UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP
UNESP - CAMPUS DE ASSIS

MARIA VITORIA PAMPLONA

EFEITO DA EXPOSICAO AOS HERBICIDAS GLIFOSATO
E 2,4-D, E SUAS MISTURAS, SOBRE AS RESPOSTAS
FOTOSSINTETICAS DE ESPECIES DE MACROALGAS DE
RIACHOS

ASSIS
2024



MARIA VITORIA PAMPLONA

Efeito da exposicao aos herbicidas glifosato e 2,4-D,
e suas misturas, sobre as respostas fotossintéticas de

espécies de macroalgas de riachos

Dissertagdo apresentada a Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias e Letras, Assis,
para a obtengio do titulo de Mestra em Biociéncias (Area
de Conhecimento: Caracterizacdo e Aplicacdo da
Diversidade Biologica)

Orientador(a): Prof. Dr. Ciro Cesar Zanini Branco

Coorientador(a): Dr. Lucas Kortz Vilas Boas

ASSIS
2024



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicagdo (CIP)
Ana Claudia Inocente Garcia - CRB 8/6887

Pamplona, Maria Vitoria

P186e Efeito da exposi¢ao aos herbicidas glifosato e 2,4-D, e suas
misturas, sobre as respostas fotossintéticas de espécies de
macroalgas de riachos / Maria Vitoria Pamplona. — Assis, 2024

39p.:il

Dissertagao de Mestrado - Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Faculdade de Ciéncias e Letras, Assis

Orientador: Prof. Dr. Ciro Cesar Zanini Branco

Coorientador: Prof. Dr. Lucas Kortz Vilas Boas

1. Macroalga. 2. Glifosato. 3. 2,4-D. 4. Herbicidas. 5. Acido
diclorofenoxiacético. 1. Titulo.

CDD579.8




o - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp -

Campus de Assis

ATA DA DEFESA PUBLICA DA DISSERTACAO DE MESTRADO DE
MARIA VITORIA PAMPLONA, DISCENTE DO PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM BIOCIENCIAS, DA FACULDADE DE CIENCIAS E
LETRAS - CAMPUS DE ASSIS.
Aos 14 dias do més de junho do ano de 2024, as 08:30 horas, no(a) Sala de Defesas da

Pos-graduacdo, realizou-se a defesa de DISSERTACAO DE MESTRADO de MARIA
VITORIA PAMPLONA, intitulada Efeito da exposigo aos herbicidas glifosato e 2,4-D, e suas
misturas, sobre as respostas fotossintéticas de espécies de macroalgas de riachos. A Comissao
Examinadora foi constituida pelos seguintes membros: Prof. Dr. CIRO CESAR ZANINI
BRANCO (Orientador(a) - Participacdo Presencial) do(a) UNESP/FCLAssis, Prof. Dr.
PITAGORAS DA CONCEICAO BISPO (Participagdo Presencial) do(a)

UNESP/FCL-Assis, Profa. Dra. JULIANA POMARI (Participacdo Presencial) do(a) Assis/SP.
Apds a exposicdo pela mestranda e arguicdo pelos membros da Comissdo Examinadora que

participaram do ato, de forma presencial elou virtual, a discente recebeu o conceito final:

GZQ—Q VADOA __ Nadamais havendo, foi lavrada a presente ata, que apos lida e aprovada,
foi assinada pelo(a) Presidente(a) da Comissdo Examinadora.

Prof. Dr. CIRO CESAR ZANINI BRANCO

QQ% p@[ﬁ \

Faculdade de Ciéncias e Letras - Campus de
Assis Dom Antonio, 2100, 19806900, ASSIS - Paulo
www.assis.unesp.br/posgraduacao/biocienciasCNPJ:
48.031.918/0006-39.



Agradecimentos

Ao prof. Dr. Ciro Cezar Zanini Branco, por toda ajuda e ensinamentos para a realizagdo deste
trabalho. Agradego também, pelas palavras de incentivo e puxdes de orelha quando
necessarios para que eu cres¢a na profissdo, amadureca e continue seguindo em frente.

A minha mae e minha madrinha, Rosana Garcia de Castro ¢ Layse Pereira Soares do
Nascimento que sempre me incentivaram, apoiaram e aconselharam no caminho que segui,
€ me reergueram quando eu precisei.

Agradeco aos integrantes do LABIA, pelos auxilios em diversos momentos, o apoio quando
precisei, € ensinamentos novos que obtive ao longo dos anos.

Aos meus amigos Isadora Andrade Barbosa, Ana Paula Andrade Barbosa, Nagela Maria
Giannasi Fiais, Thiago Paulino de Carvalho, Giovana Ribeiro de Melo Afonso e Isabela
Theodora Gomes Serra Rodrigues Silva que sempre apoiaram, brigaram, riram e me
tiraram a ansiedade e tristezas ao longo do caminho.

Ao meu namorado, Eduardo Paulino Dib, que me auxiliou e apoiou em todos 0s momentos.

A minha banca Dra. Juliana Pomari, que em muitos momentos de duvidas ao longo do
projeto me estendeu a mao, e prof. Dr. Pitdgoras da Conceicdo Bispo que por vezes me
incentivou e aconselhou.

Ao seu Sinésio, que sempre me recebeu com um “Bom dia, Vitoria” sorridente e com
conversas sobre diversos assuntos que melhoravam o meu dia e me tiravam boas risadas.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de financiamento 001.



RESUMO GERAL

No Brasil, o uso crescente de agrotoxicos ¢ evidente, especialmente na agricultura
convencional, onde a industria encontrou um mercado promissor. Esse aumento gera impactos
significativos no ambiente, afetando comunidades de organismos, como os dos ecossistemas
aquaticos proximos a areas de cultivo intensivo. Residuos de agrotoxicos atingem rios e lagos,
impactando principalmente os produtores primarios, como algas bentonicas de riachos, que
sofrem alteracdes fisiologicas importantes, como na fotossintese, mesmo ndo sendo o alvo
principal dos agrotoxicos. Neste contexto, quatro espécies de macroalgas de riachos, foram
submetidas a cendrios experimentais nos quais as amostras algais foram expostas a trés
concentragdes (0,28; 3,5 e 6 mg L) de um herbicida a base de glifosato (formulagio comercial
Roundup®), a trés concentragdes (0,30; 2 e 10 mg L) de um herbicida a base de 2,4-D
(formulagio comercial Bratt®), e a misturas destes dois herbicidas (0,28 mg L' de glifosato +
0,30 mg L' de 2,4-D; 3,5+2 ¢ 6 + 10). Apods a exposicio, as macroalgas foram avaliadas quanto
as suas respostas fotossintéticas através da técnica da fluorescéncia da clorofila a, utilizando os
seguintes parametros: i) Rendimento quantico efetivo do fotossistema I (Y(II)); ii) Rendimento
quantico da perda de energia ndo-fotoquimica regulada do fotossistema II (Y(NPQ)) e iii)
Rendimento quantico da perda de energia ndo-fotoquimica ndo regulada do fotossistema II
(Y(NO)). As respostas das macroalgas verdes aos experimentos de exposi¢do aos herbicidas,
isolados e/ou em mistura, mostraram-se espécie-especificas, entretanto, de modo geral, foram
registrados poucos efeitos negativos de baixa intensidade mesmo nos tratamentos com misturas
dos herbicidas nas mais altas concentragdes. Isso sugere ajustes fisiologicos devido a
superexposicdo cronica a ambientes degradados por atividades humanas, enquanto destaca a
necessidade de mais estudos experimentais para avaliar o desenvolvimento de resisténcia e os
potenciais impactos na diversidade aquatica.

Palavras-chave: Ambientes l6ticos; Agrotoxicos; Ecotoxicologia; Ecossistemas aquaticos
continentais




ABSTRACT

In Brazil, the growing use of pesticides is evident, especially in conventional agriculture, where
the industry has found a promising market. This increase generates significant impacts on the
environment, affecting communities of organisms, such as those in aquatic ecosystems near
areas of intensive farming. An example of a non-target organism that may suffer relevant
physiological impacts due to exposure to pesticide residues is benthic stream algae, including
macroalgae, which are significant primary producers in these aquatic ecosystems. In this
context, four species of stream macroalgae, were subjected to experimental scenarios in which
algal samples were exposed to three concentrations (0.28; 3.5; and 6 mg L") of a glyphosate-
based herbicide (Roundup® commercial formulation), three concentrations (0.30; 2; and 10 mg
L) of a 2,4-D-based herbicide (Bratt® commercial formulation), and mixtures of these two
herbicides (0.28 mg L! glyphosate + 0.30 mg L' 2,4-D; 3.5 + 2; and 6 + 10). After exposure,
macroalgae were evaluated for their photosynthetic responses using the chlorophyll a
fluorescence technique, employing the following parameters: i) Effective quantum yield of
photosystem II (YII); ii) Quantum yield of non-photochemical energy loss regulated by
photosystem II (Y(NPQ)); and iii) Quantum yield of non-photochemical energy loss not
regulated by photosystem II (Y(NO)). The responses of green macroalgae to exposure
experiments to herbicides, either isolated or in mixture, were species-specific; however, overall,
few low-intensity negative effects were recorded even in treatments with mixtures of herbicides
at the highest concentrations. This suggests potential physiological adjustments due to chronic
overexposure to anthropogenically degraded environments, expanding understanding of
environmental scenarios from herbicide exposure on non- target organisms, while highlighting
the need for further experimental studies to assess resistance development and potential impacts
on aquatic diversity.

Keywords: Lotic environments; Pesticides; Ecotoxicology; Continental aquatic ecosystems
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INTRODUCAO GERAL

Nas ultimas décadas, a produgdo agricola, especialmente aquela relacionada ao
mercado de graos, tem aumentado exponencialmente dada a necessidade de recursos para
suportar o crescimento da populacdo humana e de animais de criacdo destinados a
alimentagdo humana. O boletim referente a 12* pesquisa de campo realizada pela
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2023), no final de agosto de 2023,
revelou que o Brasil colheu uma safra recorde de graos, com a producao estimada em
322,8 milhdes de toneladas no ano, o que consolida o pais como o segundo maior
exportador mundial de produtos agricolas. Esta produ¢@o agricola extraordindria induz,
entretanto, um massivo uso de pesticidas por parte dos produtores agricolas brasileiros,
tornando o pais como o quinto maior consumidor deste tipo de substancia no mundo, com
cerca de 20% do uso global (Oliveira, 2022).

E importante destacar que a producdo de soja representa a maior parcela do
enorme mercado da produgdo agricola brasileira (ca. de 154,6 milhdes de toneladas —
CONAB, 2023), pois esta cultura ¢ utilizada com diversos propositos, desde a produgdo
de o6leo vegetal, consumo em natura ou ainda de forma processada, passando sua
utilizagdo na produgdo de biocombustivel até seu uso como matéria prima na industria
alimenticia (p.ex., produgdo de bebidas alternativas aos leites de origem animal, sucos,
emulsificantes etc.). Além do relevante papel na industria alimenticia, a soja ¢ matéria
prima na industria de beleza, farmacéutica e veterinaria, estando na linha de produg¢do de
diversos produtos (Lima Filho, 2020).

Especificamente para o cultivo da soja, ha diversas moléculas legalmente
registradas nos orgdos de controle e fiscalizagdo do Brasil (p.ex., Ministério da
Agricultura e Pecudria e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) que sdo utilizadas
como pesticidas para o controle de outros organismos que podem ocorrer em meio a
producdo comercial (Cosmann & Drunkler, 2012). A titulo de exemplo, o consumo de
pesticidas na cultura de soja ¢, em média, de 17,7 litros por hectare (Pignati, 2017). As
moléculas que compdem os ingredientes ativos de cada agrotoxico definem, em ultima
analise, o mecanismo de acao dentro de organismos e, portanto, a recomendacao de uso
de cada um deles. Neste sentido, os herbicidas comerciais, por exemplo, sdo separados e
classificados justamente pelos grupos quimicos que formam os seus ingredientes ativos
(Roman et al., 2005). No caso dos herbicidas comerciais Roundup® e Bratt®, os
principios ativos sdo respectivamente, o glifosato e o 2,4-D, dois dos principios ativos

mais comercializados no Brasil e no mundo (Brasil, 2020). O glifosato ¢ segundo a “Weed
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Science Society of America”, um herbicida do grupo 9 que se caracteriza como um
inibidor da enzima EPSPs, enquanto o 2,4-D ¢ um herbicida do grupo 4 que atua como
um mimetizador de auxinas (Roman et al., 2005).

Tanto Roundup® como Bratt® tém sido amplamente utilizados em todo mundo,
com especial destaque para aqueles a base de glifosato (Roundup®) que sdo, de fato, os
mais comercializados tanto no Brasil como no mundo (Okada et al., 2019, Brasil, 2020).
Além do uso destes herbicidas isolados, uma pratica que vem sendo amplamente utilizada
¢ 0 uso destas substancias em misturas, ou seja, em consorciacao. A razao para a adogao
deste tipo de manejo € que a mistura de herbicidas promete ser financeiramente vantajoso,
além de diminui os custos de produg¢do e o tempo de aplicacdo e aumentar a eficacia no
controle das plantas indesejaveis que eventualmente estdo presentes nos campos de
cultivo comercial (Sharma & Singh, 2001).

Entretanto, a despeito da forte correlagdo do uso de herbicidas com o aumento da
produtividade agricola, varios estudos tém reportado a existéncia de riscos ambientais
associados ao uso excessivo destes compostos, que Portinho ef al., 2018 demonstra em
seu estudo utilizando os herbicidas a base de glifosato e 2,4-D afetaram os ovos de
zooplancton, sendo que um dos mais graves que esta diretamente relacionado com a
deteccao de residuos de tais produtos em ambientes diferentes de onde foram aplicados,
os chamados ambientes ndo-alvo, tais como os ecossistemas aquaticos continentais. A
ocorréncia de residuos de herbicidas em ambientes ndao-alvo se da porque estes compostos
sdo facilmente transportados dos campos de cultivo para corpos d’4dgua tanto pelo
escoamento superficial provocado pelas chuvas que “lavam” os solos onde foram
aplicados como pela dispersao pelo ar, conforme sugerido no esquema apresentado na
Figura 1 (Moreira et al., 2012; Moraes & Rossi, 2010; Garcia-Delgado ef al., 2018).

Nos ambientes aquaticos, os herbicidas passam a estar disponiveis, podendo,
consequentemente, contaminar organismos nao-alvo, ou seja, espécies que nao estdo
vinculadas ao processo de manejo agricola. Organismos nao-alvo presentes em ambientes
aquaticos que eventualmente sdo expostos a residuos de herbicidas podem pertencer a
diversos niveis troficos, incluindo produtores primarios, tais como as macro e microalgas
e as macrofitas aqudticas, além dos consumidores, entre os quais, microcrusticeos,
moluscos, insetos e peixes (Americo et al., 2015; Ansley & Castellano, 2007; Lozano,
2020; Lozano et al., 2018; Wingen et al., 2023). O resultado da exposi¢ao eventual de
organismo nao-alvo a residuos de herbicidas leva a diversas consequéncias, desde
impactos de pequenas proporg¢oes até aqueles subletais e, em casos extremos, letais. Entre

os efeitos sub-letais da exposicdo por produtores primarios nao-alvo aos residuos de
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herbicidas, como ¢ o caso das macroalgas loticas, estdo aqueles associados ao processo
fotossintético e, consequentemente, a produgdo de energia disponivel para todo o sistema.
Virios estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar a relacdo entre a toxicidade
produzida por substancias quimicas em ambientes naturais e os efeitos em organismos
nao-alvos, especialmente aqueles relacionados as suas fungdes bioldgicas. Através de
testes fisico-quimicos ¢ possivel detectar e medir as concentragdes dessas substancias e o
potencial risco ambiental, porém sdo necessarios estudos especificos que demonstrem as
alteragdes fisiologicas nos organismos. Dentre os estudos realizados, Santos (2021)
demonstrou que a exposi¢ao de duas espécies de liquens, Parmotrema tinctorio ¢ Usnea
barbata, ao herbicida glifosato determinou expressivas altera¢des na vitalidade do par
algal, na integridade dos pigmentos fotossintéticos € no metabolismo. Outras abordagens
também foram utilizadas para comparar uma variedade de organismos ndo-alvo e avaliar
diferentes a existéncia e a magnitude dos efeitos da exposi¢do a residuos de herbicidas. E
o caso do trabalho realizado por Lozano (2020), cujo resultado confirmou a ocorréncia
de mudangas estruturais nas comunidades fitoplanctonicas e perifiticas de dgua doce

quando expostas a herbicidas a base glifosato e 2,4-D.

Aplicagdo do agrotéxico

Volatizacso
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(Fonte: Modificado de Portinho et al., 2018)

Figura 1. Esquema geral da dindmica do agrotoxico no ambiente. Setas indicam os

possiveis transportes do contaminante para a atmosfera e ambiente aquatico.

Neste sentido, o Laboratério de Biologia Aquatica, LABIA, da Faculdade de

Ciéncias e Letras de Assis, UNESP/FCL-Assis, vem desenvolvendo, quase que
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solitariamente, uma série de estudos pioneiros a fim de compreender os efeitos da
exposi¢do de macroalgas loticas e, organismos ndo-alvo de diferentes niveis troficos
(p.ex, macroalgas, fito e zooplancton, insetos aquaticos e macrofitas aquaticas) e
ecossistemas aquaticos (p.ex., 16ticos e Iénticos).

Os estudos ecotoxicoldgicos no LABIA tiveram inicio com 0s experimentos
realizados por Oliveira et al. (2016), que tiveram como foco a avaliacdo dos efeitos do
glifosato de grau técnico, Roundup® e 4cido aminometilfosfonico (AMPA) na taxa
fotossintética liquida, na taxa de respira¢dao no escuro e na concentracao de clorofila a de
Nitella microcarpa var. wrightii, uma alga verde encontrada em ecossistemas l6ticos de
todo o mundo. O estudo testou trés concentracdes de glifosato de grau técnico e
Roundup® (0,28, 3,5 ¢ 6 mg L") e uma concentragio de AMPA (0,03 mg L). O estudo
concluiu que o glifosato, principalmente quando associado a uma formulagdo comercial
contendo adjuvantes (como o caso do Roundup®), teve um forte efeito inibitdrio na taxa
fotossintética liquida da espécie testada e que a magnitudes dos efeitos inibitorios foram
influenciados tanto pela concentracdo do ingrediente ativo quanto pelo tempo de
exposicao. Em contraste, o tratamento com AMPA teve um efeito estimulador na taxa
fotossintética liquida, possivelmente devido ao aumento da disponibilidade de fosforo
proveniente do processo de degradacdo do herbicida. Os resultados destacaram ainda os
potenciais riscos ecoldgicos apresentados pelos herbicidas a base de glifosato na
distribuicao espacial e temporal de N. microcarpa var. wrightii. Adicionalmente, Oliveira
et al. (2021) avaliaram outras quatro espécies de macroalgas de riachos, Nitella
subglomerata, Desmidium grevillei, Oedogonium sp. e Spirogyra sp., submetidas aos
mesmos cenarios experimentais do estudo realizado por Oliveira et al. (2016). Os
resultados deste novo estudo reforcaram e ampliaram as conclusdes anteriores, mostrando
que o Roundup®, de fato, foi capaz de reduzir a concentracdo de clorofila a das espécies
testadas e que tal redugdo foi mais pronunciada do que a observada quando as macroalgas
estavam expostas ao glifosato de grau técnico. De acordo com esses resultados, os autores
sugeriram que a presen¢a de herbicidas a base de glifosato em riachos tropicais, mesmo
em concentracdes permitidas pela legislagdo brasileira, pode afetar significativamente a
fotossintese das comunidades de macroalgas dos riachos, representando, assim, um
grande risco para a dinamica estrutural e funcional desses ecossistemas como um todo.
Uma consideracgao adicional relativa a este estudo foi que o grau de severidade dos efeitos
da exposicdo aos herbicidas observados nas diferentes espécies de macroalgas testadas

variou de modo espécie-especifico, ressaltando a importancia de considerar as
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especificidades de cada organismo ao avaliar os impactos dessas substancias nos
ecossistemas aquaticos.

Em um outro conjunto de experimentos, Vilas Boas et al. (2022) e Vilas Boas et
al. (no prelo), buscaram avaliar as respostas fotossintéticas de duas espécies de
macroalgas l6ticas, Nitella microcarpa var. wrightii ¢ Oedogonium sp., apds exposi¢ao
ao herbicida tebuthiuron em cenérios futuros de aumento de temperatura projetados pelo
Painel Intergovernamental de Mudangas Climaticas (IPCC). Considerando a espécie N.
microcarpa var. wrightii (Vilas Boas et al., 2022), os experimentos revelaram que a
exposicao ao herbicida tebuthiuron em cenarios de aumento de temperatura relacionados
as mudangas climaticas produziu efeitos sinérgicos, ou seja, os efeitos negativos sobre a
resposta fotossintética desta espécie foram mais acentuados do que quando a macroalga
foi exposta aos estressores individualmente, evidenciando a complexidade dos impactos
dos multiestressores ambientais na fotossintese das macroalgas loticas. J& para
Oedogonium sp., a exposi¢ao ao herbicida tebuthiuron e cenarios de aumentos de
temperatura relacionado as mudangas climaticas resultou em uma redugdo na taxa de
fotossintese liquida (NPR) dessa espécie, porém apenas nos tratamentos com a exposicao
aos estressores individualmente, sem o registro de interagdo entre eles.

Finalmente, ¢ importante destacar os resultados obtidos por Oliveira (2018) em
uma investigagcdo que avaliou o impacto da exposi¢do aos herbicidas glifosato e 2,4-D
nas respostas fotossintéticas de quatro espécies de macroalgas verdes. Neste estudo, pela
primeira vez, os resultados experimentais ndo foram conclusivos, pois parte das espécies
investigadas (N. subglomerata e Oedogonium sp.) foi indiferente & presenga dos
herbicidas, mesmo em mistura, de modo que ndo resultaram em variacdo na
produtividade, enquanto a outra parte (Desmidium greville e Spirogyra sp.), embora
demostrando sinais de estresse fisiologico e, eventualmente uma reducdo na
produtividade primaria no inicio dos experimentos, registrou o aumento no rendimento
quantico efetivo ao final do tempo de exposicao (apos 7 dias). No final das contas, o autor
indica, categoricamente, que os resultados experimentais ndo permitem afirmar que estas
macroalgas expostas as formula¢des comerciais de glifosato e 2,4-D estejam sofrendo
inibi¢des na fotossintese. Diga-se, alias, que foi justamente a incerteza na interpretagao
destes resultados que motivou a realizagdo da presente dissertagao.

Assim, dando continuidade aos trabalhos j& realizados, o presente estudo foi
proposto com o objetivo de identificar e, se possivel, mensurar os impactos da exposi¢ao
a combinacdes de herbicidas, especificamente Roundup® e Bratt, sobre as respostas

fotossintéticas, avaliadas através de parametros da fluorescéncia da clorofila a (i.e.,
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rendimento quantico efetivo do PSII(Y (II)), dissipacao de calor pelo centro de reagao do
PSII (Y(NO)) e dissipagdo de calor no complexo antena do PSII (Y(NPQ)), de quatro
espécies de macroalgas de riachos pertencentes ao Filo Chlorophyta, Adegagropilopsis

clavuligera, Arnoldiella emedii, Nitella microcarpa var. wrightii ¢ Oedogonium sp.
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Capitulo 1: Exposicdo experimental de macroalgas verdes de ecossistemas ldticos a
herbicidas a base de glifosato e 2,4-D, isolados € em combina¢do: auséncia de efeitos

negativos sugere aquisicao de resisténcia por exposi¢ao prévia.
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RESUMO

A literatura tem descrito que os residuos de agrotoxicos que atingem rios, riachos e lagos
por lixiviagao provocado pela dgua da chuva e/ou dispersao em nuvem pelo vento podem
produzir efeitos imprevisiveis, principalmente nos produtores primarios desses
ambientes, como as macroalgas de riachos. Neste contexto, quatro espécies de macroalgas
de riachos pertencentes ao Filo Chlorophyta, Adegagropilopsis clavuligera, Arnoldiella
emedii, Nitella microcarpa var. wrightii ¢ Oedogonium sp., foram submetidas a
experimentos nos quais amostras foram expostas a trés concentracdes (0,28; 3,5 ¢ 6 mg
[i.a.].L-1) de um herbicida a base de glifosato (formulacdo comercial Roundup®), a trés
concentragdes (0,30; 2 e 10 mg [i.a.].L-1) de um herbicida a base de 2,4-D (formulacao
comercial Bratt®), e a misturas destes dois herbicidas. Apos a exposicao, as respostas
fotossintéticas obtidas a exposicao aos herbicidas demonstraram resultados variados entre
as espécies de macroalgas analisadas. Para Aegagropilopsis clavuligera, todos os
parametros (Y (II), Y(NPQ), Y(NO)) mostraram diferencgas significativas: Y (II) foi maior
em misturas de Roundup® e Bratt®, indicando maior rendimento fotossintético; Y(NPQ)
e Y(NO) foram superiores em tratamentos com Roundup®, indicando maior estresse
fisiologico. Arnoldiella emedii apresentou diferengas significativas em Y(NPQ) e Y(NO),
com maiores valores de Y(NPQ) no grupo controle e menores valores de Y(NO) em
tratamentos com Bratt®. Nitella microcarpa var. wrightii mostrou diferenga apenas em
Y(NPQ), com valores maiores para Roundup® em 6 mg/L. Por fim, Oedogonium sp. ndo
exibiu variagdes significativas em nenhum dos parametros avaliados. Com base nos
resultados do estudo sobre o efeito da exposicdo aos herbicidas concluimos que as
respostas fotossintéticas variaram de acordo com a espécie, foram observados poucos
efeitos negativos, mesmo nas concentragdes mais altas das misturas de herbicidas.

Palavras-chave: Ambientes 16ticos; Agrotoxicos; Ecotoxicologia; Ecossistemas aquaticos

continentais

ABSTRACT

The literature reports that pesticide residues reaching water bodies through leaching by
rain or dispersion by wind can cause unpredictable effects, especially on primary
producers in these environments, such as stream macroalgae. This study evaluated the
effects of a glyphosate-based herbicide (Roundup®) and a 2,4-D-based herbicide
(Bratt®) on four species of stream macroalgae from the Chlorophyta Phylum:
Aegagropilopsis clavuligera, Arnoldiella emedii, Nitella microcarpa var. wrightii, and
Oedogonium sp. Samples were exposed to three concentrations of each herbicide and to
binary combinations of the concentrations. Photosynthetic responses varied among
species. For Aegagropilopsis clavuligera, all photosynthetic parameters (Y (II), Y(NPQ),
Y(NO)) showed significant differences, with higher photosynthetic yield in herbicide
mixtures and greater physiological stress with Roundup®. Arnoldiella emedii had
significant differences in Y(NPQ) and Y(NO), with higher Y(NPQ) in the control group
and lower Y(NO) with Bratt®. Nitella microcarpa var. wrightii showed an increase in
Y(NPQ) with Roundup® at 6 mg/L. Oedogonium sp. showed no significant variations in
any parameter. It is concluded that photosynthetic responses varied according to species,
with few negative effects observed even at the highest herbicide mixture concentrations.
Keywords: Lotic environments; Pesticides; Ecotoxicology; Continental aquatic

ecosystems
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INTRODUCAO

A utilizagdo exacerbada de produtos quimicos (i.e., agrotdxicos) relacionados
com o manejo da produgao agricola associada ao surgimento de plantas competidoras das
culturas de interesse comercial (i.e., as chamadas “plantas daninhas”) resistentes a
diversos destes produtos, produziu uma alteragdo importante nas estratégias de
administracao dos chamados defensivos agricolas no mundo. Neste sentido, um ajuste na
pratica da aplicacao dos agrotdxicos muito utilizados também no Brasil foi a aplicacao
consorciada de mais de um principio ativo em conjunto, em diferentes momentos ou até
mesmo durante o mesmo tempo de aplicagcdo, dependendo da cultura agrondmica de
interesse e das substancias empregadas (Albrecht ef al., 2021). A adog@o do uso conjunto
de agrotdxicos, de forma concomitante ou ndo, contribuiu, assim, para o aumento do ja
enorme consumo destas substancias no Brasil, grande parte associado aos sistemas de
produgdo agricola convencionais que utilizam tais substancias para o controle de pragas
e doencas que atingem as culturas (Terra & Pelaez, 2009; Soares & Porto, 2012; Salomao
et al.,2020).

Do ponto de vista ambiental, a questdo central do uso excessivo ¢ indiscriminado
de agrotoxicos € que diversos estudos t€ém demonstrado que residuos destas substancias
podem derivar (por varios meios, como por exemplo, a lixiviagdo apds chuvas ou mesmo
as névoas resultantes da aplicagdo) e, ao atingir outras regides, produzir efeitos nocivos
em ambientes que nao foram alvo da aplicacao, tais como rios e riachos, lagos e areas de
vegetacdo nativa (Sousa et al., 2021; Zhiping et al., 2021; Roth et al., 2022; Banaee, 2022;
Duque et al., 2020; Lopes & Albuquerque, 2018). Neste contexto, organismos nao-alvo,
ou seja, aqueles que habitam ambientes atingidos por residuos de agrotoxicos derivados
acidentalmente de campos de cultivo, especialmente os produtores primarios, passam a
estar susceptiveis aos efeitos da exposi¢do a estas substancias que, por principio, sdo
utilizadas para afetar o metabolismo “vegetal”. Em riachos, um dos principais produtores
primarios sdo as macroalgas (Branco et al., 2017). Além de relevante papel na producao
primaria, as macroalgas de riachos também influenciam a dinamica dos ambientes onde
vegetam, modulando o fluxo da agua, estabilizando os sedimentos e servindo como
reflgio para outras espécies (Ferreira, 2023; Ferreira et al., 2023; Vilas Boas & Branco,
2022).

Em macroalgas de riachos, os efeitos potenciais da exposicdo aos herbicidas,
assim como os mecanismos de acdo, tendem a ser semelhante daqueles relatados em

plantas. Assim, herbicidas a base de glifosato agem, em plantas e em macroalgas de
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riachos, inibindo a enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintase (EPSPS), responsavel
pela sintese de aminodcidos aromaticos (Oliveira et al., 2016). Como resultado, a planta
(ou a macroalga de riacho) ndo consegue produzir os aminodcidos necessarios para a
sintese de proteinas e outros compostos importantes, levando a morte do individuo. Ja
para os herbicidas cujo principio ativo ¢ o 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), o efeito sobre
produtores primarios ocorre dado que estes sdo mimetizadores de auxinas (AIA) (Roman
et al., 2005). Herbicidas mimetizadores de AIA, em ultima analise, desregulam de tal
forma o crescimento dos individuos que os leva a morte pelo esgotamento de suas
reservas energéticas (Roman et al., 2005).

Considerando que a pratica da aplicagdo conjunta de herbicidas a base de glifosato
e a base de 2,4-D tem sido uma estratégia de manejo recorrente na agricultura mundial
(Lozano et al., 2018), o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da exposicao
conjunta de herbicidas com composicao baseada nestes principios ativos (Roundup® e
Bratt®, respectivamente), sobre as respostas fotossintéticas de quatro espécies de
macroalgas de riachos pertencentes ao Filo Chlorophyta.

Os parametros utilizados foram as suas respostas fotossintéticas através da técnica
da fluorescéncia da clorofila a, utilizando os seguintes parametros: i) Rendimento
quantico efetivo do fotossistema II (Y(II)); ii)) Rendimento quéntico da perda de energia
nao-fotoquimica regulada do fotossistema II (Y(NPQ)) e iii) Rendimento quantico da
perda de energia nao-fotoquimica ndo regulada do fotossistema II (Y(NO)). O
Rendimento quantico efetivo do fotossistema II, que indica a eficiéncia fotossintética do
aparato, em uma situacdo em que em uma condicdo normal, sem presenca de estresse, ele
estard mais alto em correlagdo aos outros, pois a planta estara em seu estado regular. Ja
nos casos de rendimento quantico da perda de energia nao-fotoquimica regulada do
fotossistema II e rendimento quantico da perda de energia ndo-fotoquimica nao regulada
do fotossistema II, que indicam o estresse que o organismo esta sofrendo, em situacdes
normais estardo com numeros baixos, sendo que a perda regulada, que indica uma
alteracdo no ambiente onde se encontra o organismo mas ainda ndo o afetard, estard com
valores mais altos que a perda ndo regulada, que indica a desregulacdo completa do
organismo fotossintetizante.

Com base em trabalhos ja realizados (p.ex. Oliveira ef al., 2016; 2021; Vilas Boas
et al., 2022, Lozano et al., 2018), foram estabelecidas as seguintes hipoteses principais
para o presente estudo foram 1) os efeitos da exposi¢@o sobre as respostas fotossintéticas
da macroalgas devem ser diferentes para os herbicidas isoladamente e também devem ser

dose-dependentes por conta das diferentes naturezas dos dois principios ativos (a0 menos
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até um limite maximo de tolerancia); i1) a exposi¢ao consorciada dos herbicidas devem
apresentar efeitos negativos aditivos sobre as respostas fotossintéticas das macroalgas e
ii1) os efeitos dos herbicidas sobre as macroalgas devem ser espécie- especificos, dada as

diferencas nas naturezas bioldgicas e ecoldgicas das espécies testadas.

MATERIAIS E METODOS

Coleta e preparacdo dos espécimes

Para este experimento, os espécimes de quatro espécies de macroalgas de riachos
pertencentes ao Filo Chlorophyta, Aegagropilopsis clavuligera (Grunow) Boedeker,
Arnoldiella emedii (Peres & Branco) Peres & Auriccchio, Nitella microcarpa var. wrightii
Groves & Groves e Oedogonium sp., foram coletados em riachos de pequeno porte
localizados na regido sudeste do Brasil. Apos a coleta, os espécimes foram colocados em
um recipiente contendo agua do proprio riacho, e levados “in vivo” para o laboratdrio,
onde foi procedida a limpeza, pesagem e, posteriormente, o procedimento experimental.

No processo de limpeza, onde foram removidos sedimentos e organismos
epifiticos, foi utilizado um microscopio estereoscopico, pincel de cerdas duras e jatos de
agua destilada. Apds a limpeza, e seguindo os procedimentos descritos por Oliveira ef al.
(2016), as amostras foram transferidas para frascos erlenmeyer de 150 ml contendo 100
ml de meio basal de Bold (BBM) (Watanabe, 2005) e aclimatadas nas condigdes
experimentais. Em seguida, os espécimes algais foram mantidos em incubadoras B.O.D.
(Nova Etica, modelo 411 / FDP355) sob temperatura constante (20,0 °C + 0,5), irradiancia
constante (140 pmol.m-2s-1) e fotoperiodo 12h/12h (ciclo claro/escuro). Apds um
periodo de aclimatacdo de 24 horas, as amostras foram acondicionadas em erlenmeyers
com BBM com adi¢do de ingrediente ativo de acordo com as concentragdes nominais
estabelecidas para cada tratamento, considerando exposicdes isoladas ao glifosato e ao
2,4-D e exposigdes conjuntas, glifosato e 2,4-D.

Com o objetivo de evitar o esgotamento de nutrientes € manter constantes as
concentragdes nominais dos principios ativos de cada tratamento, durante os dias de
exposic¢do, os meios das amostras foram renovados no terceiro dia de exposi¢do, seguindo
as recomendagdes do guia de testes quimicos 221 da Organizagdo para Cooperagdo e
Desenvolvimento Econdmico (OCDE, 2006) e os procedimentos descritos por Oliveira
et al. (2016). As amostras permaneceram nas condig¢des de cultivo por um total de 7 dias,

sendo as andlises experimentais realizadas no 7° dia de exposicao.
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Preparacdo de meios

Os herbicidas utilizados nos experimentos de avaliacdo dos efeitos sobre as
espécies de macroalgas investigadas foram a formulagdo comercial Bratt® (i.a. 2,4-D)
com 67% de equivalente acido e 42,1% de coadjuvantes, a formulacdo comercial
Roundup® (i.a. glifosato) com 36% de equivalente acido e 68,4% de coadjuvantes, e uma
mistura combinada de ambos os herbicidas. As concentragoes de Bratt® (i.a. 2,4-D) e de
Roundup® (i.a. glifosato), separadas ou em combina¢do, usadas no experimento de
incubagdo sao mostradas na Tabela 1. Além das concentragdes experimentais contendo os
herbicidas, também foram preparadas amostras sem a adi¢dao de herbicidas ao BBM,
configurando assim o grupo controle. Todos os grupos experimentais € o grupo controle
foram avaliados em quintuplicata.

As trés concentracdes de Roundup® utilizadas no experimento foram
selecionadas, conforme encontradas na literatura com a auséncia de novas publicagdes
que abordem especificamente este tema por representarem: i) a concentragdo maxima
para aguas de classe III, segundo a resolu¢cdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente
n°357/05 (0,28 mg de ingrediente ativo [ia].L'!). Este tratamento foi denominado de
Tratamento T 0,28; ii) a concentragdo recomendada para o controle de pragas aquaticas e
terrestres (3,5 mg ia.L') (Vera et al., 2012; Giesy et al., 2000). Este tratamento foi
denominado de Tratamento T 3,5 e iii) a concentragdo proxima a maior ja encontrada em
ambientes aquaticos naturais (6,0 mg ia.L'") (Edwards et al., 1980). Este tratamento foi
denominado de Tratamento T 6. Por sua vez, as trés concentra¢des de Bratt® utilizadas
foram selecionadas por representarem: i) a concentragdo maxima para aguas de classe I1I,
segundo a resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente n°357/05 (0,30 mg de
ingrediente ativo [ia].L'!). Este tratamento foi denominado de Tratamento T 0,30; ii) a
concentragdo recomendada para o controle de pragas aquiticas e terrestres (2 mg ia.L!)
(Giesy et al., 2000). Este tratamento foi denominado de Tratamento T 2 e iii) a
concentragdo proxima a maior ja encontrada em ambientes aquaticos naturais (10 mgia.L"
Y (Edwards et al., 1980). Este tratamento foi denominado de Tratamento T 10.

As combinagdes das concentragdes dos cenarios com as misturas binarias dos
herbicidas se baseou no uso de: i) concentragdes mais baixas que aquelas previstas pela
recomendacio de uso (i.e., M 0,28-0,28 = 0,30 mg ia.L"! de 2,4-D + 0,28 mg ia.L"!' de
glifosato); ii) concentra¢des recomendas de uso (i.e., M 2-3,5=2mgia.L'+3,5 mgia.L-
1) e iii) as mais altas concentracdes ambientais destes herbicidas reportadas na literatura

(i.e., M 10-6 =10 mg ia.L"! + 6 mg ia.L").
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Analises experimentais

As respostas fotossintéticas das macroalgas investigadas foram avaliadas através
da técnica da fluorescéncia da clorofila a (Baker, 2008; Vilas Boas et al., 2019). Tais
analises foram realizadas com o auxilio de um fluorometro Diving-PAM (Walz,
Effeltrich, Alemanha) no sétimo dia de exposicdo aos tratamentos experimentais. No
sétimo dia, entdo, apds um periodo de 30 minutos de aclimatacdo no escuro, as amostras
foram posicionadas na fibra 6tica do equipamento e através da fun¢do "Induction Curve"
(Schreiber et al., 1995), 12 pulsos de luz saturante (2.000 pmol fotons.m?. s) com
duracgdo de 0,8s foram aplicados em intervalos de 15s (Oliveira et al., 2016). Com base
nos dados produzidos por essas curvas, foram avaliados os seguintes parametros
fotossintéticos de cada espécie submetida a cada tratamento (Klughammer & Schreiber,
2008; Oliveira et al., 2016): 1) rendimento quantico efetivo do fotossistema II ("Y(II)");
i1) rendimento quantico da perda de energia ndo fotoquimica regulada no fotossistema II
("Y(NPQ)") e iii) rendimento quantico de perda de energia ndo fotoquimica nao regulada

no fotossistema II ("Y (NO)").

Analise dos dados

Todos os dados obtidos foram submetidos inicialmente a estatistica descritiva.

Inicialmente, os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk
(Shapiro & Wilk, 1965) e, subsequentemente, os dados paramétricos foram analisados
através de a Analise de variancia de Scott-Knott, (Scott & Knott, 1974), e/ou ANOVA
uma-via, sendo utilizado, quando o caso, o teste “Post-hoc de Tukey”. Os testes

estatisticos paramétricos foram realizados com o auxilio do pacote estatistico Statistica.

RESULTADOS

Os resultados dos experimentos de exposicao aos herbicidas estdo descritos a
seguir considerando as espécies individualmente e os parametros analiticos oriundos da
técnica da fluorescéncia da clorofila a, quais sejam: 1) rendimento quantico efetivo do
PSIT - Y(II); 1) dissipacao de calor pelo centro de reagdo do PSII - Y(NO) e iii) dissipacao
de calor no complexo antena do PSII Y(NPQ). Importante destacar que, embora as
diferencas entre tratamentos também tenham sido levadas em consideragao, as avaliagdes
foram todas baseadas na comparagao dos valores obtidos nos tratamentos experimentais
envolvendo a exposi¢do aos herbicidas com os valores obtidos para o grupo controle. Em

linhas gerais, portanto, valores de Y (II) de um dado tratamento superiores aos do grupo
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controle indicam que a macroalga apresentou maior rendimento fotossintético do que o
controle e, portanto, respondeu positivamente ao tratamento em questdo, enquanto
valores de Y(NO) e Y(NPQ) de um dado tratamento superiores ao grupo controle indicam
que a macroalga apresentou maior nivel de estresse fisioldgico e, portanto, respondeu
negativamente ao tratamento em questao. Considerando, entdo, esta logica, para a espécie
Aegagropilopsis clavuligera, todos os pardmetros avaliados, Y(II), Y(NPQ) e Y(NO),
registraram diferengas estatisticamente significativas quando comparados ao grupo
controle (Tabela 2). Para o parametro Y(II) as diferencas foram encontradas entre o grupo
controle e as misturas de Roundup® e Bratt® nas concentragdes, respectivamente, de
0,28 € 0,30mg [i.a.].L"! e de 6 e 10 mg [i.a.].L"!, com maiores valores reportados para as
amostras algais expostas as misturas de herbicidas (Figura 1). J4 para o parametro
Y(NPQ), os valores registrados para o grupo controle se mostraram estatisticamente
diferentes dos valores registrados para os tratamentos com Roudup® com as
concentragdes de 3,5 e 6 mg [i.a.].L! e para as misturas com as combinacdes de
Roundup® e Bratt® em todas as concentragdes, ou seja, de 0,28 € 0,30 mg [i.a.].L"!, 3,5
e 2 mg [i.a.]JL! e 6 e 10 mg [i.a.].L! (Figura 1). No caso do parametro Y(NPQ), os
maiores valores foram registrados para os tratamentos de exposi¢do aos herbicidas
(Figura 1). Quanto ao parametro Y(NO), as diferencas estatisticas encontradas entre os
diferentes tratamentos e o grupo controle foram registradas para as amostras expostas ao
herbicida Roundup® com concentragdes de 3,5 e 6,0 mg [i.a.].L"! e para as amostras
expostas a mistura dos herbicidas com concentragdes de 0,28 mg [i.a.].L"!' de Roundup®
e 0,30 de Bratt®, sendo os maiores valores deste parametro registrados para as amostras
do grupo controle (Figura 1). Outras diferencas estatisticamente significativas registradas
envolvem os seguintes tratamentos: 1) Roundup® com as concentragdes de 6 mg [i.a.].L"
! e as concentragdes de 0,30, 2 ¢ 10 mg [i.a.].L"! de Bratt® (p < 0,01, p< 0,001 e p <
0,001, respectivamente); ii) Roundup® com as concentra¢des de 3,5 mg [i.a.] L' e a
concentragio de 10 mg [i.a.].L! de Bratt® (p < 0,05); iii) Roundup® com as
concentragdes de 3,5 mg [i.a.].L! e as concentragdes de 0,30, 2 e 10 mg [i.a.].L"! de
Bratt® (p < 0,05, p < 0,001 e p < 0,001, respectivamente) e iv) Bratt® com as
concentracdes de 0,3, 2 e 10 mg [i.a.].L"! e a mistura com concentragdes de 0,28 mg
[i.a.].L"! de Roundup® e 0,3 mg [i.a.].L"! de Bratt® (p < 0,001 em todos o0s casos).

Ja para a espécie Arnoldiella emedii foram registradas diferencas estatisticamente
significativas para os parametros Y(NPQ) e Y(NO) (Tabela 2). Considerando o parametro
Y(NPQ) as diferencas foram observadas entre o grupo controle e os tratamentos com

exposi¢io ao herbicida Bratt® com as concentragdes de 2 e 10 mg [i.a.].L"! (Figura 2).
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Em adicao, também foram registradas diferencas entre os seguintes tratamentos: 1) Bratt®
com as concentragdes de 2 e 10 mg [i.a.].L"! e mistura com concentra¢des de 0,28 mg
[i.a.].L"! de Roundup® e 0,3 mg [i.a.].L"! de Bratt® (p < 0,01 em ambos casos) e ii) Bratt®
com as concentra¢des de 2 e 10 mg [i.a.].L"' e Roundup® com a concentragio de 3,5 mg
[i.a.].L! (p < 0,01 em ambos casos). Em rega, os maiores valores de Y(NPQ) foram
registrados para o grupo controle (Figura 2). Para o pardmetro Y(NO), por sua vez, as
diferengas significativas foram registradas apenas entre tratamentos de exposi¢cdo aos
herbicidas, sem diferencas significativas entre tratamentos com exposi¢cdo € o grupo
controle (Figura 2), com os menores valores, em geral, registrados para o tratamentos
com exposicdo ao Bratt®, especialmente, nas concentragdes 2 e 10 mg [i.a.].L"! (Figura
2).

Considerando a espécie Nitella microcarpa var. wrightii, embora os parametros
Y(II) e Y(NO) ndo tenham apresentado diferenca estatistica nos seus valores entre os
tratamentos testados e o grupo controle, para o parametro Y(NPQ), observou-se
diferengas estatisticamente significativas (Tabela 2). No geral, as amostras expostas ao
herbicida Roundup® com concentragio de 6 mg [i.a.].L"! registraram valores maiores
deste parametro do que o grupo controle (Figura 3). Adicionalmente, também foram
registradas diferencas significativas entre os valores dos seguintes tratamentos (Figura 3):
i) Roundup® com concentracdo de 6 mg [i.a.].L"! e Bratt® com concentra¢des de 0,30 e
10 mg [i.a.].L1 (p < 0,01 e p < 0,001, respectivamente), ii) Roundup® com concentragio
de 6 mg [i.a.].L"! e a mistura com concentragdes de 6 mg [i.a.].L"! de Roundup® e 10 mg
[i.a.].L! de Bratt® (p < 0,001) e iii) Roundup® com concentra¢io de6 mg [i.a.].L! e
Roundup® com concentragdo de 0,28 mg [i.a.].L"! (p < 0,05).

Considerando, finalmente, os valores dos parametros fotossintéticos avaliados
para a macroalga Oedogonium sp. quando submetidas aos tratamentos experimentais nao
registraram nenhuma varia¢do estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
controle, nem positiva nem negativa (Tabela 2). Os valores de Y(II), Y(NO) e Y(NPQ)

dos tratamentos e do grupo controle de Oedogonium sp. estao reportados na Figura 4.

DISCUSSAO

Os resultados dos experimentos envolvendo a exposi¢do de quatro espécies de
macroalgas verdes de ecossistemas l6ticos a diferentes tratamentos com herbicidas a base
de glifosato (Roundup®) e 2,4-D (Bratt®), isolados ou em mistura, sugerem, a despeito

do carater espécie-especifico das respostas observadas, que, em regra, nao houve efeitos
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negativos significativos relevantes sobre os parametros fotossintéticos avaliados nestes
organismos. Eventualmente, foram até registrados, de forma isolada, efeitos significativos
de baixa intensidade, tanto positivos quanto negativos, porém as respostas fotossintéticas
foram, no geral, similares entre o grupo controle, meio basico concentracao de herbicidas,
e os tratamentos, meio basico com concentragdo de herbicidas, inclusive aqueles que
envolveram exposi¢do a misturas de herbicidas nas maiores concentragdes testadas. Estes
resultados refutam as hipoteses iniciais do presente estudo e divergem da maioria dos
estudos ecotoxicologicos similares que foram previamente realizados, segundo os quais,
a exposicdo a herbicidas gerou potenciais impactos negativos sobre a fotossintese de
macroalgas 16ticas (e.g., Oliveira et al., 2016; 2021; Vilas Boas et al., 2019; 2022). Uma
notavel excecdo os trabalhos de Oliveira (2018) e Oliveira et al. (2021), nos quais foram
realizados experimentos envolvendo a exposi¢do de macroalgas l6ticas a herbicidas,
isoladamente ou em misturas, e foram registrados resultados que sugerem nao ter havido
inibi¢do da fotossintese e/ou, por outro lado, até, eventualmente, ter havido discreto ganho
de eficiéncia fotossintética de algumas das espécies de macroalgas testadas.

No presente estudo, considerando os resultados experimentais das espécies
individualmente, as macroalgas Nitella microcarpa var. wrightii e Oedogonium sp.
registraram, basicamente, auséncia de diferencas significativas entre os tratamentos de
exposicdo aos herbicidas € o grupo controle para os parametros relacionados a
fluorescéncia da clorofila a avaliados (Tabela 2). Em outras palavras, de modo geral,
especificamente essas espécies de macroalgas se mantiveram convertendo, via
fotossintese, energia luminosa em energia quimica, dissipando energia passivamente sob
a forma de calor e fluorescéncia e manejando um eventual dano fisioldgico provocado
pela exposi¢do aos herbicidas com eficiéncias semelhantes em qualquer uma das
condi¢des experimentais as quais as amostras tenham sido submetidas. Oliveira et al.
(2016), registram, em direcdo oposta aos resultados do presente estudo, impactos
negativos da exposicao a herbicidas a base de glifosato sobre a eficiéncia fotossintética
de amostras de Nitella microcarpa var. wrightii, mesmo em concentragoes dentro dos
parametros da legislacdo ambiental brasileira. Por outro lado, os mesmos autores
(Oliveira et al., 2021) também revelaram que uma outra espécie de Nitella, N.
subglomerata, ndo apenas nao teve a eficiéncia fotossintética afetada negativamente pela
exposicdo ao Roundup® como, adicionalmente, registrou ganho de eficiéncia
fotossintética quando exposta ao principio ativo deste herbicida comercial, no caso,
glifosato grau-técnico. Estas divergéncias entre os dados de literatura e os dados do

presente estudo mostram que, além das respostas fotossintéticas apresentarem uma clara
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tendéncia de resposta espécie-especifica, ha também a possibilidade de as respostas algais
envolverem tendéncias populacionais, tanto no espago como no tempo. A sugestdo
relacionada a estas variacdes populacionais podem estar ligadas ao fato (ainda ndo
investigado, diga-se) de que populagdes eventualmente submetidas a exposicao cronica
prévia a um agente xenobidtico (p.ex., algum herbicida), poderia, em tese, desenvolver
resisténcia a este poluente. Considerando que os riachos de onde foram retiradas as
amostras analisadas no presente estudo estdo localizados nas vizinhangas de dreas rurais
fortemente sujeitas a0 manejo agricola, ¢ possivel inferir que os resultados aqui
apresentados possam, potencialmente, ter sido afetados por tais circunstancias e, portanto,
devem ser analisados com a cautela necessaria.

No caso de Oedogonium sp., Oliveira et al. (2021) registraram, de forma
semelhante ao presente estudo, uma tendéncia de leve aumento nos valores do parametro
Y (II) quando amostras desta macroalga foram submetidas ao herbicida Roundup® em
concentragdes de 3,5 e 6 mg [i.a.].L"!, indicando, portanto, que especificamente esta
espécie de alga verde pode ser considerada como tendo, potencialmente, mecanismos de
tolerancia (e, eventualmente, até de ganhos de vantagem) a presenca de herbicidas a base
de glifosato no meio. Por outro lado, Vilas Boas & Branco (2024, no prelo) mostraram
que esta mesma macroalga registrou reducdo de até 86% dos valores de Y(II) quando
submetidas a diferentes concentra¢des de tebuthiuron, um herbicida da classe das uréias
que atua inibindo o transporte de elétrons no fotossistema II (Magnusson et al., 2010;
Thomas et al., 2020; Marzonie et al., 2021). Neste sentido, as diferencas nas respostas
fotossintéticas de Oedogonium sp. em fungao do tipo de herbicida, se a base de glifosato
(como no caso do presente estudo) ou de tebuthiuron, podem ser explicadas pelas
diferencas nos modos e mecanismos de a¢do destas diferentes classes de substancias
ecotoxicologicas (Oliveira Jr., 2011).

Com relacdo as espécies Aegagropilopsis clavuligera e Arnoldiella emedii, duas
espécies de Cladophorales (Chlorophyta) de 4guas continentais, os resultados
experimentais sugerem, sendo a ocorréncia de claros e concretos efeitos positivos sobre
as respostas fotossintéticas (como no caso de 4. clavuligera) sob condi¢do de exposi¢ao
aos herbicidas testados, ao menos efeitos indiferentes ou discretamente positivos (como
no caso de 4. emedii). Para A. clavuligera, houve registros de aumentos da eficiéncia
fotossintética, sendo o parametro Y(II), sob exposicdo a duas das trés misturas de
Roundup® e Bratt® que foram testadas no presente estudo quando os dados foram
comparados com os do grupo controle, indicando, com clareza, que a presenca destes

compostos favoreceu o rendimento quantico efetivo da espécie. Para A. emedii, por sua
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vez, os resultados experimentais observados mostraram algumas diferencas
estatisticamente significativas apenas nos valores do parametro Y(NPQ) para dois
tratamentos de exposi¢do ao herbicida a base de 2,4-D quando comparados aos valores
do grupo. Entretanto, em ambos os casos, houve redu¢ao do Y(NPQ) o que, em ultima
analise, indica diminui¢do na dissipacdo de energia de forma fisiologicamente regulada
e, portanto, manejo eficiente de estresse fisiologico mesmo sob exposi¢do ao herbicida.
Adicionalmente, embora os valores de Y(II) para as amostras expostas ao 2,4-D nao
tenham sido estatisticamente diferentes do observado para o grupo controle,
nominalmente, os valores dos tratamentos foram maiores do que o do grupo controle.

Tanto o cendrio descrito para 4. clavuligera como o descrito para A. emedii
sugerem que estas macroalgas possuem um efetivo mecanismo fisiologicamente regulado
para o gerenciamento de um eventual estresse provocado pela exposicdo aos agentes
xenobidticos, que as permitem manter uma eficiente taxa de conversdo de energia
fotoquimica no fotossistema II associada a uma perda minima de energia através da
dissipacao passiva (Klughammer & Ulrich Schreiber, 2008). Como este ¢ o primeiro
estudo ecotoxicologico/ecofisiologico desta natureza envolvendo algas pertencentes a
ordem Cladophorales, no caso, 4. clavuligera e A. emedii, recomenda-se que novos
estudos sejam realizados para que se possa confirmar, ou ndo, a sugestdo de que espécies
desta classe de algas verdes sejam indiferentes e até, eventualmente, favorecidas pela
presenca de herbicidas a base de glifosato e 2,4-D no meio. Entretanto, j4& podemos
adiantar que hd documentacdo na literatura dando conta que o habitat tipico das
Cladophorales de 4guas continentais est4, em regra, associado a ambientes aquaticos ricos
em minerais, sais € nutrientes (especialmente o fosforo) dissolvidos na agua e que ¢
provavel que o aumento da eutrofizagcdo ocorrido nas ultimas décadas tenha favorecido
uma maior ocorréncia e distribui¢do do grupo (Peres & Branco, 2014). O fato de vegetar
em habitats caracteristicamente associados a altas cargas de poluicdo organica e
inorganica de origem antrdpica podem, por si s, propiciar o desenvolvimento de
potenciais mecanismos intrinsecos protetivos contra efeitos fisioldgicos de eventuais
xenobidticos presentes no meio. Ou seja, ndo seria uma completa e infundada especulagao
se se aventasse a possiblidade destas algas, a semelhanca do que ocorre com “plantas
indesejadas” (popularmente conhecidas como “ervas daninhas”) em campos de cultivo
sujeitos a intensa aplicacdo de herbicidas, adquirirem algum mecanismo de resisténcia
fisiologica.

No caso das “ervas daninhas”, a aquisi¢ao de resisténcia fisioldgica aos herbicidas

pode ser influenciada por diversos mecanismos, entre os quais esta o desenvolvimento de
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resisténcia metabolica através da superexpressao de enzimas ou vias de desintoxicacao
que levam, em tultima andlise, ao aumentando da capacidade de metabolizar o herbicida
e, entdo, a desintoxica¢ao do tecido vegetal (Gomes, 2014). Outros mecanismos de ajuste
fisiologico, como a ativacdo de bomba de efluxo, também podem estar envolvidos,
permitindo, assim, que as ervas daninhas eliminem o herbicida de suas células, reduzindo,
ou eliminando, seu efeito sobre o metabolismo da “erva daninha” (Markus et al., 2021).
Adicionalmente, “ervas daninhas” submetidas a exposi¢do intensa e continua a herbicidas
podem desenvolver mecanismos aprimorados de reparo de DNA, de modo que estas
plantas tenham uma menor inibicdo do seu crescimento/desenvolvimento quando
submetidas a tais substancias (Souza, Ferreira, Maciel, 2018).

Um outro fator que também pode estar envolvido no desenvolvimento de
resisténcia metabolicas de determinadas espécies algais a herbicidas se relaciona ao fato
de populagdes algais que permanecem por longos periodos sob superexposi¢dao poderem,
eventualmente, passar por um processo de selegdo natural de genotipos resistentes e/ou
de genotipos que sofreram modificagdes a partir da diversidade genética (e,
consequentemente, metabolica) tipica das populagdes nativas originais. A ideia aqui € que
a superexposicao cronica a herbicidas poderia determinar: i) a selecdo do extremo
populacional que abrigariam individuos que, por questdes genéticas intrinsecas, seriam
capazes de conviver com agentes xenobidticos sem sofrer impactos negativos
significativos ou, entdo, ii) a producao de variantes genéticos pelo estabelecimento de
mutacdes em genes que codificariam proteinas (i.e., enzimas) que seriam os alvos dos
herbicidas. A producdo de resisténcia por selecdo de variantes genéticas por efeito da
superexposicao de populagdes tem sido largamente descrita para “ervas daninhas” em
campos de cultivo agrondmico de interesse comercial (p.ex., Kumar et al., 2019, Beckie,
2020, Gaines et al., 2020, Tranel, 2021). Gaines ef al. (2020), por exemplo, afirmam que
o uso em larga escala dos herbicidas sintéticos nos ultimos 70 anos levou a evolugdo de
resisténcia em centenas de espécies de “ervas daninhas”, de modo que mecanismos de
resisténcia no local-alvo (TSR) e de resisténcia no local ndo-alvo (NTSR) foram
desenvolvidos para a maioria das classes de herbicidas. Segundo estes autores, a
resisténcia do tipo TSR envolve mutagdes em genes que codificam os alvos proteicos dos
herbicidas, afetando a ligacao do herbicida aos sitios cataliticos onde regularmente atua,
enquanto mecanismos de resisténcia do tipo NTSR incluem reducdo da absor¢do ou
translocagdo do herbicida ou, entdo, o aumento de sua degradagcdo metabolica.

Considerando os herbicidas a base de glifosato especificamente, as ‘“ervas

daninhas” resistentes a estes herbicidas incluem ndo apenas mutagdes no local-alvo do
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herbicida, tipicamente a enzima EPSPS, mas também mecanismos em locais nao-alvo,
como reducdo da absor¢do e/ou da translocacdo do glifosato dentro da planta,
potencializando, assim, o metabolismo para desintoxicacdo, o que evita (ou, a0 menos,
diminui significativamente) seus efeitos negativos (Christoffoleti & Lopez-Ovejero,
2003). A literatura especifica tem descrito com frequéncia que a pressao de selegao
resultante do uso continuo e exclusivo do glifosato nas praticas de manejo de “ervas
daninhas” pode, seguramente, acelerar o desenvolvimento de bidtipos resistentes.

Por sua vez, a resisténcia aos herbicidas a base de 2,4-D inclui diversos
mecanismos, abrangendo desde o aumento da absor¢ao do 2,4-D até a reducdo da
translocagdo e o aumento da degradacdo metabodlica desta classe de herbicidas.
Adicionalmente, a ligacdo diferencial a proteinas de ligagdo a auxina também
desempenha um papel crucial nesse processo (Kumar ef al., 2019). Um exemplo tangivel
da evolugdo da resisténcia ao 2,4-D ¢ observado no rabanete selvagem, onde a redugdo
do transporte do herbicida foi identificada como o fator determinante da resisténcia
(Goggin et al., 2016).

Dado que o processo de fotossintese ¢ fundamentalmente semelhante em todas os
Primoplantae, ndo seria incomum conjecturar que, apoés um periodo de superexposi¢cdo
crOnica, organismos aquaticos fotoautotréficos ndo-alvo também possam eventualmente
desenvolver mecanismos semelhantes de resisténcia aos herbicidas sob os quais tais
organismos estejam recorrentemente superexpostos. Em outras palavras, a compreensao
de que a fotossintese constitui um processo bioquimico essencialmente Unico e
compartilhado por uma ampla variedade de espécies de produtores priméarios, sugere a
possibilidade de que mecanismos semelhantes de adaptagdo e resisténcia possam se
desenvolver em organismos que ndo sao diretamente alvo da aplicagdo desses produtos
quimicos. Essa hipdtese levanta questdes pertinentes sobre os potenciais efeitos colaterais
do uso indiscriminado de herbicidas e destaca a importancia de uma analise abrangente
da seguranca e dos potenciais impactos de tais substancias no contexto da preservagao
ambiental e da manutencdo da biodiversidade (Rehan et al., 2014), bem como a
necessidade de novos estudos especificamente desenhados para avaliar o
desenvolvimento de resisténcia em algas 16ticas e, se constatada, dos quais mecanismos

fisiologicos envolvidos e seu eventual potencial impacto sobre a diversidade aquatica.

CONCLUSAO
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Com base nos resultados obtidos no estudo sobre o efeito da exposi¢ao aos
herbicidas glifosato e 2,4-D em macroalgas de riachos, podemos concluir que as respostas
fotossintéticas das macroalgas testadas no presente estudo variaram de acordo com a
espécie, mas de maneira geral, foram observados poucos efeitos negativos, mesmo nas
concentracdes mais altas das misturas de herbicidas. Isso pode, eventualmente, estar
relacionado ao desenvolvimento de ajustes fisiologicos desenvolvidos em populagdes de
macroalgas submetidas a superexposicao cronica em ambientes degradados pela acao

antropica.
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Tabela 1. Concentragdes nominais de Bratt® (i.a. 2,4-D) e Roundup® (i.a. glifosato), e

suas misturas, utilizadas nos experimentos de avaliagao dos efeitos destes herbicidas

sobre a resposta fotossintética de espécies de macroalgas loticas verdes testadas.

Tratamento

Concentra¢do nominal (mg [i.a.]. L)

Bratt® (i.a. 2,4-D)
T 0,30

T2

T10

Roundup® (i.a. glifosato)
T 0,28

T3,5

T6

Mistura de Bratt® + Roundup®

0,30-0,28
2-3,5

10-6

0,30%
2b

104

0.28%
3.5°

6.0°

0.30+0.28
2+3.5

10+6

a. Concentracdo maxima para irrigacao e consumo animal permitida pela legislacdo brasileira.

b. Com base na taxa de aplicacdo recomendada pelo fabricante para controle de pragas (GIESY et al.,

2000)

c. Intervalo de concentragdes estabelecido em testes ecotoxicoldgicos agudos (PORTINHO et al., 2018).

d. A maior concentragdo encontrada em um ambiente aquatico natural (EDWARDS et al., 1980)



Tabela 2. Andlise de varidancia (ANOVA) dos parametros da técnica da
fluorescéncia da clorofila a, Y(II) (rendimento quantico efetivo do fotossistema
IT), Y(NPQ) (rendimento quantico da perda de energia ndo fotoquimica regulada
no fotossistema II) e Y(NO) (rendimento quantico de perda de energia nio
fotoquimica nao regulada no fotossistema II), considerando os valores dos grupos
controles e dos tratamentos de exposi¢ao aos herbicidas, isolados e em mistura,

obtidos para as espécies de macroalgas 16ticas verdes testadas.
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Espécies Y (II) Y(NPQ) Y(NO)

F p F p F
Aegagropilopsis clavuligera

(Grunow) Boedeker 248 0.024% 8.91 0.000*** 3.59

Arnoldiella emedii (Peres &

B p Auricchi
ranco) Peres & Auricchio L06 0408 46 0.000%%*2.19

Nitella microcarpa var. wrightii

Groves & Groves 118 0334 0.8670.562  3.40
Oedogonium sp. 1.07 0.406 1.07 0.404 1.39

0.002%*

0.043*

0.003**
0.224
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Figura 1. 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
quantico de perda de energia ndo fotoquimica ndo regulada no fotossistema II), de
Aegsagropilopsis clavuloigera apds 7 dias de exposicdo aos tratamentos com 0s
herbicidas Bratt® e Roundup®, isolados ou em misturas. Controle (meio sem
herbicida); R-1: Roundup® na concentragdo 0,28 mg [i.a.].L"}, R2: Roundup® - 03,5
mg [i.a.].L"!, R-3: Roundup® - 6 mg [i.a.].L!, B-1: Bratt® na concentragio de 0,30 mg
[i.a.].L!, B-2: Bratt® - 2 mg [i.a.].L"!, B-3: Bratt® - 10 mg [i.a.].L"!, R+B-1: 0,30 mg
[i.a.].L'de Bratt® + 0,28 mg ia.L!' de Roundup®; R+B-2: 2 mg [i.a.].L! + 3,5 mg
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[ia.].L!' e R+B-3: 10 mg [i.a.].L"!' + 6 mg [i.a.].L!. Letras diferentes indicam diferencas

entre médias identificadas pelo teste de Scott-Knott.
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Figura 2. 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 quantico de perda de energia nao fotoquimica ndo regulada no
fotossistema II), de Arnoldiella emedii apds 7 dias de exposi¢do aos tratamentos com
os herbicidas Bratt® e Roundup®, isolados ou em misturas. Controle (meio sem
herbicida); R-1: Roundup® na concentracio 0,28 mg [i.a.].L"!, R-2: Roundup® - 03,5
mg [i.a.].L!, R-3: Roundup® - 6 mg [i.a.].L!, B-1: Bratt® na concentragdo de 0,30
mg [i.a.].L!, B-2: Bratt® - 2 mg [i.a.].L"!, B-3: Bratt® - 10 mg [i.a.].L"!, R+B-1: 0,30
mg [i.a.].L! de Bratt® + 0,28 mg ia.L"! de Roundup®; R+B-2: 2 mg [i.a.].L" + 3,5
mg [i.a.].L' e R+B-3: 10 mg [i.a.].L! + 6 mg [i.a.].L"!. Letras diferentes indicam

diferencas entre médias identificadas pelo teste de Scott-Knott.
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Figura 3. Valores médios e desvio-padrdao 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
quantico de perda de energia ndo fotoquimica ndo regulada no fotossistema II), de
Nitella microcarpa var. wrightii apos 7 dias de exposicdo aos tratamentos com o0s
herbicidas Bratt® e Roundup®, isolados ou em misturas. Controle (meio sem
herbicida); R-1: Roundup® na concentracdo 0,28 mg [i.a.].L"!, R2: Roundup® - 03,5
mg [i.a.].L"!, R-3: Roundup® - 6 mg [i.a.].L!, B-1: Bratt® na concentragio de 0,30 mg
[i.a.].L!, B-2: Bratt® - 2 mg [i.a.].L!, B-3: Bratt® - 10 mg [i.a.].L"!, R+B-1: 0,30 mg
[i.a.].L! de Bratt® + 0,28 mg ia.L"! de Roundup®; R+B-2: 2 mg [i.a.].L"' + 3,5 mg
[i.a.].L' e R+B-3: 10 mg[i.a.].L"' + 6 mg [i.a.].L"!. Letras diferentes indicam diferencas

entre médias identificadas pelo teste de Scott-Knott.



Rendimento Quantico Efetivo - Y(II)

39

05— - _ N
04 T 7 7 = 7 . L
03 -
0,2 -
0,1 -
0.0 | | | | | | | | | | 1
Rendimento Quéntico da Perda de Energia Néo Fotoquimica
05 - Nio Regulada - Y(NO)
04 - > T T T > T 7 - T
03 7
02 -
0,1 -
0.0 T | | | T | T f T f |
Rendimento Quéntico da Perda de Energia Nao Fotoquimica

03 - Regulada - Y(INPQ)

I ]
024 . T 1 B . T

- [ 2 =
0,1 -
0.0 1 vt T T Tt 1 v 1 f 1t 1 °v. 1 T°1

Controle R-1 R-2 R-3 B-1 B-2 B-3 RiB-1 RtB2 RiB-3
Tratamento

Figura 4. Valores médios e desvio-padrao dos parametros da fluorescéncia da clorofila a, Y(II)

(rendimento quantico efetivo do fotossistema I1), Y(NPQ) (rendimento quantico da perda de energia

ndo fotoquimica regulada no fotossistema II) e Y(NO) (rendimento quéntico de perda de energia

nao fotoquimica nao regulada no fotossistema II), de Oedogonium sp. apds 7 dias de exposicao aos

tratamentos com os herbicidas Bratt® e Roundup®, isolados ou em misturas. Controle (meio sem
herbicida); R-1: Roundup® na concentragiio 0,28 mg [i.a.].L!, R-2: Roundup® - 03,5 mg [i.a.].L,
R-3: Roundup® - 6 mg [i.a.].L!, B-1: Bratt® na concentracdo de 0,30 mg [i.a.].L!, B-2: Bratt® - 2
mg [i.a.].L"!, B-3: Bratt® - 10 mg [i.a.].L"}, R+B-1: 0,30 mg [i.a.].L"'de Bratt® + 0,28 mg ia.L™! de
Roundup®; R+B-2: 2 mg [i.a.].L' + 3,5 mg [i.a.].L!' e R+B-3: 10 mg [i.a.].L' + 6 mg [i.a.].L .



