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RESUMO

Macréfitas aquaticas do género Myriophyllum apresentam estratégias alelopaticas para
o controle do fitoplancton e, neste contexto, a utilizacdo de extratos produzidos a partir
destas espécies na inibicdo de cianobactérias tém sido investigadas. Neste estudo foi
avaliado o efeito inibitério do extrato metandlico de M. aquaticum sobre o crescimento
celular de Microcystis aeruginosa e a producdo de microcistina-LR. Exemplares de M.
aquaticum foram coletadas no reservatoério do rio Verde (Araucaria-PR, Brasil) e ap6s a
secagem foram pulverizadas. A extracdo hidrometandlica (50%) foi realizada por
cavitagdo em ultrassom, o0s extratos brutos foram secos e liofilizados. Foram
preparadas diferentes concentracdes de solugcbes do extrato: 0O (Controle), 1, 10, 50,
100 e 250 mg.L™?). Posteriormente, foram realizados indculos de M. aeruginosa (10°
células mL™Y). O crescimento celular foi analisado por contagem em camaras de
Neubauer. Apdés nove dias de exposicao, alteracdes no potencial fotossintético foram
avaliadas pela determinacao de clorofila-a. Além disso, foi realizada a quantificacdo de
microcistina-LR por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O extrato metandlico de M.
aguaticum apresentou potencial inibitério sobre o crescimento de M. aeruginosa, com
valores inibitorios de até 71%. Houve reducéo do teor de clorofila-a nas concentracdes
de 10 a 250 mg.L™. Por fim, constatou-se reducéo de microcistina-LR de 90 a 99% para
todas as concentracdes de extratos testadas. Tais resultados indicam que o extrato
metanolico de M. aquaticum foi eficiente para inibir M. aeruginosa, bem como reduziu a
concentracdo de microcistina-LR, apresentando potencial para o uso como alternativa
no controle de flora¢des de cianobactérias.

PALAVRAS-CHAVE: Cianobactérias. Microcistina-LR. Solu¢cdes Baseadas na Natureza
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ALLELOPATHIC BIOACTIVITY OF METHANOLIC EXTRACTS OF Myriophyllum
aquaticum (Vell.) Verdc. ON Microcystis aeruginosa Kutzing.

ABSTRACT

Aquatic macrophytes of genus Myriophyllum present allelopathic strategies for the
control of phytoplankton and, in this context, the use of extracts from these species in
the inhibition of cyanobacteria has been investigated. In this study, the inhibitory effect
of the methanolic extract of M. aquaticum on the cell growth of Microcystis aeruginosa
and the production of microcystin-LR was evaluated. Specimens of M. aquaticum were
collected in the Rio Verde reservoir (Araucaria-PR, Brazil) and after drying were
triturated. The hydromethanolic extraction (50%) was performed by ultrasound
cavitation, the crude extract was dried and lyophilized. Different extract solutions were
prepared: 0 (Control), 1, 10, 50, 100 and 250 mg.L™. Subsequently, inoculum of M.
aeruginosa (10° cells mL™) were performed. Cells growth was analyzed by counting in
Neubauer chamber. After nine days of exposure, changes in photosynthetic potential
were evaluated by determining of chlorophyll-a. In addition, microcystin-LR quantification
was performed by high performance liquid chromatography. The methanolic extract of
M. aquaticum has inhibitory potential on the growth of M. aeruginosa, with inhibitory
values up to 71%. There was a reduction in the content of chlorophyll-a in the
concentrations ranging from 10 to 250 mg.L™'. Finally, there was a reduction of
microcystin-LR from 90 to 99% for all the concentrations of extract tested. These results
indicate that the methanolic extract of M. aquaticum was efficient to inhibit M.
aeruginosa, as well as reduced the concentration of microcystin-LR, presented potential
for use as an alternative in the control of cyanobacterial blooms.

KEYWORDS: Cyanobacteria. Microcystin-LR. Nature-based solution.

INTRODUCAO

A interferéncia antropica tem contribuido sobremaneira na degradacdo dos
corpos hidricos e a intensificacdo das floracdes de cianobactérias tem sido uma das
principais alteracdes (PEKAR et al., 2016; HUISMAN et al., 2018). Tais eventos podem
alterar a estrutura tréfica e a funcionalidade local devido a desoxigenagdo da coluna
d’agua e a producéo de cianotoxinas (PEKAR et al., 2016; HUISMAN et al., 2018; LI et
al.,, 2021). As cianotoxinas podem causar a mortalidade de organismos aquaticos,
alteracOes fisiologicas, assim como danos a saude humana (CALADO et al.,, 2019;
METCALF; CODD, 2020; MUNOZ et al., 2021).

Dentre as cianobactérias que estabelecem florac6es de ampla ocorréncia global, a
espécie Microcystis aeruginosa Kutzing tem recebido atencdo especial uma vez que
suas cepas podem produzir diferentes subtipos de cianotoxinas. As microcistinas séo
heptapeptideos ciclicos hepatotéxicas que, além de impactar a salde de peixes e
outros animais, causam efeitos para a saude humana e ambiental (LI et al., 2016;
CALADO et al., 2018; DIEZ-QUIJADA et al., 2019; CALADO et al., 2019). Ha diferentes
variantes estruturais de microcistinas, a depender do tipo de aminoacido presentes,
entretanto as detectadas em maior nimero de ocorréncias de floracbes sao a
microcistina-LR (leucina-arginina) e RR (arginina-arginina) (DIEZ-QUIJADA et al.,
2019).

Diferentes estratégias tém sido adotadas para o controle da proliferacdo de
cianobactérias e consequente diminuicdo na concentracdo de cianotoxinas,
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principalmente em reservatérios de abastecimento de agua. A aplicacdo de algicidas e
tratamentos fisicos ou quimicos convencionais corroboram para essa finalidade. Além
disso, opcbes de maior eficacia tém sido desenvolvidas, tais como processos de micro
e nanofiltracdo e métodos avancados de oxidacdo (PANTELIC et al., 2013;
MICHELETO et al., 2020; TORRES et al., 2020; MUNOZ et al., 2021; QI et al., 2021).
Embora apresentem bons resultados, muitas dessas técnicas implicam em custos
elevados e, no caso de processos quimicos, podem levar a formacgédo de subprodutos
com efeitos nocivos para a biota (HUANG et al., 2016).

Diante disso, 0 uso de tratamentos baseados em solucdes sustentaveis torna-se
de relevancia por causarem menores impactos aos ambientes, além de apresentarem
baixo custo, quando comparadas aos tratamentos fisicos e quimicos convencionais (LI
et al., 2021; TAZART et al., 2021, ZHU et al., 2021). Dentre as possiveis alternativas
gue podem ser empregadas, estudos envolvendo o potencial alelopatico de macrofitas
aquaticas submersas tém demonstrado eficiéncia, principalmente para a inibicdo de
cianobactérias (CHENG et al., 2008; MAREDOVA et al., 2021; TAZART et al., 2021;
ZHU et al. 2021). Esta técnica é vantajosa, principalmente, visto que dependendo da
concentracdo aplicada, ndo sdo observados efeitos de toxicidade a organismos nao-
alvo (LU et al., 2017; Ll et al., 2021; TAZART et al., 2021).

As macrofitas aquéticas submersas corroboram para a regulacdo populacional do
fitoplancton, devido a liberacdo de aleloquimicos, como forma de reduzir a competicao
por luz, carbono e nutrientes (MOHAMED, 2017; TAZART et al., 2018; LI et al., 2021;
MAREDOVA et al., 2021). Diante disso, pode-se vislumbrar a aplicacdo de espécies
vegetais como uma alternativa ao uso algicidas, dentre as quais destacam-se as do
género Myriophyllum, pois j4 existem estudos que demonstram sua capacidade
alelopatica sobre as cianobactérias (ZHU et al., 2010; MOHAMED, 2017; WANG et al.,
2017). Sendo assim, estudos de bioprospeccdo de extratos das macroéfitas aquaticas
permitem a investigacdo da presenca dos compostos com a propriedade alelopatica e
contribuem para a compreensdo do mecanismo de inibicdo e potencial controle de
floracOes de cianobactérias. Deste modo, o presente estudo objetivou avaliar o efeito de
extratos de M. aquaticum sobre o crescimento de Microcystis aeruginosa e a influéncia
na concentracao de microcistina-LR.

MATERIAL E METODOS
Cultivo de Microcystis aeruginosa
A cepa foi fornecida pelo Departamento de Botanica da Universidade Federal de
S&o Carlos (cepa BBO005, obtida de floragdo da represa de Barra Bonita — SP). A
cianobactéria foi cultivada em meio ASM-1 (pH = 7,4) sob condi¢des controladas de
temperatura (24 + 2°C), intensidade luminosa (3,14 + 0,33 watts) e fotoperiodo (12/12h
claro/escuro) (ALMEIDA et al., 2016).

Coleta das macrofitas

Exemplares de Myriophyllum aquaticum foram coletadas no reservatério do Rio
Verde (25°90,81'S 49°28,03'0), localizado no municipio de Araucéria, Parana, Brasil.
Em laboratério, o material vegetal fresco foi lavado em agua corrente e seco em estufa
(30 °C) por 15 dias. A biomassa seca foi triturada e a granulometria foi padronizada (0,5
mm).
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Preparo e obtencao dos extratos

O extrato foi preparado com solugcdo extratora hidrometandlica (50% v/v). O
material vegetal foi pesado, utilizando a propor¢cdo de 20 g de p6 para 100 mL de
solucéo extratora, e submetido a trés ciclos de extracdo em banho ultrassénico, com
duracdo de 45 minutos cada, seguido de filtracdo e renovacdo do liquido extrator. O
extrato liquido foi concentrado em evaporador rotativo, congelado a -80 °C e liofilizado
(Liotop). O extrato liofilizado foi armazenado a -20 °C, até o preparo das soluc¢des para
0s experimentos de avaliacdo da atividade alelopatica.

Bioensaios

Para avaliar o efeito inibitorio, o extrato foi solubilizado em meio ASM-1 obtendo
as seguintes concentracdes (solucdes teste): 1, 10, 50, 100 e 250 mg L™. O bioensaio
foi realizado em frascos do tipo Erlenmeyer (capacidade de 125 mL) contendo 100 mL
de solucéo teste nas diferentes concentragdes (n = 3), no frasco controle apenas o meio
ASM-1. O in6culo de M. aeruginosa foi adicionado a partir de cultivo em fase
exponencial de crescimento, obtendo concentracdo celular inicial de 10° células mL™.

Os frascos foram homogeneizados e mantidos sob condicbes estaveis de
temperatura (24 = 2°C), luminosidade (3,14 * 0,33 watts) e fotoperiodo (12/12h
claro/escuro). Durante o periodo de incubacgdo (9 dias) foi analisada a concentragédo
celular por contagem em camara de Neubauer, a cada 48 horas. Ao término do
bioensaio foram verificados o0s seguintes parametros: teste de viabilidade celular,
concentracao de clorofila-a e concentracdo de microcistina-LR.

Analise do efeito inibitorio
Ao longo do periodo de incubacéo e utilizando os valores de concentracao celular,
foi calculada a taxa de inibic&o utilizando a Equacéo 1 (Eq.1) (CHENG et al., 2008)

TI = 1— (NxN°"1)x 100(Eq.1)

Em que:

Tl= Taxa de inibicdo

N= Concentracao celular dos frascos contendo extratos
N°= Concentracao celular dos frascos Controle.

Viabilidade celular

Ao término do periodo de exposicdo, foram retiradas aliquotas de 1 mL dos
frascos experimentais e transferidas para tubos de ensaio contendo 9 mL de meio ASM-
1 (n = 3). Ap6s 10 dias de incubagéo foi determinada a concentragédo celular para
verificar se houve efeito algicida ou algistatico.

Andlise de clorofila-a

Aliguotas (n = 3) de 6 mL foram retiradas de cada frasco teste e transferidas para
tubos Falcon e centrifugadas (10500 rpm, por quatro minutos), sendo o sobrenadante
descartado. Aos tubos contendo pellet celular foram adicionados 2 mL de acetona 80%
(v/v), homogeneizados e mantidos sob refrigeracdo e auséncia de luz por 24 horas.
Posteriormente, a amostra foi homogeneizada, centrifugada e o sobrenadante foi
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analisado em espectrofotbmetro (646 e 663 nm). Para o calculo de concentracdo de
clorofila-a, foi utilizada a Equacgéo 2 (Eq.2) (LICHTENTHALER; WELLBURN, 1983).

Clorofila —a (mg.mL™) = 12,21 x (A..;) — 2,81 X (A...)(EQ. 2)

Quantificacdo de microcistina-LR (MCLR)

As analises foram realizadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia com
detector de arranjo de diodos (Prominence, Shimadzu®) utilizando coluna C18 hibrida
(XTerra®, Waters) de 150 x 3 mm de diametro interno (particulas de 3,4 um), mantida a
35 °C. A fase mével (vazdo 0,3 mL min™) foi constituida por &cido trifluoracético 0,05%
(solvente A) e metanol (solvente B), utilizando elui¢éo isocrética (50:50 v/v) durante 30
minutos, seguido de gradiente de limpeza (50 a 90% de solvente B em 5 minutos). O
método de quantificagdo previamente validado no grupo de pesquisa analisou as
concentracdes de MCLR a partir de valores de area em 238 nm utilizando a regressao
linear (Eg. 3) com coeficiente de regressao 0,9998. (TORRES et al., 2020)

y = 322,481x — 3,2831(Eq.3)

Em que:
y= area do pico;
x= concentracdo MCLR (mg.L™)

Andlise de dados

Os dados foram avaliados quanto a normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) e
homoscedasticidade (teste de Levene). Os dados paramétricos foram analisados pelo
teste analise de variancia de um fator, seguido pelo teste de Tukey para comparacao
dos pares de média. Foram considerados valores de significancia de 0,05%. Todas as
analises foram realizadas no software GraphPad Prism, versao 7.01.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato metanolico apresentou efeito inibitdrio sobre o crescimento celular de
M. aeruginosa. Comparado ao controle, as maiores concentracdes (100 e 250 mg.L™)
afetaram o crescimento celular desde o primeiro dia experimental (F,10) = 61,50; P <
0,001) e, a partir do 3° dia de exposi¢ao, houve a reducdo do crescimento celular para
todas as concentrac¢des de extratos (F(,10) = 381,00; P < 0,01) (Figura 1).

O percentual de inibicdo de crescimento no término do periodo de exposicdo
variou entre 11 e 71% (Tabela 1). Considerando o tempo necessario para cada
concentracdo de extrato alcancar a reducdo de 50% da contagem celular (Clsp),
verifica-se que as concentragdes entre 50 e 250 mg.L™ atingiram esse efeito a partir do
5° dia experimental. Em 10 mg.L™ foi obtido este valor no ultimo dia de exposicéo e em
1 mg.L ™ a CI50 n&o foi alcancada, demonstrando o efeito concentracdo-dependente da
propriedade inibitéria avaliada.
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FIGURA 1. Efeitos de diferentes concentracdes de extrato metandlico de Myriophyllum
aguaticum sob o crescimento celular de Microcystis aeruginosa.
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Fonte: Os autores (2021).
TABELA 1. Taxa de inibicdo (%) de diferentes concentracdes de extrato

metanolico metanolico de Myriophyllum aquaticum sob o crescimento de
Microcystis aeruginosa.

Concentracédo Tempo de exposicao (dias)

(mg.L™Y) 1 3 5 7 9

1 52742,75°  24,78+0,84°  28,813574° 2277+8,14°  11,2646,23 °
10 12,54%1,01°  2854#213°  43,77+293°  49,44+6,05° 52,74%3,02"
50 12,70+1,68°  31,60:057°  49,31#312° 60,64x4,87 %  70,24%0,67 *
100 18,68+2,68°  3524+1,37 % 50,52+3,49%  61,81x454% 70,190,717
250 21,75¢1,89"%  38,83+165" 51,86+230%  62,83+4,66 %  71,94+0,90 °

Valores de média + desvio padrdo. N.D = ndo detectado. *Indica Clsy (concentracao
Inibitéria que reduziu a contagem celular a 50%). Letras diferentes indicam diferenca
significativa (P < 0,05) pelo teste ANOVA-one way, seguido pelo teste de Tukey.

Quanto a viabilidade celular de M. aeruginosa, nas concentragées de 1 (F10) =
522,6; P = 0,01) e 10 mg.L™ (Fe,10) = 522,6; P = 0,0006) foi observado efeito algistatico,
enquanto nas concentragdes de 50 (Fp,10) = 522,6; P < 0,0001), 100 (F(210) = 522,6; P
< 0,0001) e 250 mg.L* (Fe10 = 522,6; P < 0,0001), houve efeito algicida (Figura 2).
Esses resultados demonstram que as propriedades alelopéticas apresentam efeito
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algicida concentracdo-dependente e indicam que tanto podem promover a estabilizacédo
da concentracdo celular ou ocasionar a morte celular. Considerando uma hipotética
situacdo de proliferacdo de Microcystis aeruginosa em ambiente natural, é necessario
avaliar os riscos envolvidos com o efeito algicida, devido a possivel liberacdo de
cianotoxinas para a agua. Nestes casos, as menores concentracdes podem ser uma
opcdo de manejo capaz de prevenir a floracdo de forma segura. Outros autores ja
evidenciaram que o uso de extratos de macrofitas aquéaticas submersas apresenta
eficacia para o controle de floragdes de cianobactérias (TAZART et al., 2021; ZHU et
al., 2021).

FIGURA 2. Viabilidade celular de Microcystis aeruginosa apds exposicao a diferentes
concentracoes de extratos metandlicos de Myriophyllum aquaticum (1, 10, 50, 100 e
250 mg.L™).
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Fonte: Os autores (2021).

Com relacdo aos niveis de microcistina-LR (MCLR), a exposi¢cdo ao extrato
resultou na sua reducédo entre 90 e 99% para todas as concentracdes-teste utilizadas
(Tabela 2). Com esses resultados é possivel constatar que, além da inibicdo do
crescimento celular, os extratos contém substancias que interferem na sintese de
microcistina-LR, uma vez que mesmo na menor concentracdo (1 mg.L™) onde houve
efeito algistatico e a inibicdo alcangcou apenas 11,26%, houve reducédo de 90,31% na
concentracao da cianotoxina.
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TABELA 2. Efeitos de diferentes concentracbes de extrato metandlico de Myriophyllum
aguaticum sob a produc¢do de microcistina-LR (MCLR) por Microcystis aeruginosa.

Concentracao de MCLR Reducéo

oxtrato (M 3. N o) (%;9 G.L ValordeF ValordeP
Controle 0,00+0? N.D

1 0,28410,0042 90,3143 55°

10 0,027+0,009 08,34+0,34°

50 0,0016+0,001° 99.41+039° 2 0,26 < 0,0001
100 0,0010+0" 99,64+0,01°

250 0,0010+0" 99,64+0,01°

Valores de médiatdesvio padrdo. N.D = ndo detectado. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (P < 0,05) pelo teste de ANOVA-one way, seguido pelo teste de
Tukey.

O uso de algicidas costumam contribuir para a inibicdo de crescimento de
cianobactérias, porém podem ocasionar a inducdo de lise celular, acarretando na
liberacdo de maiores concentragcdes de microcistina-LR intracelular (WANG et al.,
2007). Wu et al. (2013), afirmam que, quando o extrato inibe o crescimento celular e
promove reducdo de cianotoxinas, ha eficiéncia para o combate dos efeitos danosos
ocasionados por cianobactérias nos ambientes.

Nos experimentos realizados para verificar uma possivel interferéncia em
pigmentos fotossintetizantes, foi avaliado o teor de clorofila-a. Desta forma, pode-se
observar que o extrato metandlico reduziu o teor desse pigmento fotossintetizante para
as concentracdes de 10 (Fp10 = 26,64; P = 0,01), 50 (F2,10) = 26,64; P = 0,04), 100
(F2.10) = 26,64; P = 0,01) e 250 mg.L™ (F(2.10) = 26,64; P = 0,01).

FIGURA 3. Efeitos de diferentes concentragdes de extrato metandlico (1, 10, 50, 100 e
250 mg.L'") de Myriophyllum aquaticum sob o teor de clorofila-a em Microcystis
aeruginosa.
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Fonte: Os autores (2021).
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A clorofila-a € um dos pigmentos essenciais para a fotossintese e a diminuicédo
de sua concentracdo pode ser um indicativo de interferéncia do extrato metandlico
sobre o aparato fotossintético de M. aeruginosa e, por consequéncia, seu efeito
fisiologico, associado a inibicdo do crescimento da cianobactéria. Outros autores
obtiveram resultados similares com o presente trabalho, tal como o estudo de Cheng et
al. (2008), verificaram o potencial de M. aquaticum em liberar compostos com
propriedades alelopéaticas e reduzir a concentracdo de clorofila-a, acarretando no
decréscimo populacional. Tais aleloquimicos podem causar a inibicdo fotossintética e a
sintese de proteinas, gerando desregulagdo do metabolismo primario das
cianobactérias (LI et al., 2021; ZHU et al., 2021).

Sabe-se que o0s principais grupos de compostos presentes em espécies de
macrofitas aquéticas que apresentam potencial para a inibicdo de cianobactérias, séo:
polifendis, acidos graxos/ésteres, terpendides e seus derivados (TAZART et al.,, 2018;
LI et al., 2021; ZHU et al., 2021). Dentre os aleloquimicos presentes em macrdfitas do
género Myriophyllum, estdo compostos fendlicos, como o acido pirogalico, o qual ja
demonstrou potencial para desencadear a maior producdo de espécies reativas de
oxigénio e ocasionar danos oxidativos em cianobactérias (LU et al., 2017). Diante disso,
a bioatividade do extrato metandlico de M. aquaticum pode estar relacionada a
presenca dessas substancias.

A presenca de compostos fendlicos liberados por macroéfitas aquéticas pode
apresentar correlacdo forte com as interferéncias sobre os pigmentos fotossintéticos,
bem como com a inibicdo celular de cianobactérias (ZHU et al., 2021). Dentre os
aleloquimicos encontrados no género Myriophyllum, destacam-se 0s compostos
fendlicos (LEU et al.,, 2002; ZHU et al., 2021). Substancias obtidas de Myriophillum
spicatum, como o tellimagrandim 1l, podem afetar diretamente o fotossistema Il das
cianobactérias e degradar os pigmentos acessoérios ou interferir na atividade dos
mesmos (LEU et al., 2002).

Outros compostos fendlicos, como as catequinas, acidos gélico e acido elagico
isolados de M. spicatum, também j& foram evidenciados como interferentes no aparato
fotossintético de cianobactérias (ZHU et al.,, 2010). Tais afirmac¢des podem corroborar
com os resultados do presente estudo, visto que os extratos metandlicos em geral
apresentam compostos fendlicos em sua composicao. Diante disso, pode ocorrer
interferéncias no metabolismo primario, além da inibicdo de atividades fisiologicas das
células de cianobactérias (LI et al., 2021), afetando a viabilidade e sobrevivéncia
desses organismos. Tais resultados podem corroborar para os efeitos inibitérios
observados no presente trabalho, sendo um possivel mecanismo de acdo que pode ser
afetado pelos extratos metandlicos de M. aquaticum.

CONCLUSAO

Os extratos metanolicos de M. aquaticum foram eficientes para a inibicdo de M.
aeruginosa, bem como para a reducao de microcistina-LR. Os efeitos observados sob a
concentracdo de clorofila-a podem ser indicativos de alteragbes no potencial
fotossintético e, um dos principais fatores para a inibicdo de crescimento celular. Além
disso, o0s extratos apresentaram potencial algicida, principalmente para as
concentracdes de 50 a 250 mg.L™, demonstrando a eficiéncia dessas concentracdes
para a utilizacdo no combate de crescimento celular de M. aeruginosa. Apesar de todas
as concentracdes de extrato reduzirem a concentracdo de microcistina-LR, sugere-se
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que as concentracdes acima de 10 mg.L™ sejam melhor estudadas para possiveis
aplicacbes para o combate de floracbes de cianobactérias, visto que, tais
concentracdoes apresentaram CLsy ao longo do periodo experimental. Diante disso,
demonstra-se a importancia da melhor elucidacdo do uso desses extratos, bem como, o
potencial alelopatico de M. aquaticum sobre M. aeruginosa.
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