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RESUMO

As pressdes ocasionadas pela exposicao a residuos de herbicidas advindos, principalmente, de
atividades agricolas, concomitantemente a outros fatores estressores de origem antrdpica,
como o aumento de temperaturas globais associado ao aquecimento global, formam o que
chamamos de ambientes “multi-estressores”. Diversos trabalhos tém revelado que entre os
organismos “ndo-alvo” de ecossistemas aquaticos continentais, Iénticos e loticos, fortemente
impactados por cendrios multi-estressores, estdo as macroalgas, reconhecidas como um dos
principais produtores primarios de riachos. Partindo deste panorama geral, o presente estudo
avaliou o efeito de cenarios multi-estressores especificos sobre as respostas fotossintéticas de
espécies de macroalgas l6ticas, com a suposi¢ao possiveis impactos negativos sobre a resposta
fotossintética das macroalgas. Assim, cinco espécies de macroalgas pertencentes aos Filos
Chlorophyta e Rhodophyta, foram expostas a combinagdes de dois cenarios de aquecimento
global, projetados a partir do 6° Relatorio de Avaliacdo do Painel Intergovernamental de
Mudangas Climaticas (SSP2-4.5 e SSP5-8.5), e a trés concentragdes nominais (0.28, 3.5 ¢ 6.0
mg.L") da formulagdo comercial de um herbicida a base de glifosato (Roundup®). Apds sete
dias de exposicdo, foram avaliados trés parametros fotossintéticos obtidos através da técnica
da fluorescéncia da clorofila a, sendo eles: i) Y(II) rendimento quantico efetivo, ii) Y(NO)
rendimento da perda de energia ndo fotoquimica nao regulada, iii) Y(NPQ) rendimento da
perda de energia ndo fotoquimica regulada. As respostas das macroalgas analisadas foram
espécie-especificas. Os resultados apresentados pelas macroalgas verdes sugerem nenhum
efeito ou pouco sobre a eficiéncia fotossintética, neste caso associado principalmente a
tratamentos com as combinagdes mais severas dos fatores (redugdo de “Y(II)”), com algum
estresse fisiologico (reducao de “Y(NPQ)” e aumento de “Y(NO)”). A espécie de macroalga
vermelha, Compsopogon caeruleus, registrou maior sensibilidade dessa espécie algal frente
aos cenarios multi-estressores, uma vez que a exposi¢do ocasionou reducdo da eficiéncia
fotossintética e estresse fisiologico. Os resultados para as macroalgas do Filo Chlorophyta
indicam que para estas espécies os cenarios multi-estressores nao produziram efeitos danosos
significativos sobre as respostas fotossintéticas, refutando a hipdtese inicial do trabalho.
Nestes casos, € possivel que as amostras, coletadas em riachos em areas urbanizadas e/ou na
vizinhanga de campos de cultivo agrondmico, possam ter desenvolvido algum grau de
tolerancia, ou mesmo resisténcia, por exposicdo prévia a condigdes multi-estressoras
semelhantes as testadas. Por outro lado, Compsopogon caeruleus, uma espécie de macroalga
lotica pertencente ao Filo Rhodophyta, revelou ser fisiologicamente mais suscetivel aos
impactos aos quais foi submetida do que as espécies de algas verdes testadas, mesmo também
tendo sido coletada em um riacho impactado antropicamente. A diferenga observada no
comportamento dos parametros fotossintéticos entre as algas verdes e a alga vermelha
investigadas sugere que a eficiéncia fotossintética das macroalgas l6ticas deva ser
multifatorial, incluindo fatores ecoldgicos somados a aspectos filogenéticos e
espécie-especificos.

Palavra-chave: ecotoxicologia aquatica; ecossistemas l6ticos; herbicidas; aquecimento
global; macroalgas de riachos; fotossintese; resisténcia/tolerancia; algas verdes; algas
vermelhas; ambientes multi-estressores.



ABSTRACT

The pressures caused by exposure to herbicide residues, mainly from agricultural activities,
together with other stressors of anthropogenic origin, such as the increase in global
temperatures associated with global warming, form what we call “multi-stressor”
environments. Several studies have revealed that among the “non-target” organisms of
continental, lentic and lotic aquatic ecosystems, strongly impacted by multi-stressor scenarios,
are macroalgae, recognized as one of the main primary producers in streams. Based on this
general overview, the present study evaluated the effect of specific multi-stressor scenarios on
the photosynthetic responses of lotic macroalgae species, assuming possible negative impacts
on the photosynthetic response of macroalgae. Thus, five species of macroalgae belonging to
the phyla Chlorophyta and Rhodophyta were exposed to combinations of two global warming
scenarios, projected from the 6th Assessment Report of the Intergovernmental Panel on
Climate Change (SSP2-4.5 and SSP5-8.5), and to three nominal concentrations (0.28, 3.5 and
6.0 mg.L-1) of the commercial formulation of a glyphosate-based herbicide (Roundup®).
After seven days of exposure, three photosynthetic parameters obtained through the
chlorophyll a fluorescence technique were evaluated, namely: i) Y(II) effective quantum
yield, ii) Y(NO) yield of unregulated non-photochemical energy loss, iii) Y(NPQ) yield of
regulated non-photochemical energy loss. The responses of the analyzed macroalgae were
species-specific. The results presented by green macroalgae suggest no or little effect on
photosynthetic efficiency, in this case associated mainly with treatments with the most severe
combinations of factors (reduction of “Y(II)”’), with some physiological stress (reduction of
“Y(NPQ)” and increase of “Y(NO)”). The red macroalgae species, Compsopogon caeruleus,
recorded greater sensitivity of this algal species to the multi-stressor scenarios, since the
exposure caused a reduction in photosynthetic efficiency and physiological stress. The results
for macroalgae of the Chlorophyta Phylum indicate that for these species the multi-stressor
scenarios did not produce significant harmful effects on the photosynthetic responses, refuting
the initial hypothesis of the study. In these cases, it is possible that the samples, collected in
streams in urbanized areas and/or in the vicinity of agronomic crop fields, may have
developed some degree of tolerance, or even resistance, due to previous exposure to
multi-stressor conditions similar to those tested. On the other hand, Compsopogon caeruleus,
a species of lotic macroalgae belonging to the Rhodophyta Phylum, was physiologically more
susceptible to the impacts to which it was subjected than the green algae species tested, even
though it was also collected in a stream that had undergone anthropogenic impact. The
difference observed in the behavior of the photosynthetic parameters between the green algae
and the red algae investigated suggests that the photosynthetic efficiency of lotic macroalgae
must be multifactorial, including ecological factors in addition to phylogenetic and
species-specific aspects.

Keywords: aquatic ecotoxicology; lotic ecosystems; herbicides; global warming; stream
macroalgae; photosynthesis; resistance/tolerance; green algae; red algae; multi-stress
environments.
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INTRODUCAO GERAL

A economia brasileira possui forte influéncia do setor do agronegocio, a ponto do
setor representar, no ano de 2022, 24,8% do produto interno bruto (PIB), segundo o Centro de
Estudos Avancados em Economia Aplicada (Cepea 2022). Os avangos tecnoldgicos na
agricultura, acompanhados do desenvolvimento e uso de plantas geneticamente modificadas,
sdo fatores que influenciaram na intensificacdo das atividades agricolas ao redor do mundo.
Uma das consequéncias da expansdo agricola mundial foi o aumento na comercializac¢do e uso
dos agrotoxicos (pesticidas, inseticidas, praguicidas, biocidas, acaricidas, nematicidas,
defensivos agricolas etc.), utilizados para o melhoramento da produtividade das espécies de
interesse comercial. De maneira geral, todos os agrotdxicos, embora apresentem diferencas
quanto a composi¢ao e aos seus mecanismos de a¢cdo, buscam eliminar agentes que sdo tidos
como prejudiciais a producdo agricola, como por exemplo microrganismos, animais ou
plantas patogénicas ou que possam competir por recursos com as espécies que estdo sendo
cultivadas (Mascarenhas et al. 2020; Amaro et al. 2021). Certamente, entre os pesticidas mais
utilizados no mundo estdo os herbicidas que tem como ingrediente ativo a substancia
N-(fosfonometil) glicina, popularmente chamado de glifosato (Kruse et al. 2000).

Até meados da década de 1990, a aplicagdo de herbicidas a base de glifosato no
controle de pragas agricolas era limitada pela sensibilidade das plantas cultivadas a esta
substancia, tornando o seu uso questionavel do ponto de vista econdOmico uma vez que
destruia toda a vegetacdo da area aplicada (Kruse et al. 2000). Entretanto, a partir de meados
da década de 1990, a capacidade de identificar e transferir genes que conferem resisténcia a
esses agrotoxicos, possibilitou que os cultivos de interesse comercial fossem geneticamente
manipulados e, entdo, passassem a se tornar resistentes aos herbicidas a base de glifosato
(Kishore e Shah 1988; Kruse et al. 2000). Assim, com o surgimento das sementes
transgénicas, inicialmente, de soja, milho e algodao, ¢ que os herbicidas a base de glifosato
passaram a ser utilizados em larga escala e atingiram o topo da lista de pesticidas mais
utilizados no Brasil e no mundo (Rigotto et al. 2014). Considerando esse recorte historico, a
partir de 1996, com a introdugdo das plantas tolerantes ao herbicida e a expansdo das
possibilidades de seu uso, a adog¢do desse principio ativo na pratica agricola foi fortemente
impulsionada ganhando uma impressionante escala global, a ponto de, atualmente, ser
produzido comercialmente em mais de 140 paises (Kruse et al. 2000; Benbrook 2016;

Landrigan e Belpoggi 2018). Nos EUA, o uso de herbicidas a base de glifosato aumentou 15
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vezes entre 1992 e 2012 (USGS, 2015; Lasier et al. 2016) e no Brasil, durante os anos de
2009 a 2017, permaneceu em primeiro lugar no ranking de ingredientes ativos relativos a
agrotoxicos mais vendidos no pais (Teixeira et al. 2019). Embora amplamente utilizado no
controle de vegetagdes indesejadas no ambiente agricola, segundo Giesy et al. (2000), seu
uso também ¢ empregado em jardins ornamentais, em ambientes industriais, no controle de
ervas daninhas aquaticas e no manejo de ervas daninhas residenciais.

Herbicidas formulados a base de glifosato, produzidos e distribuidos mundialmente,
variam em sua composi¢ao quanto a concentracao do principio ativo e a presenga e natureza
de substancias adjuvantes utilizados a fim de potencializar sua eficiéncia, com destaque aos
surfactantes (Kruse et al. 2000; Howe et al. 2004; Annett et al. 2014). Sdo classificados como
sistémicos, nao seletivos, de amplo espectro e pods-emergentes, comumente aplicados em
superficies foliares para o controle de mais de 160 espécies de ervas-daninhas que sao
tratadas como sendo pragas agrondmicas, pois competem por recursos com as espécies
cultivadas de interesse comercial (Kruse et al. 2000; de Araujo et al. 2023). Herbicidas a
base de glifosato afetam tanto monocotiledoneas como dicotiledoneas, e atuam fortemente
nas raizes, aumentando o controle das partes responsaveis por reprodugdo vegetativa
(Boerboom e Wyse 1988; Amarante Junior et al. 2002; Annett et al. 2014). Uma vez no solo,
o glifosato possui alta adsor¢do aos coloides, ao mesmo tempo que a sua degradacdo ¢
rapidamente feita por bactérias especificas. O resultado da degradagdo bacteriana do
glifosato leva a a formagdo de metabdlitos intermediarios, como o aminoacido glicina,
formado pela quebra da ligacdo C-P, e o aminometil fosfonato (AMPA), resultado da
clivagem da ligagao carboximetil C-N (Dyer 1993; Padgette et al. 1996; Kruse et al. 2000).

Sua absor¢do pela camada cuticular cerosa presente nas folhas das plantas pode ser
influenciada por diferentes fatores como area da superficie coberta, a concentracao aplicada,
as espécies de plantas e as condigdes de crescimento presentes na area aplicada, os aspectos
climaticos, além da integridade e composi¢ao da camada cuticular cerosa foliar (Kirkwood
1987; Giesy et al. 2000; Kruse et al. 2000). De fato, um fator muito importante na modulacao
da absor¢ao do glifosato pelas plantas estd justamente relacionado com as caracteristicas da
camada cuticular cerosa foliar, dada a baixa afinidade lipidica do glifosato. Esta € a principal
razdo para a adi¢do de adjuvantes nas formulagdes comerciais dos herbicidas a base de
glifosato, uma vez que estes compostos, sendo as aminas polietoxiladas (POEA) a classe de
adjuvante mais comumente utilizada, agem reduzindo a tensdo superficial existente entre a

superficie foliar e o produto pulverizado, tornando essas superficies mais hidratadas e
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aumentando sua absorc¢do (Giesy et al. 2000; Bringolf et al. 2007; Annett et al. 2014; Oliveira
et al. 2016). Uma vez absorvido, o glifosato pode ser transportado pelo xilema, mas
principalmente pelo floema (Franz et al. 1997; Giesy et al. 2000), geralmente por via
simplastica (Kruse et al. 2000).

Nas plantas, os herbicidas a base de glifosato podem afetar os processos de producao
de compostos essenciais, metabolitos fotossintéticos e na divisdo celular, a depender das
caracteristicas apresentadas pelo composto (Kishore e Shah 1988). O glifosato
especificamente ¢ um principio ativo que possui como mecanismo de acdo a inibicdo da
enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs), presente na via do chiquimato
(Kishore e Shah 1988). Essa via ¢ responsavel principalmente pela producao de aminoacidos
aromaticos como a fenilalanina, tirosina e triptofano e estd presente somente em plantas,
fungos e algumas bactérias, tornando a toxicidade do glifosato por si s6 moderada, baixa ou
nula para organismos que adquirem esses aminoacidos via dieta uma vez que ndo possuem a
EPSPs (Giesy et al. 2000; Annett et al. 2014).

Organismos que possuem a via do chiquimato, produzem um complexo formado pela
enzima EPSPs juntamente com o chiquimato-3-fosfato (S3P) (Kishore e Shah 1998; Kruse et
al. 2000). E neste complexo que o glifosato absorvido se liga, impedindo posteriormente o
encaixe do  fosfoenolpiruvato  (PEP) para que haja a producdo de
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSP) (Kruse et al. 2000). Ocorre, assim, o acimulo de
chiquimato e, consequentemente, a ndo formagao do arogenato, composto inibidor alostérico
da enzima 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato sintase (DAHPS) que € responséavel por
iniciar a condensag¢do de eritrose-4-fosfato com PEP (Kruse et al. 2000). Uma vez nao
inibida, a enzima DAHPS faz com que grande parte da eritrose-4-fosfato seja destinada
apenas para a via do chiquimato (Kruse et al. 2000), e , ndao seja utilizada na regeneracao da
ribulose-1,5-bifosfato no Ciclo de Calvin, importante fase fotossintética (Geiger et al. 1986;
1987; Shieh et al. 1991) (Figura 1). Portanto, a inibicdo da enzima EPSPs, pode acarretar em
efeitos secundarios, como o dreno de carbono das vias fotossintéticas (Geiger et al. 1986;
1987; Shieh et al. 1991; Yamada e Castro 2007), além de reduzir a producao de proteinas
relacionadas a estrutura dos centros de reagdes do fotossistema II, como ja elucidado em
trabalhos anteriores (Vivancos et al. 2011; Yanniccari et al. 2012). Esses efeitos podem
influenciar em uma consequente reducdo na producdo de sacarose, gerando perda na
produtividade priméria de organismos fotossintetizantes expostos ao glifosato (Kishore e

Shah 1998; Kruse et al. 2000).
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Figura 1. Representacdo ilustrativa da acdo do glifosato na

Via do Chiquimato.

Fosfoenolpiruvato Eritrose 4-P
DAPHS
Chiguimato

¥

Chiquimato 3-P

Glifosato >>> ¢ EPSPs

5 enolpiruvilshigquimato 3-P

¥

Corismato \*
/ l Arogenato
Triptofano Fenillalanina Tirosina

Fonte: Adaptado de Olivera (2018) ¢ Christofoletti ¢ Lopez-Ovejero (2008).

Frequentemente, as formulagdes comercializadas apresentam informagdes
incompletas acerca de sua composicao, dificultando a compreensao da dimensdo dos riscos
que esses agroquimicos podem causar ao ambiente e aos diferentes grupos de organismos,
uma vez que sdo desconhecidas as propriedades e a natureza dos adjuvantes utilizados,
substancias que podem intensificar a toxicidade do herbicida (Annett et al. 2014). Junto a
1sso, 0 uso indiscriminado e/ou incorreto dos herbicidas pode afetar organismos que nao sao,
necessariamente, o alvo da aplicagdo, os chamados organismos nao-alvo, tais como os
ambientes aquaticos localizados nas vizinhangas de campos de cultivo agronomico (Peres et
al. 2003). A alta solubilidade do glifosato em dgua, juntamente a processos como o
escoamento superficial a partir da infiltragdo excessiva de agua, lixiviagdo e drenagem do
solo, auxiliam na sua dispersao para ecossistemas aquaticos (Carter 2000; Annett et al. 2014).

.Neste contexto, a exposi¢do de organismos ndo-alvo a residuos de herbicidas a base
de glifosato presentes em ambientes naturais se traduz em forte pressao sobre a biodiversidade

local, afetando ndo somente as espécies individualmente e as populagdes, mas também todo o
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ecossistema (Sikorski et al. 2019). Este modelo de perturbacdo ambiental incide com especial
intensidade em ecossistemas aquaticos (Sikorski et al. 2019). Habitats aquaticos 16ticos
tropicais de baixas ordens, ricos em biodiversidade, adquirem grande parte da energia que
sustenta suas teias alimentares de fontes autoctones, ou seja, uma energia produzida por seus
produtores primarios intrinsecos (March e Pringle 2003; Mantel et al. 2004; Branco et al.
2017; Vilas Boas et al. 2022b). O fornecimento energético autdctone ¢ oriundo principalmente
da comunidade de algas bentdnicas, com destaque para as macroalgas (Branco et al. 2017).
Uma vez que estdo constantemente sendo expostos a diferentes poluentes quimicos, alteragdes
ocasionadas nesses ambientes podem resultar na contaminagdo da dgua, alteracdo em ciclos
de nutrientes e, como consequéncia, perda da biodiversidade (Ricciardi & Rasmussen 1999;
Woodward et al. 2010). Considerando, portanto, que as algas bentonicas, especialmente as
macroalgas, desempenham papel crucial para a manuten¢do dos ecossistemas loticos tropicais
de baixas ordens, efeitos do glifosato e de seus produtos de degradagdo, sobre a resposta
fotossintética destes produtores primarios de riacho, devem ser ampla e profundamente
estudados. Entretanto, ndo sdo muitos os grupos de pesquisa que se dedicam a este tipo de
estudo e, portanto, estdo produzindo informagdes desta natureza. Um grupo que tem tentado
conduzir trabalhos experimentais sobre esta tematica estd instalado no Laboratorio de
Biologia Aquatica da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Assis, (UNESP-FCL/Assis).

Este grupo tem estudado os efeitos de residuos de glifosato, além de outros
pesticidas, sobre as respostas fotossintéticas de produtores primarios de ecossistemas 16ticos
tropicais desde meados da década de 2010. Assim, para se ter uma no¢do mais realista do
atual estado da arte dos estudos desta natureza, alguns dos mais relevantes trabalhos
produzidos no Laboratorio de Biologia Aquatica da UNESP-FCL/Assis serdo,
resumidamente, apresentados a seguir. Oliveira et al. 2016 registraram redu¢do altamente
significativa, e dose-dependente, da eficiéncia fotossintética de Nitella microcarpa var.
wrightii, uma espécie de macroalga caracteristica de ambientes loticos tropicais, sob
exposi¢do a diferentes concentragdes de Roundup® (concentragdes de 0.28, 3.5 ¢ 6.0 mg.L™").
Além da concentracdo de Roundup®, o estudo mostrou que o tempo de exposicdo das
amostras algais aos tratamentos com herbicida — também afetou significativamente a taxa
fotossintética, de modo que as maiores concentragdes € tempos de exposi¢do mais longos
produziram, em regra, impactos negativos mais severos. Por outro lado, neste mesmo estudo,

Oliveira et al (2016) também observaram a auséncia de efeitos negativos sobre a fotossintese
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de N. microcarpa var. wrightii, quando as amostras algais foram expostas a diferentes
concentragdes de glifosato de grau técnico, resultado que foi justificado a partir de dados da
literatura que associam maiores niveis de toxicidade da formulagdo comercial em decorréncia
da presenga de adjuvantes em sua composi¢do, especialmente os surfactantes (Tsui e Chu
2003; Oliveira et al. 2016). Oliveira et al. (2016) também avaliaram os efeitos do subproduto
da degradagio do glifosato, o AMPA, que, em pequena concentragdo (0.03 mg.L™"), resultou
em um estimulo positivo da taxa fotossintética de N. microcarpa var. wrightii, o que poderia
ser explicado por um relevante aumento no aporte de moléculas de fosfato no meio durante a
fotolise e hidrolise do AMPA (Giesy et al. 2000) e que, em ultima analise, poderiam acarretar
no aumento da produgdo fotossintética desta macroalga (Coupe et al. 2012).

Usando as mesmas concentragdes de Roundup® (0.28, 3.5 € 6.0 mg.L") e de AMPA
(0.03 mg.L") e os mesmos tempos de exposi¢do utilizados por Oliveira et al. (2016), Diagonel
et al. (2022) realizaram um estudo ecotoxicoldgico com a espécie de macrofita Egeria densa,
a fim de avaliar o efeito destes herbicidas sobre a taxa fotossintética desta planta aquatica.
Neste estudo, as amostras de E. densa registraram reducdo da fotossintese liquida nos
tratamentos com maiores concentragdes de Roundup®, assim como reportado por Oliveira et
al. (2016) para N. microcarpa var. wrightii. Entretanto, diferentemente do observado por
Oliveira et al. (2016) para N. microcarpa var. wrightii, quando as amostras de E. densa foram
expostas ao AMPA foi registrada uma reducdo significativa nos valores da taxa fotossintética
desta macroéfita aquatica (Diagonel et al. 2022).

Uma pratica que tem se tornado cada vez mais comum no cultivo de plantas de
interesse comercial € o uso consorciado de dois ou mais herbicidas, com o objetivo de garantir
a eliminagdo de linhagens de plantas daninhas que eventualmente desenvolveram resisténcia
por conta de recorrente exposi¢do prévia a um ou outro herbicida. Levando-se em
consideragdo este contexto, Pamplona (2024) investigou possiveis efeitos dos herbicidas
Roundup® (0.28, 3.5 ¢ 6.0 mg.L") e Bratt® (0.30, 2.0, 10 mg.L"), isolados € em conjunto
(M0.28-0.30, M3.5-2, M6-10), sobre as respostas fotossintéticas de quatro espécies de
macroalgas de riacho pertencentes aos Filos Charophyta (Nitella microcarpa var. wrightii) e
Chlorophyta (degagropilopsis clavuligera, Arnoldiella emedii e Oedogonium sp). Quanto a
eficiéncia fotossintética, com excecdo de 4. clavuligera, que registrou aumento nos valores do
rendimento quantico efetivo (Y(II)) para os tratamentos com Bratt® e com a misturas dos
herbicidas (M3.5-2, M6-10) - sugerindo possivel estimulo positivo -, as demais espécies nao

registraram nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos com 0s
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herbicidas e os grupos controle (ou seja, onde os meios estavam desprovidos de herbicidas) .
Portanto, de modo geral, as respostas fotossintéticas das quatro espécies de macroalgas
investigadas neste estudo ndo revelaram qualquer efeito negativo evidente frente a exposi¢ao
aos tratamento testados, sugerindo haver a possibilidade da ocorréncia de um fendmeno de
resisténcia adquirida por exposi¢ao prévia a cendrios estressores semelhantes.

Embora muito relevantes, os residuos de herbicidas ndo sdo os tunicos fatores
antropicos que atuam no sentido de impor pressao sobre a biodiversidade. Ambientes
naturais, e a diversidade bioldgica associada a eles, também estdo sendo ameacgados por
outros fatores de origem antropica que atuam de forma concomitante, no sentido de
produzirem os chamados cendrios multi-estressores (Forister et al. 2010; Hoffmann e Sgro
2011). O aumento da temperatura relacionado com as mudangas climaticas globais, por
exemplo, estd ocorrendo ao mesmo tempo que o uso de herbicidas vem aumentando em
fun¢do da ampliacdo das areas de agricultura intensiva.

As mudancas climaticas globais refletem, de certa forma, o crescente aumento da
poluicao ambiental, atribuido principalmente as atividades antropicas. Desde o periodo da
industrializacdo, ocorreu uma crescente utilizacdo de combustiveis fosseis para a produgdo
de energia - que atualmente equivale a trés quartos do fornecimento de energia mundial
(Abdul-Wahab et al. 2019). Assim, tem-se registrado expressivo aumento nos niveis de
emissdo de gases responsaveis pelo efeito estufa na atmosfera terrestre, onde trés desses
gases - CO,, metano e 6xido nitroso - atingiram niveis recordes em 2022 (Dunn, et al. 2022).

A emissdo do gés carbonico (CO,) se sobressai dentre os demais gases do efeito
estufa, sendo duplicada ao redor do mundo desde 1990, crescendo anualmente em uma taxa
média de 1,8% e apresentando niveis mais elevados do que nos tltimos 2 milhdes de anos
(El Kenawy et al. 2023). Tais niveis de CO, atmosférico resultam em diversos impactos
danosos que podem ser percebidos no aumento de eventos climaticos extremos, tais como
secas, precipitagdes intensas e ciclones tropicais, além da intensificagdo do degelo e do
aumento no nivel médio global dos mares (El Kenawy et al. 2023).

Uma vez que a concentragao desses gases aumenta em demasia na atmosfera, ocorre
acimulo de energia devido ao desequilibrio entre os processos de entrada de energia na terra
proveniente do sol e a reemissdo da mesma em ondas infravermelhas mais longas, impedindo
que o calor seja dissipado de maneira efetiva, ocasionando aumento ao longo do tempo na

temperatura média atmosférica global (Dunn et al. 2000). E fato que os organismos possuem
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plasticidade quanto a sua adaptagdo a temperatura, porém, também ¢ fato que as espécies
possuem limites de tolerancia térmica (que podem diferir de espécie para espécie) e, uma vez
que as temperaturas ultrapassam tais limites, efeitos negativos sobre aspectos fisioldgicos,
ecoldgicos, comportamentais, etc, sdo claramente observados (Igbal et al. 2022).

Medidas de temperatura que foram realizadas em diversas partes do globo terrestre
mostraram que, de fato, a temperatura da terra aumentou significativamente (ca. de 1,1 °C)
entre os anos 2000 e 2020 (Masson-Delmotte et al., 2021). Estudos recentes t€m mostrado
que aumentos dessa magnitude na temperatura do planeta ja vém produzindo efeitos nocivos
mensuraveis sobre a biodiversidade, tais como efeitos sobre o crescimento, a reproducdo, a
diversidade, a sucessdo e a estrutura das comunidades de animais, de vegetais ¢ de algas
(Gobler, 2020; Griffith e Gobler, 2020; Zohary et al., 2021; Inouye, 2022). Por exemplo, no
contexto dos efeitos das mudancas climaticas globais e considerando especificamente as
macroalgas de ecossistemas loticos, ja hd estudos que sugerem ha efeitos do aumento da
temperatura sobre a eficiéncia fotossintética ¢ a taxa de produtividade primaria destes
organismos, embora o sinal (se positivo ou negativo) e a magnitude destes efeitos sejam
claramente espécie-especificos Do mesmo modo que se observa para os herbicidas, a
avaliacdo dos efeitos do aquecimento global sobre as respostas fotossintéticas de produtores
priméarios de ecossistemas loticos tropicais, especialmente macroalgas e macrofitas aquaticas,
também tem sido um tema ainda pouco explorado, porém alguns grupos de pesquisa tém
feito esforcos neste sentido. Alguns estudos desta natureza foram conduzidos pelo grupo de
pesquisa associado ao Laboratério de Biologia Aquatica da UNESP-FCL/Assis estdo,
resumidamente, apresentados a seguir.

Vilas Boas et al. (2019), por exemplo, avaliaram o desempenho fotossintético de
esporofitos e gametofitos de uma macroalga lotica pertencente ao Filo Rhodophyta, Sirodotia
delicatula, frente a dois cenarios de aquecimento global baseados na proposi¢ao do Quinto
Relatorio de Avaliagdo do IPCC (ARS), que apontam aumentos de temperatura de +2,3°C (o
chamado cendrio RCP4.5) e de +4,4°C (cendrio RCP8.5). De maneira geral, resultados
significativos foram registrados apenas no cenario mais severo, RCP8.5. Os esporofitos
registraram perda na eficiéncia fotossintética — avaliada pelo pardmetro Y(II) oriundo da
técnica da fluorescéncia da clorofila ¢, indicando que em cenarios de temperatura mais
elevada a produtividade desta macroalga tende a ser afetada, podendo resultar em efeito
cascata nas cadeias troficas nas quais este produtor primarios esta inserido. Os parametros

relacionados ao estresse fisiologico desta macroalga, registraram aumento e redugdo de
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Y(NO) e Y(NPQ), respectivamente, sugerindo possiveis danos ao seu aparato fotossintético,
uma vez que a parte da energia que ndo estd sendo destinada para a via-fotoquimica esta
sendo dissipada de maneira nao regulada. Por sua vez, os gametofitos de S. delicatula nao
registraram perda de eficiéncia fotossintética em nenhum dos cendrios de aquecimento global
testados, embora, eventualmente, tenha sido reportado algum estresse fisioldgico sobre os
fotossistemas em determinados cenarios.

Com o objetivo de ampliar o numero de espécies testadas, Vilas boas et al. (2022b)
avaliaram os efeitos dos mesmos cendrios de aquecimento global projetados pelo ARS que
foram avaliados por Vilas Boas et al. (2019) (quais sejam, cenarios RCP4.5 e RCP8.5) sobre
macroalgas de riachos do Filo Rhodophyta (Batrachospermum helminthosa, Sirodotia
delicatula e Estagio “Chantransia”), do Filo Charophyta (Desmidium grevillei, Nitella
microcarpa var. wrightii, Nitella subglomerata e Spirogyra sp.) e do Filo Chlorophyta
(Oedogonium sp.). Algumas das espécies de macroalgas analisadas tiveram seu desempenho
fotossintético afetado negativamente, com reducdo da taxa fotossintética (p.ex., D. grevillei
25.2 °C), da eficiéncia fotossintética (p.ex., Oedogonium sp. 23.1 °C) ou de ambos os
parametros (p.ex., N. microcarpa e B. helimnthosa; Estagio “Chantransia). Em contrapartida,
outras espécies de macroalgas apresentaram resultados que sugerem possivel estimulo
positivo dos cenarios de aquecimento global sobre as respostas fotossintéticas, com valores
maiores de taxa fotossintética do que os grupos controle, além de auséncia de estresse
fisioldgico aparente, como € o caso da N. subglomerata, Spirogyra sp., Oedogonium sp..
Esses resultados sugerem, portanto, que as respostas fotossintéticas sdo espécie-especificas,
sendo que hé espécies que possuem maior resisténcia/tolerancia e capacidade de aclimatacao
frente aos cenarios de aquecimento global. S. delicatula Skuja foi a Unica espécie de
macroalga que ndo apresentou qualquer efeito, positivo ou negativo, quanto ao desempenho
fotossintético frente aos cendrios testados.

Carriel et al. (2023) por sua vez, utilizaram dos mesmos cendrios de aquecimento
global (RCP4.5 e RCP8.5) para compreender os possiveis efeitos do aquecimento global
sobre um outro importante grupo de produtores primarios de ecossistemas 16ticos tropicais,
as macroéfitas aquaticas. Neste estudo, os autores testaram as espécies Egeria densa, Mayaca
sellowiana, Myriophyllum aquaticum, Riccia sp. e Fissidens sp. Com excecdo da Riccia sp.,
todas as demais espécies de macréfitas aquaticas apresentaram efeitos negativos quanto a
eficiéncia fotossintética e estresse fisiologico em ambos os cenarios de aquecimento, apesar

das respostas serem claramente espécie-especifica. Do ponto de vista ecoldgico, ficou claro
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que o aquecimento global, representado pelos cenérios avaliados, pode afetar negativamente
a produgdo primaria de macréfitas aquaticas, o que, seguramente, impacta o estoque de
energia autdctone dos sistemas 16ticos tropicais.

Mais recentemente, com a finalidade de avaliar os impactos de cenario
multi-estressor sobre organismos fotossintetizantes de ecossistemas loticos, especificamente
as macroalgas, Vilas Boas et al. (2022a) analisaram os efeitos causados pela exposicao
conjunta a diferentes concentragdes do herbicida tebuthiuron (0.05, 0.6 ¢ 1.2 mgL") e a
temperaturas projetadas a partir de cenarios de aquecimento global (RCP4.5 23.9 °C, RCP
8.5 26 °C) propostos no Quinto Relatério de Avaliagdo do IPCC (ARS) sobre as respostas
fotossintéticas da macroalga verde Nitella microcarpa var. wrightii (Filo Charophyta). De
modo geral, os tratamentos de maior concentracdo do herbicida reduziram a eficiéncia
fotossintética e, portanto, produziram danos fisioldgicos as amostras algais. Porém, quanto
aos cenarios de aquecimento global, esta espécie de macroalga 16tica mostrou que nenhum
dos aumentos testados produziu impacto, nem positivo nem negativo, sobre os parametros
fotossintéticos avaliados, sugerindo a presengca de possiveis mecanismos de
tolerancia/resisténcia frente ao aumento da temperatura nesta macroalga.

Considerando a relevancia da ampliagdo do conhecimento sobre as potenciais
influéncias de fatores estressores sobre as respostas fotossintéticas de produtores primarios
de ecossistemas aquaticos continentais, como revelado pelo panorama apresentado acima,
somada aos esforcos que o grupo de pesquisa associado ao Laboratorio de Biologia Aquatica
da UNESP-FCL/Assis vem dedicando no desenvolvimento de estudos que buscam
compreender e aprofundar os conhecimentos sobre esta tematica, o presente estudo foi
conduzido com a proposta de avancar um passo adiante na avaliagao dos potenciais efeitos
da exposi¢do de macroalgas l6ticas a cendarios ecotoxicoldgicos multi-estressores que
expressem o mais proximo possivel a realidade ambiental contemporanea.

Assim, neste sentido, o presente estudo avaliou os efeitos da exposi¢do de cinco
espécies de macroalgas de ambientes 16ticos tropicais pertencentes aos Filos Chlorophyta
(Arnoldiela emedii, Cladophora glomerata, Rhizoclonium hieroglyphicum e Schizomeris
leibleinii) e Rhodophyta (Compsopongon coeruleus), a dois estressores ambientais, residuos
de herbicida a base de glifosato e aumento de temperatura relacionado a cenarios de
aquecimento global, considerando como variaveis-resposta alguns parametros indicadores da
eficiéncia e do estresse fotossintético destes organismos. De modo mais especifico, as

avaliagdes das respostas fotossintéticas das espécies estudadas se basearam em parametros
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oriundos da técnica da fluorescéncia da clorofila a mais especificamente o Y(II) (rendimento
quantico efetivo do fotossistema II, um indicador direto da eficiéncia fotossintética - Tait et
al., 2017), o Y(NPQ) (rendimento quantico da perda regulada de energia nao-fotoquimica do
fotossistema II), um indicador de estresse fisioldgico, porém, inofensivo e controlado pelo
aparelho fotoprotetor do aparato fotossintético (Klughammer e Schreiber 2008; Quick e
Horton 1984; Kasajima et al. 2011) e o Y(NO) (rendimento quantico da perda nao-regulada
de energia ndo-fotoquimica no fotossistema II), um indicador de que o aparelho fotoprotetor
ndo foi suficiente para processar toda energia absorvida e que esta energia nao-fotoquimica
passou a ser dissipada de maneira ndo-regulada e danosa ao aparato fotossintético,

produzindo estresse fisioldgico mais severo (Klughammer e Schreiber 2008).
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Capitulo 1: Respostas fotossintéticas de macroalgas loticas tropicais apds exposicdo a
residuos de herbicidas a base de glifosato e cenarios de aquecimento global: tendéncias

espécie-especificas frente aos tratamentos multi-estressores.

RESUMO

O uso desenfreado de herbicidas em culturas agricolas de interesse econdmico vem sendo
reportado como ambientalmente problemdtico, uma vez que essas substidncias quimicas
podem ser transportadas até ambientes naturais nas vizinhangas das areas de aplicagdo e,
entdo, atingirem outros organismos além das pragas agricolas desejadas, os chamados
organismos “nao-alvo”. Entre os principais organismos nao-alvo estao aqueles que habitam
rios e riachos localizados nas proximidades de plantagcdes comerciais, como ¢ 0 caso, por
exemplo, das macroalgas loticas, importantes produtores primdrios destes tipos de
ecossistemas aquaticos continentais. Concomitante a exposi¢do aos agrotoxicos, estes
produtores primarios também estdo expostos a temperaturas globais cada vez maiores, que,
em grande parte, podem ser atribuidas ao alto nivel de emissdo de gases do efeito estufa,
principalmente dioxido de carbono. Baseado nos niveis de emissao de CO,, o Painel
Intergovernamental de Mudancas Climaticas (IPCC) das Organizagdo das Nagdes Unidas
(ONU) projetou cenarios futuros de aquecimento global,. Considerando este contexto, este
estudo analisou os possiveis efeitos de cenarios ambientais multi-estressores especificos sobre
as respostas fotossintéticas de cinco espécies dos macroalgas - Filo Chlorophyta (Arnoldiella
emedii, Cladophora glomerata, Rhizoclonium hieroglyphicum) e Filo Rhodophyta
(Composopogon coeruleus). Os tratamentos multi-estressores utilizados neste estudo foram
compostos pelas combinacdes bindrias de dois cenarios de aquecimento global projetados a
partir do 6° relatorio do IPCC - SSP2-4.5 e SSP5-8.5 - e trés concentracdes nominais da
formula¢do comercial Roundup - herbicida a base de glifosato - (0.28, 3.5 ¢ 6.0 mg.L").
Como variaveis respostas foram analisados os seguintes parametros obtidos a partir da técnica
da fluorescéncia da clorofila a: rendimento quantico efetivo (Y(II)), ii) rendimento quantico
da perda de energia nao-fotoquimica nao-regulada (Y(NO)) e iii) rendimento quantico da
perda de energia ndo-fotoquimica regulada (Y(NPQ)). As respostas das algas foram
espécie-especificas, como esperado, entretanto, as macroalgas pertencentes ao Filo
Chlorophyta tenderam a ser mais resistentes frente aos tratamentos estressores. Considerando
as espécies de macroalgas verdes, a interagdo dos fatores estressores ou, por um lado, nao
ocasionou perda na eficiéncia fotossintética (como nos casos de A. emedii e R.
hieroglyphicum), ou, por outro, até produziu um leve efeito estimulante da fotossintese (como
nos casos de C. glomerata e S. leibleinii), de modo que a identificacdo de eventuais
indicadores de estresse fisiologico foram isoladas e ndao impactaram significativamente a
produtividade destas algas. Por sua vez, quando a espécie de macroalga vermelha analisada
(C. coeruleus) foi exposta as concentragdes de herbicida em conjunto com o aumento das
temperaturas, os resultados experimentais registraram redugdo significativa de Y(II),
acompanhado de altos valores de Y(NO) e Y(NPQ), revelando, em ultima analise, que o
efeito do estresse fisiologico provocado pelo tratamentos foi capaz de produzir uma sensivel
perda de eficiéncia fotossintética nesta alga.

Palavra-chave: ecotoxicologia aquatica; ecossistemas Idticos; herbicidas; aquecimento
global; macroalgas de riachos; fotossintese; resisténcia/tolerancia; algas verdes; algas
vermelhas; ambientes multi-estressores.
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ABSTRACT

The unbridled use of herbicides in agricultural crops of economic interest has been reported as
environmentally problematic, since these chemical substances can be transported to natural
environments in the vicinity of the application areas and then reach organisms other than the
desired agricultural pests, the so-called “non-target” organisms. Among the main non-target
organisms are those that inhabit rivers and streams located near commercial plantations, such
as lotic macroalgae, important primary producers in these types of continental aquatic
ecosystems. Concomitant with exposure to pesticides, these primary producers are also
exposed to increasingly higher global temperatures, which, to a large extent, can be attributed
to the high level of greenhouse gas emissions, mainly carbon dioxide. Based on CO, emission
levels, the Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) of the United Nations (UN)
projected future scenarios of global warming. Considering this context, this study analyzed
the possible effects of specific multi-stressor environmental scenarios on the photosynthetic
responses of five macroalgae species - Phylum Chlorophyta (Arnoldiella emedii, Cladophora
glomerata, Rhizoclonium hieroglyphicum) and Phylum Rhodophyta (Composopogon
coeruleus). The multi-stressor treatments used in this study were composed of binary
combinations of two global warming scenarios projected from the 6th IPCC report - SSP2-4.5
and SSP5-8.5 - and three nominal concentrations of the commercial formulation Roundup -
glyphosate-based herbicide - (0.28, 3.5 and 6.0 mg.L"). The following parameters obtained
from the chlorophyll a fluorescence technique were analyzed as response variables: effective
quantum yield (Y(II)), ii) quantum yield of unregulated non-photochemical energy loss
(Y(NO)) and iii) quantum yield of regulated non-photochemical energy loss (Y(NPQ)). The
responses of the algae were species-specific, as expected; however, macroalgae belonging to
the Chlorophyta phylum tended to be more resistant to stress treatments. Considering the
green macroalgae species, the interaction of stress factors either, on the one hand, did not
cause loss in photosynthetic efficiency (as in the cases of A. emedii and R. hieroglyphicum),
or, on the other hand, even produced a slight stimulating effect on photosynthesis (as in the
cases of C. glomerata and S. leibleinii), so that the identification of possible indicators of
physiological stress were isolated and did not significantly impact the productivity of these
algae. In turn, when the species of red macroalgae analyzed (C. coeruleus) was exposed to
herbicide concentrations together with increased temperatures, the experimental results
recorded a significant reduction in Y(II), accompanied by high values of Y(NO) and Y(NPQ),
ultimately revealing that the effect of physiological stress caused by the treatments was
capable of producing a significant loss of photosynthetic efficiency in this algae.

Keywords: aquatic ecotoxicology; lotic ecosystems; herbicides; global warming; stream
macroalgae; photosynthesis; resistance/tolerance; green algae; red algae; multi-stress
environments.
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INTRODUCAO

A intensa atividade econdmica relacionada com a produgdo agricolas voltadas para a
exportacdo que se observa no Brasil ¢ acompanhada de praticas de manejo que incluem o
uso, frequente e em larga escala, de substincias quimicas que se prestam para o controle de
eventuais patogenos e/ou espécies competidoras das culturas agrondmicas de interesse
comercial (Cepea 2022). Esses organismos “indesejados”, que podem incluir fungos,
bactérias, insetos ou outras plantas, interferem de diferentes formas sobre o plantio de
interesse (Mascarenhas et al. 2020; Amaro et al. 2021), podendo agir como patdgenos
causadores de doencas agricolas ou, simplesmente competir por espago e recursos com a
planta que esta sendo cultivada comercialmente, como ¢ o caso das ervas daninhas (Kruse et
al. 2000). No caso das ervas daninhas, as substancias utilizadas para inibir o crescimento ou
erradicar completamente estas plantas sao chamadas de herbicidas, sendo que os herbicidas a
base do principio ativo glifosato (N-(fosfonometil) glicina) estdo entre os mais largamente
utilizados em todo o planeta (Battaglin et al. 2014; Poiger et al. 2017). Herbicidas a base de
glifosato, como o caso da formulagdo comercial chamada Roundup®, podem ser aplicados
em pos-emergéncia de culturas, uma vez que, com o avango da biotecnologia, desde meados
do século XX, foram desenvolvidas variedades de plantas de interesse comercial com
resisténcia aos efeitos deletérios deste principio ativos (Kruse et al. 2000).

Como principal mecanismo de agdo, os herbicidas a base de glifosato inibem
competitivamente a enzima EPSPs (5-enol-piruvil-shiquimato-3-fosfato sintase) que integra
a via do Chiquimato, presente apenas em plantas, fungos e algumas bactérias (Annett et al.
2014). Uma vez inibida a enzima a EPSPs, a produg¢do de aminodcidos aromaticos ¢
interrompida e danos secundarios podem ser ocasionados em organismos fotossintetizantes,
como o dreno de carbono das vias fotossintéticas (Geiger et al. 1986; Kishore e Shah 1998;
Kruse et al. 2000), alteragdo nas concentracdes de carotenoides, clorofila a e lipidios (Vera
et al. 2012; lummato et al. 2019) e reducdo de proteinas presentes nos centros de reacdo do
fotossistema II (PSII) (Vivancos et al. 2011; Yanniccari et al. 2012), fatores que podem
acarretar em reducdo da produtividade fotossintética.

Embora cumpra um papel importante no aumento da produtividade agricola
comercial, o uso intensivo de herbicidas a base de glifosato tem sido identificado como um
potencial mecanismo de contamina¢do de ambientes naturais, especialmente os ecossistemas

aquaticos, que muitas vezes se encontram distantes dos locais de aplicagdo. Neste sentido, ja
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ha registros na literatura cientifica constatando a presenca de elevadas concentragdes de
glifosato em rios e riachos em diversos paises, tais como, Estados Unidos (Newton et al.
1994; Battaglin et al. 2014), Canada (Legris e Couture, 1989; Feng et al. 1990; Couture et al.
1995); Argentina (Peruzzo et al. 2008) e Brasil (Silva et al. 2003). A contaminag¢do de rios e
riachos, ou seja, ambientes que ndo sdo o alvo direto da aplicacdo dos herbicidas ocorre
porque a agua da chuva ajuda a conduzir essas substancias que, por fim, acabam se
infiltrando no solo ou escoando superficialmente até atingirem esses sistemas (Peters et al.
2013; Oliveira et al. 2016). Varios estudos tém mostrado que uma vez em rios e riachos,
residuos de herbicidas a base de glifosato podem produzir alteragdes nas relagdes entre as
espécies € no comportamento fisioldgico dos organismos ndo-alvos e, em ultima analise,
ocasionar at¢é mesmo a perda de diversidade em escala local (Relyea e Edwards 2010;
Martinou et al. 2013; Vilas Boas et al. 2022a). Alteragdes fisioldgicas advindas da exposi¢ao
aos residuos de glifosato e suas formulagdes comerciais ja foram relatadas para comunidade
perifitica e planctonica (Pérez et al. 2007; Pizarro et al. 2016; Portinho et al. 2018), incluindo
as macroalgas de riachos (Oliveira et al. 2016, 2021; Pamplona 2024), um dos mais
importantes produtores primarios em ecossistemas loticos (Stevenson et al. 1996; Arscott et
al. 1998; Branco et al. 2017).

As consequéncias ambientais advindas das agdes antropicas ndo se restringem ao
uso dos agrotoxicos. As altas concentragdes de gases do efeito estufa - com destaque para o
diéxido de carbono (CO,) — geram um aumento na energia no sistema climatico do planeta,
alterando, consequentemente, o forcamento radiativo terrestre, ou seja, o fluxo de energia
entre a superficie da terra e a troposfera (Myhre et al. 2013). Como o for¢gamento radioativo
terrestre tem influéncia direta sobre diversos parametros climaticos, qualquer alteragdo neste
fenomeno resulta em alteragdes climaticas antropogénicas, entre as quais o aumento de
temperatura do planeta (Hartmann et al. 2013; Vilas Boas et al. 2022b). No Sexto Relatorio
de Avaliagdo do Painel Intergovernamental de Mudancas Climaticas (AR6)
(Masson-Delmotte et al. 2021; Portner et al. 2022), o mais atualizado daqueles publicado
pelo IPCC, foram apresentadas projecdes de possiveis cendrios futuros de aquecimento
global a depender das diferentes trajetorias possiveis na evolucdo das emissoes de gases do
efeito estufa pelas sociedades humanas. Neste contexto, o AR6 do IPCC propds cinco
cendarios possiveis de acordo com diferentes niveis de emissoes de CO,, sendo eles 1) dois de
baixas emissdes (SSP1-1.9 e SSP1-2.6), ii) um de emissdes médias (SSP2-4.5) e iii) dois de

altas emissdes (SSP3-7 e SSP5-8.5). Nos casos menos severos, a temperatura global tende a
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ser 1 °C a 1.8 °C mais alta que nos anos de 1850 a 1900, enquanto nos cenarios mais severos
a magnitude desse aumento pode ser de 3.3 °C a 5.7 °C (Masson-Delmotte et al. 2021;
Portner et al. 2022).

Do ponto de vista ecossistémico, alteragcdes na temperatura podem influenciar a
abundancia, distribuicdo e comportamento dos organismos, uma vez que a tolerancia térmica
estd diretamente associada a diversos padrdes fisiologicos (Parmesan e Yohe 2003; Sunday et
al. 2012; Vilas Boas et al. 2022b), além de afetar as interagdes entre individuos, espécies,
populacdes e, até comunidades (Penuelas et al. 2002). O aumento exacerbado das
temperaturas pode acarretar desde danos celulares, que podem ser observados através de
respostas fisiologicas (Becklin et al. 2016), até¢ danos em escalas maiores, afetando processos
ecossistémicos e provocando a extingao de diversas espécies (Vilas Boas et al. 2019).

Considerando especificamente os efeitos da exposi¢do de macroalgas ldticas
tropicais a cendrios ambientais nos quais estressores de origem antrOpica estdo presentes,
estudos que vém sendo realizados desde meados dos anos 2010 tém demonstrado, em regra,
impactos negativos significativos sobre estes organismos, especialmente na eficiéncia e
rendimento fotossintéticos (Oliveira et al. 2016, 2021; Vilas Boas et al. 2019, 2022a, 2022b).

As macroalgas contribuem para riqueza e complexidade dos ambientes ldticos,
especialmente os de baixas ordens, onde sdo utilizadas muitas vezes como substrato por
outros organismos, além de serem responsaveis por grande parte da energia presente nesses
ecossistemas (Mayer e Likens 1987; Downes et al. 2000; March e Pringle 2003; Branco et al.
2017; Vilas Boas et al. 2019). O reconhecimento de que o papel funcional destes organismos,
e, no limite, a sua existéncia em escala local, podem estar em risco geram grande
preocupagio do ponto de vista ecossistémico. E em linha com esta preocupagio que o
presente estudo foi conduzido no sentido de investigar os possiveis impactos sobre as
respostas fotossintéticas de espécies de macroalgas loticas ocasionados pela exposicao
conjunta a tratamentos multi-estressores compostos da combinagao de dois cendrios futuros
de aquecimento global e trés diferentes concentracdes de residuos de herbicidas a base de
glifosato.

A partir das informagdes ja reportadas em trabalhos previamente realizados (Tabela
1), foram estabelecidas as seguintes hipoteses para o presente estudo: 1) a exposicdo aos
residuos de herbicidas a base de glifosato devem afetar negativamente o desempenho
fotossintético das espécies de macroalgas testadas, especialmente nas concentragdes

nominais mais altas; 2) no caso das macroalgas pertencentes ao Filo Chlorophyta, por serem
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macroalgas que, naturalmente, tendem a ocorrer em riachos com mais altas irradiancias e
aguas mais quentes (Branco et al. 2017), os tratamentos envolvendo apenas os cenarios de
aquecimento global podem, eventualmente, ndo afetar significativamente o desempenho
fotossintético destas espécies. Entretanto, em tratamentos que combinam ambos os dois
estressores, especialmentes nas condi¢cdes mais severas, espera-se que os efeitos negativos da
exposicao aos residuos de herbicidas a base de glifosato sobre o desempenho fotossintético
das macroalgas verdes possam ser amplificado pelo estresse térmico. J& no caso da espécie
pertencente ao Filo Rhodophyta, uma vez que as macroalgas vermelhas de riachos tendem a
ocorrer em ambientes sombreados, com menor intensidade de luz e com aguas mais frias
(Branco et al. 2017), espera-se que os cenarios de aquecimento global afetem, por si so,
negativamente o desempenho fotossintético das amostras testadas e que tais efeitos negativos
sejam assegurados nos tratamentos onde os dois estressores sdo aplicados em conjunto; 3) a
despeito de algumas similaridades ecoldgicas compartilhadas entre as macroalgas verdes e
suas diferencas em relacdo a macroalga vermelha, espera-se que as respostas fotossintéticas

em funcao da exposi¢do aos tratamentos tenham uma forte tendéncia espécie-especifica.

Tabela 1. Trabalhos ecotoxicoldgicos em ordem cronoldgica desenvolvido pelo Laboratorio

de Biologia Aquatica - UNESP FCL Assis.

Trabalho Fatores experimentais Espécies analisadas
. Glifosato de grau técnico
Oliveira . . C
ot al. 2016 Roundup® Isolados Nitella microcarpa var. wrightii
’ AMPA
Vilas Boas Cenarios de aquecimento Isolados Gametofitos e Esporofitos de
etal 2019 global Sirodotia delicatula
Nitella subglomerata
Oliveira Glifosato de grau técnico Oedogonium sp.
Isolados )
etal 2021 Roundup® Spirogyra sp.
Desmidium grevillei
Diagonel Roundup ® .
ot al 2002 AMPA Isolados Egeria densa Planch.
Vilas Boas i .Tebuthluron. Isolado e em ) ) o
Cenarios de aquecimento ) Nitella microcarpa var. wrightii
etal 2022 global conjunto
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Trabalho Fatores experimentais Espécies analisadas

Virescentia Helminhtosa
Sirodotia delicatula Skuja
Estagio “chantransia”

Vilas Boas Cenarios de aquecimento Desmidium grevillei
Isolados . .
etal. 2022 global Nitella microcarpa
Nitella subglomerata
Spirogyra sp.
Oedogonium sp
Egeria d Planch
Carriel Cenarios de aquecimento geria aensa 'anc
Isolado Mayaca sellowiana Kunth.
et al. 2023 global ] ]
Myriophyllum aquaticum
Aegagropilopsis clavuligera
Pamplona Bratt® Isolados e em  Arnoldiella emedii
2023 Roundup® conjunto Nitella microcarpa var. wrightii

Oedogonium sp.

Fonte: Marianne Schneiter (2025).

MATERIAIS E METODOS

Coleta e preparacio dos espécimes algais

Foram coletadas cinco espécies de macroalgas loticas, em ecossistemas loticos de
baixas ordens do estado de Sdo Paulo, Tabela 2, com presenca de sinais de urbanizacdo
intensa, com consequente exposi¢do prévia a poluentes advindos de diversas atividades
antropicas (ex. esgoto doméstico e industrial e residuos de substincia de uso comum em
cultivos agrondmicos intensivos). Dentre as espécies analisadas, estdo: 1) quatro algas verdes,
Filo Chlorophyta, sendo elas Arnoldiella emedii, Cladophora glomerata, Schizomeris
leibleinii e Rhizoclonium hieroglyphicum e, ii) uma alga vermelha, Filo Rhodophyta,

Compsopogon coeruleus.
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Tabela 2. Locais de coleta das cinco espécies de macroalgas loticas.

Espécie Local da coleta Coordenadas

Arnoldiella emedii Corrego Piedade

Cladophora glomerata Mirassol, SP 20°49'01"S —49°26'16W

Corrego Cavenagui

Guapiagu, SP 20°47'45"S — 49°13'14"W

Schizomeris leibleinii

Compsopogon caeruleus Coérrego do Mato o1 111 AN oeAtn 1
Rhizoclonium hieroglyphicum Jundiai, SP 237111278 — 46753 31"W

Fonte: Marianne Schneiter (2025).

Os espécimes algais foram submetidos a um processo de preparagdo anterior a
exposicao aos cendrios multi-estressores, conforme ilustrado na Figura 1. As espécies
coletadas foram conduzidas ao laboratério em frascos contendo dgua do proprio riacho,
onde, sucedeu-se a limpeza de toda biomassa, sob lupa e com auxilio de pincel de cerdas
duras e jatos de agua destilada. As amostras limpas de cada espécie foram pesadas (150 mg +
10 mg) e destinadas aos experimentos de avaliagdo do desempenho fotossintético.
Considerando que para cada tratamento multi-estressor (12 no total) sdo necessarias cinco
réplicas (n = 5), preparou-se, no total, 60 amostras de 150 mg (= 10 mg) para cada espécie
testada, portanto, ao final do periodo experimental, analisaram-se ao todo 300 amostras
algais.

As amostras pesadas foram acondicionadas em erlenmeyers de 150 ml contendo 100
ml de meio basico de Bold (Watanabe 2005) e aclimatadas sob as temperaturas proprias de
cada tratamento experimental (cendrios de aquecimento global). O periodo de aclimatacao
durou 24 horas (Oliveira et al. 2021), sendo realizado em incubadoras tipo B.O.D. (marca
Nova Etica, modelo 411/FDP355) com irradiancia constante (140 pmol.m?s™) e fotoperiodo
de 12h/12h (claro/escuro). Apos o periodo de aclimatagdo, substituiu-se o meio basico de
Bold das amostras por um novo meio basico de Bold suplementado com o herbicida (exceto
as amostras do grupo controle) nas concentracdes estabelecidas para cada tratamento
multi-estressor.

Para evitar deplec@o de nutrientes e manter as concentragdes de glifosato constantes

durante o periodo experimental, renovou-se o meio bdsico de Bold no quarto dia de
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exposicao (adaptado de Oliveira et al. 2016). As amostras permaneceram sob exposi¢ao aos
cenarios multi-estressores (concentragdes de glifosato + cenarios de aquecimento global) por

um total de 7 dias, sendo que as analises experimentais ocorreram no ultimo dia do periodo

experimental.

Figura 1. Preparagdo dos espécimes algais, referentes as etapas de: A) Pesagem de reagentes
para preparacao do meio basico de Bold; B) Limpeza das algas; C) Pesagem; D) Periodo de
aclimatacdo.; E) Adic¢do do herbicida aos tratamentos; F) Alocagdo dos espécimes aos

tratamentos especificos.

Fonte: Marianne Schneiter (2025).

Determinacio das temperaturas experimentais

As temperaturas experimentais foram calculadas a partir do valor aproximado da
temperatura média (TM) de 10 riachos localizados na bacia do Rio do Cervo, regido
Centro-Oeste do Estado de Sdo Paulo. Com base no valor de TM, calcularam-se os valores
das temperaturas experimentais considerando dois dos cenarios futuros projetados pelo 6°

Relatério de Avaliagdo do IPCC para o periodo de 2081-2100 (Masson-Delmotte et al., 2021;
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Portner, H.O. et al., 2022), de modo que o valor final de cada tratamento corresponda a TM +
o valor do aumento de temperatura do cenario. Para o cenario SSP2-4.5, um cenario com
emissoes intermediarias de gases do efeito estufa e emissoes remanescentes de CO, em torno
dos niveis atuais, a amplitude do aumento da temperatura ¢ da ordem de 2,1 °C a 3,5 °C, com
estimativa central de 2,7 °C. J4 para o cendrio SSP5-8.5, no qual se admite alta emissdo de
gases do efeito estufa e emissoes de CO, que quase dobram em relagcdo aos niveis atuais,
projeta-se um aumento da temperatura variando entre 3,3 °C e 5,7 °C, com estimativa central
de 4,4 °C. Assim, i) para o cenario controle utilizamos, como temperatura experimental, o
valor da TM da bacia do Rio do Cervo, referente a 21.6 °C (daqui por diante, este tratamento
sera designado pela sigla TM); ii) para o cenario SSP2-4.5, a temperatura experimental foi
calculada com base na formula TM + 2,7 °C (4.5), somando em 24.3 °C e ii1) para o cenario
SSP5-8.5, a temperatura experimental sera calculada com base na féormula TM + 4,4 °C (8.5)

somando em 26 °C.

Determinacio das concentracoes nominais de glifosato

A fim de avaliar os efeitos do herbicida a base de glifosato sobre as macroalgas
loticas, foram utilizadas trés diferentes concentragdes nominais de uma formulagdo
comercial, o Roundup®. A definicdo das trés concentragdes nominais obedeceu aos
seguintes critérios (segundo Oliveira et al., 2016; 2021): i) 0,28 mg L', representando a
concentracdo maxima para irrigagdo e consumo animal (dguas de Classe III) permitido pela
Resolugdo CONAMA n°357/05 (CONAMA, 2005) (daqui por diante, este tratamento sera
designado pela sigla R1); ii) 3,5 mg L, representando a concentra¢do recomendada para
controle de pragas aquaticas e terrestres (Giesy et al., 2000; Vera et al. 2012) (R2) e iii) 6,0
mg L7, representando uma concentragdo proxima a maxima encontrada em ambientes
aquaticos naturais (Edwards et al., 1980) (R3). Além das concentracdes nominais descritas
acima, foi utilizado um grupo controle representado pelo meio basal de Bold sem qualquer
adi¢do de herbicida (0,0 mg L) (C).

As concentragdes nominais foram preparadas pela adi¢do de Roundup® diretamente
ao meio basico de Bold, sendo elas calculadas pela formula C1.vl = C2.v2 e com base no

valor de 4cido equivalente (a.e.) (ou seja, 360 g L) (Oliveira et al., 2016).
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Tratamentos multi-estressores

A partir dos tratamentos com as temperaturas calculadas com base nos cenarios do
IPCC (além da TM, grupo controle para o fator temperatura) e dos tratamento com as
concentragdes calculadas de glifosato (além do grupo controle), foram configurados
tratamentos multi-estressores (Tabela 3), utilizando combinagdes pareadas dos tratamentos
unicos de cada um destes estressores ambientais. Tais tratamentos multi-estressores (12 no
total) serdo assim definidos (para as siglas, ver a Tabela 2): TM+C, TM+R1, TM+R2 e
TM+R3; 4.5+C, 4.5+R1, 4.5-R2 e 4.5-R3; 8.5+C, 8.5+R1, 8.5+R2 ¢ 8.5+R3. E importante
ressaltar que TM aqui se refere ao cendrio controle para temperatura enquanto que C,
refere-se ao grupo controle dos tratamentos com herbicida. Por se tratar de um experimento
envolvendo dois fatores, em conjunto ou isolados, a importancia de delimitar tratamentos
controle para ambos os fatores é necessario pois, em alguns casos, esses estressores podem

ter efeito isolados, sendo necessario analisa-los de maneira isolada.

Tabela 3. Configuracdo dos tratamentos multi-estressores que serao utilizados nos

experimentos com as macroalgas loticas.

Tratamentos multi-estressores

Cenarios de aquecimento global

™ Cenario 4.5 Cenario 8.5
Tratamentos com Roundup®
(21,6 °C) (TM + 2,7 °C) (TM + 4,4 °C)
Controle TM+C 4.54+C 8.5+C
Tratamento 0,28 TM-+R1 4.5+R1 8.51tR1
Tratamento 3,5 TM+R2 4.5+R2 8.5+R2
Tratamento 6 TM+R3 4.5+R3 8.5+R3

Fonte: Marianne Schneiter (2025).

Analises experimentais

Considerando a capacidade que ambos estressores ambientais t€ém de produzir
importantes alteragdes metabdlicas nas macroalgas 16ticas, os potenciais efeitos
ecofisiologicos dos tratamentos sobre as espécies testadas foram avaliados a partir das

andlises do desempenho fotossintético.
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O desempenho fotossintético das espécies de macroalgas l6ticas foi avaliado a partir
de parametros fotossintéticos especificos mensurados pela técnica da fluorescéncia da
clorofila a (Baker, 2008; Vilas Boas et al., 2019, 2022a, 2022b; Oliveira et al., 2021), com
auxilio de um fluordmetro Diving-PAM (Walz, Effeltrich, Alemanha). Na pratica, apés um
periodo de 30 minutos de aclimatagdo no escuro, as amostras de cada uma das cinco réplicas
(n = 5, portanto) de cada tratamento de cada espécie foram posicionadas a 10 mm de
distancia da ponta da fibra optica do fluorometro e, entdo, submetidas a um teste de “Curva
de Inducdo” (fungdo "Induction Curve" do equipamento - Schreiber et al. 1995; Vilas Boas et
al., 2019; 2022a; 2022b; Oliveira et al., 2021). As curvas de indu¢do foram realizadas
utilizando-se luz actinica com intensidade de 285 umol fotons m2s™, e pulsos de saturacdo a
cada 15 segundos, com duragdo de 0,8 segundos ¢ intensidade de 2,000 pmol fotons m?s™.
Os parametros do fotossistema II (PSII) mensurados para cada espécie submetida a cada
tratamento foram (Klughammer e Schreiber, 2008; Vilas Boas et al., 2019; 2022a; 2022b): 1)
rendimento quantico efetivo do fotossistema II ("Y(I)"); ii) rendimento quantico da perda de
energia nao fotoquimica regulada no fotossistema II ("Y(NPQ)") e iii) rendimento quantico

da perda de energia ndo-fotoquimica nao regulada no fotossistema II ("Y (NO)").

Figura 2. Fluorometro DIVING-PAM utilizado para aplicacao da técnica da

fluorescéncia da clorofila a.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Analise de dados e interpretacio dos resultados

Os resultados obtidos a partir da técnica da fluorescéncia da clorofila a, que apontam
as diferencas nos desempenhos fotossintéticos para as espécies de macroalgas, foram
avaliados pelo teste estatistico da Analise estatistica de varidncia (ANOVA) de Scott-Knott,
juntamente com teste de normalidade (Shapiro-Wilk) a fim de verificar se os dados atendiam
ao pressuposto de normalidade de residuos, e, posteriormente, foi aplicado o teste do post-hoc
de Tukey, a fim de determinar se os efeitos dos fatores multi-estressores, isolados ou
interagindo, surtiram efeitos estatisticamente significativos nos tratamentos. Construiu-se as
ANOVAs utilizando os parametros fotossintéticos, Y(II), Y(NO), Y(NPQ) como variaveis
dependentes, enquanto os tratamentos experimentais com diferentes concentragdes de
herbicida a base de glifosato e os cenarios de temperatura do IPCC foram utilizados como
varidveis independentes. As andlises estatisticas foram realizadas com o uso do software
estatistico Sisvar 5.8 (Ferreira, 2011).

A interpretagao dos resultados foi padronizado de modo que: i) para analise dos
efeitos ocasionados apenas pelas concentracdes nominais de Roundup® foram feitas
comparagdes entre os tratamentos com o grupo controle (0.0 mg.L" do herbicida) no cenario
de Temperatura Média, cendrio sem projecdo de aquecimento global; ii) os efeitos
ocasionados apenas pela temperatura foram identificados pela comparagdo dos cenarios de
aquecimento global (SSP2-4.5 e SSP5-8.5) com a Temperatura Média, na auséncia do
glifosato; iii) para a andlise dos efeitos advindos da interagdo binaria dos dois fatores, cada
tratamento de Roundup® foi comparado com grupo controle - auséncia do herbicida - dentro
de cada cenario de temperatura (TM, SSP2-4.5 e SSP5-8.5).

No caso de valores inferiores do parametro Y(II) nos tratamentos em relagdo ao
grupo controle, deduzimos que houve diminui¢do na conversdo de energia luminosa em
energia quimica pelos processos fotoquimicos (Maxwell e Johson, 2000) e,
consequentemente, impactos ecologicos potencialmente negativos sobre as cadeias
alimentares. No caso do pardmetro Y(NO), valores superiores aos reportados para o grupo
controle, sugerem possiveis danos fisiologicos ao aparato fotossintético da macroalga, ja que
este parametro indica que a energia que nao estd sendo destinada para a via relacionada a
eficiéncia fotossintética, esta sendo dissipada de maneira ndo-controlada pelas algas (Vilas

Boas et al. 2019; Klughammer e Schreiber 2008; Kramer et al. 2004). Por fim, para o
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parametro Y(NPQ), as interpretagdes podem variar, uma vez que o aumento nos valores deste
parametro pode indicar aclimatagdo das macroalgas frente aos fatores estressores, aumentando
a dissipacao de energia de modo ainda regulada, porém também pode sugerir sobrecarga do

aparato fotossintético (Zhao et al. 2017).

RESULTADOS

Os resultados obtidos para as cinco espécies de macroalgas analisadas no presente
estudo, foram descritos de maneira individual e, posteriormente, interpretados nas discussdes.
E importante ressaltar que, para a apresentagdo desses dados, foi levado em conta,
principalmente, a presenca de efeitos estatisticamente significativos, apontados pela ANOVA
de Scott-Knott, dos fatores estressores isolados ou em conjunto, sobre cada um dos
parametros analisados (Tabelas 4, 6, 8, 10 e 12). Por sua vez, o desdobramento da anélise de
variancia (Tabelas 5, 7, 9, 11 e 13), indica quais tratamentos apresentaram diferenga

estatisticamente significativa entre si.

Filo Chlorophyta

Arnoldiella emedii

A analise de variancia de Scott-Knott, seguida pelo teste de Tukey, realizada para as
amostras de Arnoldiella emedii ndo registrou efeitos negativos significativos quanto ao
rendimento quantico efetivo (Y(II)) - eficiéncia fotossintética-, tanto para os tratamentos com
as diferentes concentracoes de Roundup® e os cendrios de aquecimento global
individualmente como para os cendrios multi-estressores com as combinacdes de ambos
(Tabelas 4-5; Figura 3).

Quanto ao rendimento quantico da perda de energia nao fotoquimica nao regulada
(Y(NO)), indicador de estresse fisiologico fotossintético dos possiveis impactos negativos
pela exposi¢cdo da macroalga aos cendrios multi-estressores, registrou efeitos estatisticamente
significativos nos valores médios dos tratamentos para as diferentes concentracdes de
Roundup® e para os diferentes cenarios de aquecimento global (Tabela 4). Considerando o
desdobramento da ANOVA de Scott-Knott (Tabela 5) e os valores médios (+ desvio padrao)

(Figura 3) para este parametro, ¢ possivel observar que para os tratamentos envolvendo o
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Roundup®, o grupo controle registrou valores médios inferiores ao dos tratamentos com
presenga do herbicida, que por sua vez, ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre si. J& para os diferentes cenarios de aquecimento global, o desdobramento
da ANOVA de Scott-Knott (Tabela 5) registrou valor médio inferior para o cenario controle
(Temperatura Média) quando comparado aos valores observados nos cenarios SSP2-4.5 e
SSP5-8.5.

Para o tltimo parametro fotossintético analisado, o rendimento quantico da perda de
energia ndao fotoquimica regulada (Y(NPQ)), igualmente utilizado para indicar possiveis
estresses fisiologicos, registrou efeito estatisticamente significativo apenas nos tratamentos
com as diferentes concentragdes de Roundup®, como indicado pela andlise de variancia
(Tabela 4). Os valores médios apresentados pelos tratamentos em presenga do herbicida
registraram  redu¢do quando comparados a média do grupo controle (tratamento sem

herbicida) para este pardmetro (Figura 3).

Cladophora glomerata

A ANOVA de Scott-Knott conduzida a partir dos dados oriundos da técnica da
fluorescéncia da clorofila a das amostras de Cladophora glomerata submetidas aos
tratamentos experimentais, revelou diferengas estatisticamente significativas nos tratamentos
relacionados ao Roundup®, nos diferentes cendrios de aquecimento global, assim como na
interagdo de ambos os fatores estressores (Tabela 6-7). Os resultados registrados quanto ao
Y(IT) para esta espécie de macroalga, sugerem um possivel efeito estimulante por parte dos
fatores estressores para este parametro (Figura 4). Deste modo, o desdobramento da analise de
variancia (Tabela 7) para os tratamentos com as diferentes concentragdes de Roundup® sob
os cenarios de IPCC revelam que: i) para o cenario controle, o tratamento com auséncia do
herbicida apresentou valor médio de Y(II) significativamente inferior em relacdo as demais
concentragdes, que por sua vez, ndo se diferenciam-se entre si, e i1) para o cenario IPCC
SSP2-4.5, semelhante ao observado no cenario controle, o tratamento com menor
concentragdo de glifosato (0,28 mg.L"') e o tratamento controle registraram valores médios
significativamente menores do que os valores apresentados pelos tratamentos com maiores
concentracoes de Roundup® (Figura 4).

Semelhante ao reportado para o Y(II), a ANOVA de Scott-Knott (Tabela 6) realizada

com os valores de Y(NO) registrados para as amostras de C. glomerata também revelou



41

diferencas estatisticamente significativas para a interacao binaria das diferentes concentragdes
de Roundup® e os diferentes cenarios de aquecimento global. O desdobramento da ANOVA
de Scott-Knott (Tabela 7), por sua vez, mostrou valores significativamente maiores para as
amostras expostas ao tratamento controle e ao tratamento com concentragdo 0,28 mg.L"' de
Roundup® sob o cendrio IPCC 4.5 (Figura 4), enquanto para os demais cenarios IPCC ndo
foram identificadas diferengas estatisticamente significativas entre os valores médios dos
diferentes tratamentos com Roundup®. Finalmente, para o Y(NPQ), apenas os tratamentos
com as diferentes concentragdes de Roundup® registraram diferengas estatisticamente
significativas, sendo observados os maiores valores médios para este pardmetro nas

concentragdes 0,0 e 0,28 mg.L"' de Roundup®, respectivamente (Figura 4).

Rhizoclonium hieroglyphicum

Semelhante ao observado para C. caeruleus, a anélise dos parametros obtidos pela
técnica da fluorescéncia de clorofila a para as amostras de Rhizoclonium hieroglyphicum,
sugere provaveis impactos negativos sobre as respostas fotossintéticas desta espécie de
macroalga (Figura 5). A ANOVA de Scott-Knott (Tabela 8) constatou efeito estatisticamente
significativo sobre o parametro Y(II) apenas para os cenarios do IPCC, com o desdobramento
da andlise de variancia (Tabela 9) indicando, em média, valores maiores para o cendrio
controle, seguido pelo cendrio IPCC 4.5 e, por ultimo, IPCC 8.5. Ja para o Y(NO) houve
diferencas estatisticamente significativas entre os valores médios dos tratamentos tanto para
as diferentes concentracdes de Roundup® quanto para os cenarios de aquecimento global,
indicando interagdo significativa para os dois fatores (Tabela 8-9). Neste sentido, os
resultados apresentados pelo desdobramento da ANOVA de Scott-Knott (Tabela 9) sugerem
que, para os tratamentos no cenario IPCC 4.5, as amostras expostas a concentracao 0,28
mg.L" de Roundup® registraram valor médio superior para Y(NO), enquanto a menor média
foi observada para as amostras de concentra¢do 3,5 mg.L" do herbicida. Por sua vez, entre os
tratamentos do cenario IPCC 8.5, as amostras expostas a concentra¢io 6,0 mg.L"' de
Roundup® obtiveram menores valores médios. De maneira semelhante a Y(NO), o pardmetro
Y(NPQ) também apresentou diferengas estatisticamente significativas entre os valores médios
para os dois fatores estressores, com interacdao significativa entre ambos (Tabela 8-9). Os
valores médios (+ desvio-padrao) (Figura 5) registrados para os diferentes cenarios de

aquecimento global se sobressaem para os tratamentos de IPCC 4.5, que, seguido do
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desdobramento da ANOVA e teste de Tukey (Tabela 9), apresenta maior valor médio para as
amostras de concentra¢do 3,5 mg.L"' de Roundup®, ndo havendo diferenca significativa entre
as demais concentragdes para este cendrio. Enquanto isso, para o cenario IPCC 8.5, as
amostras expostas a concentragdo 6,0 mg.L"' aparentam sofrer maior impacto, apresentando
valor médio superior as demais concentragdes, que por sua vez, também nao se diferenciam

significativamente entre si.

Schizomeris leibleinii

As amostras de Schizomeris leibleinii, quanto ao Y(II), registraram, segundo a
ANOVA de Scott-Knott (Tabela 10), efeito significativo para a interagao das concentragdes de
Roundup® e os diferentes cendrios de aquecimento global. O desdobramento da ANOVA de
Scott-Knott, seguido do teste de Tukey (Tabela 10-11), indicou diferencas estatisticamente
significativas entre os valores médios das amostras expostas as diferentes concentragdes em
todos os cenarios de aquecimento global. Assim, para as amostras algais submetidas ao
cenario controle e ao cenario IPCC 4.5, os maiores valores médios de Y (II) foram registrados
para os tratamentos com presenga do herbicida, enquanto, em contrapartida, para o cenario
IPCC 8.5 o grupo controle do herbicida mostrou maior valor médio quando comparado com
as demais concentragoes.

A perda de energia ndo fotoquimica nao regulada (Y(NO)) e a regulada (Y(NPQ)),
para as amostras de S. leibleinii, registraram diferenca estatisticamente significativa entre os
valores médios tanto para as diferentes concentracdes de Roundup® como para os cendrios de
aquecimento global, apresentando também efeito significativo para a interacdo entre os dois
fatores (Tabela 10-11). Os valores médios (+ desvio-padrao) de Y(NO) (Figura 6) ¢ o
desdobramento da ANOVA de Scott-Knott (Tabela 11) revelaram que para o cenério controle,
o maior valor médio foi observado no tratamento com a maior concentracdo de Roundup®,
6,0 mg.L"', enquanto, para o cenério IPCC 4.5, o maior valor médio deste parAmetro ocorreu
nas amostras do grupo controle para o herbicida. Por ultimo, no cenario IPCC 8.5, os valores
maiores ocorreram nos tratamentos com herbicida, de modo que os menores e maiores valores
médios foram registrados para as concentragdes 0,0 ¢ 6,0 mgL' de Roundup®,

respectivamente.
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Filo Rhodophyta

Compsopogon coeruleus

As amostras de Compsopogon coeruleus, apds o periodo de exposi¢do aos cenarios
multi-estressores, apresentaram valores médios (+ desvio-padrdo) de Y(II) que sugerem
impactos negativos para os tratamentos expostos as concentragdes de Roundup® e aos
cenarios de aquecimento global propostos pelo IPCC. Neste sentido, a ANOVA de
Scott-Knott, seguida do teste Tukey (Tabela 12-13; Figura 7), indica interagdo significativa
para os dois fatores estressores e registra diferenca estatisticamente significativa entre os
valores médios para Y(II). O desdobramento da ANOVA de Scott-Knott (Tabela 13) para o
cendrio controle, apresentou para a concentragdo 3,5 mg.L' de Roundup® valor médio
inferior ao das demais concentragdes presentes neste cenario, enquanto, para o IPCC 4.5, as
amostras expostas a concentra¢do 0,28 mg.L' exibiram valor médio superior aos tratamentos
com as demais concentracoes do herbicida. Entretanto, todos estes apresentaram valores
médios inferiores ao grupo controle.

Do mesmo modo, os efeitos negativos das concentracdes de Roundup® e dos
cenarios de IPCC, com interacdo significativa entre os fatores (Tabela 12), também foram
observados para o pardmetro Y(NO). Os valores médios (+ desvio-padrdo) (Figura 7) das
amostras para a perda de energia ndo fotoquimica ndo regulada, apresentaram, em média,
aumento para os tratamentos expostos aos cendrios multi-estressores. No desdobramento da
ANOVA de Scott-Knott (Tabela 13), as amostras expostas a concentragdo 3,5 mg.L"' de
Roundup® obtiveram maior valor médio de Y(NO) sob o cendrio controle. Para o cenario 4.5,
os valores médios observados nas amostras expostas as concentra¢des 3,5 mg.L"' e 6,0 mg.L"!
foram significativamente superiores aos registrados para as amostras expostas a concentragao
0,28 e o tratamento sem herbicida. Por outro lado, para o parametro Y(NPQ), a ANOVA de
Scott-Knott (Tabela 12) revelou para C. coeruleus efeito significativo apenas para os cendrios
de aquecimento global, indicando diferenca estatisticamente significativa (Tabela 12) entre os
valores médios dos cendrios testados, de modo que os valores mais elevados foram

registrados para [IPCC 4.5 e 8.5, quando comparados ao cenario controle.



44

DISCUSSAO

As respostas das macroalgas avaliadas no presente estudo ndo confirmam, pelo
menos em parte, o que foi proposto nas hipoteses iniciais deste trabalho e também o que ja foi
registrado em trabalhos semelhantes conduzidos previamente (p.ex., Oliveira et al. 2016;
2021; Vilas Boas et al. 2019, 2022b; Diagonel et al. 2022), indicando que a tendéncia de
tolerancia/resisténcia observada no presente estudo precisa ser investigada com mais
profundidade em estudos futuros. Uma das questdes que emergiram a partir dos resultados do
presente estudo, e que merece ser investigada, € o quanto a origem das amostras macroalgais e
os seus historicos de exposicdo prévia a condigdes altamente estressantes, podem produzir
tendéncias populacionais especificas, tanto no espago como no tempo. Em outras palavras,
esta questdo se resume ao quanto populagdes de macroalgas oriundas de riachos urbanizados
e/ou proximos a areas rurais que estdo sujeitas ao manejo agricola ja estariam pré-ajustadas
(i.e., aclimatadas) ou adaptadas a ponto de terem . desenvolvido mecanismos de
tolerancia/resisténcia mais eficientes frente a fatores ambientais tidos como estressores.

Os resultados dos experimentos conduzidos ao longo do presente estudo sugerem
que as hipoteses inicialmente propostas ndo foram integralmente corroboradas. A despeito dos
efeitos ocasionados pelos tratamentos experimentais, de fato, confirmarem que ha um padrao
de resposta espécie-especifica entre as macroalgas testadas (ou seja, a hipotese 3 ter sido
satisfeita), a maioria dos efeitos negativos significativos esperados apos o periodo de
exposicdo aos cendrios multi-estressores ndo foram observados (Arnoldiella emedii e
Rhizoclonium hieroglyphicum) ou foram menores que o esperado e estiveram, em regra,
associados aos tratamentos com as combinacdes de fatores mais severas (Cladophora
glomerata e Schizomeris leibleinii). Além disso, para a maioria das espécies testadas os
efeitos negativos sobre o rendimento quantico efetivo (Y(II)) se apresentaram de modo
erratico, sem que houvesse qualquer claro padrao de variacdo. Apenas a espécie de macroalga
vermelha, Compsopogon coeruleus, apresentou, consistentemente, uma maior sensibilidade
aos tratamentos que combinaram a presenga de residuos do herbicida e os cenarios de
temperatura, registrando reducdo significativa generalizada nos valores de Y(II)),
acompanhada de altos valores de dissipacdo de energia nao-fotoquimica de maneira
nao-regulada (parametro Y(NO)) em relacao ao grupo controle.

Eventualmente, efeitos negativos significativos foram registrados para alguns

tratamentos individuais. Por exemplo, os cendrios de aumento temperatura afetaram, de forma
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isolada, negativamente a eficiéncia fotossintética (Y(II)) das amostras de Rizhoclonium
hieroglyphicum, de modo que o grupo controle registrou maiores valores de Y(II) do que as
amostras submetidas aos cenarios 4.5 e 8,5, porém sem que os mesmos efeitos fossem
observados para os tratamentos com herbicidas

Os resultados apresentados para as amostras da espécie Arnoldiella emedii, sugerem
que as macroalgas desta espécie possuem mecanismos eficientes de resisténcia frente aos
estressores aqui estudados. O aumento no excesso de energia dissipada por mecanismos
ndo-regulados, expresso aqui por Y(NO), geralmente ¢ acompanhado da redu¢do na taxa de
transporte de elétrons e na concentracdo de NDPH e ATP, indicado pela redugdo nos valores
de Y(II) (Vivancos et al. 2011; Yanniccari et al. 2012; Gomes et al. 2017). Entretanto, quando
submetidas aos cenarios multi-estressores, as amostras de A. emendii nao apresentaram
quaisquer efeitos sobre a eficiéncia fotossintética (“Y(II)”), enquanto, os valores obtidos para
Y(NO) registraram aumento na presenca do herbicida e nos cenarios de aquecimento global.
A exposi¢do ao glifosato, pode acarretar a reducdo na concentragdo de carotenoides,
pigmentos acessOrios presentes no complexo antena, o que poderia justificar a redu¢ao na
dissipacdo de energia de maneira regulada, levando a valores maiores de Y(NO) (Gomes et al.
2017). De maneira geral, os resultados de 4. emedii podem sugerir possiveis mecanismos de
defesa frente aos estressores, onde, mesmo ocasionando estresse fisiologico, a macroalga
ainda ¢ capaz de preservar sua performance fotossintética. Do ponto de vista ecossistémico, a
por¢ao da produtividade primaria oriunda desta macroalga ndo seria afetada e,
consequentemente, o fluxo energético se manteria estavel dentro das teias alimentares.

De modo semelhante, os resultados de A. emedii aqui obtidos estdo em linha com um
trabalho muito recente, Pamplona (2024), que reportou a auséncia de efeitos negativos de
herbicidas a base de glifosato sobre as respostas fotossintéticas de algumas espécies de
macroalgas 16ticas pertencentes ao Filo Chlorophyta. Submetidas as mesmas concentragdes de
Roundup® aqui utilizadas (0.28, 3.5 ¢ 6.0 mg.L™"), espécies algais analisadas por Pamplona
(2024), Nitella microcarpa var. wrightii, Oedogonium sp., Aegagropilopsis clavuligera e
Arnoldiella emedii, ndo registraram efeitos significativos, negativos ou positivos, sobre os
valores de Y(II), ou seja, também nao afetaram a eficiéncia fotossintética destas macroalgas.
Por sua vez, a falta de efeitos negativos dos cendrios de aquecimento global sobre a
fotossintese de 4. emedii (¢ também das outras macroalgas verdes avaliadas no presente
estudo) ja era esperado. As macroalgas verdes sdao comumente encontradas em areas abertas

de riachos com alta disponibilidade luminosa (Hut et al. 2013; Branco et al. 2017) e, portanto,



46

geralmente associadas a ambientes com aguas mais quentes, o que justificaria a presenca de
mecanismos de adaptacao frente a temperaturas maiores. Resultados obtidos por Vilas Boas et
al. (2022b) demonstram que, de fato, o desempenho fotossintético de algumas espécies de
macroalgas verdes, tais como Desmidium grevillei, Nitella subglomerata, Spirogyra sp. e
Oedogonium sp., ndo sofreram nenhum efeito significativo quando sdo submetidas a
aumentos de temperatura vinculados a cenarios de aquecimento global.

As amostras de Cladophora glomerata e Schizomeris leibleinii, ndo apenas sugerem
uma possivel tolerancia/resisténcia, mas também um possivel efeito estimulante dos cenarios
multi-estressores sobre a eficiéncia fotossintética para estas espécies. Os resultados
apresentados por ambas as espécies se assemelham, uma vez que o aumento das
concentracdes nominais de Roundup® na temperatura controle € no cenario 4.5 tendeu a
estimular positivamente suas eficiéncias fotossintéticas, sugerindo que essas macroalgas
possuem capacidade de promover ajustes fisioldgicos a fim de proteger o aparato
fotossintético sob esta combinagdo de estresses ambientais. Também de forma similar, tanto
para C. glomerata como para S. leibleinii, esse padrdo de resposta fotossintética parece ser
interrompido (no caso de C. glomerata) ou até revertido (no caso de S. leibleinii) sob o
cenario de aquecimento global mais severo, sugerindo que sob estas condi¢cdes de extremo
estresse térmico ¢ gerada uma perda da eficiéncia fotossintética, acompanhada de possiveis
danos ao aparato fotossintético (Klughammer e Schreiber 2008; Kramer et al. 2004).

A resisténcia de C. glomerata frente a exposi¢ao ao herbicida, poderia ser explicada
pela preferéncia das espécies da ordem Cladophorales, de 4guas continentais, por ambientes
com altas cargas de polui¢do orgénica e inorganica. Dessa maneira, a exposicdao cronica a
esses compostos poderia resultar no desenvolvimento de mecanismos de defesa, como ja
observado em “ervas-daninhas” que sdo, recorrentemente, alvo da aplicacao de herbicidas a
base de glifosato (Peres e Branco 2014; Pamplona 2024). Neste mesmo sentido, resultados de
estudos prévios que avaliaram outras espécies de produtores primarios de riachos urbanizados
e, portanto, sob pressdo antropica, ajudam a sustentar esta suposi¢ao. Diagonel et al. (2022),
por exemplo, observaram um comportamento muito semelhante na macrofita aquatica da
espécie FEgeria densa, quando expostas a concentracdes de Roundup® (0.28, 3.5 e 6.0 mg
L"). Oliveira et al. (2016), por sua vez, também registraram um aumento nos valores de Y (II)
para espécimes de Nitella microcarpa var. wrightii, submetidas ao AMPA (0.03 mg L),
subproduto do glifosato, enquanto Pamplona (2024) demonstrou que o herbicida Bratt® em

conjunto com Roundup® também aumentam a eficiéncia fotossintética de Aegagropilopsis
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clavuligera. Em todos esses casos, a ideia central que embasaria o improvavel efeito
estimulante de um herbicida esta no fato de que a degradagao do glifosato libera moléculas de
fosfato no meio (Giesy et al. 2000), o que, em ultima analise, aumentaria o aporte deste
nutriente, justificando, entdo, o estimulo a produtividade fotossintética das macroalgas mesmo
expostas a um agente potencialmente inibidor da fotossintese.

Considerando a tolerancia/resisténcia relativa tanto de C. glomerata como S.
leibleinii ao cenario de aquecimento global mais moderado (cenario 4.5), como ja comentado
anteriormente, as macroalgas verdes tendem, no geral, a ter uma preferéncia por ambientes
que possuam maior disponibilidade de energia solar (Richardson et al. 1983; Necchi Jr. 2004),
condi¢cdo nas quais apresentam maior eficiéncia fotossintética (DeNicola e Hoagland 1992;
Branco et al. 2017). Vila Boas et al. (2022b) observaram que, em temperaturas variando entre
23°C a 27.4°C, ndo afetaram a eficiéncia fotossintética das espécies de macroalgas Desmidium
grevillei e QOedogonium sp., enquanto, Nitella subglomerata apresentou estimulo no
desempenho fotossintético a 27.4°C, evidenciando, no minimo, um forte grau de
tolerancia/resisténcia a cendrios mais severos de aumento de temperatura. Entretanto,
corroborando a ideia de que as respostas das macroalgas frente aos estressores sao
espécie-especificas, as amostras de Rhizoclonium hieroglyphicum aqui estudadas,
apresentaram reduc¢do na eficiéncia fotossintética ocasionada pelos cendrios de aquecimento
global individualmente. Essas variacdes espécie-especificas nas respostas das macroalgas a
cenarios de temperaturas também foram encontradas por Vilas Boas et al. (2022b), at¢ mesmo
entre espécies de um mesmo género. Neste estudo, os autores registraram, sob as mesmas
condi¢des de aumento de temperatura experimental, reducao significativa nos valores de Y(II)
para a espécies Nitella microcarpa var. wrightii a0 mesmo tempo que reportaram auséncia de
efeitos sob este parametro fotossintético para Nitella subglomerata.

Finalmente, a andlise da fluorescéncia da clorofila a para as amostras de
Compsopogon caeruleus, Gnica espécie de macroalga vermelha aqui analisada, revelou que os
valores médios de Y(II) foram significativamente menores nos tratamentos com as
combinacdes mais severas dos fatores estressores. Além disso, nestes tratamentos, também se
observou o aumento nos valores de Y(NO) e Y(NPQ), sugerindo, portanto, que a exposi¢ao
ao Roundup® e aos cendrios de aquecimento global, em conjunto, determinaram efeitos
negativos sinérgicos sobre a eficiéncia fotossintética e o aumento do estresse fotossintético
dessa macroalga. De modo geral, a redugdo nos valores de Y(II) e os valores elevados de

Y(NO) observados para C. caeruleus frente aos cendrios multi-estressores mais severos,
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podem sugerir que a energia luminosa ndo foi convertida em energia quimica de maneira
plenamente eficiente, sendo dissipada, principalmente, via processos nao fotoquimicos
associados a possiveis danos ao fotossistema II (Klughammer e Schreiber 2008). Vilas Boas
et al. (2019;2022b) fizeram observacdes semelhantes sobre os valores de Y(II) e Y(NO) de
amostras de esporofitos de Sirodotia delicatula, uma macroalga vermelha de riacho, assim
como C. caeruleus, submetidos a cenarios de aquecimento global no verdo com temperaturas
em torno de 27,4°C.. Seguramente, C. caeruleus foi, entre as espécies investigadas no
presente estudo, aquela que demonstrou maior sensibilidade quanto as respostas
fotossintéticas aos cendrios multi-estressores avaliados, indicando que, se confirmados
futuramente, tais cendrios podem afetar diretamente a abundancia e a distribui¢do desta
espécie de macroalga.

Adicionalmente, ¢ em um sentido mais amplo, os resultados aqui obtidos para C.
caeruleus quando sdo somados a resultados de estudos ecotoxicologicos prévios que também
investigaram espécies de macroalgas de riachos pertencentes ao Filo Rhodophyta apontam
para uma maior sensibilidade das espécies deste filo frente a cenarios de aquecimento global,
principalmente em temperaturas que variam entre 25 a 27.5°C (Vilas Boas et al. 2019; Vilas
Boas et al. 2022b). Entretanto, embora seja possivel vislumbrar um padrdo geral mais
consistente das respostas fotossintéticas das macroalgas vermelhas quando expostas a
cenarios de aquecimento global e a residuos de herbicidas, ndo se pode deixar de registrar
que, ainda assim, as respostas fotossintéticas dessas macroalgas se mostram
espécie-especifica, podendo, portanto, também serem influenciadas por caracteristicas
genéticas/ecologicas/fisiologicas proprias de cada espécie individualmente (Vilas Boas et al.
2019, 2022a, 2022b).

Em suma, considerando os resultados como um todo, as analises de fluorescéncia da
clorofila @ para as amostras das espécies testadas no presente trabalho corroboram o padrao
geral observado em pesquisas semelhantes a esta, onde sugere-se que os efeitos sobre a
fotossintese de produtores primdrios de ecossistemas aquaticos continentais advindos da

exposicao a fatores estressores produzem respostas que sao espécie-especificas (Oliveira et al

2016; 2021; Vilas Boas et al. 2022a, 2022b).
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CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, podemos constatar que os
impactos dos cendrios multi-estressores, formados por concentra¢cdes nominais de Roundup®
combinados com cendrios de aquecimento global, produziram, no geral, poucos efeitos sobre
o desempenho fotossintético das espécies de macroalgas de riachos testadas, principalmente
as pertencentes ao Filo Chlorophyta. No entanto, o registro de efeitos significativos menos
expressivos do que o previsto nas hipoteses iniciais do estudo abrem o caminho para a
formulacdo de novos estudos que sejam capazes de avaliar o desenvolvimento de possiveis
mecanismos de tolerancia, ou mesmo de resisténcia, que pode ser resultado de exposigdo

prévia e cronica a ambientes impactados por a¢ao antrdpica intensa e continua.
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Tabela 4. Resultados da andlise de variancia (ANOVA) de Scott-Knott dos parametros da
técnica da fluorescéncia da clorofila a, Y(II) (rendimento quantico efetivo do fotossistema II),
Y(NO) (rendimento quantico de perda de energia nao fotoquimica ndo regulada no
fotossistema II) e Y(NPQ) (rendimento quantico da perda de energia ndo fotoquimica
regulada no fotossistema II), considerando os valores dos grupos controles e dos tratamentos
de exposicdo ao herbicida Roundup® e a cenarios de aquecimento global, isolados e em
combinagdo, obtidos para a espécies de macroalgas loticas Arnoldiella emedii. Valores de p

grafados em negrito indicam que a diferenca entre os tratamentos ¢ significativa (p<0,05).

Rendimento Quantico Efetivo - Y(II)

Fonte de Variagio GL SQ QM F p
Tratamentos com Roundup® 3 0,0119 0,0040 1,454 0,238
[GLI]
Cenarios de Aquecimento Global 2 0,1139 0,0056 2,071 0,137
[IPCC]
Interacao [GLI]*[IPCC] 6 0,0110 0,0018 0,669 0,675
Erro 48 0,1320 0,0027

Rendimento Quéntico da Perda de Energia Ndo Fotoquimica Nio Regulada - Y(NO)

Fonte de Variacao GL SQ QM F p
Tratamentos com Roundup® 3 0,0105 0,0035 4,098 0,011
[GLI]
Cenarios de Aquecimento Global 2 0,0142 0,0071 8,305 0,000
[IPCC]
Interagdo [GLIJ*[IPCC] 6 0,0057 0,0009 1,111 0,368
Erro 48 0,0411 0,0008

Rendimento Quéntico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Regulada - Y(NPQ)

Fonte de Variacao GL SQ QM F p
Tratamentos com Roundup® 3 0,0383 0,0127 5,223 0,003
[GLI]
Cenarios de Aquecimento Global 2 0,0031 0,0015 0,645 0,528
[IPCC]
Interacdo [GLI]*[IPCC] 6 0,0058 0,0009 0,398 0,876

Erro 48 0,1173 0,0024
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Tabela 5. Resultado do desdobramento da analise de variancia (ANOVA) de Scott-Knott dos
parametros da técnica da fluorescéncia da clorofila a, Y(II) (rendimento quantico efetivo do
fotossistema II), Y(NO) (rendimento quantico de perda de energia nao fotoquimica nao
regulada no fotossistema II) e Y(NPQ) (rendimento quantico da perda de energia ndo
fotoquimica regulada no fotossistema II), considerando os valores dos grupos controles e dos
tratamentos de exposicdo ao herbicida Roundup® e a cendrios de aquecimento global,
isolados e em combinagao, obtidos para a espécies de macroalgas loticas, Arnoldiella emedii.
Diferentes letras indicam diferencas entre tratamentos observadas pelo teste de Tukey

(p<0,05).

Rendimento Quéantico Efetivo - Y(II)

Cenario de aquecimento global
Tratamento com Roundup®

TM (Controle) Cenario 4.5 Cenario 8.5
Controle 0,412 0,402 0,391
Tratamento 0,28 0,469 0,401 0,422
Tratamento 3,5 0,471 0,436 0,411
Tratamento 6 0,415 0,416 0,421

Rendimento Quantico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Nao Regulada - Y(NO)

Cenario de aquecimento global

TM (Controle) (A) Cenario 4.5 (B) Cenario 8.5 (B)

Tratamento com Roundup®

Controle (a) 0,221 0,240 0,239
Tratamento 0,28 (b) 0,238 0,295 0,278
Tratamento 3,5 (b) 0,221 0,283 0,252
Tratamento 6 (b) 0,252 0,264 0,250

Rendimento Quantico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Regulada - Y(NPQ)

Cenario de aquecimento global

Tratamento com Roundup®

TM (Controle) Cenario 4.5 Cenario 8.5
Controle (b) 0,366 0,357 0,369
Tratamento 0,28 (a) 0,292 0,303 0,299
Tratamento 3,5 (a) 0,307 0,280 0,336

Tratamento 6 (a) 0,332 0,319 0,327
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Tabela 6. Resultados da andlise de variancia (ANOVA) de Scott-Knott dos parametros da
técnica da fluorescéncia da clorofila a, Y(II) (rendimento quantico efetivo do fotossistema II),
Y(NO) (rendimento quantico de perda de energia nao fotoquimica ndo regulada no
fotossistema II) e Y(NPQ) (rendimento quantico da perda de energia ndo fotoquimica
regulada no fotossistema II), considerando os valores dos grupos controles e dos tratamentos
de exposicdo ao herbicida Roundup® e a cenarios de aquecimento global, isolados e em
combinagdo, obtidos para a espécies de macroalgas loticas Cladophora glomerata. Valores de

p grafados em negrito indicam que a diferenca entre os tratamentos € significativa (p<0,05).

Rendimento Quantico Efetivo - Y(II)

Fonte de Variagéo GL SQ QM F p
Tratamentos com Roundup® 3 0,0301 0,0100 5,712 0,002
[GLI]
Cenarios de Aquecimento Global 2 0,0113 0,0056 3,217 0,048
[IPCC]
Interacao [GLIJ*[IPCC] 6 0,0356 0,0059 3,380 0,007
Erro 48 0,0844 0,0017

Rendimento Quéantico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Nao Regulada - Y(NO)

Fonte de Variagio GL SQ QM F p
Tratamentos com Roundup® 3 0,0041 0,0013 0,687 0,564
[GLI]
Cenarios de Aquecimento Global 2 0,0060 0,0030 1,487 0,236
[IPCC]
Interacao [GLI]*[IPCC] 6 0,0417 0,0069 3,427 0,006
Erro 48 0,0974 0,0020

Rendimento Quéantico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Regulada - Y(NPQ)

Fonte de Variagdo GL SQ QM F p
Tratamentos com Roundup® 3 0,0149 0,0049 3,713 0,017
[GLI]
Cenarios de Aquecimento Global 2 0,0006 0,0003 0,258 0,773
[IPCC]
Interacao [GLI]*[IPCC] 6 0,0087 0,0014 1,088 0,383

Erro 48 0,0645 0,0013
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Tabela 7. Resultado do desdobramento da analise de variancia (ANOVA) de Scott-Knott dos
parametros da técnica da fluorescéncia da clorofila a, Y(II) (rendimento quantico efetivo do
fotossistema II), Y(NO) (rendimento quantico de perda de energia nao fotoquimica nao
regulada no fotossistema II) e Y(NPQ) (rendimento quantico da perda de energia ndo
fotoquimica regulada no fotossistema II), considerando os valores dos grupos controles e dos
tratamentos de exposicdo ao herbicida Roundup® e a cendrios de aquecimento global,
isolados e em combinacdo, obtidos para a espécies de macroalgas loticas, Cladophora
glomerata. Diferentes letras indicam diferencgas entre tratamentos observadas pelo teste de

Tukey (p<0,05).

Rendimento Quéantico Efetivo - Y(II)

Cenario de aquecimento global
Tratamento com Roundup®

TM (Controle) Cenario 4.5 Cenario 8.5
Controle 0,364 Aa 0,415 Ba 0,437 Ba
Tratamento 0,28 0,417 Ab 0,400 Aa 0,386 Aa
Tratamento 3,5 0,454 Ab 0,460 Ab 0,423 Aa
Tratamento 6 0,453 Ab 0,50 Bb 0,397 Ba

Rendimento Quantico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Nao Regulada - Y(NO)

Cenario de aquecimento global

Tratamento com Roundup®

TM (Controle) Cenario 4.5 Cenario 8.5
Controle 0,435 Aa 0,394 Aa 0,389 Aa
Tratamento 0,28 0,371 Aa 0,438 Aa 0,399 Aa
Tratamento 3,5 0,399 Aa 0,368 Ab 0,410 Aa
Tratamento 6 0,380 Aa 0,337 Ab 0,438 Ba

Rendimento Quantico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Regulada - Y(NPQ)

Cenario de aquecimento global

Tratamento com Roundup®

TM (Controle) Cenario 4.5 Cenario 8.5
Controle (b) 0,200 0,189 0,173
Tratamento 0,28 (b) 0,211 0,170 0,213
Tratamento 3,5 (a) 0,146 0,171 0,166

Tratamento 6 (a) 0,166 0,161 0,163
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Tabela 8. Resultados da andlise de variancia (ANOVA) de Scott-Knott dos pardmetros da
técnica da fluorescéncia da clorofila a, Y(II) (rendimento quantico efetivo do fotossistema II),
Y(NO) (rendimento quantico de perda de energia nao fotoquimica ndo regulada no
fotossistema II) e Y(NPQ) (rendimento quantico da perda de energia ndo fotoquimica
regulada no fotossistema II), considerando os valores dos grupos controles e dos tratamentos
de exposicdo ao herbicida Roundup® e a cenarios de aquecimento global, isolados e em
combinacdo, obtidos para a espécies de macroalgas loticas Rhizoclonium hieroglyphicum.
Valores de p grafados em negrito indicam que a diferenga entre os tratamentos ¢ significativa

(p<0,05).

Rendimento Quantico Efetivo - Y(II)

Fonte de Variacao GL SQ QM F p
Tratamentos com Roundup® 3 0,5084 0,2542 14,906 0,857
[GLI]
Cenarios de Aquecimento Global 2 0,0130 0,0043 0,255 0,000
[IPCC]
Interacdo [GLI*[IPCC] 6 0,0259 0,0043 0,253 0,955
Erro 48 0,8187 0,0170

Rendimento Quantico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Nao Regulada - Y(NO)

Fonte de Variacao GL SQ QM F p
Tratamentos com Roundup® 3 0,2779 0,1389 14,949 0,000
[GLI]
Cenarios de Aquecimento Global 2 0,1379 0,0459 4,948 0,004
[IPCC]
Interagdo [GLIJ*[IPCC] 6 0,2090 0,0348 3,748 0,003
Erro 48 0,4461 0,0092

Rendimento Quantico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Regulada - Y(NPQ)

Fonte de Variagéo GL SQ QM F p
Tratamentos com Roundup® 3 0,1034 0,0517 9,817 0,003
[GLI]
Cenarios de Aquecimento Global 2 0,1107 0,0369 7,010 0,005
[IPCC]
Interagdo [GLIJ*[IPCC] 6 0,2275 0,0379 7,199 0,000

Erro 48 0,2528 0,0052




61

Tabela 9. Resultado do desdobramento da analise de variancia (ANOVA) de Scott-Knott dos
parametros da técnica da fluorescéncia da clorofila a, Y(II) (rendimento quantico efetivo do
fotossistema II), Y(NO) (rendimento quantico de perda de energia nao fotoquimica nao
regulada no fotossistema II) e Y(NPQ) (rendimento quantico da perda de energia ndo
fotoquimica regulada no fotossistema II), considerando os valores dos grupos controles e dos
tratamentos de exposicdo ao herbicida Roundup® e a cendrios de aquecimento global,
isolados € em combinagdo, obtidos para a espécies de macroalgas loticas Rhizoclonium
hieroglyphicum. Médias seguidas de diferentes letras maiusculas nas colunas e diferentes

letras minusculas nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Rendimento Quéantico Efetivo - Y(II)

Cenarios de aquecimento global
Tratamentos com Roundup®

TM (Controle) (B)  Cenario 4.5 (A) Cenario 8.5 (A)

Controle 0,480 0,367 0,289
Tratamento 0,28 0,464 0,276 0,280
Tratamento 3,5 0,512 0,279 0,297

Tratamento 6 0,519 0,298 0,304

Rendimento Quéantico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Nao Regulada - Y(NO)

Cenario de aquecimento global

Tratamentos com Roundup®

TM (Controle) Cenario 4.5 Cenario 8.5
Controle 0,248 Aa 0,333 Aa 0,464 Bb
Tratamento 0,28 0,296 Aa 0,381 Aa 0,433 Ab
Tratamento 3,5 0,152 Aa 0,216 Aa 0,465 Bb
Tratamento 6 0,214 Aa 0,334 Aa 0,215 Aa

Rendimento Quantico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Regulada - Y(NPQ)

Cenario de aquecimento global

Tratamentos com Roundup®

TM (Controle) Cenario 4.5 Cenario 8.5
Controle 0,271 Aa 0,298 Aa 0,246 Aa
Tratamento 0,28 0,238 Aa 0,341 Aa 0,286 Aa
Tratamento 3,5 0,334 Aa 0,504 Bb 0,237 Aa

Tratamento 6 0,266 Aa 0,367 Aa 0,480 Bb
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Tabela 10. Resultados da andlise de varidncia (ANOVA) de Scott-Knott dos parametros da
técnica da fluorescéncia da clorofila a, Y(II) (rendimento quantico efetivo do fotossistema II),
Y(NO) (rendimento quantico de perda de energia ndo fotoquimica ndo regulada no
fotossistema II) e Y(NPQ) (rendimento quantico da perda de energia ndo fotoquimica
regulada no fotossistema II), considerando os valores dos grupos controles e dos tratamentos
de exposicdo ao herbicida Roundup® e a cenarios de aquecimento global, isolados e em
combinacdo, obtidos para a espécies de macroalgas 16ticas Schizomeris leibleinii. Valores de p
grafados em negrito indicam que a diferenca entre os tratamentos € significativa (p<0,05).

Rendimento Quintico Efetivo - Y(II)

Fonte de Variagao GL SQ QM F p
Tratamentos com Roundup® 3 0,0300 0,0100 5,025 0,005
[GLI]
Cenarios de Aquecimento Global 2 0,0110 0,0055 2,763 0,076
[IPCC]
Interacao [GLI*[IPCC] 6 0,1335 0,0222 11,166 0,000
Erro 36 0,0717 0,0019

Rendimento Quantico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Nao Regulada - Y(NO)

Fonte de Variagado GL SQ QM F p
Tratamentos com Roundup® 3 0,0162 0,0054 5,343 0,003
[GLI]
Cenarios de Aquecimento Global 2 0,0344 0,0172 16,976 0,000
[IPCC]
Interacdo [GLI]*[IPCC] 6 0,0885 0,0147 14,540 0,000
Erro 36 0,0365 0,0010

Rendimento Quintico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Regulada - Y(NPQ)

Fonte de Variacao GL SQ QM F p
Tratamentos com Roundup® 3 0,0140 0,0046 68,862 0.000
[GLI]
Cenarios de Aquecimento Global 2 0,0016 0,0008 12,186 0,000
[IPCC]
Interagdo [GLIJ*[IPCC] 6 0,0037 0,0006 9,178 0,000

Erro 36 0,0024 0,0000
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Tabela 11. Resultado do desdobramento da analise de variancia (ANOVA) de Scott-Knott dos
parametros da técnica da fluorescéncia da clorofila a, Y(II) (rendimento quantico efetivo do
fotossistema II), Y(NO) (rendimento quantico de perda de energia nao fotoquimica nao
regulada no fotossistema II) e Y(NPQ) (rendimento quantico da perda de energia ndo
fotoquimica regulada no fotossistema II), considerando os valores dos grupos controles e dos
tratamentos de exposicdo ao herbicida Roundup® e a cendrios de aquecimento global,
isolados e em combinagdo, obtidos para a espécies de macroalgas loticas Schizomeris
leibleinii. Médias seguidas de diferentes letras mailsculas nas colunas e diferentes letras

minusculas nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Rendimento Quantico Efetivo - Y(II)

Cenarios de aquecimento global

Tratamentos com Roundup®

TM (Controle) Cenario 4.5 Cenario 8.5
Controle 0,511 Aa 0,446 Aa 0,667 Bb
Tratamento 0,28 0,630 Bb 0,540 Ab 0,508 Aa
Tratamento 3,5 0,615 Ab 0,602 Ab 0,564 Aa
Tratamento 6 0,529 Aa 0,546 Ab 0,509 Aa

Rendimento Quantico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Nao Regulada - Y(NO)

Cenario de aquecimento global

Tratamentos com Roundup®

TM (Controle) Cenario 4.5 Cenario 8.5
Controle 0,304 Aa 0,471 Bb 0,265 Aa
Tratamento 0,28 0,289 Aa 0,365 Ba 0,387 Bb
Tratamento 3,5 0,290 Aa 0,309 Aa 0,338 Ab
Tratamento 6 0,354 Ab 0,355 Aa 0,379 Ab

Rendimento Quantico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Regulada - Y(NPQ)

Cenario de aquecimento global

Tratamentos com Roundup®

TM (Controle) Cenario 4.5 Cenario 8.5
Controle 0,043 Aa 0,081 Ca 0,067 Ba
Tratamento 0,28 0,079 Ab 0,094 Ba 0,104 Bb
Tratamento 3,5 0,094 Ab 0,088 Aa 0,097 Ab

Tratamento 6 0,116 Bc 0,098 Ab 0,110 Ab
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Tabela 12. Resultados da andlise de varidncia (ANOVA) de Scott-Knott dos parametros da
técnica da fluorescéncia da clorofila a, Y(II) (rendimento quantico efetivo do fotossistema II),
Y(NO) (rendimento quantico de perda de energia nao fotoquimica ndo regulada no
fotossistema II) e Y(NPQ) (rendimento quantico da perda de energia ndo fotoquimica
regulada no fotossistema II), considerando os valores dos grupos controles e dos tratamentos
de exposicdo ao herbicida Roundup® e a cenarios de aquecimento global, isolados e em
combinagdo, obtidos para a espécies de macroalgas l6ticas Composopogon caeruleus. Valores

de p grafados em negrito indicam que a diferenga entre os tratamentos ¢ significativa

(p<0,05).

Rendimento Quéantico Efetivo - Y(II)

Fonte de Variagao GL SQ QM F p
Tratamentos com Roundup® 3 0,8816 0,4408 28,584 0,000
[GLI]
Cenarios de Aquecimento Global 2 0,2070 0,0690 4,475 0,000
[IPCC]
Interacdo [GLI]*[IPCC] 6 0,3692 0,0615 3,991 0,002
Erro 48 0,7402 0,0154

Rendimento Quintico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Nao Regulada - Y(NO)

Fonte de Variacao GL SQ QM F p
Tratamentos com Roundup® 3 0,5454 0,2727 23,874 0,000
[GLI]
Cenarios de Aquecimento Global 2 0,2015 0,0671 5,882 0,000
[IPCC]
Interagdo [GLI|*[IPCC] 6 0,3418 0,0569 4,988 0,000
Erro 48 0,5483 0,0114

Rendimento Quantico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Regulada - Y(NPQ)

Fonte de Variagdo GL SQ QM F p
Tratamentos com Roundup® 3 0,0408 0,0204 6,467 0,003
[GLI]
Cenarios de Aquecimento Global 2 0,0095 0,0031 1,012 0,395
[IPCC]
Interagdo [GLI|*[IPCC] 6 0,0253 0,0042 1,339 0,258

Erro 48 0,1515 0,0031
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Tabela 13. Resultado do desdobramento das interacdes identificadas na analise de variancia
(ANOVA) de Scott-Knott dos parametros da técnica da fluorescéncia da clorofila a, Y(II)
(rendimento quantico efetivo do fotossistema II), Y(NO) (rendimento quantico de perda de
energia ndo fotoquimica ndo regulada no fotossistema II) e Y(NPQ) (rendimento quéntico da
perda de energia ndo fotoquimica regulada no fotossistema II), considerando os valores dos
grupos controles ¢ dos tratamentos de exposi¢cdo ao herbicida Roundup® e a cenarios de
aquecimento global, isolados e em combinacao, obtidos para a espécies de macroalgas l6ticas,
Compsopogon caeruleus. Médias seguidas de diferentes letras maiusculas nas colunas e

diferentes letras minusculas nas linhas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Rendimento Quéantico Efetivo - Y(II)

Cenario de aquecimento global
Tratamento com Roundup®

TM (Controle) Cenario 4.5 Cenario 8.5
Controle 0,598 Bb 0,450 Bc 0,318 Aa
Tratamento 0,28 0,578 Bb 0,408 Ab 0,318 Aa
Tratamento 3,5 0,387 Ba 0,196 Aa 0,351 Aa
Tratamento 6 0,673 Bb 0,222 Aa 0,264 Aa

Rendimento Quéantico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Nao Regulada - Y(NO)

Cenario de aquecimento global

Tratamento com Roundup®

TM (Controle) Cenario 4.5 Cenario 8.5
Controle 0,315 Aa 0,417 Ba 0,566 Ba
Tratamento 0,28 0,333 Aa 0,487 Ba 0,575 Ba
Tratamento 3,5 0,562 Ab 0,670 Ab 0,527 Aa
Tratamento 6 0,251 Aa 0,657 Bb 0,635 Ba

Rendimento Quintico da Perda de Energia Nao Fotoquimica Regulada - Y(NPQ)

Cenario de aquecimento global

TM (Controle) (A) Cenario 4.5 (B) Cenario 8.5 (B)

Tratamento com Roundup®

Controle 0,086 0,132 0,115
Tratamento 0,28 0,088 0,104 0,106
Tratamento 3,5 0,050 0,132 0,121

Tratamento 6 0,074 0,120 0,199
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Figura 3. Valores médios e desvio-padrao dos parametros da fluorescéncia da clorofila a, Y(II)
(rendimento quantico efetivo do fotossistema II), Y(NPQ) (rendimento quantico da perda de energia
ndo fotoquimica regulada no fotossistema II) e Y(NO) (rendimento quéntico de perda de energia néo
fotoquimica ndo regulada no fotossistema II) de Arnoldiella emedii apés 7 dias de exposi¢do aos
tratamentos com o herbicida Roundup® cenarios de aquecimento global propostos pelo IPCC (6°
Relatorio de Avaliagdo), isolados ou em combinacdo. TM: Temperatura média (Controle de
temperatura = 21,6 °C); 4.5: cendrio SSP2-4.5, ou seja, TM + 2,7 °C; 8.5: cenario SSP5-8.5, ou seja,
TM + 4.4 °C; R1: Roundup® na concentra¢do 0,28 mg [i.a.].L"'; R2: Roundup® - 03,5 mg [i.a.].L",
R3: Roundup® - 6 mg [i.a.].L".
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Figura 4. Valores médios e desvio-padrao dos parametros da fluorescéncia da clorofila a, Y(II)
(rendimento quantico efetivo do fotossistema II), Y(NPQ) (rendimento quantico da perda de energia
ndo fotoquimica regulada no fotossistema II) e Y(NO) (rendimento quéntico de perda de energia néo
fotoquimica ndo regulada no fotossistema II), de Cladophora glomerata apos 7 dias de exposigdo aos
tratamentos com o herbicida Roundup® cenarios de aquecimento global propostos pelo IPCC (6°
Relatorio de Avaliagdo), isolados ou em combinagdo. TM: Temperatura média (Controle de
temperatura = 21,6 oC); 4.5: cenario SSP2-4.5, ou seja, TM + 2,7 °C; 8.5: cendrio SSP5-8.5, ou seja,
TM + 4,4 °C; R1: Roundup® na concentracao 0,28 mg [i.a.].L-1; R2: Roundup® - 03,5 mg [i.a.].L-1,
R3: Roundup® - 6 mg [i.a.].L-1.

Rendimento Quéntico Efetivo - Y(II)

0.6 —

0.5 B _ =

04 = ~ = — . = - T -

03

02 -

0.1

e T T T T T T T | | T T T |

Rendimento Quantico da Perda de Energia Nao Fotoquimica

i Nio Regulada - Y(NO)

04 -] 1 = _ - T - . = -

sl U 00 - |

" % / 7 7
0.1 = '
00 % 7 A 777 0
' | | | T | T | | | | | |
Rendimento Quéntico da Perda de Energia Nio Fotoquimica
025 — Regulada - Y(NPQ)
: - .

0.20 = . = . . . T .
0.15 / s / / > // 7
0,10 - / / : 7 //
0.05 - / 4 /
g0 | T | | T | T | | T | | |

TM+HC TMHR1 TM+R2 TMHR3 4.5+C 4.5+R1

Tratamento

451R2 454R3 85+C 854R1 85+R2 854R3



68

Figura 5. Valores médios e desvio-padrao dos parametros da fluorescéncia da clorofila a,
Y(II) (rendimento quantico efetivo do fotossistema II), Y(NPQ) (rendimento quantico da
perda de energia nao fotoquimica regulada no fotossistema II) e Y(NO) (rendimento quantico
de perda de energia ndo fotoquimica ndo regulada no fotossistema II) de Rhizoclonium
hieroglyphicum ap6s 7 dias de exposicdo aos tratamentos com o herbicida Roundup®
cenarios de aquecimento global propostos pelo IPCC (6° Relatério de Avaliagdo), isolados ou
em combinagdo. TM: Temperatura média (Controle de temperatura = 21,6 °C); 4.5: cendrio
SSP2-4.5, ou seja, TM + 2,7 °C; 8.5: cenario SSP5-8.5, ou seja, TM + 4,4 °C; R1: Roundup® na
concentragdo 0,28 mg [i.a.].L"; R2: Roundup® - 03,5 mg [i.a.].L", R3: Roundup® - 6 mg
[i.a.].L".
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Figura 6. Valores médios e desvio-padrao dos parametros da fluorescéncia da clorofila a,
Y(II) (rendimento quantico efetivo do fotossistema II), Y(NPQ) (rendimento quantico da
perda de energia nao fotoquimica regulada no fotossistema II) e Y(NO) (rendimento quantico
de perda de energia ndo fotoquimica nao regulada no fotossistema II) de Schizomeris leibleinii
apos 7 dias de exposicdo aos tratamentos com o herbicida Roundup® cendrios de
aquecimento global propostos pelo IPCC (6° Relatério de Avalia¢do), isolados ou em
combinagdo. TM: Temperatura média (Controle de temperatura = 21,6 °C); 4.5: cenario
SSP2-4.5, ou seja, TM + 2,7 °C; 8.5: cenario SSP5-8.5, ou seja, TM + 4,4 °C; R1: Roundup® na
concentragdo 0,28 mg [i.a.].L"; R2: Roundup® - 03,5 mg [i.a.].L", R3: Roundup® - 6 mg
[i.a.].L".
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Figura 7. Valores médios e desvio-padrao dos parametros da fluorescéncia da clorofila a,
Y(II) (rendimento quantico efetivo do fotossistema II), Y(NPQ) (rendimento quantico da
perda de energia nao fotoquimica regulada no fotossistema II) e Y(NO) (rendimento quantico
de perda de energia ndo fotoquimica ndo regulada no fotossistema II) de Compsopogon
caeruleus ap6s 7 dias de exposi¢cdo aos tratamentos com o herbicida Roundup® cendrios de
aquecimento global propostos pelo IPCC (6° Relatério de Avalia¢do), isolados ou em
combinagdo. TM: Temperatura média (Controle de temperatura = 21,6 °C); 4.5: cenario
SSP2-4.5, ou seja, TM + 2,7 °C; 8.5: cenario SSP5-8.5, ou seja, TM + 4,4 °C; R1: Roundup® na
concentragdo 0,28 mg [i.a.].L"; R2: Roundup® - 03,5 mg [i.a.].L", R3: Roundup® - 6 mg
[i.a.].L".
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