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RESUMO

As microalgas de agua doce filo organismos com ampla diversidade morfologia, funcdes e
estratégias de sobrevivéncia. Chlorophyta, filogeneticamente estd ligado as plantas
terrestres ¢ no ambiente aquatico. E um dos principais produtores na cadeia trofica, e
devido ao ciclo de rapido, podem ser utilizadas como bioindicadores de qualidade da dgua.
Com o objetivo de testar algas como bioindicadores na deteccdo de glifosato, foram
coletadas amostras de fitoplancton e ficoperifiton na estacdo de coleta de agua da Sanepar
no rio Ledo, municipio de Laranjeiras do Sul, Parand. Apos a coleta, as algas foram
identificadas no Laboratorio de Limnologia da Universidade Federal da Fronteira Sul
campus Laranjeiras do Sul. Para o experimento foram utilizadosdois tdxons: Desmodesmus
quadricauda (Tur.) Bréb. in Bréb. & God.e Monorraphydium sp. Apos a coleta, as algas
passaram por periodo de aclimatagdo ao ambiente laboratorial, o qual foi confirmado
quando as amostras apresentaram-se tonalidade verde escuro. Estas espécies foram
submetidas a trés tratamentos com glifosato o T1= 125pum/ml (méxima permitida pela
legislacdo de 500um/litro), T2= 62,5um/ml, T3= 12,5um/ml e um controle =0 (controle,
sem adicdo de glifosato). Foram realizadas avaliagdes apos 02, 04, 16, 24 e 96 horas apos
adicdo do glifosato nos tratamentos a fim de verificar qual o comportamento dos dois
taxons quanto a taxa de crescimento (numero de individuos) da populacdo, atividade
celular, morfologia do pirendide e célula. Os dados de densidade demonstraram que no
controle T4(sem glifosato) as duas espécies mantiveram suas taxas de crescimento, ja os
tratamentos T1, T2 e T3 diminuiram o numero de individuos vivos. Contudo, somente 16h
apos a adi¢do do glifosato detectou-se mortalidade das espécies. Entretanto, entre os
tratamentos T1, T2 e T3 o comportamento das duas espécies foram semelhantes. Quanto a
resposta das algas aos tratamentos, Monorraphydium sp. R espondeu melhor aos 3
tratamentos , ficando mais evidente as diferencas entre controle e os tratamentos, ndo so
pela densidade apresentada como também pelo aspecto morfolégico, o que indica o
potencial de ser utilizada como uma espécie bioindicadora.

Palavras-chave: Alga verde; Indicador bioldgico, Herbicidas e Morfologia.



ABSTRAC

Water microalgae are organisms with a wide diversity of survival forms, functions and
strategies. Chlorophyta, phylogenetically linked to terrestrial plants and the aquatic
environment, are one of the main producers in the food chain, and due to the rapid cycle,
can be used as bioindicators of water quality.Aiming to test algae as bioindicators in
glyphosate detection , phytoplankton and ficoperifiton samples were collected at the Ledo
river water collection station, Laranjeiras do Sul, Parana. After collection, the algae were
minimally identified in the Limnology Laboratory of the Federal University of the Southern
Frontier campus Laranjeiras do Sul. Two taxa Desmodesmus quadricauda (Tur.) Bréb were
used for the experiment . in Bréb . & God ., Monorraphydium sp . were considered
acclimated when the sample showed a dark green. These species were submitted to four
treatments: T1 = 125pum / ml (maximum allowed by legislation of 500um / liter), T2 = 62.5
pm / ml, T3 =12.5 pum / ml and T4 = 0 (control, without addition). of glyphosate ). Counts
were conducted after two, four, 16, 24 and 96 hours after addition of the glyphosate
commercial order to verify the behavior of the two taxa as the growth rate (number of
individuals) population, cell activity, Pyrenoid morphology and cell . Density data showed
that in control (T4) both species maintained their growth rates, while T1, T2 and T3
treatments decreased the number of individuals. However, only in 16 hours after the
addition of glyphosate was detected the mortality of the species. Anova was used to treat
the data , and it was possible to verify that there was a significant difference between the
control and treatments. However, between treatments T1, T2 and T3 the behavior of the
two species were similar. Regarding algal responses to treatments, Monorraphydium sp .
responded better to treatments, becoming more evident the differences between control and
treatments, not only by the density presented but also by the morphological aspect, which
indicates the possibility to be a bioindicator .

Words-keys: Green seaweed; Cultivation, Herbicides and Morphology.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, os ecossistemas aquaticos tém sido alterados em diferentes
escalas como consequéncia negativa de atividades antropicas, por exemplo, agricultura,
mineragdo, canalizagdo, construgdo de represas, eutrofizacdo artificial e outros. A utilizagdo
desordenada da agua pelo homem aumentou ¢ produziu um enorme conjunto de degradacdo
ambiental (PINTO-COELHO et al.,2016). Essencial a vida e a sobrevivéncia de todos os
organismos vivos incluindo o homem, a agua é conhecida como solvente universal, como uma
substancia liquida e insipida, encontrada em grande abundéincia na natureza e transporta
compostos organicos, gases, elementos e substincias dissolvidas (TUNDISI, 2005;
GRANZIERA, 2006; TUNDISI, 2008). Resultados de pesquisas cientificas t€ém revelado que
a contaminacdo da agua se apresenta como um grave problema ambiental nas ultimas
décadas. Dados demonstram que os recursos hidricos de forma geral sofrem contaminago a
partir de produtos usados na industria, agricultura, além de residuos domésticos e esgotos sem
tratamento, seja no espago rural, ou no urbano (CAMPONOGARA, 2006).

Nos ultimos anos, o nivel de glifosato nos ecossistemas aquaticos vem aumentando de
forma alarmante como resultado da atividade antropogénica sobre o meio ambiente. Famoso,
o herbicida glifosato (N-fosfonometil-glicina) ¢ um dos dez agrotdxicos mais consumidos no
Brasil. Seu principio ativo foi o mais utilizado em 2013, de acordo com o Sistema de
Agrotdxicos Fitossanitarios (Agrofit). O glifosato ¢ um acido organico fraco formado por uma
molécula de glicina e outra de fosfonometil, sendo a sua forma mais frequente o sal de
isopropilamina, usualmente associado com o surfactante polioxietilenoamina (POEA). O
glifosato ¢ o principal ingrediente ativo de diversos agrotoxicos usados em plantagdes e
jardins. S@o 110 produtos com a substancia comercializados no Brasil, produzidos por 29
empresas diferentes, segundo a agéncia. Em 2017, cerca de 170 mil toneladas de produtos
com glifosato foram usadas no pais (TAVARES 2005). Tal fato tem contribuido para a
reducdo da qualidade ambiental, bem como para o comprometimento da satde dos seres vivos
que habitam esses ecossistemas. No entanto, ¢ fundamental um olhar critico e mitigador
quanto a manuten¢do da quantidade e qualidade da dgua, recurso natural indispensavel para
todos os modos de vida no planeta. Desta forma, ¢ de extrema importancia o monitoramento
dos recursos hidricos através de indicadores bioldgicos, fisicos e quimicos de qualidade da
agua, assim como a avaliacdo de residuos de agrotoxicos (PANAMERICAN HEALTH
ORGANIZATION, 2001).
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As técnicas para a avaliacdo destes impactos utilizando bioindicadores vém sendo
bastante utilizadas, as quais sdo divididas em duas abordagens principais: aquelas associadas
aos niveis de organizagdo, tais como populacdes, comunidades e ecossistemas, aquelas
relacionadas ao nivel individual que trata de alteragdes comportamentais, malformagoes,
mudangas nas taxas de crescimento, reproducdo, alimentagdo, alteragdes bioquimica e
fisiologica, neste ultimo podem ser incluidas as alteragdes na integridade da membrana
celular, no transporte de ions, no metabolismo celular e em atividades enzimaticas (JACOB Et
All, 2002; ARIAS, Et All, 2006). De acordo com Arias, et al (2006) “..Indicadores em
diferentes niveis de organizagdo biologica fornecem informacdes complementares,
necessarias para a analise de risco ecologico.”

A utilizagdo de bioindicadores (monitoramento) ou monitoramento bioldgico torna-se
uma ferramenta relevante, ja que ¢ baseada em reagdes visiveis do organismo indicador e as
substancias presentes na agua. Este método ¢ chamado de indicagdo (monitoramento)
sensitiva. Para o biomonitoramento podemos selecionar espécies que acumulem a substancia
a ser monitorada, medindo a concentragdo da substincia no organismo, ou verificar o
comportamento do mesmo a exposicdo da substancia. Este procedimento ¢ chamado de
indicacdo acumulativa. Sua principal aplicagdo, no entanto, ¢ medir os impactos das
atividades humanas nos ecossistemas (HOLT et, al 2010). As algas, por apresentar ciclo de
vida curto respondem rapidamente as variagdes ambientais, sdo organismos capazes de ocupar
todos os meios que lhes oferecam luz e umidade suficientes, temporarias ou permanentes, o
que as torna um 6timo bioindicador (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

O termo algas ndo possui valor taxondmico, visto que o0s organismos nao
compartilham um ancestral em comum (grupo polifilético) e estdo dispersos em varios ramos
da arvore da vida. Devido a esta caracteristica, as algas sdo muito diferentes entre si quanto a
morfologia e fisiologia. Podem ser unicelulares, coloniais, filamentosas, pseudofilamentosas,
parenquimatosas, pseudoparenquimatosas ou cenociticas. S3o amplamente distribuidas,
ocorrem em todos os tipos de ambientes aquaticos e até mesmo em superficies umidas
associadas com plantas, fungos e solo (BICUDO & MENEZES, 2017).

Neste contexto, a escolha de microalgas como bioindicadoras de qualidade de agua se
deu pelo conjunto de caracteristicas biologicas ja observadas e comprovadas cientificamente,
tais como: ciclo de vida curto, ampla ocorréncia natural, facilidade de coleta de material
biolégico e facil reprodugdo em laboratorio. Desta forma, optou-se por coletar, separar e

reproduzir espécies de algas encontradas no rio Ledo na estag@o de coleta da Sanepar.
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1.1.  OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral
Avaliar a resposta das microalgas Desmodesmus quadricauda e Monorraphydium sp.

como bioindicadoras em presenca de glifosato.

1.1.2. Objetivos especificos

- Coletar e isolar microalgas do Rio Ledo

- Identificar e selecionar

-observar os efeitos do Glifosato, em 3 concentragdes sobre as algas selecionadas: numeros de
individuos, morte e alteracdes morfologicas.

2. - REFERENCIAL TEORICO

2.1.1. Contexto da Legislacdo Federal de Agrotdxicos

O Brasil é o maior consumidor de agrotoxicos do mundo, isso se deve a isengdo de
impostos que, no caso da aliquota de ICMS (Imposto sobre Circulagdo de Mercadorias e
Servicos) a reducao chega a 60%, concedida através do convénio 100/97. A ultima normativa,
em outubro de 2015, estendeu a validade do convénio até o final de abril de 2017. Em alguns
estados, como o Ceara, a isencao fiscal chega a 100%.

Segundo Carneiro (2015), o Brasil vem consumindo 20% do agrotéxico que ¢é
comercializado mundialmente. Entre 2000 e 2014, dados apontam que o pais saiu de um
consumo de cerca de 170 mil toneladas para 500 mil, um acréscimo de 194% em quinze anos.
Em 2017, as industrias de agrotoxicos movimentaram cerca de R$ 30 bilhdes,. e pelas contas
feitas pelas organizagdes Terra de Direitos e FIAN Brasil, junto com a Campanha Permanente
Contra os Agrotoxicos e pela Vida, e a Associacdo Brasileira de Agroecologia (ABA), o pais
deixou de arrecadar pelo menos R$ 1,3 bilhdo com as isengdes concedidas a esses produtos,
(DO DOSSIE, 2017). Também ndo entram na conta os incalculaveis danos ambientais, a
perda da biodiversidade como o exterminio de insetos polinizadores, entre eles abelhas, e a
contaminag¢do do solo e das dguas, que por sua vez trara doengas e mais prejuizos financeiros
para todos.

A lei federal que regulamenta a utilizagdo de agrotéxicos, chamada Lei de Agrotoxico
n® 7.802/1989 artigo 8, inciso I refere :

Art. 8°: “A propaganda comercial de agrotoxicos, componentes e afins, em qualquer meio de
comunicagdo, conterd, obrigatoriamente, clara adverténcia sobre os riscos do produto a saude

dos homens, animais e ao meio ambiente, e observara o seguinte:
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I - estimulara os compradores e usuarios a ler atentamente o roétulo e, se for o caso, o
folheto, ou a pedir que alguém os leia para eles, se ndo souberem ler;

IT - ndo contera nenhuma representag@o visual de praticas potencialmente perigosas, tais
como a manipulacdo ou aplicagdo sem equipamento protetor, o uso em proximidade de
alimentos ou em presenca de criangas;

IIT - obedecera ao disposto no inciso Il do § 2° do art. 7° desta Lei.

O Inciso II do § 2° do artigo 7° da Lei 7.802/89 define: (I - ndo dificultem a
visibilidade e a compreensdo dos dados obrigatorios; II - ndo contenham: a) afirmagdes ou
imagens que possam induzir o usudrio a erro quanto a natureza, composi¢do, seguranga €
eficacia do produto, ¢ sua adequagdo ao uso; b) comparagdes falsas ou equivocas com outros
produtos; c) indicacdes que contradigam as informagdes obrigatorias; d) declaragdes de
propriedade relativas a inocuidade, tais como "seguro", "ndo venenoso", "ndo toxico"; com ou
sem uma frase complementar, como: "quando utilizado segundo as instrugdes"; ) afirmagdes
de que o produto ¢ recomendado por qualquer 6rgdo do governo.

Essa lei, artigo 2, inciso I,define:o termo “Agrotoxico”, utilizado na atual legislacao,
deixa de existir para em 2019 surgir uma nova nomenclatura: “defensivo fitossanitario”,
“defensivo agricola” ou “pesticida” modificado pelo projeto de lei 6299/2002 (SANTOS,
2019). O projeto estabelece niveis “aceitaveis” de uso de agrotoxicos cancerigenos, embora
nao existam limites seguros.

Segundo o Artigo 3° § 6° alinea “c” da Lei 7.802/8 ¢ proibida os agrotoxicos que
“revelem caracteristicas teratog€nicas (anormalidade do desenvolvimento bioldgico),
carcinogénicas ou mutagénicas (dano na molécula do DNA), de acordo com os resultados
atualizados de experiéncias da comunidade cientifica”. De acordo Artigo (3°, § 6°);
“Fica proibido o registro de agrotdxicos, seus componentes e afins:

a) Para os quais o Brasil ndo disponha de métodos para desativacdo de seus

componentes, de modo a impedir que os seus residuos remanescentes provoquem

riscos ao meio ambiente e a satde publica;

b) Para os quais ndo haja antidoto ou tratamento eficaz no Brasil;

¢) Que revelem caracteristicas teratogénicas, carcinogé€nicas ou mutagénicas, de

acordo com os resultados atualizados de experiéncias da comunidade cientifica;

d) Que provoquem disturbios hormonais, danos ao aparelho reprodutor, de acordo com

procedimentos e experiéncias atualizadas na comunidade cientifica;
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E) que se revelem mais perigosos para o homem do que os testes de laboratorio, com
animais, tenham podido demonstrar, segundo critérios técnicos e cientificos
atualizados;

F) “cujas caracteristicas causem danos ao meio ambiente”.

2.1.2. Comissao Técnica Nacional de Fitossanitarios (CTNFito)

O governo brasileiro esta alterando a legislagdo que regulamenta a liberagdo dos
agrotoxicos por meio de um Projeto de Lei (PL) que define o Ministério da Agricultura como
o responsavel por registrar novos agrotoxicos no Pais, tirando da Anvisa (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria) e do Ibama (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis) o poder de veto que atualmente esses 6rgdos t€ém. Ou seja, o governo
deixa de considerar os impactos a satide e ao meio ambiente com essa mudanga, assim altera o
artigo 4° da Lei 7.80289 (BRASIL, 2019).

Atualmente, a portaria 2.914/MS/2011 que regulamenta a portabilidade das aguas
brasileiras, permite a presenca de 27 agrotoxicos em aguas para consumo, aplicando para cada
um deles um Limite Maximo de Residuos (LMR) especifico. No entanto, o Diario Oficial da
Unido, no Ato n° 24, autorizou mais 31 ingrediente ativos, totalizando 152 agrotoxicos

liberados somente no decorrer do primeiro semestre do ano de 2019.

2.1.3. Importancia da Agua

A agua é fundamental para a manutengdo da vida no planeta. Agua escreve a historia,
cria culturas e habitos, determina a ocupagdo de territorios e determina o futuro de geragdes.
Portanto, falar da relevancia dos conhecimentos sobre a dgua, em suas diversas dimensdes, ¢
falar da sobrevivéncia da espécie humana, da conservagao e do equilibrio da biodiversidade e
das relagdoes de dependéncia entre seres vivos e ambientes naturais (BACCI e PATACA,
2008). A qualidade da agua ¢ resultante de fendomenos naturais, como a percolagdo, o
escoamento superficial e infiltracdo no solo, que modificam suas caracteristicas, incorporando
impurezas do solo em sua composi¢do e também muitas vezes a retirada de outras presentes
na agua. As acdes antropicas relacionadas, principalmente ao desmatamento desordenado,
despejos de efluentes sem o devido tratamento, atividades relacionadas ao uso e ocupagdo do
solo desordenado, cargas pontuais domésticas e industriais, e de cargas difusas de origem
urbana e rural, também determinam as substincias presente na agua (SPERLING, 2005;

MODESTO et al, 2013; LOPES ¢ ALBUQUERQUE, 2018). Tais intervengdes podem levar
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a prejuizos como mudancas drasticas na dindmica e estrutura da biota aquatica e reducdo da
saude do ecossistema seja ela profunda ou suave (NAIME et al; 2012).

Ha Portaria MS n° 2.914/2011, desde seus primordios, dispde sobre os procedimentos de
controle e vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu padrio de
portabilidade e além de apresentar a amostragem de agrotdxicos deve considerar a avaliagdo
dos seus usos na bacia hidrografica, no manancial de contribui¢do, bem como a sazonalidade
das culturas.

Para verificar a qualidade 4gua s3o avaliados diversos parametros, indicadores da sua
qualidade. As caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas da dgua estdo associadas a uma
série de processos que ocorrem no corpo hidrico e em sua bacia de drenagem.

Vale salientar que quando se detecta contaminagdo ¢ necessario que se estipule um
plano de monitoramento. Este deve considerar as especificidades locais e, por conseguinte,
priorizar os municipios com maior probabilidade de ocorréncia de agrotoxicos na agua de
consumo humano, devendo ser observado os seguintes passos (SPADOTTO, et al; 2004):
levantamento dos agrotoxicos com uso mais difundido no estado e da periodicidade de
aplicagdo dessas substancias; definicdo dos agrotoxicos prioritarios a serem analisados, de
acordo com o levantamento realizado e com o disposto no padrio de portabilidade;
levantamento da capacidade analitica disponivel; definicdo do nimero de amostras a serem
coletadas; definicdo da frequéncia de amostragem, considerando a periodicidade de uso de
agrotoxicos e a sazonalidade das culturas (periodo de chuvas ou inicio da seca); e defini¢do
dos pontos de coleta e, se necessario, municipios prioritarios.

A contaminacdo das aguas pode ser de carater fisico, quimico e biologico, podendo
manifestar-se de diferentes formas, como poluicdo orginica, térmica, produtos todxicos
gerados por industria e agroquimicos de natureza diversa (ROSA 2017). Pode-se dizer que a
poluicdo origina-se principalmente de efluentes domésticos, efluentes industriais e da
exploragdo agricola, associada principalmente, ao tipo de uso e ocupacdo do solo, levando a
varios processos alteradores da qualidade do meio ambiente, afetando a biota aquatica
(HOLMES, 1996; VARIS, 1996; HESPANHOL 2009).

Os agrotoxicos sdo considerados os contaminantes mais comuns em aguas
superficiais e subterraneas (DORES et al; 2008), fato este corroborado pelos estudos de
monitoramento de residuos de agrotoxicos, os quais t€ém aumentado ano a ano, e sinalizando
que residuos de agroquimicos estdo presentes nos alimentos (ANVISA, 2013), na atmosfera

(MOREIRA et al., 2012) e nas precipitagdes (chuvas) (NOGUEIRA et al., 2012). As maiores
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rotas de dispers@o dos pesticidas para o sistema aquatico sdo o escoamento superficial, através
da erosdo e lixiviagdo de solos e da drenagem, processo de deriva de pulverizacdes aéreas e
pelo descarte e lavagem irregular das embalagens. O tipo de planta cultivada e a topografia do
terreno ou importancia decisiva na maioria dos processos de contaminacao (PRIMEL et al.,
2005; SOARES, 2011; BRITTO et al., 2011).

A aplicagdo de pesticidas estd inserida em diversos modelos de producgdo. Alem disso,
aumento no tamanho da area cultivada também resultou em aumento no nivel de
contaminagdo. Segundo Soares & Porto (2007), em cada 10.000 ha de lavoura constituida
aumenta as chances de contaminagdo da agua e do solo em 6%. A elevada aplicacdo desses
agentes, sem o emprego das devidas medidas de biosseguranga, vem contribuindo para a
degradagdo ambiental e para o aumento da incidéncia de intoxicagdo ocupacional, tornando-se
um dos principais problemas para o meio aquatico (KORBES, 2009; DELLAMATRICE e
MONTEIRO, 2014).

A presenca de agentes quimicos nos varios ecossistemas representa sempre um risco
aos seres vivos, ndo existindo, praticamente, o que se poderia chamar de “risco zero” quando
ocorre a exposi¢do a estas substancias (SILVA 2009). As comunidades biologicas que existem
em um corpo d’agua sdo o resultado da integragdo de processos fisicos, quimicos e biologicos
complexos e inter-relacionados ao longo do tempo (MOTTA MARQUES, 1998).

Substancias muito comum de se encontrar na agua, o glifosato ¢ o 4acido
aminometilfosfonico, herbicidas mais consumidos no Brasil (venda/173.150,5 tol/2017) e no
Parand, sdo utilizados na agricultura, no controle de plantas daninhas aquaticas emergentes
em aguas superficiais ou margens de corpos d'agua (SALOMON & THOMPSON, 2003;
DOMINGUES, 2019). Ao verificar os dados na Agéncia de Defesa Agropecudria do Parana
(ADAPAR) de consumo dos anos de 2014 a 2017, a média de consumo no Paranid de
agrotoxicos de 239,8 toneladas/ano ¢ o consumo médio de 6,4 kg por hectare.

O glifosato foi o principio ativo mais consumido nos anos de 2015 ¢ 2016. Em 2014 o
consumo foi de 15,44% do total de agrotoxico consumidos no Brasil em 2016 de 30,47%. Ja
em 2017 quantidades de glifosato consumida foi de 27.590 toneladas. De acordo com dados
da Secretaria de Saude do Parana, 2018, “Vigilancia Da Saude De Populacdes Expostas a
Agrotoxicos no Parand”, o glifosato foi o agrotoxico que mais causou intoxicacdes
relacionadas ao trabalho, seguido dos organofosforado, (ANVISA, 2018). Nos casos mais
graves, os agrotoxicos podem desencadear a morte de varias espécies de plantas e animais

aquaticos, influenciando toda a comunidade aquatica. Algumas espécies ndo morrem por
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causa do contato com os agrotoxicos, mas acabam acumulando-os em seu corpo. Esse
acimulo faz com que o produto seja passado através da cadeia alimentar prejudicando, assim,
outras espécies (SANTOS, 2019).Segundo CAMPOS (2013), ecossistemas aquaticos sdo
sistemas abertos, dessecativos, dotados de uma estrutura particular e que cumpre certa funcao
ecoldgica. Ja nos rios a descarga de poluentes geralmente ndo e detectada no local de
lancamento, manifestando-se em pontos distantes daqueles da origem, em fungdo da

correnteza ou mesmo pelo fato de fluirem para as comunidades de seu curso inferior.

2.1.4. Algas como Bioindicadores Ambientais

As analises quimicas de qualidade da agua podem proporcionar respostas de grande
precisdo, porém limita-se puramente ao monitoramento da presenca de substancias quimicas,
além, o um consideravel custo em cada andlise. Ainda, sua utilizacdo pode apresentar
limitagdes como: a impossibilidade de analise de todos os quimicos, dado o custo e a
tecnologia necessaria, nem todos os quimicos potencialmente toxicos sdo conhecidos; o
conhecimento das concentracdes na agua nem sempre revela uma biodisponibilidade para a
biota; os quimicos podem reagir de forma sinérgica e/ou antagénica com outros quimicos ou
fatores ambientais; no momento em que um quimico téxico for detectavel, substancial
impacto biologico provavelmente ja ocorreu; medidas de variaveis da qualidade de agua
(oxigénio, pH, nutrientes) sdo limitadas no seu uso como premonitdrios, no entanto sdo
essenciais para a diagnose das causas da mudanca na biota (BRASIL, 2006).

Em contraste, o exame biologico proporciona a identificacdo de correlagdes entre
fatores biodticos e abidticos evidenciando, desta forma, mudancas ecoldgicas de carater
significativo e tendo menor custo agregado (VANACOR, 2005).

Os bioindicadores apresentam vantagens como: atestar o impacto da polui¢do sobre
um ecossistema; fornecer informacdes sobre as causas e fatores observados; demonstrar a
distribuicdo espacial e temporal do impacto; fornecer dados sobre um potencial risco para a
flora, fauna e populacdo humana. Todavia, ndo sdo capazes de substituir outros métodos,
como estimativa da taxa de emissdo ou medidas de concentragdes ambientais do poluente
(KLUMPP, 2001).

Deve-se, portanto, considerar alguns pressupostos em relagdo ao bioindicador
utilizado, tais como: o conhecimento da dindmica espago-temporal do organismo ou da
comunidade analisada; o conhecimento de suas relagdes inter e intraespecificas; os fatores

limitantes; a tolerancia dos organismos (KAPUSTA, 2016). Outro fato importante ¢
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determinar o que se quer observar, ou seja, ver a que grau de complexidade se quer chegar

com a analise (Quadro 01), ver custos e possibilidades para isto.

Quadro 01: Possibilidades de atributos a serem mensurados em diferentes niveis bioldgicos,

ao se escolher um bioindicador em um ecossistema.

Diretos Indiretos/Metabolismo Indiretos
Bioquimico Fisiologico Histolégico/ Individuo Populagio | Comunidade
morfolégico

Metabdlitos | Enzima Necrose Crescimento Abundancia Riqueza de
biliares transaminase espécies
Integridade Triglicerideos Agregados Actmulo de gordura Distribui¢do fndice de
de DNA macrofagos etaria diversidade
Enzimas Fungdo Lesoes Fator de condigdo razdo sexual Espécies
antioxidantes | imunoldgica sensiveis

Hormonios Carcinomas | Comportamental, Parametros Estrutura

esteroides distribuicfo diferencial | bioenergéticos | trofica

Fonte: https://www.esd.ornl.gov/programs/bioindicators/biologicalresponsestostress.htm, acessado em: 29 de
novembro/2019 Adaptados, NUNES, 2019.

O biomonitoramento pode ser definido pelo uso de organismos vivos ou das
avaliagOes respostas de organismos vivos determinar a qualidade do ambiente, dividido em
duas categorias biensaio e bioavaliagdo. Os bioensaios sdo baseados em experimentos em
laboratorios, chamados comumente de testes de toxicidade. Ja para bioavaliacdo a pesquisa &
realizada no campo (MAGALHARS el al; 2008).

Nos testes de bioensaios de toxicidade, a escolha de um bom material biologico ¢
determinante para a obtencdo de resultados consistentes. Este deve ser bastante sensivel, de
facil obtencdo e manuseio, além de apresentar respostas claras, estar disponivel ao longo de
todo o ano e ter importancia ecoldgica e, por essas caracteristicas, as microalgas se tornam
uma alternativa eficaz do meio aquatico (BASSFELD et al; 2011).

As microalgas sdo os produtores primarios e fazem parte da primeira alimentacdo de
muitos organismos presentes no ambiente aquatico. Responsdveis principalmente pela
fotossintese, produzindo oxigénio. Apresentam ampla diversidade de formas, fungdes e
estratégias de sobrevivéncia. Sdo organismos que variam entre unicelulares isoladas ou

agregadas, pluricelulares, coldnias; que reunem organismos eucariotos e procariotos, que

apresentam além de clorofila, outros pigmentos assimiladores, o que determina sua coloracao
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diversa (BICUDO, 2010). Bicudo e Menezes (2006) denominam o termo “alga” e englobam

uma grande discussao:
O termo “alga” foi proposto oficialmente como uma categoria taxondmica
em 1753, por Lineu, no classico Species plantarum. Apos seu nascimento, o
termo alga foi usado para determinar uma enorme variedade de organismos e
sua interpretagdo tem sido tdo discutida que hoje ndo se pode mais lhe
atribuir um significado preciso. Alga ¢ um termo de uso popular, como
palmeira ou grama, utilizado para designar um verdadeiro universo de
organismos tdo diferentes quanto sua morfologia, reproducdo, fisiologia e
ecologia, o que torna praticamente impossivel sua defini¢do [...]. A natureza
essencialmente negativa da caracterizagdo das algas ¢ decorrente da enorme
variagdo de estrutura, formas de reproducdo, histéricos de vida, processos
fisiologicos e de ambientes em que vivem os organismos reunidos sob tal

denominagdo (BICUDO E MENEES, 2006 pg).

As algas verdes sdo fotossintetizantes, pertencem ao grupo de algas mais relacionado
com as plantas terrestres e possuem grande importancia ecologica, uma vez que sao
constituintes do fitoplancton e um dos principais produtores na cadeia trofica, além de
também serem utilizadas como bioindicadoras da qualidade da agua. Chlorophyceae ¢ uma
das classes de algas verdes conhecida por sua grande variedade de morfologia vegetativa e
grande representatividade quanto ao nimero de taxons em corpos aquaticos tropicais. Os
géneros Desmodesmus sp. € Monorraphydium sp. Sdo os maior abundancia no Brasil em
aguas doce (CONCEICAO, 2016).

Na natureza, a microalga Desmodesmus quadricauda é encontrada na forma agregada
formando cendbios. Em cultivos pode ser encontrada de forma unicelular, caracteristicamente
planctdnica de 4gua doce, pertencendo ao grupo Chlorophyta. (PAN et al., 2011) (SAMORI et
al., 2013).

Além disso, este organismo ¢ muito utilizado como bioindicador para deteccdo de
nutrientes e substancias toxicas detergentes, efluentes industriais e herbicidas (LOBO et al.
2002 et al. 2002; RICHMOND, 2004). Monoraphydium sp. se caracteriza por células em geral
solitarias, raramente reunidas, por curto intervalo de tempo, em pares ou tétrades resultantes
do processo de reproducdo. Quando a célula afina gradualmente para as extremidades, os
polos sdo agudos e quando o faz repentinamente, os pdlos podem ser mais ou menos
arredondados. O tnico cloroplastidio ¢ parietal, localiza-se lateralmente na célula e tem a
forma de uma ldmina que reveste internamente toda a parede celular. Com a idade, este
plastidio se afasta dos polos e da regido mediana da célula. Mesmo nas células jovens, existe
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uma reentrancia lateral mediana do plasmideo, em que se aloja o nucleo da célula

(KOMAREK et al; 1983; RAMOS et al; 2015; SILVA ;2015).

3. METODOLOGIA

3.1.1. Local

O experimento para a avaliacdo do uso potencial microalgas como bioindicadores para
a deteccdo de diferentes concentragdes de glifosato foi conduzido no Laboratério de
Limnologia da Universidade Federal da Fronteira Sul — UFFS, campus Laranjeiras do Sul, no

periodo de 21 de outubro a 26 de novembro de 2019.

3.1.2. Local da coleta das Microalgas

A coleta de microalgas a ser utilizada no experimento foi realizada no Rio Ledo,
situado no Centro Oeste do Estado do Parand. De acordo com o CONAMA n° 357/05 o rio
Ledo ¢ classe 2, pertencente a Bacia do rio Iguagu, com area estimada de 62 Km? e desagua
no rio Xagu. Também abrangendo parte da regido Centro-Sul do Estado (VESTENA, 2004).

Ao longo de suas margens (Figura 01) deveria haver um limite minimo de vegetacao
riparia, ou area de protecdo permanente. Contudo, verifica-se que nao ha preservacdo, sendo
possivel observar que ao longo de sua extensdo a atividade econdmica predominante ¢ de
origem agropecuaria, caracterizada pelo uso intensivo do solo. A ocupacdo marginal, na
maioria das vezes ocorre de forma impropria ou indevida, ja& que ocorre em dareas de
preservacdo permanente, declivosas ¢ em solos hidromorficos e rasos. Este tipo de exploragdo
das margens em geral tem contribuido para a ocorréncia de problemas ambientais, como

erosdo, assoreamento, comprometimento da qualidade da dgua, entre outros.
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Figura 1- Imagem de satélite mostrando a posicdo do canal de drenagem em toda a extensdo
do Rio Lefo em relagdo ao Municipio de Laranjeiras do Sul, PR.

Google Earth

Fonte: Google Earth, com dados modificados por NUNES, 2019.

Em areas de atividade agricola, vale salientar, que a principal preocupagdo deveria ser
a contaminacdo dos recursos hidricos com residuos de agrotoxicos, sendo que o principal
mecanismo seria avaliar o impacto nestes locais através do monitoramento da qualidade das
aguas, através de politicas voltadas a saide e o meio ambiente (GAMA; OLIVEIRA;
CAVALCANTE, 2013). Observando-se a (Figura 01) que apresenta predominancia de areas

agricolas e poucos remanescentes florestais de preservacao das suas margens.

3.1.3. Coletas de Microalgas

Para garantir a integridade e qualidade das amostras utilizaram-se as normas do Guia
Nacional de Coleta e Preservagio de Amostras de Agua, Sedimento, Comunidades Aquaticas
e Efluentes Liquidos (2011), disponivel no site da Agéncia Nacional de Aguas (ANA).

A coleta foi realizada no més de outubro de 2019, no periodo da manha. Para coleta do
fitoplancton foi utilizado rede de plancton 25 pm, numa profundidade de 20 a 30 cm, deixada
contra correnteza, na horizontal, durante 20 minutos, com o objetivo de coletar material da
zona pelégica (Figura 02). Para amostragem da comunidade ficoperifitica, foram coletados
seixos, e estes foram colocados em frascos para posterior remoc¢do da comunidade
ficoperifitica em laboratorio. As amostras de fitoplancton e de perifiton foram transportadas
até o laboratério, onde o material perifitico foi removido com o auxilio de uma espatula e

escova de dente e retornado ao frasco sem adi¢do de fixador. Ambas as amostras foram
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analisadas no laboratério de botanica em Microscopio Olympus CX21 LED, nos aumentos de
400X e 1000X, a fim de verificar organismos que pudessem ser isolados e depois serem
cultivados em laboratorio.

Figura 2- Coleta de fitoplancton e de material ficoperifiton (seixos) na estagcdo de coleta de
agua da Sanepar no Rio Ledo, Laranjeiras do Sul, PR.

Fonte: NUNES, 2019.

Logo apos observagdo para identificar os organismos, as amostras foram levadas ao
laboratoério de limnologia da Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Laranjeiras do
Sul, PR, onde foi adicionado meio de cultura. A multiplicagdo das algas neste momento

passou a ser importante para facilitar o processo de isolamento das espécies escolhidas.

3.1.4. Estrutura de Cultivo

O Laboratorio de Limnologia é composto por uma infraestrutura para cultivo de
microalgas composta por estante em madeira, com as dimensodes de 2metros de comprimento
por 2,3 metros de altura e 0,3 metros de profundidade, dividida em quatro prateleiras e cada
prateleira possui uma lampada fluorescente de 35w e na segunda prateleira possui mais 4
lampadas de led (Grow 28w Plantas Cultivo Indoor Estufa Full Spec). Este sistema ¢é parte de
um conjunto composto por compressor eletromagnético (Aco 004 0,080m*m 220v 68w

Resun Aquario) interligado por uma mangueira em um sistema de 5 canos de pve de 40mm
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com 1,5 m de comprimento, acoplados na tubulagdo, 2 tubos T, 2 joelhos mais 4 kap soldavel
e 30 tubos de oxigénio de aquario 10 pca, formando um sistema fechado com capacidade de
25 l/min de oxigena¢do (Figura 03). O ambiente é controlado e climatizado com ar
condicionado mantido na temperatura de 22°C, de acordo com o conforto térmico
determinado para as espécies.

Figura 3- Estrutura utilizada para o cultivo de microalgas no laboratorio de Limnologia da

Universidade Federal da Fronteira Sul, PR.

Fonte: NUNES, 2019.

3.1.5. Cultivo

Apoés a coleta, as amostras de agua foram depositadas em Erlenmeyers de 1000 ml
onde foi adicionado o meio de cultura, relaizado em laboratorio (ASM-1) para que houvesse
multiplicagdo das espécies de algas. Posteriormente, as amostras foram incubadas
definitivamente na estrutura de experimentacdo (estrutura de cultivo), com oxigenagdo e luz
por um periodo de 2 semanas.

Com a mudanca da coloracdo transparente para um tom esverdeado nos Erlenmeyers
(Figura 04), foi possivel inferir que as algas teriam se replicado em altas taxas, criando uma
condicdo ideal para retirar os organismos de interesse para o estudo e na sequéncia serem
testados como bioindicadores conforme protocolo (ABNT-NBR 12648/2004).

Para separagdo das espécies foi aplicada a técnica de isolamento por capilaridade
(coleta com capilar de vidro, para espécies maiores de 30p) (Figura 05). Com aliquotas das

amostras foram preparadas laminas com trés gotas de meio de cultivo. O material foi levado
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para lupa e, com auxilio do capilar, foram coletadas as espécies (100 individuos de cada
espécie) consideradas com potencial para bioindicadores (ABNT, 2004).

Para a escolha da(s) alga(s) a ser isolada foram elencados dois critérios: - apresentar
grande niimero de individuos na coleta do rio; e apresentar como substancia de reserva amido
ou algum tipo de estrutura celular que fosse possivel de identificar mudangas ou variagdes. De
acordo com estes dois critérios foram selecionados quatro espécies: Pediastrum simplex,
Closterium sp., Desmodesmus quadricauda, Monorraphydium sp.

Destas outras espécies, apos realizagdo de cultivo em meio ASM-1, Desmodesmus
quadricauda e Monorraphydium sp. Foram as que melhor se adaptaram as condigoes
laboratoriais, desnvlvendo-se adequadamente e possibilitando a realizacdo da segunda parte
do experimento.

Figura 4- Processo de verificagdo e adequagdo das amostras para o isolamento de microalgas
por meio da técnica de capilar. [A]:amostragem ndo qualificada para isolamento, [B]
amostragem ideal para isolamento, a técnica foi realizada no Laboratério de Limnologia PR.

Fonte: NUNES, 2019.

Figura 5- Processo de isolamento de microalgas com identificagdo dos taxons escolhidos a
partir de sua visualizagdo em aumento (20x) no Laboratério de Limnologia da Universidade
Federal da Fronteira Sul.
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Fonte: NUNES, 2019.

3.1.6. Meio de Cultura ASM-1
Os meios de cultura sdo utilizados com a finalidade de isolar e cultivar organismos em
laboratorio. No presente trabalho foi utilizado o meio de cultura artificial Seawater Mediun

Modifad ASM-1 (Tabela 01), indicado para Chlorophyta.

Tabela 01: Preparo das solugdes estoque para o meio de cultura ASM-1, modificado por

Gorham; Mclachalan; Hammer (1964).
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Solucies Estoque Nutrientes Quantidade (g)

Sol. A NaNO; 28,5000
MgS0s + TH.O 2,4500
MgCl> + 6H.0 2,0500
CaCl, + ZH-0 1,4500
Sol. B KH-PO, 28,7000
Na,HPO4 + 12H,0 17,8000
Sol. C H:BO; 28,4000
MnCl; + 4H,0 13,9000
FeCl, + 6H,0 10,8000
ZnCls 3,3500
CoCl, + 6H-0 0,1900
CuCl, + 2H,O 0,0140
Sol. D EDTA titriplex 18,6000

Fonte: Gorham; Mclachalan; Hammer (1964).

Para a preparagdo do meio de cultura ASM-1 ¢ necessario que haja a preparagdo das
solugdes A, B, C e D, onde os compostos sdo diluidos em 1.000 mL de 4dgua deionizada e
armazenados na geladeira em frascos de vidro ambar, chamado de solucdo estoque. Para
preparacao de um litro meio de cultivo foram utilizados 20 ml da solucdo A, 5 ml da solugdo
B ¢ 0,4 ml da solug¢do C e D, para o uso faz-se necessario que o meio de seja homogeneizado
e seu pH ajustado em 7,2 + 0,4 (pHmetro modelo PH- 1900 marca). Em seguida o meio de
cultivo ¢ autoclavado a 121 °C por 15 min, apds atingir a temperatura do ambiente o meio
esta pronto para que se faca a inoculacdo das microalgas.

Além de meio de cultivo adequado, foram utilizadas condi¢des gerais de manutencao
dos organismos no laboratdrio. Para o crescimento das microalgas alguns parametros (Tabela
02) foram estabelecidos com a genialidade de manter os cultivos de maneira controlada e
padronizadas mantidos de maneira controlada nos cultivos.

Tabela 02: Parametros gerais de manutencdo do cultivo.

Temperatura 18 —27°C;

Intensidade luminosa (Lux) 1000 —
10000;

Fotoperiodo (horas) 24h00;

pH 7-9.

Fonte: NUNES, 2019.
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3.1.7. Temperatura

A temperatura ambiente e 22 C°, com ar condicionado, pois para algumas espécies a
elevagdo da temperatura pode diminuir a quantidade de acidos graxos insaturados e aumentar
a quantidade de 4acidos graxos saturados tornando o organismo mais resistente

metabolicamente (THOMPSON; GUO; RENAUD et al., 2004).
3.1.8. Intensidade luminosa (Lux)

Afonte luminosa utilizada foi de lampada led (Grow 28w Plantas Cultivo Indoor
Estufa Full Spec) que ¢ energeticamente eficiente e também oferece todo o espectro de luz
que as algas requerem para todo seu ciclo de vida. Seu funcionamento é muito mais frio que
as lampadas incandescentes e também possuem grande penetragdo de luz (LAZZARINI,
2017). Na estrutura de cultivo foram colocados os Erlenmeyers com ostratamentos (T1, T2,
T3 e controle) em formato de tridngulo (Figura 06, letra A) com a finalidade de aperfeicoar a
capacidade da amplitude de iluminacdo da ldmpada led instalada no centro, segundo o estudo
da aplicagdo de iluminacdo artificial em ambientes (luminotécnica) o que explica o
fundamento de intensidade luminosa. Segundo RIGATTI (2003) a intensidade luminosa, de
uma fonte em determinada dire¢do, ¢ o limite da razdo do fluxo luminoso no interior de um
angulo solido (dentro de uma esfera) cujo eixo € a direcdo considerada para esse angulo
quando tende para zero (Figura 0 6, letra B).

Figura 6 - Esquema de luminosidade utilizado com Lampada led (Grow 28w Plantas Cultivo
Indoor Estufa Full Spec) letra A com a aplicagdo de iluminagdo artificial em ambientes

(luminotécnica) letra B calculo de dimensdo de luz.
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Fonte: RIGATTI, 2003; NUNES, 2019.

Nesse aspecto, o formato em triangulo para os frascos possibilita a melhor difusdo da
cruz entre os frascos para realizacdo de fotossintese. Desta forma o sistema permaneceu

ligado por um periodo por dia até o final do experimento de 2 semanas.

3.1.9. pH dos cultivos

O pH influencia diretamente no crescimento das microalgas ja que o consumo das
formas inorganicas do carbono faz com que o pH se eleve (LOPES, 2007). Sendo assim, o pH
foi controlado em estado basico (7 a 9) para facilitar o desenvolvimento das espécies. A
analise foi feita com auxilio de um peagametro.

Deve-se ficar atento para o fato de que os diferentes grupos de microalgas possuem
necessidades especificas de crescimento e que todos os pardmetros descritos aqui sdo para as

espécies escolhidas.

3.1.10. Tratamento

No experimento foram testadas duas espécies de microalgas Desmodesmus
quadricauda e Monorraphydium sp. oriundas do rio Ledo como bioindicadores de presenca de
glifosato. Estas espécies foram submetidas a quatro tratamentos com T1= 125/um/ml, T2=
62,5/pm/ml, T3= 12,5/um/ml com glifosato controle=0 sem a substancia, onde a maxima
concentragdo (T1) foi aquela liberada pela legislacdo brasileira de 500/um por litro e o

controle (T4), sem adicdo de glifosato. As concentracdes de substancia glifosato e o tempo de
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tratamento escolhidos foram baseados na legislacdo e em estudos anteriores utilizando
microalgas (XAVIERet al; 2013; MARTINEZ, 2011; SANTOS, 2019 ; BRASIL, 2019).

Os tratamentos contendo microalgas foram homogeneizados e divididos em quatro
Erlenmeyers de 250 ml, para que minimamente cada frasco tivesse o mesmo numero de
organismos das duas espécies. Logo apods, os mesmos foram mantidos na estrutura de cultivo
por 10 dias, para o pleno desenvolvimento das microalgas nas respectivas amostras.

Apds os 10 dias de incubagdo foi realizada a primeira contagem e observacdo das
amostras. Para iniciar o experimento propriamente dito foram estabelecidos alguns critérios
de observacdao minuscula. Considerando que as algas sdo organismos muito distintos com
relagdo a morfologia (formas), tipo de reprodugdo (ciclo de vida), fisiologia e ecologia e
assim como as plantas, sdo organismos fotossintetizantes capazes de produzir o proprio
alimento (glicose) a partir de substancias quimicas simples, como didxido de carbono e agua
em presenca de luminosidade (BICUDO 2006). Neste contexto, foram elencados atributos
em relagdo a estes organismos tais como: morfologia (forma) da alga, comportamento e
distribuicdo, individuos mortos na comunidade (para este parametro foi considerado que se
alga tivesse menos que 50% de seu cloroplasto estavam mortas), sanidade da amostra e
verificar se houve outras anomalias na microalga como deformagoes redugdo da pigmentagao

em seu cloroplasto entre outras.

3.1.11. Substancia utilizada nos tratamentos

Para este experimento foi utilizado o glifosato (Tabela 03), adquirido com o agricultor,
municipio de Nova Laranjeiras. O produto ¢ utilizado para controle de ervas daninhas no
preparo do solo, em pré-plantio de diversas culturas e jardinagem de sua unidade de produgao.
A rotulagem ¢ explicita na indicagdo de classificacdo de toxicidade do produto para o meio
ambiente (Figura 07).

O glifosato ¢ um 4acido, mas ¢ aplicado nas lavouras na forma de sal (sal de
isopropilamina, amoénio, potassio). As formulagdes de glifosato s3o geralmente
comercializadas como concentrados soluveis em agua e granulado (LIMA, 2018).

O glifosato utilizado no experimento foi diluido segundo a concentragdo permitida

pela legislacao brasileira, sendo assim, os calculos foram para um volume de 250 ml.
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Tabela 03: Substancia que foi utilizada para realizar o experimento.

Pergunta

Resposta

Nome comum do(s) ingrediente(s) ativo(s):

Glifosato, sal de isopropilamina.

Nome quimico:

Sal de isopropilamina de N
(fosfonometil) glicina

Classe quimica:

Herbicida sistémico, de agdo total,
para aplicagdo em pos emergéncia,
derivado da glicina.

Concentragdo 500pg/1.

Estado fisico Liquido.
Solubilidade: Soluvel em agua
Grupo quimico: Sal

Classificagdo toxicologica: IV Pouco Toxico.
Status para uso no Estado: Liberado.

Fonte: NUNES, 2019.

Figura 7- Rotulagem do glifosato, substancia utilizada no experimento de microalgas como
bioindicadores realizada no Laboratorio de Limnologia da Universidade Federal da Fronteira

Sul, novembro, 2019.

Fonte: NUNES 2019.

3.1.12. Contagem das Microalgas

Para verificacdo do crescimento das microalgas até a obtengdo de uma concentracao

de 10 x 10" células, foram feitas contagens diarias em 0,1 ml de amostra, em camara de
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Neubauer. A camara de contagem ¢ um instrumento de precisdo confeccionado em vidro
optico especial. Esse instrumento ¢ utilizado para a contagem de células sob microscopio.

A camera que funciona como um sistema de contagem ¢ formada por uma area, de 16
mm?, que contém 16 areas menores, de 1 mm? Cada uma dessas areas menores ¢ subdividida
em 16 mini-areas (256 mini-areas) com 0,25 mm de lado e area de 0,0625 mm?. A contagem
das células ¢ realizada nos quadrantes localizados na area central da cdmara (Figura 08 letra A
e B). Todas as areas tém uma borda tripla de cada lado.

O procedimento de dilui¢do para a contagem foi realizado por pipetagem: 1 mL da
amostra original em um tubo de ensaio contendo 9 mL do meio de cultivo estéril (diluicao
1/10). Dessa primeira dilui¢do, pipetou-se 1 mL em outro tubo de ensaio contendo 9 mL de
meio de cultivo (diluicdo 1/100) e assim por diante até poder realizar a contagem. Com o
processo de dilui¢io, obteve a concentragio de 10 x 10°* células. O procedimento foi
realizado para os adicionando o glifosato nos tratamentos (T1, T2 e T3) com 4 frascos de
repeticdes cada. A contagem foi realizada no periodo de 0, 2, 4, 16, 24 e 96 horas de

exposicdo na substancia, obtendo as quantidades de células vivas e mortas (Figura 09).

Figura 8- Demonstra¢do da camara de Neubauer e seus quadrantes de contagem.

Clonara de Newhisr I.f-'-?f. sase !

B T EESTE S

Fonte: NUNES 2019.
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Figura 9 - Procedimento de adicdo de glifosato [A], verificacdo dos quadrantes para
contagem [B] e contagem na camara [C], procedimentos realizados no Laboratério de
Limnologia da Universidade Federal da Fronteira Sul, novembro, 2019.

Fonte: NUNES, 2019.

3.1.13. Fator de correcao
Para calcular o algarismo de células/ml no experimento, multiplicou-se para reparar o

valor adquirido por 10.000, uma vez que:

Iml=1celee=10x10x% 10 mm=1.000 mm?

Na camara de Neubauer obteve-se o algarismo de contagem celular por 0,1 mm?, por
isso deve-se multiplicar por 10, entdo a formula (Células/ml = x coeficiente de diluigdo x
10.000). Dessa maneira, obtém-se o numero total de células, resultando na quantidade de

células para cada 1ml (CUNHA, 2014).

3.1.14. Analise estatistica

Para organizagdo, tabulacdo e elaboracdo dos graficos foi utilizado o programa
LibreOffice Cal. Para as analises dos dados foi utilizado o programa BioStat. A normalidade
dos dados foi obtida pelo teste de Anova, homocedasticidade foi verificada através do Teste

de Bartlett e a comparagdo das médias foi feita através Kruskal walis 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Trabalhos que visam contribuir na identificagdo de organismos que sirvam como
indicadores de qualidade de dgua s@o essenciais. Na coleta realizada no rio Ledo em outubro
de 2019, foram identificadas varias espécies de microalgas, dentre elas foram escolhidos
quatro taxons: Pediastrum simplex, Closterium sp., Desmodesmus quadricauda e
Monorraphydium sp., que pertencem a classe Chlorophyceae, precursora dos vegetais
terrestres, em funcdo do grande nimero de individuos, fator que permitiu a separagdo de 100
individuos para aclimatacdo e cultivo e realizacdo do experimento. Somente os dois ultimos
taxons se desenvolveram em quantidade suficiente para iniciar o experimento de exposicao ao
glifosato.

No dia 22 de novembro foram feitas as contagens, pois os Erlenmeyer onde estavam
os taxons em meio de cultura haviam mudado de a cor clara para cor verde escuro. Os taxons
apresentaram em média Desmodesmus quadricauda uma densidade de 95,70 ind. x 10° ind.
um/1 e Monorraphydium sp. 51,18 10°ind. pmy/1, o que foi considerado como niimero viavel e
suficiente de células para realiza¢do do experimento.

No dia seguinte as amostras foram homogeneizadas e adicionadas as aliquotas de
glifosato. Nas observagdes pos adigdo de glifosato, verificou-se que os Erlenmeyer com
glifosato os tratamentos apresentavam uma camada com caracteristica lipofilica (espuma)
(Figura 10). Este fato pode ser explicado, que os herbicidas em geral para penetrar no tecido
celular das plantas, atravessam diferentes camadas: a cuticula, a parede celular e a membrana
plasmatica, conforme observados por Hartzler (2018) em seu experimento.

Figura 10 - A Erlenmeyers contendo solugéo de algas e glifosato, a substancia apresentou uma
caracteristica de lipidio letra B, experimento ocorrido no Laboratério de Limnologia da
Universidade Federal da Fronteira Sul, novembro, 2019.

Fonte: NUNES, 2019.
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Nas plantas com filidios, folhas e nos colmos a cuticula ¢ cerosa, de forma que
compostos que apresenta afinidade pot aragua (hidrofilicos) terdo dificuldade em passar por
essa camada. No herbicida glifosato, os surfactantes adicionados apresentam comportamento
lipofilico, fazendo com este consiga rapidamente penetrar na primeira barreira (DUNCAN,
2018; HARTZLER, 2018). As algas, ndo apresentam cuticula, talvez este fato tenha retardado
a acdo do produto, o que resultou na formagdo de aglomerado (figura 10 B) amorfo que
depois de 96 horas apresentava coloragdo transparente.

Independentemente do percurso que um herbicida toma, em um dado momento ele
precisa alternar o comportamento lipofilico para hidrofilico. Isto ¢ fundamental, haja visto que
um herbicida solivel em agua associar-se-ia com porgdes hidrofilicas da folha e ndo entraria
nas regioes lipofilicas, enquanto os herbicidas soliveis em 6leo preferencialmente associar-se-
iam com regides lipofilicas (STAGNARI, 2007; HARTZLER, 2018).

A redugdo da lipofilicidade da molécula impede que esta faga o caminho de volta, ou
seja, saia da célula. Dessa forma, os herbicidas com comportamento de acido fraco tendem a
ser aprisionadas e a acumular-se nas células, reacdo denominada “armadilha i6nicas”. Alguns
autores relataram que surfactantes ndo i0nicos interagem com a membrana da bicamada
lipidica com as proteinas da membrana, levando a um transporte de oxigénio reduzido através
esta membrana (MOTTIER et al; 2017).

Outro fator importante a se destacar, ¢ que a passagem de uma molécula herbicida
com comportamento de acido fraco pela membrana celular ¢ afetada pelo pH da solucdo, em
razdo do efeito do pH sobre a ionizacdo da molécula, que afeta a solubilidade da mesma. Na
pratica, ocorre que na parte externa da célula, a molécula do herbicida com comportamento de
acido fraco, por ter o pH em torno de 5,5 tende a acumular protons (protonar-se), tornando-se
hidrofobica (alta lipofilicidade), o que lhe confere a capacidade de movimentar-se através da
membrana celular. Apés a entrada da molécula na célula, esta perde protons (em virtude de o
pH estar proximo de 7,5, assim a molécula desprotona-se), tornando-se mais hidrofilica ou
soluvel em agua, reduzindo grandemente a lipofilicidade, ou seja, reduzindo sua capacidade
de movimentar-se através da membrana celular.

O pH influencia diretamente o crescimento das microalgas ja que o consumo das
formas inorganicas do carbono faz com que o pH se eleve (LOPES, 2007). Destaque feito por
Rossi (2013) aponta que as maiores concentracdes de microalgas foram obtidas com o pH

entre 9,2 e 11,2 e as menores concentragdes observadas foram em pH 6,2. Neste estudo o pH
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foi ajustado inicialmente 8 tendo um desenvolvimento dos tratamentos até o periodo de
acionamento do glifosato.

Foram realizadas contagens 02, 04, 16, 24 e 96 horas ap6s adi¢do do glifosato a fim de
verificar qual o comportamento dos dois tdxons quanto a taxa de crescimento (niimero de
individuos) da populagdo, atividade celular, entre outros pardmetros que poderiam contribuir
para o seu desenvolvimento. Os dados de densidade demonstraram que o controle para as
duas espécies mantiveram o crescimento ao longo do experimento (Figura 11). Ja os

tratamentos T1, T2 e T3 houve a as densidades para ambas as espécies.

Figura 11-Densidade dos tdxons Monorraphydium sp. e Desmosdesmus quadricauda (Indi.
x105um/1), nos diferentes tratamentos, (T1) vermelho, Tratamento dois (T2) cinza e (T3) azul
marinho, e ao longo do controle preto o experimento.
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Para melhor interpretar os dados foi realizada uma analise de variancia (Anova), onde
os tratamentos foram considerados como blocos. Com esta analise foi possivel verificar que
ocorreu diferenga entre os tratamentos e o controle. Quando avaliados os tratamentos T1, T2 e
T3 foi verificado que os mesmos apresentaram comportamento semelhante nas duas espécies,
o fator tempo ndo foi testado, contudo constatado que a partir das 16 horas ocorreu aumento
na taxa de mortalidade (Figura 13 ¢ 14).

Os dados avaliados ndo sdo paramétricos, entdo foi realizada uma a analise de
varidncia associada (Anova), com o teste Kruskal Wallis, onde T3 apresentou menor
diferenca entre os tratamentos. Este fato ¢ justificavel, uma vez que ¢ o tratamento com
menor dosagem de glisofato. Contudo, percebe-se nos graficos que hd uma tendéncia, a
resposta dada pela alga Monorraphydium sp. e Desmosdesmus quadricauda em maior ou
menor intensidade independe da concentragdo. Para espécie Monorraphydium sp a partir de
24 h ha uma interferéncia maior, aumenta a mortalidade e os danos celulares (Figura 12), ao

passo que para a Desmosdesmus quadricauda este fator ndo € tdo visivel.
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Figura 12-Mortandade dos tdxons Monorraphydium sp. ¢ Desmosdesmus quadricauda (Indi.
x105pum/1) nos diferentes tratamentos (controle (linha preta), Tratamento um (T1) vermelho,
Tratamento dois (T2) cinza e Tratamento 3 azul marinho), ao longo do experimento.
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Na analise morfoldgica e comportamental das microalgas durante o experimento, os
dois organismos selecionados, nos quatro frascos tiveram comportamento similar. Apds
quatro horas da aplicacdo do glifosato foi observada modificagdo no comportamento de

movimentacgdo, para maior lentiddo e alguns individuos estagnados, este comportamento foi
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visivel nas duas espécies nos trés tratamentos (T1, T2 e T3), ja no controle (T4) houve a
manuten¢do se manteve sua movimentacao aparente.

O desenvolvimento reprodutivo é outro fator alterado durante o experimento. Na
espécie E1 era visivel a divisdo celular ou pareamento de individuos, o que ndo ocorreu como
controle, que se mantieve da mesma forma. Pode-se supor que poderia ser necessidade de
reproducdo em situagdo de estresse (Figura 13 letra A). Para a espécie Desmosdesmus
quadricauda, contudo, ndo foram observados individuos se reproduzindo, mas sim alguns
cenodbios se desfazendo (Figura 13 letra B) aparecendo na forma unicelular.

Figura 13- Comportamento reprodutivo, das microalgas letra (A) troca de material genético
para reproduzir e espécie Monorraphydium sp., letra (B) Células livres de Desmosdesmus
quadricauda, em forma de cistos.

Fonte: NUNES 2019.

Outros individuos da espécie Desmodesmus quadricauda apresentam o pirendide,
corpo protéico existente nos cloroplastidios associado a reserva de alimento (BICUDO e
MENEZES, 2006), em geral arredondados, evidentes e de aspecto brilhante, porem apds 24h
apresentou aspecto acinzentado, opaco, como se estivesse maior ¢ menos denso (T1, T2 e T3),

este fenomeno ocorreu somente nos tratamentos com glifosato.
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Figura 14-Morfologia da espécie Desmodesmus quadricauda, letra (A) formagdo mais
arredondada juntamente com deslocamentos dos pirenoides, letra (B) malformagdo dos
espinhos, letra (C) degradacdo dos cloroplastos de tons esverdeados para acinzentados e
mortalidade (D) apds 96 horas.

Fonte: NUNES, 2019.

As culturas de microalgas sdo dependentes de varios elementos como temperatura, pH,
salinidade e outras variaveis que podem intensificar ou limitar sua proliferacdo (VAZ et al.,
2011). O glifosato utilizado nos tratamentos possui no ingrediente o ativo sal de
isopropilamina, ou seja, somente de ser derivado do sal, pode explicar a mudanca de
comportamento reprodutivo das espécies. Tais elementos sdo capazes de serem definidos
como inibitérios, pois ndo permitem o processo das microalgas; substancia limitantes que
geram diminui¢do a divisdo celular ou de qualquer outra reagdo fisiologica; estressantes,
aqueles que implicam uma diferenca metabodlica, que demanda ajustes bioquimicos antes que
as células possam novamente se dividir (DIAS, 2017).

Caracteristicamente fitoplanctonico, Monorraphydium sp, apresenta habito isolado, o
que torna dificil ser encontrado nas amostras, somente apresenta agrupamento no periodo
reprodutivo. Nas andlises realizadas, no intervalo de 16 horas, apresentaram-se em forma

agregada, por causa do expresse pela presenga de glifosato (Figura 15).
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Figura 15- Monorraphydium sp. na cadmara de Neubauer demonstrando um comportamento
de agrupamento.

Fonte: NUNES 2019.

Observou-se também a degradacdo dos cloroplastos de tons esverdeados para
acinzentados (Figura 16 A e H), lesdes, deformacdes (Figura 16 D), deformacdes na
membrana plasmatica (Figura 16 F) na parede celular e por fim mortalidade, isso em um
periodo de quatro dias.

Figura 16 - Analise morfologica na letra (A) degradagdo dos cloroplastos de tons
esverdeados para acinzentados, letra (B) lesdes na parede celular com degradagdo do
conteudo celular, letra (C) deformagdes na membrana e alteragdo no formato da célula, letra

(D) aparecimento de melanomas na parede celular e por fim na letra (I) células mortas.
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Fonte: NUNES, 2019.

A principal funcdo das microalgas estd relacionada a fotossintese producdo do
oxigénio atmosférico tdo necessario ao metabolismo da respiragdo, e fixando em seus tecidos
para converté-lo em acucar (glicose). Como possuem habilidade de acumular em seus tecidos
carbonos, fosforo, nitrogénio e incorpora-los a sua biomassa, representam uma excelente
fonte de nutrientes aos organismos aquaticos, e¢ sdo consideradas fontes inesgotaveis de
compostos naturais (BATISTA et al., 2013). Nos organismos fotossintetizantes, este processo
acontece a partir dos cloroplastos (ou plastideos). Os pigmentos responsaveis pela ativagdo
dos fotossistemas sdo classificados em clorofilas, carotenoides e ficobilinas, pigmentos que

acabam por conferir a colorag@o para esses organismos (OLIVEIRA, 2007; SOARES, 2010).

O glifosato tem resultado inibitorio do processo de fotossintese em plantas terrestres e
aquaticas. A forma mais utilizada é o sal de isopropilamina, usualmente associado com o
surfactante polioxietilenoamina (POEA), que pode ser também um agente da toxicidade
aquatica das formulagdes a base de glifosato (TSUI; WANG; CHU, 2005). A reducgdo da
fotossintese leva a interrupgdo da acumulagdo de amido, mas a exportagdo de assimilados e de
glyphosate continua, até ser limitada pela baixa disponibilidade de amido, durante a noite.
Varias teorias explicam a autolimitacdo da translocacdo de glyphosate: (a) inibi¢cdo da fixagdo

de caz; (b) interrupcao da sintese de amido; (c) limita acdo do uso de amido armazenado; (d)
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limitacdo do fluxo de importacdo e descarregamento de sacarose (GEIGER & BESTMAN,
1990).

Em plantas e em alguns microrganismos, o glifosato age por bloqueio competitivo da
enzima enolpiruvilshikimate-3-fosfato sintetase (EPSP) primordial na sintese de aminoacidos
importantes a sintese protéica em plantas (4cido sintetase) causando déficit de aminoacidos
aromaticos. Contudo, efeitos agudos em animais foram registrados apds aplicacdo de altas
doses intraperitoneais, tais efeitos sdo sugestivos de alteracdo da atividade mitocondrial,

provavelmente, desacoplando a fosforilagdo oxidativa (MENEZES, 2004).

Logo apods a aplicagdo, os inibidores de EPSPs reduzem a importagdo de assimilados
por folhas jovens em desenvolvimento. Mais tarde, a fotossintese ¢ reduzida ¢ a acumulagdo
de amido ¢ interrompida, mas a exportacdo de assimilados e de glicose continua, até ser
limitada pela baixa disponibilidade de amido, durante a noite. Vérias teorias explicam a
autolimitacdo da translocagdo de glyphosate: (a) inibi¢ao da fixagdo de caz; (b) interrupgao da
sintese de amido; (c) limita a¢do do uso de amido armazenado; (c) dano a integridade dos
elementos crivados; (e) limitacdo do fluxo de importagdo e descarregamento de sacarose

(GEIGER & BESTMAN, 1990; KRUSE et al; 2000).

Figura 17- Densidade e mortalidade dos taxons de Monorraphydium sp., Desmosdesmus
quadricauda (Indi. x105pm/1), nos diferentes tratamentos (controle (linha preta), Tratamento
um (T1) vermelho, Tratamento dois (T2) cinza e Tratamento T3 azul marinho), ao longo do

experimento.
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Fonte: NUNES, 2019.

A imagem acima demonstra as diferencas taxons de Monorraphydium sp.,
Desmosdesmus quadricauda (Indi. x10°um/l), em seu desenvolvimentos no cultivo e suas
mortalidades, apds a substancias nas amostras.

Os resultados encontrados neste trabalho corroboram os verificados por Tsui e Chu
(2003), onde algas fotossintéticas, por possuirem rota metabdlica similar as plantas, sdo mais
sensiveis ao efeito do herbicida com base em sal de isopropilamina do que organismos ndo

fotossintéticos.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Existem diversos estudos sobre o glifosato e seus efeitos nas plantas, solo e na agua.
Podemos perceber que mesmo com uma literatura vasta sobre este topico ha necessidade de
mais dados com foco nos ambientes aquaticos, principalmente neste momento em que por
todo o territério brasileiro, ha estudos de contaminacdo ¢ ainda o aumento na liberacao do

numero de agrotoxicos e também do seu uso, principalmente do glifosato.
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Os trabalhos encontrados utilizando algas, em sua, maioria, foram realizados com
Desmodesmus sp. Neste trabalho a proposta foi usar mais de uma espécie e verificar como
seria os diferentes comportamentos, contudo nem todas as espécies conseguiram sobreviver
ao periodo de aclimatag@o.

O género Monorraphydium sp. Apresentou, em comparacdo Desmodesmus
quadricauda, resposta mais facilmente observavel, contudo ¢ necessario repetir o
experimento. Sugerem-se ainda experimentos bioquimicos que possam gerar dados mais
especificos sobre o glifosato nas vias metabdlicas desses microorganismos.

Realizar teste com outras substancias toxicas ou agrotoxicas para verificar como estes
organismos respondem morfologicamente e comportamentalmente as estas substancias, e se a
resposta dada ao glifosato foi Uinica ou semelhante.

Nas andlises morfologicas foi observado um aumento na membrana plasmatica das
formas em relacdo as suas medidas visualmente, sugere-se que além da contagem, sejam
feitos acompanhamento das medidas, contagem dos individuos com malformacao e analise de
absorcdo do residuo para verificar se as variacdes sdo ao acaso ou realmente tem relacdo

direta com o uso do agrotoxico.
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