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RESUMO

E crescente a preocupacdo com relacdo aos impactos ecoldgicos causados pelas acdes
antrdpicas. Podemos citar a utilizacdo de surfactantes, onde a sua presenca no ecossistema
aquatico afeta a qualidade da &gua, e aliado a isso temos 0 aumento da temperatura da agua,
como consequéncia do aquecimento global, a qual determina a velocidade dos processos
metabdlicos na biota aquatica. Nesse contexto, esse estudo avaliou o crescimento e as
respostas fisiologicas de duas macroéfitas aquaticas (Egeria densa e Chara sp.) sob o efeito de
duas concentracdes (0,5 e 8,0 mg/L) do surfactante dodecil sulfato de sodio (DSS), em duas
temperaturas (25 e 27 °C) e em meios de crescimento eutréfico e oligotréfico. Foram
avaliados o comprimento acumulado, a constante de crescimento (M), a taxa diaria de
crescimento, o coeficiente de temperatura (Q10), 0 tempo de duplicacdo (td), o nimero, as
contribuicbes e o tempo de emergéncia dos brotos. As andlises fisiologicas, de pigmentos
fotossintéticos (clorofila-a, clorofila-b, carotenoide) e antioxidantes (antocianina e
flavonoide) foram realizadas na biomassa fresca de Chara sp. e E. densa. Diferencas
significativas no crescimento (p < 0,0001) entre os distintos tratamentos (controle e com DSS)
foram identificadas para ambas macrofitas. O aumento de 2 °C promoveu maior crescimento
acumulado em E. densa em meio eutréfico. Para Chara sp. a variacdo térmica de 2 °C, nédo
alterou seu crescimento acumulado em meio eutrofico. As plantas cultivadas no meio
enriquecido com nutrientes e com a presenca de DSS se desenvolveram melhor quando
comparadas ao meio oligotréfico. A maior constante de crescimento (W) para Chara sp.
ocorreu a 25 °C e para E. densa a 27 °C, ambas em meio eutréfico. Com relagdo ao tempo de
duplicacdo (td), os maiores foram registrados para E. densa, nos tratamentos com DSS, a 25
°C (eutrofico). O Qi foi maior (6,36) entre as temperaturas do meio eutréfico para E. densa.
Para Chara sp., 0 Qqo foi 1,2 e 1,28 nos meios eutrofico e oligotréfico, respectivamente. Os
tratamentos a 25 e 27 °C (eutrofico) foram responsaveis pelos maiores ndmeros e
contribuicdes de brotos em Chara sp. e E. densa, respectivamente. Chara sp. apresentou
processo continuo de formacéo e perda de brotos; o numero de broto e suas contribuicdes em
relacdo ao meio de crescimento e temperatura foram expressivos. O tempo de emergéncia
variou entres o0s tratamentos, sendo que para a E. densa a varia¢do ocorreu entre 7 a 27 dias, e
para Chara sp., o periodo foi entre 3 e 7 dias. Fisiologicamente, as plantas se adaptaram a
presenca do DSS; observou-se variagbes nas concentracGes de pigmentos fotossintéticos e
antioxidantes, sendo o crescimento em meio oligotrofico (25 e 27 °C), com as maiores
concentracdes de pigmentos e antioxidantes em ambas as macrofitas. Estes resultados
mostraram que a presenca de DSS, aliado a temperatura e meio de cultivo, influenciam nos
parametros de crescimento de E. densa e Chara sp., sem causar senescéncia precoce e
consequente morte dessas espécies. Houve adaptacdo, de ambas as espécies, em relagdo as
variacOes dos possiveis interferentes DSS, temperatura e grau de estado tréfico do meio no
crescimento.

Palavras-chave: Cinética de crescimento. Macrofitas aquéticas. Eutréfico e oligotréfico.
Modelagem matematica. Indicadores fisiologicos.



ABSTRACT

There is growing concern about the ecological impacts caused by human actions. We can
mention the use of surfactants, where their presence in the aquatic ecosystem affects the
quality of the water, and in addition to this we have the increase in water temperature, as a
consequence of global warming, which determines the speed of the metabolic processes in the
aquatic biota. In this context, this study evaluated the growth and physiological responses of
two aquatic macrophytes (Egeria densa and Chara sp.) Under the effect of two concentrations
(0.5 and 8.0 mg / L) of the sodium dodecyl sulfate surfactant (DSS), at two temperatures (25
and 27 °C) and in eutrophic and oligotrophic growth media. The accumulated length, the
growth constant (), the daily growth rate, the temperature coefficient (Qi), the doubling
time (td), the number, contributions and the emergence time of the shoots were evaluated. The
physiological analyzes of photosynthetic pigments (chlorophyll-a, chlorophyll-b, carotenoid)
and antioxidants (anthocyanin and flavonoid) were carried out on the fresh biomass of Chara
sp. and E. densa. Significant differences in growth (p < 0.0001) between the different
treatments (control and DSS) were identified for both macrophytes. The increase of 2 °C
promoted greater accumulated growth in E. densa in eutrophic medium. For Chara sp. the
thermal variation of 2 °C, did not alter its accumulated growth in eutrophic medium. Plants
grown in the medium enriched with nutrients and with the presence of DSS developed better
when compared to the oligotrophic medium. The highest growth constant (1) for Chara sp.
occurred at 25 ° C and for E. densa at 27 ° C, both in eutrophic medium. Regarding the
doubling time (dt), the highest was registered for E. densa, in the treatments with DSS, at 25
°C (eutrophic). Q1o was higher (6.36) between the eutrophic medium temperatures for E.
densa. For Chara sp., Qo was 1.2 and 1.28 in the eutrophic and oligotrophic media,
respectively. The treatments at 25 and 27 °C (eutrophic) were responsible for the largest
number and contributions of shoots in Chara sp. and E. densa, respectively. Chara sp.
presented a continuous process of formation and loss of shoots; the number of sprouts and
their contributions in relation to the growth medium and temperature were significant. The
time of emergence varies between treatments, and for E. densa the variation occurred between
7 to 27 days, and for Chara sp., the period was between 3 and 7 days. Physiologically, the
plants adapted to the presence of the DSS; variations in the concentrations of photosynthetic
pigments and antioxidants were observed, with growth in oligotrophic medium (25 and 27
°C), with the highest concentrations of pigments and antioxidants in both macrophytes. These
results showed that the presence of DSS, combined with temperature and culture medium,
influence the growth parameters of E. densa and Chara sp., without causing early senescence
and consequent death of these species. There was adaptation, of both species, in relation to the
variations of the possible DSS interferents, temperature and degree of trophic state of the
medium in the growth.

Keywords: Growth kinetics. Aquatic macrophytes. Eutrophic and oligotrophic. Mathematical
modeling. Physiological indicators.
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1. INTRODUCAO

O termo poluente € usado para definir os residuos gerados pelas atividades humanas,
que causam impacto negativo ao ambiente. Essas substancias podem apresentar origem
pontual, como o langamento de efluentes industriais e domésticos, efluentes gasosos, e origem
difusa ou dispersa, como o langcamento de agrotoxicos aplicados na agricultura, que percolam
pelo solo e poluem os corpos hidricos e mananciais subterraneos (BRAGA et al., 2002).

O crescimento da populacdo e do setor industrial, ttm alavancado o consumo de
recursos naturais comprometendo, assim, os sistemas hidricos devido a introducdo de
poluentes como surfactantes, metais e compostos organoclorados, reduzindo assim a
disponibilidade de agua potavel e aumentando 0s custos nos processos de tratamento
(PINHEIRO FILHO, 2008; PERES, 2005). Dentre esses contaminantes, os surfactantes, que
constituem o principio ativo dos detergentes, embora sejam sanitizantes amplamente
utilizados para quebrar a tensdo superficial da dgua e facilitar os processos de limpeza, sdo
agentes causadores de degradacdo da qualidade da agua quando atingem, sem tratamento
prévio, os ambientes aquaticos (SOLOMONOVA; OSTROUMOQV, 2007).

Os esgotos sanitarios possuem de 3 a 6 mg/L de detergentes. As indUstrias de
detergentes descarregam efluentes liquidos com cerca de 200 mg/L do principio ativo. Outras
indUstrias, incluindo as que processam pecas metalicas, empregam detergentes especiais com
a funcdo de desengraxante, como € o caso do percloroetileno (CETESB, 2003). As estacdes
de tratamento de esgoto (ETE) sdo planejadas para devolver, aos corpos hidricos, a agua
utilizada pela populagdo nas mesmas condi¢Ges em que foram retiradas do ambiente. Porém,
no Brasil e na maioria dos paises em desenvolvimento, a maior parte do esgoto é lancado sem
tratamento prévio nos cursos d’agua (TUNDISI et al., 2008), culminando na deteriora¢do da
qualidade da agua (ou desenquadramento perante a Resolucgdo CONAMA 357/2005). A
legislacdo brasileira (BRASIL, 2005) estabelece padrdes de lancamento de efluentes, exigindo
que as ETEs mantenham as concentracdes de surfactantes abaixo dos valores maximos
permitidos em resolucdo estando, assim, aptos a serem devolvidos aos corpos hidricos.

A presenca de quantidades consideraveis de surfactantes nos sistemas aquaticos afeta a
qualidade da agua e, consequentemente, o crescimento dos vegetais aquaticos, como algas e
macrofitas aquaticas, existindo ai uma preocupacdo com relacdo aos impactos ecologicos
causados pela crescente utilizagdo deste (AZIZULLAH et al., 2018; LEWIS, 1990;
SOLOMONOVA; OSTROUMOV, 2007). Segundo FORNI et al. (2012), as macrdfitas sdo

eficientes em acumular varios contaminantes, inclusive surfactantes e, o carater anfotero (que
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pode se comportar como &cido ou como base) desse composto e sua acumula¢do no

organismo ocasiona tanto a contaminacgdo quanto a toxicidade.
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1.1 HIPOTESE

Embora alguns estudos associando a interferéncia dos surfactantes no crescimento de
algumas espécies de macrofitas tenham sido realizados, a associacdo dessas substancias ao
aumento da temperatura global e aos diferentes graus de trofia ainda ndo foram avaliados.

Considerando a tematica apresentada e as implicacGes associadas a ocorréncia de
surfactantes no meio ambiente, sdo necessarios cada vez mais estudos que enfoquem os
efeitos desses residuos em plantas aquaticas avaliando sua contaminacéo frente ao aumento da
temperatura global bem como, com diferentes graus de trofia. A contaminacdo do ambiente
aquatico por surfactantes associado a estes interferentes pode alterar o processo de producao
primaria de macrdéfitas aquaticas. O grau com que as macrofitas influenciam os sistemas
aquaticos é proporcional a biomassa, sendo dependente das espécies (fatores intrinsecos) e de

fatores fisicos e quimicos do ambiente, i.e. fatores extrinsecos (BIANCHINI JR et al., 2010).

Acredita-se que:

(a) concentragdes de Dodecil Sulfato de Sodio (DSS) irdo afetar negativamente o crescimento
de Egeria densa e Chara sp. bem como a formacgdo e tempo de emergéncia de brotos,
influenciando também os coeficientes de crescimento (u), o tempo de duplicacdo (td) e a
fisiologia das plantas;

(b) o aumento da temperatura favorecera o crescimento, formacdo e tempo de emergéncia de
brotos e indicadores fisiolégicas em E. densa e Chara sp.;

(c) Os meios eutréfico e oligotrofico, juntamente com DSS e aumento da temperatura irdo
interferir no crescimento, formacdo e tempo de emergéncia de brotos e indicadores

fisiolégicos de Chara sp. e E. densa.
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1.2 OBJETIVO GERAL

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade do surfactante DSS no
crescimento e nas respostas fisiologicas de E. densa e Chara sp. sob duas temperaturas e dois

meios.

1.2.1 Objetivos especificos

Este trabalho teve como objetivos especificos:

e Avaliar os efeitos de distintas concentracbes de DSS na cinética de crescimento,
tempo de duplicacdo, formagbes e tempo de emergéncia de brotos bem como nas
respostas fisioldgicas de E. densa e Chara sp. sob as temperaturas de 25 e 27 °C;

e Avaliar os efeitos do aumento da temperatura em 2 °C (27 °C) no crescimento, tempo
de duplicacdo, respostas fisiologicas, formacdo e tempo de emergéncia de brotos de E.
densa e Chara sp.;

e Auvaliar a influéncia dos meios eutrofico e oligotréfico no crescimento, tempo de
duplicacdo, fisiologia, formacédo e tempo de emergéncia de brotos de E. densa e Chara

sp. expostas a variacdes de temperatura e concentracdes de DSS.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 SURFACTANTES: CARACTERISTICAS E CONTEXTO HISTORICO

Surfactante € qualquer composto que modifica a tensdo superficial, quando dissolvido
em agua ou solucBes aquosas, e que altera de maneira analoga a tensdo superficial entre os
liquidos (HOLT et al., 1989). Esses agentes tensoativos consistem em cadeias moleculares
com uma parte hidrofébica, contendo de 10 a 20 a&tomos de carbono (como alquil benzenos,
alquil fendis, alcool, parafina ou um polioxipropileno) e uma parte hidrofilica. Esta parte da
molécula pode conter grupos ionizaveis na agua, tais como sulfatos, carboxilatos, sulfonatos
ou grupamento quaternario de amoénio. No entanto, alguns grupos da estrutura hidrofilica
podem ndo ser ionizaveis em &gua, tal como o polioxietileno, tornando o surfactante ndo
ibnico (GARDINGO, 2010).

Dependendo do grupo que estiver presente na estrutura hidrofilica, os surfactantes
podem ser classificados em anidnicos, ndo-idnicos, catidnicos e anfotéricos, de acordo com a
dissociacdo sofrida pelas moléculas em solugdo. Os surfactantes ani6nicos e os surfactantes
anféteros sdo os grupos de surfactantes mais degradaveis, sendo a classe anidnica formada
pelos compostos mais utilizados mundialmente, em volume: o alquilbenzeno sulfonato linear
(LAS) e o dodecil sulfato de sodio (DSS) (SIRISATTHA et al., 2004). Os surfactantes
anidnicos sao compostos que possuem um ou mais grupos polares que, quando dissolvidos em
agua, originam ions carregados negativamente. Ainda segundo o autor, os grupos ligados a
parte hidrofilica do surfactante podem ser sulfonatos e fosfatados, quando ha ligacdo do
enxofre ou fdsforo, respectivamente, ligados ao carbono. No caso de fosfatados, sulfatados e
carboxilados, ha ligacdo direta do carbono ao oxigénio (SOUZA, 2006).

O tensoativo anibnico sintético alquilbenzeno sulfonato (ABS — Alkylbenzene
Sulfonate), foi o primeiro surfactante sintetizado, na década de 40, sendo amplamente
empregado e dominando o mercado entre 0s anos de 1950 e 1965 (GARDINGO, 2010), ainda
segundo o autor, estes compostos possuem biodegradabilidade muito baixa devido a presenca
de cadeias ramificadas em sua estrutura quimica. Isso faz com que ocasione uma redugédo na
transferéncia de oxigénio a biota aquéatica provocada pela formacgdo de espuma. Buscando
solucionar o problema da baixa biodegradabilidade dos ABS no ambiente, foram produzidos

tensoativos com auséncia de ramificacbes nas cadeias carbdnicas, apresentando melhor
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biodegradabilidade, o alquilbenzeno linear sulfonato (LAS), cuja estrutura esta apresentada na
Figura 1.

Esse composto foi introduzido no mercado em 1964 e atualmente é o tensoativo mais
empregado mundialmente, sendo produzidas aproximadamente 3 milhdes de toneladas por
ano, correspondendo a 28% do volume total de surfactantes. Esse fato se deve a este
composto apresentar fabricacdo mais econdmica e eficaz, além de possuir flexibilidade na
formulacdo de detergentes, dada a sua estrutura quimica e as suas propriedades fisicas e
quimicas (TRAJANO, 2011). Estes tensoativos sdo fundamentais na composicdo de
detergentes de uso industrial e doméstico, sendo responsaveis por 65 a 70% das vendas
mundiais (SOUZA, 2006).

9

SOy

Figura 1. Estrutura molecular do Alquilbenzeno Sulfonato Linear (LAS)

(Fonte: Gardingo, 2010)

Como citado, os surfactantes representam o principio ativo de varios produtos de
limpeza (e.g. sabdo, detergentes, produtos de higiene pessoal). Sendo assim, relatos historicos
da producdo de sabdo datam de 1550 a.C., pelos gregos e povos orientais, mas somente no
século IX hé registros de venda do sabao industrialmente produzido para limpeza, na Franca.
H& 200 anos, no cenario da Revolucdo Industrial na Inglaterra, teve inicio a atividade
industrial e profissional de producdo e venda do primeiro sabdo em barra industrializado para
a limpeza de roupas, das casas e das panelas. A formula basica veio dos conhecimentos e dos
“tachos” produzidos na area rural, com um produto a base de sebo de bovino e de cinzas. Com
a | Guerra Mundial, a indisponibilidade de gordura animal estimulou o desenvolvimento de
produtos de limpeza com derivados de petréleo, os chamados detergentes sintéticos. Os
detergentes possuiam uma grande vantagem sobre os sab0es usados até entdo, pois ndo
reagiam com 0s ions calcio e magnésio da agua dura, formando precipitados de dificil

remocdo. Este fator estimulou o crescimento do uso do produto no mundo. Assim, desde
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entdo, essa industria se desenvolveu e expandiu, passando a incluir diversos produtos de
limpeza, como sabonetes, shampoos e os sabdes em pd. Em 1965 tem-se o inicio da producdo
de detergentes no Brasil (ABIPLA, 2019).

O consumo de surfactantes em todo 0 mundo é de oito milhGes de toneladas por ano,
somadas as mais diferentes classes (LI; SCHRODER, 2000), sendo os detergentes a principal
fonte de poluigéo, principalmente nos grandes centros urbanos. Em 2018, o setor de produtos
de limpeza movimentou no mundo cerca de 151,8 bilhdes de reais (ABIPLA, 2019).

O DSS (Cy2H25S04Na), apresenta uma longa cadeia alquilica, insoldvel em agua,
ligada covalentemente a um grupo i6nico, o sulfato de sdédio (Figura 2). O DSS é um
surfactante anidnico usado na fabricacdo de cosméticos e produtos de higiene, tais como
pastas de dentes, shampoo, creme de barbear, algumas aspirinas soltveis e espumas de banho,
sendo usado também em produtos de limpeza (BRUNNER; CAPRI; MARCOMINI, 1988).

Ha *

Figura 2. Estrutura molecular do surfactante Dodecil Sulfato de Sddio (DSS).

(Fonte: SANTOS, 2011)

2.2 IMPACTOS AMBIENTAIS DOS SURFACTANTES NOS RECURSOS HIDRICOS

A atividade industrial e as cidades sdo as principais causadoras da contaminacdo dos
recursos hidricos, ja que ambas vertem diretamente nos rios altas concentracGes de compostos
quimicos de dificil degradacdo, causando alteraces na qualidade desses corpos receptores.
Uma infinidade de compostos quimicos € usada na limpeza de materiais e ambientes e na
higiene pessoal, tanto nas industrias como nos domicilios, sendo a matéria prima principal na
fabricacdo desses produtos, o surfactante (GARDINGO, 2010).

Dentre os problemas ambientais decorrentes do acimulo de surfactantes nos recursos
hidricos, destacamos o0s seguintes efeitos: diminuicdo da concentragdo de elementos
necessarios para a vida aquatica como o oxigénio dissolvido, devido a diminui¢cdo da tensao
superficial da &gua/ar e diminuicdo da penetracdo da luz, responsavel por manter as particulas
presentes em suspensdo (GARDINGO, 2010)
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A presenca dos surfactantes ocasiona, também, possiveis alteracBes na atividade
bioldgica de organismos vivos, 0 que pode estar associado a interacdo desses compostos as
proteinas, peptideos e fosfolipideos das membranas celulares. Sendo assim, essa ligacdo pode
alterar a estrutura desses polipeptideos e mudar a carga superficial das moléculas,
modificando sua funcdo biologica (CSERHATI; FORGACS; OROS, 2002;
ABOULHASSAN et al., 2006), sendo assim, esses surfactantes em excesso, pode levar a
deterioracdo dos processos bioldgicos de tratamento de efluentes aumentando assim o tempo
de retencdo destes efluentes nos sistemas de tratamento (LIWARSKA-BIZUKOJC;
BIZUKOJC, 2006).

As descargas indiscriminadas de detergentes, contendo surfactantes, nas aguas naturais
levam a prejuizos de ordem estética provocados pela formacdo de espumas (GARDINGO,
2010) e a formacdo dessas densas camadas de espumas, por sua vez, dificultam a aeracdo dos
tanques de tratamento de efluentes (PENTEADO, 2005).

Todo esse despejo de efluentes domeésticos, industriais e de agricultura, sem
tratamento tem levado ao processo de eutrofizacdo dos recursos hidricos, visto que esses
efluentes liberam nos ambientes aquaticos grandes quantidades de nutrientes, principalmente
fésforo e nitrogénio, que geralmente em ambientes naturais sdo encontrados em baixas
concentrages e, por isso, sdo fatores limitantes na produgdo priméaria em ambientes aquaticos
(CAVENAGHI et al., 2005).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), apresenta regulamentacdo do
decreto n® 79094 de 1977, que proibe a fabricacdo, comercializacdo ou importacdo de
tensoativos anidnicos nao biodegradaveis (ABS), e a resolucdo normativa n°® 1/78 que define
os tipos de detergentes e seus constituintes. No Brasil, a legislacdo que rege os limites de
substancias tensoativas que reagem com o azul de metileno € a Resolucdo CONAMA n°
357/05 (BRASIL, 2005), na qual os limites toleraveis para aguas doces de classe 1,2 e 3 € 0,5
mg/L e para aguas salinas e salobras € 0,2 mg/L. No entanto, essa Resolugdo ndo preconiza
padrées de méaximos de surfactantes anidnicos em efluentes, bem como nédo ha essa defini¢do
na Resolugdo CONAMA n° 430/2011 (BRASIL, 2011). A informagdo apresentada, no Artigo
5°, Paragrafo 2° da Resolugdo CONAMA n° 430/2011 e que, “para 0S parametros nao
incluidos nas metas obrigatorias e na auséncia de metas intermediarias progressivas, 0S
padroes de qualidade a serem obedecidos no corpo receptor sdo 0s que constam na classe na

qual o corpo receptor estiver enquadrado.”
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2.3 MACROFITAS AQUATICAS E SUA IMPORTANCIA

Macrofitas aquaticas sdo importantes componentes dos ecossistemas aquaticos,
contribuindo com expressiva parcela da produtividade primaria, fornecendo abrigo para a
reproducédo e protecdo de diversos organismos e promovendo heterogeneidade espacial que
favorece a biodiversidade destes sistemas (PITELLI; PITELLI; MARCONDES, 2000).
Segundo COOK et al. (1974), suas partes fotossintéticas ativas estdo permanentemente ou por
alguns meses do ano submersas ou flutuantes na superficie da agua.

Do ponto de vista ecoldgico, mas ndo taxondmico, o termo macrdéfitas aquaticas inclui
vegetais de diferentes grupos, desde as macroalgas (e.g. os géneros Chara e Nitella), passando
por bridfitas (e.g. os géneros Fontinalis e Ricciocarpus), pteridofitas (e.g. géneros Salvinia e
Azolla) até vegetais superiores, em especial as angiospermas (género Eichhornia e Typha),
que contribuem com a maioria das espécies (ESTEVES, 2011); ainda segundo o autor, as
Clorophytas (algas verdes) sdo representadas largamente em todos os continentes pelos
géneros Chara e Nitella, que colonizam aguas claras, tanto em ecossistemas I6ticos como
Iénticos, sendo essas macroalgas muitas vezes confundidas como vegetais superiores por
atingirem comprimento de até 2 metros, como é o caso da Chara.

Alguns trabalhos tém discutido o potencial uso das macrofitas aquéaticas para o
tratamento de efluentes (HENRY-SILVA; CAMARGO, 2006; SOUZA; VASCOCELOS,
2016), no biomonitoramento de éareas eutrofizadas (PETRUCIO; ESTEVES, 2000;
VESTERGAARD; SAND-JENSEN, 2000) e como bioindicadoras de ecossistemas
degradados por metais (BOTTINO et al., 2017), concluindo que as macrofitas apresentam boa
capacidade na absorcdo de nutrientes, especialmente nitrogénio e fosforo, apresentando

incremento em suas taxas de crescimento na presenca de residuos de mineragao.

24 FATORES CONDICIONANTES DO CRESCIMENTO DE MACROFITAS
AQUATICAS

As plantas aquaticas possuem uma grande capacidade de adaptacdo e amplitude
ecologica, caracteristicas que permitem que esses vegetais colonizem uma série de habitats
que vao desde fontes termais, lagos, cachoeiras, rios, ate ambientes salobros e salgados
(GANTES; CARO, 2001; ESTEVES, 2011). As diferentes espécies de plantas aquaticas
variam muito em sua anatomia, fisiologia e a capacidade de tolerar estressores. Dentre esses

estressores, podem-se destacar fatores fisicos (morfometria do ecossistema, velocidade da
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agua, temperatura e radiacdo subaquética), quimicos (nutrientes da agua e do sedimento e
carbono inorganico) e fisico-quimico (pH). No entanto esses fatores afetam de forma diferente
cada espécie de macrofita (LACOUL; FREEDMAN, 2006; ESTEVES, 2011).

PISTORI; CAMARGO; HENRY-SILVA (2004), citam que espécies de regido
neotropical, E. densa, consegue viver em baixas concentracGes de nutrientes. Com relagéo a
temperatura, BAENSCH; RIEL (1993) relatam que a E. densa apresentou seu melhor
desenvolvimento entre 20 a 24 °C, enquanto E. najas necessitou de temperaturas mais altas

(variacdo de 23 a 27 °C) para 0 seu crescimento.

2.4.1 SURFACTANTES

Nas Ultimas décadas, alguns trabalhos tém discutido os riscos associados a presenca de
surfactantes em aguas residudrias (CARRASCHI et al., 2011; PENTEADO; SEOUD;
CARVALHO, 2006; MUNGRAY; KUMAR, 2008; COLPANI, 2012; QUEVEDO, 2015) e a
interferéncia dos surfactantes nos processos fisiologicos de macrofitas aquaticas (BHAIRI;
MOHAN, 2001; PANDEY; GOPAL, 2010; FORNI et al, 2008; KAGALWALA,
KAVITHA, 2012; OSTROUMOV; SOLOMONOVA, 2013; AZIZULLAH et al., 2018) e
algas (AIZDAICHER; MARKINA, 2006; AZIZULLAH et al., 2013).

GAVALA; AHRING (2002) citam que em processos bioldgicos anaerobios de
tratamento de efluentes, os surfactantes sdo inibidores severos da digestdo anaerdbia, sendo
removidos com baixa eficiéncia do meio liquido, trazendo assim efeitos toxicos sobre a biota
aquatica.

As estacOes de tratamentos de efluentes convencionais (ETES) ndo séo projetadas para
remover compostos recalcitrantes e micropoluentes (e.g. surfactantes, farmacos, fertilizantes,
pesticidas). COTORUELO et al. (2009) citam que os métodos comumente empregados nas
ETEs (floculacdo, decantacdo, cloracdo e biodegradacdo) ndo sdo totalmente eficientes na
remoc&o destes tensoativos, gerando altos custos as empresas de saneamento ou industrias.

Alguns farmacos e drogas veterinarias ndo sdo completamente removidos nas ETEs,
sendo esses compostos encontrados em Aaguas superficiais e subterraneas (TERNES;
HIRSCH, 2000; GEBHARDT; SCHRODER, 2007).

Entdo, essa deficiéncia das ETEs, faz com que concentragdes relevantes de
surfactantes sejam despejadas nos corpos hidricos afetando, dentre outros organismos, as

macrofitas aquaticas. As macrofitas estdo entre os primeiros organismos atingidos por
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poluentes nesses ambientes (FORNI et al., 2012). FORNI et al. (2008), cita que o DSS afeta o
crescimento e atua negativamente sobre a atividade fotossintética de Lemna minor e Azolla
filiculoides, PANDEY; GOPAL (2010), também, relatam interferéncia no crescimento e
diminuicdo do teor de clorofila em Azolla pinnata e Hydrilla verticilata, quando expostas a

surfactantes.

2.4.2 TEMPERATURA

As acgbes antropicas (e.g. queima de combustivel fosseis), estdo levando ao acimulo
excessivo dos gases responsaveis pelo efeito estufa, particularmente o didxido de carbono
(COy). Esse acimulo tem gerado grandes debates sobre os seus efeitos, especialmente de um
eventual aumento da temperatura do planeta (CANADELL et al., 2007). Sendo a temperatura
um importante fator estressor que afeta o crescimento das plantas e refletindo a tendéncia de
aquecimento de longo prazo desde os tempos pré-industriais, observou-se que 0 aumento da
temperatura média global da superficie (GMST) entre 2006 e 2015 foi de, aproximadamente,
0,87 °C (IPCC, 2018). Este acréscimo € superior a média registrada entre 1850 e 1900.
Baseado em estudos do painel intergovernamental de mudancas climéticas (IPCC), estima-se
um aumento de até 2 °C na temperatura global, causando impactos que podem ser duradouros
ou irreversiveis, como a perda de alguns ecossistemas (IPCC, 2018).

Essas mudancas climaticas poderdo induzir alteragdes nas comunidades vegetais, 0
que ja seria grave o suficiente para afetar qualquer bioma, alguns estudos preveem reducao de
5 a 20% dos ecossistemas terrestres, em particular das florestas de coniferas, tundras, savanas
e florestas boreais (SALA et al., 2000; BELLARD et al., 2012).

Uma das consequéncias do aquecimento global € o aumento da temperatura nos corpos
d’agua, podendo ocasionar efeitos drasticos na comunidade de macréfitas (BORNETTE;
PUIJALON, 2011). A temperatura da &gua influencia a morfologia e o crescimento das
plantas aquaticas, prejudicando também sua fisiologia, como a germinagdo de sementes, 0
inicio da dorméncia, a taxa de crescimento sazonal e a atividade fotossintética (SAND-
JENSEN, 1989; SPENCER et al. 2000; LACOUL; FREEDMAN 2006). Variac6es locais ou
sazonais de temperatura levam os individuos a apresentarem modificagdes fenotipicas (e.g.
aumento da area foliar e das raizes) para sobreviverem sob diversas condi¢fes térmicas
(MENENDEZ; SANCHEZ, 1998).

Essas respostas fisiologicas das macrofitas em relacdo a temperatura podem variar

tanto intra como inter especificamente, dependendo da localizagdo geografica ou da
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sazonalidade (WETZEL, 1993). THIEBAUT; GILLARD; DELEU (2016), relatam que 0
aumento de 3° C na temperatura maxima e minima do outono francés traz impactos diretos
para 0 crescimento, regeneracdo e colonizacdo de E. densa. A mesma influéncia da
temperatura foi citada por YU et al. (2018), que sugerem que altas temperaturas, causadas
pelo aquecimento global, interferem no comportamento de plantas aquaticas (nativas e
invasoras) aumentando a formacdo de rametes, producgéo total de biomassa e alongamento de
galhas. BORGES NETO; PITELLI (2004), também, mostram a sensibilidade de E. densa e
Egeria najas quando expostas a variacOes de temperaturas associadas a presenca ou nao de

fungos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 SELECAO E COLETA DAS MACROFITAS

Para o desenvolvimento dos experimentos de crescimento, foram selecionadas duas
espécies de macrofitas (Egeria densa e Chara sp.) baseadas nas suas distintas capacidades de
crescimento e na adequacéo de suas estruturas a avaliacdo das areas foliares e ao tamanho dos
recipientes de cultivo.

Egeria densa, pertencente a familia Hydrocharitaceae, é conhecida popularmente
como “elodea brasileira”, ¢ uma planta perene herbéacea, de dgua doce, submersa e enraizada.
Nativa da América do Sul, encontrada em ambientes Iénticos e Ioticos, atualmente, esta
presente em pelo menos 27 paises ao redor do mundo em regides subtropicais e temperadas
(HUSSNER; LOSCH, 2005; YARROW et al., 2009). Egeria densa tornou-se uma planta de
aquario muito popular e é um objeto amplamente utilizado para investigagcdes experimentais
em laboratdrio. Além disso, faz parte da lista das piores macréfitas aquaticas do Brasil, em
razdo dos problemas que vém causando em reservatdrios de usinas hidrelétricas nos Estados
de S&o Paulo, Bahia e Rio de Janeiro (COOK; URMI-KONIG, 1984; TANAKA et al., 2002).

Chara é um género pertencente a Chlorophyta (algas verdes), familia Characeae. As
algas desse género desempenham um papel ecoldgico importante na estrutura dos ambientes
aquaticos, principalmente quando estdo presentes em locais com elevada biomassa, podendo
atuar na ciclagem e absorcdo de nitrogénio, devido a sua elevada producdo primaria,
colonizam &guas claras tanto em ecossistemas lénticos como I6ticos, sendo essas macroalgas
muitas vezes confundidas como vegetais superiores por atingirem comprimento de até dois
metros (KUFEL; KUFEL 2002; ESTEVES, 2011). Sdo encontradas desde lagos na Europa
até em reservatorios na América do Sul (RODRIGO et al., 2007; HENRY-SILVA et al.,
2013).

Exemplares de Egeria densa e Chara sp. foram coletados nos tanques de cultivo do
Jardim Experimental do Departamento de Botanica da Universidade de Sao Carlos (21° 59’
00,377 S e 47° 52° 47,42 W). As amostras das plantas foram lavadas com &gua corrente para
remocao de material aderido. Para iniciar os experimentos de crescimento, foram separados
fragmentos apicais de 7,0 cm (sendo que 2,0 cm foi enterrado no substrato) de E. densa e 14,0
cm (sendo 2 cm enterrado no substrato) para Chara sp. O sedimento, para fixagéo das plantas,
foi coletado em regido de mata proximo ao local de coleta da dgua. A Figura 3 mostra

exemplares de E. densa e Chara sp. selecionados para 0s experimentos.
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Figura 3. Exemplares de E. densa (esquerda) e Chara sp. (direita) selecionados para 0s
experimentos.

(Fonte: arquivo pessoal)

3.2 MEIO DE CULTIVO

A coleta da agua, para cultivo das macrofitas, ocorreu no trecho de rio a montante do
reservatério do Monjolinho (22° 00° S e 47° 54’ O), caracterizado por uma largura de
aproximadamente 1,1 m e profundidade de 14 a 18 cm (varia sazonalmente). Suas margens
apresentam instabilidade com sinais de interferéncia antropica. Este reservatério localiza-se
em uma area urbanizada da Universidade Federal de Sdo Carlos (Sdo Paulo, Brasil),
apresentando variaveis limnolégicas que caracterizam o local como sendo eutréfico (Santos et
al., 2011). Amostras de &guas superficiais foram coletadas usando garrafas de polietileno. Na
sequéncia, as amostras foram filtradas em filtro de papel qualitativo (¢ de poro = 3 pum) para a
remocdo de material particulado grosseiro. O crescimento das plantas foi avaliado nos meios
eutréfico e oligotrofico, tomando-se por base a classificagdo do indice de estado trofico (IET)
da Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental do estado de Sdo Paulo (CETESB,
2003). O IET considera os dados de fésforo e clorofila-a (CETESB, 2003). A partir da
constatacdo de condigdes eutroficas do local de coleta fez-se uma diluicdo de 20 vezes para se

obter um meio oligotroéfico.
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3.3 CONCENTRACAO DO SURFACTANTE

Para avaliar o efeito da concentracdo de DSS 95% (marca J. T. Baker) no crescimento
das macrofitas, foram realizados bioensaios com concentra¢cdes nominais de 0,5 e 8,0 mg/L.
Conforme comentado anteriormente, nas legislacbes ambientais vigentes no Brasil ndo sdo
encontrados padrfes de lancamento de efluentes exclusivos para o DSS. Dessa forma, a
concentracdo minima estabelecida no presente estudo teve como referéncia a resolucéo
CONAMA 357/05 (BRASIL, 2005) que estabelece padrdes de lancamento para substancias
tensoativas que reagem com o azul de metileno, com limite toleravel de 0,5 mg/L.

Ja para a escolha da maior concentragdo testada (8,0 mg/L) tomou-se como referéncia
os estudos desenvolvidos por KAGALWALA; KAVITHA, (2012), onde observaram 0s
efeitos do surfactante lauril sulfato de sodio, sinbnimo de dodecil sulfato de sédio, no
crescimento de Hydrilla verticillata.

3.4 MONTAGEM DOS EXPERIMENTQOS

Os bioensaios consistiram-se na fixacdo dos fragmentos de E. densa e Chara sp.
previamente selecionados em frascos de poliestireno (diametro = 4,5 cm, altura = 4,0 cm e
volume = 40 mL), preenchidos com sedimento coletado na area adjacente ao local de coleta
de a4gua (BIANCHINI JR et al., 2010; BOTTINO et al., 2017). Para evitar a interferéncia do
aumento da turbidez por ressuspensdo do sedimento, uma camada fina de areia inerte (cerca
de 1 cm), calcinada (2 h a 550 °C), foi adicionada em cima do sedimento. Para compor cada
bioensaio, os frascos de poliestireno contendo as plantas foram colocados em uma cuba de
vidro (¢ = 20 cm, altura 24 cm). Em cada cuba foram colocados 6,0 L de 4gua (BIANCHINI
JR et al., 2010) contendo o DSS previamente diluido nas concentracdes de 0,5 e 8,0 mg/L.
Esse procedimento de cultivo foi realizado para cada espécie, onde para cada diluicdo de DSS
mais o tratamento controle (sem adigdo de DSS; Figura 4) utilizou-se 10 réplicas, totalizando
30 fragmentos de plantas por experimento.

O volume de agua de cada bioensaio foi completado semanalmente para manter o

volume inicial.
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Figura 4. Bioensaios de crescimento contendo tratamento controle e duas concentragdes de
DSS e individuos de E. densa (n = 10).

(Fonte: arquivo pessoal)

3.5 FATORES ABIOTICOS DO CULTIVO

Com intuito de observar o crescimento dos fragmentos das macrdfitas, as cubas foram
mantidas em camara de germinagdo Tecnal (modelo TE-401) sob condic¢des controladas de
temperatura (25 e 27 °C) e fotoperiodo12/12h (luz e escuriddo 4,31 x 10 pmol/seg/cm). A
temperatura de 25 °C foi escolhida por representar a maior temperatura da agua registrada no
reservatorio do Monjolinho (DOS SANTOS; CUNHA-SANTINO; BIANCHINI JR, 2011) e
0 acréscimo de 2 °C (27 °C) representa 0 aumento estimado da temperatura média indicada
pelo Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas (IPCC 2018). Os comprimentos
de cada haste de E. densa foram medidos a cada 3 dias por um periodo de até 6 semanas,
dependendo do experimento e para Chara sp., a cada 3 dias durante 4 semanas, uma vez que
esta espécie mostrou senescéncia precoce. Todos os brotos (E. densa e Chara sp.) que
surgiram durante as semanas de experimentos foram contabilizados e medidos. Os
comprimentos foram medidos com régua milimétrica (escala de 0,1 cm). Os experimentos,
para avaliar o crescimento de macrofitas, foram realizados nas seguintes condicdes, conforme
as Tabelas 1 e 2.

O pH (modelo DMPH-2, marca Digimed), a concentracdo de oxigénio dissolvido

(modelo 58, marca YSI) e a condutividade elétrica (modelo DM3, marca Digimed) dos meios
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de crescimento de E. densa e Chara sp. (fase aquosa dos bioensaios) foram determinados

semanalmente.

Tabela 1. CondicGes experimentais em que foram realizados os bioensaios de crescimentos
com E. densa, sob duas temperaturas (25 e 27 °C), dois meios (Eutréfico e Oligotréfico) e

duas concentracdes de DSS (0,5 e 8,0 mg/L).

Eutrofico

Oligotrdfico

Temperatura
25°C

EO-25 (controle) — &gua do
reservatorio do Monjolinho sem
adicéo de DSS;

E3-25 (controle) — é&gua do
reservatorio do Monjolinho sem
adicéo de DSS;

E1-25 — agua do reservatorio
com adicdo de 0,5 mg/L de DSS;

E4-25 — é&gua do reservatério
com adicao de 0,5 mg/L de DSS;

E2-25 — agua do reservatorio
com adicdo de 8,0 mg/L de DSS.

E5-25 — é&gua do reservatério
com adicao de 8,0 mg/L de DSS.

Temperatura
27°C

EO0-27 (controle) — &gua do
reservatorio do Monjolinho sem
adicdo de DSS;

E3-27 (controle) — é&gua do
reservatorio do Monjolinho sem
dicdo de DSS;

E1-27 - 4gua do reservatorio
com adicdo de 0,5 mg/L de DSS;

E4-27 — 4gua do reservatorio
com adicdo de 0,5 mg/L de DSS;

E2-27 - agua do reservatorio
com adicdo de 8,0 mg/L de DSS.

E5-27 — agua do reservatério
com adicao de 8,0 mg/L de DSS.

Tabela 2. CondicGes experimentais em que foram realizados os bioensaios de crescimentos
com Chara sp., sob duas temperaturas (25 e 27 °C), dois meios (Eutrofico e Oligotréfico) e

duas concentracdes de DSS (0,5 e 8,0 mg/L).

Eutrofico

Oligotréfico

Temperatura
25°C

C0-25 (controle) — 4agua do
reservatorio do Monjolinho sem
adicéo de DSS;

C3-25 (controle) — &agua do
reservatorio do Monjolinho sem
adigéo de DSS;

C1-25 — 4gua do reservatorio
com adicdo de 0,5 mg/L de DSS;

C4-25 — 4agua do reservatério
com adicdo de 0,5 mg/L de DSS;

C2-25 — agua do reservatorio
com adicao de 8,0 mg/L de DSS.

C5-25 — agua do reservatorio
com adicdo de 8,0 mg/L de DSS.

Temperatura
27 °C

C0-27 (controle) — agua do
reservatorio do Monjolinho sem
adicdo de DSS;

C3-27 (controle) — agua do
reservatorio do Monjolinho sem
dicdo de DSS;

C1-27 agua do reservatorio com
adicéo de 0,5 mg/L de DSS;

C4-27 — éagua do reservatorio
com adicao de 0,5 mg/L de DSS;

C2-27 - agua do reservatorio
com adicao de 8,0 mg/L de DSS.

Cbh-27 — é&gua do reservatorio
com adicdo de 8,0 mg/L de DSS.
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3.6 MODELAGEM MATEMATICA

Os comprimentos acumulados das macréfitas foram ajustados ao modelo logistico
(VOGELS et al., 1975) (Eq.1). Os parametros cinéticos foram obtidos por regressées nao-
lineares, calculados com o algoritmo iterativo de Levenberg-Marquardt (PRESS et al., 1993).
As taxas diarias de crescimentos de plantas foram calculadas pelo tamanho médio das plantas
dividido pelos dias experimentais.

= n(1-%)
),

em que: N = comprimento (cm), p = coeficiente de crescimento (dia™), K = valor maximo de
N (rendimento) de cada bioensaio.
O tempo de duplicacéo (td) foi estimado de acordo com a Eq. 2 (MITCHELL, 1974):

_m
td == ()

3.7 COEFICIENTE DE TEMPERATURA (Q10)

Para quantificar os efeitos da temperatura no crescimento de E. densa e Chara sp.
foram calculados os valores do coeficiente de temperatura (Qio); para tanto, se utilizou a
relacdo exponencial entre a temperatura e os valores de comprimento acumulado. O
coeficiente de temperatura Q10 (Eg. 3) é a medida da variacdo de das taxas de reacdo de
sistemas quimicos ou bioldgicos como resultado do aumento de 10 °C na temperatura.
(USEPA, 1985).
(=)

Q10 = () 3.
em que: M1 = coeficiente de crescimento para a temperatura T1; u2 = coeficiente de
crescimento para a temperatura T2. A relacdo p2/pul (Eq. 3) foi calculada com base na
regressdo linear dos comprimentos acumulados a 25 e 27°C. As inclinagOes das linhas retas
(que passaram pela origem) definiram os valores das proporcOes, que neste caso

correspondiam a p27/u25.
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3.8 RESPOSTAS FISIOLOGICAS

Clorofila a e b, carotenoide, antocionina e flavonoide foram os parametros de
respostas fisioldgicas nos individuos de E. densa e Chara sp. mensurados para avaliar
possiveis alteragdes, como estresse oxidativo e alteragdes nos pigmentos fotossintéticos. Estas
andlises foram realizadas uma vez por semana e um detalhamento sobre estes procedimentos é

apresentado a seguir.

Antioxidantes

Para determinacdo de antocianina, as amostras de biomassa frescas de E. densa e
Chara sp. (0,02 g) foram colocadas em 5 mL de metanol e acido cloridrico [99:1 (v/V)],
mantidas em temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) por 24h no escuro, para evitar
fotorreducdo. Foi realizada leitura em espectrofotometro-UV (Ultrospec 2100 pro) no
comprimento de onda de 550 nm. Para a determinacdo da concentracdo desse composto,
utilizou-se o coeficiente de extincdo 33.000 mol/cm e o resultado foi expresso por mmol/g
MF (massa fresca) (WAGNER, 1979).

O teor de flavonoide foi determinado como descrito por KRIZEK; BRITZ; MIRECKI,
1998. As amostras de plantas frescas (0,02 g) foram adicionadas em tubos Falcon contendo 5
mL de solucdo de etanol acidificado [99:1 (v/v)]. Em seguida, as amostras foram colocadas
em banho maria (Tecnal Banho Dubnoff TE — 053) a 80 °C por 10 min para extracdo. Apos o
resfriamento, a fracdo liquida das amostras foi lida por espectrofotometria de UV-VIS
(Ultrospec: 2100 Pro Pharmacia) no comprimento de onda 270 nm e os resultados foram

expressos em % de Abs/g MF.

Pigmentos fotossintéticos

Para a analise de pigmentos fotossintéticos, clorofila a, b e carotenoide foi utilizado a
metodologia de LICHTENTHALER (1987). Os pigmentos foram extraidos com uma solugéo
padréo contendo acetona 80% (v/v), carbonato de magnésio e agua deionizada. As amostras
de planta (50 mg biomassa fresca) foram adicionadas em tubos contendo 5,0 ml da solucéo e
foram maceradas e homogeneizadas em Ultra turrax (marca Ika). Os tubos foram envolvidos
em papel aluminio e foram mantidos em geladeira a 4 °C por 24 h. Apds o periodo de 24 h, o

sobrenadante foi lido em espectrofotémetro UV-VIS (Ultrospec: 2100 Pro Pharmacia) nos
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comprimentos de onda 470, 645, 662 e 710 nm. Para o célculo da concentracdo de pigmentos
utilizou-se 0 mesmo peso de biomassa utilizada para extracéo (50 mg biomassa fresca), porem
a mesma foi seca em estufa por 48 h em 45 °C até massa constante e apds o periodo a
biomassa foi pesada gravimetricamente e os resultados da determinacdo de pigmentos foram

expressos em mg/g MS (massa seca).

3.9 Tratamento Estatistico

O teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov indicou que o crescimento das
plantas e as respostas fisiologicas possuem distribuicdo normal, enquanto que o numero de
brotos houve distribuicdo ndo normal.

Para os dados parametricos, utilizou-se a analise de varidncia Two-way ANOVA com
medidas repetidas para determinar se houve diferenca significativa (o = 0,05) entre as médias
dos grupos tratamento controle e as concentracfes de DSS durante o tempo de exposi¢do ao
surfactante. A variavel independente foi o tempo de exposicdo (dias e semanas) e a variavel
dependente foram os valores determinados nos parametros de crescimento e indicadores
fisioldgicos (pigmentos fotossintéticos, antioxidantes). O teste de Tukey foi utilizado para
apontar grupos homogéneos, considerando nivel de significancia de 95,0% (a = 0,05).

Para os dados ndo paramétricos adotou-se o teste de Kruskal-Wallis e o de
comparagdes multiplas de Dunn’s para indicar grupos homogéneos, também considerando o

nivel de significancia de 95,0% (a = 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 CINETICAS DE CRESCIMENTO DE EGERIA DENSA CULTIVADAS A 25 E 27 C
EM MEIOS EUTROFICO E OLIGOTROFICO

Em todos os tratamentos os valores de pH se mantiveram estavel, com média de 7,2 +
0,4. As concentracdes de oxigénio dissolvido foram diferentes entre os meios. Para 0 meio
eutrofico essa variagdo foi de 3,6 + 0,31 a4,2 + 0,96 mg/L, enquanto no meio oligotréfico foi
de 2,2 £ 1,2 a 2,8 + 0,67 mg/L. Em relacdo a condutividade elétrica ocorreram também
variacdes entre os meios de cultivo. Em meio eutrdfico a condutividade elétrica variou de 105
+11,47a117,2 £ 11,47 uS/cm. J& em meio oligotrofico a variacdo foi de 51,21 + 3,86 a 86,5
+ 29,3 uS/cm (Apéndice A).

As variacdes temporais dos crescimentos acumulados, as taxas diarias de crescimentos
e 0s ajustes cinéticos de E. densa em meio eutrofico, cultivadas a 25 e 27 °C, em duas
concentracdes de DSS (0,5 mg/L e 8,0 mg/L) e o tratamento controle, sdo mostradas na
Figura 5.

Ao compararmos o crescimento de E. densa a 25°C, o Tratamento controle (EQ-25)
exibiu um maior crescimento (22 cm; p < 0,0001) quando comparado com os Tratamentos
E1-25 (15 cm) e E2-25 (15 cm) (Figura 5B e 5C). Os Tratamentos EO-25, E1-25 e E2-25
(Figuras 5A, 5B e 5C) apresentaram um pico na taxa diaria de crescimento nos primeiros dias
experimentais, apds esse periodo houve um decréscimo desses picos seguido de uma
elevacdo. Para temperatura de 25°C, o Tratamento E0-25 (Figura 5A) apresentou a maior taxa
diaria de crescimento, ou seja, houve um maior crescimento da planta. Ademais, um novo
pico foi identificado a partir do 10° dia, coincidindo com o surgimento dos primeiros brotos,
atingindo a maior taxa (0,85 cm/dia) no 21° dia de experimento. O surgimento dos brotos a 25
°C se deu em tempo diferentes entre os tratamentos E0-25 (Figura 5A) no 10° dia, E1-25
(Figura 5B) no 24° dia e E2-25 (Figura 5C) no 27° dia (Tabela 4).

De acordo com a parametrizagdo dos comprimentos acumulados de E. densa em meio
eutrofico (Figura 5), o K para o crescimento de E. densa foi estabelecido em 36 cm (25 °C) e
78 cm (27 °C), indicando menor capacidade de suporte (ca. 2,2 vezes) a 25 °C (Tabela 3). A
robustez do modelo utilizado para parametrizar o crescimento de E. densa foi demonstrada

pelos coeficientes de determinacéo (r*: intervalo = 0,93 a 0,99; Tabela 3).
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Figura 5. Variacao dos valores médios + desvio padrdo do crescimento acumulado (M) de E.
densa e taxa diaria de crescimento (4) em duas temperaturas (25 e 27 °C) em meio eutrofico:
(A) EO-25 (controle), (B) E1-25 (0,5 mg/L de DSS), (C) E2-25 (8,0 mg/L de DSS), (D) EO-27
(controle), (E) E2-27 (0,5 mg/L de DSS) e (F) E2-27 (8,0 mg/L de DSS).
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A Tabela 3 apresenta os parametros de crescimento de E. densa em meios eutrofico e
oligotréfico em diferentes temperaturas (25 e 27 °C), em tratamentos controle e com duas
concentracgdes (0,5 e 8,0 mg/L) de DSS.

Tabela 3. Pardmetros de crescimento de Egeria densa em meio eutréfico e
oligotrofico em diferentes temperaturas (25 e 27 °C); em que: K = capacidade
suporte; 1 = coeficiente de crescimento; r> = coeficiente de determinacéo; td =
tempo de duplicagéo; Qi = coeficiente de ajuste da temperatura.

Meio eutrofico

25°C K (cm) p (dia™) re td (dia) Qo
E0-25 (controle) 36 0,145 0,99 4,8
E1-25 (0,5 mg/L) 36 0,048 0,94 14,5
E2-25 (8,0 mg/L) 36 0,048 0,93 14,6
27°C
E0-27 (controle) 78 0,126 0,99 55
E1-27 (0,5mg/L) 78 0,171 0,99 4,0
E2-27 (8,0 mg/L) 78 0,127 0,99 54 6,36
Meio oligotroéfico
25°C K (cm) pu (dia™) re td (dia) Qo
E3-25 (controle) 36 0,120 0,98 5,8
E4-25 (0,5mg/L) 36 0,076 0,88 9,1
E5-25 (8,0 mg/L) 74 0,115 0,99 6,0
27°C
E3-27 (controle) 78 0,047 0,85 14,7
E4-27 (0,5 mg/L) 78 0,063 0,91 11,0
E5-27 (8,0 mg/L) 78 0,098 0,96 71 0,56

Ao compararmos 0s bioensaios de crescimento acumulado a 27 °C de E. densa em
ambiente eutrofico (E0-27 35 cm; E1-27 44 cm; E2-27 42 cm) (Figuras 5D, 5E e 5F),
observa-se que ndo houve diferengas significativas no crescimento (p = 0,2704). Apds um
pico de crescimento nos primeiros dias, as taxas diarias cairam e voltaram a aumentar a partir
do 14° dia com o surgimento dos primeiros brotos, os quais foram simultaneos para os trés
tratamentos, sendo que o Tratamento E1-27 (Figura 5E) apresentou a maior taxa diaria de
crescimento (2,59 cm/dia) no 17° dia (Figura 5E).

Considerando todos os tratamentos nas duas temperaturas, o crescimento acumulado

médio em meio eutréfico, foi cerca de 3 vezes maior a 27 °C em comparacédo a 25 °C (Figura
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5). As distintas condic¢des térmicas combinadas com as concentragdes de DSS aceleraram o
crescimento de E. densa a 27 °C, sendo quase 3 vezes mais elevadas nos tratamentos com
DSS (Figura 5E e 5F). Considerando a regulacdo da temperatura no crescimento de E. densa,
0 Qo obtido no meio eutrofico foi de 6,37 (Tabela 3), indicando grande influéncia da
temperatura no desenvolvimento dessa macrofita.

Na Tabela 4 apresentam-se o0s valores médios (+ desvio padrdo) do numero
(crescimento vegetativo), tempo de emergéncia e contribuices (%) dos brotos de E. densa,
sob efeito de duas temperaturas (25 e 27 °C), dois meios (eutrofico e oligotrofico) em

tratamentos controle e com duas concentragdes (0,5 e 8,0 mg/L) de DSS.



36

Tabela 4. Variacdes de valores médios + desvio de nimero (crescimento vegetativo), tempo
de emergéncia e contribuicdes (%) dos brotos E. densa, sob efeito de duas temperaturas (25 e
27 °C), dois meios (eutréfico e oligotrofico) em experimentos controle e com duas
concentragfes (0,5 e 8,0 mg/L) de DSS. Valores de numero sdo referentes ao ultimo dia de
experimento. Os asteriscos (*) representam diferencas significativas para as médias dos
tratamentos (o = 0,005).

Meio eutréfico

25°C NUmero de brotos Tempo de emergéncia Contribuigéo (%)
E0-25 (controle) 2,6 £0,8* 10 40,2
E1-25 (0,5 mg/L) 1,2 +0,4* 24 27,5
E2-25 (8,0 mg/L) 1,3+0,4* 27 25,9

27°C
E0-27 (controle) 30+0,8 14 43,5
E1-27 (0,5 mg/L) 26+1,2 14 42,4
E2-27 (8,0 mg/L) 1,1+0,7 14 37,8

Meio oligotréfico

25°C NUmero de brotos Tempo de emergéncia Contribuigéo (%)
E3-25 (controle) 1,7+£0,9 7 25,9
E4-25 (0,5 mg/L) 1,3+1,0 10 15,8
E5-25 (8,0 mg/L) 41+11 21 26,5

27°C
E3-27 (controle) 0,3+0,4* 27 1,9
E4-27 (0,5 mg/L) 1,7+0,8 10 16,1
E5-27 (8,0 mg/L) 2,9+0,8* 10 23,5

Como mostrado na Tabela 4, a 25 °C em meio eutrofico, o0 nimero de brotacGes do
Tratamento EO0-25 (controle) foi maior (2,6 = 0,8 contribuindo com 40,2% do tamanho
acumulado da planta) que os tratamentos com diluicbes de DSS, apresentando diferenca
significativa (p = 0,0027). A 27 °C, apesar do Tratamento E0-27 (controle) apresentar um
namero de brotagcdes maiores (3,0 £ 0,8 com uma contribuicdo de 43,5%, sendo a maior entre
todos 0s experimentos), comparando com o0s outros tratamentos, ndo houve diferencgas
significativas (p = 0,1368). A variagcdo no tempo de emergéncia das primeiras brotacdes a 25 °
C mostrou que, no crescimento de E. densa, os rebentos apareceram entre 10 a 27 dias. A 27 °
C, o inicio foi mais tardio (14° dia), entretanto ocorreu a0 mesmo tempo para 0s trés

tratamentos.
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A Figura 6 mostra a dinamica temporal de crescimento acumulado e da taxa de
crescimento de E. densa, cultivada em meio oligotréfico sob 25 e 27 °C. Assim como para o
meio eutrofico, de acordo com a parametrizacdo dos comprimentos acumulados, em relacéo
ao crescimento em meio oligotrofico (Figura 6), o K para o crescimento de E. densa foi
estabelecido em 36 cm (25 °C) e 78 cm (27 °C), a excecdo do tratamento E5-25 em que o K
foi fixado em 74 (Tabela 3) em funcdo do crescimento acelerado nesse tratamento. Os
coeficientes de determinacéo () para os trés tratamentos variaram de 0,85 e 0,99. A 25 °C, 0
crescimento acumulado de E. densa apresentou variagdes, sendo significativo (p < 0,0001)
entre os Tratamentos E3-25 e E5-25 (Figuras 6A e 6E).

Os Tratamentos E3-25 e E4-25 (Figuras 6A e 6B), mostram que 0s crescimentos
acumulados de E. densa foram préximos, atingindo 26 e 23 cm, respectivamente. Essa
tendéncia foi diferente do observado no Tratamento E5-25 (Figura 6C), onde o crescimento
acumulado foi maior, atingindo 46 cm. Nos trés tratamentos sob temperatura de 25°C (Figuras
6A a 6C), os individuos de E. densa passaram por periodos de adaptacdo ao meio de cultivo.
Desta maneira, observou-se um aumento, nos primeiros cinco dias, das suas taxas diarias de
crescimento, sendo que a condi¢do E5-25 (Figura 6C) apresentou uma taxa diaria mais alta
(2,8 cm/dia) no 10° dia, essa taxa teve uma queda, voltando a subir no 21° dia com o
surgimento dos brotos (Tabela 4).

A taxa diéria de crescimento das plantas apresentou elevagdo significativa nos
primeiros dias do experimento a 27 °C. . Os Tratamentos E4-27 (32 cm) e E5-27 (40 cm)
(Figura 6E e 6F) apresentaram os maiores crescimentos acumulados, quando comparados com
o controle (25 cm) (p < 0,0001) (Figura 6D). O Tratamento E4-27 (Figura 6E) apresentou a
maior taxa diaria de crescimento (2,36 cm/dia) no 3° dia de experimento. Na sequéncia, 0 pico
caiu, voltando a subir a partir do 10° dia com o surgimento dos primeiros brotos, que também
surgiram no 10° dia (Tabela 4) para o Tratamento E5-27 (Figura 6F), onde também se notou
uma elevacgdo da taxa diaria de crescimento. O Tratamento E3-27 (Figura 6D), apresentou o
menor crescimento acumulado, os individuos de E. densa apenas desenvolveram brotagdes a
partir do 27° dia, sendo o mais tardio de todos os tratamentos (Tabela 4).

Nos experimentos conduzidos a 25 °C em meio oligotréfico o nimero de brotos de E.
densa do Tratamento E3-25 (controle) foi menor (1,7 £ 0,9 cm; 25,9%) do que o registrado no
E5-25 (4,1 £ 1,1 cm; 26,5% Tabela 4), porém, o nimero de brotos ndo foi significativo (p =
0,9183) entre os tratamentos a 25 °C oligotréfico.

A 27 °C, nessa mesma condicdo (oligotréfica), o nimero de brotos no tratamento E3-

27 (controle) foi menor do que o dos tratamentos com dilui¢cdes de DSS (p = 0,0109), nesse
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tratamento as contribuicOes de brotos para o crescimento acumulado de E. densa foi 0 menor
entre todos os experimentos, apenas 1,9%. O periodo de emergéncia dos brotos em meio
oligotrofico, iniciou-se a partir do 7° dia de experimento (E3-25), sendo que no Tratamento
E3-27, o brotamento so6 foi observado a partir do 27° dia (Tabela 4).

Houve diferenca significativa para o nimero de brotos (Tabela 4) na mesma
temperatura (25 °C) com os meios de trofia diferentes (p = 0,0338) e essa diferenca também
ocorreu entre os tratamentos conduzidos a 27 °C (p = 0,0041). Porém entre as temperaturas
diferentes no mesmo meio ndo houve diferenca (p = 0,0235 a 25 e 27 °C em meio eutréfico; p
=0,0592 a 25 e 27 °C em meio oligotréfico).

O Qqo do crescimento de E. densa no meio oligotrofico foi 11,3 vezes menor (0,56;
Tabela 3) que em meio eutrdfico; indicando que ndao houve influéncia da temperatura no

crescimento em meio oligotrofico.
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Figura 6. Variacdo dos valores médios + desvio padrdo do crescimento acumulado (M) de E.
densa e taxa diaria de crescimento (A) em duas temperaturas (25 e 27 °C) em meio
oligotrofico: (A) E3-25 (controle), (B) E4-25 (0,5 mg/L de DSS), (C) E5-25 (8,0 mg/L de
DSS), (D) E3-27 (controle), (E) E4-27 (0,5 mg/L de DSS) e (F) E5-27 (8,0 mg/L de DSS).

Considerando os tratamentos com adicdo de DSS, esperava-se uma inibicdo no
crescimento de E. densa com o aumento das concentracOes de surfactante; essa condigédo foi
observada apenas para E. densa a 25 °C independente da trofia do meio. O u foi trés vezes
menor, em meio eutrofico, para E1-25 e E2-25 em comparagdo com o tratamento controle
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(EO-25; Tabela 3). Em meio oligotrofico, os tratamentos E4-25 e E5-25 apresentaram valores
de p ca. 1,6 e 1,05 vezes menores que o Tratamento controle (E3-25). Entretanto, a 27 °C,
esse padrdo foi inverso, os tratamentos com DSS apresentaram os maiores p (E1-27 = 0,171
dia™ e E2-27 = 0,127 dia ™" respectivamente; Tabela 3).

Em relacdo ao meio eutrofico, a 27 °C, o E1-27 apresentou um aumento (1,35 vezes)
no KL em comparacdo ao E0-27 (controle) (Tabela 3), apresentando um td que variou entre 4 e
5,5 dias. Para o meio oligotréfico (27 °C), o aumento em relacdo ao controle (E3-27) foi 1,3
na concentracdo de 0,5 mg/L (E4-27) e 2,1 vezes a 8,0 mg/L (E5-27), refletindo em um td
maior (14,7 dias) para o Tratamento controle (E3-27).

O tempo de duplicagdo para 25 °C eutrofico, seguindo a tendéncia do W, foi menor (4,8
dias) para o tratamento controle (E0-25), enquanto que os tratamentos E1-25 e E2-25
apresentam um periodo maior para duplicacdo (14,5 e 14,6 dias respectivamente). Ja sob a
mesma temperatura (25 °C) em meio oligotréfico o td variou entre 5,8 e 9,1 dias, periodo

menor do que o observado nos bioensaios em meio eutréfico (Tabela 3).

4.2 ANALISES FISIOLOGICAS DE EGERIA DENSA CULTIVADA A 25 E 27 °C EM
MEIOS EUTROFICO E OLIGOTROFICO

Na Figura 7 € apresentado a variacdo semanal dos pigmentos fotossintéticos (clorofila
a, b e carotenoide) em E. densa sob as temperaturas de 25 e 27 °C no meio eutrofico. As
concentragOes de clorofila a, b e carotenoide a 25 °C com DSS (Figuras 7A, 7C e 7E)
apresentaram aumentos significativos, em algumas semanas, quando comparados com 0S
tratamentos controle. Nos bioensaios realizados a 27 °C (Figuras 7B, 7D e 7F), os pigmentos
fotossintéticos do tratamento controle (E0-27) se mantiveram abaixo dos tratamentos com
DSS (E1-27 e E2-27), na maioria das semanas analisadas.

Diferencas significativas entre E0-25 (controle) e os demais tratamentos (E1-25 e E2-
25) ndo foram observadas em todas as semanas. Para clorofila-a (Figura 7A) as diferencas
foram nas 1°, 4° e 6° semanas (p = 0,0006), ja em clorofila-b (Figura 7C) na 8° semana (p <

0,0001) e em carotenoide (Figura 7E) nas 1° e 6° semanas (p < 0,0001).

Sob as temperaturas 25 e 27 °C, em meio eutréfico, os experimentos com E. densa
apresentaram periodo maior de duragéo (8 e 6 semanas, respectivamente). Esse tempo maior
foi devido ao processo de estabilizacdo do crescimento da planta, sob meio eutréfico E. densa

necessitou de mais semanas para cessar seu crescimento em condi¢gdes de excesso de
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nutrientes, quando comparado aos experimentos 25 e 27 °C em condic¢do oligotrofica (4
semanas).

Nas temperaturas de 25 e 27 °C em meio eutréfico os experimentos com E. densa
tiveram um periodo maior de duracdo (8 e 6 semanas, respectivamente). Esse tempo maior foi
devido ao processo de estabilizacdo do crescimento das plantas, sob meio eutréfico, E. densa
necessitou de mais semanas para cessar Seu crescimento, quando comparado aos
experimentos 25 e 27 °C oligotréfico (4 semanas).

As plantas cultivadas a 25 e 27 °C em meios eutrofico e oligotrofico, apesar de
perderem um pouco da coloracdo, ndo chegaram a refletir em uma diminui¢do brusca das

concentracOes de pigmentos fotossintéticos.
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Figura 7. Pigmentos fotossintéeticos (clorofila-a, clorofila-b e carotenoides) (mg/g MS) de E.
densa, sob efeito de duas temperaturas (25 e 27 °C) em meio eutréfico nos experimentos
controle e com adicdo de duas concentraces (0,5 e 8,0 mg/L) de DSS. Barras verticais
indicam desvio padrdo. Os asteriscos (*) significam que as médias dos tratamentos sdo
significativamente diferentes (o = 0,05) do controle para cada semana.

Na Figura 8 sdo apresentadas as variagfes semanais dos pigmentos fotossintéticos

(clorofila a, b e carotenoide) em E. densa sob 25 e 27 °C no meio oligotrofico. Nos
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experimentos a 25 °C (Figura 8A, 8C e 8E), na primeira semana, as concentracdes dos
pigmentos fotossintéticos se mantiveram baixas, observando uma crescente desses pigmentos
a partir da segunda semana, onde essas concentracdes ficaram menores que o controle (p <
0,0001). Sob temperatura de 27 °C (Figuras 8B, 8D e 8F), praticamente ndo ocorreram picos,
ndo apresentando diferengas significativas para clorofila-a (p = 0,1719), clorofila-b (p =
0,5768) e carotenoide (p = 0,5682) (Figura 8B, 8D e 8F). Ao compararmos as concentragoes
dos pigmentos fotossintéticos a 25 ° e 27 °C oligotrofico, temos uma diferenca significativa (p
< 0,0001), onde as concentracfes dos pigmentos fotossintéticos a 25 °C foram maiores do que
a27°C.

Ao se comparar 0s experimentos a 25 °C em meio eutrofico (Figuras 7A, 7C e 7E) e
oligotréfico (Figuras 8A, 4C e 8E) houve diferenca significativa (p < 0,0001) nas
concentracOes dos pigmentos fotossintéticos, mostrando maior concentra¢do de pigmentos no
meio oligotréfico. Comparando as diferentes condicdes de trofia (Figuras 7B, 7D e 7F) a 27
°C (Figuras 8B, 8D e 8F) houve diferencas perante mudancas de temperaturas e concentracdes
de nutrientes do 0 meio (p < 0,0001), sendo que a concentracdo de pigmentos foi maior no

meio eutréfico.
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Figura 8. Pigmentos fotossintéeticos (clorofila-a, clorofila-b e carotenoides) (mg/g MS) de E.
densa, sob efeito de duas temperaturas (25 e 27 °C) em meio oligotr6fico nos experimentos
controle e com adicdo de duas concentraces (0,5 e 8,0 mg/L) de DSS. Barras verticais
indicam desvio padrdo. Os asteriscos (*) significam que as médias dos tratamentos sdo
significativamente diferentes (o = 0,05) do controle para cada semana.
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Na Figura 9 sdo apresentadas as variagcbes temporais (semanal) do antioxidante
antocianina em E. densa sob as temperaturas de 25 e 27 °C nos meios eutrofico e oligotrofico,
nos experimentos controle e com duas adi¢des de DSS. Segundo as Figuras 9A, 9B, 9C e 9D,
observou-se uma variacdo nas concentracGes de antocianina, comparando-se o controle e

tratamentos com diluigdes de DSS.

Os experimentos 25 e 27 °C eutréfico (Figuras 9A e 9B) apresentaram as maiores
concentragOes de antocianina e, também, as maiores variagfes entre os tratamentos em todas
as semanas observadas, quando comparados aos experimentos oligotrofico (Figuras 9C e 9D).
Sob 25 °C (meio eutrdfico; Figura 9A), houve diferenca (p < 0,0001) para as semanas 4 e 7,
enguanto a 27 °C sob o0 mesmo meio essa diferenca (p < 0,0001) se apresentou na 3° semana.
Os experimentos 25 e 27 °C (meio oligotrofico; Figura 9C e 9D) ndo apresentaram diferencas
(p = 0,0590 e p = 0,0723), porém compararmos 0s experimentos aos pares (25 °C eutréfico x
25 °C oligotrdfico; 25 °C eutrdfico x 27 °C eutrofico; 27 °C eutrofico x 27 °C oligotrofico; 25

°C oligotréfico x 27 °C oligotrofico), observou-se diferencas (p < 0,0001) entre 0s mesmos.
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Figura 9. Antioxidade antocianina (umol/g MF) de E. densa, sob efeito de duas temperaturas
(25 e 27 °C) e dois meios (eutréfico e oligotrofico) nos experimentos controle e com adi¢éo
de duas concentragdes (0,5 e 8,0 mg/L) de DSS. Barras verticais indicam desvio padréo. Os
asteriscos (*) significam que as médias dos tratamentos sao significativamente diferentes (o =
0,05) do controle para cada semana.

Na Figura 10 sdo apresentadas as variagdes semanais do antioxidante flavonoide em E.

densa sob as temperaturas de 25 e 27 °C nos meios eutréficos e oligotréficos, nos

experimentos controle e com duas adi¢des de DSS. Os experimentos em meio eutréfico

(Figuras 10A e 10B) apresentaram maiores concentragdes do antioxidante, quando

comparados aos experimentos em meio oligotrofico (Figuras 10C e 10D).
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Figura 10. Antioxidade flavonoide (Abs/g MF) de E. densa, sob efeito de duas temperaturas
(25 e 27 °C) e dois meios (eutréfico e oligotrofico) nos experimentos controle e com adi¢éo
de duas concentragdes (0,5 e 8,0 mg/L) de DSS. Barras verticais indicam desvio padréo. Os
asteriscos (*) significam que as médias dos tratamentos sao significativamente diferentes (o =
0,05) do controle para cada semana.

Os experimentos desenvolvidos a 25 °C em meio eutréfico houve maior concentragdo

de flavonoide nas trés ultimas semanas, destacando o tratamento EO0-25 (controle) que

apresentou uma maior concentracdo do antioxidante quando comparado com os demais

tratamentos (E1-25 e E2-25) (Figura 10A). Com relacdo aos demais experimentos (Figura

10B, 10C e 10D), as concentracdes de flavonoides se mantiveram estaveis em todos os

tratamentos (controle e diluicbes com DSS).



48

Sob 25 °C em meio eutrofico (Figura 10A) a diferenca estatistica foi observada nas 7°
e 8% semanas (p < 0,0001), enquanto a 25 e 27 °C (condicdo oligotrofica; Figuras 10C e 10D)
essa diferenca foi observada nas 2 © e 3° semanas (p < 0,0001 e p < 0,0002). A 27 °C em meio
eutrofico (Figura 10B) ndo houve diferenca (p = 0,5396). Ao comprarmos 0s experimentos
(Figuras 10A, 10B, 10C e 10D) aos pares (25 °C eutréfico x 25 °C oligotrofico; 25 °C
eutréfico x 27 °C eutréfico; 27 °C eutrofico x 27 °C oligotréfico; 25 °C oligotréfico x 27 °C

oligotrofico), observaram-se diferencas (p < 0,0001).

4.3 CINETICA DE CRESCIMENTO CHARA SP. CULTIVADA A 25 E 27 °C EM MEIOS
EUTROFICO E OLIGOTROFICO

Os valores de pH se mantiveram estaveis em torno de 7,5 + 0,12 nos tratamentos
controle e com DSS em todos os meios e temperaturas. Para as concentracdes de oxigénio
dissolvido os valores variaram em relacdo ao meio de cultivo. Sob 0 meio eutréfico houve
variacdo entre 6,7 £ 0,81 a 8,1 + 0,78 mg/L, enquanto no meio oligotréfico se manteve estavel
em 4,6 £ 1,51 mg/L. Em relacéo a condutividade, entre os meios também foram observadas
essas variagOes, para eutrofico variou entre 115,5 + 0,99 a 130,9 + 43,3 uS/cm e oligotréfico
82,1+ 14,2a110,7 = 8,1 uS/cm (Apéndice B).

A Figura 11 apresenta a variacao temporal de crescimento acumulado de Chara sp.,
cultivada em meio eutréfico a 25 e 27 °C, bem como também as taxas diarias de crescimentos
de plantas. Para todos os experimentos de crescimento com Chara sp., foi considerado o
ajuste cinético somente para o periodo de crescimento efetivo da macroalga. Assim como para
a E. densa, o K na parametrizacdo do crescimento de Chara sp. foi fixado para todos os
tratamentos, sendo definidos em 100 cm para o crescimento a 25 °C e 140 cm a 27 °C, sendo a
média destes parametros ca. 3,3 e 1,5 superiores aos obtidos na parametrizacdo do
crescimento de E. densa em meio eutréfico. Os coeficientes de determinagdo (r’) do
crescimento de Chara sp. em meio eutrofico variaram de 0,95 (C0-25 e C1-25) a 1,00 (C0-27;
Tabela 5).

O crescimento acumulado de Chara sp. foi: 59 cm (C0-25); 62 cm (C1-25) e 58 cm
(C2-25) (Figuras 11A, 11B e 11C), apresentando diferenca significativa entre os tratamentos
(p < 0,0001). Os tratamentos a 25 °C, apresentaram picos na taxa diaria de crescimento nos
primeiros 10 dias de experimento, na sequéncia foi observado uma queda, voltando aumentar
com o andamento do experimento, onde o Tratamento Controle apresentou uma maior taxa

diaria (9,49 cm/dia). Em todos os tratamentos, os picos das taxas diarias de crescimento
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ocorreram nos 10 dias iniciais (Figuras 11A, 11B e 11C), concomitantemente, ao surgimento
dos primeiros brotos, que se deram a partir do 3° dia de experimento para todos os tratamentos
(Tabela 6).

A 27 °C, em meio eutrofico, foi observada diferenca significativa (p < 0,0001) no
crescimento de Chara sp. entre os tratamentos. Os tratamentos C0-27 (59 cm), C1-27 (60 cm)
e C2-27 (58 cm) (Figuras 11D, 11E e 11F), assim como no experimento a 25 °C, também
apresentaram oscilacdes nas taxas diarias de crescimento nos primeiros 10 dias de
experimento, a maior taxa diaria (6,52 cm/dia) foi registrada para o Tratamento C1-27. Logo
apos essa fase de adaptacdo, a taxa sofreu uma queda, voltando a se recuperar apés o 15° dia.
Em todos os tratamentos (Figuras 11D, 11E e 11F) esses picos nos primeiros 10 dias,
também, coincidem com o surgimento dos primeiros brotos (3° dia para todos os tratamentos;
Tabela 6).
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Figura 11. Variagdo dos valores médios + desvio padrdo do crescimento acumulado (M) de
Chara sp. e taxa diaria de crescimento (A) em duas temperaturas (25 e 27 °C) em meio
eutrofico: (A) E0-25 (controle), (B) E1-25 (0,5 mg/L de DSS), (C) E2-25 (8,0 mg/L de DSS),
(D) EO-27 (controle), (E) E2-27 (0,5 mg/L de DSS) e (F) E2-27 (8,0 mg/L de DSS).
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Comparando o crescimento de Chara sp. dentro da variagdo estreita de 2 °C para o
meio eutréfico (Figura 11), observou-se essa variacdo ndo interferiu no crescimento
acumulado. Os individuos de Chara sp. tiveram aumento de crescimento até o 10° dia, apds
esse periodo foi observada uma supressdo e, consequentemente, uma deterioracdo (ou seja,
senescéncia). Considerando o efeito geral da temperatura, diferentes padrées foram
observados para Chara sp. em relacdo ao crescimento de E. densa, onde a temperatura mais

alta diminuiu ca. 2,5 vezes o comprimento acumulado (Figura 7).

Durante os trinta dias de experimentos, a macroalga Chara sp. apresentou um processo
continuo de surgimento e perdas de brotos, independente do dia de emergéncia (Tabela 6). O
broto que surgiu em um determinado dia, por exemplo, durou apenas 1, 2 ou 3 dias e, na
sequéncia entrou em senescéncia, ou em alguns casos permaneceu mais tempo aderido ao
fragmento principal.

De acordo com a parametrizacdo do modelo de crescimento de Chara sp. a 25 e 27 °C
em meio oligotréfico (Figura 12), os r® (coeficientes de determinagdo) variaram entre 0,88
(C4-27) e 0,99 (C5-25). Ao compararmos O crescimento, observou-se que entre 0S
tratamentos C3-25 (28 cm) (controle) e C5-25 (59 cm) apresentaram diferencas significativas
(p < 0,0001) (Figuras 8A e 8C). Em média, os tratamentos desenvolvidos a 27 °C,

apresentaram valores de p ca. de 67% menores que a 25 °C (Tabela 5).
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Figura 12. Variacdo dos valores médios + desvio padrdo do crescimento acumulado (M) de
Chara sp. e taxa diaria de crescimento (A) em duas temperaturas (25 e 27 °C) em meio
oligotrofico: (A) C3-25 (controle), (B) C4-25 (0,5 mg/L de DSS), (C) C5-25 (8,0 mg/L de
DSS), (D) C3-27 (controle), (E) C4-27 (0,5 mg/L de DSS) e (F) C5-27 (8,0 mg/L de DSS).

Os exemplares de Chara sp. nos Tratamentos C3-25, C4-25 e C5-25 (Figura 12A, 12B
e 12C) apresentam oscilagcbes nas taxas diarias de crescimento nos primeiros 10 dias de
cultivo. De maneira geral, as taxas diarias de crescimento para o C3-25 e C4-25 (Figuras 12A
e 12B) se mantiveram abaixo de 4 cm/dia, enquanto que C5-25 (Figura 12C), a taxa foi maior
atingiu 4,4 cm/dia, sendo seguida de um decaimento (0 maior entre os tratamentos).

O crescimento de Chara sp. a 27 °C em meio oligotréfico apresentou diferencas
significativas (p < 0,0001; Figura 12D, 12E e 12F). Os crescimentos acumulados nos
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Tratamentos C3-27 (40 cm; Figura 12D) e C5-27 (43 cm; Figura 12F) foram ca. 2 vezes
maior em comparagdo ao C4-27 (23 cm; Figura 12E). A Chara sp. nos tratamentos a 27 °C
(Figura 12D, 12E e 12F) apresentaram picos nas taxas didrias de crescimento, sendo a maior
(4,98 cm/dia) registrado para o Tratamento C5-27, mais uma vez esses picos foram
relacionado a adaptacdes das plantas as condi¢des de cultivo e, também, como o surgimento
de brotos, que nesse experimento, diferentemente de todos os outros, ocorrendo em dias
diferentes para cada tratamento (Tabela 6). No Tratamento C3-27 e C5-27 (Figuras 12D e
12F) os primeiros brotos surgiram a partir do 7° dia, enquanto em C4-27 (Figura 12E) esse
surgimento ocorreu a partir do 3° dia.

A Tabela 5 apresenta os parametros de crescimento de Chara sp. em meios eutrofico e
oligotrofico em diferentes temperaturas (25 e 27 °C), em tratamentos controle e com duas
concentracgdes (0,5 e 8,0 mg/L) de DSS.
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Tabela 5. Parametros de crescimento de Chara sp. em meio eutréfico e oligotréfico em
diferentes temzperaturas (25 e 27 °C); em que: K = capacidade suporte; p = coeficiente de
crescimento; r° = coeficiente de determinacéo; td = tempo de duplicacdo; Q1o = coeficiente de
ajuste da temperatura.

Meio eutréfico

25°C K (cm) p(diat) re td (dia) Qi
CO0-25 (controle) 100 0,511 0,95 1,4
C1-25(0,5mg/L) 100 0,481 0,95 1,4
C2-25(8,0 mg/L) 100 0,437 0,98 1,6

27°C
CO0-27 (controle) 140 0,272 1,00 2,5
C1-27 (0,5mg/L) 140 0,290 0,98 2,4
C2-27 (8,0 mg/L) 140 0,292 0,98 24 1,20

Meio oligotroéfico

25°C K (cm)  (dia®) re td (dia) Quo
C3-25 (controle) 100 0,150 0,95 4,6
C4-25 (0,5 mg/L) 100 0,115 0,89 6,0
C5-25(8,0 mg/L) 100 0,264 0,99 2,6

27°C
C3-27 (controle) 140 0,186 0,95 3,7
C4-27 (0,5mg/L) 140 0,153 0,88 4,5
C5-27 (8,0 mg/L) 140 0,156 0,89 09 128

Considerando a regulacdo da temperatura no crescimento em ambas 0S meios de
trofia, o Qo foi similar nas duas temperaturas (1,20 em meio eutrofico e 1,28 em meio
oligotrofico), indicando uma menor influéncia da temperatura no desenvolvimento de Chara
sp. (Tabela 5) ao compararmos com o de E. densa em meio eutréfico (Tabela 3).

Comparando os experimentos conduzidos a 25 e 27 °C em meio oligotrofico, as
constantes de crescimento (u; Tabelas 5) para todos os tratamentos oscilaram de 0,115 dia™
(C4-25) a 0,264 dia™ (C5-25), com tempos de duplicagdo variando entre 2,6 a 6 dias. Entre o0s
Tratamentos controle, o C3-25 foi 0 que apresentou uma menor constante de crescimento
(0,150 dia™).

Ao comparar os dois meios de trofia, os tratamentos desenvolvidos em meio eutroéfico,
sempre apresentaram 0s maiores valores de p (variagio de 0,272 a 0,511 dia™; Tabela 5),
indicando tempos de duplicagdo de no maximo 2,5 dias. Em meio eutrofico, os valores de p

sempre foram menores a 27 °C em comparagdo com 25 °C. Em relagdo ao meio oligotrofico,
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essa tendéncia ndo foi observada, entretanto os tempos de duplicagdo sempre foram maiores
no tratamento com as concentragBes intermedidrias de DSS (0,5 mg/L) e menores na
concentracédo de 8,0 mg/L (Tabela 5).

Na Tabela 6 apresentam-se os valores médios (£ desvio padrdo) de nimero de brotos e
dia da emergéncia inicial (crescimento vegetativo) de Chara sp. A 25 °C em meio eutrofico, o
namero de brotagdes no C0-25 controle, foi maior (6,0 £ 3,0 cm, contribuindo com 34% do
comprimento total da planta) do que os tratamentos com diluicdes de DSS, porém néo
apresentou diferencas significativas (p = 0,0642). Sob o mesmo meio (eutrofico a 27 °C) o
Tratamento C0-27 (controle), também, apresentou um numero maior de brotagdes (2,0 + 1,2
cm; correspondendo a 33,9% do crescimento acumulado; Tabela 6), porém ndo apresentaram
diferencas significativa (p = 0,4015).
Tabela 6. Variacdes de valores médios + desvio de numero (crescimento vegetativo), tempo
de emergéncia (dias) e contribuicbes (%) dos brotos de Chara sp., sob efeito de duas
temperaturas (25 e 27 °C), dois meios (eutrdfico e oligotréfico) em experimentos controle e

com duas concentracdes (0,5 e 8,0 mg/L) de DSS. Valores de nimero séo referentes ao ultimo
dia de experimento.

Meio eutroéfico

Numero de Tempo de Contribuicéo
25°C brotos emergéncia (%)
CO0-25 (controle) 6,0+ 3,0 3 34
C1-25 (0,5 mg/L) 28+28 3 35,4
C2-25 (8,0 mg/L) 3,0+£32 3 32,8
27 °C
CO0-27 (controle) 20x+12 3 33,9
C1-27 (0,5 mg/L) 0,7+12 3 32,9
C2-27 (8,0 mg/L) 06+£1.2 3 29,4
Meio oligotrofico
Numero de Tempo de Contribuicédo
25°C brotos emergéncia (%)
C3-25 (controle) 14+£12 3 21,6
C4-25 (0,5 mg/L) 3,030 3 32,2
C5-25 (8,0 mg/L) 1,7+21 3 27
27 °C
C3-27 (controle) 0,7+1,.2 7 27,8
C4-27 (0,5 mg/L) 23+3,1 3 25,4

C5-27 (8,0mg/L) 2,9 +4,0 7 33,9
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Para os experimentos conduzidos em meio oligotrofico (25 e 27 °C), o nimero de
brotagdes dos tratamentos controle foi bem baixo, respondendo por 21,6 e 27,8%
respectivamente, do crescimento acumulado de Chara sp. (Tabela 6), quando comparamos
com as mesmas temperaturas do meio eutrofico, e em meio oligotréfico todos os tratamentos
com diluicdo de DSS permaneceram com numero de brotagcbes mais alto do que o controle.
Entre os tratamentos a 25 °C oligotrofico (p = 0,1220) assim como a 27 °C oligotréfico (p =
0,5038) ndo foram registradas diferencas. Sobre o numero de brotacGes, ndo se observou
diferencas nas combinacfes: 27 °C eutréfico x 27 °C oligotrofico (p = 0,8267); 25 °C
eutréfico x 27 °C eutrdfico (p = 0,1259); 25 °C oligotrofico x 27 °C oligotrofico (p = 0,4409);
apenas 25 °C eutrdfico x 25 °C oligotréfico (p = 0,0560).

4.4 ANALISES FISIOLOGICAS DE CHARA SP. CULTIVADA A 25 E 27 °C EM MEIOS
EUTROFICO E OLIGOTROFICO

As variacdes temporais dos pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoide) em
Chara sp. sob as temperaturas de 25 e 27 °C no meio eutrofico sdo mostradas na Figura 13.
As concentracOes de clorofila-a e carotenoide, a 25 °C (Figura 13A e 13E), se mantiveram
estaveis durante as quatro semanas de experimento. Diferencas entre os tratamentos (p =
0,0217) foram notadas apenas na terceira semana, para clorofila-a; para as concentracdes de
carotenoides ndo houve diferencas (p = 0,4890). Para clorofila-b (Figura 13C), as
concentragfes foram baixas, apresentando uma pequena alta na quarta semana, porém sem
apresentar diferencas significativas (p = 0,0551) entre os tratamentos. Para clorofila-a sob 27
°C (Figura 13B) foi observada estabilidade das concentracfes entre os tratamentos, sendo que
ndo houve diferencas (p = 0,1588); essa mesma estabilidade foi observado para os teores de
clorofila-b e carotenoide (Figura 13D e 13F), porém sem apresentar diferencas significativas
(p=0,2984 e p =0,1196).

Nos experimentos conduzidos a 27 °C (Figuras 13B, 13D e 13F) as concentra¢des dos
pigmentos fotossintéticos em Chara sp. apresentaram-se um pouco maior do que as
registradas a 25 °C (Figuras 13A, 13C e 13E), mostrando uma diferenca significativa para
clorofila-a (p < 0,0001), clorofila-b (p = 0,0230) e carotenoide (p < 0,0001) quando se

comparou as duas temperaturas.



57

Para Chara sp. o processo de estabilizagdo de crescimento, em todos 0s experimentos,

durou 4 semanas, diferentemente do que ocorreu para E. densa.
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Figura 13. Pigmentos fotossintéticos (clorofila-a, clorofila-b e carotenoide) (mg/g MS) de
Chara sp., sob efeito de duas temperaturas (25 e 27 °C) em meio eutréfico nos experimentos
controle e com adicdo de duas concentraces (0,5 e 8,0 mg/L) de DSS. Barras verticais
indicam desvio padrdo. Os asteriscos (*) significam que as médias dos tratamentos sdo
significativamente diferentes (o = 0,05) do controle para cada semana.
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As variagOes semanais das concentra¢fes dos pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b
e carotenoide) em Chara sp. sob as temperaturas de 25 e 27 °C no meio oligotréfico sdo
apresentada na Figura 14. A 25 °C, os teores de clorofila-a (Figura 14A), nas duas primeiras
semanas, Se mantiveram estaveis, com pequenas variagdes entre o tratamento C3-25
(controle) e os outros tratamentos, porém nas 3° e 4° semanas, essas variagdes aumentaram,

sendo que na 4° semana houve diferenca significativa (p = 0,0167).

Para clorofila-b (Figura 14C), até a 3° semana, as concentracbes também se
mantiveram estaveis entre os tratamentos, apresentando apenas na 4° semana uma diferenca
significativa (p < 0,0001) entre C3-25 (controle) e C5-25 (8,0 mg/L). Na Figura 14E, ¢
indicada a estabilidade das concentracBes de carotenoide nas duas primeiras semanas, porém,
nas 3° e 4° semanas essas concentracdes se elevaram em relagdo as semanas anteriores, mas

ndo foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos (p = 0,1620).

A 27 °C (Figura 14B, 14D e 14F), as concentra¢Ges dos pigmentos fotossintéticos no
inicio do experimento (1° semana) foram maiores do que nos experimentos conduzidos a 25
°C (Figuras 14A, 14C e 14E) mostrando-se significativamente diferente para clorofila-a (p =
0,0289), clorofila-b (p = 0,0197) e carotenoide (p = 0,0127). Até o final das 4 semanas de

experimento, as concentracdes destes pigmentos se mostraram estaveis entre os tratamentos.

De maneira geral, existiram diferencas significativas entre 0s experimentos em ambas
as temperaturas (Figura 14) para clorofila-a (p = 0,0016) e clorofila-b (p = 0,0022), entretanto

ndo se observou diferencas significativa para carotenoide (p = 0,1467).

As concentracdes dos pigmentos fotossintéticos foram maiores nas temperaturas do
meio oligotréfico. Ao compararmos os tratamentos a 25 °C em meio eutrofico (Figuras 13A,
13C e 13E) com 25 °C oligotréfico (Figuras 14A, 14C e 14E) foi observada diferenca
significativa para a clorofila-a (p < 0,0001) e os carotenoide (p < 0,0001), sendo que nenhuma
diferenca foi notada para clorofila-b (p = 0,0656). Entre 27 °C eutréfico (Figuras 13B, 13D e
13F) e 27 °C oligotrofico (Figuras 14B, 14D e 14F) houve diferengas significativas para o0s
trés pigmentos (p < 0,0001).

As plantas cultivadas a 25 e 27 °C em meios eutrofico e oligotrofico, apesar de
perderem um pouco da coloragdo, ndo chegaram a refletir em diminui¢Ges nas concentracées

dos pigmentos fotossinteticos, como igualmente ocorreu com E. densa.
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Figura 14. Pigmentos fotossintéticos (clorofila-a, clorofila-b e carotenoides) (mg/g MS) de
Chara sp., sob efeito de duas temperaturas (25 e 27 °C) em meio oligotréfico nos
experimentos controle e com adigcdo de duas concentracdes (0,5 e 8,0 mg/L) de DSS. Barras
verticais indicam desvio padrdo. Os asteriscos (*) significam que as medias dos tratamentos
sdo significativamente diferentes (o = 0,05) do controle para cada semana.
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Houve oscilagdes nas variagOes temporais do antioxidante antocianina em Chara sp. a
25 e 27 °C nos meios eutrofico e oligotréfico, nos experimentos controle e com duas adi¢des
de DSS (Figura 15). Comparando-se o Tratamento controle com 0s outros observaram-se, em
algumas semanas de experimento, concentracdes de antocianina abaixo dos demais
tratamentos. Nos experimentos a 25 e 27 °C eutrdfico e 25 °C oligotrofico (Figuras 15A, 15B
e 15C), as concentragdes atingiram no maximo 1,5 umol/g entre os tratamentos, enquanto a
27 °C oligotréfico (Figura 15D) estas concentracfes chegaram a ca. 4,5 umol/g de
antocianina, sendo as maiores para todas as semanas durante esse experimento. As Figuras
(15A, 15B e 15C) indicaram que a 25 °C no meio eutrdfico (p = 0,9338), 27 °C no meio
eutréfico (p = 0,3006) e 25 °C no meio oligotréfico (p = 0,4566) ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos. Somente o experimento a 27 °C em oligotrofia (Figura
15D) apresentou diferenca (p = 0,0038), na primeira semana, onde o Tratamento C3-27
(controle) mostrou uma concentracdo de antocianina mais alta em relacdo aos outros

tratamentos.

Foram registradas diferencas significativas entre as temperaturas iguais (25 °C) e
meios diferentes (p < 0,0001) e, entre temperatura diferentes e meios iguais (p < 0,0001),
sendo que entre 25 e 27 °C (condicdo eutrofica) ndo houve diferenca significativa (p =
0,0722).
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Figura 15. Antioxidade antocianina (umol/g MF) de Chara sp., sob efeito de duas
temperaturas (25 e 27 °C) e dois meios (eutréfico e oligotro6fico) nos experimentos controle e
com adicdo de duas concentracfes (0,5 e 8,0 mg/L) de DSS. Barras verticais indicam desvio
padrdo. Os asteriscos (*) significam que as médias dos tratamentos sdo significativamente
diferentes (o = 0,05) do controle para cada semana.

A Figura 16 apresentam-se as variages temporais do antioxidante flavonoide em
Chara sp. sob duas temperaturas (25 e 27 °C) e nos meios eutrofico e oligotréfico. Afigura 16
mostra que, assim como observado na antocianina e nos pigmentos fotossintéticos, existiram
variagoes entre as concentracOes do tratamento controle e tratamentos com DSS. De maneira
geral, as concentragfes de flavonoides dos experimentos eutroficos (Figuras 16A e 16B)
foram as menores quando com experimentos oligotroficos (Figuras 16C e 16D), onde a 27 °C

em meio oligotrofico (Figura 16D) observou-se as maiores concentragdes deste antioxidante.
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As diferencas estatisticas significativas para 25 °C em meio eutréfico (p < 0,0001), 27
°C em meio eutréfico (p < 0,0001) e 27 °C em meio oligotréfico (p = 0,0164) ocorreram na
primeira semana de experimento, sempre entre 0 Tratamento controle e a maior concentracdo
de surfactante (8,0 mg/L). A 25 °C, no meio oligotrofico, ndo foi registrada diferenca

significativa (p = 0,7741) entre os tratamentos.

Entre quase todas as combinagdes de meios e temperaturas foram registradas
diferengas significativas: 25 °C eutréfico x 27 °C eutr6fico e 27 °C eutréfico x 27 °C
oligotréfico (p < 0,0001), 25 °C oligotréfico x 27 °C oligotrofico (p = 0,0003), porém entre 25

°C eutrdfico x 25 °C oligotrofico ndo se observou diferenca significativa (p = 0,0563).
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Figura 16. Antioxidante flavonoide (Abs/g MF) de Chara sp., sob efeito de duas temperaturas
(25 e 27 °C) e dois meios (eutrofico e oligotréfico) nos experimentos controle e com adicéo
de duas concentrac@es (0,5 e 8,0 mg/L) de DSS. Barras verticais indicam desvio padrdo. Os
asteriscos (*) significam que as médias dos tratamentos sdo significativamente diferentes (o =
0,05) do controle para cada semana.
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5. DISCUSSAO

5.1 CINETICA DE CRESCIMENTO EGERIA DENSA E CHARA SP. CULTIVADAS A 25
E 27 °C EM MEIOS EUTROFICO E OLIGOTROFICO

A disponibilidade de nutrientes afeta o crescimento e a sobrevivéncia das plantas
aquaticas (GUPTA; ROY; MAHINDRAKAR, 2012). Os individuos de E. densa e Chara sp.
cresceram em ambos 0s meios com distintas disponibilidades de nutrientes. E. densa
apresentou 0s maiores crescimentos acumulados a 27 °C em meio eutréfico, enquanto Chara
sp. exibiu um melhor crescimento a 25 e 27 °C, também, em meio eutr6fico. POKORNY;
BJORK (2010) citam que nos corpos d’agua oligotréficos, 0 crescimento de vegetais
aquaticos € limitado, apresentado baixa produtividade primaria, pela deficiéncia de nutrientes

no meio aquatico.

Contrariamente, no presente estudo, ambas as espécies (E. densa e Chara sp.)
conseguiram se desenvolver em meio oligotréfico (apesar do crescimento acumulado ter sido
menor quando comparado ao meio eutréfico), ndo sendo a disponibilidade de nutrientes
dissolvido no meio, um fator estritamente limitante para o crescimento destas plantas; nesse
caso a concentracdo de nutrientes ndo foi um fator tdo importante quanto a temperatura para
as macrdfitas submersas enraizadas como a E. densa e Chara sp., uma vez que essas plantas
sdo capazes de extrair nutrientes tanto dos sedimentos quanto da coluna d’agua (BARKO;
SMART, 1981; YARROW et al., 2009; BARRETO et al., 2013).

A E. densa é uma espécie de regido neotropical e consegue viver em baixas
concentracdes de nutrientes (PISTORI; CAMARGO; HENRY-SILVA, 2004). Egeria najas
apresentou comportamento semelhante quando cresceram em bioensaios laboratoriais, com e
sem sedimento, sugerindo que esta espécie utilizou tanto os nutrientes disponiveis no
sedimento quanto na dgua (BIANCHINI JR; BITAR; CUNHA-SANTINO, 2006).

As macroalgas, como as do género Chara, absorvem nitrogénio e agua dos sedimentos
através de brotos e rizoides, podendo ser encontradas em ambientes oligotrofico e
moderadamente eutrofico, sendo que algumas espécies tem sua distribui¢cdo como indicadores
de distintas condi¢bes de trofia, por exemplo, Chara hispida pode ser encontrada em

ambientes oligotrofico, enquanto que Chara vulgaris é encontrada em ambiente eutréfico
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(KUFEL; KUFEL, 2002; VERMEER et al., 2003; LACOUL; FREEDMAN, 2006; SAND-
JENSEN et al., 2018).

Diferencas interespecificas em caracteristicas deste género de macroalgas, e.g. tempo
de vida, producdo de esporos e longevidade do banco de sementes, provavelmente podem
levar as variacOes observadas na preferéncia de colonizar certos habitats (REY-BOISSEZON;
DOMINIQUE, 2015). Segundo CHAMBERS (1987), o sedimento é uma das fontes de
nutrientes para macrofitas enraizadas, nesse sentido, o sedimento utilizado no presente estudo
foi coletado préximo ao local de amostragem da agua, se tratando de uma regido de mata e
solo hidromorfico, sdo solos que sofrem grande influéncia do lencol fredtico com presenca

e/ou acumulo de matéria organica dentro de 60 cm da superficie do solo (EMBRAPA, 1998).

Ao compararmos 0 crescimento acumulado entre as duas plantas, Chara sp.
apresentou um melhor desenvolvimento na fase inicial, tanto em meios eutrdfico e
oligotrofico, sendo que ap6s o 10° dia experimental, os individuos entraram em senescéncia.
Esse fato ndo corroborou com o estudo de SAND-JENSEN et al. (2018), onde sob condi¢bes
ricas em nutrientes, as espécies do género Elodea, formadoras de dossel, tem o potencial de
crescer mais do que os Charofitos que vivem apenas em contato com o substrato de fundo.
Ainda em relacdo a duracdo dos experimentos, levando-se em conta o periodo de
estabilizacdo do crescimento das espécies estudadas, os tempos foram distintos tanto entre as
plantas quanto entre os experimentos, essa diferenciacdo ocorreu, pois houve uma melhor
adaptacdo as caracteristicas de trofia do meio e a temperatura de cultivo. Nesse caso, E. densa
se mostrou mais adaptada a 25 e 27 °C em meio eutréfico com duragdo de 6 e 8 semanas.

O aumento da temperatura da agua nos ambientes aquaticos, é uma das consequéncias
das mudancas climéticas que tém sido observadas nas Ultimas décadas. As velocidades das
mudancas climéticas sdo sem precedentes, e as respostas fisiolégicas a essas mudancas,
também tem sido proeminente ao se considerar 0s niveis de espécies, comunidades e
ecossistemas (HOSSAIN et al., 2016). Fatores abioticos, como a temperatura, influenciam as
taxas de crescimento das plantas (BORNETTE; PUIJALON, 2011).

Considerando um aumento de 2 °C, (25 para 27 °C), os individuos de Chara sp. nao
exibiram diferencas em crescimento, entretanto essa variagdo térmica, favoreceu o
desenvolvimento de E. densa. Ambas as espécies selecionadas conseguiram se adaptar a uma
ampla variacdo de temperatura, apresentando um bom crescimento. BAENSCH; RIEL (1993)

relatam que a E. densa apresentou seu melhor desenvolvimento entre 20 a 24 °C, enquanto E.
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najas necessitou de temperaturas mais altas (variagéo de 23 a 27 °C) para 0 seu crescimento.
YU et al. (2018) citaram que a 22,7 °C, E. densa apresentou um aumento de suas
caracteristicas funcionais promovendo o crescimento da planta e raizes. Outros registros citam
que E. densa apresenta crescimento ideal, em temperaturas que variaram de 16 a 25 °C, sendo
a condicdo térmica, uma funcdo de forca extrinseca que estimula a producdo primaéria
(COOK; URMI-KONIG, 1984; THIEBAUT; GILLARD; DELEU, 2016). PISTORI;
CAMARGO; HENRY-SILVA (2004), mostraram que a E. densa apresentou uma boa
capacidade de crescimento, podendo ocupar grandes areas em um curto espaco de tempo (i.e.
tempos de duplicacdo elevados), desde que as caracteristicas ambientais que influenciam o
crescimento sejam favoraveis. MACHADO; BIANCHINI JR; CUNHA-SANTINO (2020)
relatam que o aumento de 2 °C (de 25 para 27 °C) favoreceu o crescimento de E. densa. As
espécies do género Chara sdo resistentes ao calor e ao estresse, sendo capazes de sobreviver a
uma variada gama de temperatura, mesmo em baixas temperaturas (KUFEL; KUFEL, 2002;
MAHDIZADEH; ABER; DEHGHAN, 2018).

Relatos sobre Chara hispida mostraram uma produtividade méxima a 10 °C, mas seu
crescimento ocorreu em uma faixa entre 5 a 45 °C (MENENDEZ;, SANCHEZ, 1998;
KHATAEE et al., 2010). DAMBSKA (1964), relatou que varias espécies do género Chara,
como C. tomentosa, C. vulgaris, C. rudis, C. hispida e algumas do género Nitella sdo
conhecidas por crescerem em aguas rasas temperadas, sob a cobertura de gelo em lagos
durante o inverno; algumas espécies podem encistar em temperaturas mais amenas no inverno
europeu; assim, os valores de temperatura 6tima variam entre espécies ou até mesmo entre
populacdes da mesma espécie. HOSSAIN et al. (2016) indicaram que a temperatura
influencia extensivamente o crescimento das plantas, no entanto, os efeitos dependem,

também, das espécies individuais e de suas tolerancias térmicas.

O Qo calculado para a E. densa, em meio eutrdfico, foi o maior (6,36) quando
comparado com a variacao de temperatura em meio oligotrofico. Para Chara sp., os valores
de Qo foram um pouco acima de 1. Os baixos valore de Q1o de Chara sp., nas condig¢oes
analisadas ndo foram influenciados pela temperatura associada as caracteristicas dos meios de
cultivo, provavelmente, essa espécie possui capacidade de se adaptar a associacdo destes
interferentes, porém, para E. densa a variagdo de valores do Q1 tenha refletido a interferéncia
da temperatura e 0 meio eutréfico, demonstrando que o aumento de 2 °C apresentou um

impacto diferente no crescimento dessas macrofitas.
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Elodea canadensis crescendo na faixa de 10 a 15 °C apresentou um Qo de 3,9
(MADSEN; BRIX, 1997; PEZZATO, 2007), 0 Q10 do desenvolvimento de Egeria najas entre
15e25°C foi 1,85 (PEZZATO, 2007). MACHADO; BIANCHINI JR; CUNHA-SANTINO
(2020), em experimentos associando diversos tipos de solo ao crescimento de E. densa com
variacdo de 25 e 27 °C obteve um Qi variando entre 0,29 a 8,3; os altos valores de Qig
obtidos pelo autor corroboram com os encontrados para E. densa no atual estudo. Baixos
valores de Qi significam uma menor sensibilidade ao aumento da temperatura, sugerindo,
eventualmente, uma maior adaptacdo as mudancas de temperatura e considerando a ampla
distribuicéo e ocorréncia do género Egeria, que pode ser encontrada tanto em regides quentes
e frias, pode-se inferir que este género possua caracteristicas fisiologicas, morfoldgicas e
anatdmicas capazes de tolerar e se adaptar as mudancas da temperatura (COOK; URMI-
KONIG, 1984; PEZZATO, 2007). Ha poucos estudos que utilizam o Qo para descrever o
crescimento de macrofitas aquaticas correlacionando temperatura com qualquer outro

interferente, como os surfactantes.

O surfactante, em conjunto com o aumento de temperatura, interferiu no crescimento
de Chara sp. e E. densa. Nesse sentido, os tratamentos com dilui¢es de DSS apresentaram
um crescimento acumulado maior do que o tratamento controle, com excecdo de E. densa a
25 °C em meio eutréfico, que nesse caso o Tratamento Controle apresentou maior
crescimento acumulado. O fato da E. densa nesse tratamento ter apresentado um
desenvolvido maior, pode implicar que o DSS tenha inibido o seu crescimento, conforme
apresentado por BORGES NETO; GORGATI; PITELLI (2004), que mesmo a E. densa sendo
cultivada em temperatura 6tima, quando na presenca de um estressor, a planta teve seu
crescimento influenciado, ndo apresentou crescimento vegetativo quando cultivada a 25, 30 e
35 °C sob a presenca de fungo. Estudos também relatam que o aumento da toxicidade de
contaminantes pode estar aliado ao aumento da temperatura da agua, Por exemplo, KIM et al.
(2010) observaram um aumento de 15 para 25 °C na temperatura da agua influenciou a
toxicidade de trés drogas de 3 para 8 vezes em Daphina magna. Usando esse mesmo
cladocero, LEWIS; HORNING (1991) indicaram que sob a presenca de DSS e uma
temperatura mais alta (26 °C), os testes de toxicidades forneceram resultados

significativamente diferentes.

GAO; YAN (2012), indicaram a Chara globularis como espécie pioneira mostrando
gue esse género pode apresentar uma boa adaptabilidade e intensa capacidade de

sobrevivéncia em habitats agressivos (como por exemplo, contendo chumbo), onde essas
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macrofitas conseguem se propagar rapidamente, sendo competitivas e apresentando um bom
crescimento. KHATAEE et al. (2011) relataram o género Chara como sendo eficiente na
remocdo de corantes poluentes. Nos ambientes aquaticos, a salinidade, temperatura,
precipitacdo, disponibilidade de nutrientes, pH e irradiacdo subaquética estdo sendo alterados
como consequéncia das mudancas climaticas globais, essas variaveis ambientais também
devem ser consideradas no crescimento das macrdfitas, pois podem interagir com substancias

toxicas e afetar a relacdo dose-resposta dos contaminantes (KIM et al., 2010).

O meio oligotrofico, apesar de apresentar pouca concentracdo de nutrientes essenciais,
ndo foi um impedimento para o crescimento de plantas aquéticas enraizadas sob as duas
temperaturas estudadas. O fato das macrofitas terem se desenvolvido menos nos tratamentos
controles do que os tratamentos com surfactante pode sugerir que o DSS tenha atuado como
mais uma fonte adicional de nutrientes (como S e carbono inorgéanico) para essas plantas,
auxiliando no seu crescimento. Detergentes industriais e domésticos contém, além dos
surfactantes, até 40% de fosfato. Assim, a planta, através das raizes ou de sua superficie,
absorve esses compostos como nutrientes, que serdo usados em todos 0S Seus Processos
metabdlicos (KAGALWALA; KAVITHA, 2012; BHAIRI; MOHAN, 2001).

Outro aspecto que deve ser considerado com relacdo ao crescimento das plantas nos
Tratamentos com DSS, é o fato das concentracdes utilizadas nesse estudo foram baixas (0,5 e
8,0 mg/L) e, estimularam o crescimento de Chara sp. e E. densa. Em estudos com Azolla
filiculoides e Lemna minor, na presenca de DSS o crescimento de ambas s6 foi afetado em
concentracgdes altas (50 e 100 mg/L) do surfactante DSS (FORNI et al., 2008). DIRILGEN,;
INCE (1995) mostraram que em experimentos com adi¢do de DSS, o crescimento de Lemna
minor foi aumentado nas concentracBes de 1 e 40 mg/L, sendo inibido somente com 100
mg/L do surfactante. LIU; WU (2018) relataram que em doses baixas de DSS (< 10 mg/L) e
fenol (< 0,5 mg/L) promoveram o crescimento de Ceratophyllum demersus, entretanto em
doses superiores as mencionadas (> 10 mg/L ¢ > 1 mg/L) houve tendéncia de queda no
crescimento. Este fato foi atribuido ao fenbBmeno conhecido como hormesis, que se refere aos
efeitos negativos de produtos quimicos aos organismos quando em altas doses (crescimento e
inibicdo de desenvolvimento), embora em doses mais baixas haja efeitos benéficos
(crescimento e desenvolvimento de estimulos). A hormesis € definida como efeito benéfico
em doses baixas, onde o sistema bioldgico afetado alcanga um estado adaptativo dentro do
contexto de realocacgdo eficiente de recursos com uma fungdo biologicamente limitante que é

otimizado quando esse sistema esta levemente estressado (CALABRESE, 2005). Segundo
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ASHRAF (2009), a hormesis tem sido relatada em uma ampla gama de venenos, metais
pesados, hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos, policlorados bifenilos e pesticidas. As
plantas, em suas respostas fisiologicas a estressores, possuem mecanismos que mantem uma
alta atividade metabolica sob estresse leve e reduz essa atividade sob estresse severo
(BARTELS; NELSON, 1994).

As taxas diarias de crescimento, em todos 0s experimentos apresentaram um rapido
crescimento nos primeiros dias de cultivo tanto para E. densa quanto para Chara sp., podendo
ser traduzido como uma fase de crescimento exponencial da planta ao ambiente (meio,
temperatura e concentragdo de DSS). Os processos de aclimatacdo podem garantir a
sobrevivéncia de organismos aquaticos, sob mudancas ambientais, nas condi¢cdes de luz e
temperatura, exposi¢do a contaminantes e a capacidade em interagir com essas alteragdes
pode ser influenciada pelas respostas fisioldgicas (GOMES; JUNEAU, 2017). Ap6s a fase
acelerada de crescimento, as taxas diarias cairam (para ambas as temperaturas), voltando a
crescer, novamente, com surgimento dos primeiros brotos (onde atingiram o pico), 0s quais,
ocorreram em tempos diferentes para cada experimento com os individuos de E. densa. Com
relacdo a Chara sp., 0 surgimento dos brotos, na maior parte dos experimentos se deu a partir
do terceiro dia. BOTTINO et al. (2017), também, relataram elevacdo das taxas diaria de
crescimento nos primeiros 10 dias de cultivo de E. densa e Chara sp. em presenca de rejeitos
de mineracédo. E. densa e E. naja apresentaram taxas didrias mais altas no crescimento entre a
2° e 3° semanas e apos esse periodo, essas taxas tenderam a diminuir (BIANCHINI JR et al.,
2015).

As maiores taxas diaria de E. densa e Chara sp. ocorreram nos tratamentos com
surfactante. Apenas sob a temperatura de 25 °C em meio eutrofico para ambas as plantas, as
maiores taxas didrias foram nos tratamentos controle. A taxa de crescimento de algas e
macrofitas que utilizam CO, e HCO;3; pode ser dobrada devido a elevacdo de CO, da
atmosfera sob condigdes eutroficas (HOSSAIN et al., 2016). BOTTINO et al. (2017)
observaram que a taxa de crescimento de E. densa em condi¢do contaminada por metais foi
duas vezes maior do que na condicdo controle. Para Chara sp., a taxa de crescimento foi um
pouco mais elevada na condi¢do controle. Segundo BIANCHINI JR et al. (2015), as
mudancas temporais das taxas diarias sdo caracteristicas de crescimento em todos os tipos de

ambientes, independentes da presenca de estressores.
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VOGELS et al. (1975) definiram que a integracdo das taxas diérias define a curva de
crescimento logistico e, consequentemente, os parametros cinéticos de p e K, como o
utilizado na modelagem para o presente estudo. O p é um parametro intrinseco (fisioldgico),
dependendo das espécies de plantas e o rendimento do crescimento é devido as condicdes
ambientais (por exemplo, temperatura, nutrientes da agua concentragdo, pH). A capacidade de
suporte, isto &, comprimento ou biomassa maximo, se referem ao parametro K (CARR;
DUTHIE; TAYLOR, 1997). Ao compararmos o [ de ambas as macrofitas, E. densa variou de
0,048 dia™ (td = 14,5 dias) a 0,171 dia™ (td = 4 dias), enquanto que para a Chara sp. essa
variagdo foi de 0,511 dia’ (td = 1,4 dias) a 0,115 dia® (td = 1,4 dias), indicando que a
variacdo de p no crescimento de Chara sp. foi maior que de E. densa. Devemos considerar,
ainda, que esses resultados foram respostas de bioensaios executados em laboratério, com

concentracdes de nutrientes, temperaturas e intensidades luminosas controladas.

As diferencas no i ndo foram devidas apenas a concentracdo de DSS testada, mas
também em relacdo a temperatura € 0 meio onde foram cultivadas estas espécies de
macrofitas. Os menores valores de p dos nossos resultados, para ambas as espécies (em
alguns experimentos), foram obtidos nos tratamentos controle, contrastando com estudos de
BOTTINO et al., 2017, onde E. densa e Chara sp. apresentaram um L maior quando cultivada
em agua com rejeito de mineragdo em comparacao com o tratamento controle. Estudos sobre
o0 crescimento de macrdéfitas sdo importantes, pois possibilitam predizer a sensibilidade do
tempo de duplicacdo de uma espécie em funcdo das respostas ecoldgicas dessas plantas frente
aos problemas ambientais (BEST et al., 2001).

BIANCHINI JR; BITAR; CUNHA-SANTINO (2006), em experimentos com E. najas
observaram que as maiores constantes de crescimento (u = 0,17 dia™) foram obtidas quando
0s requerimentos nutricionais estavam disponiveis somente na &gua, sugerindo assim que
mesmo com a adicdo de sedimentos, ndo ocorreu incrementos significativos de N e P que
seria capaz elevar os valores de p. Os resultados do autor citado anteriormente, corroboram
com as constantes de crescimento de Chara sp., em nosso estudo, onde 0s maiores valores de
p foram registrados em experimentos com maior disponibilidade de nutrientes. No entanto,
para E. densa essa relacdo ndo foi observada, onde os valores de p se mantiveram proximos
para os dois meios de cultivo. Plantas aquéaticas podem, geralmente, se propagar por grandes
distdncias atuando como espécies invasoras que produzem grandes quantidades de biomassa,

mesmo sob baixas condigOes de nutrientes (WU et al., 2015).
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Os Charodfitos apresentaram alto potencial de crescimento, sendo répidos
colonizadores com elevada capacidade de desenvolver biomassa (BLINDOW, 1992;
SIMONS et al., 1994; BOTTINO et al., 2017). Essa categoria de macrofitas sdo mais
competitivas, em comparacao as angiospermas, pois essas plantas habitam diferentes gamas
de nichos ecoldgicos com distintos fatores bidticos e abidticos mostrando alta adaptabilidade
e distintas estratégias de vida (REY-BOISSEZON; DOMINIQUE, 2015). BIANCHINI JR;
BITAR; CUNHA-SANTINO (2006), ao ajustar os resultados de PISTORI; CAMARGO;
HENRY-SILVA (2004) para o crescimento de E. densa ao modelo da curva logistica de
KREBS (1972), verificaram-se que o p foi 0,10 dia™, portanto dentro da faixa observada no
presente estudo e menor ao observado para Chara sp. PEZZATO (2007), em estudos com E.
najas, sob as variacdes de temperatura entre 15 a 30 °C, obteve um p variando de 0,02 a 0,08
dia®. HARAMOTO; IKUSIMA, (1988) obtiveram um p para E. densa de 0,049 dia ! a 20,7
°C: enquanto CARRILLO; GUARIN; GUILLOT (2006) para a mesma espécies, obtiveram
um p de 0,017 dia™ sob temperatura média de 15 — 17 °C. LARSON (2007), sob condicdes
controladas, verificou que Elodea canadensi (semelhante a E. densa) apresentou valores de p
variando de 0,04 a 0,09 dia™, constantes estas bem abaixo das encontradas nesse estudo,

mesmo se encontrando dentro da faixa de temperatura testadas.

O p permite calcular o tempo de duplicacéo, ou seja, quanto maior a constante, menor
o0 tempo de duplicacdo, assim quanto maior o valor de p menos dias a planta ira requer para
duplicar a sua biomassa. Os menores valores de td para Chara sp. e E. densa (Tabela 3) foram
registrados, em meio eutréfico, a 25 e 27 °C, respectivamente. Portanto, ndo foi possivel
afirmar que somente o surfactante foi o interferente principal nesses resultados. MACHADO,;
BIANCHINI JR; CUNHA-SANTINO (2020) também registraram tempos de duplicacdo, para
E. densa, em menores intervalos de dias a 27 °C. PEZZATO (2007), em experimentos com E.
najas, também sob condicBes controladas a 25 °C, porém sem nenhuma adicao de estressor no
meio de cultivo, registrou td de 7 dias, dentro da faixa de variacdo encontrada para E. densa e
muito acima dos valores encontrados para Chara sp. que requer menos dias para duplicar sua
populacdo, demonstrando seu alto potencial de crescimento. O tempo de duplicagdo varia
entre diferentes espécies, entre tipos bioldgicos e depende também das condic¢des abiodticas,
e.g. concentragdes de nutrientes da agua para espécies flutuantes, do sedimento para espécies

enraizadas, radiacdo subaquaticas para especies submersas (ESTEVES, 2011).

O rejeito de mineracdo foi considerado um forte estressor, ao realizar experimentos

com Chara sp. e E. densa. BOTTINO et al. (2017) observaram que os tempos de duplicacéo
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destas plantas sofreram interferéncia ao serem cultivadas em &gua contendo Varios
contaminantes (e.g. metais), apresentando td menor quando comparados ao tratamento
controle (E. densa = 12,3 dias e Chara sp. = 1,54 dias). Para LARCHER (2000), a resposta
ao estresse pode ser vista como uma situacdo de competicdo, entre o esforco da planta para se

adaptar e os processos potencialmente letais no protoplasma vegetal.

5.2 TEMPO DE EMERGENCIA E NUMERO DE BROTOS EGERIA DENSA E CHARA SP.
CULTIVADA A 25 E 27 °C EM MEIOS EUTROFICO E OLIGOTROFICO

Acompanhando a influéncia da variagdo da temperatura (2°C) observada no
crescimento acumulado, o nimero de brotamentos também foi maior a 27 °C para E. densa. Ja
para Chara sp., 0 nUmero de brotamentos foi maior a 25 °C, em meio eutréfico. Estudos em
ambientes que variaram de oligotrofico a hipertrofico, relataram que além do aumento no teor
de N e P na biomassa da planta, ocorreu também o aumento de estruturas anatémicas (brotos)
em Ceratophyllum demersum (HANFENG; QILING; CHENGXIAO, 2010). Um fato
importante observado, foi que para o meio eutréfico (25 e 27 °C), as contribuicGes (em %)
foram maiores nos tratamentos controle para ambas as plantas, enquanto que, no meio
oligotréfico (25 e 27 °C) para as duas espécies, as contribuicBes de brotos nos tratamentos
controle foram menores que os tratamentos com DSS, sobretudo na maior concentragéo.
Segundo BIANCHINI JR; BITAR; CUNHA-SANTINO (2006), em seus experimentos com
crescimento de Egeria najas, em condi¢des laboratoriais, o0 sedimento ndo enriqueceu 0 meio
a ponto de incrementar as taxas de crescimento, ja para Vallisneria spiralis, sob condicdes
oligotréfica, a macrofita investiu uma porcentagem maior de sua biomassa em raizes,
indicando um comportamento pioneiro da espécie em ambiente oligotrofico (WANG; YU,
2007).

Essa adaptabilidade ao meio com mais ou menos nutrientes varia de espécie para
especie além de envolver outros interferentes aos experimentos (e.g. temperatura, presenca ou
ndo de algum contaminante, experimentos realizados em campo ou em laboratério).
BOTTINO et al. (2017) relataram, para E. densa e Chara sp., maior nimero de brotos quando
cultivada em uma condicdo contaminada por rejeito de mineragcdo, em comparagdo com agua
sem contaminantes. O crescimento de brotos de Hydrilla verticilata se mostrou favoravel com
0 aumento da concentracdo (de 5 mg/L para 50 mg/L) de surfactante (PANDEY; GOPAL,
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2010). J& com Lemna minor, a presenca de shampoo, estabilizou o crescimento desta planta
inibindo a producdo de novos brotos, porém os brotos existentes continuaram a crescer
(AZIZULLAH et al., 2018). Em outro estudo com L. minor, ZALTAUSKAITE et al. (2014)
citaram a ocorréncia da producdo de nimero elevado de folhas ap6s a exposicdo da planta ao
estresse. Segundo BIANCHINI JR et al. (2015), as diferencas nas taxas diérias para brotos,
sugere diferentes estratégias de crescimento adotadas por cada espécie, sendo assim, a tatica
de sobrevivéncia das plantas em habitats caracterizados como estressantes ndo € a
maximizacdo da produtividade, mas sim uma composicdo equilibrada entre rendimento e
sobrevivéncia (LARCHER, 2000).

Ambas as macroéfitas se adaptaram as temperaturas testadas, tanto os brotos de E.
densa quanto de Chara sp. conseguiram prosperar a 25 e 27 °C, que como ja citado, podem se
adaptam a uma grande variacdo de temperatura. BARKO; HARDIN; MATTHEWS (1982)
indicaram que a temperatura pode desempenhar papel importante para determinar os padrdes
de plantas submersas, influenciando as fases de vida, como reproducdo, germinacdo e
emergéncia de plantulas. Segundo YU et al. (2018), a 22,7 °C houve um aumento
significativo das caracteristicas funcionais de E. densa, promovendo maiores comprimento de
plantas e raizes, sugerindo assim que as temperaturas elevadas causadas pelo aquecimento
global no médio prazo poderdo aumentar a formacéo de brotos e maior producéo de biomassa.
Igualmente relatado no presente estudo, MACHADO; BIANCHINI JR; CUNHA-SANTINO
(2020) observaram para E. densa maior nimero de brotos com 0 aumento da temperatura de
25 para 27 °C. PEZZATO (2007) relatou para E. najas, que em experimentos de crescimento a
15 °C, essas plantas apresentaram menor producdo de ramos novos (brotos). E. densa
apresentou crescimento relativamente constante no intervalo entre 16 e 28 °C, no entanto, a 32
°C, esta espécie mostrou alteragdes morfoldgicas como reducdo no comprimento e nimero de
brotos (BARKO; SMART, 1981; YARROW et al., 2009). Entretanto, para THIEBAUT;
GILLARD; DELEU (2016), um aumento de 3 °C nas temperaturas maximas (16 e 19 °C) teve

efeitos positivos na producédo de ramos laterais e raizes.

O tempo de emergéncia dos brotos foi diferente para cada planta. Em Chara sp., 0s
primeiros brotos surgiram a partir do terceiro dia, com excecdo do experimento a 27 °C em
meio oligotrdfico, onde os primeiros brotos surgiram a partir do sétimo dia para o tratamento
controle e na maior concentragdo de DSS, lembrando que observou-se para Chara sp.
processo continuo de surgimento e perda de brotos. Com relacdo a E. densa, o surgimento

desses brotos ocorreu de forma diferente para cada experimento e tratamento. BIANCHINI JR
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et al. (2010) relataram que para Hydrilla verticilata, o baixo rendimento (e n° de ramos) das
plantas com tubérculos que brotaram mais tarde foi causado pela energia gasta em processos
metabolicos (e.g. respiracdo) para manter o tubérculo vivo por muito tempo. Como por
exemplo, no presente estudo, os individuos de E. densa crescendo a 25 °C em meio eutréfico
apresentaram o surgimento dos primeiros brotos com 24 e 27 dias nos tratamentos com DSS,
demonstrando que o surfactante possa ter atuado como um interferente. A 25 °C em meio
oligotrofico, o tempo de emergéncia foi menor (entre 10 e 21 dias), podendo, nesse caso, a
caréncia de nutrientes do meio ter influenciado. Porém, a 27 °C em meio oligotréfico, para E.
densa (27° dia) e Chara sp. (7° dia), a associagdo entre temperatura e meio de cultivo (pobre
em nutrientes) pode ter contribuido para esse surgimento tardio, bem depois do tempo de
emergéncia dos tratamentos com surfactante. Para AZIZULLAH et al. (2018), o surfactante
cessou 0 crescimento de Lemna minor estimulando o crescimento de brotos ja existentes,
contribuindo, assim, para o aumento da biomassa da planta. Algumas espécies de plantas
aquaticas, como é o caso de E. densa e Chara sp., tem distribuicdo cosmopolita exibindo
niveis altos de polimorfismo e de plasticidade fenotipica em resposta as variacdes de fatores
ambientais, essas qualidades permitem que elas ocorram em ampla gama de condicGes
(LACOUL; FREEDMAN, 2006).

5.3 ANALISES FISIOLOGICAS EGERIA DENSA E CHARA SP. CULTIVADA A 25 E 27
°C EM MEIOS EUTROFICO E OLIGOTROFICO

5.3.1 Pigmentos fotossintéticos

De maneira geral, a presenca de surfactante no meio de crescimento, ndo alterou
negativamente a concentracdo de clorofila-a, b e carotenoides de E. densa e Chara sp.
demonstrando que estas espécies foram tolerantes ao contaminante nas concentragdes
utilizadas. Espécies de plantas aquaticas variam muito em relacdo a sua anatomia, fisiologia e
a capacidade de tolerar estressores inorganicos e biologicos, sendo que a membrana
plasmatica (a parte mais sensivel da célula) é a primeira a ser danificada quando as plantas
sd0 expostas a agentes oxidativos por estresse (LACOUL; FREEDMAN, 2006; HUANG et
al., 2013).
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Macrofitas submersas desenvolveram vérias adaptagdes morfoldgicas e fisioldgicas
para evitar a limitacdo do carbono no ambiente aquético. Dentre estas, destacam-se o
metabolismo C4, metabolismo acido das crassulaceas (CAM), a utilizacdo do HCOg3, a
utilizacdo da agua intersticial do sedimento e o desenvolvimento de folhas aéreas (MADSEN;
SAND-JENSEN, 1991; PIERINI; THOMAZ, 2004). A fotossintese C4 é uma adaptagdo que
auxilia as plantas a aumentarem sua eficiéncia fotossintética através da rubisco com altas
concentracdes de CO,. O metabolismo C4 é uma colecdo de alteraces morfoldgicas e
bioquimicas que evoluiu, independentemente, 45 vezes em plantas superiores (SAGE, 2004).
E. densa e alguns espécies do género Chara sdo plantas C4 facultativas, que normalmente
exibem fotossintese C3, e mudam o metabolismo para C4 sob condi¢cbes ambientais
especificas (KEELEY, 1999; BOWES et al., 2002). Para CASATI; LARA; ANDREO (2000)
e BOWES et al. (2002), E. densa foi bem sucedida como espécie introduzida por conta de
tragos fisiologicos associados ao seu metabolismo, exibindo mudangas no seu metabolismo
sob condicBes de baixas concentracfes de CO,, na qual diversos atributos anatdmicos e
fisioldgicos podem ser importantes na habilidade competitiva das plantas, particularmente nas
especies invasoras (LACOUL; FREEDMAN, 2006).

A E. densa e Chara sp. por serem plantas que apresentaram grande adaptacdo as
condi¢des ambientais (como temperatura, meio de cultivo e limitagdes de carbono) parecem
reagir a presenca do surfactante aumentando suas concentragdes de pigmentos fotossintéticos.
Porém, para FORNI et al. (2008), o DSS (em concentracfes maiores as testadas) atuou de
maneira diferente, além de afetar o crescimento de macrofitas (Azzola filiculoides e Lemna
minor), também, interferiu no contedo de clorofila, atuando negativamente sobre a atividade
fotossintética. CHAWLA,; VISWANATHAN (1987) associaram a presenca de detergentes
com a supressdo de clorofila. Segundo AZIZULLAH et al. (2018), doses altas do surfactante
lauril sulfato de sodio afetaram negativamente alguns parametros fisiologicos testados em
Lemna minor, sendo as clorofilas-a e b os mais sensiveis. Em concentracBes crescentes de
DSS, observou-se clorose gradual das folhas de Ceratophyllum demersum, sendo que 0s
teores de clorofilas a e b diminuiram significativamente, indicando que esse pigmento €
sensivel a toxicidade (LIU; WU, 2018).

Os pigmentos extraidos de E. densa e Chara sp. durante 0s experimentos se
mostraram semelhantes com as plantas reagindo a presenca do DSS, onde os niveis de
pigmentos fotossintéticos para os tratamentos com surfactante se mostraram maiores ou
menores, quando comparados ao tratamento controle. Tal fato pode estar relacionado a

adaptacdo destas plantas frente ao estresse, o qual, induz mudancas fisiologicas que podem
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resultar na reducdo de crescimento, aclimatacdo fisiologica, adaptacdo de espécies, ou
combinacdo destes (FODORPATAKI et al., 2001). Como exemplo, PANDEY; GOPAL
(2010) mostraram, para a macrdfita Azolla pinnata, um aumento no namero de frondes
acompanhado de uma diminuicdo no teor de clorofila, demonstrando que essa espécie adotou
a estratégia de aumento de sua area fotossintética para lidar com o estresse por detergentes.

Apesar de E. densa e Chara sp. terem apresentado perda de coloragcdo em alguns
exemplares, as atividades fotossintéticas foram mantidas em outros individuos, como
mostram os resultados. Detergentes danificam o pigmento-proteina favorecendo a degradacéo
de pigmentos pré-existentes por meio da foto-oxidacdo (MARKINA, 2010).

No presente estudo, as temperaturas (25 e 27 °C) ndo interferiram no processo
fotossintético de E. densa e Chara sp., ou seja, elas mantiveram suas concentracdes de
pigmentos fotossintético elevadas, realizando assim a fotossintese embora existam relatos de
temperaturas Otimas para a realizacdo desse processo em macrofitas. PEZZATO (2007)
inferiu que a temperatura 6tima para fotossintese para E. naja foi 25 °C, independente da
temperatura de crescimento (15-30 °C). A maioria das espécies de plantas aquéticas exibiu
taxas 6timas de fotossintese a temperatura relativamente alta, entre 20 e 35 °C e entre 28 e 32
°C, sendo que as respostas fisiologicas a temperatura diferiu entre as espécies
(SANTAMARIA; VAN VIERSSEN, 1997; MADSEN; BRIX, 1997; BARKO; SMART,
2016). Para duas espécies do género Chara, VIEIRA JR; NECCHI JR (2003) observaram que
as maiores taxas fotossintéticas ocorreram entre 10 e 15 °C. As taxas fotossintéticas de
Mayaca fluviatis foram maiores a 15 °C, sendo diminuida com a elevacdo da temperatura
(COSTA, 2010). Para Nitella (género de alga da Familia Characeae), as maiores taxas
fotossintéticas ocorreram dentro da variacdo de 20 a 25 °C, mostrando assim, que os valores
de temperatura 6tima podem variar entre espécies ou até mesmo entre populacées da mesma
espécie (MENENDEZ; SANCHEZ, 1998).

Espécies de regides tropicais apresentam um bom desempenho fotossintético em
temperaturas mais baixas, mas também sdo capazes de aclimatar-se a temperaturas mais altas
(VIEIRA JR.; NECCHI JR., 2006), ou seja, a variagdo de 2 °C na temperatura nédo foi
impedimento para a realizacdo de fotossintese em experimentos com DSS para Chara sp. e E.
densa. Ao modificar suas respostas fisioldgicas, as comunidades de organismos
fotossintéticos aquaticos podem se adaptar a diferentes condi¢cdes de luz, temperatura e
exposicdo a contaminantes (DAVISON, 1991).

Quanto aos meios de cultivo, E. densa e Chara sp., apresentaram as maiores

concentracdes de pigmentos fotossintéticos quando cresceram no meio oligotrofico (25 e 27
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°C). Segundo RZEPKA; KRUPA; SLESAK (2005) o enriquecimento de nutrientes afeta a
fotossintese das plantas. KRAYEM et al. (2016), em experimentos com Myriophilum
alterniflorum e cobre, observaram que a planta teve seu crescimento reduzido em condicdes
eutroficas em comparacdo com oligotréficas, devido a carga de nutrientes no meio, sendo que
a planta apresentou uma reducdo de 40% das partes clorofiladas. As espécies de Chara sdo
organismos calcificantes e usuarias de bicarbonatos sendo que pela calcificacdo, essas plantas
mantém a fotossintese em pH alto e podem formar areas densas em lagos e lagoas de agua
oligotrofica (SAND-JENSEN et al., 2018).

5.3.2 Antioxidantes

O equilibrio entre a producdo e eliminacdo de EROs (espécies reativas de oxigénio)
podem ser perturbados por varios fatores de estresse bidtico e abidtico, como salinidade,
radiacdo UV, seca, metais pesados, temperatura extrema, deficiéncia de nutrientes, poluicéo
do ar, herbicidas e ataques de patogenos. Esta quebra de equilibrio na planta aciona os
mecanismos de defesas antioxidantes, podendo ser ndo enzimaticas (glutationa, carotenoides e
flavonoides/antocianina) ou enzimatica (superéxido dismutase, catalase glutationa peroxidade
(GILL; TUTEJA, 2010). Surfactante, temperatura e meio de cultivo sdo os fatores de estresse
expostos a E. densa e Chara sp., assim, as concentracdes de carotenoides, acompanharam as
variacdes de clorofila-a, se mantendo altos, protegendo o aparato fotossintético, onde esses
pigmentos atuaram como fotorreceptores evitando danos ao organismo (DEMMIG-ADAMS;
ADAMS, 1996; GUO et al., 2006). Segundo RADIC et al. (2010), a clorofila e carotenoide
sdo a parte central da manifestacdo energética da planta e, portanto, qualquer alteracdo
significativa em seus niveis provavelmente afetara todo o metabolismo da planta.

As concentracfes de antocianina e flavonoide, em E. densa foram mais elevadas em
meio eutrofico, entretanto sem grandes diferencas entre as temperaturas. Estudos com
Ceratophyllum demersus em ambientes que variaram de oligotréfico a hipertrofico, i.e. com
aumento da concentragdo de nutrientes, mostraram um aumento das atividades antioxidantes,
sugerindo que esses antioxidantes reagiram ao estresse gerado pelo aumento da fertilidade
(CAO et al., 2007; HANFENG; QILING; CHENGXIAO, 2010). Elevadas concentracfes de
N e P podem afetar significativamente a fisiologia de plantas aquéaticas (BREMIGAN et al.,
2005; THOMAZ et al., 2007). Nos individuos de Chara sp., as maiores concentracdes destes
antioxidantes foram observadas no meio oligotréfico (sendo 27 °C com as maiores

concentracdes), mesmo os Charofitos serem vistos como espécies predominantes neste tipo de
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ambiente, a baixa quantidade de nutrientes associado ao DSS pode ter levado a planta ao
estresse fazendo aumentar as concentragdes de antioxidantes para sobreviver. De acordo com
WINKEL-SHIRLEY (2002), pode ocorrer aumento consideravel nos niveis de flavonoides
apos estresse bioticos e abiodticos, como seca, toxicidade de metais e privacdes de nutrientes.
As alteracdes dos niveis aumentados ou diminuidos de antioxidantes nos tecidos vegetais,
estéo relacionados a tolerancia ao estresse (SANKHLA et al., 2016).

Os antioxidantes (antocianina e flavonoides), para ambas as macrdfitas, durante todas
as semanas do experimento tiveram suas concentracdes entre o controle maior ou menor que
os tratamentos com surfactante, indicando um processo adaptativo da planta ao estresse
submetido. A exposicdo da planta ao DSS induz a uma melhoria nos niveis de enzimas
antioxidante de macrdfitas aquaticas, melhorando assim a sua tolerancia a compostos
possivelmente tdxicos, desse modo, os antioxidantes sdo estimulados e atuam em defesa do
organismo vegetal (ROUT; SHAW, 2001; FORNI et al., 2012).

O periodo de duracdo dos experimentos foram diferentes para cada experimento e
planta e, esse prolongamento de tempo, pode ter influenciado nas respostas do sistema
antioxidante a producdo de EROs de E. densa e Chara sp. No caso de E. densa crescendo a 25
°C em meio eutrdfico, os niveis de flavonoides e antocianina sofreram aumento nas trés
ultimas semanas, podendo ser interpretada como uma forma de reacdo da planta, onde a
tolerdncia ao estresse pela planta pode, portanto, ser melhorado pelo aumento dos niveis de
enzimas antioxidante (GILL; TUTEJA, 2010). Esse periodo de duracdo prolongado dos
experimentos (associados a temperatura € meio de cultivo) com E. densa revelam maior
resisténcia dessa planta, sendo traduzida pelos niveis de antioxidante. Tal fato ndo corroborou
com o descrito por BHAIRI; MOHAN (2001), onde uma exposi¢cdo prolongada ao
surfactante, levou a desnaturacdo das proteinas existentes inibindo o trabalho de enzimas
envolvidas em diferentes processos. De forma geral, os individuos de E. densa, em todos 0s
meios e temperaturas, apresentaram maior concentracdo de pigmentos fotossintéticos e

antioxidante quando comparada a Chara sp. (macroalga).

5.4 VARIAVEIS FISICAS E QUIMICAS DOS EXPERIMENTOS

Os valores de pH se mantiveram estaveis para todos os experimentos. A adicdo de

DSS e variagOes de temperatura e composicdo do meio ndo interferiram no potencial
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hidrogenidnico, néo sendo fator limitante para o crescimento destas plantas. SU et al. (2012)
relataram que o pH 7 foi 6timo para crescimento de E. densa. PEZZATO (2007) citou que o
crescimento de E. najas ocorreu em levemente acido (pH = 6,25) e as Elodeides dominaram a
vegetacdo desde alta alcalinidade até alcalinidade intermediaria (VESTERGAARD; SAND-
JENSEN, 2000). Espécies do género Chara apresentou eficiente taxa fotossintética com pH
variando entre 7,5 e 8,5 (SAND-JENSEN et al., 2018). As respostas do pH para estas plantas
confirmam que o bicarbonato é a principal fonte externa de carbono inorganico. O
bicarbonato € uma fonte importante de carbono inorganico para a fotossintese e crescimento
de muitas macrofitas submersas (MADSEN; SAND-JENSEN, 1991).

As variagdes de condutividade elétrica entre os meios foram maiores no crescimento
de E. densa, porém essa variacdao ndo interferiu no crescimento da planta. Concentracdes de
bicarbonato sdo fortemente e linearmente relacionados a condutividade elétrica na maioria dos
ecossistemas de dgua doce (VESTERGAARD; SAND-JENSEN, 2000). As concentracdes de
oxigénio dissolvido foram mais baixas em meio oligotréfico para ambas as plantas, essa
variavel reflete o balanco de gases entre os processos concorrentes de fotossintese e
respiracdo das macrofitas aquaticas submersas.

Os resultados obtidos neste estudo contribuiram para o entendimento do crescimento e
das variacGes de indicadores fisioldgicos de duas macrdfitas aquaticas quando expostas ao
surfactante DSS e sua associa¢do com a variacao de 2 °C e meio de cultivo. E. densa e Chara
sp. demonstraram alta capacidade de adaptacdo, onde, a varia¢do térmica da agua associada a
trofia do meio de crescimento e a presenca de DSS potencializaram o crescimento e a
proliferacdo de E. densa. Para Chara sp., a variacdo de temperatura ndo interferiu em seu
crescimento. As macrofitas, com suas particularidades e caracteristicas, cresceram
rapidamente, podendo se tornar um problema nos ambientes aquaticos continentais
colonizados por essas espécies. O crescimento acelerado tanto em ambientes naturais e/ou
artificiais podem causar prejuizos e impactos negativos nos usos maultiplos dos recursos

hidricos.
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CONCLUSOES

As concentracbes de DSS testadas ndo afetaram negativamente o crescimento,
formagéo e tempo de emergéncia de brotos de E. densa e Chara sp. em quase todos 0s
tratamentos. Essas plantas apresentaram um maior crescimento e maior formacdo de brotos
em tratamentos com DSS, quando comparados com o tratamento controle. A presenca de
DSS, também, ndo afetou negativamente os coeficientes |, o tempo de duplicagdo e os
indicadores fisioldgicos. Os pigmentos fotossintéticos e antioxidantes para todos os
tratamentos com DSS para ambas as plantas, apresentaram maiores concentragcdes quando

comparados ao controle.

O aumento da temperatura (+ 2 °C) favoreceu o crescimento de E. densa, bem como a
formagdo e tempo de emergéncia de brotos, enquanto para Chara sp., a variacdo na
temperatura ndo interferiu em seu crescimento. Chara sp. cresceu facilmente tanto a 25
quanto a 27 °C, porém, a formacdo de seus brotos foi maior a 25 °C. Os brotos emergiram a
partir do terceiro dia para quase todos os experimentos. Com relacao a fisiologia, ndo se pode
afirmar que, somente a temperatura, tenha influenciado as concentracdes dos pigmentos

fotossintéticos e antioxidantes de E. densa e Chara sp.

Os meios eutrofico e oligotrofico, aliados a presenca de DSS e a variacdo de
temperatura influenciaram no crescimento, tempo de duplicacao, fisiologia, formacéo e tempo
de emergéncia de brotos em E. densa. Para Chara sp. observou-se influéncia em seu
crescimento, tempo de duplicacédo e fisiologia, porém a formacédo e tempo de emergéncia de
brotos ndo se alteraram. Os numeros de broto em Chara sp. ndo apresentaram grandes
variacOes entre 0s meios, 0 mesmo padrdo também foi observado com relacdo ao tempo de

emergéncia dos brotos.

Os indicadores fisiologicos, tanto em Chara sp. como de E. densa, apresentaram as
maiores concentracGes de pigmentos fotossintéticos e antioxidantes quando cresceram meio
oligotréfico (25 e 27 °C), indicando que, as condicBes de trofia do meio aliados a outros
interferentes tenham estimulado o aumento destas concentragbes como forma de
defesa/adaptacédo das plantas aquelas condicdes de cultivo. Essa juncdo de fatores contribuiu
para influenciar o crescimento, coeficiente p, tempo de duplicacdo, fisiologia, formacdo e

tempo de emergéncia de brotos em E. densa e Chara sp.
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APENDICE A. Variaveis fisicas e quimicas dos experimentos com E. densa

Média e desvio-padrdo do potencial hidrogeniénico (pH), condutividade elétrica (CE; uS/cm)
e oxigénio dissolvido (mg/L) dos experimentos com E. densa, em dois meios (eutrofico e
oligotréfico), com a média das temperaturas (25 e 27 °C) e duas concentragdes de DSS (0,5 e
8,0 mg/L).

Tratamentos Meio eutroéfico
pH CE (uS/cm) OD (mg/L)
Controle 75+0,5 1172+ 11,4 42+09
0,5 mg/L de DSS 73+0,2 105,7+ 11,4 3,6+0,3
8,0 mg/L de DSS 7,2+0,05 113,4 + 33,4 34+03
Meio oligotrdfico
Controle 7,0+ 0,01 86,5+ 29,3 2210
0,5 mg/L de DSS 6,8+0,1 546+ 25 2,7+12
8,0 mg/L de DSS 6,9+0,1 51,2+ 3,8 2,8+0,6

APENDICE B. Variaveis fisicas e quimicas dos experimentos com Chara sp.

Média e desvio-padrdo do potencial hidrogeniénico (pH), condutividade elétrica (CE; uS/cm)
e oxigénio dissolvido (mg/L) dos experimentos com Chara sp., em dois meios (eutréfico e
oligotréfico), com a média das temperaturas (25 e 27 °C) e duas concentragdes de DSS (0,5 e
8,0 mg/L).

Tratamentos Meio eutroéfico
pH CE (uS/cm) OD (mg/L)
Controle 7,6 +0,2 123,7 £ 55,5 7,6 £0,06
0,5 mg/L de DSS 78+0,5 1155+9,9 8,1+0,7
8,0 mg/L de DSS 75+0,2 130,9 + 43,3 6,7+0,8
Meio oligotroéfico
Controle 7,5+0,08 110,7+8,1 47+1.2
0,5 mg/L de DSS 7,4+0,01 104,9 + 21,3 46+15
8,0 mg/L de DSS 7,3+ 0,06 82,1+14,2 45+0,6




