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RESUMO

Os herbicidas a base de glifosato s3o os mais utilizados no mundo. Este composto toxico chega aos
ecossistemas aquaticos e pode afetar populagdes de microalgas, que sdo base da teia trofica e
principais produtores primarios destes ambientes. Para compreender os efeitos que este agrotdxico
pode ter sobre estes organismos testamos laboratorialmente a sensibilidade ao glifosato de duas
espécies de algas verdes (Chlorophyta) e um possivel resgate populacional. Este resgate consiste na
adaptacao gradual da populagdo, que em vez da extingdo, permite a ela persistir em um local que se
tornou inadequado para a populagdo original. Um experimento de duas etapas, com duragdo de 72
horas cada, foi conduzido. Populagdes de duas espécies do fitoplancton, Desmodesmus communis €
Pseudopediastrum boryanum, foram testadas de forma isolada e em coocorréncia. Na etapa 1, as
populagdes foram expostas as concentragdes de 0, 100, 500, 1000 pg.1" de glifosato preparadas a
partir da formulagcdo comercial Roundup Transorb®. Aliquotas dos tratamentos da etapa 1 foram
entdo transferidos para os novos meios da etapa 2, onde foi adicionado 20000 pg.I" de glifosato. A
partir de dados de crescimento, densidade e viabilidade celular foram observados efeitos negativos
nas duas populagdes isoladas e em coocorréncia conforme o aumento da concentragdo de glifosato.
O resgate populacional apos a exposi¢do a 20000 pg.l"' de glifosato foi melhor observado para as
populagdes que anteriormente foram expostas as concentragdes intermediarias de 100 e 500 ug.I”,
sendo possivel observar também que ndo houve diferenca no resgate das populagdes de espécies
isoladas e quando em coocorréncia. Concluimos que maiores concentragdes de glifosato reduzem o
crescimento, a densidade e a viabilidade celular de ambas as espécies a partir de 100 pg.l', e
populagdes previamente expostas a concentragdes intermedidrias de glifosato apresentam melhor
recuperacdo apds exposi¢cdo a uma concentragdo letal. Por fim, a coocorréncia destas duas espécies

ndo influencia na resisténcia das populagdes a contaminagao por glifosato.

Palavras-chave: dgua doce, cloroficeas, herbicida, resgate evolutivo



ABSTRACT

Glyphosate-based herbicides are the most widely used in the world. This toxic compound reaches
aquatic ecosystems and can affect populations of microalgae, which form the base of the trophic
web and the main primary producers in these environments. To understand the effects that this
pesticide can have on these organisms, we tested the sensitivity to glyphosate of two species of
green algae (Chlorophyta) and the occurrence of a population rescue, that is, the gradual adaptation
of the population, allowing it to persist in an habitat that has become unsuitable for the original
population. A two-stage experiment, lasting 72 hours each, was performed. Populations of two
species of phytoplankton, Desmodesmus communis and Pseudopediastrum boryanum, were
examined separately and in co-occurrence. In step 1, populations were exposed to concentrations of
0, 100, 500, 1000 pg.l' of glyphosate prepared from the commercial formulation Roundup
Transorb®. Aliquots of the treatments from step 1 were then transferred to the new media from step
2, where 20000 pg.I" of glyphosate were added. Using growth and density data, as well as cell
viability, more negative effects were observed both in the two isolated populations and when they
co-occurred as the glyphosate concentration increased. Population rescue after exposure to 20,000
ug.l' of glyphosate was better observed for populations that were previously exposed to
intermediate concentrations of 100 and 500 pg.1", and it was also possible to observe that there was
no difference in the rescue of populations of isolated species and when in co-occurrence. It can be
concluded that higher concentrations of glyphosate reduce the growth, density and cell viability of
both species as from 100 ug.I" of glyphosate, but populations previously exposed to intermediate
glyphosate concentrations recovered better after being exposed to a lethal concentration. Finally, the
co-occurrence of these two species does not influence the resistance of the populations to

glyphosate contamination.

Keywords: Chlorophyceae, evolutionary rescue, freshwater, herbicide.



APRESENTACAO

Esta dissertacdo segue o modelo sugerido pelo Programa de Pos-graduacdo em Biologia de
Ambientes Aquaticos Continentais e estd organizada em trés partes: introducao geral, um capitulo e
consideragdes finais. A introducdo geral apresenta uma base tedrica a respeito da contaminagao dos
ambientes aquaticos continentais por herbicidas e seus efeitos em microalgas, além da teoria de
resgate evolutivo. Apresenta, ainda, os objetivos geral e especificos do trabalho. Em seguida ¢
apresentado o manuscrito em formato de artigo, com introducao, material ¢ métodos, resultados,
discussdo e referéncias utilizadas. O manuscrito segue as normas de formatacdo da revista
Phycological Research. E, por fim, a terceira parte apresenta as consideracdes finais e perspectivas

futuras do trabalho.
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INTRODUCAO GERAL

Ambientes aquaticos e a problematica dos agrotoxicos

Os ambientes aquaticos continentais, como lagos, rios e 4dreas imidas, representam apenas 0,01% da
agua existente no planeta, mas abrigam cerca de 9,5% do total de espécies descritas, além de
proverem inuimeros beneficios para a humanidade (Reid er al. 2019). Assim como qualquer
ambiente natural, estes ecossistemas fornecem servigos ecossistémicos essenciais, incluindo
servigos de suporte, como ciclagem de nutrientes e producdo primaria; servicos de provisao, como
producdo de alimentos e 4agua potavel; servigos de regulagdo, como regulacdo climatica e
polinizagdo; e servigos culturais, como ambientes recreativos ¢ de importancia religiosa ou
espiritual (Brauman et al. 2007). O balanco entre os processos ecossistémicos ¢ o que ajuda a
manter estes servigos e, portanto, atividades que afetam processos como o fluxo de energia e a
ciclagem de nutrientes (e.g., assimilagdo de metais pesados na teia tréfica e alteracdo na abundancia
de organismos produtores) comprometem o funcionamento desses ecossistemas e,

consequentemente, a provisao dos servigos ecossistémicos (Castello & Macedo 2015).

A biodiversidade e o funcionamento dos ecossistemas naturais vém sendo fortemente
alterados por atividades humanas, sendo que todos os ecossistemas do planeta estdo, em maior ou
menor grau, sujeitos a algum tipo de degradagdo de origem antrépica (Sala et al. 2000). Porém, os
ambientes aquaticos continentais estdo entre os que mais sofrem com pressdes antropogénicas
(Dudgeon et al. 2006). Segundo Dudgeon et al. (2006) existem cinco principais ameagas para a
biodiversidade dos ambientes aquaticos de agua doce, sendo elas: sobreexplotagdo, como a retirada
excessiva de animais para consumo humano; degradagdo de habitats, como a retirada de sedimento
e assoreamento; espécies invasoras, como a introducdo deliberada de espécies exoticas de valor
econdmico; modificagdo de fluxo em rios, como a interferéncia causada pela construgdo de
represas; € poluicdo das aguas, que se dd através da entrada de produtos quimicos oriundos,
principalmente, de efluentes industriais e domésticos e residuos agricolas. Estas ameacas podem
estar interligadas e ter suas influéncias combinadas no ambiente, de forma a ndo haver um impacto

mais severo do que outro (Dudgeon et al. 2006; Dudgeon 2019).

Cerca de 1,6 milhdo de hectares de terra sdo usados para atividades agricolas, o que
corresponde a 12% da area total de terra firme do planeta (FAO 2021a). Essa crescente modificagao
de paisagens naturais em plantagdes para suprir a necessidade de alimento para seres humanos faz
com que cerca de 1260 km® de residuos agricolas, como fertilizantes e pesticidas, sejam despejados
nos ambientes aquaticos anualmente (FAO 2021a). Muitos destes residuos t€ém a capacidade de

persistir no ambiente e afetar organismos nao alvo, sendo que ao entrarem no ciclo hidrologico,
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podem ser levados por longas distancias, atingindo areas nas quais ndo ocorre o uso de quimicos
agricolas (Souza et al. 2020). Além disso, ha a degradacao natural dos compostos, gerando outros
metabolitos toxicos, de forma que a degradacdo quimica ndo anula necessariamente a toxicidade
(Sviridov et al. 2015; Souza et al. 2020). Estas substancias podem evaporar, se infiltrar no solo
através da chuva e fluir para os rios e lagos, impactando o meio ambiente (Figura 1; Souza et al.
2020). Adicionalmente, os pesticidas frequentemente se encontram em misturas no ambiente
natural, podendo apresentar efeitos aditivos ou sinérgicos, levando a um aumento na toxicidade

(Souza et al. 2020).
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Dispersdo de pesticidas através do ciclo hidrolégico

Figura 1. Dispersdo de pesticidas através do ciclo hidroldgico. Fonte: Adaptada de Souza et al.

(2020).

Agrotoxicos, pesticidas ou defensivos agricolas sdo alguns dos nomes dados a compostos
utilizados intensivamente e extensivamente para aumentar a producdo de alimentos através da
prevengdo, controle ou eliminacao de pragas, como doencas fingicas e bacterianas, eliminagao de

ervas daninhas e eliminacdo de larvas ou insetos adultos que podem prejudicar plantacdes
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(Carvalho 2017). Agrotoxicos sdo usados desde 1940, devido ao aumento da populagdo humana e
correspondente necessidade do aumento da producdo de alimentos (FAO 2021a). Os agrotoxicos
podem ter diferentes classificacdes quanto a sua acdo: herbicidas, fungicidas ou inseticidas, sendo
que estas substancias podem pertencer a diversas classes quimicas, como os organoclorados,
organofosfatos, carbamatos, piretrdides, reguladores de crescimento e neonicotindides
(Albuquerque et al. 2016; Carvalho 2017). Os dados mais recentes da FAO (Organizacdo das
Nagodes Unidas para Alimentagcdo e Agricultura) indicam que os paises que mais utilizam pesticidas
sdao China, Brasil, Argentina e Estados Unidos (FAOSTAT; FAO 2021b). Nos ultimos 10 anos, a
quantidade estimada de agrotdxicos utilizada por ano tem se mantido estdvel em cerca de 4,2
toneladas, sendo que a classe de agrotdxicos mais utilizada mundialmente ¢ a dos herbicidas
(FAOSTAT, FAO 2021b). Os herbicidas podem agir de diferentes maneiras para atingir seus
organismos-alvo, como através da inibicdo da fotossintese e, consequentemente, de outras reagdes
bioquimicas formadoras de aminoacidos e lipidios, ou através do bloqueio da divisdo celular e
inibicdo do crescimento das plantas (Herrera-Herrera et al. 2016). Muitos herbicidas ndo sdo
seletivos, podendo agir em outras plantas e organismos fotossintetizantes (Herrera-Herrera et al.

2016).
Uso de herbicidas no Brasil

No Brasil, os herbicidas correspondem a quase 50% do total de pesticidas comumente encontrados
em aguas continentais (Albuquerque et al. 2016). Os trés herbicidas mais utilizados sao os que
possuem os ingredientes ativos: 2,4D, atrazina e glifosato (Brovini ef al. 2021). As concentragdes
ambientais medianas comumente encontradas para estes trés herbicidas sdo de 7,5 pg.l' para
glifosato, 0,05 pg.l" para 2,4D e 0,03 pg.I"' para atrazina (Brovini et al. 2021). Estes valores se
encontram dentro dos limites estabelecidos pela Resolugao numero 357 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA) de 2005, que estabelece as concentragdes limite de 28 pesticidas que
podem ser encontradas nas diferentes classes de dguas. Especificamente, as concentragdes limite
para as substincias mencionadas acima sdo: glifosato em aguas de classes 1-2 = 65 ug.I" e classe 3
=280 pg.lI''; 2,4D em aguas de classes 1-2 = 4 ug.I' e classe 3 = 30 pg.l"'; e atrazina em aguas de
classes 1-2 =2 pg.I" e classe 3 =2 pg.I"'. Quanto a preocupagdo com a satide humana, ha a Portaria
de Consolidacdo n® 5 do Ministério da Saude (2017) que estabelece pardmetros para a 4gua potavel,
permitindo concentragdes de até 30 ug.l"' de 2,4D, 2 pg.l' de atrazina e 500 pg.l" de glifosato,
sendo que este ultimo ¢ um valor acima do permitido em aguas de classe 3, que sdo destinadas ao

consumo humano apds tratamento convencional ou avangado.

A producao cientifica acerca dos impactos destes herbicidas nos ambientes aquaticos nao

acompanha o crescimento de seu uso ao longo do tempo, uma vez que, mesmo o glifosato sendo o
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herbicida mais utilizado, a maior parte dos trabalhos cientificos realizados se concentra na atrazina
(Brovini et al. 2021). Além disso, as concentracdes de herbicidas em ambientes aquaticos podem
estar subestimadas devido aos diferentes métodos de quantificagdo e eficicia de cada método,
podendo estar acima das concentragdes permitidas pela legislagao brasileira (Lima et al. 2019). Por
exemplo, o tempo de meia-vida do herbicida glifosato pode variar em funcdo da composi¢ao do
solo em que estd presente, pois diferentes caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas afetam sua
degradacao (Myers et al. 2016). Estas variagdes aumentam o custo para prever € monitorar as

quantidades de glifosato presentes em um ambiente ao longo de um periodo (Myers et al. 2016).
O glifosato

Os herbicidas a base de glifosato [N-(fosfonometil) glicina], que vém sendo comercializados desde
1974, sao os mais utilizados no Brasil e no mundo (Amarante Jr. ef al. 2002; Teixeira et al. 2019). O
glifosato tem formula molecular C;HgNOsP e ¢ um herbicida de amplo espectro, pois atua inibindo
uma rota de sintese de aminoéacidos aromaticos tipica das plantas, via do chiquimato, onde inibe a
enzima 5-enolpiruvoilshikimate-3-fosfato sintase (Amarante Jr. et al. 2002). A inibicdo desta
enzima leva a morte das plantas em alguns dias, uma vez que a mesma ¢ essencial para a sintese de
fenilalanina, tirosina e triptofano que, por sua vez, sdo aminoacidos essenciais para a formagao dos
vegetais (Amarante Jr. e al. 2002). Dentre as caracteristicas quimicas do sal de glifosato estdo a alta
solubilidade em dagua, estabilidade na presenca de luz e em altas temperaturas (at¢ 60 °C) e
dissociagao em pH alcalino (Amarante Jr. et al. 2002). A meia vida deste composto na agua pode

variar de 4 a 7 dias (Pérez et al. 2007; Vera et al. 2010).

As formulagdes a base de glifosato sdo usadas em uma grande variedade de cultivos no pais,
especialmente de soja, milho e cana-de-actcar (Pignati et al. 2017). No estado do Rio Grande do
Sul, o maior produtor nacional de arroz, as plantagdes de arroz irrigado, comumente rotacionadas
com plantacdes de soja, sdo as principais responsaveis por descarregar glifosato nos corpos d’agua
(SOSBALI 2016). As concentragdes de glifosato encontradas em ambientes de dgua doce costumam
variar de acordo com a estagdo do ano, devido aos periodos de maior ou menor intensidade de
cultivos e de precipitagdo que leva esse composto para rios e lagos (Byer et al. 2008; Huntscha et
al. 2018). Portanto, as concentracdes ambientais de glifosato em diferentes corpos d’agua podem
ser baixas, como as encontradas por Berman et al. (2018), com média de 2,11 pg.I"', ou altas e
acima do valor permitido pela legislag@o brasileira, como os valores encontrados por Peruzzo et al.

(2008) que variaram de 100 pg.1" a 700 pg.1™.

Atualmente, existem no mercado diversas formulagdes comerciais que tém o glifosato como

composto ativo. Uma das formulagdes comerciais do glifosato ¢ o Roundup Transorb®, que ¢
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composto por sal de potassio de [N-(fosfonometil)glicina] = 588 g.I"' (58,8% m/v), por equivalente
acido de [N-(fosfonometil)glicina] = 480 g.I"' (48,0% m/v) e por outros ingredientes = 820 g.1I"!
(82,0% m/v) (ADAPAR 2022), como os surfactantes, que ajudam a aumentar a eficacia do
herbicida nos organismos alvos através do rompimento de membrana (Tsui & Chu 2003). Portanto,
a toxicidade desse herbicida ndo esta restrita somente ao glifosato, pois as formulagdes comerciais e
os ingredientes isolados demonstram diferentes niveis de toxicidade. Por exemplo, Tsui e Chu
(2003) demonstraram, em testes de toxicidade com quatro grandes grupos taxonomicos (bactérias,
algas, protozoarios e crustaceos), que cada grupo apresenta diferente sensibilidade a cada um dos
compostos do herbicida, quando testados separadamente. Porém, os autores também observaram
que a formulagdo comercial completa ¢ a mais toxica, demonstrando a importancia do estudo de

formulacdes comerciais.

Ao atingir os corpos d’agua, o glifosato pode afetar organismos ndo-alvo, desde microalgas
até invertebrados e vertebrados. Em vertebrados, a exposicdo ao glifosato pode levar a danos
hepatorrenais e disfun¢des endocrinas (Myers et al. 2016). Por exemplo, Lopes et al. (2018)
verificaram que altas concentragdes do glifosato (650 e 3250 ug.I") e de sua formulagdo comercial
Roundup (650 e 3250 pg.lI'") causaram efeitos adversos em uma linhagem de células hepaticas do
peixe Danio rerio, levando a reducao da atividade metabolica, danos a integridade lisossomal,
reducdo da atividade da enzima glutationa S-transferase e aumento de células em processo de
apoptose. Este processo de apoptose também foi observado por Zhang et al. (2021) nos tratamentos
com maior concentragdo de glifosato, com a presenca de células apoptoticas no coragdo, cabega e
outras partes dos animais apos a exposi¢ao de embrides de D. rerio a cinco concentragdes de 0 a 0,7
ug.l! por um periodo de 72 horas. J4 efeitos negativos causados pela formulagdo de glifosato
Roundup Transorb® (500 a 5000 pg.I") foram observados na espécie de peixe neotropical Jenynsia
multidentata, comumente encontrada em areas umidas de cultivos de arroz no estado do Rio Grande
do Sul (Sanchez et al. 2017). Os individuos de J. multidentata apresentaram reducao na qualidade
espermatica de machos, inducao de estresse oxidativo e inibi¢do da enzima acetilcolinesterase, que
possui papel essencial na regulacdo in locu da transmissdo sindptica (Sanchez et al. 2017). Efeitos
em anuros foram observados por Herek et al. (2020), que demonstraram que concentragdes
ambientais de glifosato podem causar desequilibrio em hormoénios tireoidianos que levam a
malformagdes dos girinos, afetando aspectos como a capacidade de locomocdo e obtencao de
alimento. Finalmente, a toxicidade do glifosato também ja foi confirmada para bivalves, como
demonstrado por Haj et al. (2019) em modelo ex vivo, com dano lisossomal e citotoxicidade em
células de branquias e musculos nas maiores concentracdes testadas de Roundup Transorb®. Estes

organismos também podem ser afetados indiretamente, através do consumo de microalgas
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contaminadas por glifosato, ocorrendo aumento das atividades de enzimas relacionadas a

desintoxica¢do, como a glutationa S-transferase e a fosfatase alcalina (Iummato et al. 2018).

Quanto a microrganismos, os estudos tém demonstrado efeitos deletérios em diversas
espécies de algas verdes (Chlorophyceae), ja que este grupo compartilha com plantas diversas rotas
metabolicas, como a rota de sintese de aminoacidos via chiquimato (Tohge et al. 2013). Por
exemplo, a alga verde Scenedesmus vacuolatus apresentou diminui¢do na taxa de crescimento
celular e aumento do stress oxidativo quando exposta a concentragdes de 4000 a 8000 pg.I" de
glifosato (Iummato et al. 2019). J& Smedbol et al. (2017) observaram que, além da via do
chiquimato, a atividade fotossintética, principalmente em cianobactérias, também pode ser afetada
devido aos danos as membranas dos tilacoides. Porém, tais estudos avaliaram atributos isolados,
como fatores fisioldgicos e danos fisicos, sendo necessarios estudos que avaliem as respostas de
populagdes ao longo do tempo para que seja possivel verificar aspectos como a ocorréncia de
recuperagao do crescimento de populagdes afetadas e mecanismos que podem estar interferindo nas

respostas.
Microalgas

Microalga ¢ um termo utilizado para se referir a organismos microscopicos fotossintetizantes, que
vivem em ambientes aquaticos marinhos, de dgua doce e areas umidas, além de serem encontrados
nos mais diversos tipos de ambientes que contenham umidade, como solos, turfeiras, rochas, folhas
e troncos (Bicudo & Menezes 2006). Por se tratar de um grupo artificial, que ndo possui um
ancestral comum e podendo ter diferentes origens, o termo microalgas ndao tem valor taxondmico
(Bicudo & Menezes 2006). Dentre as microalgas ha organismos procariotos, representados pela
divisdo Cyanobacteria (cianobactérias), e eucariotos, representados por uma maior diversidade de
grupos, incluindo os principais filos, Chlorophyta (algas verdes), Euglenophyta (euglenas),
Cryptophyta, Xanthophyta (algas verde-amarelas), Chrysophyta (algas douradas), Bacillariophyta
(diatoméceas), Dinophyta (dinoflagelados), Rhodophyta (algas vermelhas) e Phaeophyta (algas
marrons) (Bellinger & Sigee 2015). H4 também uma grande diversidade de formas de vida, com
organismos unicelulares, filamentosos ou que formam colonias, além de organismos que vivem
aderidos em alguma superficie (perifiton) ou na coluna d'agua (fitoplancton) (Bicudo & Menezes

2006).

As microalgas desempenham um papel de extrema importancia nos ecossistemas, pois
através da fotossintese produzem oxigénio e sdo os principais produtores primdrios, gerando
biomassa e formando a base das teias troficas (Bellinger & Sigee 2015). O grupo mais diverso de

algas ¢ o filo Chlorophyta, com cerca de 17 mil espécies descritas, a maioria vivendo em agua doce



16
(Raven 2014). Acredita-se que foi este grupo que deu origem as plantas terrestres, pois
compartilham diversas caracteristicas, como a presenca de clorofilas a e b, amido presente dentro
dos plastidios e parede celular formada por celulose (Raven 2014). Devido ao papel que
desempenham nos ecossistemas aquaticos e a sensibilidade que estas microalgas apresentam a
diversas substancias, elas se mostram bons modelos bioldgicos para estudos ecotoxicologicos sobre
impactos de diversos tipos de agrotoxicos, além do seu uso permitir a realizagdo de testes de
tamanho reduzido ¢ mais baratos (Ceschin et al. 2021). As espécies de microalgas mais utilizadas
para testes ecotoxicoldgicos sdo as algas verdes Pseudokirchneriella subcapitata, Chlorella

vulgaris, Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella pyrenoidosa e Desmodesmus quadricauda

(Ceschin et al. 2021).

Nesta dissertacdo, utilizei como modelo de estudo as algas verdes (Chlorophyceae)
Desmodesmus communis (E. Hegewald) E. Hegewald e Pseudopediastrum boryanum (Turpin)

Menegh. (Figura 2), obtidas do Banco de Cultivo de Microalgas Dulcicolas (BCMD) da FURG,

para testar a hipdtese de resgate populacional, que serd explicada mais a frente.

(a) (b)

~

Figura 2. (a) Desmodesmus communis (Chlorophyceae); (b) Pseudopediastrum boryanum

(Chlorophyceae). Fonte: Camila Corréa Lourengo dos Reis (2021)

Smedbol et al. (2018) verificaram que os organismos fitoplanctonicos podem ter sua
fisiologia afetadas pela presenga de diferentes concentragdes (de 0 a 1000 pg.l") de glifosato no
meio, com efeitos também sobre a diversidade e composi¢do das comunidades. Os autores
observaram relagdo negativa entre diversidade (medida através do indice de diversidade de
Shannon) e concentragdo de glifosato, bem como alteracdes na composicdo de espécies, em que

conjuntos diferentes de espécies sobreviveram apenas em determinadas concentragdes de glifosato.
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Nesse caso, espécies de Chlorophyceae dominaram em tratamentos com concentragdes
intermediarias de glifosato (10 a 500 pg.l'), sendo substituidas por Bacillariophyceae e
Cryptophyceae em concentragdes de 1000 pg.l'. Além disso, alteragdes em algumas respostas
fisiologicas destes organismos quando expostos ao glifosato podem funcionar como biomarcadores
(determinagdo quantitativa de pardmetros bioldgicos de organismos expostos a compostos
quimicos; Amorim 2003), como ¢ o caso do crescimento celular, da producao de pigmentos
fotossintéticos € do acimulo do composto chiquimato-3-fosfato (Smedbol et al. 2018). Por
exemplo, Lu et al. (2020) demonstraram que a abundancia de alguns grupos do fitoplancton ¢ mais
impactada nos primeiros cinco dias apos a exposigdo a 2500 pg.l' de glifosato, enquanto o
composto ainda ndo decaiu, mas retornando a valores de abundancia proximos ao controle apos 10
dias. Isto pode ocorrer devido a capacidade de utilizagdo do glifosato como fonte de fosforo para o
crescimento celular. A molécula do glifosato contém fosforo, um nutriente essencial para o
crescimento das algas, e algumas poucas algas possuem a capacidade de utilizar este fosforo
presente no glifosato, como € o caso da cianobactéria Microcystis aeruginosa, que produz enzimas,
fosfanatases e C-P liase, capazes de quebrar fosfonatos (Ren et al. 2017). Essas enzimas e vias de
quebra do glifosato sdo mais comuns em bactérias e fungos (Figura 3; Sviridov et al. 2015). Além
disso, as espécies fitoplanctonicas t€ém meios de sobreviver a um ambiente contaminado por
glifosato, como através do controle da expressdo de genes que controlam vias catabdlicas e
relacionadas a desintoxicagdo (Lu er al. 2020). Lozano et al. (2018) também observaram um
aumento significativo na abundancia total do fitoplancton e do perifiton em relagdo ao controle,
quando expostos por sete dias ao glifosato em concentragdo de 300 pg.I" em microcosmos. J& em
tratamento com mistura de glifosato e 2,4D, as comunidades foram afetadas negativamente, com o
perifiton se mostrando mais resistente que o fitoplancton, devido a estrutura complexa formada pelo
biofilme, de forma que os organismos localizados mais no interior estariam menos expostos aos

contaminantes (Lozano et al. 2018).
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DEGRADACAO MICROBIANA DE HERBICIDAS A BASE DE GLIFOSATO
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Figura 3. Via de degradacdo do composto glifosato por microrganismos. Fonte: Adaptada de

Sviridov et al. (2015).

Resgate populacional

Considerando que a presenca de substancias nocivas nos ambientes aquaticos ¢ um fator estressor
para os organismos, ¢ necessario compreender como pode se dar a recuperagdo de populacdes e
comunidades frente a condigdes de estresse. Dentre as formas de resgate de uma populagao em
declinio ha o resgate demografico, que implica que havera a imigracao de novos individuos para um
ambiente impactado para contribuir no tamanho populacional e variabilidade genética, e o resgate
genético, que se dd em populagdes com alto nivel de endocruzamento através da selegdo de
individuos hibridos (Carlson et al. 2014; Hufbauer ef al. 2015). Porém, aqui serd abordado o resgate
evolutivo, em que a alteracdo de fatores ambientais mudara a dindmica das populagdes devido a
mudancas na frequéncia de certas caracteristicas genéticas e fenotipicas através da adaptagdo
evolutiva (Kovach-Orr & Fussmann 2013; Carlson et al. 2014). Diz-se que uma populagdo ou uma
comunidade foi resgatada quando a mesma persiste no ambiente, apesar dos danos causados pela

presenca de um fator estressor, como um contaminante na agua (Fugére et al. 2020). Os fatores a
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serem observados e analisados em um estudo de resgate evolutivo sdo aspectos como o tamanho
populacional, possibilidade de variagdo genética e o grau de ma-adaptagdo ao novo ambiente (Bell e
Gonzalez 2009), além da presenga de uma pressdo seletiva, como poluentes, predadores e
competi¢ao intraespecifica e interespecifica (Osmond & Mazancourt 2013). Neste estudo, avaliarei
a ocorréncia de resgate evolutivo de forma indireta, através da quantificagdo do crescimento

populacional.

Especificamente com relacdo a competicdo, sabe-se que a competicao intraespecifica afeta
negativamente a abundancia, sendo que individuos com menor aptiddo morrem, consequentemente
aumentando a aptiddo média da populagdao (Osmond & Mazancourt 2013). Porém, uma populacao
pequena tem menor taxa de aparecimento de mutacgdes, fazendo com que o resgate seja mais lento
(Osmond & Mazancourt 2013). J4 a competi¢do interespecifica adiciona uma nova forga seletiva, a
sobreposi¢do de nicho dos competidores, o que pode superar qualquer redugdo na abundancia e
consequentemente gerar maior possibilidade de resgate da populagao melhor competidora (Osmond
& Mazancourt 2013). Ambos os mecanismos de competicdo agem juntos quando possivel, podendo
ser interdependentes, e sdo capazes de fornecer um resgate evolutivo das populacdes em condigdes
particulares e em maior ou menor grau, pois dependem de fatores como tamanho populacional
inicial, taxa de crescimento e aparecimento de novas mutagdes benéficas para a sobrevivéncia da
populagdo (Osmond e Mazancourt 2013; Amirjanov 2018). Por exemplo, Garcia-Ulloa et al. (2021)
acompanharam a dindmica populacional da bactéria Pseudomonas otitidis durante quatro periodos
de secas em uma lagoa e observaram que apds um primeiro evento de pressao seletiva (seca) a
populagdo chegou proéximo a extingdo, mas no ano seguinte houve um pico de crescimento
populacional. Ap6s o ultimo evento de seca, a populagao alcangcou mil vezes o tamanho da
populacdo original, porém com a diversidade genética diminuida, pois houve pressdo seletiva
(gargalos genéticos) para que apenas individuos de maior aptidao pudessem persistir (Garcia-Ulloa

etal.2021).

Populacdes podem ser resgatadas apds uma exposicao potencialmente letal a um composto
toxico, desde que a pressao seletiva nao seja forte a ponto de causar a extingdo da populagdo, mas
que seja suficiente para que os individuos com alguma tolerancia sejam selecionados (Kovach-Orr
& Fussmann 2013). Podemos observar isto em alguns estudos com comunidades, em que antes de
serem expostas a concentragdes altissimas de poluentes, elas foram expostas a um gradiente de
concentracoes, desde concentragdes muito baixas até concentragdes clevadas subletais. Por
exemplo, comunidades microbianas do solo expostas ao herbicida Dalapon se recuperaram quando
haviam sido expostas previamente a doses subletais do herbicida, tendo sido observados valores

similares do indice de diversidade de Shannon entre as comunidades expostas ¢ a comunidade
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controle (Low-Décarie et al. 2015). Também foi mostrado por Fugere et al. (2020) que fatores
evolutivos, estimulados durante a exposi¢ao inicial a diferentes concentracdes de glifosato, evitaram
o colapso de uma comunidade fitoplanctonica apos sua exposicao a uma concentragdo letal de um
herbicida a base de glifosato. Mesmo a diversidade alfa se mostrando 40% menor apds a aplicacao
da concentracdo letal, o resgate da comunidade foi observado com o crescimento positivo de duas
ou mais espécies do fitoplancton, através da comparagdo da abundancia e biomassa dos géneros
identificados (Fugere et al. 2020). Como um exemplo de resgate evolutivo populacional, mais
proximo ao experimento realizado nesta dissertagcdo, Bell e Gonzalez (2009) observaram o efeito do
tamanho populacional (diferentes densidades) no resgate evolutivo de populagdes de leveduras
expostas a um estresse letal (alta concentracdo de sal). Os autores demonstraram que quanto menor
o tamanho populacional, menor ¢ a possibilidade de resgate devido a menor frequéncia de
individuos com caracteristicas de resisténcia (Bell & Gonzalez 2009). De forma complementar,
Gonzalez e Bell (2012) observaram a ocorréncia de resgate populacional de duas espécies de
leveduras (Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces paradoxus) apdés a exposi¢do a uma
concentracdo letal de sal. Essas populagdes foram acompanhadas durante 100 geracdes, sendo
expostas a estresses subletais (0, 2, 5, 10, 20, 40, 80, 120 e 150 g.I"' de sal) que interferiram
diretamente no crescimento populacional e nos eventos de resgate evolutivo apds uma exposicao
letal. Os autores demonstraram ainda que mesmo espécies relacionadas podem apresentar respostas
distintas quanto a sensibilidade ao estressor (Gonzalez & Bell 2012). Especificamente, eventos de
resgate evolutivo foram observados para as populacdes de S. paradoxus selecionadas nas mais
baixas concentragdes de sal (de 0 a 80 g.I""), enquanto as populagdes de S. cerevisiae obtiveram
maior sucesso de resgate quando foram selecionadas em maiores concentragdes (120 g.17)
(Gonzalez & Bell 2012). Para que se possa compreender melhor a importancia do resgate evolutivo
frente a problemas ambientais, ainda sdo necessarios experimentos ex situ € in situ com diferentes
grupos de organismos e agentes estressores. Tais estudos permitirdo abordar de forma robusta o real
impacto das interacdes complexas entre organismos e espécies e diferentes estressores presentes em

um ambiente natural (Bell 2017).
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OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar, em escala laboratorial, os efeitos do herbicida a base
de glifosato, Roundup Transorb®, sobre duas espécies de microalgas (Chlorophyceae) isoladas e
em coocorréncia, além de avaliar a capacidade de recuperacao destas populagdes apds exposicao a

uma concentracao letal do herbicida. Os objetivos especificos sao:

1. Avaliar o crescimento, a densidade e a viabilidade das espécies frente a diferentes

concentragdes de glifosato.

2. Avaliar a tolerancia das espécies ao glifosato quando expostas de forma isolada e em

coocorréncia.

3. Avaliar se ha relagdo entre a exposicdo prévia das espécies ao glifosato e o resgate das

populacdes apds a exposi¢do a uma concentragao letal do herbicida.
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RESUMO

Os herbicidas a base de glifosato sdo os mais utilizados no mundo. Este composto toxico chega aos
ecossistemas aquaticos e pode afetar populagdes de microalgas, que sdo base de teia trofica e
principais produtoras primarias destes ambientes. Testamos laboratorialmente a sensibilidade ao
glifosato de duas espécies de algas verdes (Chlorophyta) e um possivel resgate populacional.
Populagdes de Desmodesmus communis e Pseudopediastrum boryanum foram testadas de forma
isolada e em coocorréncia em um experimento de duas etapas, com duragdo de 72 horas cada. Na
etapa 1, as populagdes foram expostas as concentragdes de 0, 100, 500 e 1000 ug.I"' de glifosato
preparadas a partir da formulagdo comercial Roundup Transorb®. Aliquotas dos tratamentos da
etapa 1 foram entdo transferidos para os novos meios da etapa 2, onde foi adicionado 20000 pg.l"
de glifosato. Ao final da etapa 1, observou-se mais efeitos negativos nas duas populagdes isoladas e
em coocorréncia conforme o aumento da concentragdo de glifosato. Ao final da etapa 2, o resgate
populacional apds a exposi¢do a 20000 pg.l" de glifosato foi melhor observado para as populagdes
que anteriormente foram expostas as concentragdes intermediarias de 100 e 500 pg.l"'. Concluimos
que o glifosato, a partir da concentracdo de 100 pg.l', reduz o crescimento, a densidade e a
viabilidade celular de ambas as espécies, e populacdes previamente expostas a concentragdes
intermediarias de glifosato apresentam melhor recuperacdo apos exposicdo a uma concentracao
letal. Além disso, a coocorréncia destas duas espécies ndo influencia a resisténcia das populagdes ao

herbicida.

PALAVRAS-CHAVE: agua doce, cloroficeas, herbicida, resgate evolutivo
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ABSTRACT

Glyphosate-based herbicides are the most widely used in the world. This toxic compound reaches
aquatic ecosystems and can affect populations of microalgae, which are the basis of the trophic web
and the main primary producers in these environments. We tested the sensitivity to glyphosate of
two species of green algae (Chlorophyta) and the occurrence of population rescue. Populations of
Desmodesmus communis and Pseudopediastrum boryanum were tested in isolation and in
co-occurrence in a two-step experiment, lasting 72 hours each. In step 1, the populations were
exposed to concentrations of 0, 100, 500 and 1000 pg.I' of glyphosate prepared from the
commercial formulation Roundup Transorb®. Aliquots of the treatments from step 1 were then
transferred to the new media from step 2, where 20000 pg.1"' of glyphosate was added. At the end of
step 1, more negative effects were observed in the two isolated populations and in co-occurrence as
the concentration of glyphosate increased. At the end of step 2, rescue after exposure to 20000 pg.1"
of glyphosate was better observed for populations that were previously exposed to intermediate
concentrations of 100 and 500 pg.l'. We conclude that glyphosate, from a concentration of 100
ug.l”', reduces the growth, density and cell viability of both species, and populations previously
exposed to intermediate concentrations of glyphosate show better recovery after exposure to a lethal
concentration. Furthermore, the co-occurrence of these two species does not influence population

resistance to the herbicide.

KEYWORDS: Chlorophyceae, evolutionary rescue, freshwater, herbicide
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INTRODUCAO

Mudangas ambientais decorrentes de agdes antropicas, como sobre-explotagdo, poluicdo das dguas,
degradacdo de habitats, introdugdo de espécies invasoras e modificagdo de fluxo em rios sdo
frequentes nos ambientes aquaticos (Dudgeon et al. 2006). Essas mudangas geram pressoes
seletivas sobre as populagdes naturais, o que pode levar a extingdo ou adaptacdo (Carlson et al.
2014). Para uma populagdo se adaptar, deve ocorrer a selecdo de mutagdes e de variagdes genéticas
benéficas em relacdo as mudangas ambientais, levando esta populagdo a persistir em um ambiente
impactado através do processo de resgate evolutivo (Calrson et al. 2014). Tais adaptagdes foram
observadas com populagdes que, antes de serem expostas a concentragdes letais de poluentes, foram
expostas a um gradiente de concentracdes, desde concentragdes muito baixas até concentragdes
elevadas, mas ainda subletais (Bell 2017). Portanto, uma populacdo pode ser resgatada apds uma
exposi¢ao potencialmente letal a um composto téxico, desde que a pressao seletiva gerada ndo seja
forte a ponto de causar a sua extingao (Kovach-Orr & Fussmann 2013). Porém a pressao tem de ser
suficientemente forte para que os individuos tolerantes sejam selecionados, reproduzam-se e
retomem o crescimento populacional em um ambiente antes hostil & populagdo origindria
(Kovach-Orr & Fussmann 2013). Assim, podemos afirmar que uma populagao foi resgatada quando
a mesma persiste no ambiente, apesar dos danos causados pela presenca de um fator estressor, como

a presenca de um contaminante (Bell 2017).

Na natureza, ha diversos fatores que agem conjuntamente, podendo ser interdependentes, e
afetando a probabilidade de resgate evolutivo de uma populagdo (Osmond & Mazancourt 2013;
Carlson et al. 2014; Goldberg & Friedman 2021). Dentre eles, podemos citar fatores intrinsecos,
como o tamanho populacional inicial e a taxa de aparecimento de mutacdes, e fatores extrinsecos,
como a taxa de mudancas ambientais, ocorréncias de interagdes negativas (e.g., competicdo e
predacdo) (Carlson et al. 2014) e de interacdes positivas (eg., cooperacdo e mutualismo) (Goldberg
& Friedman 2021). A competi¢do intraespecifica afeta negativamente a abundancia, sendo que os
individuos com menor aptiddo morrem, consequentemente aumentando a aptiddo meédia da
populagdo (Osmond & Mazancourt 2013). Porém, uma populagdo com baixa densidade sofre
alteracdes na sua dindmica e tem menor taxa de aparecimento de mutagdes, de forma que o resgate
seja mais lento (Osmond & Mazancourt 2013). Quanto a competicdo interespecifica, a forca de
sele¢do gerada ¢ maior devido a sobreposicao de nicho dos competidores, podendo superar qualquer
redu¢do na abundancia e, consequentemente, gerando maior possibilidade de resgate da populacao
melhor competidora (Osmond & Mazancourt 2013). Ja a presenga de interagdes positivas entre duas

populagdes reduz drasticamente a probabilidade de ocorrer resgate evolutivo, pois ha a necessidade



30
de que as duas espécies se adaptem ao mesmo tempo frente a uma pressao seletiva (Goldberg &
Friedman 2021). Caso apenas uma populacao se adapte, ocorre o surgimento de competi¢ao entre as
duas populagdes, em que a populagdo adaptada leva ao rapido declinio da populagdo nao adaptada,
sendo esta forma de interagdao benéfica somente em ambientes estaveis (Goldberg & Friedman
2021). Apesar da maioria dos estudos que avalia resgates populacionais ser realizado com espécies
isoladas (Bell 2012; Ramsayer et al. 2012, Lachapelle et al. 2015), experimentos que incluem duas
ou mais espécies ou mesmo comunidades naturais vém sendo realizados (Gonzalez & Bell 2012,
Friman et al. 2015; Low-Décarie et al. 2015). Por exemplo, a exposi¢do prévia a um herbicida a
base de glifosato evitou o colapso de uma comunidade fitoplanctonica apos sua exposi¢do a uma
concentragdo letal do herbicida, com a observagdo da retomada do crescimento positivo de algumas
populagdes (Fugere et al. 2020). Diante do exposto, ¢ fundamental compreendermos a capacidade
de diferentes espécies em se adaptar a contaminantes quando em coocorréncia com outras espécies,

simulando de forma mais realista a natureza.

Dentre os contaminantes que merecem atengdo estao os herbicidas, que comumente sao
lixiviados para ambientes aquaticos, afetando organismos ndo-alvo (Souza et al. 2020). Os
herbicidas a base de glifosato [N-(fosfonometil) glicina] estdo entre os mais utilizados no mundo
(Amarante Jr. et al. 2002; Teixeira et al. 2019) e apresentam um alto risco ambiental quanto a
concentragdes ambientais e efeitos toxicologicos (Brovini et al. 2021). As concentragdes ambientais
de glifosato encontradas na literatura costumam variar, pois hd uma dindmica sazonal e dependéncia
da intensidade de cultivos que o utilizam e dos fatores ambientais, como evaporacdo e chuva, que
levam esse composto para rios e lagos (Huntscha et al. 2018; Lima et al. 2022). Além disso,
diferentes métodos de amostragem e quantificacio podem gerar divergéncias nas concentragdes
reportadas na literatura (Byer et al. 2008; Lima et al. 2019; Berho et al. 2020). Brovini ef al. 2021,
em estudo de revisdo, apontam que no Brasil este composto ¢ detectado nos ambientes aquaticos em
uma concentragdo ambiental média de 7,5 ug.I"', que se apresenta dentro dos limites estabelecidos
pela Resolucao nimero 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), cujo valor
méximo permitido em corpos d ‘4gua varia entre 65 e 280 pg.I" (CONAMA 2005). Apesar de ser
um composto destinado a manuten¢do de plantagdes, a sua agdo nao se restringe apenas a esses
locais, podendo ser transportado para outros ambientes e atingir organismos nao alvo (Souza et al.
2020). Isso porque o mecanismo de toxicidade do glifosato ¢ de amplo espectro, ja que ele atua
inibindo uma rota de sintese de aminodcidos aromaticos tipica das plantas, via do chiquimato, onde
inibe a enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSP), levando a morte dos organismos
em alguns dias devido a inibicao de sintese proteica iniciada pelas EPSP (Amarante Jr. et al. 2002).
De fato, danos causados por glifosato podem ser observados em diversos organismos (Myers ef al.

2016), incluindo microalgas. Dentre as respostas ja relatadas em microalgas estdo reducdo de
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crescimento (Smedbol et al. 2017), perda de espécies (Smedbol et al. 2018) e aumento do estresse

oxidativo (Tummato et al. 2019).

Considerando que as microalgas desempenham papel central nos ecossistemas aquaticos
como base das teias troficas, ¢ fundamental compreender como diferentes espécies respondem a
pressao seletiva do glifosato, um dos herbicidas mais utilizados no mundo, em conjunto com uma
possivel pressdo gerada por competi¢do interespecifica. Assim, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar, em escala laboratorial, os efeitos do herbicida a base de glifosato Roundup Transorb® e a
ocorréncia de resgate populacional em duas espécies de microalgas verdes (Chlorophyta),
Desmodesmus communis (E.Hegewald) E.Hegewald 2000: 8 (Guiry & Guiry 2020) e
Pseudopediastrum boryanum (Turpin) E.Hegewald 2005: 1052 (Guiry & Guiry 2021), ocorrendo
isoladamente e em coocorréncia. As hipdteses do trabalho foram (i) que haveria uma redugdo de
crescimento, densidade e viabilidade celular de ambas as espécies com o aumento na concentragao
de glifosato no meio em uma relacdo dose-dependente; (i) que a tolerancia das espécies ao
glifosato seria maior quando expostas de forma isolada do que em coocorréncia; e (iii) que haveria
uma relacdo positiva entre a exposi¢do prévia das espécies ao glifosato e a retomada de

crescimento, indicando a ocorréncia de resgate das populagdes.

MATERIAL E METODOS
Microalgas e condi¢des experimentais

As cepas de microalgas das espécies Desmodesmus communis (CH002) e Pseudopediastrum
boryanum (CH007) foram obtidas de culturas previamente estabelecidas pelo Banco de Cultivo de
Microalgas Dulcicolas (BCMD) da FURG, registrado no CClnfo (Culture Collection for
information Worldwide) da WDCM (World Data Centre for Microorganisms) com o numero de
registro 1124. A pré-cultura foi realizada em meio de cultivo WC (Guillard & Lorenzen 1972) por
sete dias, até atingir a densidade de 10* cél.ml”. As microalgas foram mantidas em mesa agitadora
durante toda a realizagdo do experimento, em temperatura constante de 23 °C, fotoperiodo de 12h,
rotacao de 110 rpm e pH de 7,45 (no inicio da etapa 1), 7,92 (no fim de etapa 1), 7,23 (no inicio da
etapa 2) e 7,5 (no fim da etapa 2). O pH foi medido com auxilio de um medidor de bancada (Hanna
pH 21 - pH/mV meter). Foi utilizada uma solucdo de trabalho de glifosato, diluindo-se Roundup

Transorb para obteng¢do de uma solu¢do com concentragio de 1 g.I"! de glifosato.
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Delineamento experimental

O delineamento experimental consistiu de 120 frascos Erlenmeyer com capacidade de 100 ml,
contendo 49 ml de meio de cultivo WC (Guillard & Lorenzen 1972) e 1 ml de in6culo. Foram
definidos cinco grupos com oito repetigdes cada (Figura 1), sendo dois grupos controle (sem adi¢do
de glifosato) e trés tratamentos com as seguintes concentragdes de glifosato: 100, 500 e 1000 ug.I™.
O controle 1 serviu como controle tanto para a etapa 1 como para a etapa 2 do experimento,
enquanto o controle 2 foi utilizado na etapa 2 como o tratamento sem exposi¢ao prévia ao glifosato.
Estes grupos foram repetidos em amostras com populagdes isoladas de D. communis e P. boryanum
e em amostras com essas espécies coocorrendo. O experimento teve duragdo de sete dias, divididos
em duas etapas de 72 horas cada, contando ainda com uma coleta final apds 240 horas (7 dias) do

inicio da etapa 2.

Etapas 1 e2

Na etapa 1, as células da pré-cultura em concentra¢do de 10* cél.ml"' foram inoculadas (Figura S1),
e foram adicionadas as concentragdes de 100, 500 e 1000 pg.I' de glifosato (hora zero do
experimento). As amostras de todos os tratamentos foram coletadas as 0, 24, 48 e 72h. A etapa 2
ocorreu logo apds a etapa 1, sendo que novos meios de cultivo foram inoculados com 1 ml de cada
amostra da etapa anterior. A Unica concentracdo de glifosato usada nesta etapa foi a concentragdo
letal de 20000 pg.I" nos frascos correspondentes ao controle 2 e nos tratamentos com exposi¢do
prévia ao glifosato. As amostras de todos os tratamentos foram coletadas apds 0, 24, 48, 72h do
inicio da etapa 2. Além disso, os frascos continuaram na mesa agitadora por mais 7 dias, quando foi
realizada a ultima coleta de todos os tratamentos (240h). Assim, o experimento contou com 960
amostras (Tabela S1), sendo que 384 fizeram parte da etapa 1: 4 (controle + 3 tratamentos) x 3
(populacdes isoladas + coocorréncia) x 8 (repeticdes) x 4 (coletas). A etapa 2 contou com 480
amostras: 5 (controle 1 + controle 2 + tratamentos) x 3 (populagdes isoladas + coocorréncia) x 8
(repeti¢des) x 4 (coletas). Os dados de Oh da etapa 2 foram obtidos das mesmas amostras coletadas
as 72h da etapa 1, sendo que os valores de densidade foram obtidos considerando a diluicao feita

para o inicio da etapa 2.

Quantificacio de glifosato

As amostras para a quantificagdo de glifosato foram obtidas as 0 e 72h da etapa 1 e as 0 e 72h da

etapa 2, sendo imediatamente filtradas com bomba de véacuo e compressor - modelo 131
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(Prismatec), utilizando microfiltro de fibra de vidro GF-5 de 0,4 um (Macherey Nagel). Para as
amostras de Oh foi feita a analise apenas do meio de cultivo contendo glifosato. Para as amostras de
72h, cada tratamento de oito repetigdes gerou uma amostra de 20 ml, pois foi coletado 2,5 ml de
cada erlenmeyer. Assim, cada tratamento (C1, C2, 100, 500, 1000) contou com trés amostras, sendo
cada uma proveniente de uma abordagem (coocorréncia e D. communis e P. boryanum isoladas). A
quantificagdo foi realizada através de cromatografia liquida de alta performance (HPLC — DAD).

As leituras de cada amostras encontram-se detalhadas na tabela 1.

Tabela 1. Quantificagdo de glifosato das amostras ap6s 72h do inicio da etapa 1, (nd) ndo detectado.

Tratamento Concentracao
(concentracao previamente quantificada (ug.1™")
definida, em pg.I")

Controle nd
100 384

500 527
1000 933
20000 21194

Densidade celular e viabilidade

A densidade e viabilidade celular foram obtidas através da andalise das mesmas aliquotas coletadas
em cada amostra. Para a quantificacio da densidade celular, a amostra foi homogeneizada e
observada em microscopio Optico, utilizando camara de Neubauer. A contagem de células seguiu o
protocolo de Gouveia e Sobral (2020), considerando cada célula da coldonia como um individuo.
Nesta analise nao foi considerada a diferenga de coloracdo, sendo contabilizados todos os
individuos, vermelhos e verdes (ver abaixo analise de viabilidade). Foram contados quatro ou oito
quadrantes externos da lamina, dependendo da densidade de cada amostra. Para a suficiéncia
amostral foi considerada a contagem de pelo menos 400 individuos por amostra (Lourengo 2006),
considerando um minimo de quatro quadrantes, exceto nas amostras iniciais, em que o nimero de

células ¢ ainda muito baixo, tendo sido contados oito quadrantes.



34

Para a analise de viabilidade foi utilizado o método de coloracdo de células com corante
Vermelho Neutro (cloridrato de 3-amino-7-dimetilamino-2-metil-fenazina) (Saul da Luz et al. 2016;
Andrade e Sobral 2020). Cada aliquota para essas analises foi preparada com a adi¢ao de 100 uL de
corante, 100 uL. de formaldeido em 1 mL de amostra coletada. Foram contadas 200 células em
lamina e laminula para cada amostra, sendo que as células coradas de vermelho foram consideradas
células viaveis e as células ndo coradas (verdes), consideradas células niao viaveis. Nos tratamentos
de coocorréncia foi feita a discriminagdo de cada espécie dentre as 400 cé€lulas contadas para a

densidade celular e as 200 células para a viabilidade.

Analise de dados

Para as andlises estatisticas foram utilizados os dados obtidos para 72h da etapa 1, 72h da etapa 2 e
240h da etapa 2. Para calcular a taxa de crescimento, foi obtida a diferenca entre o logaritmo
natural da densidade (em cel.ml™) apds 72h e o logaritmo natural da densidade inicial (Oh). A
viabilidade foi representada pela propor¢ao de células vidveis. Andlises separadas foram feitas para

cada espécie, tanto isolada quanto em coocorréncia.

Foram feitas andlises de variancia (ANOVA) de um fator (concentragdo de glifosato),
separadamente para 72 horas da etapa 1, 72 horas da etapa 2 e 240 da etapa 2 de cada populagao. O
teste a posteriori de Tukey foi aplicado quando a ANOVA foi significativa. Para dados que ndo
atenderam aos pressupostos de normalidade (verificada utilizando o teste de Shapiro) e
homogeneidade de variancia (teste de Levene) foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo
teste de Dunn (para quais conjuntos de dados foi utilizado ANOVA e Kruskal-Wallis e seus

respectivos valores de p ver Tabela S2).

Todas as andlises foram realizadas no ambiente R (R Core Team 2021), utilizando os
pacotes stats (R Core Team 2021) para as ANOVAS, rstatix (R Core Team 2021) para os testes de
Shapiro e Levene, ggplot2 (Wickham 2016) e viridis (Garnier ef al. 2021) para a construgdo de

graficos.
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RESULTADOS

Efeitos do glifosato no crescimento, densidade e viabilidade celular das espécies isoladas

(Etapa 1)

O crescimento celular e a densidade de D. communis foram similares entre o controle e o tratamento
de 100 pg.l”, sendo significativamente maiores que o crescimento € a densidade observados nos
tratamentos de 500 e 1000 ug.I"' (Figura 1A e 1D). Com relagdo a viabilidade celular, D. communis
apresentou viabilidade significativamente maior no controle que em todos os tratamentos, sendo
que a menor viabilidade ocorreu no tratamento de 1000 pg.l', que diferiu significativamente
também dos tratamentos com 100 e 500 ug.I" (Figura 1G). O crescimento celular de P. boryanum
foi significativamente maior no controle que nos tratamentos de 100 e 1000 pg.l" (Figura 2A),
enquanto que para a densidade celular o controle apresentou valores maiores que todos os demais
tratamentos, além do tratamento de 500 pg.l" apresentar densidades maiores que os tratamentos de
100 € 1000 pg.I" (Figura 2D). De forma similar, P. boryanum apresentou maior viabilidade celular
no controle, sendo ainda observada uma redu¢do significativa na viabilidade com o aumento da

concentracao de glifosato (Figura 2G).
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Figura 1. D. communis isolada; (A-C) crescimento, (D-F) densidade, e (G-I) viabilidade apos (A,
D, G) 72h do inicio da etapa 1, (B, E, H) 72h do inicio da etapa 2 e (C, F, I) 240h do inicio da etapa

2. CI1: controle 1, sem glifosato em ambas etapas. C2: controle 2, sem glifosato na etapa 1 ¢ com

20000 pg.l' de glifosato na etapa 2. Os dados de crescimento e densidade foram calculados

subtraindo o valor de densidade inicial (Oh) de cada tratamento do valor obtido ap6s 72h ou 240h de

exposicdo. Viabilidade celular em propor¢do de células viaveis. Resultados estatisticamente

significativos (P<0,05) foram representados por letras diferentes (a, b e c).
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Figura 2. P. boryanum isolada; (A-C) crescimento, (D-F) densidade, e (G-I) viabilidade apos (A, D,
G) 72h do inicio da etapa 1, (B, E, H) 72h do inicio da etapa 2 e (C, F, I) 240h do inicio da etapa 2.
C1: controle 1, sem glifosato em ambas etapas. C2: controle 2, sem glifosato na etapa 1 e com
20000 pg.I' de glifosato na etapa 2. Os dados de crescimento e densidade foram calculados
subtraindo o valor de densidade inicial (Oh) de cada tratamento do valor obtido ap6s 72h ou 240h de
exposicdo. Viabilidade celular em propor¢dao de células viaveis. Resultados estatisticamente

significativos (P<0,05) foram representados por letras diferentes (a, b e c).
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Efeitos do glifosato no crescimento, densidade e viabilidade celular das espécies em

coocorréncia (Etapa 1)

O crescimento celular de D. communis foi maior no grupo controle e no tratamento de 100 pg.1",
diferindo significativamente dos tratamentos de 500 ¢ 1000 pg.I"' (Figura 3A). A partir do perfil de
crescimento desta espécie € possivel notar que a coocorréncia interfere na taxa de crescimento,
porém a densidade ao final do experimento ¢ a mesma de quando ocorre de forma isolada (Figuras
S2 e S3). Quanto a densidade celular, D. communis apresentou diferenca significativa entre todos os
tratamentos, sendo os tratamentos de 500 e 1000 pg.l' os mais afetados, apresentando menor
densidade celular ap6s 72h (Figura 3D). Com relagdo a viabilidade celular de D. communis, houve
diferenca significativa entre todos os tratamentos, sendo possivel observar a queda na proporcdo de

células vidveis com o aumento da concentracdo de glifosato (Figura 3G).

Para P. boryanum, o crescimento do grupo controle foi significativamente maior que de
todos os tratamentos, sendo que o tratamento de 500 pg.1" foi menos afetado que os tratamentos de
100 e 1000 pg.I" (Figura 4A). O perfil de crescimento desta espécie indica que a coocorréncia
interfere na taxa de crescimento, mas sem causar grande diferenga na densidade ao final do
experimento tanto para a espécie ocorrendo isolada ou em coocorréncia (Figuras S2 e S3). Ainda,
os trés tratamentos com glifosato apresentaram menor densidade que o controle, sendo que o
tratamento de 500 pg.l"' apresentou maiores densidades que os tratamentos de 100 ¢ 1000 pg.1"
(Figura 4D). A viabilidade celular de P. boryanum apresentou padrao similar ao observado para D.
communis, porém ndo havendo diferenca significativa entre os tratamentos de 100 ¢ 500 pg.l"
(Figura 4G). Além disso, o tratamento de 1000 pg.lI" foi o mais afetado para as duas espécies, com

P. boryanum apresentando cerca de 20% de células viaveis e D. communis 50% (Figuras 3G e 4G).
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Figura 3. D. communis em coocorréncia; (A-C) crescimento, (D-F) densidade, e (G-I) viabilidade

apos (A, D, G) 72h do inicio da etapa 1, (B, E, H) 72h do inicio da etapa 2 e (C, F, I) 240h do inicio

da etapa 2. C1: controle 1, sem glifosato em ambas etapas. C2: controle 2, sem glifosato na etapa 1

e com 20000 pg.I"' de glifosato na etapa 2. Os dados de crescimento e densidade foram calculados

subtraindo o valor de densidade inicial (Oh) de cada tratamento do valor obtido ap6s 72h ou 240h de

exposi¢ao. Viabilidade celular em propor¢cdo de células vidveis. Resultados estatisticamente

significativos (P<0,05) foram representados por letras diferentes (a, b e c).



40

(A) (B) ©)
a
8 1 Etapa 1 - 72h 8 Etapa 2 - 72h 8 m— Etapa 2 - 240h
a
£ 6 6| e=m 6
i b b ab
2 b ab b
=] $
Q 1 . _ b
g4 . - == T | 4 =
5 a . l
72} 1
=, —— € 24 b
. ==
0 04 0
(el | 100 500 1000 ci C2 100 500 1000 Cl 2 100 500 1000
(D) (E) (F)
a a
¢ ——j—
2.04 a
—_ 1.54
o $ 104
o
=1 138
*
— 1.0 1
=
% 1.0 . 54
Z b $ 0.5 i
5 ()5- b bc ab -
® E —] == * ¢ be be ab .
0.0 0.04 _= 04 — —— S —
Gl 100 500 1000 & C2 100 500 1000 Cl c2 100 500 1000
(G) (H) ()
1.0 a 1.0 1 1.0
——
0.8 0.8 0.8
a
3 '° b
2061 $ 0.6 0.6
E . e
S 0.4 5 0.4 1 @ 0.4
>
a
0.2 I=F 0.2 . 0.2
. X ° b # b be b hd
0.0 0.0 —_— p—— 0.0 et _a
Gl 100 500 1000 el C2 100 500 1000 Cl C2 100 500 1000
Tratamento Tratamento Tratamento

Figura 4. P. boryanum em coocorréncia; (A-C) crescimento, (D-F) densidade, e (G-I) viabilidade
apos (A, D, G) 72h do inicio da etapa 1, (B, E, H) 72h do inicio da etapa 2 e (C, F, I) 240h do inicio
da etapa 2. C1: controle 1, sem glifosato em ambas etapas. C2: controle 2, sem glifosato na etapa 1
e com 20000 pg.I"' de glifosato na etapa 2. Os dados de crescimento e densidade foram calculados
subtraindo o valor de densidade inicial (Oh) de cada tratamento do valor obtido ap6s 72h ou 240h de
exposi¢ao. Viabilidade celular em propor¢cdo de células vidveis. Resultados estatisticamente

significativos (P<0,05) foram representados por letras diferentes (a, b e c).
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Resgate populacional de espécies isoladas (Etapa 2)

Para D. communis, o crescimento celular apresentou comportamento similar apds 72h e 240h da
etapa 2, com maior crescimento no controle 1 (C1) que no controle 2 (C2), onde este o tratamento
com menor crescimento, apesar de ndo diferir significativamente dos tratamentos de 100 e 1000
ug.l"! (Figura 1B e 1C). A densidade celular apds 72h foi maior no controle 1 do que em todos os
tratamentos, tendo os tratamentos C2 e 1000 pg.l" sido os mais afetados, apresentando densidade
significativamente menor que os tratamentos de 100 e 500 pg.l' (Figura 1E). Apos 240h, a
densidade celular de D. communis permaneceu maior no controle 1, que somente nao diferiu do
tratamento de 500 pg.' (Figura 1F). J4 a viabilidade celular , apresentou comportamento
semelhante apds 72h e 240h, com o controle 1 apresentando maior propor¢do de células viaveis,
diferindo significativamente de C2 e de todos os demais tratamentos, sendo o tratamento de 1000

ug.lI"! o mais afetado e o unico a diferir significativamente de todos os outros (Figura 1H e 11).

Para P. boryanum, o menor crescimento celular ap6és 72h ocorreu em C2, diferindo
significativamente do controle 1 e de todos os tratamentos (Figura 2B). J& para as 240h da etapa 2, o
controle 1 apresentou um aumento no crescimento em relagdo as 72h, e o C2 cresceu menos apenas
em relagdo ao controle 1 e ao tratamento de 100 pg.1" (Figura 2B e 2C). Quanto a densidade celular,
apds 72h da etapa 2 o controle 1 apresentou maior valor que C2 e todos os tratamentos, € o
tratamento 1000 pg.1" foi o que apresentou menor densidade (Figura 2E). Apds 240h da etapa 2, o
controle 1 também apresentou a maior densidade, e mesmo os valores de C2 e dos tratamento sendo
todos baixos, houve diferenga significativa entre os tratamentos de 500 e 1000 pg.l", sendo este o
mais afetado (Figura 2F). Quanto a viabilidade celular, apds 72h e 240h da etapa 2 o controle 1 de
P. boryanum apresentou os maiores valores, com cerca de 20% de células viaveis, € o grupo com

menor porcentagem de células vidveis sendo o C2 (~ 0%) (Figuras 2H e 2I).

Resgate populacional de espécies em coocorréncia (Etapa 2)

O crescimento celular de D. communis apresentou padrdes similares apos 72h e 240h da etapa 2,
com o controle 1 apresentando maiores valores e diferindo significativamente de C2 e do tratamento
de 1000 pg.I'", sendo estes os mais afetados e ndo diferindo entre si (Figuras 3B e 3C). A densidade
celular apds 72h foi maior no controle 1 e, além disso, C2 e o tratamento de 1000 pg.I"' ndo
apresentaram diferenca entre si, apresentando as menores densidades (Figura 3E). Apos 240h da
etapa 2, o controle 1 também foi o que apresentou maior densidade, porém nado diferiu
significativamente do tratamento de 500 pg.l". Além disso, o C2 foi o que mais sofreu efeito

negativo, porém ndo apresentou diferenca significativa com os tratamentos de 100 e 1000 pg.1"
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(Figura 3F). Para a viabilidade celular de D. communis, o controle 1 apresentou maior porcentagem
de células viaveis apos 72h (~50%) e apds 240h (~20%), sendo que C2 e o tratamento de 1000

ug.I"! apresentaram os menores valores (~0%) (Figura 3H e 3I).

Para P. boryanum, o crescimento celular apos 72h e 240h apresentou comportamentos
semelhantes, com o controle 1 apresentando os maiores valores, enquanto o C2 e todos os demais
tratamentos ndo apresentando diferengas significativas entre si, apesar de um menor crescimento no
tratamento de 1000 pg.l' (Figuras 4B e 4C). Quanto a densidade celular apos 72h e 240h, o
controle 1 apresenta as maiores densidades € o C2 e o tratamento de 1000 pg.l' sdo os mais
afetados (Figura 4E e 4F). A viabilidade celular de P. boryanum apds 72h da etapa 2 foi maior no
controle 1 (~40%), ndo havendo diferengas significativas entre C2 e os demais tratamentos, com
valores proximos a 0% (Figura 4H). Apos 240h, o controle 1 apresentou uma grande reducdo na
viabilidade celular (~20%), mas ainda assim manteve uma viabilidade significativamente maior que

todos os tratamentos (Figura 4I).

DISCUSSAO

Os resultados da etapa 1 corroboram a hipdtese de que o glifosato atua negativamente sobre o
crescimento, densidade e viabilidade celular das duas espécies de microalgas estudadas, estejam
elas ocorrendo isoladamente ou em coocorréncia, havendo uma relagdo dose-dependente. O efeito
da coocorréncia na tolerancia das espécies ao glifosato ndo foi observado, uma vez que os dados das
populagdes isoladas e em coocorréncia nao demonstram diferencgas significativas. Porém, existe
uma diferenca de sensibilidade, demonstrada pelo menor crescimento de P. boryanum que de D.
communis nas maiores concentracdes de glifosato. Esta diferenca de sensibilidade também ¢
observada na densidade celular, com P. boryanum demonstrando sensibilidade a partir da exposi¢ao
a 100 ug.I"' de glifosato, enquanto D. communis passa a ser afetada a partir de 500 ug.I'. Ja a
viabilidade celular demonstrou o0 mesmo padrao para as duas espécies durante a etapa 1, diminuindo

com o aumento da concentragdo de glifosato.

Ainda, os resultados de crescimento celular demonstraram haver resgate populacional, ainda
que ndo tendo sido observada uma relagdo linear de maior retomada de crescimento quanto maior a
exposicao prévia. As populacdes isoladas que ndao haviam sido previamente expostas a doses
nao-letais de glifosato (i.e., C2) ndo foram capazes de retomar um crescimento similar ao controle,
enquanto que populagdes previamente expostas a 100 ou 500 pg.l', a depender da espécie,
apresentaram crescimento similar ao controle, seja em isolamento ou em coocorréncia. Esse

resultado demonstra que uma exposicao prévia ao agente estressor criou alguma forma de
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resisténcia nas populagdes. Porém, a exposi¢do prévia a uma dose elevada de glifosato (1000 pg.1™)
resultou em crescimento populacional reduzido e similar ao observado em populagdes ndo expostas

previamente (C2).

Na literatura ¢ comum encontrar que o glifosato pode gerar efeitos antagdnicos, podendo em
algumas espécies do fitoplancton ter a capacidade de suprimir o crescimento € em outras a
capacidade de estimular (Saxton et al. 2011; Wang et al. 2016). O que encontramos para as espécies
deste estudo foi principalmente o efeito negativo, tanto no crescimento celular quanto na viabilidade
celular, mesmo que as espécies tenham apresentado taxas de crescimento distintas. Além disso,
demonstramos que a exposicado a uma concentracdo ndo-letal mas elevada do herbicida torna a
populagdo menos apta para responder ao efeito de uma exposi¢ao letal posterior (i.e., 1000 pug.I™' na
etapa 1, seguido por 20000 pg.l™! na etapa 2). Estes resultados estdo de acordo com estudos que
testaram os efeitos do glifosato em outras algas verdes. Por exemplo, Smedbol et al. (2018),
observaram que microalgas cloroficeas dominaram a comunidade fitoplanctonica em concentragdes
de 100 pgl™ e 500 pg.lI”', demonstrando uma melhor tolerdncia do grupo em concentragdes
intermediarias. Porém, quando em concentragio de 1000 ug.I' de glifosato, a dominancia deste
grupo sobre a comunidade foi altamente reduzida (Smedbol et al. 2018). Em outro estudo, a alga
verde Chlorella vulgaris apresentou crescimento populacional nas primeiras 24 horas apos
exposi¢do a concentragdes de 500 a 16000 ug.I™' de glifosato, passando a ter seu crescimento
inibido apds 48 horas (Reno ef al. 2014). No presente estudo, apesar de as populacdes terem
estabilizado o crescimento (ver material suplementar, Figuras S2 e S3), a propor¢ao de células
vidveis observada para os tratamentos com glifosato ao final da etapa 1 foi baixa. Saul da Luz et al.
(2016) observaram respostas semelhantes para estas mesmas espécies de microalgas, com
viabilidade abaixo de 10% apos 24 horas de exposicao ao glifosato. Esse efeito na viabilidade pode
ndo estar diretamente relacionado ao glifosato, mas a outros compostos presentes no Roundup
Transorb. Alguns estudos comparativos demonstraram que formulagdes comerciais sao mais toxicas
do que o composto glifosato puro (Moraes et al. 2021), por conter outras substancias, como
isopropilamina (IPA) e polioxietilenamida (POEA), que mostram maior toxicidade para diversas
espécies de microalgas (Lipok et al. 2010). Por exemplo, Moraes ef al. 2021 demonstraram que o
Roundup Transorb causou maior reducdo no numero de células e na viabilidade da cianobactéria

Synechococcus elongatus do que o glifosato puro.

Apesar de a resisténcia ao glifosato ser mais rara em espécies fitoplanctonicas eucarioticas
(Wang et al. 2016), foi possivel observar culturas que, quando livres de outros organismos capazes
de metabolizar esse composto, apresentaram crescimento populacional, mesmo que em taxas mais

baixas devido a reducgdo na sintese de aminoacidos (Wang et al. 2016). No nosso estudo, € notavel
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que as populagdes expostas a qualquer concentragdo do herbicida cresceram menos em relagcdo aos
seus controles e houve uma diminuigdo na viabilidade celular. Desta forma, a densidade
populacional atingiu seu maximo dentro do ambiente limitado do erlenmeyer, sendo que a
viabilidade observada ao fim do experimento pode estar relacionada ao esgotamento dos nutrientes
(Vera et al. 2012) ou ao acimulo de glifosato no interior das células, de forma a dificultar sua

metabolizacdo e levar a morte celular (Wang et al. 2016).

Podemos observar que a queda na densidade populacional e o menor crescimento ocorreram
principalmente em populagdes que ndao haviam sido previamente expostas ao glifosato. Ja as
populagdes previamente expostas a concentragdes intermediarias (100 pgl™”' e 500 pg.l™),
independente da espécie ou se isolada ou em coocorréncia, demonstraram uma melhor retomada no
crescimento. As populacdes que melhor se recuperaram na etapa 2 nao foram as que tiveram menor
queda de crescimento na etapa 1 (por exemplo algumas unidades experimentais de 100 pg.l™).
Porém seria mais 16gico ocorrer o contrario, como observado por Ramsayer et al. (2012) em
populagdes da bactéria Pseudomonas fluorescens expostas a antibidticos, em que populagdes
remanescentes mais numerosas obtiveram vantagem e sobreviveram até o final do experimento por
conterem maior quantidade de mutagdes favoraveis. A observacao do resgate de uma populagao
ocorre quando ela consegue se manter nao em um ambiente restaurado e limpo, mas sim em um
ambiente que ainda contém o agente estressor, indicando que houve adaptacio (Bell & Gonzalez
2009). Porém, ao fim do nosso experimento, todas as populacdes apresentaram viabilidade
reduzida, proxima a zero. Tal resultado pode estar relacionado ao efeito conjunto do esgotamento de
nutrientes e presenga de herbicida. Além disso, a populacdo pode se extinguir mesmo havendo
adaptagao, pois qualquer adaptagdo que possa ter ocorrido durante o processo de exposicao as
concentragdes intermedidrias do herbicida pode ndo ter se tornado permanente, ou seja, os
individuos adaptados ndo apresentaram aptiddo suficiente para manter o crescimento populacional
(Bell 2012). Apesar de a sele¢do de individuos com a capacidade de tolerar o glifosato ser algo bom
para que haja o resgate, isso implica em perda de variagdao genética dentro da populagao, e em caso

de uma nova adversidade surgir, a probabilidade de extingdo ¢ maior (Garcia-Ulloa et al. 2021).

O tamanho populacional inicial ¢ um importante fator que interfere no possivel resgate de
uma populacdo (Carlson et al. 2014). Assim, uma limitagdo dos nossos resultados decorre do fato
das duas etapas do nosso experimento terem sido feitas sem um intervalo entre elas, sendo que as
aliquotas obtidas para iniciar a etapa 2, principalmente as provenientes dos tratamentos com
glifosato da etapa anterior, estavam com a densidade populacional abaixo de 10* cél.ml™. Este foi
um passo importante para Lopez-Rodas et al. (2007) em experimento com populacdes de

Microcystis aeruginosa, em que apds uma primeira exposicdo das microalgas as mais baixas
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concentragdes de glifosato, houve um periodo de crescimento até 2,3 x 10° cél.ml™ para entdo serem
exposta a maior concentragdo de glifosato. Desta forma, podemos explicar a baixa densidade
populacional observada para todos os tratamentos com glifosato, e além disso o crescimento celular
as 72h da etapa 2 pode entdo ter sido subestimado. E importante salientar ainda que uma abordagem
laboratorial e em escala reduzida ndo reflete necessariamente o que ocorre em ambientes naturais,
onde ha interacdo de uma comunidade complexa de microalgas, além de fatores externos como
mudanca de temperatura e aporte de outros contaminantes. De qualquer forma, nossos resultados

trazem indicios dos efeitos do glifosato sobre o crescimento e viabilidade de microalgas dulcicolas.

Concluimos que as espécies de microalgas Desmodesmus communis € Pseudopediastrum
boryanum sofreram decaimento populacional com as maiores concentracdes de glifosato, mas,
foram capazes de manter suas populacdes mesmos que em densidades mais baixas que os controles
apods a exposi¢cdo a um concentragdo letal, e isto se deu independente das espécies estarem isoladas
ou coocorrendo, nao havendo evidéncias de interacdo positiva nem negativa entre elas. Os
resultados deste trabalho contribuem para uma melhor compreensao sobre os efeitos de diferentes
concentragdes de glifosato (concentragdes ambientais e acima do permitido pela legislagdo atual
para ambientes de agua doce) em microalgas dulcicolas. Por fim, nossos resultados contribuem para
o conhecimento sobre a capacidade de ocorréncia de resgate populacional e se os mecanismos

evolutivos podem salvar populagdes da extingao.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Amostragem, indicando as
diferentes etapas do experimento e a quantidade

de amostras coletadas em cada etapa.

Tempo de N° da Quantidade de

experimento coleta amostras coletadas

Oh 1° 96
24h 2° 96
48h 3° 96
72h e Oh 4° 120
24h 5° 120
48h 6° 120
72h 7° 120

240h 8° 120

50
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Tabela S2. Resultados de ANOVA (valores da estatistica F) e Kruskal-Wallis (valores da estatistica
Qui-quadrado.

Espécie Grupo Etapa F Qui-quadrado P
D. communis  Crescimento 1-72h 12,48 < 0,001
isolado 2-72h 33,689 <0,001
2 - 240h 33,735 < 0,001
Crescimento 1-72h 28,98 < 0,001
coocorréncia 5 _7op 33,534 <0,001
2 - 240h 33,865 <0,001
Densidade 1-72h 63,25 < 0,001
isolado 2 -72h 900,2 <0,001
2 - 240h 35,628 <0,001
Densidade 1-72h 320,.1 <0,001
coocorréncia 5 _7op 1522 <0,001
2 - 240h 35,628 < 0,001
Viabilidade  1-72h 35,772 < 0,001
isolado 2 -72h 136,7 <0,001
2 - 240h 75,.19 <0,001
Viabilidade  1-72h 198,5 <0,001
coocorréncia 5 _7op 176,8 <0,001
2 - 240h 26,65 <0,001
P. boryanum Crescimento 1-72h 28,657 <0,001
isolado 2 -72h 19,772 <0,001
2 - 240h 30,566 <0,001
Crescimento 1-72h 105,9 <0,001
coocorréncia 5 _7op 31,181 <0,001
2 - 240h 33,113 <0,001

Densidade 1-72h 274 < 0,001



isolado

Densidade

coocorréncia

Viabilidade

1solado

Viabilidade

coocorréncia

2-72h
2 - 240h
1-72h
2-72h
2 - 240h
1-72h
2-72h
2 - 240h
1-72h
2-72h

2 - 240h

1014

287

116,3

82,5
2447
90,53

27,8

35,772

31,772

35,772

29,652

< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001

< 0,001
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Controle 1 Controle 2 100 pg/LL 500 pg/L 1000 pg/L

Coocorréncia

D. communis

P. boryanum

Figura S1. Esquema do delineamento experimental. Cada frasco erlenmeyer representa as 8
repetigdes em cada tratamento. Controle 1: sem adi¢do de glifosato (0 pg.I™"). Controle 2: sem
adi¢do de glifosato (0 pg.l™") na etapa 1. Tratamentos 100, 500 ¢ 1000: com adi¢do de suas
respectivas concentragdes de glifosato na etapa 1. Abordagens: Coocorréncia (ambas espécies),
Desmodesmus communis € Pseudopediastrum boryanum. A area sombreada indica os frascos que

receberam a concentragdo letal de 20000 pg.1™! na etapa 2.
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Figura S2. Perfil de crescimento de D. communis (A-B) isolada e em (C-D) coocorréncia durante

(A, C) aetapa 1 e (B, D) a etapa 2. C1: controle 1, sem glifosato em ambas etapas. C2: controle 2,

sem glifosato na etapa 1 e com 20000 pg.I"' de glifosato na etapa 2.
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Figura S3. Perfil de crescimento de P. boryanum (A-B) isolada e em (C-D) coocorréncia durante

(A, C) actapa 1 e (B, D) a etapa 2. C1: controle 1, sem glifosato em ambas etapas. C2: controle 2,

sem glifosato na etapa 1 e com 20000 pg.I" de glifosato na etapa 2.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

E inegavel que herbicidas, tais como glifosato, exercem efeitos negativos em diversas espécies do
fitoplancton. Neste estudo avaliei os impactos do herbicida glifosato sobre duas espécies de
microalgas cloroficeas, importantes componentes dos ambientes aquaticos. Este estudo contribui no
avango do conhecimento sobre os efeitos do glifosato em mais um dos diversos organismos
ndo-alvos que ele pode alcancar. Mostra que exposi¢des repentinas de populagdes a concentragdes
baixas e médias deste composto, podendo, inclusive, estar dentro do limite estabelecido pela lei
ambiental, faz com que as populagdes ndao consigam manter o crescimento normal e que a

quantidade de células saudaveis seja reduzida.

O resgate evolutivo ¢ uma forma pela qual comunidades e populagdes conseguem se manter
em ambientes que sofreram algum tipo de estresse, sendo comum encontrar na literatura diversos
tipos de estressores, como aumento da temperatura, salinidade da 4gua e contaminantes de origem
antropica. Desta forma, este estudo contribui para a discussdo sobre resgates populacionais frente a
um entre os diversos herbicidas utilizados na agricultura. Este trabalho mostra a importancia da
exposi¢ao prévia a pequenas concentragdes do contaminante para que as microalgas mais resistentes
possam ser selecionadas e dar continuidade a populagdo. Ressalto que apesar de as populagdes
conseguirem evitar a extingao através do resgate, ainda hd uma substancia toxica impedindo o pleno

funcionamento, mostrando a importancia da ndo utilizagdo destas substancias.

Vale salientar que ha formas de melhorar o trabalho. Abordei o resgate das populagdes em
uma escala laboratorial, de forma que, para obtencdo de respostas mais condizentes com o que
ocorre na natureza, seria necessaria a adicao de diversas variaveis ambientais como interacao com a
comunidade, mudancas de temperatura, ciclo de chuvas e aporte de nutrientes e outros estressores.
Um estudo com duragdo mais longa, com, por exemplo, a adi¢do de um periodo apds a etapa 1 para
que a populacdo se recupere para o inicio da etapa 2 seria fundamental. O uso de um método de
quantificagdo da concentracdo de glifosato mais preciso e a quantificacdo de nutrientes durante o
crescimento dos cultivos ajudariam na obtencao de respostas mais precisas. Além disso, a adi¢do de
mais espécies ajudaria a observar melhor o que acontece em um ambiente natural. Portanto, a
realizagdo de outros estudos considerando estes aspectos contribuira para o entendimento do resgate

populacional de algas expostas ao glifosato.

Essa dissertacdo fortalece a importancia de estudos laboratoriais dos impactos do glifosato,
que ¢ amplamente utilizado no Brasil, de forma a ajudar a compreender um pouco as alteragdes que
este composto causa nas populagdes de organismos tdo importantes para a manuten¢do dos

ecossistemas aquaticos continentais.
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