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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial dos extratos e fracdes de Pistia stratiotes
L., Salvinia auriculata Aubl. e Emilia sonchifolia L. para controle de Microcystis aeruginosa
(Kitzing) Kitzing (cianobactéria) em condigdes laboratoriais, investigar o potencial oxidativo dos
extratos e fracdes no metabolismo de defesa antioxidante de Microcystis aeruginosa, elucidar fi-
toquimicamente os componentes dos diferentes extratos e fracdes, além de avaliar a atividade ci-
totdxica e genotdxica da agua resultante dos bioensaios por meio do teste de Allium cepa. A expo-
sicdo da M. aeruginosa aos extratos e fracdes das plantas utilizadas resultou em reducéo significa-
tiva na densidade celular da cepa. O extrato etanolico das trés plantas apresentou maior reducédo da
densidade celular da cepa de cianobactéria apos seis dias de bioensaio. O extrato etandlico de S.
auriculata e E. sonchifolia, juntamente com a fracdo F6 de S. auriculata e F5 de E. sonchifolia,
apresentaram a maior atividade algicida entre os tratamentos, também aumentaram a producao
interna de peroxido de hidrogénio, malondialdeido e das enzimas do metabolismo de defesa anti-
oxidante na cianobactéria. O extrato etandlico e fracdo F6 de P. stratiotes apresentaram perfil se-
melhante, diferindo apenas no declinio acentuado nos niveis da superéxido dismutase, sugerindo
que este seja o fator mais importante relacionado a acdo algicida de P. stratiotes. As analises de
cromatografia gasosa/espectrometria de massa dos extratos etandlico e aquoso de P. stratiotes
apresentaram o éster etilico do acido palmitico como principal aleloquimico. O conteudo polife-
nolico encontrado nos extratos pode ser o responsavel pela atividade inibitéria no crescimento de
cianobactérias, devido ao potencial fitotoxico encontrado na literatura para a presenca destes com-
postos vegetais. Em conclusdo, extratos e fracGes das plantas estudadas apresentaram atividade
algicida, sugerindo que os mesmos sao fontes de compostos que promovem estresse oxidativo e
peroxidacdo lipidica nas cianobactérias, resultando na reducdo de sua populagéo.

Palavras-chave: alelopatia; superoxido dismutase; fitoquimicos; cianobactéria; antioxidantes.
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2021. Tese (Doutorado em Biotecnologia). — Instituto de Quimica, Universidade Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho”, Araraquara, 2021.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the potential of extracts and fractions of Pistia stratiotes L., Salvinia
auriculata Aubl. and Emilia sonchifolia L. to control Microcystis aeruginosa (Kitzing) Kitzing
(cyanobacteria) under laboratory conditions, investigate the oxidative potential of extracts and
fractions in the antioxidant defense metabolism of Microcystis aeruginosa, phytochemically elu-
cidate the components of different extracts and fractions, in addition to evaluate the cytotoxic and
genotoxic activity of the water resulting from the bioassays using the Allium cepa test. The expo-
sure of M. aeruginosa to the extracts and fractions of the plants used resulted in a significant re-
duction in the cell density of the strain. The ethanol extract of the three plants showed a greater
reduction in cell density of the cyanobacteria strain after 6 days of bioassay. The ethanolic extract
of S. auriculata and E. sonchifolia, together with the F6 fraction of S. auriculata and F5 of E.
sonchifolia, showed the highest algicidal activity among the treatments, also increasing the internal
production of hydrogen peroxide, malondialdehyde and enzymes of antioxidant defense metabo-
lism in cyanobacteria. The ethanol extract and F6 fraction of P. stratiotes presented a similar pro-
file, differing only in the sharp decline in superoxide dismutase levels, suggesting that this is the
most important factor related to the algicidal action of P. stratiotes. Gas chromatography/mass
spectrometry analyzes of ethanolic and aqueous extracts of P. stratiotes showed palmitic acid ethyl
ester as the main allelochemical. The polyphenolic content found in the extracts may be responsible
for the inhibitory activity on the growth of cyanobacteria, due to the phytotoxic potential found in
the literature for the presence of these plant compounds. In conclusion, the extracts and fractions
of the studied plants showed algicidal activity, suggesting that they are sources of compounds that
promote oxidative stress and lipid peroxidation in cyanobacteria, resulting in a reduction in their
population.

Keywords: allelopathy; superoxide dismutase; phytochemicals; cyanobacteria; antioxidants.
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REVISAO DE LITERATURA

O fenébmeno alelopatico foi descoberto ha muito tempo. Registros sobre interacdes entre
plantas podem remontar ao século 3 a.C., enquanto o termo “alelopatia” foi proposto pela primeira
vez na década de 1930 (MOLISCH, 1937). Alelopatia, proposta inicialmente por Molish (1937),
era definida como as interagdes bioquimicas entre varias plantas (incluindo microrganismos). Em
seguida, os metabdlitos secundarios, secretados no meio ambiente pelas plantas e exibindo efeito
alelopatico em outras plantas, foram denominados aleloquimicos por Whittaker e Feeny (WHIT-
TAKER e FEENY, 1971). A esséncia dos aleloguimicos (ou seja, uma planta afeta outras plantas
vizinhas ao liberar produtos quimicos fora de seus corpos) foi elucidada pela primeira vez no livro
Allelopathy (CIPOLLINI e BOHRER, 2016). Em 1996, a Sociedade Internacional de Alelopatia
ampliou a definicdo de alelopatia, ou seja, metabdlitos secundarios secretados por plantas e mi-
crorganismos afetam o crescimento e o desenvolvimento de qualquer processo de sistemas agrico-
las e bioldgicos (CHENG e CHENG, 2015). Além disso, os doadores e 0s receptores alelopaticos
também devem incluir animais (MORROW et al., 2017; PECKOL e PUTNAM, 2017), uma vez
que metabdlitos secundarios secretados por plantas aquéticas ou algas eram conhecidos por con-
tribuir para os mecanismos de defesa contra competidores e predadores. O termo alelopatia foi
sugerido para uso generalizado a fim de descrever a interacdo entre predador e presa (LEGRAND
et al., 2003).

A deterioracdo do ecossistema aquatico pela proliferacdo de algas prejudiciais tém sido um
problema critico em todo o mundo (Laughinghouse IV et al., 2012). A inibic&o alelopatica de algas
por plantas aquaticas foi descoberta observando o crescimento e o declinio do ndmero de plantas
e algas no ambiente aquatico natural (WU, 2016). Pesquisadores observaram que a densidade de
algas plancticas era significativamente mais baixa em corpos d'agua onde a Elodea canadensis
cresceram em maior numero, quando comparado as areas ausentes de plantas aquaticas; apds ob-
servacgdes durante quatro anos consecutivos (WU, 2016). Hasler e Jones (1949) descobriu, pela
primeira vez, que as plantas aquaticas tinham um efeito restritivo sobre as algas aquaticas. Em
1969, Fitzgenald descobriu que aleloquimicos de plantas submersas podiam inibir o crescimento
de algas, o que despertou amplo interesse (FITZGERALD, 1969). Na década de 1970, Aubert
descobriu que as interagdes quimicas desempenhavam papel importante na formacéo de comuni-
dades e estruturas fitoplanctonicas, além da competicdo nutricional (AUBERT e GAUTHIER,
1977). Mais tarde, descobriu-se que plantas terrestres também tinham efeitos inibitorios sobre as
algas (LI et al., 2020).
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Para resolver problemas de proliferacdo de algas prejudiciais, pesquisadores comegaram a
investigar a interacdo entre plantas aquaticas e microalgas. Por muito tempo, os pesquisadores se
concentraram principalmente na revelacdo dos efeitos alelopaticos das plantas aquaticas sobre as
algas de agua doce (ZHU et al., 2021). O isolamento de aleloquimicos inibidores de algas foi ini-
ciado na década de 1980 (STEVENS e MERRILL, 1980). A partir dai centenas de aleloquimicos
inibidores de algas foram extraidos e identificados, como pirogalol, acido hexandico, berberina,
entre outros (ZHANG et al., 2014; WANG et al., 2016; DONG et al., 2019).

Na década de 1990, os estudos sobre 0 mecanismo alelopatico em microalgas foi iniciando
gradualmente, no entanto, a pesquisa e o0 desenvolvimento eram limitados na época devido a res-
tricdo na extragdo e identificacdo de aleloquimicos antes da ampla utilizagdo de instrumentos de
alto desempenho como cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (ZHU et al.,
2021). Beneficiando-se do rapido progresso da purificagdo quimica e da tecnologia de deteccao,
uma grande quantidade de aleloquimicos de plantas aquéticas até entdo desconhecidos foram des-
cobertos, relatorios relevantes sobre seus efeitos alelopaticos foram surgindo e os mecanismos de
inibicdo de algas tornaram-se melhor elucidados (ZHU et al., 2021).

Macrdfitas sdo cruciais para estabilizar o estado de aguas claras em lagos rasos, mesotrofi-
cos e eutroficos, pois podem reduzir o crescimento de microalgas (HILT et al., 2006). Os meca-
nismos envolvidos incluem sombreamento de luz, ressuspenséao de sedimentos, competi¢do de nu-
trientes e alelopatia (MULDERW et al., 2007). Quanto a alelopatia, as macréfitas excretam de
forma sustentavel aleloquimicos inibidores de algas para 0 meio ambiente, resultando em redu¢ées
da biomassa fitoplancténica (PARK et al., 2006). A utilizacdo de alelopatia para inibir o cresci-
mento de microalgas pode ser alcancada cultivando plantas aquaticas diretamente no ambiente.
Entretanto, a maior parte das pesquisas existentes foram realizadas em laboratérios, usando extra-
tos de plantas, exsudatos ou compostos purificados (LI et al., 2020). Estudos anteriores demostra-
ram que pelo menos 40 espécies de grandes plantas aquaticas produzem aleloquimicos que podem
inibir o crescimento de algas, e 0s tipos mais comuns de aleloquimicos sdo compostos fendlicos,
terpendides e acidos graxos (MOHAMED, 2017). Alguns desses aleloquimicos inibitérios sobre
algas foram extraidos de plantas aquaticas, como Acorus gramineus (NAKAI et al., 2010), Phrag-
mites australis (GAO et al., 2011), Potamogeton pusillus (TAKEDA et al., 2011).

Pistia stratiotes L., conhecida popularmente como alface d’agua, ¢ uma planta aquatica
flutuante, amplamente distribuida por todo o0 mundo (CARDOSO et al., 2005). P. stratiotes apre-
senta porte herbéceo, caule, estolonifera, com propagacdo sexuada e assexuada por meio de seus
estolBes. Possui folhas sésseis, esponjosas, espatuladas, obtusas e densamente pubescentes, dispos-

tas em rosetas, coloracgdo verde, com inflorescéncia composta por espadice cercada por uma espata
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pilosa (COELHO et al., 2005). Esta espécie € responsavel pela formacdo de densos tapetes de
plantas sobre a superficie aquatica, sendo considerada como uma espécie daninha, afetando o apro-
veitamento econdmico dos sistemas aquaticos (COELHO et al., 2005). Esta macrofita tem sido
utilizada para a remocdo de mercdrio de efluentes de mineracdo, pela capacidade de acumular o
metal em suas raizes, melhorando consequentemente a qualidade dos sistemas aquéaticos. No tra-
tamento de esgoto urbano, é demonstrado seu potencial de utilizacdo na fitorremediacdo (LIN e
LI, 2016). Pesquisas também demonstraram que P. stratiotes apresenta efeitos alelopaticos, po-
dendo controlar o crescimento de microrganismos como as cianobactérias (WU et al., 2015).

Salvinia auriculata Aubl. é uma monildfita livre e flutuante, muito comum em &gua doce,
com ampla distribuicdo geografica, de rapida disseminagéo por propagacao vegetativa, sendo con-
siderada como planta daninha (HENRY-SILVA e CAMARGO, 2006). Apresenta nds e entre-nos
nitidos, em cada no se originam trés folhas, sendo duas verdes e flutuantes em cuja superficie
ocorrem inimeros tricomas hidrofébicos. Uma terceira folha apresenta-se submersa, modificada e
adaptada a absor¢éo de &gua e ions, desenvolvendo basicamente a fungéo de raiz (FORNO e HAR-
LEY, 1979). Estudos cientificos demonstram seu potencial bioindicador, fitorremediador e bacte-
ricida, o que torna essa planta candidata para controle de cianobactérias e suas toxinas (LIMA et
al., 2013).

Além das plantas aquéticas, muitas plantas terrestres produzem compostos alelopaticos
com a capacidade de inibir o crescimento de algas (MENG et al., 2015; MECINA et al., 2017,
2019). Emilia sonchifolia L. da familia Asteraceae, conhecida por flor pincel, destaca-se por ser
uma espécie daninha com capacidade de inibir a germinacdo de sementes e crescimento inicial de
espécies adjacentes (USUAH et al., 2013). Esta espécie caracteriza-se por ser uma erva anual,
ereta, pouco ramificada, de 30 a 60 cm de altura, com folhas membranéceas dispostas de maneira
rosulada e com flores vermelhas dispostas em capitulos. E uma planta originaria da Asia tropical
que se adaptou plenamente as condi¢cdes ambientais de todo o territorio brasileiro (LORENZI e
MATQOS, 2008).

Diante da premente necessidade de controle da proliferacédo de algas nocivas em corpos
d’agua, principalmente por meio de novas tecnologias e compostos mais eficientes, duradouros,
sustentaveis e ecologicamente corretos, os estudos de plantas candidatas a fornecedoras de com-
postos algicidas e/ou algistaticos torna-se de suma importancia, visto o0 impacto das cianotoxinas
frente a satide das populagdes, assim como a possivel contaminacgdo de alimentos e do meio ambi-
ente.

Diante do contexto, o presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial dos extratos e

fracOes de Pistia stratiotes L., Salvinia auriculata Aubl. e Emilia sonchifolia L. para controle de
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Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kutzing (cianobactéria) em condic¢des laboratoriais, investigar
o0 potencial oxidativo dos extratos e fracGes no metabolismo de defesa antioxidante de Microcystis
aeruginosa, elucidar fitoquimicamente os componentes dos diferentes extratos e fragdes, além de
avaliar a atividade citotdxica e genotoxica da dgua resultante dos bioensaios por meio do teste de
Allium cepa.
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CONCLUSOES GERAIS

Considerando os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

Extratos e fracdes de Pistia stratiotes, Salvinia auriculata e Emilia sonchifolia interferem
no crescimento da cepa de Microcystis aeruginosa BCCUSP232 produtora de cianotoxina, princi-
palmente nas maiores concentragdes utilizadas.

As alteracGes observadas para 0s compostos e enzimas relacionadas ao metabolismo de
respostas ao estresse oxidativo da cianobactéria, demonstraram que os extratos de Pistia stratiotes,
Salvinia auriculata e Emilia sonchifolia agiram como estressores no metabolismo da mesma.

Pistia stratiotes inibiu a atividade da enzima superdxido dismutase durante o periodo de
testes, demonstrando ser esse um importante mecanismo de acdo dos compostos desta planta sobre
0 metabolismo da cianobactéria.

As andlises de cromatografia gasosa (CG)/espectrometria de massa (MS) dos extratos eta-
nolico e aquoso de Pistia stratiotes apresentaram o éster etilico do &cido palmitico como principal
aleloquimico.

O conteudo polifenolico encontrado nos extratos pode ser o responsavel pela atividade ini-
bitoria no crescimento de cianobactérias, devido ao potencial fitotoxico encontrado na literatura
para a presenca destes compostos vegetais.

Os extratos e as fragdes mais ativas nos bioensaios apresentaram atividade algistatica, den-
tro das concentracdes avaliadas, sugerindo que os mesmos sdo fontes de compostos que proporci-
onam estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica as cianobactérias, processos estes de interesse ao

controle populacional destes microrganismos.





