério, as fémeas foram colocadas em terrarios de dimensdo de 70x30x50
cm, até trés individuos em cada. Os terrarios foram forrados com areia lavada e
vermiculita, e umidificados diariamente. Alimentacdo era fornecida uma vez ao dia,
composta de baratas nubias e tenébrios molitores junto de suplementacdo de calcio e
vitaminas especificas para répteis e 4gua a vontade. Além disso, foram dispostas placas
de aquecimento nos terrarios e lampadas que ficavam ligadas por um periodo de 10h/dia.
Os terrarios foram checados diariamente durante todo o periodo de permanéncia das
fémeas, até 0 momento da desova. Apds a desova, 0s ovos foram retirados do terrario,

limpos e individualizados, e as fémeas foram soltas no campus onde foram coletadas.

O procedimento de coleta foi realizado sob licenca SISBIO/IBAMA (63226-2) e
a manutencao dos lagartos, assim como o tratamento dos embrides foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso Animal da UnB (CEUA 116/2017).

Tratamentos dos ovos

Os ovos foram aleatoriamente dispostos em um tratamento contendo diferentes
diluicdes de Glifosato Roundup original®: 1mg/L; 2,5mg/L e 5 mg/L. Obtidos a partir da
solucéo concentrada do composto e agua destilada. Essas diluigdes foram baseadas em
estudos de exposicao e efeitos a diferentes ativos agricolas em vertebrados (Mendonga et
al., 2016; Paganelli et al., 2010).
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Para minimizar o efeito genético da linhagem, os ovos foram aleatoriamente
alocados em um dos trés tratamentos descritos acima. Cada ovo foi colocado em um
recipiente plastico e identificado com o dia, més e ano da desova, além de conter as
iniciais da espécie e um numero ordinal com relagdo aos demais. Cada recipiente foi
preenchido com vermiculita e umidificada com 50ml de solugdo de Glifosato Roundup
original® e tampado. Por fim, os recipientes foram colocados na incubadora da marca
Premium Ecoldgica® (Figura 5) que permaneceu a uma temperatura constante de 30°C
preenchida com &gua para garantir a umidade constante e variagdes minimas de
temperatura no interior do equipamento. Os ovos foram checados diariamente a fim de

registrar os nascimentos (Figura 6).

Alguns dados nao publicados dos colaboradores Oliveira (2019) cedidos para fins
de comparacdo e analises neste estudo. Experimentalmente, o autor utilizou o aumento
da temperatura como fator estressante para os ovos, que foram incubados em simulando
projecdes de aquecimento global. Dentre os resultados, foram encontradas anomalias no
desenvolvimento causados pelo estresse do aumento da temperatura de incubacdo em
Tropidurus torquatus. Os dados dos ovos submetidos ao tratamento controle foram
utilizados nas analises deste presente estudo. Nesta situacdo os ovos foram incubados em
uma temperatura constante de 30°, uma vez que o estudo de ontogenia realizado para a

espécie (Rapp Py-Daniel et al., 2017) foi feito com essa temperatura.
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Figura 5. Chocadeira Premium Ecoldgica, mesmo modelo utilizada para incubagdo dos ovos a
30°.



Figura 6. Potes plasticos com a identificagé do individuo, data da oviposi(;é ea concéﬁt-ragéo
de glifosato utilizada na solucdo que foi aplicada no substrato (vermiculita).

Embrides e Neonatos

Assim que o nascimento foi observado, o recipiente com o neonato foi retirado da
incubadora e transferido para um novo recipiente plastico e levado ao Laboratério de
Anatomia Comparada de Vertebrados (IB/UnB). No mesmo dia do nascimento, 0s
animais foram eutanasiados utilizando solugéo de Tiopental 100mg/ml e posteriormente

fixados em solucdo de Formol 10%.

Foi estabelecido um prazo de 75 dias para 0 nascimento dos lagartos, tempo médio
de incubacéo registrado em estudos prévios (Rapp Py-Daniel et al., 2017). Os ovos que
ndo eclodiam dentro deste prazo, assim como aqueles que evidenciavam a morte do
embrido pelo aspecto do ovo (casca seca ou escura), foram retirados da incubadora. Com
auxilio de uma lupa Nikon®, esses ovos foram cuidadosamente abertos para verificar a
presenca ou ndo de embrido. Em caso positivo, o embrido foi retirado, fixado em solucgéo
de Formol 10% por 24 horas e depois transferidos para um tubo Falcon® preenchidos
com alcool etilico 70% e identificados. No caso dos embrides que ndo completaram seu
desenvolvimento, determinamos seu estadgio ontogenético de acordo com a tabela de

estagiamento descrita para a espécie (Py-Daniel et al., 2017). Sendo assim, em nosso
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experimento com o glifosato, foram submetidos, aleatoriamente, 47 ovos aos tratamentos
com as trés concentragdes de glifosato, 16 ovos na concentracdo de 1 mg/L; 15 ovos na
concentracédo de 2,5 mg/L e 16 ovos na concentragdo de 5Smg/L. A partir desse total de
ovos (Tabela 1; Figura 9).

Todos 0s neonatos obtidos foram fotografados com o uso da camera Canon® Eos
40D DS126171. As fotos foram editadas com o uso do Photoshop Adobe®. Os neonatos
foram radiografados com o uso de uma maquina de raio-x (Faxitron DX). Aléem de manter
a integridade do individuo, a obtencéo das radiografias foi de suma importancia para que
pudéssemos realizar as medidas lineares das estruturas 0sseas por meio de software

especifico.

Identificacéo e descricdo das anomalias

Para descrever as anomalias encontradas, as radiografias de cada individuo foram
cuidadosamente analisadas e comparadas com o individuo saudavel (Figura 7; Figura 8).
E os neonatos que apresentaram anomalias, estas foram nomeadas e descritas em uma
tabela. Utilizamos como referéncia e comparacdo, os dados ndo publicados de

colaboradores (Oliveira, 2019) e o estudo de Bell (2006) que classificou as anomalias em:

Leves: quando geram pouco ou nenhum comprometimento funcional da estrutura

do individuo.

Moderadas: quando as estruturas estdo comprometidas a ponto de gerar

desvantagens competitivas.

Severas: quando a anomalia torna o embrido invidvel e ndo ha o nascimento do

mesmo.

Para fins de comparagédo, utilizamos como exemplo um neonato sem anomalias,

representado pela prancha na Figura 7 e Figura 8.
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Figura 7. Vista dorsal (A), ventral (B) e radiografia do individuo 0032. Onde néo foi observada
nenhuma anomalia.

22



Figura 8. Ossos visualizados nas radiografias de Tropidurus torquatus, descritos com base
em Klaczko et al, 2019. VC: Vértebras cervicais; VT: Vértebras toracicas; VL: Vértebras
lombares; VS: Vértebras sacrais; VA: Vértebras caudais; Mec: Metacarpo; Ra: Radio; Ul:
Ulna; Um: Umero:; Fe: Fémur; Ti: Tibia; Met: Metatarso; Mx: Maxilar; Na: Nasal; PF: Pré-
frontal; De: Dentario; PO: P6s-orbital; Pa: Parietal; Qu: Quadrado; Oc: Occipital. Radiografia
do individuo 0032, onde ndo foi observada nenhuma anomalia.
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Medidas lineares e assimetria flutuante

Para avaliar a ocorréncia da assimetria flutuante, foram obtidas medidas de ambos
lados dos neonatos dos seguintes tracos: fémur, tibia, terceiro metatarso, umero, radio,
ulna, terceiro metacarpo (Figura 3). Esses caracteres foram escolhidos por demonstrarem
baixa plasticidade fenotipica, segundo Palmer e Strobeck (2013), ou seja, dificilmente
algum lado serd mais utilizado do que o outro, ou ird sofrer uma condi¢do micro ambiental
diferente. Além disso, sdo caracteres faceis de serem medidos, minimizando erros e
permitindo alta repetitividade. Os tracos dos individuos que apresentaram malformacGes
aparentes ndo foram medidos. Também foram tomadas as medidas de comprimento

rostro-cloacal, comprimento da cauda e largura da cabeca.

Todas as medigdes foram realizadas no software ImageJ (Schneider et al., 2012),
a partir das imagens de raios-x dos individuos fixados. O programa permite o usuario
realizar as medi¢cdes com a devida calibracdo em escala, transformando os pixels das
imagens em escala métrica (mm). Uma Unica pessoa registou todas as medidas, que foram
repetidas para cada traco mencionado acima, alternando entre lados direito e esquerdo.
Houve alguns dias de pausa entre a primeira e segunda contagem e a ordem dos espécimes
foram randomizadas, a fim de garantir a independéncia das contagens. Essa padronizacéao

visa diminuir possiveis erros de medicao.

Foi calculado, para todos os caracteres, o indice de assimetria (1A), para isso,
obtivemos o valor do lado direito do traco, menos o valor do lado esquerdo (IA = E-D,
onde D se refere ao lado direito e E ao lado esquerdo. Os valores de IA foram utilizados
para avaliar a distribuicdo dos dados, a partir do teste de normalidade Shapiro-Wilk. A
dependéncia do tamanho do trago foi examinada por regresséo linear dos valores do
indice de assimetria (IA) no CRC, para testar a dependéncia do tamanho total do corpo,

eem (D + E) / 2, para testar a dependéncia do tamanho do trago.

Para testar a presenca de assimetria direcional ou flutuante, foi realizada uma
analise de variancia — two-way ANOVA, utilizando os valores das medidas transformadas
em log, para cada um dos sete tracos. Foi definido o lado (esquerdo/direito) como fator
fixo, individuo como fator aleatorio e a interacéo entre os dois como um termo adicional.
Neste contexto, um efeito significativo do “lado” sozinho indica a presenc¢a de assimetria

direcional (DA). E a interacéo significativa entre lado e individuo, indica a existéncia de
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assimetria flutuante (FA). Como nossos resultados indicaram a existéncia de assimetria
flutuante (FA) em alguns tracos, nos calculamos um indice de assimetria individual para
cada caracteristica como a diferenca absoluta D — E entre a média transformada
logaritmica dos valores dos caracteres de cada individuo, assim (| log (lado direito) — log
(lado esquerdo) |).

A ANOVA de dois fatores foi realizada no software GraphPad Prism. E todas as

demais analises estatisticas foram realizadas no software R Studio.
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Resultados

Mortalidade e viabilidade dos ovos

Na analise do grupo de eemparagde CONTROLE foram incubados 34 ovos a
temperatura constante, dos quais 20,6% foram considerados inviaveis, ou seja, nao foi
encontrado embrido dentro do ovo que apresentou sinais de decomposicdo (casca
escurecida e fungo) (Figura 9). Dos 27 ovos considerados viaveis, apenas 2 foram abertos
antes do nascimento, pois 0 ovo apresentou sinais de morte do embrido. Todos 0s demais
25 ovos (73,53% - em relacdo ao total de ovos incubados) tiveram o desenvolvimento

completo.

Neste experimento com glifosato, dos 47 ovos analisados 51% foram
considerados inviaveis, sendo estes 0s que apresentaram aspecto de casca escurecida e/ou
presenca de fungo. Neste caso, 0s ovos foram descartados, pois ndo foi possivel encontrar
e/ou observar algum aspecto da anatomia do embrido. Isso pode ter ocorrido por acGes do

composto quimico no substrato, que seré discutido posteriormente.

Dos ovos tratados com glifosato 49% foram considerados viaveis, uma vez que
eclodiram ou encontramos a presenca do embrido mesmo em um estagio de
desenvolvimento muito inicial, neste Ultimo caso, 0 ovo apresentou as caracteristicas de
casca escura e/ou presenca de fungos. Dentre os ovos considerados viaveis, 13 deles
concluiram todos os estagios de desenvolvimento, gerando os neonatos (27,66% - em
relacdo ao total de ovos incubados). A partir destes individuos foram obtidas as medidas

lineares para a andlise de assimetria flutuante e posteriormente descricdo das anomalias.
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Tabela 1. Nimero de ovos viaveis e inviaveis e a quantidade de embrides e neonatos em cada
tratamento (controle — 30°C; glifosato concentragdo 1 mg/L; glifosato concentracdo)2,5 mg/L;
glifosato concentragdo 5 mg/L).

GRUPO OVOS VIAVEIS INVIAVEIS EMBRIOES NEONATOS
CONTROLE 34 27 7 2 25
GLIFOSATO 1 mg/L 16 6 10 2 4
GLIFOSATO 2,5 mg/L 15 6 9 3 3
GLIFOSATO 5 mg/L 16 11 5 5 6
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% I
0%
Controle Glifosato 1 mg/L Glifosato 2,5 mg/L Glifosato 5 mg/L

M Ovos vidveis M Ovos invidveis ® Taxa de nascimento

Figura 9. Porcentagens de ovos viaveis, invidveis, taxa de nascimentos em cada tratamento
(controle — 30°C; glifosato concentracdo 1 mg/L; glifosato concentragdo)2,5 mg/L; glifosato
concentragdo 5 mg/L).

27



Taxas de anomalias

Considerando todos os neonatos nascidos neste estudo, nds obtivemos 77% deles
com anomalias GENERICO variando entre leve e grave (Figura 10 e 11). No grupo
controle, dos 25 neonatos, 10 individuos (40%) apresentaram anomalias, sendo que 9
foram consideradas anomalias leves e apenas 1 anomalia moderada. No tratamento de
menor concentracao de glifosato (1 mg/L), foi observado que dos 4 neonatos, um néo teve
anomalia, um apresentou apenas anomalias leves e outros dois individuos apresentaram
anomalias moderadas. No segundo tratamento, com 2,5 mg/L de composto, todos os 3
neonatos apresentaram anomalias, 2 delas sendo moderadas, e outra grave. No tratamento
de maior concentracdo de glifosato (5 mg/L), dos 6 neonatos, n6s observamos 2
individuos sem anomalias; um com anomalia leve e outros 2 com anomalias moderadas.
O tipo e a descricdo das anomalias encontradas nos individuos submetidos ao tratamento
contendo concentracfes de glifosato foram sumarizados na Tabela 2. As anomalias
também podem ser observadas através das pranchas com as fotos da vista dorsal, ventral
e radiografias (Figura 12 a Figura 24).
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Figura 10. Taxa de anomalias encontradas nos neonatos em todos os tratamentos: controle;
glifosato 1mg/L; glifosato 2,5mg/L; glifosato 5mg/L.

INDIVIDUOS

16

14

12

10

(o]

)]

S

N

15

1

Controle

2
1 1 I
N
1 mg/L 2,5 mg/L

GRAUS DE ANOMALIAS

H Ausente M leve M Moderada M Severa

3
2 2
1. Nl
I ]

5 mg/L

Figura 11. Namero total de individuos sem anomalias, com anomalias leves, moderadas e graves
em casa um dos tratamentos: (Controle: 30 °C constantes; Glifosato: concentra¢des de 1 mg/L,
2.5 mg/L e 5 mg/L).
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No experimento com a concentracdo mais baixa de glifosato (1 mg/L) a taxa de
inviabilidade dos ovos e dos embrides, utilizando dados de mortalidade e anomalias, foi
maior do que comparado as demais concentra¢@es estudadas (Figura 1). Além disso, ao
contrario do que se imaginava, 0s neonatos submetidos ao tratamento com maior
concentracdo de glifosato (5 mg/L) foram os que apresentaram a menor taxa de anomalia
(Figura 2). Uma Gnica anomalia grave também ndo foi associada a maior concentracao
de composto usada, sendo observada na concentracdo média de glifosato (Figura 3).
Nossos experimentos sugerem que o efeito do glifosato no sucesso de nascimento e nas
taxas de anomalias é independente da dose aplicada, e com isso, em nossas analises de
medidas e assimetria flutuante, nds excluimos o fator dosagem e consideramos apenas

um grupo tratamento: glifosato.

Tabela 2. Neonatos e descri¢do das anomalias. Analisados a partir das fotografias de raio-x.

IDENTIFICACAO ANOMALIAS
Auséncia da ulna esquerda. Auséncia de 4 dos 5 metacarpos e
TT007
falanges do lado esquerdo. (Figura 12)
2,5 mg/L
TTOO8 Occipital irregular, ossificacdo incompleta do cranio.
1 mg/L (Figura 13)
Auséncia da ulna esquerda e direita. Auséncia de 4 dos 5
TT009 metacarpos e falanges de ambos os lados. Cauda deformada,
5 mg/L apresentando algumas vértebras fusionadas.
(Figura 14)
TTO11 Auséncia da ulna direita e todos os 0ssos metacarpos e falanges
2,5 mg/L direitos. Cauda deformada, apresentando algumas vértebras
fusionadas. Nasal e parietal irregular (deslocados para a
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TTO018
5 mg/L

TT025
5 mg/L

TT031
2,5 mg/L

TT0036
5 mg/L

esquerda). Ossos do quadrado malformados. ilio direito
deslocado.
(Figura 15)

Torcao no primeiro metacarpo esquerdo, causando deformacéo
nos demais e nas falanges. Occipitais reduzidos. Cauda
deformada, apresentando algumas vértebras fusionadas e
crescimento alterado pela ossificagdo irregular.

(Figura 16)

Vértebras da cauda irregulares, apresentando algumas vértebras
fusionadas, calcificacdo irregular e diferentes em tamanho.
Vértebras da coluna deslocadas para o lado direito. Torcao

lateral de todos 0s 0ssos do cranio (Parietal, nasal, maxilar, pré-
frontal, quadrados, esquamosal, pés-orbital, occipital). ilio

direito deslocado. Escapulas e costelas malformadas.
(Figura 17)

Reducdo dos 0ssos radio e ulna direitos. Cauda deformada.
Torcao lateral dos o0ssos do cranio (Parietal, nasal, maxilar).
Todos as vértebras com o processo espinhoso apresentam seu
eixo rotacionado para o lado direito. Malformacéo da cintura
pélvica. ilio malformado. Escapulas e costelas malformadas.
(Figura 19)

Occipital ausente
(Figura 21)
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TTO37
1 mg/L

TT039
1 mg/L

Pranchas neonatos

Ossificacdo incompleta do cranio, de forma que ooccipital e
parietal ndo sdo visiveis. Reducdo do Umero direito. Auséncia
do radio, ulna e todos os metacarpos e falanges do lado direito.

Escépula direita malformada.
(Figura 22)

Ossificagdo incompleta do créanio, de forma que ooccipital e
parietal ndo sdo visiveis. Irregularidades nos 0ssos nasal, pré-
frontal, pos-orbital, esquamosal e maxilar. Auséncia da ulna
direita e reducdo dos metacarpos e falanges direitos. Escapula
direita malformada.
(Figura 23)

Figura 12. Neonato de Tropidurus torquatus. TT007 (tratamento glifosato 2,5 mg/L). Vista
dorsal (A); ventral (B) e raio-x (C). Fonte: autor.
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Figura 13. Neonato de Tropidurus torquatus. TT008 (tratamento glifosato 2,5 mg/L ). Vista
dorsal (A); ventral (B) e raio-x (C). Fonte: autor.
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Figura 14. Neonato de Tropidurus torquatus. TT009 (tratamento glifosato 5 mg/L). Vista
dorsal (A); ventral (B) e raio-x (C). Fonte: autor.

Figura 15. Neonato de Tropidurus torquatus. TT011 (tratamento glifosato 2,5 mg/L). Vista
dorsal (A); ventral (B) e raio-x (C). Fonte: autor.
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Figura 16. Neonato de Tropidurus torquatus. TT018 (tratamento glifosato 5 mg/L). Vista
dorsal (A); ventral (B) e raio-x (C). Fonte: autor.

Figura 17. Neonato de Tropidurus torquatus. TT025 (tratamento glifosato 5 mg/L). Vista
dorsal (A); ventral (B) e raio-x (C). Fonte: autor.
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Figura 18. Neonato de Tropidurus torquatus. TT027. Ndo apresentou anomalias visiveis. Vista
dorsal (A); ventral (B) e raio-x (C). Fonte: autor.
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Figura 19. Neonato de Tropidurus torquatus. TT031 (tratamento glifosato 2,5 mg/L). Vista
dorsal (A); ventral (B) e raio-x (C). Fonte: autor.

Figura 20. Neonato de Tropidurus torquatus. Tt032. Nao apresentou anomalias visiveis. Vista
dorsal (A); ventral (B) e raio-x (C). Fonte: autor.

ol
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Figura 21. Neonato de Tropidurus torquatus. TT036 (tratamento glifosato 5 mg/L). Vista
dorsal (A); ventral (B) e raio-x (C). Fonte: autor.
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Figura 22. Neonato de Tropidurus torquatus. TT037. (tratamento glifosato 1 mg/L). Vista
dorsal (A); ventral (B) e raio-x (C). Fonte: autor.
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Figura 23. Neonato de Tropidurus torquatus. TT039 (tratamento glifosato 1 mg/L) Vista dorsal
(A); ventral (B) e raio-x (C). Fonte: autor.

Figura 24. Neonato de Tropidurus torquatus. TT043. Nao apresentou anomalias visiveis. Vista
dorsal (A); ventral (B) e raio-x (C). Fonte: autor.
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Assimetria flutuante

Ao avaliar a distribuicdo dos dados do indice de assimetria (IA) para 0 grupo
glifosato (Figura 25), os tracos fémur (Fig. 25A) e tibia (Fig. 25B), ndo apresentaram
normalidade, nestes casos observa-se o lado esquerdo recorrentemente maior que o lado
direito. Ja no grupo controle (Figura 26) tibia (Fig 26 B) e imero (Fig 26 F) também néo
apresentaram distribui¢cdo normal, observando o mesmo padrdo do lado esquerdo sendo
maior. Os valores de p do teste de normalidade Shapiro-Wilk podem ser visualizados na
Tabela 2. A regressao linear (Tabela 3), entre assimetria e 0 CRC e assimetria e tamanho

total do carater, revelou que o0s tracos metatarso, radio e metacarpo possuem dependéncia

do tamanho.
GLIFOSATO

Al fémur Al tibia Al metatarso

D _E - F ‘

0 2 0. U‘b 0 02 02 0 0 08 0 0 ‘J

Al rddio Alulna Al imero

G
O‘O 0 4
Al metacarpo

Figura 25. Histogramas de distribui¢do dos dados de indice de assimetria (1A) para cada traco
do grupo glifosato. A: fémur; B: tibia; C: metatarso; D: radio; E: ulna; F: imero; G: metacarpo.

41



CONTROLE

A .. B o
§
- 3
[
o~ <|7 —_— o~ ’—}
- L 1 o i
: : r - ; . r .
06 04 02 00 02 04 10 08 06 04 02 00 02 04 015 010 00
Al fémur Al tibia
© °
g« R
2 g o
® o
&

J o ’ r ; ;
r T T r T T 15 -10 05
06 04 02 00 02 04 0 08 10 05 00 05 10

Al rddio Alulna

0.15 0.10

0.00 005

Al metacarpo

0.10

015

00

Al imero

Figura 26. Histogramas de distribui¢do dos dados de indice de assimetria (1A) para cada traco
do grupo controle. A: fémur; B: tibia; C: metatarso; D: radio; E: ulna; F: imero; G: metacarpo.

Tabela 2. Teste de normalidade Shapiro-Wilk para a diferenca entre lado Direito e Esquerdo em
todos os tracos medidos: fémur, tibia, metatarso, Umero, radio, ulna e metacarpo, em ambos 0s
tratamentos, glifosato e controle. Valores em negrito mostram tragcos ndo normais.

TRACO p value glifosato p value controle
Fémur <0.001 0.29
Tibia <0.001 0.006
Metatarso 0.67 0.4
Umero 0.54 0.03
Radio 0.48 0.62
Ulna 0.19 0.49
Metacarpo 0.08 0.51
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Tabela 3. Resultados estatisticos obtidos da regressdo linear de |R —L |no CRCeem (R+ L)/
2 para todas as caracteristicas.

Traco CRC |E+D|/2
Fémur 0.108 0.6784
Tibia 0.8427 0.2243
Metatarso <0.05 <0.05
Umero 0.3428 <0.05
Radio <0.05 <0.05
Ulna 0.057 <0.05
Metacarpo <0.05 0.1805

A ANOVA de dois fatores, utilizada para explorar os efeitos do lado e individuo,
mostraram a presenca de assimetria direcional (DA) nos seguintes caracteres medidos do
grupo glifosato: fémur, tibia, metatarso, radio e ulna. No grupo controle, ndo houve

nenhum carater com a presenca de DA. (Tabela 3)

A assimetria flutuante (FA) foi detectada nos dois tratamentos, no grupo controle,
os caracteres fémur, tibia, radio e ulna apresentaram valores significativos na interagdo
“lado + individuo”. Ja no grupo glifosato, os valores dessa interacao foram significativos

para fémur, Umero, radio, ulna e metacarpo (Tabela 4).
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Tabela 4. Resultados obtidos a partir da analise two-way ANOVAs de modelo misto (lado = fator
fixo, individual = fator aleatdrio) em valores transformados em log, para todas as populagdes e
tracos separadamente. Efeito significativo (P <0.0001) de lado indica a presenga de assimetria
direcional (DA); e uma interacdo significativa entre lado e individuo, aponta a existéncia de
assimetria flutuante (FA).

Efeito individual Efeito do lado Interacéo

Populagdo | Traco df F P df F P df F P
Controle | Fémur 14 41.16 <0.0001 1 0.1938 0.6629 14 5962 <0.0001
Tibia 14 41.69 <0.0001 1 6.772 0.0142 14 15.47 <0.0001
Metatarso 14 11.37 <0.0001 1 7.774 0.0091 14 1.665 0.1180
Umero 14 1916 0.3622 1 0.5238 0.4748 14 1.146 0.3622
Radio 14 21.48 <0.0001 1 3436 0.0737 14 5.212 <0.0001
Ulna 14 108.1 <0.0001 1 14.15 0.0007 14 35.65 <0.0001
Metacarpo 14 36.2 <0.0001 1 0.7394 0.3967 14 3.854 0.0009
Glifosato | Fémur 12 185.1 <0.0001 1 28.73 <0.0001 12 7.956 <0.0001
Tibia 12 6.578 <0.0001 1 1689 <0.0001 12 0.9256 0.5369
Metatarso 12 44 <0.0001 1 6.254 0,2051 12 3.674 0.0027
Umero 12 147 <0.0001 1 5143 0.0326 11 79.26 <0.0001
Rédio 10 615 <0.0001 1 76.03 <0.0001 10 32.63 <0.0001
Ulna 7 719.6 <0.0001 1 4047 <0.0001 7 249 <0.0001
Metacarpo 7 3005 <0.0001 1 3.681 <0.0001 7 5745 <0.0001
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Com base no célculo de assimetria flutuante (FA), obtivemos o grafico (Figura
27) comparando o grau médio de assimetria flutuante dos tratamentos. Se observados 0s
tratamentos, o grau de assimetria flutuante ndo varia muito, entretanto a variagdo de AF
dentro de cada traco é grande. Também comparamos a varia¢ao do indice de assimetria
flutuante (1A) calculado para todos os tracos examinados, e observamos uma maior

variacdo no radio, ulna e umero (Figura 28).

FA @® Glifosato

0.15 H Controle

0.10

FA

0.05

0.00

-0.05

Fémur Tibia Metatarso  Umero Radio Ulna Metacarpo

Figura 27. Grau médio de assimetria flutuante dos tragos para os grupos glifosato (circulo) e

controle (quadrado).
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Figura 28. Boxplot de variacdo do indice de assimetria flutuante (IA) calculado para cada traco,

comparando tratamentos controle e glifosato.

Discussao

A expansdo das fronteiras agricolas na regido central do Brasil teve como
consequéncia o aumento do desmatamento, responsavel pela modificacdo de paisagens
naturais, aliado ao aumento no uso de agroquimicos, principalmente em culturas
resistentes aos herbicidas, como no caso da soja, fazendo com que a producéo e aplicacao
do glifosato seja intensa (Silva, 2013 Almeida et el., 2017). Por esse motivo, utilizamos
0 Roundup (herbicida a base de glifosato) em nossos testes, que além de ser 0 mais
comercializado, € um produto de facil acesso, sendo encontrado em sites de produtos

agricolas e lojas especializadas.

Estudos que avaliam os riscos do uso de contaminantes as populacfes naturais
ainda sdo incipientes, mas apesar de desafiadores, necessarios (Mahmood et al., 2016).
Além do que, os esquemas de conservacao global representam mamiferos e aves muito
melhor do que os répteis (Roll et al., 2017). Por isso, trabalhos como este que avaliam a

susceptibilidade de répteis as condi¢fes adversas sdo importantes fontes de material de
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apoio, visto que as ascensdes deste grupo nas pesquisas de biodiversidade vém crescendo

nos ultimos anos.

Sendo assim, investigar a toxicidade causada pelo glifosato em um lagarto tipico
do cerrado é uma forma de instigar a pesquisa acerca de como 0s contaminantes quimicos
agem em populacBes naturais de vertebrados. Além de ter uma ampla distribuicdo
geogréfica, Tropidurus torquatus é uma espécie encontrada em habitats naturais e
antropicos, podendo este ser um fator consideravel ao se avaliar o contato da espécie com

areas contaminadas com agrotdxicos.

Assim como em diversas espécies de répteis oviparos, as fémeas de Tropidurus
torquatus nidificam seus ovos diretamente no solo (Kiefer et al., 2008), portanto, nesse
momento os embrides podem ser expostos ao agroquimico através do solo contaminado.
T. torquatus possuem ovos com casca flexivel e permeavel, permitindo a absorcéo de
agua pelo ovo para completar o desenvolvimento embrionario (Gomides et al., 2013).
Atualmente, a forma como os pesticidas sdo absorvidos através da casca dos ovos é
desconhecida. Todavia, acredita-se que os poros presentes na casca sdo a “porta-de-
entrada”, ja que eles permitem a troca de gases e esse contato com o meio externo pode
ser explicado pelo fato de que a &gua entra em forma de vapor (Packard & Seymour,
1997).

Obtivemos uma consideravel taxa de mortalidade dos ovos e anomalias nos
neonatos mesmo aplicando o glifosato em concentragdes bem abaixo do recomendado
pela fabricante Monsanto. Somado a isso, o0s efeitos descritos mostraram-se
independentes da concentracdo do produto, 0 mesmo foi observado no estudo com o
lagarto teit, onde danos ao DNA foram relatados desde a menor das concentragdes
testadas (Schaumburg et al., 2016).

Alguns estudos feitos com outras espécies de répteis relataram que 0s ovos podem
absorver compostos quimicos contidos no solo, como no caso de tartarugas Chelydra
serpentina onde seis de dez pesticidas testados foram absorvidos pelas cascas que
estavam sob exposi¢do no solo contaminado (Cafias & Anderson, 2002; Marco et al.,
2004; Solla & Martin, 2011). A genotoxicidade encontrada em embrides de Salvator
merianae submetidos a pesticidas exemplifica que a contaminacdo também pode

acontecer através da casca do ovo em lagartos (Schaumburg et al., 2016), isso pode
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explicar a as anormalidades induzidas pelo glifosato encontradas em embrides de T.

torquatus testados neste trabalho.

Em algumas espécies de répteis, como é o caso de Caiman latirostris é possivel
determinar a viabilidade dos ovos através da visualizacdo de uma membrana opaca na
casca do ovo (Poletta et al., 2009). Todavia, isso néo se aplica a muitos lagartos, inclusive
T. torquatus. Desse modo, é possivel que alguns ovos poderiam ser inviaveis antes mesmo
do tratamento com o glifosato. Por outro lado, a quantidade de ovos invidveis que
observamos aqui excedeu os valores considerados normais em outros estudos que
envolvem estresse ambiental, como por exemplo a temperatura (Oliveira, 2019). E dos
ovos férteis, a porcentagem de neonatos também foi drasticamente reduzida.
Infelizmente, ndo existem muitos estudos que investigam a mortalidade de ovos de
lagartos em relacdo ao estresse agroquimico. Schaumburg et al., (2016) afirmam que
mesmo em tratamento com pesticidas, os ovos de Salvator merianae apresentam uma

taxa de inviabilidade considerada normal para a espécie.

Estudos mostram que em condicGes experimentais, € possivel investigar a
toxicidade de organismos que estdo em fase de desenvolvimento. Esse processo
ontogenético ocorre desde o momento em que o ovocito é fertilizado até onde o
organismo atinge sua forma madura, com suas funcdes estruturais e funcionais
desenvolvidas (Oliveira, 2019). O processo ontogenético é controlado por varios fatores,
a comecar pelas alteracdes celulares feitas por moléculas especificas que desencadeiam a
correta formacao dos tecidos e 6rgaos dos animais (Gilbert & Barresi, 2016).

Ja foram relatadas algumas alteracdes no processo de ossificacdo nos embrides de
Podocnemis unifilis, mudancas na forma do esqueleto de P. expansa e anomalias nos
membros de Caiman latirostris (Hirano et al., 2019; Carneiro, 2016; Latorre et al., 2012).
Além do que, expandir esse conhecimento ao avaliar outros grupos de organismos se

torna essencial para mitigar futuros impactos na biodiversidade.

A assimetria flutuante pode ter um grande potencial na funcao de indicar o bem-
estar dos organismos, porém, € necessaria muita cautela para que ndo ocorram “falsos-
positivos” nas andlises de AF, para isso, os cuidados nas medi¢des sdo prioridade (Palmer
e Strobeck, 2003). Estudos que buscam aperfeicoar e padronizar as metodologias séo

essenciais neste caso.
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Um erro de medicdo possivelmente foi encontrado ao avaliar a regresséo linear,
pois a assimetria revelou que alguns caracteres dependem do tamanho total do corpo e do
traco. 1sso sugere que as aplicagdes de outros indices de assimetria podem corrigir essa
dependéncia, porém para a aplicacdo desse metodo é essencial ter nimero amostral maior
(Palmer & Strobeck, 2003). O resultado do teste de normalidade apontou para assimetria
direcional nos tracos fémur e tibia do tratamento com glifosato e nos tracos tibia e tmero
no grupo controle. O histograma mostra um desvio para a esquerda. Esses resultados
foram confirmados pela anélise de two-way anova apenas para a tibia, que apresenta um
valor significativo no efeito do lado. Possivelmente isso deve estar relacionado ao baixo
N amostral, devido ao grande nimero de Obitos e altas taxas de anomalia nos membros
principalmente os anteriores, como radio, ulna e metacarpos. S0 necessarios estudos
futuros que analisem e procurem entender esse aspecto da lateralidade nos membros como

resultado de estresse.

Os membros anteriores foram os que apresentaram maiores flutuagGes nos valores
de AF e IA do traco separadamente. Esse dado condiz com outros estudos que avaliaram
a assimetria em membros de lagartos, e suporta a teoria de que membros mais
assimétricos geram mais custos para os individuos. Por outro lado, em alguns estudos, 0s
membros que apresentaram maiores flutuagdes nos indices assimétricos foram os
membros posteriores. Por exemplo, em lagartos Iberolacerta monticola, os machos com
fémures assimétricos ndo alcancaram velocidade de fuga, afetando assim a locomocéo
eficiente dos espécimes (Martin & LoOpez, 2001). Dessa forma, é possivel que os
caracteres que envolvam a locomogéo sejam de suma importancia para a sobrevivéncia e
sucesso reprodutivo de Tropidurus torquatus. Nos relatamos diferentes niveis de
assimetria de acordo com os diferentes tragos testados, isso indica que a assimetria

flutuante em um carater pode refletir sua importancia funcional (Evans et al., 1995).

A assimetria flutuante vem sendo explorada para que se obtenha um bom
indicador de estresse ambiental em populagGes de animais. Em lagartos, altos niveis de
AF foram associados principalmente a fragmentacdo de habitat (Soule et al., 1973),
populacdes insulares (Sarre, 1996), temperaturas de incubacdo elevadas (Qauall &
Andrews (1999) e poluicdo (Tull e Brussard, 2007). Entretanto, este é o primeiro trabalho
a investigar a associacdo entre assimetria flutuante em lagartos que vivem em solos

contaminados com quimicos agricolas. Sendo assim, este estudo pode se tornar um piloto
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para comecarmos essa investigacdo futuramente abordando uma amostra maior, com

outras espécies, localidades e compostos diferentes.

Algumas considerac6es podem explicar a complexidade apresentada pelos nossos
resultados de assimetria flutuante. A primeira delas, € a quantidade das medidas e N
amostral pequeno, onde as anomalias tiveram um forte efeito, interferindo nas medidas
dos tracos. Sabe-se que poucos caracteres selecionados e o tamanho pequeno da amostra
podem confundir e reduzir as potenciais relacdes com a assimetria flutuante. Assim,
alguns estudos ndo apoiaram a relacdo da assimetria flutuante como resultado de
condigdes ambientais, como por exemplo em Podarcis muralis, onde ndo houve variagcdo
de assimetria flutuante de caracteristicas testadas (Crnobrnja-lsailovic et al., 2005).
Padrbes ontogenéticos diferentes e tempo de desenvolvimento de assimetria também
podem interferir nesses resultados (Swaddle, 2003). Alguns ainda argumentam que a FA
apresenta um poder limitado para avaliar perturbacdes ambientais, exigindo outras
ferramentas para complementé-la, como estudos da estrutura genética das populacGes
(Leary & Allendorf, 1989).

Concluséao

Em nosso conhecimento este estudo o primeiro estudo que avalia a toxicidade do
herbicida glifosato no desenvolvimento de individuos dos lagartos de Tropidurus
torquatus. Concluimos que o composto influencia negativamente, independente da dose,
a sobrevivéncia dos embrides e pode levar a um aumento nas anomalias, como observado
nos neonatos radiografados. Apesar de ndo obtermos resultados conclusivos quanto a
assimetria flutuante como um indicativo de estresse, nossos resultados que expde a taxa
de mortalidade e presenca de anomalias ja sdo pressupostos iniciais de que o glifosato
afeta negativamente os individuos. Mais uma vez indicando que é necessario aprofundar
estas analises utilizando uma amostra maior, a fim de compreender a assimetria flutuante
como um método seguro e definitivo para medir o estresse ambiental. Por fim, detectamos
que nossos resultados podem auxiliar na construcdo de novos estudos que avaliam a
perturbacdo ambiental em populagdes naturais de lagartos, principalmente porque os
estudos que avaliam impactos das atividades antropogénicas em ecossistemas naturais

estdo em ascensdo nos ultimos anos.
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