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RESUMO

O ensaio de inibicao de crescimento algal ¢ utilizado h4 algumas décadas como o ensaio
padrdo para se avaliar a toxicidade de quimicos e amostras de ambientes poluidos sobre o
fitoplancton. Entretanto, na ecotoxicologia atual vem ganhando importancia a utilizagao de
biomarcadores pois sdo capazes de detectar a presenga de contaminantes em quantidades
infimas e fornecem informacdes sobre o estado fisioldégico dos organismos expostos a
poluicdo. Este trabalho foi feito para determinar a toxicidade do herbicida bentazon, de
utilizacdo comum na atividade da rizicultura desenvolvida nas planicies costeiras do sul do
Brasil, sobre o crescimento e o estado fisiologico (performance fotossintética) da
diatomacea marinha Skeletonema costatum. O efeito do herbicida sobre o crescimento da
algal foi medido através do ensaio convencional de inibi¢do de crescimento algal e o efeito
sobre a performance fotossintética (Fv/Fm) através da medicao da fluorescéncia varidvel da
clorofila @ e um fluorimetro convencional e um fluorimetro de pulso de amplitude
modulada (PAM). Apods a exposicdo da alga a diversos tratamentos com o herbicida
bentazon foi observada uma inibi¢do tanto no crescimento como na Fv/Fm da espécie alvo.
A toxicidade do bentazon foi detectada anteriormente, logo no momento da adicdo do
herbicida, sobre a Fv/Fm e apenas apds 24 horas de experimento sobre o crescimento da
alga. Os valores de concentracdo de efeito nao observado (CENO), concentracao de efeito
observado (CEO) e concentracdo efetiva mediana (CEsy) foram de 11,25, 22,5 ¢ 24,00
mg.L" e 1,41,2,81 e 13 mg.L" para os pardmetros crescimento ¢ Fv/Fm, respectivamente.
Assim, a Fv/Fm foi considerada mais sensivel do que o crescimento algal para a avaliagdo
da toxicidade do bentazon sobre o fitoplancton O monitoramento da Fv/Fm também
permitiu uma avaliacdo mais detalhada no comportamento do efeito toxico ao longo do
experimento. Com isto pode se observar uma tendéncia de recuperagdo do estado
fisioldgico da espécie nos tratamentos de concentragdo mais baixas. Os valores de Fv/Fm
foram distintos entre as duas metodologias utilizadas para sua medi¢do, entretanto os
percentuais de inibicdo obtidos (toxicidade medida) foram semelhantes. Assim, ambos os
fluorimetros utilizados nos experimentos de monitoramento da Fv/Fm mediram a
toxicidade do bentazon sobre S. costatum de forma eficiente.

Palavras-chave: Basagran, toxicologia, microalgas, arroz irrigado, estuario.
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ABSTRACT

The algal inhibition growth test is used has some decades as the standard assay to evaluate
the toxicity of chemicals and polluted environmental samples on freshwater and marine
phytoplankton. However, in the current ecotoxicology it comes gaining importance the use
of biomarkers capable to detect the presence of toxic substances in lowermost amounts and
to supply information on the physiological state of the exposed organisms. This work was
conducted to determine the toxicity of herbicide bentazon, of common use in agricultural
activities (rice fields) developed in coastal plains of the southern brazillian coast, on the
growth and physiological state (photosystem II maximum quantum yield) of marine diatom
Skeletonema costatum. Bentazon effects on growth were measured by conducting the
conventional algal growth inhibition test and its effects on photosystem II maximum
quantum vyield (Fv/Fm) by measuring the chlorophyll a variable fluorescence in
conventional and pulse amplitude modulated (PAM) fluorometers. After the exposition of
the algae to different bentazon treatments, it was observed an inhibition in the algae growth
and Fv/Fm. Bentazon toxicity was detected previously, with bentazon addition, on the
Fv/Fm whereas algal growth was affected just after 24 hours of exposure. The
ecotoxicological parameters no observed effect concentration (NOEC), observed effect
concentration (OEC) and median effective concentration (ECs), were 11,25, 22,5 e 24,00
mg.L" and 1,41, 2,81 e 13 mg.L"' for algal growth and Fv/Fm monitoring, respectively.
Fv/Fm was considered a more sensitive parameter than algal growth to be used in the
evaluation of bentazon toxicity on phytoplankton. The Fv/Fm analysis also allowed a more
detailed evaluation on the behavior of the toxic effect during the experiment. Thus, it was
possible to observe trends of recovery in the species physiological state in the lower
exposure concentrations. The values of Fv/Fm were distinct between the two
methodologies used for its measurement, however the inhibition percentages on Fv/Fm
(measured toxicity) were similar. Thus, both fluorometers used in the Fv/Fm experiments
measured the toxic effects of bentazon on S. costatum efficiently.

Keywords: Basagran, toxicology, microalgae, irrigated rice, estuary.
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1. INTRODUCAO

1.1. Contextualizagao

As regides estuarinas e costeiras estdo constantemente recebendo uma ampla
variedade de agentes poluentes que sdo deliberadamente ou acidentalmente
disponibilizados via agdo antrdpica. Nestas regides ha geralmente grande concentragdo
populacional e o desenvolvimento de atividades industriais, portuarias e urbanas que
descartam consideraveis quantidades de dejetos no meio aquatico. Além disso, as regides
de planicie proximas as desembocaduras fluviais sdo geralmente areas férteis que
propiciam o desenvolvimento da agricultura que, na maioria dos casos, utiliza pesticidas, os
quais acabam atingindo as dguas (French, 1997; Kennish, 1997; Billen et al., 2001).

Os estudos do impacto ambiental ocasionado por essas atividades agricolas
verificando o efeito dos pesticidas sobre organismos nao-alvo, ou seja, a biota das areas
agricolas e dos ecossistemas adjacentes, sdo de grande interesse ecologico e importantes no
sentido de gerar informagdes bdsicas para que essas atividades sejam desenvolvidas de
modo sustentavel. Na bacia do Rio Itajai-A¢u desenvolve-se um projeto através da Empresa
de Pesquisa e Extencdo Agricola de Santa Catarina (EPAGRI) em integracio com a
Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI) sobre o monitoramento da bacia do rio Itajai-
Acu e estudo do impacto das praticas de cultivo do arroz irrigado sobre os organismos
aquaticos. Como parte do monitoramento, avalia-se a toxicidade dos pesticidas de
utilizagdo mais comum sobre o fitoplancton e zooplancton limnicos e marinhos.

A preocupacdo com a conservacdo dos ambientes naturais vem crescendo desde o
surgimento e desenvolvimento da ecologia hd décadas. Passou-se de uma abordagem onde
uma unica espécie era estudada individualmente até o entendimento de que todas estdo
intimamente relacionadas, entre si € com o ambiente. Sabe-se que a sobrevivéncia de uma
espécie depende da manuten¢do deste sistema de inter-relagdes e que os disturbios
ocasionados ao ecossistema podem comprometer a integridade de uma espécie ou de toda a
comunidade (Groom et al., 2006).

A medida que os conhecimentos da ecologia sdo aprimorados, desenvolve-se a
biologia da conservagdo, uma ciéncia voltada para a conservacdo de espécies e

ecossistemas. Grande parte das técnicas classicas da biologia da conservagdo envolve



conhecimentos de ecologia de ambientes terrestres e sdo utilizadas para solucionar
problemas como a fragmentagdo e perda de habitat (Groom et al., 2006). No entanto, tais
metodologias convencionais adotadas na area da ecologia sdo, na maioria das vezes,
inadequadas ou insuficientes para lidar com os problemas oriundos da poluicdo em
ecossistemas aquaticos (Chapman, 2002). Neste caso, ¢ necessario um monitoramento
continuo das caracteristicas fisico-quimicas da agua, da estrutura das comunidades, da
carga e toxicidade dos poluentes que atingem o ambiente aquatico. O biomonitoramento
continuo do ambiente envolve, necessariamente, o conhecimento metabolico da espécie que
se avalia e uma abordagem comumente utilizada para esses estudos ¢ a avaliagdo

ecotoxicologica (Landis e Yu, 2003).

1.2. Bioensaios toxicoldgicos

A ecotoxicologia ¢ uma area de conhecimento relativamente recente, inter e
multidisciplinar que estuda a distribuigdo, o comportamento e o efeito dos poluentes nos
ecossistemas e na biota. As avaliagdes ecotoxicologicas sdo baseadas na conducdo de
bioensaios que permitem a caracterizagdo do efeito da poluigdo sobre os organismos em
termos qualitativos (tipo de efeito provocado) e quantitativos (intensidade do efeito).
Normalmente os bioensaios sao conduzidos em laboratorio, sob condi¢des controladas, mas
podem também ser executados em maior escala (meso € macrocosmos), no campo ou
mesmo em laboratorio (Kennedy et al, 2003; Landis e Yu, 2003). Os bioensaios
toxicoldgicos sdo exigidos ha algum tempo pelas legislacdes ambientais de diversos paises

(Macek, 1980; Zagatto, 2006).

1.2.1. Bioensaios toxicologicos convencionais

O fundamento de um bioensaio ecotoxicologico € a submissdo dos organismos a um
gradiente de concentracdes da(s) substincia(s) toxica(s) por um periodo de tempo
especifico e a avaliacdo qualitativa e quantitativa dos efeitos observados durante a
exposic¢do. Destes, determina-se a concentragdo de efeito observado (CEO) que é a menor
concentragdo testada na qual observa-se algum efeito, a concentragdo de efeito nao
observado (CENO) que corresponde a maior concentra¢do testada onde ndo ¢ observado

efeito algum e a concentragdo efetiva mediana (CEsg) que € a concentragdo que gera algum



efeito em 50% dos individuos submetidos ao teste (Rand e Petrocelli, 1985; Adams e
Rowland, 2003; Chasin e Azevedo, 2003). Estes pardmetros sdo utilizados como medidas
padrao para a comparagdo de resultados obtidos em experimentos ecotoxicologicos
desenvolvidos em diferentes laboratérios e em diferentes localidades, ja que geralmente ha
diferengas nas condi¢des em que sdo realizados esses experimentos, € mesmo diferencas
nas linhagens das espécies-alvo.

Os ensaios ecotoxicoldgicos, na sua forma mais bdsica, envolvem apenas a
observagao sobre a mortalidade dos organismos expostos a um agente toxico (Lovett-Doust
e Lovett-Doust, 2001). Em se tratando de fitoplancton, o experimento convencional
utilizado em ecotoxicologia ¢ denominado ensaio de inibi¢do de crescimento algal o qual ¢
protocolado pela International Organization for Standardization (ISO) e utilizado a mais de
uma década em avaliagcdes ecotoxicologicas, pareceres € estudos de impacto ambiental.
Como o proprio nome sugere, este tipo de experimento detecta o efeito de uma substancia
toxica sobre o crescimento € no caso a biomassa de uma cultura de fitoplancton mantida em

laboratoério, ndo detectando os efeitos fisioldgicos anteriores a morte das células.

1.2.2. Utilizagdo de biomarcadores em bioensaios toxicoldgicos

Com o desenvolvimento da biologia molecular, bioquimica e instrumentagao
laboratorial, também ¢ possivel mensurar os efeitos dos agentes toxicos sobre a fisiologia
dos organismos expostos. Estes parametros fisiologicos que podem ser monitorados € sdo
sensiveis a agentes estressantes sao chamados de biomarcadores de efeito (Lovett-Doust e
Lovett-Doust, 2001; Ferrat et al., 2003). A importancia da utilizagdo de biomarcadores
reside no fato do efeito medido ser uma alteragdo fisiologica detectada em curto prazo,
antes do aparecimento dos efeitos mais drasticos sobre as estruturas, o crescimento, o
comportamento ¢ a reproducdo do organismo (Ferrat et al., 2003; Sarkar et al., 2006;
Cajaraville et al., 2006).

A deteccao e medigao de efeitos sub-letais (uso de biomarcadores) vém sendo
favorecidas em relagdo a medi¢cdo da mortalidade dos organismos em ensaios toxicologicos
j& que, na maioria dos ambientes, a exposi¢do cronica aos agentes poluentes ¢ significativa
quanto aos efeitos sobre a biodiversidade e ocorre com maior freqiiéncia do que a

mortalidade (Lovett-Doust e Lovett-Doust, 2001).



Em relagdo as pesquisas com microalgas, organismos base de cadeias alimentares
nos ecossistemas aquaticos e, por isso, importantes no monitoramento ambiental, desde os
anos 90 vém sendo conduzidos estudos que utilizam biomarcadores para detectar a
presenca de substancias quimicas em quantidades infimas utilizando, para isso, estruturas
algais como cloroplastos e tilacoides isolados (Purcell et al., 1990; Ernst et al., 1994;
Laberge et al., 1999; Giardi et al., 2001). O acompanhamento da funcionalidade do aparato
fotossintético, juntamente com os processos enzimaticos, sintese de metabolitos
secundarios, estresse oxidativo e/ou mecanismos de detoxificacdo sdo atualmente os

principais biomarcadores utilizados em vegetais aquaticos (Ferrat ef al., 2003).

1.2.3. A maxima performance fotossintética do fotossistema II como ferramenta de
avaliacdo do estado fisioldgico de organismos fotossintetizantes

A fotossintese ¢ um processo de fundamental importancia pois € a principal via de
entrada de material orginico novo em muitos ecossitemas (Margalef, 1989), sendo
desenvolvida por algas, vegetais superiores € algumas bactérias, tipicamente classificados
como organismos produtores primarios (Lee, 1999). O processo fotossintético ocorre a
nivel celular em organelas especializadas denominadas cloroplastos onde ocorrem a
captacao da energia luminosa e as reagdes responsaveis pela sua transformag¢do em energia
quimica utilizavel pelo organismo (Lee, 1999).

Essas reagdes ocorrem em centros de reagdo associados com complexos de
pigmentos conjugados com proteinas especializadas na captacdo da luz e macromoléculas
especializadas no transporte de elétrons. O processo fotossintético € tipicamente dividido
em duas partes, as reacoes da fase clara e as reagdes da fase escura. Em uma das reagdes da
fase clara o hidrogénio ¢ carreado da molécula de dgua, por uma série de transportadores de
elétrons, até o NADP formando NADPH,, enquanto que na outra reagdo, hé a liberacao de
oxigénio das moléculas de agua. O conjunto de macromoléculas especializadas no
transporte de elétrons associadas com a redu¢do do NADP, ¢ designado como fotossistema
IT (FSII), enquanto que o fotossistema I (FSI) corresponde ao conjunto de transportadores
de elétrons associado com a liberagdo do oxigénio da dgua. Juntamente com o transporte de

elétrons ha a formagdo de ATP a partir de ADP e fosfato inorganico. O NADPH; formado



na fase clara ¢ usado para reduzir o CO, ao nivel de carboidrato (reacdes da fase escura)
através da energia suprida pela quebra do ATP também produzido na fase clara (Kirk,
1994).

Em estudos fisiologicos de organismos fotossintetizantes, algumas técnicas
disponiveis permitem avaliar o processo fotossintético, reposta do organismo que se
relaciona com seu estado de satide. Avancos na tecnologia de fluorescéncia da clorofila a
permitem acessar rapidamente a maxima performance fotossintética do fotossistema II
(Fv/Fm), que tem sido utilizada como um indicador do estado fisiologico de organismos
fotossintetizantes (Waring et al., 2006; Rennenberg et al., 2006; Mobin e Khan, 2006;
Marchand et al., 2006; Slama et al., 2007). O acompanhamento da Fv/Fm vem sendo
considerado fundamental para o diagnostico precoce da influéncia dos fatores ambientais
sobre o fitoplancton. Alguns dos trabalhos pioneiros nesta area explicam detalhadamente
essa metodologia, verificando a influéncia dos nutrientes na Fv/Fm desses organismos
(Vincent, 1980; Parkhill et al., 2001; Warner ¢ Madden, 2006). Outros trabalhos enfocam o
comportamento desse parametro no fitoplancton exposto a radiacdes UV (Okada et al.,

1976; Vass et al., 2002; Campbell et al., 2006).

1.2.4. A Fv/Fm como biomarcador de exposi¢ado e efeito

Sabe-se que algumas macromoléculas do fotossistema II (FSII) ligam-se a alguns
grupos de pesticidas, metais toxicos e outras substancias quimicas que interferem na sua
atividade. Utilizando o FSII como biomarcador ¢ possivel testar a inibicdo da reagdo de Hill
e mudancas na fluorescéncia da clorofila a em células vegetais submetidas as mais diversas
condi¢des (Giardi ef al., 2001).

A Fv/Fm vem sendo utilizada como biomarcador na area da ecotoxicologia, pois €
sensivel ao efeito ocasionado por diversas substancias toxicas (Thompson, 1997; Karavaev
et al., 1998; Lovett-Doust e Lovett-Doust, 2001; Schreiber et al., 2002). Foi demonstrada a
sensibilidade deste pardmetro fisiolégico em resposta a varias substincias toxicas como
pesticidas (Haynes et al., 2000; Ralph, 2000; Macinnis Ng e Ralph, 2003; Frankart et al.,
2003; Geoffroy et al., 2004), metais toxicos (Danilov e Ekelund, 2001; Giardi ef al., 2001;



Nikookar et al., 2005), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (Bennet et al., 2000) e

amostras de efluentes e sedimentos contaminados (Thompson, 1997).

1.2.4.1. Determinagao da Fv/Fm

- Embasamento teorico

A obtencao da Fv/Fm esta baseada na bioenergética do fotossistema II e na cinética
de indugdo da fluorescéncia da clorofila a (efeito Kautsky) em uma amostra previamente
adaptada ao escuro. Sabe-se que a energia luminosa absorvida pelas moléculas de clorofila
a passa por trés processos: uma parte pode ser usada para a fotoquimica, o excesso de
energia pode ser dissipado na forma de calor, ou pode ser re-emitido como fluorescéncia da
clorofila a. Tais processos ocorrem em competi¢do, de modo que o aumento na eficiéncia
de um deles implica em uma perda de rendimento dos outros dois. Dessa forma, medindo-
se a eficiéncia da fluorescéncia da clorofila a pode-se obter informagdes sobre as mudangas
na eficiéncia fotoquimica e na dissipagao pelo calor (Maxwell e Johnson, 2000).

A inducdo da fluorescéncia ou excitacao da clorofila a pela luz ¢ um processo que
ocorre naturalmente durante a fase clara do processo fotossintético e foi observado pela
primeira vez por Kautsky ef al. (1960). Ao absorver a energia luminosa, as moléculas de
clorofila a atingem um estado transitorio de maior energia e repassam elétrons através da
sequéncia de reacdes de oxi-redu¢do do FSII em direcdo ao FSI, onde ocorre a conversao
em energia fotoquimica. Apods este nivel maximo de fluorescéncia ser atingido, ha um
decaimento na fluorescéncia até esta atingir o nivel basal, onde as moléculas de clorofila a
estdo menos energizadas € novamente aptas a absorver a energia luminosa. Este fendomeno
¢ chamado de dissipagdo da energia de excitacdo e pode ser explicado de duas formas.
Primeiramente, hda um aumento na taxa em que os elétrons sdo transportados para fora do
FSII, processo que esta associado a ativagdo, mediada pela luz, de enzimas envolvidas no
metabolismo do carbono. Tal dissipagdo da fluorescéncia ¢ chamada de extingdo
fotoquimica da energia de excitagdo (qP). Ao mesmo tempo hd um aumento na eficiéncia
em que a energia ¢ convertida em calor. Este Gltimo processo ¢ chamado de extingdo nao

fotoquimica da energia de excitagdo (qQN e NPQ) (Maxwell e Johnson, 2000; Miiller et al.,



2001; Baker e Rosenqvist, 2004). As mudangas nestes dois processos se completam em
aproximadamente 15 a 20 minutos até atingir um equilibrio, embora este tempo possa
variar entre as espécies (Johnson et al., 1990).

A medicao da Fv/Fm depende da medi¢ao dos niveis minimo (com os centros de
reacdo do FSII totalmente oxidados) e méximo (com os centros de reagdo do FSII
totalmente saturados) de fluorescéncia da clorofila a. Para realizar a medi¢do dos niveis
minimo ¢ maximo da fluorescéncia ¢ necessario que o FSII esteja momentaneamente fora
de atividade, garantindo que toda a fluorescéncia remanescente da clorofila a, originaria do
processo fotossintético desenvolvido até entdo, tenha se dissipado (extingdo fotoquimica e
ndo fotoquimica) e que os centros de reacdo estejam totalmente oxidados, ou seja, com
potencial de realizar a maxima fotoquimica. Dai a necessidade da adaptagao da amostra ao
escuro.

Apbs o periodo de adaptacdo ao escuro e com os centros de reagcdo totalmente
oxidados a maior parte da energia luminosa absorvida ¢ utilizada para a fotoquimica, uma
pequena parcela ¢ emitida como fluorescéncia remanescente da clorofila a (fluorescéncia
minima) e outra pequena parcela ¢ dissipada na forma de calor. Em seguida, ¢ medida a
fluorescéncia da clorofila a apds a completa saturagdao dos centros de reagdao do FSII. Com
isso, ndo ocorre o processo fotoquimico e, assumindo que a taxa de dissipacao pelo calor
permanece constante, toda a energia ¢ emitida como fluorescéncia pelas moléculas de
clorofila @ que ndo conseguem repassar a energia captada (fluorescéncia maxima) (Figura
02). A fluorescéncia variavel (diferenca entre a fluorescéncia minima e maxima) ¢ uma
medida aproximada da quantidade de energia luminosa que foi absorvida pelo FSII e que
seria utilizada no processo fotoquimico (Schreiber, 1997; Lazar, 1999; Lichtenthaler ef al.,
2005).

A Fv/Fm indica a eficiéncia em que a energia luminosa, captada pelo complexo
antena e pelas moléculas de clorofila a do centro de reacdo Pggo, ¢ encaminhada em direcao
ao restante do desenvolvimento do processo fotoquimico (Maxwell e Johnson, 2000;
Schreiber et al., 2002). De forma analoga a eficiéncia de uma maquina, a performance ou
eficiéncia fotossintética ¢ fungdo da diferenca entre o maximo (Fm) e o minimo de energia
(Fo) utilizada para realizar trabalho (Equagdo 1) (Schreiber, 1997 e Lichtenthaler et al.,
2005).
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Figura 02 — Cinética de indugao da fluorescéncia da clorofila a resultada das componentes da energia captada
no FSII: fotoquimica, dissipag@o pelo calor e fluorescéncia. Com o FSII desbloqueado a energia captada pelo
complexo antena ¢ utilizada para a realizagdo da fotoquimica e a fluorescéncia emitida pela clorofila a ¢
minima (Fo). Com o bloqueio do FSII ndo ha a fotoquimica, as moléculas de clorofila a permanecem

energizadas e emitem uma fluorescéncia maxima (Fm) (Schreiber, 1997).

. Fv  Fm-Fo
Equacao 1: =
Fm Fm

Onde:

Fv g
—— =performance fotossintética;
Fm

Fm = fluorescéncia maxima medida com a indug¢do do bloqueio do FSII;

Fo = fluorescéncia minima medida com o FSII desbloqueado.

- Indugdo da fluorescéncia méxima da clorofila a

Originalmente as técnicas de medicdo da fluorescéncia varidvel da clorofila a, a
partir da qual ¢ obtida a Fv/Fm, foram desenvolvidas utilizando fluorimetros convencionais
e a substancia 3-3,4-dichlorophenyl-1,1-dimethylurea (DCMU) para a inducdo da
fluorescéncia maxima da clorofila a. O DCMU liga-se ao primeiro aceptor de elétrons do

fotossistema II (Qa), bloqueando o fluxo de elétrons através da seqiiéncia de



transportadores, o que inibe totalmente o processo fotoquimico e causa a inducdo da
fluorescéncia maxima da clorofila @ (Hsu et al., 1986).

A medi¢ao da Fv/Fm com o uso do DCMU, entretanto, ¢ uma técnica invasiva,
sendo necessario matar o fitoplancton para se obter a medigdo da Fv/Fm. Outras
desvantagens desta técnica sdo a necessidade de haver um periodo de adaptagdo dos
organismos ao escuro, consumindo tempo experimental, e a necessidade dos experimentos
serem conduzidos in vitro o que impossibilita que as medi¢des sejam feitas diretamente no
ambiente natural.

Recentemente, a medicdo da fluorescéncia variavel da clorofila a ¢ realizada
usando-se fluorimetros de pulso de amplitude modulada (PAM fluorometer). E cada vez
mais freqiiente a aplicacdo dos “métodos de pulso de saturagdo” em estudos sobre a
fisiologia de organismos fotossintetizantes (Oxborough e Baker, 1997; Schreiber et al.,
2002; Kiisten e Altenburger, 2007; Tukaj et al., 2007). Tais métodos permitem a
determinagdo de diversos parametros de fluorescéncia da clorofila a, de forma rapida e nao
invasiva, os quais podem ser usados com sucesso para detectar alteragdes metabolicas em
diversas espécies (Baker e Rosenqvist, 2004).

O fluorimetro PAM ¢ atualmente utilizado em diversos estudos de monitoramento
da produtividade primaria em ecossistemas terrestres e aquaticos (Jakob et al., 2005;
Lugomela et al., 2005; Maechetti et al., 2006) e de algas nocivas (Schofield et al., 1998;
Evens et al., 2001; Warner ¢ Madden, 2006). Existem no mercado varios tipos de
fluorimetros de pulso de amplitude modulada, para uso em diferentes tipos de estudo
(Walz, 2006). Recentemente, desenvolveu se um fluorimetro PAM para uso em bioensaios
toxicologicos com limite de deteccdo, para compostos com toxicidade similar a do
herbicida diuron (DCMU), menor do que 0,1 pg. L™ (Schreiber et al., 2002).

O PAM ¢ equipado com um sensor que capta a fluorescéncia da clorofila a e uma
lampada que emite um forte pulso de luz que, de forma analoga ao DCMU, ocasiona o
bloqueio do FSII. No momento do pulso de luz ocorre a total saturacdo dos transportadores
de elétrons do FSII ocasionando o seu bloqueio e, consequentemente, impedindo a
ocorréncia do processo fotoquimico e induzindo a méxima fluorescéncia da clorofila a

(Schreiber, 2002; Walz, 2006).



Uma das grandes vantagens do fluorimetro PAM em relagdo ao convencional, além
da maior praticidade nas medigdes, ¢ a possibilidade de se obter medigdes de fluorescéncia
da clorofila @ em amostras adaptadas a um estado predeterminado de luz. Com isto, ¢
possivel diferenciar entre os coeficientes de extingdo fotoquimico (qP) e ndo fotoquimico
(gN e NPQ) o que possibilita a determinagdo de outros parametros fluorimétricos de
importante significado bioldgico como a performance fotossintética efetiva do FSII
(Fv’/Fm’), a taxa de decréscimo na fluorescéncia da clorofila a (Rgq), entre outros (Krause
e Weis, 1991; Oxborough e Baker, 1997). Estes parametros sdo extensivamente utilizados
de forma integrada em diversos estudos buscando um melhor entendimento da acdo dos
fatores ambientais sobre a fisiologia do FSII e a identifica¢do dos pardmetros fluorimétricos
de maior sensibilidade para cada situacao (Lichtenthaler ez al., 2005).

Apesar das limitagdes inerentes a cada metodologia, ambas sdo consideradas
eficientes para a medi¢cdo da maxima performance fotossintética em experimentos de
laboratério e ha elevada correlagdo entre os resultados obtidos por qualquer uma delas

(Parkhill et al., 2001).

1.3. Utilizacdo de organismos fitoplanctonicos na ecotoxicologia

A aplicagdo do fitoplancton na ecotoxicologia e no monitoramento de ambientes
aquaticos assume importancia quando consideramos que tais organismos formam a base de
cadeias alimentares e, portanto, assumem papel fundamental na manutencdo do equilibrio
ecologico nesses ecossistemas. Devido ao seu ciclo reprodutivo curto, o fitoplancton
responde rapidamente as modificacdes ambientais. Assim, nos ensaios ecotoxicoldgicos ¢
possivel detectar o efeito toxico rapidamente se comparado aos ensaios realizados com
organismos de niveis tréficos superiores que geralmente respondem em uma escala de
tempo maior (McCornick e Cairns, 1994). Além disso, os ensaios ecotoxicoldgicos com
fitoplancton sdo sensitivos e apresentam um custo relativamente baixo (Sosak-Swiderska et
al., 1998 apud Rioboo et al., 2002). Através do monitoramento da poluicdo aquatica
utilizando o fitoplancton pode-se prever um eventual efeito toxico antes que este atinja os
niveis troficos superiores, e assim, rapidamente gerar medidas que possam minimizar

eventuais danos.
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A diatomdcea marinha Skeletonema costatum (Greville) Cleve (1878) ¢ uma espécie
cosmopolita freqiientemente encontrada em aguas neriticas e lagoas costeiras. Dentre os
organismos do fitoplancton, ¢ uma das espécies mais utilizadas em estudos cientificos, na
maricultura e na ecotoxicologia por sua relevancia ecologica e facilidade com que ¢
encontrada no ambiente natural e com que pode ser mantida em ambiente de laboratdrio.

A cepa de S. costatum utilizada neste trabalho tem mostrado boa sensibilidade a
diversos contaminantes, como amostra de efluentes (Rorig et al., 2004), amostras de dguas
superficiais e sedimentos de ambientes poluidos (Macedo et al., 2005), pesticidas (Correia
et al., 2005), além de diversas substancias de referéncia utilizadas em experimentos padroes
de ecotoxicologia (Cloutier-Mantha e Brown, 1980; Fisher e Frood, 1980; Walsh et al.,
1988; Kusk e Nyholm, 1991).

1.4. Caracteristicas da substancia-teste

No Brasil, as areas destinadas ao cultivo do arroz irrigado sdo geralmente baixas e
alagadicas, circunvizinhas aos cursos de agua, lagoas e estudrios que, portanto, estdo
sujeitos a contaminagdo pelos pesticidas aplicados no cultivo. Considerando que os
estuarios sdo areas com grande susceptibilidade a polui¢do, estudos sobre a agdo das
substancias potencialmente toxicas que ocorrem nestas areas devem ser desenvolvidos tanto
para a geragdo de conhecimentos de seus efeitos ambientais, como também para o
estabelecimento das concentragdOes admissiveis destas substidncias no ambiente € como
auxiliar na gestdo do uso de ecossistemas costeiros.

Um dos defensivos agricolas mais comumente utilizados no cultivo do arroz
irrigado nas planicies costeiras do sul do Brasil, principalmente nos estados do Rio Grande
do Sul e Santa Catarina, ¢ o herbicida bentazon (EMBRAPA, 2004). O seu uso ¢
regulamentado em diversos paises da Europa, na Australia, Canada, India, Filipinas, Nova
Zelandia, Tanzania, Africa do Sul e no Brasil. Na Noruega o seu uso ¢ severamente restrito
desde 1998. Em diversos paises da Africa e nos Estados Unidos o herbicida bentazon nio é
registrado para uso (Pesticide Action Network, 2006).

O herbicida bentazon (C;oH2N,0;3S), conhecido comercialmente como Basagran
600, ¢ um composto sintético, comercializado em uma solu¢cdo com concentragdo de 600

gL, apresenta pressio de vapor de 5,4 10° Pa a 20°C, solubilidade maior do que 1000
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g.L"! na agua, coeficiente de partigio octanol/agua (log Pow = -0,46 em pH 7,0) e constante
de dissociagdo (Pk, = 3,28 a 26°C) (Montgomery, 1993; FAO, 1999).

O uso do bentazon € caracterizado principalmente por aplicagdo em pds emergéncia,
via pulverizacdo sobre a lavoura (BASF, 2006). Seu modo de agdo dé-se sobre o
fotossistema II (FSII) impossibilitando a realizagdo da fotossintese pelo vegetal. O
herbicida compete com a quinona B (Qg) pelo sitio de ligagdo no complexo da
plastoquinona impedindo o fluxo de elétrons proveniente da quinona A (Q,) inibindo a sua

reoxidagdo (Mine e Matsunaka, 1975; Nimbal ef al., 1996).

Além do bloqueio do FSII, o herbicida bentazon mata as células vegetais por
desencadear efeitos secundarios em diversas vias metabolicas. Com o bloqueio do FSII, ha
um aumento no coeficiente de extingdo nao fotoquimico da energia de excitagdo que chega
ao FSII (gN e NPQ) e a formagdo moléculas de clorofila em seus estados energizados
(*Cla' e *Cla®), bem como a formacdo de radicais superoxido (‘O,) (Schadel et al., 1999;
Miiller et al., 2001; Asada, 2006). Tanto as moléculas de clorofila a excitadas como os
radicais superoxido causam dano oxidativo as proteinas € membranas do cloroplasto,
podendo levar a morte da célula (Demmig et al., 1987; Porra et al., 1997). Também vém
sendo reportados outros efeitos inerentes a exposi¢do ao herbicida bentazon como inibigdo
de outros processos fisiolégicos como as sinteses de RNA, proteinas e lipidios (Al-

Mendoufi e Ashton, 1984; Han e Wang, 2002).

O bentazon ¢ classificado pela portaria da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) como um produto perigoso ao ambiente (classe toxicoldgica III) com alto
potencial de deslocamento nos solos e ¢ altamente persistente. Uma pesquisa realizada na
Franca confirmou o alto potencial de deslocamento do composto em diferentes tipos de
solo. O estudo revelou que de 0,11 a 2,40% da quantidade total de bentazon aplicada no
campo ¢ perdida por drenagem, resultado que os autores atribuiram ao baixo coeficiente de
adsor¢do do herbicida (Dousett ef al., 2004). Um outro estudo conduzido no vale do Rio
Sacramento, no sudoeste dos Estados Unidos, mostrou a alta persisténcia do composto em
aguas subterraneas. Mesmo passados alguns anos apods a proibi¢cdo do uso do bentazon na
California, seus residuos foram encontrados em 71% de amostras de dgua subterranea em
niveis que variaram de 0,01 a 20 pg.L"' (California Environmental Protection Agency,

1999; Dawson, 1997), o que demonstra e confirma sua persisténcia ambiental.
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As informagdes quanto a degradacdo do bentazon no ambiente natural sdo poucas e
controversas. Alguns estudos afirmam que o herbicida aparenta ser estdvel em aguas
superficiais, ndo sofrendo hidrolise (Villars e Delvigne, 2001 apud. Bol et al.,1992).
Entretanto, parece apresentar rapida fotodegradacao com meia-vida de menos de 24 horas
(U.S. Environmental Protection Agency, 1985).

A maioria das informagdes disponiveis sobre o comportamento do bentazon no
ambiente e nos sistemas biologicos, refere-se a estudos conduzidos nos Estados Unidos e
Europa. Nao foram encontradas informagdes sobre a ocorréncia do bentazon em aguas

brasileiras e seus efeitos toxicoldgicos sobre organismos nativos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Neste trabalho foi avaliado o efeito do herbicida bentazon sobre o crescimento e a
maxima performance fotossintética do fotossistema II da diatomacea neritica Skeletonema

costatum.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Foi testado o efeito do herbicida bentazon sobre a biomassa de uma cultura de S.
costatum mantida em laboratorio, através do ensaio padrao de inibigdo de crescimento
algal.

2.2.2. Foi verificado o efeito do herbicida bentazon sobre a maxima performance
fotossintética do fotossistema II da microalga medindo-se a fluorescéncia variavel da
clorofila @ em experimentos de inducdo da fluorescéncia da clorofila a através de métodos
invasivos (em fluorimetro convencional) e ndo invasivos (em fluorimetro de pulso de
amplitude modulada).

2.2.3. Foram determinados os parametros tipicamente adotados em ecotoxicologia aquatica
para fazer uma abordagem sobre a toxicidade do herbicida e comparar os resultados obtidos
com resultados reportados na literatura sobre o efeito toxicoldgico desse e de outros
herbicidas.

2.2.4. Os resultados obtidos nos diferentes experimentos foram comparados quanto a sua

sensibilidade, tempo de execucao e aplicabilidade em bioensaios toxicologicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtengado e manutencao da cepa de Skeletonema costatum

A cepa de S. costatum foi isolada em fevereiro de 2003 a partir de aguas superficiais
da praia da Armacdo do Itapocoroy, municipio de Penha, no litoral centro-norte de Santa
Catarina, Brasil. Desde entdo ¢ mantida no Laboratério de Microbiologia Aplicada da
Universidade do Vale do Itajai em cultivo unialgal em frascos erlenmeyer sob condigdes
controladas (luminosidade de 80 pE.cm™s”, fotoperiodo de 12/12 h claro/escuro e
temperatura de 20 * 2°C).

As culturas foram mantidas em meio F/2 (Guillard e Ryther, 1962; Guillard, 1975)
tendo como base 4gua do mar natural filtrada em filtros de fibra de vidro com 0,45 pm de
didmetro de poro (Whatman GF/F, Alemanha) e salinidade ajustada para 31. Esta 4gua foi
esterilizada em autoclave (121 °C por 20 minutos), apos a qual foram adicionados os
macronutrientes, micronutrientes e vitaminas. A cultura estoque foi mantida em fase de
crescimento exponencial através de repiques a cada 7 dias, feitos sob fluxo de ar estéril em
cabine de fluxo laminar. Todo o material e vidraria que fossem entrar em contato com a

microalga, eram previamente esterilizados.

3.2. Realizag¢do dos experimentos

Foram feitos trés tipos de experimentos, um para a determina¢do do efeito do
herbicida bentazon sobre o crescimento e outros dois para a determinacdo do seu efeito
sobre a maxima performance fotossintética do FSII (Fv/Fm) da diatomacea Skeletonema
costatum.

O efeito sobre o crescimento da microalga foi medido através de ensaio padrdo de
inibicdo do crescimento algal no qual foi feito o acompanhamento da biomassa algal
através da quantificagdo da concentragdo de clorofila-a (via fluorescéncia) e determinagao
da densidade celular (contagem ao microscopio Optico).

O efeito sobre a Fv/Fm foi medido via fluorescéncia varidvel da clorofila-a.
Diferentemente da fluorescéncia da clorofila-a medida no ensaio de inibigdo de

crescimento algal, nesse caso mede-se a fluorescéncia minima e maxima da clorofila-a
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quando os contros de reacdo do FSII das células fitoplanctonicas estdo totalmente oxidados
e totalmente reduzidos, respectivamente. A relacdo entre as fluorescéncias medidas ¢ um
indicador da maxima eficiéncia do aparato fotossintético, refletindo o estado fisiologico do

organismo.

3.2.1. Ensaio de inibi¢cdo do crescimento algal (ISO, 1989)

3.2.1.1. Preparagdo do experimento

Os experimentos foram feitos em frascos erlenmeyer de borosilicato, com
capacidade para 250 mL, com 150 mL de volume final de meio nutritivo ao qual foi
acrescida a substancia-teste e o indculo algal. As concentragdes da substancia-teste as quais
as células foram expostas foram definidas a partir do valor de CEso (10 mg.L™") para o efeito
do herbicida bentazon sobre o crescimento de S. costatum (EPA, 2000).

A partir da solugdo original de bentazon (600 g.L™") foi feita uma solucdo de 100
mL na concentracio de 6,75 g.L". Esta foi diluida progresivamente (fator de dilui¢do 0,5),
em diferentes frascos, até a concentracao de 0,11 g.L'l. Um volume de 1,0 mL de cada
dilui¢ao foi transferido para os frascos erlenmeyer contendo o meio de cultivo. Assim, as
concentracoes finais do herbicida bentazon utilizadas nos bioensaios foram 0,70, 1,41, 2,81,
5,62, 11,25, 22,50, 45,00 ¢ 90,00 mg L. Os frascos controle continham apenas meio de
cultivo, sem a adi¢do da substancia-teste. Cada tratamento com o herbicida foi feito com
trés réplicas, enquanto que quatro réplicas foram feitas para o controle.

Os bioensaios foram inoculados com 1,0 mL de cultura de S. costatum em
crescimento exponencial. O inoculo foi adicionado em cada frasco apenas no momento da
leitura inicial de fluorescécia, procedimento adotado para minimizar o efeito de aumento
progressivo na fluorescéncia que ocorre com a adi¢cdo da substincia-teste (efeito de inducao
da fluorescéncia da clorofila-a). Foram feitas as leituras iniciais de biomassa algal e entdo
os frascos foram incubados sob agitacdo constante (790 rpm) e nas mesmas condigdes em
que a alga era mantida no laboratdrio. As leituras subseqiientes de biomassa foram feitas

06, 12, 24, 48 e 72 horas ap6s o contato da alga com o herbicida.
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No inicio e no final do tempo de exposi¢do quantificou-se o pH de cada frasco. O
monitoramento do pH ¢ necessario pois as variagdes neste parametro podem acarretar em
alteracdes tanto na especiacdo da substancia-teste, como também em processos de

superficie em microalgas, e.g., adsorcao e carga superficial (Sterling et al., 1990).

3.2.1.2. Efeito sobre o crescimento da microalga

A biomassa algal foi estimada via fluorescéncia da clorofila-a e através de
estimativa da densidade celular. A fluorescéncia da clorofila-a ¢ diretamente relacionada
com a concentragdo de clorofila-a na amostra, que por sua vez tem relagcdo direta com a
biomassa algal (Parsons et al., 1989; Littlepage, 1998). No momento da leitura de
fluorescéncia, cada frasco foi levemente agitado para homogenizagdo da cultura. Uma
amostra de 4,0 mL foi transferida para uma tubo de ensaio de 1,0 cm de diametro, e a
fluorecéncia da clorofila-a in vivo foi quantificada em um fluorimetro Turner Designs TD-
700 equipado com filro de excitagdo de 460 nm e filtro de emissdo de 670 nm (Figura 01)
(Turner Designs, 1997; Littlepage, 1998).

Para verificar possiveis interferéncias na fluorescéncia medida, que pode ser
causada por fluorescéncia inerente a substancia-teste ou a alguma particula presente no
meio de cultivo (fluorescéncia de fundo), foi feita uma correcdo considerando esta
fluorescéncia de fundo. Para a obtencdo deste valor, as medigdes foram repetidas apds a
remocdo das células algais através da filtracdo das amostras em filtro Millipore (didmetro
de poro 0,2 um). Assim, os valores de fluorescéncia da clorofila-a de cada réplica foram

corrigidos subtraindo-se os valores de fluorescéncia de fundo.
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Incubagio 0,6,12,24, -

48,72 h

Leitura de fluorescéncia
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cultivo

Substinecia-teste

Inculo 1
Figura 01 — Procedimentos realizados no ensaio de inibigdo de crescimento algal.

A densidade celular foi determinada através de contagem das células em uma
camara de contagem (Sedgewick-Rafter S50, Inglaterra) conforme recomendagdes da
APHA (1966). Para tanto retirou-se uma amostra da cultura homogeneizada (5,0 mL) que
foi fixada com lugol para posterior contagem de células.

Com os dados de densidade celular e fluorescéncia da clorofila-a em cada tempo
experimental, a taxa de crescimento (Equagdo 2) e o percentual de inibi¢do do crescimento
algal (Equacdo 3) foram calculados. Este ultimo ¢ uma medida do quanto a taxa de
crescimento da microalga ¢ inibida nos diferentes tratamentos em relacdo a taxa de

crescimento obtida no controle (ISO, 1989).
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Equacao 2: u =
Onde:

1 = taxa de crescimento celular;

No = leitura da densidade celular ou fluorescéncia inicial;

Nn = leitura da densidade ceular ou fluorescéncia no tempo n;

tn = tempo decorrido desde a leitura inicial.

HEZH 100
e

Equacao 3: Iui =

Onde:
1i = percentual de inibigdo para o teste na concentragao i;
U = taxa de crescimento média no controle;

L = taxa de crescimento média para o teste na concentragao i.

Com os dados de taxas de crescimento celular e percentuais de inibicdo de

crescimento algal foram determinados os pardmetros ecotoxicologicos CENO, CEO e CEsy.
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3.2.2. Experimento para determinacdo da Fv/Fm

3.2.2.1. Indugao da fluorescéncia maxima com o DCMU:

- Preparagd@o do experimento

A obtencdo da Fv/Fm através da metodologia de indu¢do da Fm com o DCMU
seguiu os procedimentos descritos em Thompson (1997) e Parkhill et al. (2001). Os
bioensaios foram preparados de acordo com o descrito em Ensaio de inibi¢do de
crescimento algal (ISO, 1989) neste trabalho. A tinica diferenca foi relativa a concentracao
do herbicida bentazon, cuja concentragdo maxima utilizada para os experimentos de
indugdo da fluorescéncia méaxima com o DCMU foi de 45,00 mg.L™.

No momento da medicao foi retirado de cada réplica dos bioensaios um volume de
20 mL. Destes, duas aliquotas de 4,0 mL foram transferidas para “vials” com capacidade de
10 mL. O restante foi filtrado em filtro Millex (didmetro de poro de 0,2 pum), para
quantificar a fluorescéncia de fundo. Do filtrado, duas aliquotas de 4,0 mL foram
transferidas para “vials” iguais aos mencionados anteriormente. As amostras, filtradas e nao
filtradas (com células algais), foram utilizadas para a medi¢do das fluorescéncias minima
(Fo), maxima (Fm), minima da amostra filtrada (Fof) e maxima da amostra filtrada (Fmf).

Os “vias” foram deixados em adaptacdo ao escuro por um periodo de 40 minutos,
para que ocorresse a total extingdo da energia de excitagdo das moléculas de clorofila-a e a
maxima abertura dos centros de reagdo do FSII. Considerando que o tempo entre a primeira
e a ultima medicao foi de 55 minutos, os tempos de adaptagdo ao escuro minimo € maximo
foram de 40 minutos e 95 minutos, respectivamente. Todos os procedimentos, incluindo as

medigoes, foram feitos em ambiente escuro.

- Medicao da fluorescéncia variavel da clorofila-a e determinacao da Fv/Fm
Primeiramente foram feitas as leituras de Fo para as amostras com células algais e
amostras filtradas. A amostra adaptada ao escuro e previamente homogeneizada no “vial”
foi transferida para um tubo de ensaio de 1,0 cm de didmetro e levada para medi¢do no
fluorimetro Turner Designs TD-700. Em seguida procedeu-se a quantificacio da

fluorescéncia méxima (Fm). Nesta, a amostra era previamente homogeneizada no “vial” e
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transferida para um tubo de ensaio contendo 25 puL de DCMU (diluido em etanol), na
concentragdo final de 3x10” mol.L"', e levada para medi¢do no fluorimetro. Para cada
réplica foram feitas cinco medigdes de fluorescéncia. Para garantir resultados sem
interferéncias entre as amostras, um novo tubo de ensaio era utilizado para cada tipo de
fluorescéncia medida (Figura 03). Entre cada medicao da Fo, o tubo de ensaio era lavado
com agua destilada. Os tubos de ensaio utilizados para a medi¢cdo da Fm eram lavados com
etanol 96% para eliminar o DCMU e enxaguados trés vezes com agua destilada. Antes do
inicio das medigoes e entre as medi¢des de cada fluorescéncia, o fluorimetro era calibrado
com um branco constituido de dgua MilliQ.

A Fv/Fm foi calculada substituindo-se os valores de Fo ¢ Fm na equagdo 1,

apresentada em Determinagdo da Fv/Fm (item 1.3.2.1.).

Incubacdo Adaptagio escuro

(40 minutos)

Meio ;' 25 pL
cultivo
DT

DCW F"" F|']'

Indculo algal k
Leituras de fluorescéncia
fluorimetro Turner Cresigns

TD-700

Figura 03 — Procedimentos feitos para a medigdo da Fv/Fm, utilizando a metodologia de indugdo da

fluorescéncia maxima com o DCMU (fluorimetro convencional).
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3.2.2.2. Fv/Fm através da indu¢do da Fm com o PAM

- Preparacao do experimento

Este experimento seguiu o procedimento descrito em Schreiber (1997) e Parkhill et
al., (2001). Os bioensaios foram realizados de acordo com o descrito em Ensaio de inibi¢do
de crescimento algal (ISO, 1989) neste trabalho. Os frascos foram incubados por 48 horas,
sob agitacdao constante (790 rpm) e nas mesmas condigdes em que a alga foi mantida no
laboratorio. Apds inoculada a microalga, a cultura foi levada para incubacao na auséncia da
substancia teste, que foi adicionada somente 48 horas depois. Este procedimento foi
necessario para que, logo na primeira medi¢ao, houvesse quantidade suficiente de células
algais para gerar um sinal de fluorescéncia da clorofila-a detectavel pelo equipamento.

Neste experimento as concentragcdes de exposicao ao herbicida bentazon foram a
CENO, CEO e CEsp determinadas no ensaio de inibicdo de crescimento algal. Os
tratamentos foram feitos adicionando-se 1,0 mL por frasco de uma solug¢do de bentazon nas
concentracdes de 11,25 (CENO), 22,50 (CEO) e 24,00 mg L (CEs), sempre utilizando
trés réplicas para cada tratamento. Para o controle foram utilizadas quatro réplicas e ndo foi
adicionado o contaminante.

Foi utilizado um fluorimetro de pulso de amplitude modulada PAM-2000 (Walz,
Effeltrich, Alemanha) para obter as medi¢des de fluorescéncia variavel. Este fluorimetro ¢
especifico para realizar medigdes de parametros fluorimétricos em macroalgas e plantas
superiores, sendo necessaria, no caso de microalgas, uma amostra com elevada densidade
celular para que seja detectado o sinal de fluorescéncia da clorofila-a. A sensibilidade
necessaria para fazer as medi¢des neste experimento foi obtida concentrando-se as células
fitoplanctonicas intactas em um filtro de fibra de vidro e entdo as medi¢des foram feitas
diretamente sobre as c€lulas coletadas no filtro (Geoffroy ef al., 2004).

As medigdes foram feitas antes (0 hora), no momento da adi¢do da substancia-teste
(0,03 horas), e nos tempos de 01, 03, 05, 10 e 24 horas de exposi¢do. No momento da
medi¢dao, uma amostra de 5,0 mL de cada frasco foi cuidadosamente filtrada em um filtro
de fibra de vidro de 25 mm de didmetro com tamanho de poro de 0,45 pm acoplado a uma
seringa. Apos a filtragdo, os filtros foram imersos em uma fina pelicula de meio de cultivo

para evitar a dessecacdo das células e mantidos no escuro por 40 minutos.
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- Medicao da fluorescéncia variavel da clorofila-a e determinacao da Fv/Fm

Ap6s o periodo de adaptagdo ao escuro, foram feitas as medig¢des de fluorescéncia.
O sensor do equipamento foi posicionado préximo a superficie do filtro em uma inclinagao
de aproximadamente 45°. O aparelho mediu a Fo da clorofila-a € poucos instantes depois,
no momento do pulso de luz, a Fm. Neste experimento também foram feitas cinco
medi¢des de Fo e cinco medigdes de Fm para cada réplica. Todos os dados de fluorescéncia
e o valor calculado de Fv/Fm sdo visualizados instantaneamente através do programa
computacional que acompanha o aparelho (Figura 04). O branco de procedimento constou
de meio de cultura antes do ser inoculado com as células algais. Este foi filtrado em filtro
de fibra de vidro de 25 mm de didmetro com tamanho de poro de 0,45 um acoplado a uma
seringa e os filtros mantidos imersos em meio de cultivo. As medi¢des foram feitas da

mesma forma descrita acima.

Incubagio
48 horas

Filtros com | Adaptacio ac escuro
as células (40 minutos)

Meio

cultive

Leituras Fluorescéncia variavel
PATL-2000

Indculo algal
Figura 04 - Procedimentos feitos para a medicdo da Fv/Fm utilizando a metodologia de inducdo da

fluorescéncia maxima com o fluorimetro de pulso de amplitude modulada (PAM-2000).
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Os percentuais de inibicdo da Fv/Fm nos tratamentos em relacdo a Fv/Fm do controle
foram calculados segundo a Equagdo 4 a partir dos valores médios da Fv/Fm obtidos nos

tratamentos e no controle.

Equagdo 4: I?}z’: fm__Fm

m Fv

Onde:

F e . s
1 F—vi= Percentual de inibicdo da maxima performance fotossintética do FSII na
m

concentragao i;

Fv L1 . o
F—c = Média da maxima performance fotossintética do FSII no controle;
m

Fv. . . s o
F—z = Média da maxima performance fotossintética do FSII na concentracao i.
m

3.3. Analise dos dados

3.3.1. Influéncia do pH na toxicidade:

Para verificar se as diferentes concentracdes de bentazon provocaram altera¢do na
concentra¢do de ions hidrogénio, o que poderia interferir na toxicidade da substancia-teste,
o pH quantificado no final do tempo de exposi¢do foi comparado com o pH inicial através

do teste t de student.

3.3.2. Efeito sobre o crescimento da espécie:

O efeito toxico € expresso por um aumento no percentual de inibicdo no
crescimento algal conforme aumenta a concentracdo de exposi¢do da substancia-teste. Para
verificar a ocorréncia do efeito toxico, foi feita andlise de regressdo linear entre o

percentual de inibi¢cdo de crescimento algal e a concentracdo da substancia-teste (Zar, 2000;
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Zagatto, 2006). Para atender as premissas da analise de regressao linear de normalidade dos
residuos (teste de Shapiro-Wilk), os dados de concentracdo da substincia-teste passaram
por transformacao logaritmica.

Para a determinagdo da concentragao efetiva mediana (CEsg) foram utilizados
apenas os dados referentes aos tratamentos de 11,25, 22,50 e 45,00 mg L, onde a relagio
entre concentragdo da substancia-teste e efeito observado foi linear. A partir da equagao da
reta obtida na andlise de regressao linear foi calculada a concentracdo da substancia-teste
correspondente a um efeito de inibicdo de crescimento algal de 50% (Figura 05). Para
determinar as concentracdes onde foi observado efeito toxico (CENO e CEO), foram
comparadas as médias das taxas de crescimento da espécie obtidas nos diferentes
tratamentos com a média das taxas de crescimento obtidas no controle utilizando anélise de

variancia (ANOVA).

A equagio da refa obtida na analise de regressio linear enfre o percentual
de inibigio de crescimento algal e 2 concentragiio da substancia-teste,
apos transformagio logamtmica € do tipo:

¥=a+Dbx

Cudde:

¥ = %0 Inbigdo de crescimento algal;

x = log concentracio da subatancia feste

%5 Imibigdo de creszcimento algal = a + b {log concentr, subst. teste)
Obtendo o valor de CE.:

50=a+ b {log concentr. subst. teste)

log concentr subst. teste = Sﬂh‘ 2 » CH, = lﬁl v

Figura 05 — Calculo da concentragdo efetiva mediana (CEsg) a partir da equacdo da reta obtida na andlise de

regressdo linear entre o percentual de inibicao de crescimento algal e a concentragdo da substancia-teste.
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3.3.3. Efeito sobre a Fv/Fm da microalga:

Foi feita uma analise de regressdo linear entre a concentra¢do da substancia-teste e o
percentual de inibicdo da Fv/Fm para verificar a ocorréncia do efeito toxico. Os valores de
concentracdo de bentazon passaram por transformacao logaritmica. A concentragao efetiva
mediana (CEsg) foi determinada da mesma forma como descrita no iten 3.3.2. através da
equagdo da reta obtida na andlise de regressdo linear entre a concentragdo da substancia-
teste e o percentual de inibigdo da Fv/Fm. Para verificar as concentragcdes de exposicao
onde foram observados efeitos toxicos (CENO e CEO), foram comparadas as médias da
Fv/Fm obtidas nos diferentes tratamentos com a média da Fv/Fm obtida no controle através

de analise de variancia (ANOVA).
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4. RESULTADOS

4.1. Variagao do pH durante os experimentos

Houve um aumento significativo do pH no controle e nas menores concentragdes de
exposigdo, até a concentragdo de 11,25 mg.L™”, causado pelo crescimento da alga. A partir
da concentragdo de 22,50 mg.L", onde a alga ndo cresceu devido a toxicidade causada pela
substancia-teste, ndo foi detectada variagdo do pH final em relacdo ao pH inicial (Figura
06). Nos bioensaios realizados sem a presenga do indculo algal (brancos), o aumento da

concentragdo da substincia-teste ndo influenciou no pH (r2 =0; F;5=0; P>0,05).

* * * -
10,00 1 2 3 O pH inicial

= = A O pH final
800 — | | | ~F = e

:5_ 6,00 -
4,00 +
2,00 -
0,00 ‘
Controle 5,625 11,25 225 45 90

Tratamento (mg L'1)

Figura 06 — Valores de pH inicial e pH final, durante o tempo experimental, nos tratamentos com o herbicida
benzaton. Os asteriscos assinalados com niimeros indicam os tratamentos onde houve varia¢do entre o pH
medido no inicio do experimento, e em 72 horas de exposi¢do, segundo o teste-t Student. *1 = (t = 9,8; n = 6;

P <0,05); *2 = (t = 10,76; n = 6; P < 0,05); *3 = (t=24,32; n = 6, P < 0,05).
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4.2. Efeito do herbicida bentazon no crescimento da microalga

O herbicida bentazon inibiu o crescimento da diatomacea Skeletonema costatum. O
efeito de inibicdo do crescimento algal aumentou com o aumento da concentracdo da
substancia-teste. Os percentuais de inibicdo de crescimento algal (72 h de exposi¢ao),
obtidos através das estimativas de biomassa algal via fluorescéncia da clorofila-a e através
de determinacdo da densidade celular, coincidiram (Figura 07).

O efeito de diminuicdo na biomassa algal (medida via fluorescéncia da clorofila-a)
foi detectado a partir das 24 horas de exposi¢do nos tratamentos de 45,00 mg.L™' e 90,00
mg.L’l de bentazon, onde foram observadas inibi¢goes de 37,39 e 50,82% no crescimento
algal, respectivamente. A concentragio de efeito observado (CEO) foi de 45,00 mg.L™"
enquanto que a concentracao de efeito ndo observado (CENO) foi de 22,50 mg.L'1 (Figura
08).

Em 72 horas de exposicdo, a concentracio de 22,50 mg.L™' de bentazon (CEO)
inibiu em 48,89% o crescimento algal, j4 a CENO foi de 11,25 mg.L"' (Figura 09). A
concentragdo mais alta testada (90,00 mg.L'1 de bentazon) ocasionou 100% de inibi¢ao no
crescimento algal. A concentracdo que provocou 50% de inibi¢do de crescimento algal em
72 h de exposi¢ao (CEsp.72n) foi de 24,00 mg.L" (Figura 10). No monitoramento da
biomassa algal através da densidade celular foram encontrados esses mesmos valores para

os parametros ecotoxicologicos CENO, CEO e CEsy.
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Figura 07 — Percentual de inibi¢do do crescimento da diatomdacea Skeletonema costatum (média + desvio
padrdo) em funcao da exposi¢ao ao herbicida bentazon, calculado através das estimativas de biomassa algal

via fluorescéncia da clorofila-a e densidade celular, ap6s 72 horas de exposicao.

3+ O Fluorescencia
O Densidade celular
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*
*

0,5 A

Média taxa crescimento algal (24 h)

0 T T T T T T 1
0 0,70 1,41 2,81 562 11,256 22,50 45,00 90,00

Tratamento (mg L™)
Figura 08 — Média da taxa de crescimento (24 horas) da diatomacea S. costatum nos diferentes tratamentos
com o herbicida bentazon. (*) = tratamentos onde foi observado efeito toxico conforme mostrado pelas
analises de variancia (o = 0,05) aplicadas para taxas de crescimento médias obtidas através das medigdes de
fluorescéncia da clorofila-a (r2 =0,95; Fy75 = 44,31; P < 0,05) e estimativa da densidade celular (r2 =0,93;

F5’17 = 46,2, P< 0,05)
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Figura 09 — Média da taxa de crescimento (72 horas) da diatomacea S. costatum nos diferentes tratamentos
com o herbicida bentazon. (*) = tratamentos onde foi observado efeito toxico conforme mostrado pelas
analises de variancia (o = 0,05) aplicadas para taxas de crescimento médias obtidas através das medi¢des de
fluorescéncia da clorofila-a (r2 =0,99; Fso7 = 322,74; P < 0,05) e estimativa da densidade celular (r2 =0,98;

F5,17 = 232,78, P< 0,05)
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Figura 10 — Relagdo entre o log da concentragdo de bentazon e o percentual de inibi¢cdo de crescimento algal
(média + desvio padrdo), obtido a partir dos dados de fluorescéncia da clorofila-a, nos tratamentos de 11,25;
22,50; 45,00 mg.L"' de bentazon. A CEs, foi determinada através da equagdo da reta obtida na analise de

regressdo linear.

30



Os valores obtidos para a fluorescéncia de fundo (média + desvio padrao) foram
foram de 0,48 £ 0,20 e¢ 0,27 £ 0,16 unidades padrao de fluorescéncia (upf) no inicio e no
final do experimento, respectivamente. Apods correcdo, considerando a fluorescéncia de
fundo, os valores de fluorescéncia da clorofila-a e, consequentemente, os percentuais de

inibi¢do de crescimento algal, praticamente ndo foram alterados (Tabela 01).

Tabela 01 — Valores de percentuais de inibigdo de crescimento algal (média = desvio padrdo) corrigidos e ndo

corrigidos pela fluorescéncia de fundo.

Tratamento (mg L'1) % Inibicédo corrigido % Inibicdo nao corrigido

Controle 0 0
5,63 -1,32+ 0,26 -0,79 £ 0,49
11,25 5,75+ 0,44 5,72+ 0,56
22,50 33,63 +3,87 33,32+ 3,93
45,00 126,55 * 6,85 126,7 £ 6,47
90,00 170,37 + 8,46 170,42 + 8,28

Até a concentracao de 11,25 mg.L'l, apos 48 horas de exposi¢do, houve um aumento
nos valores de fluorescéncia da clorofila-a, que atingiram niveis superiores aos medidos no
controle. Nas concentragdes de exposicao superiores, os valores de fluorescéncia foram, em
alguns casos mais baixos e, em outros, semelhantes aos obtidos no controle (Figura 11). A
partir de 24 horas de experimento, houve um decréscimo na fluorescéncia nas
concentragdes de exposicao mais altas. No tempo de exposi¢do de 06 horas foi observado
um incremento na média dos valores de fluorescéncia que, na concentracdo mais alta
testada, atingiu 10 upf a mais do que aquela do controle. As fluorescéncias iniciais (0 horas
de exposicdo) em todos os tratamentos foram semelhantes as obtidas no controle (Figura

12).
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Figura 11 — Fluorescéncia da clorofila-a (média + desvio padrdo) durante o tempo experimental em cada

tratamento com o herbicida bentazon. Controle em linha tracejada e tratamentos em linha continua.
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Figura 12 — Fluorescéncia da clorofila-a (média = desvio padrdo), em escala logaritmica, nos diferentes

tratamentos com o herbicida bentazon em cada tempo de exposigao.
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4.2. Efeito do bentazon na maxima performance fotossintética do FSII da microalga

4.2.1. Inducao da maxima fluorescéncia da clorofila-a com o DCMU

O comportamento da maxima performance fotossintética do FSII (Fv/Fm) em
funcao da concentracao do herbicida bentazon ¢ mostrado na Figura 13. Observa-se que
o aumento da concentracdo do herbicida bentazon inibiu a Fv/Fm da diatomacea
Skeletonema costatum. A figura 14 mostra a Fv/Fm da microalga exposta aos
tratamentos do herbicida, em fun¢do do tempo experimental. A Fv/Fm da microalga, foi
afetada logo no momento da adicdo do bentazon. Os resultados mostraram que, apesar
da Fv/Fm diminuir com o aumento da concentracio do agente toxico, seu

comportamento foi semelhante considerando o tempo de exposi¢ao.

Apbs 48 horas de exposicao, a Fv/Fm obtida no controle (média + desvio padrao)
foi de 0,63 + 0,08. A menor concentragio testada (0,70 mg.L™") causou uma inibicio de
aproximadamente 5% na Fv/Fm média, que foi de 0,60 £ 0,07. A maior inibi¢do da
Fv/Fm (75,11%) foi obtida na concentracdo de 45,00 rng.L'1 de bentazon. A
concentragcdo do herbicida que gerou 50% de inibicdo na Fv/Fm média (CEsy), apds 48
horas de exposicdo, foi de 12,80 mg.L". As concentra¢des de efeito nio observado
(CENO) e de efeito observado (CEO) foram de 1,41 e 2,81 mg.L", respectivamente
(Figura 15).

Nas concentragdes mais baixas de bentazon, o percentual de inibicdo da Fv/Fm foi
maior no momento da adigdo do bentazon e diminuiu com o aumento do tempo de
exposicdo. Na concentragio mais baixa testada (0,70 mg.L™"), por exemplo, o percentual
de inibicdo da Fv/Fm atingiu 14% no momento da adi¢cdo do bentazon e 0,26% em 48

horas de exposi¢ao.
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Figura 13 — Percentual de inibi¢do da Fv/Fm (média * desvio padrio) de S. costatum em fungdo da

concentragdo do herbicida bentazon no experimento de inducdo da fluorescéncia maxima com o DCMU.
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Figura 14 — Média da Fv/Fm (média * desvio padrdo) de S. costatum nos diferentes tratamentos com o

herbicida bentazon durante o experimento de indugdo da fluorescéncia maxima com o DCMU.
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Figura 15 — Valores médios de Fv/Fm da diatomécea S. costatum exposta a diferentes concentragdes do
herbicida bentazon durante 48 horas, no experimento com o DCMU. (*) = tratamentos onde, através da
analise de variancia (ANOVA), o efeito observado foi significativamente diferente do obtido no controle para

a=0,05.

Houve um aumento nas médias da Fo e Fm conforme aumentou o tempo de
exposi¢do exceto nos tratamentos de 22,50 e 45,00 mg.L'1 onde estas permaneceram
praticamente estaveis. A partir da concentragio de 2,81 mgL™’ observou-se uma
diminuicdo da distancia entre as curvas de Fo e Fm e uma consequente diminui¢do na
Fv/Fm. No tratamento de 45,00 mg.L" as médias da Fo e Fm quase coincidiram e a Fv/Fm
permaneceu em niveis baixos durante todo o tempo de exposicao (Figura 16).

A Fo foi maior no inicio do tempo de exposi¢do e nas concentragdes de bentazon
mais baixas, quando ndo houve efeito sobre a biomassa algal, ¢ diminuiu nas maiores
concentracdes onde a biomassa algal diminuiu. J& a Fm diminuiu com o aumento da
concentragdo de bentazon. A média da Fm apresentou um padrdo de variagdo semelhante
ao da Fo, considerando o tempo experimental, e manteve-se sempre em niveis mais altos
(Figura 17). A sequéncia de leituras de Fo e Fm (média ao longo do tempo em cada
tratamento) estiveram fortemente correlacionadas (r=0,97; n =40, P <0,05).

Os valores de fluorescéncia de fundo, ou seja, fluorescencia minima da amostra

filtrada (Fof) e fluorescencia maxima da amostra filtrada (Fmf), nos diferentes tratamentos,
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foram baixos. O valor de Fof (média + desvio padrao) foi de 0,94 £ 0,16 upf, que

representou 1,7% da média da Fo, e o valor de Fmf foi de 0,86 £ 0,17 upf, representando

0,9% da média de Fm.
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Figura 16 — Média dos valores de Fo (a) e Fm (b) para S. costatum durante o tempo de exposi¢do, em cada

tratamento com o herbicida bentazon.
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Figura 17 — Média das leituras de Fo (a) e Fm (b) nos tratamentos com o herbicida bentazon, em cada tempo

de exposigao.
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4.2.2. Indugdo da fluorescéncia da clorofila-a com o fluorimetro de pulso de amplitude

modulada PAM-2000

Como foi observado no experimento com o DCMU, houve uma inibi¢ao na Fv/Fm
da diatomécea S. costatum com o aumento da concentragdo da substancia-teste (Figura 18).
A Fv/Fm apresentou um padrdo de variagdo semelhante ao longo do experimento em todos
os tratamentos. Antes da adi¢dao do herbicida bentazon (0 horas), a Fv/Fm (média £ desvio
padrdo) nos tratamentos e no controle foi de 0,46 + 0,04. No momento da adi¢do do
bentazon (0,03 horas), a Fv/Fm caiu abruptamente em todos os tratamentos (Figura 19).

A Fv/Fm média ao longo do experimento nos tratamentos foi pelo menos duas vezes
menor que a obtida no controle. Foram observadas inibi¢des de 47%, 64,7 % e 69,5% na
Fv/Fm da microalga, nos tratamentos de 11,25; 22,50 e 24,00 rng.L'1 de bentazon, que
correspondem, respectivamente, 8 CENO, CEO e CEs, determinadas no ensaio de inibi¢ao
de crescimento algal. A CEsy obtida neste experimento foi de 12,53 mg.L'l. N3ao foi
possivel calcular os parametros ecotoxicologicos CENO e CEO, pois a menor concentragao

testada j& ocasionou uma diminuigdo significativa na Fv/Fm da diatomacea S. costatum.

¥ =0,97;F,,=58,10; P <0,05
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’UT >
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£
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c
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Figura 18 - Percentual de inibi¢do da Fv/Fm de S. costatum em relagdo ao controle, nos tratamentos com o

herbicida bentazon (experimento de indugdo da fluorescéncia maxima com o PAM).
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Figura 19 - Média da performance fotossintética (Fv/Fm) de S. costatum nos diferentes tratamentos com o

herbicida bentazon no experimento de indugdo da fluorescéncia maxima com o PAM.

Diferentemente do que foi observado no experimento com o DCMU, ndo houve

variagdo nos valores de Fo e Fm com o aumento do tempo de exposicdo. Também nao

houve variacao da Fo com o aumento da concentracdo de bentazon. Todavia, os valores de

Fm diminuiram com o aumento da concentracao de exposi¢ao (Figuras 20 e 21).
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Figura 20 — Fluorescéncia minima (Fo) ao longo do tempo de exposig¢do nos diferentes tratamentos com o

herbicida bentazon.
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Figura 21 — Fluorescéncia maxima (Fm) ao longo do tempo de exposi¢do nos diferentes tratamentos com o

herbicida bentazon.
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Os valores da Fv/Fm no experimento com o PAM foram, em média, 1,54 vezes
menores do que os obtidos no experimento com o DCMU. Entretanto, os percentuais de
inibicao da Fv/Fm e o valor calculado de CEs, obtidos através de ambas as metodologias

foram semelhantes (Tabela 02).

Tabela 02 — Valores de percentual de inibicdo da Fv/Fm e concentracdo efetiva mediana (CEs) do herbicida
bentazon sobre a diatomacea S. costatum nos experimentos de indugdo da fluorescéncia da clorofila-a com o

PAM e com o DCMU.

% Inibicao da Fv/Fm

Tratamento (mg.L™) PAM DCMU
11,25 4714 47,71

22,50 64,7 57,28

24,00 69,55 67,77
CEso(mg.L™) 12,53 12,79

A concentragdo de 11,25 mg.L" de bentazon, nio apresentou efeito detectavel no
ensaio de inibicdo de crescimento algal. Entretanto, esta mesma concentracdo ocasionou
um comprometimento do estado fisiolégico da espécie causando uma inibicdo de
aproximadamente 47% na Fv/Fm. A concentragao de 24,00 mg.L'l de bentazon, CEs,
determinada através do ensaio de inibicdo de crescimento algal, corresponderam a uma
inibi¢do de 60,59% e 69,50% na Fv/Fm nos experimentos com o0 DCMU e com o PAM,
respectivamente. Os valores de CEsy obtidos no experimento de medi¢cdo da Fv/Fm com o
DCMU (12,79 mg.L™") e com o PAM (12,53 mg.L™") corresponderam a aproximadamente

50% da CEs( obtida no ensaio padrao de inibicao de crescimento algal (Tabela 03).
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Tabela 03 — Valores de concentra¢do de efeito ndo observado (CENO), concentracdo de efeito observado
(CEO), concentragdo efetiva mediana (CEs,) e os percentuais de inibi¢do correspondentes (em negrito), no
ensaio de inibi¢cdo de crescimento algal, experimento de avaliagdo da performance fotossintética utilizando o

DCMU e experimento de avaliagdo da performance fotossintética utilizando o PAM.

Tratamento (mg L")

CENO CEO CEsg

Ensaio de inibigdo de 11,25 22,5 23,97
crescimento algal 4,15 48,89 50,00
Avaliagio da performance 1.41 2,81 12,79
fotossintética (DCMU) 12,42 21,38 50,00
Avaliagio da performance ) - 12,53
fotossintética (PAM) i ) 50,00
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5. DISCUSSAO

5.1. Variacao do pH durante o experimento

Sabe-se que o pH ¢ um dos principais fatores que influenciam na biodisponibilidade
de um composto quimico uma vez que o seu transporte para dentro da célula ¢ influenciado
pelo seu grau de ionizacdo e este, por sua vez, pelo pH do meio. Formas ionizadas de uma
substancia quimica tém sua entrada, através da membrana celular, dificultada, enquanto que
as formas moleculares tém a entrada facilitada (Azevedo e Lima, 2003). Segundo Sterling
et al. (1990), o herbicida bentazon se difunde livremente e extensivamente pela membrana
de células cultivadas de malvao (Abutilon theophrasti). Esse estudo revelou que a absor¢ao
do bentazon para o meio intracelular ¢ inversamente relacionada com o pH do meio onde o
composto esta diluido.

No presente estudo, foi observado um aumento no pH, desde o inicio até o final do
experimento, nos tratamentos onde houve crescimento algal. O aumento no pH foi
resultante do desenvolvimento do processo fotossintético e a conseqiliente remog¢ao do CO,
dissolvido no meio de cultivo. Nos tratamentos onde foi observada inibi¢do no crescimento
algal, o pH praticamente ndo variou. Conseqiientemente, a variagdo que ocorreu no pH nado

influenciou na toxicidade observada sobre o crescimento algal.

5.2. Efeito do herbicida bentazon sobre o crescimento da microalga

A toxicidade moderada que foi observada do herbicida bentazon sobre o
crescimento da diatomacea Skeletonema costatum confirma o que ¢ reportado em outros
estudos ecotoxicologicos, e € explicito pela baixa toxicidade deste herbicida em relagdo a
outros herbicidas e compostos quimicos potencialmente poluidores.

A concentragdo efetiva mediana (CEsp) encontrada neste trabalho (24,00 mg.L'l) ¢
pelo menos duas vezes superior ao valor de 10,10 mg.L™" reportado pela EPA (2000) para o
efeito do herbicida bentazon sobre o crescimento de S. costatum, o que € explicado pela
diferenca nos tempos de exposi¢do (72 horas e 120 horas, respectivamente) (Tabela 04).
Mesmo que a comparagdo entre o valor documentado pela EPA e o encontrado neste

trabalho esteja dificultada devido a este fato, os dados apresentados neste trabalho
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fornecem uma informagdo importante, pois podem ser comparados com resultados de
outros estudos com outros pesticidas também utilizados no cultivo do arroz irrigado, que
foram realizados nas mesmas condi¢des experimentais € com a mesma linhagem de S.
costatum utilizados neste trabalho,.

O herbicida benzaton apresentou toxicidade significativamente menor do que a de
outros defensivos agricolas utilizados na rizicultura da regido sul do Brasil, como por
exemplo, os inseticidas carbofuran e fipronil e o herbicida clomazone. Foram encontrados,
para esses pesticidas, valores de concentragao efetiva mediana (CEsg), sobre S. costatum, de
0,34, 1,09 e 2,87 mg.L™", respectivamente (Correia et al., 2005), enquanto que o valor de
CEso obtido no presente estudo foi pelo menos 8 vezes superior (24,00 mg.L™),
confirmando sua menor toxicidade.

O herbicida bentazon também se mostrou menos toxico para diatomacea S.
costatum do que algumas substancias de referéncia utilizadas com freqiiéncia em ensaios
ecotoxicoldgicos. O valor de CEsp72n para o cloreto de zinco e cloreto de cadmio, por
exemplo, & de 0,14 mg. L' (Walsh ez al., 1988), 0,025 mg.L™" para o sulfato de cobre (Fisher
e Frood, 1980) e 0,0037 mg.L" para o cloreto de merctrio (Cloutier-Mantha ¢ Brown,
1980). Assim, pode-se classificar o benzaton como um composto de toxicidade moderada
para S. costatum. Ja o pesticida pentaclorofenol apresenta CEspoen de 0,08 mg.L'1 e,
portanto, ¢ altamente toxico. O dicromato de potéassio apresenta uma toxicidade (CEsg 7on =

31,1 mg.L") inferior a do bentazon (Kusk e Nyholm, 1991) (Tabela 04).
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Tabela 04 - Valores de concentragdo efetiva mediana (CEs,) para o efeito de diferentes substancias quimicas

usadas como referéncia em ensaios padrao em ecotoxicologia, sobre a diatomacea S. costatum.

Tempo de exposigao

Substancia-teste CEso (mg.L'1) (horas) Referéncia

Cloreto de mercurio 0,0037 72 Cloutier-Mantha e Brown (1980)
Sulfato de cobre 0,025 72 Fisher e Frood (1980)
Pentaclorofenol 0,08 96 EPA (2000)

Cloreto de cadmio 0,14 72 Walsh et al. (1988)

Cloreto de zinco 0,14 72 Walsh et al. (1988)

Bentazon 10,1 120 EPA (2000)

Bentazon 24 72 Este trabalho

Dicromato de potassio 31,1 72 Kusk e Nyholm (1991)

A toxicidade encontrada neste estudo para o efeito do bentazon sobre o crescimento
da diatomdcea S. costatum, esta dentro do padrao que ¢ reportado sobre a sua toxicidade em
outras espécies de fitoplancton. Os valores de CEsg.7on encontrados na literatura sao de 4,50
, 42,50 e 47,30 mg.L™" para as cloroficeas Selenastrum capricornutum (Pseudokirshneriella
subcapitata), Chlorella fusca e Ankistrodesmus sp., respectivamente (Huber e Otto, 1994;
Faust et al., 1993). Para a cianoficea Anabaena flosaquae ¢ reportada uma CEsy de 10,00

mg.L'1 apos cinco dias de exposi¢ao (EPA, 2000) (Tabela 05).
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Tabela 05 — Valores de concentracdo efetiva mediana (CEsy) para o efeito do herbicida bentazon em

diferentes espécies de fitoplancton.

Espécie CEso (mg.L™) Tempo(ﬂz;xsr;osigéo Referéncia

P. subcapitata 4,50 72 Huber e Otto (1994)
C. fusca 42,50 72 Faust et al. (1993)
Ankistrodesmus sp. 47,30 72 Faust et al. (1993)
A. flosaquae 10,00 120 EPA (2000)

S. costatum 10,10 120 EPA (2000)

S. costatum 24,00 72 Este trabalho

No ensaio padrdo de inibigdo de crescimento algal, onde na maioria das vezes a
biomassa ¢ estimada via fluorescéncia da clorofila a, ¢ esperado que os valores de
fluorescéncia da clorofila a sejam os mesmos dos obtidos no controle, nos tratamentos onde
nao ha efeito toxico, e que sejam menores, como conseqiiéncia da diminui¢cdo na biomassa
algal nos tratamentos onde ¢ observado efeito toxico. No caso deste trabalho, houve uma
alteracdo nesse padrdo, pois a fluorescéncia medida ndo foi apenas reflexo da biomassa
algal e, portanto, da concentracdo de clorofila a. Houve também a interferéncia da
fluorescéncia gerada pelo efeito da substancia-teste sobre o FSII (indugdo da fluorescéncia
da clorofila a) conforme repotado por Mine e Matsunaka (1975) e Nimbal et al. (1996), e
explicado anteriormente em introdugdo (iten 1.3.2.1.). Nos tratamentos onde a biomassa
algal ndo foi afetada ja havia um efeito toxico sobre o FSII e os valores de fluorescéncia da
clorofila @ aumentaram atingindo valores superiores aos obtidos no controle. Nos
tratamentos onde a biomassa algal foi afetada houve uma diminui¢do na concentraciao de

clorofila a e, portanto, nos valores de fluorescéncia medidos.
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5.3. Efeito do herbicida bentazon sobre a maxima performance fotossintética do FSII da
microalga

O herbicida bentazon também se mostrou menos toxico do que outros herbicidas
que possuem mecanismo de acao semelhante, quando o parametro considerado ¢ a méxima
performance fotossintética do FSII (Fv/Fm). Neste estudo, os tratamentos de 12,80 rng.L'1
(experimento DCMU) e 12,53 mg.L™" (experimento PAM) de bentazon, inibiram em 50% a
Fv/Fm da diatomécea S. costatum. Em contraste, foi demonstrado que 0,003 mg.L"' do
herbicida DCMU inibe em 25% na Fv/Fm da diatomacea marinha Phaedactylum
tricornutum (Schreiber et al., 2002). Também tendo obtido efeito de maior toxicidade do
que os resultados do presente estudo, Geoffroy et al. (2004) mostraram que a mesma
concentracdo do herbicida flumioxazin inibe em 13% a Fv/Fm da cloroficea dulcicola
Scenedesmus obliquus apds 24 h de exposic¢ao.

Os padrdes observados de variacdo da Fv/Fm ao longo do tempo experimental,
principalmente nas concentragdes de bentazon mais baixas, foram semelhantes entre si,
sugerindo que o herbicida bentazon diminui os niveis da Fv/Fm mas nao altera seu padrao
natural de variacao ao longo do ciclo de vida alga. O mesmo foi encontrado por Macinnis-
Ng e Ralph (2003) ao submeter Zostera capricorni aos herbicidas atrazina e DCMU. Os
autores mostraram que 100 ;,Lg.L'1 dessas substancias inibem em 57% e 73% a Fv/Fm de Z.
capricorni, entretanto o seu padrao de variagdo ao longo do tempo de exposi¢do nao foi
alterado em relacdo ao que foi observado no controle.

A diminui¢do progressiva da toxicidade do bentazon (nas concentragdes mais
baixas) que foi observada com o aumento do tempo de exposi¢do, pode estar relacionada a
rapida fotodegradacdo desse composto. No processo de fotodegradagdao, as moléculas de
bentazon sdo rapidamente quebradas e a concentragdao diluida no meio de cultivo diminui
progressivamente. Experimentos em laboratorio mostraram que o herbicida bentazon, sob
iluminagdo, apresenta meia-vida de 14 horas em pH 9,0 a 25°C (Eswein e Panek, 1986;
FAO, 1999).

Os processos de biodegradagdo, por outro lado, podem ser desconsiderados uma vez
que, com relacdo a biodegradacdo do bentazon, foram reportadas meia-vidas de cerca de
100 dias (Bieber, 1994) e 84 dias (Thorstensen e Lode, 2001). Outros herbicidas com modo

de acdo semelhante ao do bentazon possuem uma degradacdo mais lenta. Isso € o caso dos
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herbicidas DCMU e atrazina, com meia-vidas de 43 (Ralph, 2000; Haynes et al., 2000) e
150 dias (Ralph, 2000), respectivamente.

Outros fatores que podem estar atuando contribuindo para a diminuicdo da
toxicidade sdo processos inerentes ao proprio metabolismo do bentazon pelas células algais

e mecanismos de detoxificacdo, que serdo discutidos posteriormente.

5.3.1. Variagao dos valores de Fo e Fm

Um dos fatores que influenciaram nos valores de Fo e Fm foi o efeito direto do
bentazon sobre o FSII (indugdo da fluorescéncia da clorofila a). Considerando que a
substancia-teste atua como bloqueador do FSII, a energia luminosa absorvida pelas
moléculas de clorofila @, ndo pode ser usada na fotoquimica e ¢ entdo dissipada nao
fotoquimicamente causando um aumento no sinal de Fo que entdo se aproxima do nivel de
Fm (Krause e Weis, 1991; Merz et al., 1996). Esta tendéncia foi observada por Ralph
(2000) que verificou um aumento no sinal de fluorescéncia da clorofila a ao expor
Halophilia ovalis a diversos pesticidas.

Nas concentragdes de bentazon mais altas, a diminuicdo na biomassa algal
ocasionou a diminui¢do nas leituras de Fo e Fm. No caso do trabalho de Ralph (2000), os
valores absolutos de Fo e Fm ndo foram influenciados pela biomassa algal ja que o tempo
de exposi¢do foi de apenas 96 horas e a espécie alvo utilizada nos experimentos foi uma
macroalga cuja biomassa varia mais lentamente.

Diferentemente do que foi observado para Fo e Fm, a Fv/Fm nio foi afetada pela
biomassa algal. A Fv/Fm ¢ expressa pela taxa entre a fluorescéncia variavel (Fm-Fo) e a
Fm, ndo dependendo dos valores absolutos de Fo e Fm. Os sinais captados de Fo e Fm sao
dependentes das atividades fotoquimicas e das propriedades oOticas da amostra (i.e.
densidade celular) e, consequentemente, ¢ essencial remover estas variagdes para se realizar
comparagdes entre eventuais mudangas nas caracteristicas da fluorescéncia de diferentes
amostras (Baker e Rosenqvist, 2004). Isto pode ser feito de forma mais segura comparando-
se taxas dos valores de fluorescéncia medidos, as quais sdo menos dependentes desses

fatores (Baker e Rosenqvist, 2004; Lichtenthaler et al., 2005). Devido a isso, em sua
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maioria, os resultados encontrados nos diferentes trabalhos sdo publicados geralmente na

forma de taxas dos valores de fluorescéncia medidos.

5.3.2. Comparagao das medi¢des da Fv/Fm feitas nos experimentos com o DCMU e com o
PAM

As diferengas observadas nos valores de Fv/Fm obtidos nos experimentos com o
DCMU e PAM podem estar associadas a diferencas na metodologia adotada para medir Fo
e Fm além das diferencas inerentes aos equipamentos utilizados. O fluorimetro usado no
experimento com o DCMU (Turner Designs TD-700) possui alta sensibilidade para a
determinagdo de clorofila a em suspensoes liquidas (Turner Designs, 1997), enquanto que o
fluorimetro de pulso de amplitude modulada PAM-2000 tem maior sensibilidade para a
detecgdo da fluorescéncia da clorofila a em vegetais superiores (Walz, 2006).

Entretanto, considerando a principal abordagem deste trabalho, que foi a avaliagdo
da toxicidade da substincia-teste sobre a microalga, ambas as metodologias geraram
resultados semelhantes. Os valores absolutos de Fv/Fm foram sempre mais baixos na
metodologia com o PAM em relagdo a metodologia com o DCMU, porém, as diferencas
entre os valores obtidos nos tratamentos em relagdo aos obtidos no controle (toxicidade
medida) foram semelhantes em ambas as metodologias.

A técnica de medicao da Fv/Fm com o uso do DCMU, apesar de eficiente ¢
menos pratica se comparada a metodologias mais modernas como a que usa o fluorimetro
PAM, o que torna-se evidente ao compararmos quantidade de procedimentos necessarios

para o desenvolvimento de cada experimento.

5.4. Comparagdo dos diferentes parametros monitorados quanto a sua sensibilidade para a
detec¢ao dos efeitos do herbicida bentazon

Sabe-se que o crescimento saudavel de um organismo ¢ resultado do perfeito
funcionamento e integracao dos processos bioquimicos e fisiologicos (Nelson e Cox, 2005).
Qualquer xenobionte causa efeitos imediatos nas vias bioquimicas, que precedem os efeitos

observados sobre a fisiologia, o crescimento e a reproducdo do organismo exposto (Rand e
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Petrocelli, 1985; Adams e Rowland, 2003). Nossos resultados demonstraram que o
monitoramento da Fv/Fm foi mais sensivel do que o monitoramento do crescimento algal
na deteccdo imediata do efeito toxico ocasionado pelo herbicida bentazon sobre a
diatomacea S. costatum. Como demonstrado, imediatamente apos a adigao da substancia-
teste foi detectado o efeito toxico sobre a Fv/Fm em uma concentragdo 8 vezes inferior a
concentragdo de efeito observado (CEO) determinada através do ensaio convencional de
inibicdo de crescimento algal.

Os resultados deste trabalho estdo de acordo com outros estudos que também
confirmaram a maior sensibilidade da Fv/Fm para a deteccdo de efeitos precoces de
substancias toxicas em um curto periodo de exposicdo. Thompson (1997) comparou os
efeitos de um metal toéxico, um pesticida, uma amostra do efluente de uma estacao de
tratamento de esgoto e amostras de sedimento sobre a Fv/Fm e o crescimento da cloroficea
Pseudokirshneriella subcapitata. Considerando as amostras de sedimento, a CEO,
determinada no monitoramento da Fv/Fm, foi 70% menor do que a obtida quando o
parametro monitorado foi o crescimento em um periodo de 24 horas de exposicao.
Considerando o metal toxico e o pesticida pentaclorofenol, cujos efeitos sao mais agudos, a
Fv/Fm mostrou-se mais sensivel em um tempo de exposicdo menor do que 24 horas.
Tratamentos de 05 horas com cobre e 24 horas com pentaclorofenol inibiram em 25% a
Fv/Fm. No presente trabalho a CEO obtida no monitoramento da Fv/Fm, também foi
consideravelmente mais baixa (87% menor) do que a obtida no monitoramento do
crescimento algal.

Na avaliacdo da toxicidade de pesticidas, ¢ aplicado um indice de seguranca
proposto por Solomon (1997). Este indice € calculado a partir da relag@o entre a CEs( obtida
no ensaio toxicologico e a concentragao do pesticida recomendada pelo fabricante para a
aplicacdo no campo. Pesticidas com valores de indice de seguranga maiores do que 20
apresentam um menor risco de impacto ambiental. Considerando a concentragdo
recomendada para a aplicagio do herbicida bentazon no campo (0,96 mg.L™") e a CEs
(24,00 mg.L™") obtida através do ensaio padrio de inibigdo de crescimento algal, o produto
ndo apresenta alto risco de impacto ambiental (indice de seguranca equivalente a 25).
Entretanto, considerando que em ambientes sujeitos a poluicdo pode haver nao

necessariamente uma diminui¢do na biomassa, mas sim um comprometimento do estado
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fisioldgico dos organismos (Lovett-Doust e Lovett-Doust, 2001; Landis e Yu, 2003) e,
neste caso, considerando a CEs, (aproximadamente 13,0 mg.L'l) obtida no monitoramento
da Fv/Fm, o produto seria considerado impactante ao ambiente (indice de seguranga de
13,05). Dos resultados obtidos considerando tanto a Fv/Fm, como também o crescimento, a
aplicacao do pesticida, do modo como ¢ realizada, ocasiona um possivel efeito cronico cujo

resultado ambiental ¢ a selecdo de espécies resistentes.

5.5. Aplicabilidade da Fv/Fm para o estudo da toxicidade do bentazon em orgasnismos
fitoplanctonicos

Os resultados obtidos demonstraram que a Fv/Fm tem alta sensibilidade para
deteccao dos efeitos precoces gerados pela exposicdo ao herbicida bentazon. A detecgdo
rapida do efeito toxico em uma baixa concentracdo da substancia-teste denota a
potencialidade e aplicabilidade da Fv/Fm como biomarcador na avaliagdo da toxicidade de
substancias toxicas sobre organismos fotossintetizantes.

Além disso, foram comprovadas a sensibilidade e aplicabilidade da diatomécea S.
costatum nao apenas em ensaios ecotoxicoldgicos convencionais, como também em
experimentos alternativos baseados no uso de biomarcadores de estresse fisioldgico.

No presente estudo, a Fv/Fm mostrou uma maior sensibilidade do que a
concentracdo de clorofila a, comumente adotada em bioensaios ecotoxicologicos como
forma de estimar a biomassa algal. O monitoramento continuo da eficiéncia do FSII,
reflexo do seu funcionamento, possibilitou uma analise mais detalhada do comportamento
do efeito toxico ao longo do tempo de exposi¢do € em concentragdes inferiores aquelas
onde foi detectado qualquer efeito sobre a concentracdo de clorofila a. Com isso, foi
possivel analisar as variacdes na intensidade do efeito toxico desde os momentos iniciais de
exposicao e detectar concentragdes limites com perda na eficiéncia do FSII e associa-la as
fases do crescimento do organismo.

A aplicacdao da Fv/Fm ¢ valida ndo somente para detectar a presenca de substancias
que agem diretamente sobre o FSII, mas também as que ndo agem diretamente sobre esse
local (Podola et al., 2004; Wang et al., 2006; Tukaj et al., 2006; Kuster e Altenburger,

2007). Substancias toxicas e/ou fatores estressantes podem inibir reacdes metabdlicas nao
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diretamente envolvidas na fotossintese, modificando o estoque de diversos intermediarios
metabodlicos, que por sua vez podem influenciar na sintese de moléculas chave no
metabolismo fotossintético e, conseqiientemente, interferir na taxa de fotossintese e nas
caracteristicas da fluorescéncia emitida (Baker e Rosenqvist, 2004). Isto confere a Fv/Fm
um alto potencial para aplicagdo na avaliagdo da toxicidade de amostras ambientais as quais
geralmente apresentam um conjunto de diversas substancias toxicas interferindo em varios
processos metabodlicos do organismo exposto.

No presente estudo, por outro lado, ndo foi possivel prever em curto prazo sobre um
provavel efeito téxico no crescimento da alga, ou seja, em nivel populacional, somente
considerando os efeitos imediatos observados sobre a Fv/Fm. Nas concentra¢des
intermediarias de bentazon, no final do tempo de exposi¢ao, por exemplo, enquanto que a
Fv/Fm diminuiu, o crescimento algal nao foi afetado. Isso pode estar relacionado a
mecanismos de modulagdo do efeito toxico (mecanismos de detoxificagdo), associados ao
metabolismo celular, que causam uma adaptacdo fisiologica temporaria, durante a
exposicao das células a substancia toxica, de modo que fungdes vitais como o crescimento
e a reproducdo praticamente nao sao afetados (Andersen e Barton, 1998).

Um destes mecanismos pode estar relacionado a regulagdo do balango energético
entre os fotossistemas I e II. Como o herbicida bentazon bloqueia o FSII que perde
parcialmente sua eficiéncia, mas nao tem efeito sobre o FSI (Boger et al., 1977) este
ultimo, apesar de ndo receber integralmente a energia proveniente do FSII, ainda capta
diretamente energia luminosa, através do seu proprio complexo antena, e a transfere ao
processo fotoquimico. A diminui¢do da taxa de transporte de elétrons do FSII para o FSI ¢
compensada por uma regulacdo do balango estequiométrico das reagdes de oxi-redugdo
ocorrentes nos fotossistemas, que ocorre através de modificagdes na composicdo das
macromoléculas responsaveis pelo andamento dessas reagdes (Fujita et al., 1987;
Pfannschmid ef al., 2001; Sonoike et al., 2001) resultando, assim, na regulacdo do processo
fotossintético como um todo.

Outro mecanismo atuante na detoxificagdo do bentazon ¢ mediado por hidroxilases
do citocromo P450, que o transformam em 6-OH e 8-OH-hidroxibentazon. Estes ltimos
podem ser conjugados com agucares e translocados para diversos tecidos (Huber e Otto,

1994). Esse ¢ o mecanismo no qual se baseia a seletividade do herbicida bentazon, ja que
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ocorre exclusivamente em linhagens selecionadas de espécies de interesse para cultivo,
enquanto que vegetais mais simples, como as plantas daninhas, ndo sdo capazes de fazé-lo e
acabam morrendo (Huber e Otto, 1994). Entretanto, ndo sdo encontrados estudos sobre a
existéncia e/ou eficiéncia desse processo em algas.

Um terceiro processo de detoxificagdo ¢ desempenhado pelos carotenodides
presentes na membrana do tilacdide (Demmig et al., 1987), que podem atuar amenizando
os efeitos deletérios indiretos do bentazon. Estes compostos tém a capacidade de ajudar na
dissipacdao nao fotoquimica do excesso de energia de excitagcdo causada pelo bloqueio do
FSII pelo herbicida bentazon. Os carotenoides reduzem a formacao de radicais superoxido
(102) causando a dissipagdo da energia da ICla* e 3Cla*, além de inativar diretamente o 'O,
formado e, conseqiientemente, evitando a fotodestruicdo dos pigmentos e proteinas das
estruturas das organelas (Demmig et al., 1987; Krinsky, 1994; Porra et al., 1997; Asada,
2006). O ciclo da diadinoxantina, presente nas diatomdceas, que ¢ andlogo ao ciclo das
xantofilas nas algas verdes e pardas e em vegetais supeiores (Arsalane, 1994), também tem
funcio protetora. Nesse processo, a diatoxantina dissipa a energia da 'Cla*, e ¢ oxidada
formando diadinoxantina (Porra ef al., 1997; Niyogi et al., 1997).

Embora se saiba sobre a existéncia desses mecanismos de detoxificacdo, nao sdo
encontradas informagdes sobre a sua eficiéncia em resposta a exposicdo ao bentazon, em
espécies naturais, principalmente em se tratando de algas. Os estudos existentes se
resumem ao uso de espécies diretamente envolvidas na atividade agricola (Al-Mendoufi e

Ashton, 1984; Sterling et al., 1999; Han e Wang, 2002; Wu e Wang, 2003).

5.6. Consideragdes Finais

O presente trabalho vem a confirmar o que ¢ reportado na literatura sobre a
utilizagdo de biomarcadores na area da ecotoxicologia. Considerando a grande diversidade
de possiveis interagdes de cada diferente substdncia toxica nas diferentes espécies
(biodisponibilidade, interacdes fisico-quimicas, metabolismo celular e mecanismos de
detoxificagdo, etc), estudos toxicoldgicos, devem considerar o efeito da substancia-teste em
varios processos fisioldgicos vitais (o que envolve a utilizagdo de mais de um

biomarcador), a atuacdo dos principais mecanismos de detoxificacio, bem como a

53



realizagdo de bioensaios toxicoldgicos convencionais, para se avaliar de forma mais realista
o comportamento do efeito sobre a biomassa populacional da espécie em questao.

Ha situagdes, por outro lado, onde se deseja apenas detectar a presenca de alguma
substancia toxicas em amostras. Nesse caso, a utilizacdo de um biomarcador especifico,
como a Fv/Fm, ¢ uma ferramenta de grande aplicabilidade por ser um pardmetro sensivel e
de rapido diagnostico.

Este estudo ¢ uma contribuicdo para a area da ecotoxicologia, apresentando
informacdes ainda desconhecidas sobre o efeito de um herbicida de utilizagdo comum no
sul do Brasil, em uma espécie de alta representatividade em ambientes aquaticos costeiros.
Sao apresentados resultados de experimentos ainda pouco difundidos e conhecidos, sobre o
uso de biomarcadores de estresse fisiologico no fitoplancton. Os métodos apresentados
podem ser utilizados por diversos orgaos, como os que controlam a qualidade da agua
destinada para usos nobres (como consumo humano, por exemplo), pois permitem detectar,
com grande rapidez e sensibilidade, a presen¢a de substancias toxicas em amostras de dgua.
As metodologias apresentadas neste trabalho podem ser utilizadas como uma alternativa
aos métodos convencionais mais sensiveis de deteccao de substancias toxicas em amostras,
o0s quais, geralmente, tém custo elevado.

As informacdes fornecidas neste estudo auxiliam na condugdo de outras
investigacdes de monitoramento de ambientes aquaticos sob influéncia das areas de cultivo
de arroz irrigado. Estas areas sdo conhecidas por terem alta abundancia e diversidade
fitoplanctonica. Assim, podem ser desenvolvidos estudos de monitoramento da
performance fotossintética da comunidade fitoplanctonica natural dos cultivares de arroz de
modo a avaliar uma eventual ocorréncia do efeito toxico no ambiente natural, bem como

um acompanhamento mais detalhado da persisténcia dos pesticidas aplicados na adgua.
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6. CONCLUSOES

- O herbicida bentazon ¢ moderadamente toxico para a diatomacea marinha Skeletonema
costatum.

- Com a adicdo do herbicida bentazon, houve uma diminuicdo imediata na maxima
performance fotossintética da microalga.

- Houve efeito de diminuicdo no crescimento da diatomacea S. costatum a partir das 24
horas de exposicao.

- A méxima performance fotossintética foi o parametro estudado que apresentou maior
sensibilidade para deteccdo dos efeitos do herbicida bentazon.

- Os resultados de toxicidade do bentazon sobre a maxima performance fotossintética,
obtidos através das metodologias com 0 DCMU e com o PAM, coincidiram.

- Considerando a toxicidade do herbicida sobre o estado fisiologico da alga e a
concentragdo recomendada pelo fabricante para aplicagdo no campo, o seu potencial
impacto no ambiente, conforme o indice proposto por Solomon (1998), ¢ elevado.

- Foi comprovada a aplicabilidade do parametro Fv/Fm para a deteccdo de substancias
toxicas em bioensaios toxicoldgicos rapidos.

- Por outro lado, a Fv/Fm ndo pode ser utilizada isoladamente para prever a morte celular,
ou seja, inferir sobre um possivel efeito toxico a nivel populacional, sem considerar o efeito
observado em outros processos fisiologicos.

- Foi comprovada e aplicabilidade e sensibilidade da diatomdcea marinha Skeletonema
costatum em bioensaios toxicolégicos convencionais € em experimentos com

biomarcadores.
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