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Diagonel, Guilherme. Efeito de herbicidas a base de glifosato sobre as respostas
fotossintéticas de macrofitas de ecossistemas |6ticos topicais. Dissertacdo
(Mestrado Académico em Biociéncias). — Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Faculdade de Ciéncias e Letras, Assis, 2019.

Resumo

Varios estudos observacionais sobre macrdéfitas de ecossistemas I6ticos tém
contribuido com o aumento do conhecimento ecolégico destes organismos nestes
ambientes. Entretanto, ainda persistem lacunas importantes neste conhecimento,
entre as quais estao as relacdes de causa e efeito que potencialmente existem entre
perturbacdes provocadas pela atividade antropica e aspectos da fisiologia e da
ecologia destes organismos. Com o objetivo de superar, obviamente em parte, esta
lacuna, o presente estudo propde, através de experimentos laboratoriais, avaliar os
efeitos de residuos de herbicidas usados nas lavouras agricolas, em especial aqueles
a base de glifosato (Roundup®) e seu metabdlito (AMPA), sobre parametros
fotossintéticos de espécies de angiospermas aquaticas tipicas de ecossistemas
I6ticos tropicais. As avaliacGes das taxas fotossintéticas e de respiracdo no escuro
foram realizadas através da evolucdo do oxigénio dissolvido, aplicando-se a técnica
das garrafas claras e escuras e da fluorescéncia de clorofila a, que foi avaliada com o
fluorémetro subaquatico Diving-PAM. Os valores dos parametros fotossintéticos
medidos/calculados para cada tratamento avaliado foram submetidos a estatistica
descritiva e as eventuais diferencas entre eles foram avaliadas através da analise de
variancia utilizando o teste de Scott-Knott e o t-Student. Foram observados alguns
poucos efeitos fitotoOxicos associados as espécies de macrdfitas estudadas, porém,
guase nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi efetivamente encontrada,
tanto positivas quanto negativas, entre os tratamentos e 0 grupo controle. A despeito
deste padrdo global, as espécies responderam de modo espécie-especifico a
exposicao ao Roundup® e ao AMPA, sendo que Egeria densa foi aquela que registrou
maior susceptibilidade para a perda de eficiéncia fotossintética sob influéncia destas
substancias, enquanto que Myriophyllum aquaticum tendeu a aumentar a sua
produtividade fotossintética, especialmente em presenca de AMPA. Do ponto de vista
ecolégico, este resultado merece atencgéo, ja que estas espécies de macrdfita estdo
entre as mais bem distribuidas em ambientes aquaticos tropicais e subtropicais do
Brasil.

Palavras-chave: Macréfitas, Fotossintese, Herbicida, Glifosato.
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photosynthetic responses of macrophytes from topical lotic ecosystems.
Dissertation (Masters in Biosciences). — Sdo Paulo State University (UNESP), School
of Sciences, Humanities and Languages, Assis, 2019.

Abstract

Even with many observational studies regarding lotic ecosystems, macrophytes that
have contributed with great knowledge about the ecology of these organisms in these
environments. However, there are still important gaps in this knowledge, among
which are the cause and effect relationships that potentially exist between
disturbances caused by anthropic activity and aspects of the physiology and ecology
of these organisms. With the objective of overcoming, in part, this gap, the present
study proposes, through laboratory experiments, to evaluate the effects of herbicide
residues used in agricultural crops, especially those based on glyphosate
(Roundup®) and your metabolite (AMPA) on photosynthetic parameters of aquatic
angiosperm species typical of tropical lotic ecosystems. The evaluation of
photosynthetic rates and respiration in the dark were performed through the evolution
of dissolved oxygen, applying the light and dark bottle technique and chlorophyll a
fluorescence, which was evaluated with the Diving-PAM underwater fluorometer. The
values of the photosynthetic parameters measured / calculated for each evaluated
treatment were submitted to descriptive statistics and any differences between them
were evaluated through analysis of variance using the Scott-Knott and t-Student test.
In spite of this global pattern, species responded specificially to exposure to
Roundup® and AMPA, and Egeria densa was the one that registered the greatest
susceptibility to the loss of photosynthetic efficiency under the influence of these
substances, whereas Myriophyllum aquaticum tended to increase their
photosynthetic productivity, especially in the presence of AMPA. From an ecological
point of view, this result deserves attention, as these macrophyte species are among
the best distributed in tropical and subtropical aquatic environments in Brazil.

Keyword: Macrophytes. Photosynthesis, Herbicide, Glyphosate.
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Introducéo

Contexto histoérico

Desde que o homem comecou a plantar, as ervas daninhas sempre foram um
problema e com o passar dos anos e com o processo da industrializagédo, as pessoas
migraram para grandes centros urbanos, fazendo com que a forca de trabalho na
lavoura diminuisse. Uma das solucdes para a queda na disponibilidade de mé&o de
obra na agricultura comercial passou a ser a utilizagdo de métodos
mecanicos/quimicos/biolégicos para a retirada das plantas indesejadas que
competem por recursos com as plantas de interesse agronémico, como por exemplo,
0 uso de ferramentas, animais puxando rastelos, tratores e o controle biol6gico. Neste
sentido, a partir do final do século XX, o uso de produtos quimicos para o controle de
pestes cresceu vertiginosamente passando a ser uma técnica agricola largamente
difundida. Os principais produtos quimicos desta natureza séo inseticidas, fungicidas
e herbicidas, tendo estes ultimos acao, sobretudo, em ervas daninhas (JURADO et
al., 2011).

Atualmente, o mercado consumidor demanda uma grande quantidade de
produtos alimenticios agricolas que, por conseguinte, aumenta a quantidade de
praticas intensivas para garantir uma maior produtividade em uma menor area (GALLI;
MONTESUMA, 2005; KLEIJN et al., 2009). Para uma melhor produtividade agricola é
preciso que nas lavouras mundiais ocorra a maxima, se possivel completa, eliminacéo
de plantas indesejaveis (p.ex., ervas daninhas) capazes de estabelecer um processo
de competicao, tanto por espaco quanto por nutrientes, com as culturas de interesse
comercial. Neste contexto, o uso de herbicidas tornou-se uma pratica mundial,
justamente porque estas substancias quimicas sdo capazes de eliminar as plantas
competidoras, garantindo as melhores condi¢6es de desenvolvimento as plantas alvo
do interesse econémico agricola (GALLI; MONTESUMA, 2005; KLEIJIN et al., 2009).

Contexto histoérico brasileiro

Em territorio nacional, o herbicida Metribuzin® foi amplamente utilizado nas
lavouras de soja, nos anos 70, para o controle de ervas daninhas dicotiledéneas,
porém, ja existia aqui uma espécie de planta tolerante a este herbicida, popularmente
conhecida como leiteiro (Euphorbia heterophylla). Nos anos 80, para combater o

leiteiro, foi amplamente utilizado o herbicida Imazaquin®, o qual € altamente



especifico e inibe a enzima ALS (Aceto Lactato Sintase). No entanto, o uso
indiscriminado deste herbicida, culminou em bidtipos de leiteiro e picdo-preto (Bidens
pilosa) resistentes a ele (VARGAS et al., 2016). Ja nos anos 90, o amplo uso do
glifosato, se deu por conta da introducéo da soja resistente a essa substancia, e até
hoje este herbicida ainda é muito utilizado em plantacdes brasileiras (VARGAS et al.,
2016). Entretanto, o uso exacerbado do Roundup®, formulagdo comercial que possui
o glifosato como principio ativo, esta gerando o mesmo problema que foram
observados para o herbicida Metribuzin® no passado, com o surgimento de
variedades de plantas tolerantes e resistentes (VARGAS et al., 2016). Além da
descoberta do glifosato propriamente dita, a engenharia genética também teve
importante papel na expansdo do uso dessa substancia, uma vez que, como O
glifosato ndo € um herbicida seletivo, a modificacdo genética foi capaz de criar

variedades de plantas de interesse agronémico resistentes a este principio ativo.

Acdao Fisiolégica do Glifosato

O glifosato, ou N-(fosfonometil) glicina, € o ingrediente ativo do Roundup® e
muitas outras marcas de herbicidas que controlam o crescimento de um amplo
espectro de plantas. O glifosato quando em contato com a planta, penetra pelas
folhas, sendo transportado pelo floema até ser distribuido por toda a planta,
principalmente nas regiées meristematicas. Este processo de distribuicdo do herbicida
ao longo da planta pode ser mais lento ou mais rapido dependendo da idade da planta,
da espécie em questdo e da quantidade de herbicida e surfactante aplicados
(YAMADA; CASTRO, 2007). O mecanismo de acdo do glifosato visa a inibicao
competitiva da enzima EPSPs (5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato sintase), afetando a
sintese metabdlica dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano
(SAENZ; Di MARZIO, 2009). Destaca-se que a EPSPs é uma enzima encontrada, de
forma genérica, em plantas e também em algumas bactérias (DILL, 2005). Por atuar
de modo universal sobre as plantas, o glifosato é considerado ndo-seletivo e, por isso,
tem sido muito utilizado nas lavouras para o controle de ervas daninhas e outras
espécies invasoras (PAPCHENKOVA et al., 2009). As plantas submetidas ao glifosato
demonstraram sintomas como clorose foliar, seguido de necrose e malformagéo em
areas de rebrotamento, com os efeitos podendo durar dias, ou até semanas, para a
morte completa da planta invasora (YAMADA; CASTRO, 2007).



Do ponto de vista da acdo sobre o processo fotossintético, estudos mais
detalhados tém mostrado que o glifosato influencia indiretamente a EPSPs,
diminuindo a sintese do arogenato, o inibidor alostérico da enzima 3-deoxi-D-arabino-
heptulosonato-7-fosfato sintase (DAHPs). Com o declinio da producéo do arogenato,
ocorre uma diminuicdo na inibicdo da DAHPs e, por conseguinte, o acumulo de &cido
chiquimico e um desvio da eritrose-4-fosfato, que seria utilizado na regeneracdo da
ribulose-1,5-bifosfato (RUBISCO) no ciclo de Calvin, para a sintese exacerbada do
acido chiquimico (SHIEH et al., 1991). Adicionalmente, o glifosato reduz o teor de
clorofila a nos vegetais, por conta de uma inibicdo da sintese de acido 5-
aminolevulinico (ALA) (MESCHEDE et al., 2011).

O processo de biodegradacdo do glifosato pode ocorrer, dependendo do
microrganismo envolvido, via desfosforilagdo, onde €& gerada a glicina, ou via
descarboxilacdo, que gera o 4cido aminometilfosfénico, conhecido pela sigla AMPA.
Certamente, o AMPA se constitui como o principal metabdlito intermediario resultante
da degradacéao do glifosato e, segundo dados experimentais, pode apresentar efeitos
negativos sobre a fotossintese das plantas a ele expostas (GIESY et al., 2000). Neste
sentido, o AMPA, pode interromper a biossintese de clorofila a, fazendo com que

ocorra uma reducédo na taxa fotossintética (GOMES et al., 2016).

O Glifosato em ambientes aquéaticos

Nas ultimas décadas, a utilizacdo de herbicidas a base de glifosato vem
aumentando progressivamente, porém poucos estudos tém sido realizados levando-
se em consideracao os efeitos destas substancias sobre os chamados organismos
nao-alvo (GALLI; MONTESUMA, 2005). Um estudo realizado no Vale do Ribeira, local
onde se encontra o Parque Estadual Turistico do Alto Ribeira (PETAR), buscou
analisar rios da regido, para averiguar a presenca de pesticidas nesta area de
preservacao ambiental. Neste estudo, foram encontrados rastros de 27 pesticidas e
seus metabdlitos (MORAES et al., 2003). Ja se sabe, por conta de resultados de
alguns estudos prévios que, potencialmente, a presenca de herbicidas pode modificar
o funcionamento de ecossistemas aquaticos (MATTHAEI et al., 2010). Neste sentido,
0S ecossistemas loticos devem ser cuidadosamente analisados, pois sao
considerados altamente frageis, uma vez que recebem grandes quantidades dessas
substancias que sdo carreadas pelas aguas das chuvas a partir de areas de cultivo
agricola intenso (MATTHAEI et al., 2010).
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Os herbicidas a base de glifosato tém sido considerados supostamente
seguros para 0 ambiente, visto que microrganismos do solo, em tese, degradam o
excesso da substancia que nao foi absorvida pela planta alvo, prevenindo sua acao
em organismos nao-alvo e/ou seu escoamento para aguas subterraneas e superficiais
(GIESY etal., 2000, SOLOMON; THOMPSON, 2003). A presenca de matéria organica
no solo, niveis de precipitacdo, caracteristicas do solo, sdo, entretanto, fatores que
podem influenciar a taxa de incorporacéo do glifosato pelo solo. Este fato sugere que,
de fato, a incorporacdo do glifosato pelo solo pode ser mais ou menos eficiente de
acordo com variacbes das condi¢cdes locais (BORGGAARD; GIMSING, 2008),
deixando sérias duvidas sobre a sua pretensa seguranca ambiental.

O que se tem observado € que, de fato, a incompleta adsorcdo do glifosato
pelo solo permite que este seja efetivamente encontrado em &guas superficiais
(BATTAGLINET et al., 2005; LAITINEN et al., 2009; PUERTOLAS et al., 2010). Em
um estudo na regido centro-oeste dos EUA foi demonstrado que boa parte das
amostras de agua dos riachos analisados mostraram quantidades significativas de
glifosato (36% das amostras coletadas) (BATTAGLIN et al., 2005). Em &guas de
ecossistemas lI6ticos de regides florestais dos EUA (NEWTON et al., 1994), do
Canada (COUTURE et al., 1995; FENG et al., 1990) e na regido dos pampas
argentinos (PERUZZO et al., 2008) também foram encontradas elevadas
concentracdes deste herbicida. Em um estudo feito em Pelotas, RS, foram coletadas
15 amostras de agua de riachos pertencentes a microbacia do arroio Passo do Pildo,
das quais 46,7% registraram quantidades de glifosato em concentragdes na ordem de
20 a 30 ppb (SILVA et al., 2003). Prata et al. (2002) coletaram amostras de dgua em
acudes, canais de irrigacdo e drenagem em uma granja orizicola no litoral sul do Rio
Grande do Sul, onde foram encontrados residuos de AMPA em 30, 90 e 120 dias ap0s
a aplicacao do glifosato.

Para o Brasil, os resultados destes estudos sao ainda mais preocupantes, ja
gue o pais € um dos grandes consumidores mundiais de glifosato. Para se ter uma
ideia do volume de uso deste herbicida no pais, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) divulgou um relatério sobre a venda de
agrotoxicos mostrando que o glifosato foi o herbicida mais vendido no pais no ano de
2012, com mais de 187 mil toneladas comercializadas (IBAMA, 2013).

Outro grande problema sobre o uso de herbicidas, é a sua utilizacdo sem

qualquer controle. Como apresentado por Waichman et al. (2002), com a ocupacéo
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da regido amazonica no fim dos anos 60, criaram-se lavouras familiares para suprir o
mercado local das cidades ali existentes, porém, os agricultores ndo receberam
instrucdes ou treinamentos sobre a utilizacdo de pesticidas, manuseando estas
substancias de forma errada e em quantidades excessivas, sem preocupacdo em
relagdo a sua saude e ao meio ambiente. Um outro estudo realizado em Vigosa, MG,
observou que os agricultores ndo consideravam o Roundup® com sendo um
agrotoxico e 100% deles utilizavam de forma equivocada o Equipamento de Protecao
Individual (EPI) durante a aplicagéo do herbicida (MIGUEL et al., 2018).

Uso de macrofitas na ecotoxicologia

Como a presenca de glifosato em ambientes aquéaticos é um dado da
realidade, alguns estudos tém tentado avaliar as possiveis influéncias desta
substancia em produtores priméarios destes ecossistemas. Neste contexto, alguns
estudos desta natureza j4 avaliaram os possiveis efeitos ecotoxicoldgicos do glifosato
em algumas espécies de macrdfitas aquéticas, (p.ex., ISSA et al., 2013; SAENZ; Di
MARZIO, 2009). Sobrero et al. (2007), por exemplo, mostraram que para a espécie
de angiosperma Lemna gibba houve uma diminui¢do na taxa de crescimento quando
esta planta foi exposta a uma solucdo com concentracdo de 1 mg.L* de glifosato. A
literatura ainda reporta que em experimentos contendo altas concentragbes de
glifosato no meio foi constatado uma forte diminuicdo na riqueza e abundancia de
espécies de bridfitas l6ticas (NEWMASTER et al., 1999). Este mesmo estudo mostrou
que mesmo apoés 4 anos de interrup¢do da aplicacdo do herbicida os efeitos sobre a
comunidade de bridfitas ainda eram percebidos. Em outros estudos, foi evidenciado
gue a exposicdo ao glifosato induz uma série de efeitos negativos sobre a
fisiologia/desenvolvimento de macroéfitas aquaticas, tais como aqueles observados em
Salix miyabeana (angiosperma), na qual verificou-se a diminuicdo da taxa
fotossintética (Gomes et al., 2017), e nas espécies Azolla filiculoides, Cabomba
aquatica, Limnobium leavigatum, Pistia stratiotes, Phyllanthus fluitans, Salvinia
auriculata, Spirodela polyrhiza, nas quais registraram-se efeitos inibitorios em suas
taxas de crescimento (CAMPOS, 2015).

Um ponto importante para estudos ecotoxicoldgicos, € que a grande maioria
deles foram conduzidos em regifes temperadas, com poucos estudos semelhantes
realizados em regifes tropicais. Este tipo de comparacdo latitudinal € altamente

recomendado ja que pode mostrar as diferencas nos padroes das respostas
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ecofisiolégicas das plantas submetidas ao tratamento com o herbicida, justamente por
conta das diferencas nas condi¢cdes ambientais subjacentes ao tratamento (p.ex.,
diferencas na sazonalidade existente entre essas regifes) (CAMPOS, 2015). Outro
ponto importante € que a grande maioria dos estudos nessa area, utilizam espécies
flutuantes de Lemna sp., organismo eleito como representante das macrofitas
aquéticas em testes ecotoxicologicos internacionais (p.ex., norma da OECD, 2002). A
aplicacao apenas de espécies de algumas poucas espécies de macrofitas flutuantes
permite indagar, se é possivel estender os resultados de toxicidade obtidos para estes
organismos para toda a comunidade de macrdfitas (LEWIS, 1995; TURGUT; FOMIN,
2002).

Com base no contexto apresentado acima, o presente estudo foi conduzido
com a pretensao de contribuir com a ampliacdo do conhecimento cientifico a respeito
dos potenciais efeitos da exposicéo de produtores primarios de ambientes aquaticos
continentais a herbicidas a base de glifosato. Mais especificamente, o presente estudo
teve como objetivo avaliar os efeitos da exposicdo a diferentes doses do herbicida
Roundup® e ao AMPA sobre as respostas fotossintéticas de espécies de macrdfitas
de ambientes I6ticos tropicais.

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos a partir da conducao deste
estudo experimental sob a forma de um artigo cientifico intitulado: “Respostas
fotossintéticas de quatro espécies de macréfitas aquaticas tropicais sob exposi¢do ao
herbicida Roundup® e seu principal produto de degradagdo”. Este artigo sera
submetido a publicagao junto ao periddico “Limnetica”, ISSN: 0213-8409; Fator de
Impacto (2107): 0,736 e Qualis CAPES (Biodiversidade): B2. As normas editorias para
artigos a serem publicados no referido peridédico estdo disponiveis no endereco
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Resumo

Muitos estudos acerca de macrdfitas de ecossistemas loticos tém ajudado a elucidar
o entendimento sobre estes organismos e seu ambiente. Porém, ainda existem
lacunas sobre esta relagdo ecoldgica, por exemplo, a relacdo entre a atividade
antropica e aspectos fisioldgicos e ecoldgicos destes organismos. O presente estudo,
tém como propdsito, sanar algumas davidas existentes sobre estes aspectos, através
de experimentos laboratoriais avaliando efeitos de herbicidas a base de glifosato
utilizados nas lavouras agricolas (Roundup® e AMPA). Para isso, parametros
fotossintéticos foram avaliados utilizando macroéfitas aquaticas tipicas de
ecossistemas loticos tropicais. As avaliacdes das taxas fotossintéticas e de respiracao
no escuro foram realizadas através da evolucdo do oxigénio dissolvido, aplicando-se
a técnica das garrafas claras e escuras e da fluorescéncia de clorofila a, que foi
avaliada com o fluorébmetro subaquatico Diving-PAM. Foram observados alguns
poucos efeitos fitotoxicos associados as espécies de macrdfitas estudadas, porém,
guase nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi efetivamente encontrada,
tanto positivas quanto negativas, entre os tratamentos e 0 grupo controle. A despeito
deste padrdo global, as espécies responderam de modo espécie-especifico a
exposicao ao Roundup® e ao AMPA, sendo que Egeria densa foi aquela que registrou
maior susceptibilidade para a perda de eficiéncia fotossintética sob influéncia destas
substancias, enquanto que Myriophyllum aquaticum tendeu a aumentar a sua
produtividade fotossintética, especialmente em presenca de AMPA. Do ponto de vista
ecolégico, este resultado merece atencédo, ja que estas espécies de macrdfita estdo
entre as mais bem distribuidas em ambientes aquéticos tropicais e subtropicais do
Brasil.

Palavras-chave: Macrofitas aquaticas, Respostas fotossintéticas, Fluorescéncia da
clorofila a, Herbicidas, Glifosato, AMPA.
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Resumen

Muchos estudios sobre macrofitas de ecosistemas I6ticos han ayudado a dilucidar el
entendimiento sobre estos organismos y su ambiente. Sin embargo, todavia existen
lagunas sobre esta relacion ecoldgica, por ejemplo, la relacion entre la actividad
antrépica y aspectos fisioldgicos y ecoldgicos de estos organismos. El presente
estudio, tiene como propédsito, subsanar algunas dudas existentes sobre estos
aspectos, a través de experimentos de laboratorio evaluando efectos de herbicidas a
base de glifosato utilizados en las labranzas agricolas (Roundup® y AMPA). Para
ello, los parametros fotosintéticos se evaluaron utilizando macrofitas acuaticas
tipicas de los ecosistemas l6ticos tropicales. Las evaluaciones de las tasas
fotosintéticas y de respiracion en la oscuridad se realizaron a través de la evolucion
del oxigeno disuelto, aplicando la técnica de las botellas claras y oscuras y de la
fluorescencia de clorofila a, que fue evaluada con el fluorometro subacuatico Diving-
PAM. Se observaron unos pocos efectos fitotoxicos asociados a las especies de
macréfitas estudiadas, pero casi ninguna diferencia estadisticamente significativa fue
efectivamente encontrada, tanto positivas como negativas, entre los tratamientos y el
grupo control. A pesar de este patron global, las especies respondieron de modo
especifico a la exposicion al Roundup® y al AMPA, siendo que Egeria densa fue
aquella que registr6 mayor susceptibilidad para la pérdida de eficiencia fotosintética
bajo influencia de estas sustancias, mientras que Myriophyllum aquaticum tendié a
aumentar su productividad fotosintética, especialmente en presencia de AMPA.
Desde el punto de vista ecoldgico, este resultado merece atencién, ya que estas
especies de macrofita estan entre las mas bien distribuidas en ambientes acuaticos
tropicales y subtropicales de Brasil.

Palabras clave: Macrdfitas acuaticas, Respuestas fotosintéticas, Fluorescencia de la
clorofila a, Herbicidas, Glifosato, AMPA.
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Introducéo

Na atualidade, se faz necessario uma grande produtividade nas lavouras
mundiais para assegurar alimentos para a populacdo e se possivel, que essa
producdo ocupe uma menor area (Galli & Montesuma, 2005; Kleijn et al., 2009). Por
isso, produtos quimicos (pesticidas em geral), sdo utilizados em larga escala para a
eliminacao de plantas indesejaveis, (as chamadas ervas daninhas), que competem
por recursos com plantas de interesse agronémico. Atendendo a este contexto, o
glifosato tem sido um dos herbicidas mais usados, mundialmente, na tentativa de
reduzir, se possivel eliminar completamente, a frequéncia de ocorréncia de plantas
daninhas em area de cultivo agricola comercial (Galli & Montesuma, 2005; Kleijn et
al., 2009).

A expansdao do uso do glifosato na ultima década sustenta-se no
desenvolvimento e comercializagdo de variedades de plantas geneticamente
modificadas que, diferentemente das plantas daninhas, sdo tolerantes ao glifosato
(Annett et al., 2014). Nesta configuragéo, a aplicacédo de glifosato sobre culturas de
interesse comercial de variedades resistentes a este herbicida tende a eliminar
apenas as plantas competidoras indesejaveis, garantindo assim maior produtividade
por unidade de area plantada. Outro ponto que auxiliou a expansao mundial do uso
de herbicidas a base de glifosato, foi a constatacdo do aumento de produtividade, e
de lucratividade, com a sua aplicacdo quando comparada com métodos mecéanicos
de eliminacdo de ervas daninhas competidoras, melhorando a eficiéncia e a
viabilidade econémica com sua aplicacao (Gazzieiro et al., 2004).

O glifosato é considerado um herbicida seletivo, pois, age especificamente na
enzima EPSPs (5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase), inibindo sua acéo (Sadenz &
Di Marzio, 2009). A enzima EPSPs participa da via metabdlica responsavel pela
sintese de aminoacidos aroméaticos (Saenz & Di Marzio, 2009) e, portanto, apresenta
grande importancia fisiolégicas para o metabolismo das plantas de modo geral. A
exposicdo das plantas ao glifosato determina uma reducdo direta da sintese da
EPSPs, levando, consequentemente, a uma diminuicdo da producdo de certos
aminoacidos indispensaveis para o metabolismo vegetal (Saenz & Di Marzio, 2009).
Além disso, a exposicéo das plantas ao glifosato também pode reduzir a concentragédo
de clorofila a, de fitoalexinas (importante na defesa da planta contra herbivoria, por

exemplo) e de lignina (importante componente estrutural da biomassa vegetal)
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(Yamada & Castro, 2007; Gomes et al., 2017). Outros efeitos da exposi¢céo das plantas
ao glifosato, consistem na reducao da producéo de proteinas essenciais para o centro
de reacéo do fotossistema Il e o desvio de carbono do Ciclo de Calvin pelo continuo
consumo da eritrose-4-fosfato na via metabolica dos aminoacidos aromaticos
(Yanniccari et al., 2012).

E sabido que, de modo geral, os ambientes aquaticos continentais acabam
por receber uma grande quantidade de herbicidas, de todas as naturezas quimicas,
gue sado carreados pelas chuvas a partir de plantacdes proximas. Ao atingir estes
ambientes, parte do glifosato é adsorvida por componentes minerais do solo, como
oxidos de aluminio e ferro (Colombo, 2012), enquanto que outra parte é quebrada, via
acao microbiana, gerando moléculas de acido aminometilfosfénico (AMPA), seu
principal produto de degradacédo (Bonnet et al., 2007). Assim como o glifosato, parte
do AMPA também se encontra imobilizado no solo em associacdo com 6xidos
especificos (Colombo, 2012).

A literatura tem sugerido que também o AMPA pode ser uma substancia
potencialmente téxica para os vegetais. Gomes (2016) demonstrou, por exemplo, que
0 AMPA possui efeitos fitotdxicos, uma vez que diminui a fotossintese e o rendimento
guantico do fotossistema Il, além de reduzir a biossintese de clorofila a.

Considerando, entdo, o enorme potencial ecotoxicolégico dos herbicidas a
base de glifosato, e de seu principal produto de degradacédo, em ambientes aquaticos,
€ que o presente estudo foi proposto. O objetivo principal deste estudo experimental
foi avaliar se a exposicdo de macrofitas aquaticas ao herbicida Roundup®, uma das
formulacBes comerciais a base de glifosato mais utilizadas no Brasil, e ao AMPA, é
capaz de produzir efeitos fitotéxicos significativos nestas plantas, utilizando como
marcadores alguns parametros relacionados as suas respostas fotossintéticas.

Baseado nas informacbes da literatura, como apontado anteriormente,
espera-se que, por apresentar as mesmas vias metabdlicas nas quais o glifosato atua
como inibidor, as espécies de macrdfitas aquaticas testadas apresentem respostas
fotossintéticas significativamente prejudicadas pela exposicdo ao Roundup® e ao
AMPA. Adicionalmente, espera-se que a magnitude dos efeitos danosos sobre as
respostas fotossintéticas das macrofitas aquaticas seja tanto maior quanto maior for a

dose de herbicida utilizada nos tratamentos experimentais.
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Métodos

Para este estudo, foram utilizados espécimes de quatro espécies de
macrofitas aquaticas, a saber: Egeria densa Planchon, Mayaca fluviatilis Aublet,
Mayaca sellowiana Kunth e Myriophyllum aquaticum (Vellozo) Verdcourt. O material
boténico utilizado nos experimentos, que é representado por espécies de ocorréncia
comum em rios e riachos de regides tropicais e subtropicais, foi coletado em riachos
de pequeno porte localizados na regido sudeste do Brasil, particularmente na bacia
do Rio do Cervo, situada no municipio de Assis, regido centro-oeste do Estado de Sao
Paulo. ApGs serem coletados, os espécimes foram colocados em recipientes contendo
agua do proprio riacho, e levados "in vivo" para o laboratério, onde foi procedida a
limpeza, pesagem e, posteriormente, o procedimento experimental propriamente dito.

Durante o processo de limpeza, onde foram retirados os sedimentos e
organismos epifiticos associados ao talo e raizes, utilizou-se um microscopio
estereoscopico, pincel de cerdas duras e jatos de agua destilada. Apos a limpeza, os
organismos foram transferidos para frascos do tipo Erlenmeyers de 250 mL contendo
100 mL de meio bésico de Bold (Watanabe, 2005, modificado) e mantidos por um
periodo de aclimatacdo de 24 horas em estufas tipo B.O.D. (marca Nova Etica, modelo
411/FDP355), nas mesmas condi¢des de temperatura (20 °C+ 0.5), irradiancia (140
umol.m2 st + 15) e fotoperiodo (12/12 horas) que foram utilizadas nos experimentos
propriamente ditos. A irradiancia dentro das estufas B.O.D foi aferida com um
quantdmetro, marca Li-Cor, modelo LI-189, acoplado ao sensor de quantum esférico,
modelo LI-193 SA.

Depois do periodo de aclimatacdo, os organismos foram transferidos para
frascos do tipo Erlenmeyers contendo um novo meio de cultura, acrescido do herbicida
Roundup® nas seguintes concentracdes: i) 0,28 mg.L! de ingrediente ativo
(Tratamento 0,28); ii) 3,5 mg.L* (Tratamento 3,5) e iii) 6,0 mg.L* (Tratamento 6,0).
Estas concentrac6es foram selecionadas por representarem, respectivamente, a
concentracdo maxima permitida pela lei brasileira (Resolucdo CONAMA n°357/05)
para aguas utilizadas em irrigacdo e consumo animal (as chamadas aguas de classe
), a concentracdo recomendada pelo fabricante para o controle de pragas aquaticas
e terrestres (Vera et al., 2012; Giesy et al., 2000) e a maior concentracdo ja encontrada

em ambientes aquaticos naturais (Edwards et al., 1980).
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Considerando-se o AMPA, foi utilizada nos testes experimentais a
concentracéo de 0,03 mg.L* (tratamento AMPA), a qual representa o valor médio das
concentracdes desta substancia reportado para ecossistemas loticos (Oliveira et al.,
2016).

A concentracdo de exposicdo para os tratamentos de Roundup® foram
calculados com base nos valores de acido equivalente (a.e.) (360g/L™?) (Oliveira et al.,
2016). Neste sentido, as preparacbes das formulacbes correspondentes a cada
concentracdo experimental obedeceram as seguintes diluicdes (conforme Oliveira et
al., 2016): i) adicdo de 0,77uL de Roundup® em um litro de meio basico de Bold para
obter a concentracédo de 0,28 mg a.e. L?; ii) adicdo de 9,7uL de Roundup® em um
litro de meio basico de Bold para obter a concentracédo de 3,5 mg a.e. L1; iii) adicdo
de 16,6 pL de Roundup® em um litro de meio basico de Bold para obter a
concentragdo de 6,0 mg a.e. L'1. Para a preparagéo do meio experimental contendo o
AMPA, adicionou-se 1 mg de AMPA 99% a 1 litro de 4gua destilada e, ap0s essa
diluicdo, retirou-se uma aliquota de 30 mL da solucdo aquosa de AMPA 1% que,
entdo, foi incorporada a 1 litro de meio basico de BOLD.

Para cada experimento com as concentragcdes apresentadas acima, houve
um grupo controle, onde as plantas foram submetidas ao mesmo meio de cultura,
porém sem o herbicida. As amostras utilizadas tanto nos grupos controle como nos
frascos com os tratamentos contaram com peso fresco (biomassa vegetal) inicial de
150 mg + 10.

O manuseio do herbicida durante a realizacdo dos experimentos foi realizado
por operadores trajando os devidos equipamentos individuais de seguranca e de
protecdo respiratdria, conforme recomendacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Chaim et al., 1999).

Apés um dia de exposicao, o meio de cultura foi renovado para que uma
eventual depreciacdo no estoque de nutrientes néo tivesse qualquer influéncia sobre
o desenvolvimento dos espécimes. As respostas fotossintéticas das plantas
submetidas aos tratamentos com o herbicida e o grupo controle foram mensurados
apos sete dias do inicio dos experimentos de exposicdo (T7) (adaptado a partir de
Vera et al., 2012.

Para avaliacao dos efeitos do herbicida Roundup® e do AMPA sobre a resposta
fotossintética das espécies avaliadas foram utilizadas duas técnicas analiticas: i) curva

de evolucao do oxigénio dissolvido e ii) fluorescéncia da clorofila a. Os experimentos
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realizados com a técnica da curva de evolucdo do oxigénio dissolvido seguiram o0s
procedimentos gerais relatados por Necchi Junior (2004a; 2004b) e Oliveira et al.,
(2016). A partir destes procedimentos, aplicou-se a metodologia das garrafas claras e
escuras de modo a avaliar as mudancas nas concentracdes de oxigénio no meio apos
um periodo de incubacéo ao final do periodo experimental, ou seja, em T7 (Littler &
Arnold, 1985; Thomas, 1988; Necchi Junior, 2004a; 2004b) e, a partir destes dados,
calcular as taxas fotossintética liquida e de respiracdo no escuro.

Considerando a avaliacdo da taxa fotossintética liquida, as mensuracfes
realizadas no T7 contaram com cinco réplicas de cada grupo experimental (incluindo
os diferentes tratamentos e o grupo controle) que foram transferidas para frascos de
tereftalato de polietileno, com capacidade de 110 mL, com 98,5% de transparéncia
(garrafas claras), contendo meio com as respectivas condi¢cbes de tratamento e
mantidas sob condi¢des constantes de temperatura (20 = 0,5°C), irradiancia (140 + 15
umol.m s1) e agitagdo (100 + 2,5 r.p.m.) por um periodo de incubacdo de uma hora
em incubadoras do tipo B.O.D., marca Nova Etica, modelo 411/FDP355. Para evitar
possiveis diferencas nas respostas fotossintéticas devido ao posicionamento dos
frascos em relagdo a fonte de luz, as garrafas contendo as amostras foram
constantemente reposicionadas dentro da incubadora, de modo que cada frasco
ocupou todas as posi¢cdes por um mesmo periodo de tempo. Neste estudo, as
amostras tiveram suas concentracfes de oxigénio dissolvido quantificadas no inicio
(concentracéo inicial ou [l]) e no final (concentracdo final ou [F]) do periodo de
incubacdo com o auxilio de um oximetro de bancada equipado com uma sonda com
auto agitacéo (Yellow Springs Instruments, modelo 5100).

Considerando a avaliacdo da taxa de respiracdo no escuro, foram repetidos os
mesmos procedimentos descritos acima para a taxa fotossintética, porém neste caso
as amostras de macrofitas aquaticas foram incubadas em frascos &mbar (garrafas
escuras), em condi¢des de auséncia completa de iluminacéo. A avaliagao da taxa de
respiracdo no escuro foi realizada em triplicata. Para os calculos das taxas
fotossintéticas e de respiracdo no escuro das amostras analisadas, foram utilizados
os calculos de acordo com o proposto por Littler & Arnold (1985), através das
seguintes férmulas: (i) FL = ([F]-[I])xVITi/PS e (ii) R = ([I]- [F])xVITi/OS, onde FL é a
fotossintese liquida; R € a respiracdo no escuro; [F] € a concentracéo final de oxigénio

dissolvido ap6s o periodo de incubacéo; [I] € a concentracdo inicial de oxigénio
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dissolvido antes do periodo de incubacéo; V € o volume do meio no frasco; Ti é o
tempo de incubacao e PS € o peso seco da amostra.

Para a aplicacdo da técnica da fluorescéncia da clorofila a utilizou-se o fluorébmetro
subaquatico Diving-PAM (Walz, Effeltrich, Germany). A técnica foi aplicada apds o
periodo de aclimatag&o no escuro de 30 minutos, no dia T7. Para estas analises, oito
réplicas de cada tratamento foram posicionadas sobre a fibra 6ptica do equipamento
e, entdo, iniciada a realizagdo de uma Curva de Inducdo (Schreiber et al., 1995),
utilizando a opgéao “Inductive Curve”. A curva de inducdo foi realizada com luz actinica
com intensidade de 285 umol.fétons.m2.s* e pulso de saturacdo a cada 15 segundos,
com duracdo de 0,8 segundos e intensidade de 2.000 umol.fétons.m?.st. Os
parametros analisados a partir deste procedimento foram os seguintes:

1) Rendimento guantico efetivo do fotossistema Il (effective quantum yield), PPSII.

Este parametro indica a eficiéncia fotoquimica (eficiéncia de captura de energia)
dos centros de reacdo abertos do PSIlI de uma planta adaptada a luz. Este
parametro é calculado a partir da formula AF/Fm’, onde AF = Fm’ —Ft, sendo
que Fm’ é a fluorescéncia maxima de uma amostra adapatada a luz e Ft é a
fluorescéncia transitoria (Genty et al., 1989; Necchi, 2005; Schreiber et al.,
1995).

2) Rendimento quéntico da perda de energia ndo fotoquimica néo requlada no PSII

(quantum vield of non-regulated non-photochemical energy lossin PSII), Y(NO).

Este parametro reflete a fracdo de energia que é passivamente dissipada nas
formas de calor e fluorescéncia, principalmente devido aos centros de reacéo

do PSII estarem fechados (Klughammer & Schreiber, 2008). Este parametro é

-1
calculado como Ft*Fm .

3) Rendimento quéntico da perda de energia ndo fotoquimica regulada no

fotossistema |l (quantum vield of requlated non-photochemical energy loss in

PSI), Y(NPQ). Este parametro corresponde a fracdo de energia dissipada na

forma de calor por meio de mecanismos de fotoprotecéo (NPQ) (Klughammer &

Schreiber, 2008). Este parametro é calculado como Ft*Fm"l—Y(NO). Os dois
parametros apresentados, Y(NPQ) e Y(NO), representam, portanto,
componentes da energia total dissipada.

Por fim, os espécimes utilizados no estudo foram mantidos a 70°C em uma

estufa de secagem com circulacdo de ar forcada, marca Tecnal, modelo TE-394/2, até
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gue fosse obtida a massa constante para determinacdo da massa seca das amostras.
As pesagens das amostras ap0s a secagem foram realizadas com balanca analitica,
marca Shimadzu, modelo AUW220D.

Os resultados obtidos nos experimentos envolvendo a exposicdo das
espécies de macrdfitas testadas as diferentes concentracdes de Roundup® foram
inicialmente avaliados considerando suas variagdes nominais (positiva ou negativa)
em relacdo ao grupo controle. A seguir, os dados foram submetidos a estatistica
descritiva, seguido da aplicacdo da Andlise de Diferencas de Médias de Scott & Knott
(Scott & Knott, 1974), utilizando o programa Sisvar (Ferreira, 2000). Do mesmo modo,
0s resultados obtidos nos experimentos envolvendo a exposicdo das macrofitas
aguaticas ao AMPA foram, inicialmente, avaliados considerando a variagdo nominal
do grupo tratado em relacdo ao grupo controle. Logo apds os dados foram submetidos
a estatistica descritiva e, entdo, aplicado o teste t Student. A fim de se identificar
diferencas estatisticamente significativas, foi adotado como limite qualquer valor de p

superior a 0,05.

Resultados

A seguir serdo apresentados, de forma individual, os resultados dos
experimentos de exposicdo das espécies de macrofitas aquaticas investigadas ao
Roundup® e ao AMPA.

i) Efeitos da exposi¢céo ao herbicida Roundup®

i.i) Técnica da curva de evolucédo do oxigénio dissolvido

Em relacdo a técnica da curva de evolucdo de oxigénio dissolvido, dois
parametros foram testados, a taxa fotossintética liquida e a respira¢éo no escuro, para
todas as espécies investigadas.

Para a espécie Egeria densa, todos tratamentos (0,28, 3,5 e 6,0) mostraram
diminuicdo na taxa fotossintética em relagcdo ao grupo controle, com variagdo nos
valores de -33%, -73% e -94%, respectivamente. A taxa de respiracao no escuro, por
sua vez, apresentou uma diminui¢cao nos valores em relagao ao grupo controle para o

tratamento 0,28 (-40%), ao passo que para os tratamentos 3,5 e 6,0 foram registrados
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aumentos de +118% e +306%, respectivamente (Fig. 1; Tabela 1). Estatisticamente,
nao foram encontradas diferencas significativas para o0 parametro da taxa
fotossintética entre o tratamento 0,28 e grupo Controle, porém entre os tratamentos
3,5 e 6,0 ocorreu diferenca estatistica significativa, enquanto que para o parametro
respiragdo no escuro nao foram encontradas diferencas significativas entre
tratamentos e grupo controle (Fig. 1; Tabela 1).

A espécie de macrdfita aquaticas, Mayaca fluviatilis, exibiu, em relacdo ao
grupo controle, um aumento na taxa fotossintética de +32% no tratamento 0,28,
diferentemente do observado para o tratamento 3,5 que mostrou reducao de -22%
(Fig. 2; Tabela 1). Quanto a respiracdo no escuro, essa mesma espécie de macréfita
aguatica, registrou uma diminuicdo em relagdo ao grupo controle no tratamento 0,28
(-7%), enquanto que no tratamento 3,5 foi reportado aumento no valor relativo de
+28% (Fig. 2; Tabela 1). No experimento envolvendo o tratamento 6,0 para esta
espécie houve perda de amostra, de modo que os dados obtidos ndo foram
considerados confiaveis e, por isso, hdo estdo apresentados.

Os dados das analises estatisticas mostram que nao houve diferenca
estatisticamente significativa em relacdo a taxa fotossintética entre os tratamentos e
0 grupo controle. Por sua vez, para os valores obtidos para o parametro respiragao no
escuro observou-se que o tratamento 3,5 apresentou diferenca estatisticamente
significativa em comparacao ao grupo controle (Fig. 2; Tabela 1).

Considerando os dados da espécie Mayaca sellowiana, registra-se que todos
os tratamentos sob exposi¢ao ao herbicida Roundup® (0,28, 3,5 e 6,0) apresentaram
diminuic&o na taxa fotossintética, da ordem de -104%, -8% e -113% respectivamente.
Em relacdo a taxa de respiracdo no escuro, os tratamentos 0,28 e 3,5 mostraram
diminuicdo de -38% e -212% nos seus valores em relacdo ao grupo controle,
respectivamente, enquanto que o tratamento 6,0 revelou aumento da ordem de
+1.053% em relacdo ao grupo controle. Destaca-se que para este Ultimo resultado
houve a perda de uma das trés amostras testadas. A partir dos testes estatisticos
realizados observou-se que néo foram encontradas diferengas significativas, tanto
para os dados referentes a taxa fotossintética, quanto para os dados relativos a taxa
de respiracao no escuro (Fig. 3; Tabela 1).

A espécie Myriophyllum aquaticum, apresentou aumento em relacdo ao grupo
controle para os dois parametros analisados. Para a taxa fotossintética, o0s

tratamentos 0,28, 3,5 e 6,0 aumentaram seus valores na propor¢cao de +23%, +56%
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e +53%, respectivamente, enquanto que para a taxa de respiracdo no escuro, estes
mesmos tratamentos registraram aumento de +38%, +25% e +63%, respectivamente.
Para os dados referentes a esta espécie de macréfita também néo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas para nenhuma dos dois parametros testados
(Fig. 4; Tabela 1).

i.ii) Técnica da fluorescéncia da clorofila a

Em relacao a fluorescéncia da clorofila a, trés parametros experimentais foram
testados, Yl (rendimento quantico efetivo do PSII - ®PSII); Y(NO) (dissipac¢éo de calor
pelo centro de reacéo do PSII) e Y(NPQ) (dissipacao de calor no complexo antena do
PSII).

Considerando a espécie Egeria densa, o parametro YIl, para todos
tratamentos testados (0,28, 3,5 e 6,0), apresentou aumento nos seus valores em
relacdo ao grupo controle. Estes aumentos foram da ordem de +67%, +63% e +90%
respectivamente (Fig. 5; Tabela 2). Este mesmo padrdo de aumento nos valores dos
tratamentos em relacdo ao grupo controle também foi reportado para o parametro
Y(NPQ) (+42%, +54% e +28%, respectivamente) (Fig. 5; Tabela 2). J4 para o
parametro Y(NO) foi observada uma diminuicdo nos valores em relagdo ao grupo
controle para todos tratamentos de exposi¢céo ao herbicida Roundup® testados (-37%
para 0,28, -40% para 3,5 e -40% para 6,0).

A partir desses dados, foram constatadas diferengas estatisticamente
significativas para todos tratamentos (0,28 3,5 e 6,0) em relagcdo ao grupo controle,
para todos os trés parametros analisados (Fig. 5; Tabela 2).

A espécie Mayaca fluviatilis, também apresentou para o parametro YII
aumento nos valores dos tratamentos experimentais 0,28 e 3,5 em relacédo ao grupo
controle: +5% e +10%, respectivamente. Quanto ao parametro Y(NO), foram
registrados aumentos em relacéo ao grupo controle de +11% para o tratamento 0,28,
contudo para o tratamento 3,5 0s experimentos revelaram uma reducao de -2% (Fig.
6; Tabela 2). Por fim, para o parametro Y(NPQ), a espécie M. fluviatilis registrou
diminuicao nos valores em relagcéo ao grupo controle, da ordem de -29% e -10% para

os tratamentos 0,28 e 3,5, respectivamente.
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Para esta espécie de macrofita ndo foram registradas diferencas
estatisticamente significativas para nenhum tratamento (0,28 e 3,5), para nenhum dos
parametros estudados (Fig. 6; Tabela 2).

Considerando a espécie Mayaca sellowiana, o parametro YII mostrou
aumento de valores em relacdo ao grupo controle para todos os tratamentos
experimentais (0,28, 3,5 e 6,0), da ordem de +40%, +99% e +83%, respectivamente,
enquanto que o parametro Y(NO) registrou-se diminuicdo, em relacdo ao grupo
controle, de -10% para o tratamento 0,28, de -15% para o tratamento 3,5 e de -4%
para o tratamento 6,0 (Fig. 7; Tabela 2). Assim como observado para Y(NO), para o
parametro Y(NPQ), foram registradas diminui¢cdes nos valores em relacdo ao grupo
controle: -11% para o tratamento 0,28, -44% para o tratamento 3,5 e -54% para o
tratamento 6,0.

As andlises estatisticas realizadas com os parametros oriundos da técnica da
fluorescéncia da clorofila a para esta espécie de macrofita mostraram diferencas
estatisticamente significativas entre os valores de YII, do tratamento 3,5 e do grupo
controle (Fig. 7; Tabela 2) e entre os valores de Y(NPQ) dos tratamentos 3,5 e 6,0 em
relacdo ao grupo controle (Fig. 7; Tabela 2).

O parametro YIl relativo aos experimentos envolvendo a espécie
Myriophyllum aquaticum registrou aumento de +0,63% ao comparar os valores obtidos
no tratamento 0,28 e no grupo controle, enquanto que para os tratamentos 3,5 e 6,0
esta mesma comparagdo com o grupo controle revelou diminuicdo de valores em
ambos o0s casos: -8% e -5%, respectivamente. Por sua vez, a comparacao do
parametro Y(NO) entre os tratamentos experimentais e 0 grupo controle mostrou
incremento nos valores em todas as concentracdes testadas: +36% para o tratamento
0,28, +19% no tratamento 3,5 e +35% para o tratamento 6,0. Por fim, os valores do
parametro Y(NPQ) diminuiram nos tratamentos 0,28, 3,5 e 6,0 quando comparados
ao grupo controle: -44%, -12% e -36% respectivamente.

Para esta espécie de macréfita ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas para os parametros experimentais associados a

fluorescéncia da clorofila a (Fig. 8; Tabela 2).
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ii) Efeitos da exposicdo ao AMPA

ii.i) Técnica da curva de evolugéo do oxigénio dissolvido

Assim como realizado para o herbicida Roundup®, a partir da técnica da curva
de evolugdo do oxigénio dissolvido, foram investigados dois parametros
fotossintéticos sob efeitos da exposicdo ao AMPA, a taxa fotossintética liquida e a taxa
de respiracao no escuro, para as quatro espécies investigadas neste estudo.

A espécie Egeria densa apresentou, sob exposicdo ao AMPA na
concentragdo experimental, uma diminuicdo de -135% na taxa fotossintética liquida e
um aumento de +139% na taxa de respiracdo no escuro, quando comparado aos
valores registrados pelo grupo Controle (Fig. 9; Tabela 3). O teste t Student identificou
diferencas estatisticamente significativas entre o grupo experimental (sob exposicao
ao AMPA) e o grupo controle tanto para a taxa fotossintética liquida, quanto para a
taxa de respiracao no escuro (Fig. 9; Tabela 3).

Para a espécie Mayaca fluviatilis, foi registrada uma diminuicdo nos valores
associados ao tratamento sob exposicdo ao AMPA para os dois parametros testados
quando comparados ao grupo controle: -38% para a taxa fotossintética liquida e -8%
para a taxa de respiracdo no escuro (Fig. 10; Tabela 3). No caso desta espécie de
macrofita, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre o
grupo experimental e o grupo controle para ambos parametros (Fig. 10; Tabela 3).

Os dados experimentais relativos a espécie de macrofita Mayaca sellowiana
mostraram uma diminuicdo de -19% na taxa fotossintética liquida e um aumento de
+99% na taxa de respiracdo no escuro em relacédo ao grupo controle (Fig. 11; Tabela
3). Para esta espécie também nado foram encontradas diferencas estatisticas
significativas para os parametros testados entre os grupos experimental e controle
(Fig. 11, Tabela 3).

Por fim, a espécie Myriophyllum aquaticum apresentou um aumento, em
relacdo ao grupo controle, nos valores dos dois parametros testados, sendo de +75%
para a taxa fotossintética liquida e de +37% na a taxa de respiragao no escuro (Fig.
12; Tabela 3). O teste t Student revelou diferenca estatistica significativa entre o grupo
tratado com AMPA e o grupo controle apenas para a taxa fotossintética liquida (Fig.
12; Tabela 3).
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ii.ii) Técnica da fluorescéncia da clorofila a

Para a fluorescéncia da clorofila a, assim como observado para Roundup®,
trés parametros foram testados, agora, sob efeito da exposicdo ao AMPA: YII, Y(NO)
e Y(NPQ).

A espécie Egeria densa, apresentou um aumento de +4% e +28% nos valores
de YIl e de Y(NPQ), respectivamente, em relagdo ao grupo controle, enquanto que
para Y(NO) foi verificada uma diminuicdo de -13%. A despeito das diferencas
numéricas observadas ndo foram registradas quaisquer diferencas estatisticamente
significativas entre os valores dos parametros testados (Fig. 13; Tabela 4).

A espécie Mayaca fluviatilis, diferentemente do observado para E. densa,
mostrou uma diminuicdo nos valores de Yl (-23% em relacdo ao grupo controle) e
Y(NPQ) (-21%) (Fig. 14; Tabela 4). Ja para o parametro Y(NO), houve o registro de
um aumento para o tratamento com AMPA em relag&o ao grupo controle (+25%) (Fig.
14; Tabela 4). Para a espécie M. fluviatilis também néo foram encontradas diferencas
estatisticas significativas de qualquer natureza (Fig. 14; Tabela 4).

Considerando a espécie Mayaca sellowiana, observou-se a ocorréncia de
uma diminuicao nos valores de YII no grupo tratado com AMPA (-11% em relagéo ao
grupo controle), assim como nos valores de Y(NPQ) (-14%) (Fig. 15; Tabela 4). Para
o parametro Y(NO), entretanto, registrou-se um aumento (+10% em relacdo ao grupo
controle) nos valores associados ao grupo tratado com AMPA. Novamente, ndo foram
registradas diferencas estatisticamente significativas para os parametros testados
entre os grupos tratados com AMPA e controle (Fig. 15; Tabela 4).

Finalmente, os dados experimentais relativos a espécie Myriophyllum
aguaticum mostraram que houve diminuicdo, da ordem de -4%, nos valores de
parametro Yll no grupo tratado com AMPA em relacdo ao grupo controle (Fig. 16;
Tabela 4). Resposta da mesma natureza, ou seja, uma reducao nos valores, também
foi observada para o parametro Y(NPQ) do grupo tratado com AMPA (-44%) (Fig. 16;
Tabela 4). J& para o parametro Y(NO), observou-se um aumento de +41% no grupo
tratado com AMPA. O teste t Student revelou a ocorréncia de diferencas
estatisticamente significativas para os valores de Y(NO) e Y(NPQ) entre o grupo

tratado com AMPA e o grupo controle (Fig. 16; Tabela 4).
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Discussao

Os resultados dos experimentos envolvendo a analise de parametros
fotossintéticos de quatro espécies de macrofitas submetidas a exposicéo a diferentes
concentracdes de herbicidas a base de glifosato, Roundup® e AMPA, sugerem, em
regra, a ocorréncia de poucos efeitos significativos, positivos ou negativos, sobre a
resposta fotossintética das espécies testadas. Entretanto, embora ndo se concretize
como um padrao geral, os resultados também mostraram que houve, eventualmente,
registros de efeitos significativos para alguns para@metros em algumas espécies. Um
padrdo de resposta espécie-especifico como este indica, em ultima analise, que ha
diferencas no processamento metabodlico destas substancias entre as espécies de
macrofitas estudadas. Por esta razdo, os efeitos produzidos pela exposicdo aos
herbicidas, e concentracdes, testados serédo discutidos individualmente para cada
espécie.

A espécie de macrdfita Egeria densa, quando exposta ao herbicida
Roundup®, apresentou reducéo na taxa fotossintética liquida, particularmente para as
maiores concentracdes (3,5 e 6,0 mg.L?). Estes resultados sugerem que E. densa foi,
entre as quatro espécies estudadas, aquela que, evidentemente, sofreu efeitos
negativos significativos sob exposicao a este herbicida, com clara perda de eficiéncia
fotossintética. A perda de eficiéncia fotossintética sob exposicdo ao Roundup® ja foi
observada para outros produtores primarios de riachos, entre os quais, um claro
exemplo é a espécie de caroficea Nitella mocrocarpa ver. Wrightii (Charophyceae,
Chlorophyta) (Oliveira et al., 2016). Neste estudo, os autores mostraram que, de modo
igual ao observado para E. densa no presente estudo, a taxa fotossintética liquida
diminuiu, enquanto que a respiracdo no escuro aumentou a medida que o0s
exemplares algais foram expostos as concentracdes de 3,5 e 6,0 mg.L! de
Roundup®. Do mesmo modo, o aumento significativo tanto de YIl como de Y(NPQ)
observado para E. densa em todas as concentracoes testadas de Roundup® revelam
gue esta espécie teve um aumento no seu metabolismo (também indicado pelo
aumento nos valores de respiracdo no escuro, embora ndo tenha sido registrada
diferenca significativa para este parametro, em relacédo ao grupo controle), sugerindo
gue os espécimes poderiam, potencialmente, estar experimentando um estresse
fisiolégico quando expostos ao herbicida (Kramer et al., 2004; Klughammer &
Schreiber, 2008; Vilas Boas et al., 2018).
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E preciso observar estes resultados & luz do fato que a espécie E. densa é
uma das espécies de macrofitas mais bem distribuidas em aguas continentais
tropicais e subtropicais do Brasil. Neste sentido, esta macréfita se distribui desde
Minas Gerais, Espirito Santo até o sul do pais, invadindo o Uruguai e Argentina (Cook
& Urmi-konig, 1984). Nestes ambientes, E. densa representa um dos principais
produtores primarios, respondendo por uma parte significativa da producéo
fotossintética, o que impd&e um potencial problema ambiental quando da presenca do
herbicida Roundup® em concentracdes superiores a 3,5 mg.L™* na coluna d"agua.

Como observado por Tanaka et al. (2002), E. densa pode apresentar injuria
leve ou moderada quando exposta a uma quantidade de 10 mg.L* de herbicida
Roundup®, ao passo que uma outra espécie do mesmo género, E. najas, nesta
mesma condicdo, pode apresentar injuria severa e até morte da planta.

Outros estudos também tém demonstrado efeitos negativos variados em
outras espécies de macrofitas aquéaticas expostas ao glifosato, quer sob a forma da
substancia pura quer sob a forma de formulacdes comerciais. Campos (2015), por
exemplo, investigou seis espécies de macrdéfitas aquaticas coletadas na regido
amazonica, entre elas Cabomba aquatica (uma espécie de macrdfita aquatica muito
frequente reportada em regides tropicais e subtropicais do Brasil), e registrou para
todas, efeitos negativos sobre varios parametros morfolégicos e fisioldgicos testados
(p.ex., tamanho da planta, tamanho da folha, tamanho da raiz, nimero de folhas, peso
fresco e CEG0).

As similaridades, fisioldgicas e bioquimicas, entre algas verdes (Chlorophyta)
e plantas terrestres sugerem que este filo algal pode, assim como observado para E.
densa no presente estudo e para outras espécies na literatura, ser particularmente
suscetiveis a herbicidas a base de glifosato (Annett et al., 2014). Oliveira et al. (2016)
corroboram esta tendéncia ao mostrar que as algas verdes Desmidium grevillei e
Spirogyra sp. sofreram uma queda significativa na taxa fotossintética liquida quando
expostas a concentragdes de 3,5 mg.L? e 6,0 mg.L? de glifosato grau técnico.

Os resultados observados para as espécies Mayaca sellowiana, Mayaca
fluviatilis e Myriophyllum aquaticum, por sua vez, ndo mostraram, como regra,
diferencas estatisticas significativas em relagéo ao grupo controle para os parametros
fotossintese liquida e respirag@o no escuro (Tabela 1) quando expostas ao herbicida
Roundup®, com excec¢do do aumento significativo da respiragcao no escuro observado

em M. fluviatilis sob exposicdo a uma concentracdo de 3,5 mg.Lt. Como exposto
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acima para a espécie E. densa, aumento na taxa de respiracdo no escuro sugere que
esta espécie esteja experimentando um estresse fisiolégico pela presenca do
herbicida no meio (Kramer et al., 2004; Klughammer & Schreiber, 2008; Vilas Boas et
al., 2018). Entretanto, como a taxa fotossintética liqguida n&o apresentou
correspondente efeito negativo, aparentemente, para esta espécie o potencial
estresse fisioldégico produzido pelo herbicida ndo foi capaz de comprometer a sua
eficiéncia fotossintética.

Do mesmo modo, para os parametros calculados a partir da técnica de
fluorescéncia da clorofila a nas amostras expostas ao Roundup®, a regra geral para
estas trés espécies foi a ndo observancia de diferencas estatisticamente significativas
em relacdo ao grupo controle (Tabela 2). Uma excecdo, entretanto, merece um
destaque especifico. Para a espécie M. sellowiana foi observada reducao significativa
dos valores de Y(NPQ) (nas concentracdes de 3,5 mg.L* e 6,0 mg.L ') associada a
um aumento significativo nos valores de YlI (3,5 mg.L?) em relagdo ao grupo controle.
Considerando que Y(NPQ) representa perda regulada de energia ndo-fotoquimica e
gue o YIll representa aumento na conversao de energia fotoquimica, estes resultados
sugerem que esta espécie respondeu de forma altamente adaptada ao potencial
“estresse” produzido pela presenc¢a do Roundup® no meio.

No estudo feito por Cedergreen & Olesen (2009), utilizando cevada e
pequenas quantidades de glifosato, foi constatado um crescimento da planta
associado a um aumento na taxa respiratoria quando a planta foi exposta a este
herbicida. Isso pode ser explicado pelo aumento na atividade metabdlica desta
espécie que, provavelmente, estaria relacionado a algum processo de desintoxicacao,
inativacdo ou compartimentacdo do glifosato dentro da planta. No presente estudo
nao foram realizados testes fisiolégicos capazes de identificar processos semelhantes
aos apontados por Cedergreen & Olesen (2009) nas espécies aqui investigadas,
porém, fenbmenos desta natureza poderiam estar relacionados com o0s resultados
para M. fluviatilis, M. aquaticum e, principalmente, para M. sellowiana.

A analise dos resultados experimentais relativos aos tratamentos com AMPA
permite observar que para a maioria das espécies e parametros, tanto os oriundos da
técnica da curva de evolucdo do oxigénio dissolvido como aqueles associados a
fluorescéncia da clorofila a, quase nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi
registrada. Neste sentido, aparentemente, o AMPA, assim como o Roundup®, afeta

apenas marginalmente a resposta fotossintética das espécies testadas. Resultados
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semelhantes ja foram reportados para outros produtores primarios de ecossistemas
I6ticos tropicais. Um exemplo relaciona-se com a espécies de macroalga do filo
Chlorophyta Desmidium grevillei. Esta espécie ndo registrou diferenca estatistica
significativa em amostras expostas a esta substancia, em relacdo ao seu grupo
controle, para nenhum dos parametros fotossintéticos analisados por Oliveira et al.
(2018).

A despeito do padrao geral de aparente indiferenca a exposi¢cdo ao AMPA, E.
densa e M. aquaticum registraram alguns desvios em relacdo a esta regra. Para E.
densa, por exemplo, a presenca de AMPA no meio produziu uma reducao da taxa
fotossintética liquida, associada a um grande aumento na taxa de respiragdo no
escuro. Destaca-se, entretanto, que tais efeitos sobre a fotossintese liquida e a
respiracdo no escuro ndo foram acompanhados por efeitos significativos nos
parametros relativos a fluorescéncia da clorofila a. Sugere-se, portanto, que o AMPA
afeta, de modo geral, processos ecofisioldgicos desta espécie que, eventualmente,
nao passam necessariamente por processos relacionados a fixacdo do Carbono.
Neste contexto, ha, portanto, a real possibilidade de a reducéo na taxa fotossintética
liguida ter sido determinada por efeito de um balanco producéo/respiracéo
desfavoravel relacionado ao aumento do estresse ambiental.

Para M. aquaticum, por sua vez, os resultados mostraram que houve aumento
significativo na taxa fotossintética liquida desta espécie quando exposta ao AMPA.
Este aparente contrassenso também tem sido reportado para outras espécies de
produtores primarios (Oliveira et al.,, 2016). Sugere-se, nestes casos, que a
degradacdo fotolitica e hidrolitica do AMPA seja capaz de produzir fésforo livre no
meio (Giesy et al., 2000), o qual é utilizado pela planta como fonte primaria para o
aumento da sua taxa fotossintética.

Considerando, portanto, os resultados obtidos através dos experimentos de
exposicdo de quatro espécies de macrofitas aos herbicidas a base de glifosato,
Roundup® e AMPA, é possivel indicar as seguintes conclusées:

1) As respostas fotossintéticas dos espécimes sob exposi¢cdo aos herbicidas
testados, no geral, registraram poucas diferencas estatisticamente significativas,
positivos ou negativos, em relacéo as respostas fotossintéticas observadas para 0s
espécimes do grupo controle;

2) Embora, tenham sido observados poucos efeitos significativos nas respostas

fotossintéticas das espécies testadas, aqueles que assim foram néo registraram um
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padrdo global geral para as macrofitas como um todo, sendo, de todo modo, espécie-
especifico. Neste sentido, a espécie que demonstrou maior grau de influéncia na sua
resposta fotossintética foi Egeria densa. Para esta espécie, tanto os dados oriundos
da técnica da curva de evolucdo do oxigénio dissolvido como da fluorescéncia da
clorofila a, sugerem que o Roundup® e AMPA conduzem a uma perda de eficiéncia
fotossintética. Do ponto de vista ecoldgico, é preciso levar este resultado em
consideracdo, uma vez que esta espécie de macréfita € uma das mais bem
distribuidas em ambientes aquaticos tropicais e subtropicais do Brasil.

3) Em contraposicdo a E. densa, aparentemente, a espécie Myriophyllum
aguaticum tende a aumentar sua produtividade fotossintética quando exposta a um
meio com AMPA. Assim como observado para E. densa, este efeito pode produzir
desequilibrios ecolégicos nos ambientes onde M. aquaticum estd entre as espécies
dominantes em termos quantitativos.

4) Os eventuais efeitos da exposicdo ao Roundup® e ao AMPA sobre as
espécies estadas ndo guardam relacdo quantitativa direta com as concentracdes
experimentais utilizadas. Porém, nenhum resultado significativo foi observado para os
experimentos que utilizaram as concentracdes de 0,28 mg/L, a concentragdo maxima
permitida pela legislagdo brasileira, exceto para os parametros oriundos da técnica da

fluorescéncia da clorofila a (YII, Y(NO) e Y(NPQ)) para a espécie E.densa.
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Figuras e Tabelas
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Figura 1. Taxa fotossintética liquida (amarelo) e taxa de respiracdo no escuro (azul)
de Egeria densa em diferentes concentragbes de herbicida Roundup®. As barras
indicam as médias = desvio padrdo e letras diferentes indicam diferencas

estatisticamente significativas (p<0,05).
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Mayaca fluviatilis
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Figura 2. Taxa fotossintética liquida (amarelo) e taxa de respiracdo no escuro (azul)
de Mayaca fluviatilis em diferentes concentracdes de herbicida Roundup®. As barras
indicam as médias = desvio padrdo e letras diferentes indicam diferengas

estatisticamente significativas (p<0,05).
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Figura 3. Taxa fotossintética liquida (amarelo) e taxa de respiracdo no escuro (azul)

de Mayaca sellowiana em diferentes concentracdes de herbicida Roundup®. As

barras indicam as médias + desvio padréo e letras diferentes indicam diferencas

estatisticamente significativas (p<0,05).
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Myriophyllum aquaticum
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Figura 4. Taxa fotossintética liquida (amarelo) e taxa de respiracdo no escuro (azul)
de Myriophyllum aquaticum em diferentes concentracdes de herbicida Roundup®. As
barras indicam as médias * desvio padrdo e letras diferentes indicam diferencas

estatisticamente significativas (p<0,05).
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Egeria densa
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Figura 5. Percentual de luz absorvida (Y (Il) = amarelo) e dissipada (Y(NO) = laranja;
Y(NPQ) = vermelho) na fotossintese pela espécie Egeria densa avaliada pela
fluorescéncia da clorofila a nos tratamentos 0,28, 3,5 e 6,0 e no grupo controle. Letras

diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Mayaca fluviatilis
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Figura 6. Percentual de luz absorvida (Y (Il) = amarelo) e dissipada (Y(NO) = laranja;
Y(NPQ) = vermelho) na fotossintese pela espécie Mayaca fluviatilis avaliada pela
fluorescéncia da clorofila a nos tratamentos 0,28, 3,5 e 6,0 e no grupo controle. Letras

diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Mayaca sellowiana
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Figura 7. Percentual de luz absorvida (Y (Il) = amarelo) e dissipada (Y(NO) = laranja;
Y(NPQ) = vermelho) na fotossintese pela espécie Mayaca sellowiana avaliada pela
fluorescéncia da clorofila a nos tratamentos 0,28, 3,5 e 6,0 e no grupo controle. Letras

diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Myriophyllum aquaticum
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Figura 8. Percentual de luz absorvida (Y (II) = amarelo) e dissipada (Y(NO) = laranja;
Y(NPQ) = vermelho) na fotossintese pela espécie Myriophyllum aquaticum avaliada
pela fluorescéncia da clorofila a nos tratamentos 0,28, 3,5 e 6,0 e no grupo controle.
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Egeria densa
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Figura 9. Taxa fotossintética liquida (amarelo) e taxa de respiracdo no escuro (azul)
de Egeria densa sob exposicdo ao AMPA. As barras indicam as meédias + desvio

padrao e letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).



50

Mayaca fluviatilis

a

Taxa fotossintética (mg O, gt DWh?)
w

Controle AMPA

OFotossintese M Respiragdo

Figura 10. Taxa fotossintética liquida (amarelo) e taxa de respiracéo no escuro (azul)
de Mayaca fluviatilis sob exposicdo ao AMPA. As barras indicam as médias * desvio

padrao e letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Mayaca sellowiana
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Figura 11. Taxa fotossintética liquida (amarelo) e taxa de respiracéo no escuro (azul)
de Mayaca sellowiana sob exposicao ao AMPA. As barras indicam as médias * desvio

padrao e letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Figura 12. Taxa fotossintética liquida (amarelo) e taxa de respiracéo no escuro (azul)
de Myriophyllum aquaticum sob exposi¢cdo ao AMPA. As barras indicam as médias *
desvio padrdo e letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05).
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Figura 13. Percentual de luz absorvida (Y (Il) = amarelo) e dissipada (Y(NO) = laranja;
Y(NPQ) = vermelho) na fotossintese pela espécie Egeria densa avaliada pela
fluorescéncia da clorofila a nos tratamentos 0,28, 3,5 e 6,0 e no grupo controle. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Figura 14. Percentual de luz absorvida (Y (Il) = amarelo) e dissipada (Y(NO) = laranja;
Y(NPQ) = vermelho) na fotossintese pela espécie Mayaca fluviatilis avaliada pela
fluorescéncia da clorofila a nos tratamentos 0,28, 3,5 e 6,0 e no grupo controle. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).



55

Mayaca sellowiana
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Figura 15. Percentual de luz absorvida (Y (Il) = amarelo) e dissipada (Y(NO) = laranja;
Y(NPQ) = vermelho) na fotossintese pela espécie Mayaca sellowiana avaliada pela
fluorescéncia da clorofila a nos tratamentos 0,28, 3,5 e 6,0 e no grupo controle. Letras

diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Myriophyllum aquaticum
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Figura 16. Percentual de luz absorvida (Y (Il) = amarelo) e dissipada (Y(NO) = laranja;
Y(NPQ) = vermelho) na fotossintese pela espécie Myriophyllum aquaticum avaliada
pela fluorescéncia da clorofila a nos tratamentos 0,28, 3,5 e 6,0 e no grupo controle.

Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Tabela 1: Parametros referentes a taxa fotossintética liquida e respiragcdo no escuro
em relagdo ao herbicida Rounup®. As doses testadas foram de 0,28mg/L1,3,5mg/L™*

e 6,0mg/L* do herbicida e o grupo controle sem a adicdo do mesmo.

Espécies Parametros  Controle 0,28 3,5 6,0
Fot. Lig. 4,07b 2,76b 1,11a 0,28a
Egeria densa
Resp. Esc. 0,75a 0,87a 3,14a 5,86a
Fot. Liq. 2,60a 3,44a 2,04a -
Mayaca fluviatilis
Resp. Esc. 1,47a 2,82a 3,86b -
Fot. Lig. 3,47a -0,16a 3,22a -0,47a
Mayaca sellowiana
Resp. Esc. -1,46a 1,11a -1,99a 13,61a
Fot. Lig. 2,08a 2,56a 3,25a 3,20a
Myriophyllum aquaticum
Resp. Esc. 3,11a 4,30a 3,89a 3,45a

*médias seguidas de pelo menos uma letra igual indica diferencas néo significativas (p>0,05)
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Tabela 2: Parametros referentes a fluorescéncia da clorofila a, em relacdo ao

Roundup®. As doses testadas foram de 0,28mg/L?, 3,5mg/L? e 6,0mg/L' do

herbicida e o grupo controle sem a adicdo do mesmo.

Espécies Parametros  Controle 0,28 3,5 6,0
Y(l) 0,17a 0,30b 0,29b 0,34b
Egeria densa Y(NO) 0,59b 0,37a 0,35a 0,36a
Y(NPQ) 0,22a 0,32b 0,35b 0,29b
Y(II) 0,29a 0,30a 0,32a -
Mayaca fluviatilis Y(NO) 0,45a 0,51a 0,45a -
Y(NPQ) 0,24a 0,17a 0,22a -
Y(II) 0,19a 0,27a 0,38b 0,35b
Mayaca sellowiana Y(NO) 0,53a 0,48a 0,45a 0,51a
Y(NPQ) 0,26b 0,24b 0,15a 0,12a
Y(I1) 0,41a 0,41a 0,38a 0,39a
Myriophyllum aquaticum Y(NO) 0,31a 0,43a 0,38a 0,43a
Y(NPQ) 0,26a 0,15a 0,23a 0,17a

*médias seguidas de pelo menos uma letra igual indica diferencas néo significativas (p>0,05)
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Tabela 3: Parametros referentes a taxa fotossintética liquida e respiragéo no escuro,
mostrando a comparacéo do grupo controle, em relacdo ao AMPA.

Controle AMPA
Egeria densa
Fotossintese 4,07b -1,43a
Respiracao 1,44a 3,45b
Mayeca fluviatilis
Fotossintese 2,60a 3,01a
Respiracao 3,01a 0,45a
Mayaca sellowiana
Fotossintese 3,47a 2,84a
Respiragao 1,77a 3,53a
Myriophyllum aquaticum
Fotossintese 2,08a 3,66b
Respiragao 3,11a 4,29a

*médias seguidas de pelo menos uma letra igual indica diferencas n&o significativas (p>0,05)



60

Tabela 4: Parametros referentes a fluorescéncia da clorofila a, mostrando a

comparacao do grupo controle em relagcdo ao AMPA.

Controle AMPA
Y (1)
Egeria densa 0,17a 0,18a
Mayaca fluviatilis 0,29a 0,22a
Mayaca sellowiana 0,19a 0,17a
Myriphyllum aquaticum 0,41a 0,39%a
Y (NO)
Egeria densa 0,59a 0,51a
Mayaca fluviatilis 0,45a 0,57a
Mayaca sellowiana 0,53a 0,59a
Myriphyllum aquaticum 0,31a 0,44b
Y (NPQ)
Egeria densa 0,22a 0,29a
Mayaca fluviatilis 0,24a 0,19a
Mayaca sellowiana 0,26a 0,23a
Myriphyllum aquaticum 0,26b 0,15a

*médias seguidas de pelo menos uma letra igual indica diferencas néo significativas (p>0,05)



