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RESUMO GERAL

Macréfitas sdo formas macroscopicas de vegetacdo aqudtica, importantes produtoras
primarias, indispensaveis a homeostase dos ambientes em que estdo inseridas. No entanto, a
ocorréncia de superpopulagdes dessas plantas em reservatorios vem se tornando um problema
relevante no Brasil, especialmente em relagdo ao comprometimento dos usos econdmicos
desses ambientes, como pelos desequilibrios ocasionados em decorréncia do aumento de suas
populacdes. Aguapé [Eichhornia crassipes (Mart.) Solms] uma macroéfita aquatica flutuante
apresenta alta capacidade de colonizagdo de novos ambientes e facilidade na formagéo de
superpopulacgdes, e esta vantagem pode estar relacionada ao fato de esta espécie apresentar
compostos alelopéticos, capazes de influenciar negativamente no desenvolvimento de plantas
e microorganismos do ambiente vizinho. O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial
alelopatico de extratos aquosos e etandlicos de folhas e rizomas/raizes de Aguapé, ocorrente
no Reservatorio de Furnas, regido de Alfenas-MG. Para tanto, foram coletadas plantas de duas
populagcdes com diferentes condicGes de adensamento que foram divididas entre folhas e
rizomas/raizes. Foram preparados extratos aquosos e etanolicos a 5% (p/v), que foram
diluidos em 2,5% e 1,25%, para realizagdo dos bioensaios de germinagdo e crescimento
inicial, durante sete dias, utilizando-se como biotestes, sementes de alface (Lactuca sativa L.).
Foram avaliados: porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de germinacgdo, nimero
de plantulas normais, alongamento de raiz, biomassa fresca e biomassa seca. O efeito dos
extratos sobre o indice mitotico e presenca de anormalidades no material genético induzidas
pelos extratos nos biotestes, foram analisados em bioensaios de 48 h. Foram observadas as
fases de diviséo celular, bem como anormalidades cromossomicas. A partir dos extratos
etanolicos, foi realizada analise cromatografica com o intuito de identificar compostos, que
possam estar relacionados ao sucesso na colonizagdo da espécie. Os resultados demonstraram
gue ambos 0s extratos apresentam efeito inibitério sobre germinacdo, crescimento inicial e
proliferacdo celular e esse efeito foi dependente da concentracdo para a maioria dos
parametros avaliados. Populacdes consideradas muito adensadas e rizomas/raizes de ambas as
populacbes apresentaram maior efeito inibitdério para o extrato etandlico. A analise
cromatografica identificou compostos como acido alfalinoleico, acido margarico, acido
adipico, entre outros, reconhecidos na literatura por apresentar efeito alelopatico contra o
fitoplancton. Diferencas entre estruturas vegetais e populacdes foram encontradas, sendo a
maior quantidade de compostos identificados em rizomas/raizes e na populacdo considerada
adensada. Os resultados sugerem a existéncia do efeito alelopatico em Aguapé e este efeito
pode ocorrer também na natureza e estar relacionado as condi¢des de adensamento.

Palavras chave: Aguapé. Adensamento populacional. Aleloguimicos. Citotoxicidade.
Fitotoxicidade. Perfil fitoquimico



ABSTRACT

Macrophytes are the macroscopic forms of aquatic vegetation, important primary producers,
and essential for homeostasis of the environments where they are inserted. However, the
occurrence of overpopulations of these plants in reservoirs is becoming an important problem
in Brazil, especially in relation to impairment of economic uses of these environments, as
caused by imbalances due to the increase of their populations. Water hyacinth [Eichhornia
crassipes (Mart.) Solms] a floating macrophyte has high ability to colonize new habitats and
ease overpopulations in training, and this benefit may be related to the fact that this species
present allelopathic compounds capable of negatively influencing the development plants and
microorganisms from the surrounding environment. The aim of this study was to evaluate the
allelopathic potential of aqueous and ethanol extracts of leaves and rhizomes / roots Aguape,
occurring in Furnas Reservoir, Alfenas, Minas Gerais State. For this purpose, plants of two
populations with different density conditions were divided between leaves and roots /
rhizomes were collected. Aqueous and ethanolic extracts were prepared at 5% (w / v), which
were diluted in 2.5% and 1.25%, for the realization of germination bioassays and initial
growth for seven days, using bioassays as seeds lettuce (Lactuca sativa L.). The germination
percentage, germination velocity index, number of normal seedlings, root elongation, fresh
weight and dry weight were evaluated. The effect of the extracts on the mitotic index and the
presence of abnormalities in the genetic material induced by the extracts in bioassays,
bioassays were analyzed in 48 h. Phases of cell division were observed, as well as
chromosomal abnormalities. From the ethanol extracts, chromatographic analysis was
performed in order to identify compounds that may be related to success in colonizing
species. The results showed that both extracts have inhibitory effect on germination, early
growth and cell proliferation and this effect was concentration dependent for most of the
parameters evaluated. Populations considered very densely packed and rhizomes/roots of both
populations showed greater inhibitory effect on the ethanol extract. Chromatographic analysis
identified the compounds as alpha-linolenic acid, margaric acid, adipic acid, among others,
known in the literature for presenting allelopathic effect against phytoplankton. Differences
between plant populations and structures were found, the largest amount of compounds
identified in rhizomes / roots and densely population considered. The results suggest the
existence of allelopathic effect on water hyacinth and this effect may also occur in nature and
is related conditions density.

Keywords: Water hyacinth. Population density. Alelochemical. Cytotoxicity. Phytotoxicity;
Phytochemical profile.
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1 INTRODUCAO

Macrofitas aquaticas sdo formas macroscopicas de vegetacdo, importantes
produtoras primarias e, segundo Tundisi e Tundisi (2008), apresentam diversas formas
bioldgicas de vida, podendo variar de anfibias até epifitas.

A ocorréncia de explos@es populacionais de macrofitas em reservatorios artificiais
vem se tornando um problema relevante no Brasil, especialmente em relacdo ao
comprometimento da eficiéncia energética em algumas UHEs (Usina hidrelétrica de estreito);
bem como pelos desequilibrios ocasionados nos ecossistemas aquaticos em decorréncia deste
desequilibrio (THOMAZ; BINI, 2002). No entanto as macrdéfitas possuem grande importancia
ecologica e sua manutencdo nos ecossistemas depende obrigatoriamente da aquisi¢do de
conhecimentos que possibilitem o0 seu manejo correto, capazes de promover a sua preservacdo
e o controle de suaspopulagbes (THOMAZ, 2002). Nesse contexto, o estudo da atividade
alelopatica dessas espécies como estratégia ecologica de competi¢do pode ser de grande valia
no entendimento da sua dinamica e no manejo.

Aguapé [Eichhornia crassipes (Mart.) Solms], macrofita aquética flutuante livre é
uma espécie que pode apresentar crescimento excessivo em corpos d'agua. Abundante em
todo Brasil e em quase todas as regides do mundo, é capaz de se estabelecer em varios
ambientes, formando superpopulacdes (ALVES; SANTOS, 2002); e uma vasta literatura tem
a apresentado como um potencial invasor, causador de sérios danos ecoldgicos e econdmicos,
fazendo com que ela esteja hoje, entre as 100 mais perigosas plantas invasoras do mundo pela
IUCN (International Union for Conservation of Nature) (TELLEZ et al. 2008).

Estudos realizados com Aguapé também demonstraramo seu potencial alelopatico
em relacdo a diversos tipos de algas (JIN et al. 2003; SHANAB et al. 2010), porém poucos
trabalhos demonstram esse potencial em vegetais terrestres ou que o relacione as condicdes de
adensamento da espécie.

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade alelopatica e os
compostos organicos Vvolateis envolvidos nessa atividade, de aguapés de existentes no
Reservatdrio de Furnas, na regido de Alfenas - MG, bem como investigar se esta capacidade
esta relacionada as condicOes de adensamento da espécie.
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2 DESENVOLVIMENTO

Os textos que se seguem referem-se a revisao da literatura atualizada acerca dos
temas abordados nesse projeto, com intuito de gerar embasamento tedrio para a andlise e
discussao dos resultados.

2.1 MACROFITAS AQUATICAS

Macrofitas aquaticas ou hidrofitas sdo vegetais vasculares originalmente
terrestres, visiveis a olho nu, cujas partes fotossinteticamente ativas podem apresentar-se
permanentemente, ou por alguns periodos do ano, parcial ou totalmente submersas; ou ainda
flutuantes em corpos d'agua dulciaquicolas ou salobros (IRGANG; GASTAL JR, 1996;
BORNETTE; PUIJALON, 2011).

Esses vegetais apresentam adaptacGes anatdmicas, originadas de seu retorno ao
ambiente aquéatico, como a reducdo da cuticula e dos sistemas de sustentacdo, bem como
alteracdes estruturais das folhas e presenca de aerénquima o que lhes permitem crescimento
em um gradiente que compreende desde solos saturados até submersos na coluna d’agua e sua
distribuicdo no ambiente aquéatico depende do grau da adaptacdo da espécie, podendo estar a
diferentes distancias da superficie da &gua (IRGANG; GASTAL JR, 1996).

Irgang et al., (1984), sugeriu uma classificacdo onde as plantas aquéticas foram
divididas em sete formas bioldgicas: (1) submersas fixas: fixas no substrato; (2) submersas
livres: ndo fixa ao substrato; (3) flutuantes fixas: com alguma ou todas as estuturas flutuantes
na superficie e raizes fixas ao substrato; (4) flutuantes livres: ndo fixa ao substratos; (5)
anfibias: geralmente fixas em margens e tolerantes a periodos de seca; (6) emergentes: fixa,
com parte vegetativa e reprodutiva emergendo parcialmente na superficie, e (7) epifitas: se
desenvolve sobre outra planta aquéatica e é a mais aceita dentre os estudiosos da area (POT;
POT, 2000; HENRY-SILVA et al. 2005; PIVARI et al. 2008).

Em macrofitas, a producdo primaria pode ser controlada por diversos fatores
limitantes, dentre os quais se destacam radiac¢do solar, temperatura, velocidade e variagcdo nos
niveis de agua, além da disponibilidade de nutrientes e de carbono inorganico. Tais fatores

agem conjuntamente e influenciam as caracteristicas fotossinteticas das macroéfitas, tanto em
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escalas diarias como sazonais fazendo com que, em condi¢des ambientais limitantes, a
fotossintese seja suficiente apenas a sobrevivéncia do individuo, enquanto em condicGes
consideradas 6timas, passa a ser observada alta produtividade e consequentemente, grande
proliferacdo desses vegetais (CAMARGO et al. 2003; BIUDES; CAMARGO, 2008;
POMPEO, 2008).

Macrdéfitas possuem importantes fungdes ecoldgicas sendo capazes de promover o
aumento da heterogeneidade espacial, possibilitando habitats favoraveis a diversos
organismos como aves, peixes e macroinvertebrados (ESTEVES; CAMARGO, 1986); na
protecdo e estabilidade das margens (THOMAZ; BINI, 2002) bem como no armazenamento
de nutrientes, influenciando caracteristicas fisico-quimicas dos corpos d’adgua onde se
instalam (PAGIORO; THOMAZ, 1999). Em regifes tropicais, esses vegetais atuam como
fornecedores de matéria organica para a cadeia detritivora (PERET; BIANCHINI, 2004).

O processo de colonizacdo do ambiente por macrofitas se da por sucessdo natural
e, ocorrerd na maioria dos ambientes Iénticos. No entanto nos reservatorios, onde as
mudancas se processam mais rapidamente que em ambientes naturais em virtude do
envelhecimento precoce ocasionado por processos mais rapidos de assoreamento e atividades
humanas como desmatamento e atividade agricola, o desenvolvimento de bancos de
macrofitas ocorre mais rapidamente (THOMAZ, 2002).

Devido ao grande potencial para formacdo de superpopulagdes, as macrdéfitas
podem influenciar negativamente na dindmica dos ecossistemas e dentre os problemas mais
frequentemente observados encontram-se a reducdo da biodiversidade, prejuizos a préatica de
esportes nauticos, obstrucdo de tubulacBes e canais de irrigagdo e, mais recentemente,
prejuizos a producdo de energia em usinas hidrelétricas de estreito (UHEs). Como
consequéncia, o termo “daninha” vem sendo empregado com bastante frequéncia na literatura
ao se tratar de macrofitas (THOMAZ, 2002; ROTTA et al. 2010).

Martins et al. (2009) relatam que aguapés (género Eichhornia) tém sido motivo de
constante preocupacao para Companhia Light no Estado do Rio de Janeiro, devido a formagéo
de superpopulagdes. Explosbes populacionais de macrofitas flutuantes foram observadas
também nos Lagos Kariba (THOMAZ; BINI, 2002) e Vitéria (KATEREGGA; STERNER,
2009) na Africa e no Reservatorio de Tucurui, no Brasil (THOMAZ; BINI, 2002).

Estudos envolvendo macrofitas aquaticas no Brasil tém sido realizados de forma
crescente, notadamente nas duas ultimas décadas, impulsionados principalmente pelo
interesse na biodiversidade e manejo de ecossistemas aquaticos, em especial os alterados pela
acao antrépica (THOMAZ; BINI, 2002; PIVARI et al. 2011).
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2.2 Eichhornia crassipes (Mart.) SOLMS

Eichhornia crassipes (Mart.) Solms, popularmente conhecida por Aguapé, Gigoga
e Jacinto d’agua ¢ uma macrofita aquatica pertencente a familia Pontederiaceae (MEHRA,;
FARAGO, BANERJEE, 2000; SHANAB; SHALABY, 2012).

Foi descrita pela primeira vez em 1823, pelo naturalista alemdo Carl Friedrich
Philipp Von Martius enquanto estudava a flora do Brasil, que a denominou como Pontederia
crassipes. Seis anos mais tarde, o pesquisador Solms a incluiu no género Eichhornia, descrito
por Kuntz em 1829 (PEREIRA et al. 2011). Atualmente encontra-se distribuida em todo
Brasil e em vérias regides do mundo, disseminada nos tropicos e subtrdpicos entre 39° N e
39° S, desenvolvendo-se em multiplos ambientes com diferentes caracteristicas climaticas
(PERNA; BURROWS, 2005; MILNE et al. 2006; REN; ZANG, 2007).

E. crassipes é definida como uma angiosperma monocotiledénea de até 1 metro
de altura, com sistemas de raizes fibrosas com uma grande quantidade de pélos; folhas
dispostas em rosetas, espongiformes com aproximadamente 10 cm, geralmente largas e de
coloracdo verde escura; possui bainha, limbo e peciolos que apresentam grande quantidade de
aerénquima, o que possibilita sua forma biolédgica flutuante (SIMPSON; SANDERSON,
2002). As flores possuem peétalas em tons que variam do lilas claro ao azul escuro, com o
centro da pétala superior em tom amarelado, dispostas em densas espigas projetadas para fora
da planta. Os caules aquéticos sdo tenros com aerénquima bem desenvolvido; sdo clorofilados
e, assim sendo, realizam fotossintese (THOMAZ, 2003) (FIGURA 1).

Figura 1- Fotografia de Aguapé [Eichhornia crassipes (Mart.) Solms]; Primeira coleta-Campo
o Me-MG
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Fonte: OLIVEIRA, M.G. (2012).

Aguapé pode reproduzir tanto por propagacdo vegetativa, como sexuadamente. A
primeira, adotada pela espécie em climas mais quentes, ocorre mais rapidamente, com a

formacédo de um estoldo na base do peciolo, de onde surge uma nova planta, que apos algum
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tempo se desprende da mae (MARTINS et al. 2005). J& a reproducdo sexuada ocorre,
sobretudo onde o Aguapé é nativo. No Brasil, a floracdo ocorre no verdo e as flores
permanecem abertas por um ou dois dias. Quando todas as flores murcham, a haste floral se
inclina para dentro d’ dgua e as sementes sao liberadas em diregdo ao fundo, permanecendo
vivas por até 15 anos (FRANCA et al. 2012).

Aguapé constitui uma das principais produtoras primarias em ambientes Iénticos,
adquirindo extrema importancia inclusive, como abrigo natural para organismos aquaticos
(PETRUCIO; ESTEVES, 2000; LOPES et al. 2006) e pode ser destinada para o
aproveitamento em varias atividades tais como: fonte de biocombustiveis (KIVAIASI,
MTILA, 1997; SINGHAL,; RAI, 2003; GAO et al. 2013; SAPRATIV et al. 2013); tratamento
de efluentes de esgotos industriais e domésticos (ROQUETTE PINTO, 1987; SINKALA et al.
2002; PALMA-SILVA, et al. 2012; SILVA, et al. 2014); fonte de fertilizantes para uso na
agricultura (GAJALAKSHIMI et al. 2002) e meio para remogdo de metais toxicos da agua
(SOLTAN; RASHED, 2003; GIRI; PATEL; MANDAL, 2012).

No entanto, devido a alta capacidade de multiplicacdo e sucesso na competicao
com outras espécies, Aguapé vem tomando carater invasor, causando sérios danos ecoldgicos
e econdmicos tais como entupimento de canais, prejuizos a navegacdo e a producdo de
energia, obstrucdo da entrada da luz solar, com prejuizos a fotossintese, sendo responsavel por
mudancas drasticas em comunidades vegetais e animais de agua doce; alteracbes nas
propriedades fisico-quimicas da agua como diminuicdo de temperatura, pH, demanda
bioldgica de oxigénio (carga organica) e de nutrientes; além de servirem como criatérios de
insetos e outros vetores de doengas em humanos (DANTAS et al. 2001; NEVES; FOLONI,
PITELLI, 2002; TELLEZ, et al. 2008).

Aguapé é capaz de aumentar sua massa verde em 15% ao dia acumulando 800 kg
por hectare, dobrando-a a cada seis ou sete dias e em condic¢Bes 6timas pode produzir até 480
toneladas de massa verde por hectare/ano (ALVES et al., 2002). Ainda segundo o autor, um
lago cuja superficie & coberta por aguapés pode perder de duas a oito vezes mais agua por
evapotranspiracdo do que se estivesse com a superficie livre.

Diante de tais problemas, Aguapé é considerada como a mais séria planta daninha
aquatica flutuante e esta listada entre as 100 mais perigosas plantas invasoras pela IUCN
(International Union for Conservation of Nature) e entre as 20, pela GEIB (Grupo

Especialista em Invasiones Bioldgicas) da Espanha (TELLEZ, et al. 2008).



21

Diversos estudos vém sendo realizados com Aguapé (JIN et al. 2003; SHANAB
et al. 2010), que demonstram efeito inibitério sobre o crescimento de diversos tipos de algas,

no entanto pouco se sabe sobre seus efeitos em vegetais de ambientes terrestres.

2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS OU METABOLITOS ESPECIAIS

Metabdlitos secundarios, também conhecidos como metabodlitos especiais ou
principios bioativos, sdo compostos organicos produzidos pelas plantas, que ndo estdo
diretamente envolvidos em seu crescimento, desenvolvimento ou reproducdo; tendem a ser
mais complexos que 0s metabodlitos primarios e apresentam importancia econdmica para
indUstria de medicamentos, cosmética e para fins nutritivos, além de exerceremimportante
papel ecoldgico (BARTWAL et al. 2013).

Os metabolitos secundarios podem ser genericamente agrupados em 4 grandes
classes: (1) terpenos, onde encontramos hormonios, pigmentos e os 6leos essenciais; (2)
compostos fendlicos: cumarinas, flavonoides, taninos e ligninas; (3) glicosideos: saponinas,
glicosideos cardiacos, cianogénicos e glucosinalatos, e (4) alcaldides (GARCIA; CARRIL,
2009; COLOMA et al. 2011).

Os terpenos ou terpendides constituem o grupo mais numeroso dos metabdlitos
secundarios com uma variedade de mais de 4000 moléculas diferentes. Podem ser insoluveis
em &gua e derivam-se da unido de unidades de isoprenos (cinco &tomos de carbono) e sua
classificacdo deriva-se do nimero de unidades de isopreno que se formam: monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, dentre outros (SANTOS 2004).

Os compostos fenolicos, fenilpropandides ou polifenois sdo compostos que
apresentam um anel aromatico e um radical hidroxilo. E um grupo amplamente variado que
abrange os &cidos fenodlicos e os polimeros taninos e ligninas, bem como os flavonoides
(CARVALHO; GOSMANN, SCHENKEL, 2004).

Os glicosideos sdo metabdlitos que possue ao menos uma molécula de aglcar
ligada a um grupo hidroxila e atuam na defesa vegetal. Sdo divididos em trés grupos: as
saponinas, onde se encontram os glicosideos esteroides, glicosideos esterdides alcaldides e 0s
glicosideos triterpenos (HENRIQUES et al. 2004).

Os alcaloides constituem um grupo de mais de 15.000 compostos e tém em

comum a solubilidade em &gua e apresentam ao menos um atomo de nitrogénio em sua
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molécula, sendo a maioria heterociclicas e alguns nitrogenados alifaticos ou ciclicos
(GARCIA; CARRIL, 2009).

Os metabdlitos secundarios sdo capazes de executar ampla gama de funcdes de
protecdo, inclusive antimicrobiana, fotoprotetora, de estabilizacdo e sinalizacdo, em situacoes
de estresse bidtico (mediados por microorganismos patogénicos, ervas daninhas, fungos e
outros predadores); e abidticos como o contato com poluentes do ar, temperaturas extremas,
incluindo o congelamento, seca, alta intensidade luminosa, salinidade e danos mecéanicos.
Além disso, os metabdlitos secundarios que denotam cor e odor sdo responsaveis por atrair
polinizadores e dispersores (ALBURQUERQUE; VELAZQUEZ, VASCONCELLOS NETO,
2006).

Em muitas plantas, os metabodlitos secundarios também podem reduzir a
disponibilidade de proteinas para herbivoros, bem como promover defesa quimica contra
pragas e patdgenos; os alcaldides, terpendides e glicosideos podem facilitar ou dificultar a
preferéncia alimentar de formigas (MELO; SILVA-FILHO, 2002). Compostos fendlicos,
principalmente taninos, apresentam reconhecida funcgéo inibitdria contra acdo de herbivoros
(MONTEIRO et al. 2005) e podem apresentar acdo fungitdxica, antibacteriana e antivirética
(STANGARLIN et al. 2011) podendo estar envolvidos em mecanismos tanto bioquimicos
quanto estruturais de resisténcia em plantas (NICHOLSON, 1995). Saponinas também podem
estar relacionadas a defesa de plantas contra fitopatégenos (OSBOURN, 1996). Do mesmo
modo, devido a toxicidade do HCN (Acido cianidrico), composto originado da degradacédo de
glicosideos cianogénicos por enzimas hidroliticas da plantas, este tem sido relacionado com a
defesa contra herbivoros e fitopatdgenos (STANGARLIN et al. 2011).

2.4 ALELOPATIA EM AMBIENTES AQUATICOS

Alelopatia é definida como a habilidade de uma planta influenciar no
desenvolvimento de outra planta ou microorganismos, por meio da producdo e liberagdo de
compostos quimicos (CHENGXU et al. 2011; BRITO; SANTOS, 2012; GROVE et al. 2012).
Esta habilidade é considerada importante fator na determinacdo das interagdes bioticas
podendo influenciar na sucessdo vegetal, na formacdo climax, nas composi¢fes das
comunidades e na produtividade; sendo importante em ambientes naturais e agroecossistemas
(AN, 2005; BLANCO, 2007).
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Dentre as substancias com atividades alelopaticas destacam-se 0s taninos,
glicosideos cianogénicos, alcalbides, sesquiterpenos, flavonoides, acidos fendlicos, dentre
outros, podendo ser sintetizados em diferentes 6rgdos das plantas, como raizes, folhas, flores e
frutos; entretanto, suas concentracdes nos tecidos vdo depender dos aspectos nutricionais do
solo, temperatura e quantidade de agua disponivel (DELACHIAVE; RODRIGUES, ONO,
1999; BORELLA et al. 2009). Muitos autores, buscando investigar o potencial alelopatico de
espeécies utilizaram desde folhas, caules e rizomas e raizes; gemas florais e frutos (HONG et
al. 2003; HAN et al., 2008); folhas secas (MARASCHIN-SILVA; AQUILA, 2006) e frescas
(SOUZA FILHO et al. 2006) e até plantas inteiras (KATO-NOGUCHI, 2003).

A producdo de metabdlitos esta intimamente relacionada & autodefesa da planta
ocasionada pela liberacdo dos aleloquimicos por diversas rotas como volatilizacao, lixiviagéo,
exsudacdo radicular e decomposi¢do microbiana, e as taxas de liberacdo destes compostos
dependerdo da rota de liberacdo, concentracdo nos tecidos bem como das condigoes
ambientais (MACIAS et al. 2007).

Uma vez liberados no meio ambiente, os aleloquimicos podem atuar sobre a
planta alvo tanto de forma direta, provocando alteracdes em niveis celulares e metabdlicos,
incluindo modificagcBes no funcionamento de membranas, na absor¢do de dgua e nutrientes
bem como na atividade fotossintética, respiratoria, fitohormonal, dentre outras; quanto
indireta: provocando alteragcbes nas caracteristicas nutricionais do solo e também nas
populacdes ou nas atividades dos organismos que o habitam (FERREIRA; AQUILA, 1999;
BORELLA et al. 2009).

Em ambientes aquéticos todos os grupos de produtores primarios possuem
espécies capazes de produzir e liberar compostos alelopaticos, no entanto 0s processos
ocorrem de forma diferenciada, uma vez que a movimentacdo desses aleloquimicos em meio
aquosos ocorre a maior velocidade que no solo (GROSS, 2003; TAKAO; RIBEIRO, LIMA,
2012). Ainda para Gross (2003), a presenca da adgua pode também limitar a efetividade de
acao de alguns aleloguimicos, uma vez que para atingir o organismo-alvo de forma efetiva,
estes compostos devem ser hidrofilicos e apresentarem-se em concentracdes efetivas, pois a
diluicdo nesses ecossistemas exerce grande influéncia sobre o efeito dessas substancias.

Os estudos de alelopatia em ambientes aquaticos tornaram-se mais abrangentes a
partir da primeira metade do Século XX, com relatos que relacionavam interac6es alelopaticas
entre macrofitas e fitoplancton, e desde entdo, diversas espécies ja foram identificadas, como
produtoras de compostos alelopaticos contra algas e cianobactérias (HU; HONG, 2008).

Estudo com Pistia stratiotes (repolho d’agua) realizado por Greca et al. (1999) verificou a
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acdo inibitéria no crescimento de algas e identificou na espécie varios metabolitos
secundarios com alguma atividade alelopética; Takao; Ribeiro, Lima (2011) ao avaliar o

efeito inibitdrio de 25 espécies macrofitas, identificou em 11 delas, possivel efeito alelopatico.

2.5 RESERVATORIO DE UHE (USINA HIDRELETRICA DE ESTREITO) FURNAS GD3

O Reservatério de Furnas, que abastece a UHE Furnas compreende uma area de
aproximadamente 16.507 km? e abrange 48 municipios com uma populacdo estimada de
842.260 de habitantes. A UHE Furnas tem sua barragem localizada no curso médio do Rio
Grande, no trecho denominado “Corredeiras das Furnas”, entre os municipios de Sdo José da
Barra e S&o Jodo Batista do Gloria (MG).

Abrange dentre outros municipios, as cidades de Aguanil, Alfenas, Boa
Esperanca, Botelhos, Campo do Meio, Campos Gerais e Fama. Sua construcao iniciou-se em
julho de 1958, tendo a primeira unidade entrada em operacdo em setembro de 1963 (ALAGO,
2014).

O clima predominante é o tropical de altitude, com temperaturas médias anuais
entre 21 °C e 23 °C, com temperaturas na primavera e verao chegando a 28 °C e 30 °C diarias
(BRASIL, 2014).

Dos 48 municipios que formam a bacia hidrografica, 15 (31,3%) tem nas
atividades agropecudrias sua principal fonte de riqueza, e os demais dedicam suas atividades
ao setor de servicos. O setor de turismo é bem desenvolvido, bem como a psicultura
(BRASIL, 2014).
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3 JUSTIFICATIVA

Estudos ecologicos relacionados a macréfitas aquaticas em ecossistemas
brasileiros demonstram a contribuicdo dessas comunidades para a homeostase dos
ecossistemas, atuando como produtores, servindo de alimento e abrigo para diferentes
especies. No entanto, quando ocorrem explosdes populacionais dessas espécies,
principalmente em reservatdrios de abastecimento e geracdo de energia, pode haver perda de
diversidade de espécies e prejuizos aos usos econdmicos e turisticos destes ambientes,
principalmente no que se refere ao comprometimento da eficiéncia energética.

Aguapé notadamente vem ocasionando problemas devido a alta capacidade de
formacdo de superpopulacdes em diversos reservatorios do Brasil e do mundo. No UHE
Furnas, regido de Alfenas, vem-se observando formac6es deste tipo nessa espécie, no entanto
pouco ainda se sabe sobre seu comportamento nesse ambiente.

Assim, o conhecimento da atividade alelopatica, bem como a caracterizacdo de
grupos de metabolitos secundarios presentes em Aguapé e sua relacdo com a capacidade de
desenvolvimento de superpopulacdes é de grande interesse, visto que estudos como esses
geram importantes informacdes sobre a biologia da espécie além de fornecerem subsidios
para tomada de decisfes quanto ao seu manejo e controle.
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4 OBJETIVOS

A sessdo a seguir trata dos objetivos gerais e especificos pretendidos neste

projeto.

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade alelopética correlacionando com o perfil cromatografico de
Eichhornia crassipes (Mart.) Solms (Aguapé) em populacGes com diferentes condi¢bes de
adensamento, ocorrentes no Reservatdrio de Furnas, na regido de Alfenas - MG, bem como
investigar se as condicdes de adensamento influenciam na atividade alelopéatica da espécie.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar o potencial alelopatico de diferentes concentracdes de extratos etanélico e aquoso
de folhas, rizomas e raizes de Aguapé provenientes de populacdes em diferentes
condigBes de adensamento, ocorrentes no Reservatdrio de Furnas, em bioensaios de
germinacdo e crescimento inicial utilizando como biotestes alface (Lactuca sativa L.);

v Avaliar indice mit6tico e o efeito citogenotdxico no tecido meristematico de pontas de raiz
de alface exposta aos tratamentos com extratos de folhas, rizomas e raizes de
Aguapéprovenientes das diferentes populacoes;

v Realizar o perfil cromatografico dos extratos etandlicos de folhas e rizomas/raizes de
plantas de Aguapé de diferentes condi¢des de adensamento, e que possam oferecer

vantagens competitivas a espécie.
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ABSTRACT

[Influence of denser planting in the allelopathic potential of Eichhornia crassipes (Mart.) Solms
(Pontederiaceae)]. Through this study, we assessed the allelopathic potential of extracts obtained from
leaves and rhizomes/roots of two populations of Eichhornia crassipes. Samples were collected in
different denser planting conditions, in the affluent of Furnas reservoir, and applied at experiments with
lettuce. We obtained aqueous and ethanolic extracts of two structures. Lettuce seeds were exposed to 0,
1.25%, 2.5% and 5% of each treatment and the rate of germination rate, germination percentage, number
of seedlings, the elongation of root, fresh and dry biomass were evaluated.The cytogenotoxic effect was
obtained by accessing mitotic index and chromosomal abnormalities.The water and ethanol extracts
caused negative effect on seed germination and early growth.This showed the concentration dependence
effect for all parameters, except for ethanolic extract obtained from leaves collected in areas less densely
populated.In addition, we also found differences between ethanolic extracts obtained from leaves and
rhizomes/roots. The reduction of cellular divisions and the occurrence of chromosomal abnormalities,
however, showed the cytogenotoxic effect of the specie.Therefore, these suggest the presence of chemical
inhibitors in the extracts, revealing the allelopathic effect, especially in the densest plant communities.

Key-words: Water hyacinth; Allelopathy; Lettuce; Cytotoxicity; Mitotic index.
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1. INTRODUCTION

Aquatic macrophytes are important plants for maintaining the equilibrium of aquatic
environments, since they act in the protection and stabilizing of banks of rivers and reduce erosion
effects, as well as are also essential in the food chain, water oxygenation and nutrients absorption
(Domingos et al. 2011). However, the excessive growth of these plant species, in supply and
hydroelectric reservoirs, have been becoming a major problem in Brazil over recent decades. This occur
by compromising the energy efficiency, ie, blockage of turbines and protection grids of hydroelectrics,
obstruction to navigation and nautical sports, as well as the imbalances associated to loss of diversity in
aquatic ecosystems (Thomaz 2002; Domingos et al. 2011).

Various macrophyte species are able to cause damages on aquatic ecosystems. The water
hyacinth, plant which belongs to the genus Eichhornia, for instance, has been a concern in the dams of the
Companhia Light, State of Rio de Janeiro, Brazil (Martins et al. 2009). Population explosions of this plant
specie have been reported by Thomaz & Bini (2002) and Kateregga & Sterner (2009) in reservoirs in
Africa and Brazil. Among Eichhornia species, which characterize problem in reservoirs and other aquatic
environments, is found the Eichhornia crassipes (Mart.) Solms (Pontederiaceae), known as Aguapé,
gigoga and water hyacinth (Mehra, Farago & Banerjee, 2000; Pereira et al. 2011).

This plant specie has been acquiring an invader character due to its high multiplying capacity
and success in competition with other species, rapidly occupying large extensions, and causing ecological
and economical damages, besides serving as breeding sites for insects and other vectors of human
diseases (Neves, Foloni & Pitelli 2003; Téllez et al. 2008).

Therefore, researches show the allelopathic potential of water hyacinth on several types of
algae (Jin et al. 2003; Shanab et al. 2010). However, there are few studies about allelopathy, involving
Eichhornia crassipes, and experiments that report its effect and different denser planting conditions.
Therefore, we assessed here the allelopathic effect of water hyacinth, under different denser planting
conditions, in the Furnas reservoir, in the State of Minas Gerais, Brazil.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Identification and sample collection

Identification of water hyacinth, under different denser planting conditions, was performed on
farm. For this purpose, we considered as densely populated areas, those where this plant specie had
occupied more than 50% of the water surface, and as areas less densely populated, those where was
occupied less than a half of water surface.We identified two populations in the affluent of Furnas

reservoir, State of Minas Gerais: Population 1 (P;), considered densely populated area, in the city of
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Campo do Meio (21° 0624 S Lat; 45° 49°49" W Long) and Population 2 (P,), area less densely

populated, in the city of Fama (21° 24°26"" S Lat; 45° 49°43" W Long). Both two P; and P, were near
urbanized areas and were subject to anthropogenic actions. Adult plants were collected in October and

November 2012, aiming to minimize interferences in the production of allelochemicals.
2.2 Preparing and obtaining of extracts

In the laboratory, samples were clean and plant structures were separated in two groups: one
consisting of leaves (L) and another of rhizomes/roots (RR).All material was dehydrated in a hothouse,
with constant air circulation, at 40 °C until mass stabilizing. Then, was triturated, sieved at 20 fine sieve,
and stored at room temperature, with no light and humidity, until extracts obtaining.

Aqueous extract of water hyacinth was obtained, as outlined in Brasil (2010), at 5 % (w/v)
concentration. The ethanolic extract was prepared at the same concentration but, by macerating until total
exhaustion, as outlined in Ferreira, Souza & Faria (2007).Were used four different concentration, ie, 5 %,
2.5 %, 1.25 % and 0 %, obtained by dilution from the initial 5 %, as outlined in Takao, Ribeiro & Lima
(2011). Were also measured the pH and osmotic potential (Ferreira & Aquila, 2000), aiming to eliminate

their interferences in the allelopathic effect testing.
2.3 Bioassay of phytotoxicity

Experiments were performed using 30 seeds of lettuce (Lactuca sativa L. cv. Baba de ver&o)
in 90x60cm Petri dishes containing two sheets of Germitest® paper, wet by adding 3.0 ml of different
concentrations of ethanolic and aqueous extracts. The plant material was maintained in a BOD-type
chamber (biochemical oxygen demand), under 12 hours photoperiod light, at 22 °C, with daily
assessments for seven days, as outlined in Brasil (2009) and Simdes et al. (2013).

We assessed the germination percentage (G%) and germination velocity index (GVI) as

follows: G% = %xlOO; where N = total of germinated seeds, and A = total of seeds in the Petri dish
(Iganciet al. 2006); GVI = % + z—z + -+ E—“; where: GVI = germination velocity index; G = number of
1 2 n

seeds germinated in the i counting (i= 1, 2, 3,..., n), and N = number of days until the i counting (i= 1, 2,
3,..., n) (Maguire 1966). For assessing seed germination, we used the concept of physiological
germination described in Marcos Filho (2005), which defines the germination beginning at the seed
imbibition and its final at the radicle protusion. At the 7" day, were assessed the number of normal
seedlings (NS), root elongation (RE), and fresh biomass (FB) and dry biomass (DB).
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2.4 Mitotic index and cytogenotoxic effect

Seeds of lettuce were treated as described for the bioassay of phytotoxicity and, after 48
hours, tips of roots were collected for obtaining meristematic cells. The material was fixed in Carnoy
(ethanol 3: 1 glacial acetic acid) and, then, stored at -4°C for further studies. Cytogenetic preparations
were obtained through crush-based method, as outlined in Guerra & Souza (2002) and Ribeiro et al.
(2012).

Then, 9000 cells per treatment were checked aiming to assess the mitotic index (MI) and
chromosomal abnormalities frequency (AF) on Nikon E200 bright field microscope. Direct comparison of

each treatment in relation to negative control was carried and, then, calculated the relative mitotic index

(Mlg), as follows: Ml = (Ml — Mly) *ﬂ; where: Mlc = mitotic index of the control; and Ml+ =
C

1
MI
mitotic index of the treatment.

Determining of AF was as described for MI, but using the following expression: AFg =

(AF; — AFp) * %; where: AFg =relative frequency of chromosomal abnormalities; AFc = chromosomal
C

abnormalities frequency of the control; and AF+ = chromosomal abnormalities frequency of the treatment.
Were, then, assessed the C-metaphase, chromosomal bridge, loss chromosomes, sticky chromosomes, and

micronucleus.
2.5 Data analysis

Experiments were performed, for each aqueous and ethanolic extract, in completely randomized
design, with three replications; both, in 2x2x4 factorial scheme, ie, two different denser planting
conditions, two plant structures, and four concentrations.Analysis of variance (ANOVA) was carried out
to determine statistical significance of means. Normality test was run and, when data were considered
with no Gaussian normal distribution, were transformed in order to attend the assumptions of ANOVA
through square root transformation.Means of qualitative factors were compared by Scott Knott test, and
means of quantitative factors were adjusted to the linear regression models, using R statistical software (R
CORE TEAM, 2013), both at 5% significance level.
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3 RESULTS

3.1 Physical and chemical characteristics of the extracts

The pH values ranged from 4.48 to 5.79 for the aqueous extracts, and from 4.78 to 6.09 for
the ethanolic extracts. The osmotic potential, ranged from -0.192 MPa to -0.201 MPa for the aqueous
extracts, and from -0.081MPa to -0.021 Mpa for the ethanolic extracts.

3.2 Phytotoxicity

The Table 1 shows the mean squares of the isolated effects and parameter interactions found

in analysing the aqueous and ethanolicextracts of leaves and rhizomes/roots of water hyacinth.

Table 1- Summary of ANOVA, Mean Square, the effects of aqueous and ethanol extracts in different
concentrations, from the various plant structures of two populations of water hyacinth. (Pp-Population;
Vs-vegetable Structure; Cc-Concentration).

Source Variation GL GVI G% PN RE FB DB
AQUEOUS
Pp. 1 6.743 14.815 1.688 0.325 0.043 <0.001
Vs. 1 40.359 370.370** 1.020 16.581**  0.873 0.0011
Cc. 3 9104.740 ** 2345.85** 2433.74**  41.603**  166.28**  1.801
Pp*Vs 1 17.001 181.482 0.521 0.841 0.115 0.030
Pp.*Cc. 3 16.419 2.469 4.409 0.329 4.101 <0.001
Vs.*Cc 3 8.628 209.877 14.854 7.329* 4.504 0.028
Pp.*Vs.*Cc 3 2.499 139.507 1.243 0.269 3.322 0.013
Residue 32 12.008 73.843 7.729 0.449 3.069 0.024
VC (%) 12.26  14.06 12.26 17.58 28.8 36.73 29.00
ETANOLIC
Pp. 1 165.171** 52.083 18.750 2.762 0.141 0.002
Vs. 1 3052.032** 8268.750**  468.750**  7.068** 28.213**  0.472**
Cc. 3 4827.458** 6884.182**  951.722**  2.954** 52.786%*  0.482**
Pp*Vs 1 51.919** 222.454 85.333** 0.148 3.641 0.040
Pp.*Cc. 3 99.299** 68.133 69.250%* 0.532 1.817 0.010
Vs.*Cc 3 424.694** 4948.997 216.917**  1.763 21.445%*  0.340%*
Pp.*V/s.*Cc 3 161.616 ** 96.528 64.500%* 0.361 2.211 0.031
Residue 32 16.412 16.899 7.959 0.615 1.191 0.018
VC (%) 9.68 5.00 12.09 33.14 17.84 19.41

*Interaction.

**Significant at 5% probability by F test (p<0.05).

GVI-germination velocity index; G%-Percent germination; PN-Number of seedlings; RA-root elongation; FB-Fresh biomass;
DB-Dry biomass.

Mean squares referring to the aqueous extract showed that there are statistically significant
interactions only for concentration (p<0.05); and RE for Population x concentration, and for plant
structures.

In addition, interactions were statistically significant between population x plant structure x
concentration for NS and GVI. Between concentration x plant structure, we found statistically significant

interactions for all parameters, except G% and RE. In relation to interactions between populationx
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concentration, and populationx plant structure, only GVI and NS were statistically significant. The

sources of variation, concentration and plant structure, were statistically significant for all parameters
between population were only found for GVI.
The Table 2 shows means of all parameters assessed under aqueous extract influence, which

had statistically significant interaction for at least one parameter.

Table 2- Means germination percentage (G%) and root elongation (AR) submitted the concentrations of
aqueous extract in relation to P1 (high density) and P2 (low density) and plant structure leaf (L) and
rhizome/root (RR) of water hyacinth.

Concentration (%)

Vs Control 1,25 2,5 5
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2
G% L 97.78 aA 98.89 aA 90.00 A  94.44 aA 57.78 aA 72.22 aA 0.00aA 0.00aA
RR 94.44 aA 97.78 aA 91.11 aA 86.67 aA 53.33 aA 41.11aB 0.00aA 2.22 aA
RE L 4,01aA 4.55 aA 5.50 aA 5.97 aA 2.20 aA 2.92 aA 0.00aA 0.00aA
RR 3.28 aA 3.63 aA 2.72 aB 1.83 aB 2.08 aA 2.23 aA 0.00aA 0.00aA

* For each parameter, means followed with the same uppercase letter in the column, and lower case on the line, do not differ
inside each concentration, the level of significance of 5% by the Scott Knott test.

In general, were found significant differences between plant structures only at 2.5%, when
analyzed the aqueous extract effect, for P, in relation to G%, and for RE at 1.25% for both P, and P-.
There was no significant differences between P; and P, for all parameters.

The Table 3 shows means of all parameters assessed under ethanolic extract influence.
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Table 3- Mean Germination velocity index (GVI); Germination percentage (G%); Number of seedlings
(PN); Root elongation (RA); Fresh biomass (FB) and Dry biomass (DB), the concentrations of ethanolic
extract in relation to populations at high density (P1) and low density (P2) and plant structure: Leaf (L)
and rhizome/root (RR) of water hyacinth.

Concentration (%)
Control 1,25 2,5 5

Vs P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2

L 62.00 aA 66.73 aA 55.45 aA 57.86 aA 41.38 aA 51.68 bA 19.80 bA 43.59 aA
RR  59.17 aA 63.14 aA 45.06 aB 47.26 aB 35.30 aB 19.30 bB 1.70 aB 0.00 aB

GVI

L 97.78 aA 98.89 aA 98.89 aA 95.56 aA 95.56 aA 95.56 aA 84.44 bA 95.56 aA
G% RR  98.89aA 95.56 aA 92.22 aA 94.44 aA 91.11aA 73.33bB 6.67 aB 0.00 aB

L 28.67 aA 29.67 aA 29.67 aA 28.33 aA 28.67 aA 27.67 aA 11.00 aA 28.00bA
PN RR 28 aA 28.67 aA 27.00aA 28.33 aA 27.33 aA 21.00bB 1.33aB 0.00 aB

L 2.91aA 2.74 aA 3.04 aA 2.90 aA 2.94 aA 2.24 aA 2.84 aA 2.38 aA
RE RR 3.13aA 2.61 aA 2.24 aA 2.33aA 2.13 aA 1.81 aA 1.61 aA 0.00 bB

L 0.0744aA 0.0712aA  0.0700aA 0.0727aA 0.0749aA 0.0735aA  0.0427 bA  0.0710 aA
RR 0.0743aA 0.0760aA  0.0742aA 0.0749aA 0.0682aA 0.0542aB  0,0060aB  0.0000 aB

FB

L 0.0077aA 0.0075aA 0.0078aA  0.0080aA 0.0081aA  0.0094aA  0.0070aA  0.0075aA
RR 0.0086aA  0.0079aA 0.0074aA 0.0087aA 0.0079aA 0.0055bB  0.0010aB  0.0000 aB

DB

* For each parameter, means followed with the same uppercase letter in the column, and lower case on the line, do not differ
inside each concentration, the level of significance of 5% by the Scott Knott test.

Under ethanolic extract influence, there was significant differences in the greater
concentrations between plant structures, both for P, as for P,. This effect was not found only for RE.
Extracts obtained from rhizomes/roots collected in the P, and P, were significantly different from
2.5% to 5%, in relation to GVI, G%, NS and DB. For extracts obtained from leaves, the effect was
the same in both two P; for all parameters, except GVI from 2.5%.

Aiming to characterize the effect of aqueous and ethanolic concentrations on all parameters,

the linear regression model was adjusted (Figures 1 and 2). Here, we found the concentration dependence

effect for all parameters, except for the ethanolic extracts obtained from leaves collected in the P;.
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Figure 2- Graphics (a)-Germination velocity index (GVI); (b)-Percentage of germination (G); (c)-Number

of seedlings (SN); (d)-Root elongation (RE); (e)-Fresh biomass (FB) and (f)-Dry biomass (DB)
compared concentrations of aqueous extract of leaf (LE) and root / rhizome (RR) water
hyacinthy.

a: P1-LE: y=56.798-12.730x, R?=88.01; P1-RR: y=55.35-12.36x-R’=87.99; P2-LE: y=56.38-12,34x, R?=92.22;
P2-RR: y=51.20-11.35x-R’=88.82.

b: P1-LE: y=106.22-20.49x-R?=96.37; P1-RR: y=103.78-20.139x, R?=95.64; P2-LE: y=111.56-20.648x,
R?=92.75; P2-RR: y=101.11-20.190x, R*=96.16.

c: P1-LE: y=29.60-26.33x, R*=99.01; P1-RR: y=29.53-6.07x, R°=95.64; P2-LE: y=29.87-6.53, R°=92.74; P2-RR:
y=29.13-6.16x, R°=96.16.

d: P1-LE: y=5.05-0.097x, R°=75.84; P1-RR: y=3.47-0.664x, R°=97.74; P2-LE: y=5.703-1.071x, R’*= 79.57; P2-
RR : y=3.352-0.654x, R*=87.46.

e: P1-LE: y=8.087-1.569x, R?=83.37; P1-RR: y=8.28-1.58x, R°=84.90; P2-LE: y=8.46-1.76x. R°=81.31; P2-RR:
y=8.96-1.82x, R?=98.13.

f: P1-LE: y=0.975-0.18x, R?=77.35; P1-RR: y=0.843-0.1592x, R’=90.65; P2-LE: y=0.917-0.179x, R?=84.98; P2-
RR: y=0.897-0.163x, R?=81.54.
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280  Figure 3- Graphics (a)-Germination velocity index (GVI); (b)-Percentage of germination (G); (c)-Number

281 of seedlings (SN); (d)-Root elongation (RE); (e)-Fresh biomass (FB) and (f)-Dry biomass (DB)
282 compared concentrations ethanolic extract of leaves (LE) and rhizome/root (RR) water
283 hyacinthy.

284 a: P1-LE: y=63.697-8.703x, R=99.02; P1-RR: y=60.242-11.399x, R?=99.04; P2-LE: y=64.796-4.494x, R?=99.01;
285 P2- RR: y=60.642-12.901x, R*=96.29.

286 b: P1-LE: y=100.44-2.869x, R?=85.44; P1-RR: y=113.111-18.692x, R’=82.85; P2-LE: y=109.778-20.089x,
287 R?=90.56; P2-RR: y=109.778-20.089x, R*=90.56.

288 c: PI1-LE: y=3.,600-3.703x, R°=76.93; P1-RR: y=32.800-5.432x, R°=78.82; P2-LE: 28.4167-0x; P2-RR:
289 y=32.733-6.049x, R*=91.88.

290 d: P1-LE: y=2.9344-0x; P1-RR: y=2.877-0.274x, R°=86.29; P2-LE: y=2.774-0.095x, R?=44.84; P2-RR: y=2.858-
291 0.535x, R*=95.10.

292 e: P1-LE: y=0.079-0.006x, R?=74.52; P1-RR: y=0.087-0.014x, R?=82.94; P2-RR: y=0.086-0.016x, R*=0.003; P2-
293 RR: y=0.086-0.160x, R?=89.31.

294 f. P1-LE: y=0.0077+0x; P1-RR: y=0.009-0.001x, R?*=82.22; P2-RR: y=0.008-0.00008x, R?=0.003; P2-RR:

295 y=0.009-0.002x, R?=89.31.
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3.3 Cytogenotoxic effect

For the purposes of this study, the phases of the cell cycle and the frequency of abnormalities

were analyzedas presented in Figure 4:

o &

3 ﬂ@

Figure 4- Phases of the cell cycle and chromosomal abnormalities
analyzed and identified in meristematic cells of lettuce:
a-interphase; b-prophase; c-metaphase; d-anaphase; e-
telophase; f-micronucleus; chromosome g-bridge; h-C-
metaphase; i lost-chromosome; and j-stickness (sticky
chromosome). Bar: 5 pm.

The Table 4 shows mean squares referring to interactions for Mlg and FAr found in
meristematic cells of lettuce subjected to aqueous and ethanolic extracts obtained from leaves and
rhizomes/roots of water hyacinth, this collected in densely populated areas (P1) and areas less densely
populated (P2).

Table 4 Means square of the relating interactions compared to control for mitotic index (MI) and
frequency of abnormalities (AF) for aqueous and ethanolic extracts.

Agueous Ethanolic
Source Variation GL MI AF GL MI AF
Pp. 1 49.946** 1.6363 1 0.0354 285.277**
Vs. 1 9.864** 29.9304** 1 0.5905 26.188
Cc. 1 71.312** 18.0977** 2 17.8245** 1091.5009**
Pp*Vs 1 6.398** 1377.0945** 1 59,5330** 684.6193**
Pp.*Cc 1 30.799** 13.0957 2 0.0359 91.8703**
Vs.*Cc 1 19.738** 0.3282 2 0.05771 38.9364**
Pp.*Vs.*Cc 1 33.697** 28.9790** 2 2.9684** 37.3829**
Residue 16 0.259 3.02123 24 0,3508 8.3099
VC (%) - 2.22 18.21 - 7,64 37.48

*Interaction.

**Significant at 5% probability by F test (p<0.05).

The mean squares show that, in relation to the effect of ethanolic extracts for MI, were

statistically significant the interactions between population and plant structure, as well as there was a
triple interaction among population, plant structure and concentration. In relation to AF, interactions were

statistically significant for all parameters, except only for plant structure (p<0.05).
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Analyzing the interactions for aqueous extract, significant interactions were observed for all

parameters evaluated on the MI and for most in the AF. We also observed a triple interaction among
population, concentration and plant structure.

The Table 5 shows MIg values for the aqueous and ethanolic extracts. In fact, was analyzedas
MI reduced in relation to the control.Then, when MI decreased at the same rate, in relation to the control,
the observed mean increased. Besides, was determined as AF increased in relation to the observed
frequency in the control. Therefore, we found that as chromosomal abnormalities frequency increased, the

mean also increased at the same rate.

Table 5- Mean frequency of abnormalities (FA) and mitotic index (MI) in relation to plant structures (Vs)
and populations (P1) and high density (P2) low density compared to the control.

ETHANOLIC
Concentration (%)
Vs 1,25 2,5 5
P1 P2 P1 P2 P1 P2
F** 4.9632 bB 8.8599 aA 6.6722 bB 8.8599 aA 8.2567aB 10.000 aA
M RR 8.2537 aA 4.6165 bB 8.3899 aA 6.3290 bB 10.000 aA 7.9870 bB
F 1.8908 bB 34.4379 aA 2.2101 bA 12.7184 aA 0.000 aA 0.0000 aA
AF RR 23.6025 aA 13.6909 bB 1.5462 aA 1.6546 aB 0.0000 aA 0.5281 aA
AQUEOUS
Concentration (%)
Vs 1,25 2,5 5
P1 P2 P1 P2 P1 p2
MI F 8.5687 aA 0.0000 bB 9.0911 bB 10.0000 aA Sl -
RR 8.1588 aB 6.6017 bA 10.0000 aA 8.0280 bB - -
AF F 17.6426 aA 5.6457 bB 19.3471 aA 0.0000 bB - -
RR 2.2232 bB 16.1304 aA 0.0000 bB 15.3479 aA - -

**L- Leaf; RR: Rhizome/root.
*-. Germination was suppressed.

In general, the ethanol extracts of the two plants and two populations of structures affected the
MI of tip cells of lettuce roots. However, rhizomes/roots collected in P, are the most representative, while
for samples collected in the P, this greater effect was found for leaves.

In relation to AFr observed in the bioassay with ethanolic extract, we found significant
differences among means obtained both for plant structures as for populations. The greater AF, in relation
to the control, were found in bioassay subjected to extracts obtained from leaves, these, collected in the
P,. We also found a high AF in bioassay subjected to 1.25% of extracts of leaves collected in the P.

The MI analysis carried for aqueous extracts showed statistically significant differences
among means obtained both from plant structures and from populations. In general, the greatest
differences, or higher means, in relation to the control, were found in plant structures collected in the P;.
The AF identified in the meristematic cells of lettuce also increased when subjected to the aqueous

extracts obtained from leaves collected in the P; - higher means than those for the control.
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The Figures 4a/b and 5a/b show mean tests carried to assess the effect of concentration on Ml,

both for aqueous and ethanolic extracts.
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Figure 5a/b- Mean mitotic index (MI) and frequency of abnormalities (AF) with the increase of
concentration of aqueous extract.
**Means followed by the same letter do not differ by the Scott Knott test (p<0.05).
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Figure 6a/b- Mean mitotic index (MI) and frequency of abnormalities (AF) with the increase of

concentration of ethanolic extract.
**Means followed by the same letter do not differ by the Scott Knott test (p<0.05).

We highlight here that, for both aqueous and ethanolic extracts, the highest means of MI were
found in the highest concentrations, which demonstrated the concentration dependence effect. This effect
was more evident on bioassay subjected to extracts obtained from leaves collected in the Py, and from
rhizomes/roots collected in the Ps.

In relation to AF, the highest means were found at 1.25 % for both aqueous and ethanolic
extracts. Leaves collected in the P, showed the highest effect in the bioassay, since the highest AF was

found in this treatment. Therefore, there was no germination at 5% for the aqueous extract and, at 1.25 %,
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all extracts resulted in high differences of Ml, in relation to the control, except for extracts obtained from

leaves collected in the P;.

4. DISCUSSION

For the current state of understanding of allelopathic potential of different plant species
(Eberlein 1987; Borella & Pastorini 2010), it points out that seed germination and initial growth of lettuce
are effected when pH is excessively alkaline or excessively acid, with deleterious effects when under pH
less than 4 or greater than 10. In addition, Gatti, Perez & Lima (2004), found that solutions with osmotic
potential close to -0.2 Mpa do not significatively interfere in the lettuce seed germination.In this study, we
found significant differences between leaves and rhizomes/roots in relation to allelopathic potential for at
least one parameter, both for aqueous and ethanolic extracts.

Various review show significant differences in relation to allelopathic potential among plant
structures (Jiménez-Ozornio; Kumamoto & Wasser 1996; Delachiave et al. 1999; Wu et al. 2000;
Oliveira et al. 2012, Grisiet al. 2012). However, although all plant structures can produce compounds
with allelopathic effect (Grisi et al. 2012), we may state here that the quantity and its release may vary
from species to species, according to Friedman (1995).

Leaf has been appointed as an excellent plant structure in the production of phytotoxic
compounds (Hong et al. 2003; Alves et al. 2004; Maraschin-Silva and Aquila 2006; Souza Filho et al.
2006; Han et al. 2008). However, allelochemical contained in roots may have a rapid effect, since they
are directly released into the soil, and they act toward local microbiota, in the development of roots of
adjacent plants, and in the seed germination process (Grisi et al. 2012). In fact, according to Reigosa;
Sanchez-Moreiras & Gonzélez (1999) and Reigosa et al. (2013), the majority of allelochemicals are
soluble in water. Then, for aquatic plants, such as water hyacinth, it would be biologically advantageous
that the highest concentrations of compounds with allelopathic potential were directly released from roots
under the water.

It is known that floating aquatic macrophytes dispute for light and nutrients against
phytoplankton and other macrophytes (Gross, 2003). This author identified secondary metabolites with
allelopathic effect, which inhibit the growth of algae present in areas containing Pistia stratiotes (water
cabbage). In addition, water hyacinth also showed algaecide effect in many other studies (Jin et al. 2003;
Shanab et al. 2010; Wu et al. 2012), which suggests that they may produce allelopathic compounds.

Population considered under densely populated areas showed greater inhibitor effect in the
bioassay for the ethanolic extract. For the aqueous extract there was no significant differences between
plantations of Eichhornia crassipes under different denser planting conditions.
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The success of this macrophyte in colonizing several environments is influenced by abiotic

and biotic factors. Abiotic factors are related to chemical composition of sediments and water, solar
radiation, water speed, and many others (Esteves & Camargo 1986; Rooney & Kalff 2000; Thomaz
2002), and biotic factors are, such as, competitive ability, which may be potentialized through
allelopathiceffect (Leflaive & Hage 2007), promoting an advantage in relation to other plants. This effect
could be related to the greater inhibitor effect usually found on densely populated areas.In addition,
macrophytes have wide phenotypic plasticity, which may make them able to colonize environments under
different physical and chemical characteristics (Thomaz 2002; Cicero et al. 2007).

All extracts, except those obtained from leaves collected in the P,, have a concentration
dependence effect for all parameters. In fact, there were a set of negative changes as extract concentration
increases. Such changes may occur during seed germination, as result of changes on membrane
permeability, enzymatic effect, movement of stomata, DNA and RNA damages, etc; or even resulting
from effect of an assembly of factors (Gniazdowska & Bogatek 2005; Reigosa et al. 2013). For Ashrafi;
Sadeghi & Mashhadi (2009) and Zhang et al. (2009), however, the inhibitor effect on seed germination
and growth of seedlings are evident as extract concentration increase.

The visible effect of the allelochemicals on seed germination and/or seedlings development
suggests the occurrence of collateral effects of those expected on molecular and cellular levels (Ferreira &
Borghetti 2004; Ribeiro et al. 2012), as we evidenced for the aqueous extract and ethanolic extract
obtained from rhizomes/roots.

However, the allelopathic effect does not occur only on the germination percentage, but also
on germination velocity, causing changes on the germination distribution curve, extending it throughout
time (Ferreira & Aquila 2000).These changes may be because of environmental interferences, which
block or delay the metabolic processes (Souza et al. 2007). Indeed, decreasing of germination time, found
by determining GV, suggests the presence of allelochemicals in the extracts, since it may have occurred
inhibition of stock split speed and translocation of nutritive compounds from the endosperm to the
embryo (Azambuja et al. 2010). Then, changes caused by allelochemicals on germination curve, as well
as germination rates, show interferences on metabolic reactions which trigger seed germination (Franca et
al. 2008).

Allelochemicals may also influence root elongation. The radicular sensibility of seedlings, for
instance, is the characteristic that best shows the allelopathic effect of plants extracts (Seal & Pratley
2010). The allelopathic compounds influence the process of root emission, since the elongation depends
on cellular division, which, when inhibited compromises the normal development of roots, besides
influencing the membrane permeability and activation of enzymes involved on plant growth process
(Hoffmann et al. 2007). These effects probably occur as a result of direct and prolonged contact of roots
with extracts, which make roots more sensible to these substances than other plant structures (Oliveira et
al. 2012; Takao; Ribeiro & Lima, 2012).
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Extracts also influenced values of fresh and dry biomass. Tur; Borella & Pastorini (2010)

reported that biomass production may be a good indicator to show the influence of allelochemical
compounds on seedlings growth. Gatti; Perez & Lima (2004) stated that these variations may be
explained due to a differentiated investment of organic material, either on roots or aerial parts, directly
influenced by the type and extract concentration.

The chart adjustment to linear regression models, for the aqueous and ethanolicextracts
obtained from rhizomes/roots, showed the inverse relation between concentration and quantity of
seedlings, the same occurring to G% and RE which resulted from the same type of proportionality.

Data obtained in this study suggested a cytogenotoxic effect of extracts in the bioassay. In
fact, are considered cytotoxic effects those which lead to MI reduction, while the genotoxic effects may
be defined as data of genetic material identified by the increasing of abnormalities frequency in
meristematic cells (Iganci et al. 2006). Also according to these authors, chemical compounds, which have
allelochemical effect, may also have cytotoxic, genotoxic and mutagenic effects.

According to Souza et al. (2009), besides inducing mutations, compounds originating from
plants may also modify effect of other substances on living organisms, transforming to mutagenic,
chemicals that are not essentially mutagenic.

Different forms of compounds extraction, from different structures, in general, cause
reduction of cellular division on meristematic zone of the roots of lettuce, when extracts concentration
increases. Similar result was found by Ribeiro et al. (2012) when working with extracts obtained from
leaves of Stryphnodendron adstringens (Mart.), and by Andrade-Vieira et al. (2014) when working with
oil of seeds of Jatropha curcas L. This effect may result from chemical effect of existing compounds in
the extracts (Leme & Marin-Morales 2009), and suggestsan cytotoxic effect that they induce (Oliveira;
Voltolini & Barbério 2011).

Ozmén (2010), by assessing the cytotoxic effect of extracts obtained from flowers of Hibiscus
rosa-sinensis, found an inhibitory effect on MI, and he assigned that this effect was result of compounds
present in the extracts, which could inhibit the DNA synthesis or cause a blockage in the G2 phase of the
cellular cycle, not allowing the cell to begin the mitosis. Values of MI obtained here are also correlated to
G% and RE, both for aqueous and ethanolic extracts, which decreased in contact with these extracts.
Ribeiro et al. (2013), by using ethanolic extracts obtained from leaves and seeds of Annonacrassiflora on
lettuce seeds, they could identify reduction of G%, RE and MI. This parameters are directly related to
plant development, since root growth occur as result of proliferation of meristematic cells followed by
cellular expansion (Andrade et al. 2010; Ding et al. 2010).According to Gniazdowska & Bogatek (2005),
reduction of plant growth, as result of compounds with allelopathic effect, may be associated to mitosis
inhibition, as well as disruption of nucleus and mitochondria.

In relation to abnormalities, we found greater frequency on all treatments than on control for

both aqueous and ethanolic extracts. The occurrence of these nuclear abnormalities, however, allowed us
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assessing the toxicity of substances contained in the extracts on the chromosomal complement of the

bioassay (Leme & Marin-Morales 2009; Ozmén 2010).

The AF may be characterized through changes on structural level or based on total quantity of
chromosomes, which may occur, both in spontaneous way and as result of exposition to physical and
chemical agents (Leme & Marin-Morales 2009). May also result from induction of DNA breaking or
inhibition of its synthesis (Souza & Viccini 2011). The presence of DNA damages, however, is one of
mechanisms of action of genotoxic agents, and may be caused by the oxidation, bases dimerization, and
many other effects, which may cause cell repair processes, as well as irreversible changes and cell death
(Oliveira; Voltolini & Barbério 2011).

Chromosomal bridges, loss chromosomes, and micronucleus were identified with greater
frequency on the treatments than on controls, both for aqueous and ethanolic extracts, which allowed
inferring that extracts may have clastogenic substances (lganci et al. 2006; Andrade et al. 2010). The
occurrence of this effect, may be consequence of deficiencies and inversion of segments caused due to
breaking of genetic material, promoting greater exposure to the effect of exonucleases and endonucleases,
and increasing loss of genetic material (Borges et al. 2011).

Formation of micronucleus is considered an effective end-point for analysing the toxicity
promoted by chemical compounds on nuclear DNA (Juchimiuk; Hering & Maluszynska 2007; Campos et
al. 2008; Leme & Marin-Morales, 2009; Souza & Viccini 2011). Abnormalities such as C-metaphase and
stickiness were also found in greater quantity on the treatments than on the controls, suggesting the
genotoxic effect of the extracts. Such effect may be caused by aneugenic substances found in the extracts,
able to interfere in formation of achromatic spindle, as well as by mutations in important proteins in the
chromatin compaction (Oliveira; Voltolini & Barbério 2011).

For Ozmén (2010), therefore, the sticky appearance of chromosomes occurs due to toxic
compounds effect on the physical and chemical structures of the DNA and/or proteins, while C-
metaphases, which name is due to chromosomes surrounding the equator of the similar cell to those
observed on treated cells with cells cycle blockers, indicates effect of toxic agents on spindle fibers,

blocking the follow-on of mitotic cycle (Leme & Marin-Morales 2009).

5. CONCLUSIONS

Inhibitory effects of aqueous and ethanolic extracts on germination process, initial growth and
cellular proliferation of lettuce were found for both two structures, leaves and rhizomes/roots, showing
the allelopathic effect of Eichhornia crassipes.

Samples collected in denser planting conditions, showed high phytotoxicity for the ethanolic
extract. Rhizomes/roots showed high inhibition capacity for both aqueous and ethanolic extracts in the
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bioassay.All parameters showed the allelopathic effect of the plant specie, and concentration dependence

effect for the majority of extracts and plant structures.
Therefore, data obtained in the laboratory suggest that the allelopathic effect may occur in
plantations also on farm, and may generate information for researches involving plantation that occur

in the Furnas reservoir.
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PROSPECT FOR VOIATILE ORGANICS COMPOUNDS WITH
ALLELOPATHIC PROPERTIES IN STRUCTURES FROM Eichhornia crassipes
(Mart.) Solms
Abstract

VOC:s are involved in various functions in plants, among them, have been highlighted
actions of these compounds in allelopathic interactions. Eichhornia crassipes (Mart.)
Solms, commonly known as water hyacinth is a free floating aquatic macrophyte highly
adapted to different environments and has caused ecological and economic problems
due to the formation of overpopulations in reservoirs supply and power generation. The
aim of this study was to identify volatile organic compounds in ethanolic extracts of
leaves and rhizomes/roots of hyacinth coupled to a gas chromatography mass spectrum,
and analyze whether these compounds possess allelopathic activity. The results show
that the root and rhizome show greater amount of volatile organic compounds. All
structures had allelopathic compounds identified in the literature, for example, 2-
pentanone and linoleic acid, margaric myristic acid and alpha-linolenic acid, octacosane
was observed a greater amount of compounds and in greater concentrations in the
population considered densely. This suggests that many compounds present in
Eicchornia not yet studied may also exhibit this allelopathic potential. We do not know
whether the greater amount of compounds identified in this population is a response to
density condition, or if exactly this fact favors this condition.

Keywords:  Allelopathy; Water hyacinth; Population density; Volatile organic
compounds.

Compostos organicos volateis estdo envolvidos em diversas funcBes nas plantas, dentre
elas, tem sido destacada a acdo destes compostos em interacOes alelopaticas. Eichhornia
crassipes (Mart.) Solms, conhecida popularmente como Aguapé, é uma macroéfita
aquatica flutuante livre altamente adaptadas a diversos ambientes e tem causado
problemas ecologicos e econdmicos, devido a formacdo de superpopulacbes em
reservatorios de abastecimento e geracdo de energia. O objetivo deste estudo foi
identificar compostos organicos volateis em extratos etandlicos de folhas e
rizoma/raizes de Aguapé por cromatografia gasosa acoplada a espectro de massas, €
analisar se estes compostos possuem atividade alelopatica. Os resultados demonstram
que o rizomalraiz apresentam maiores quantidades de compostos organicos volateis.
Todas as estruturas apresentaram compostos alelopaticos identificados na literatura, por
exemplo, acidos linoleico, miristico margarico e alfa-linoleico, 2-pentadecanona e
octacosano Observou-se maior quantidade de compostos e em maiores concentragdes na
populacdo considerada adensada. Este fato sugere que muitos compostos presentes em
Eicchornia, ainda ndo estudados também podem apresentar esse potencial alelopatico.
NOs ndo sabemos ainda se a maior quantidade de compostos identificados nessa
populacdo é uma resposta a condi¢do de adensamento, ou se justamente esse fato
favorece essa condicao.

Palavras chave: Alelopatia; Aguapé; adensamento populacional; Compostos organicos
volateis.
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1 INTRODUCAO

Devido a sua condicdo sessil, os vegetais desenvolveram estratégias de
sobrevivéncia ao longo de sua evolucdo como alternativas de defesa eficientes contra
diversas condicOes de estresse. Tais estratégias envolvem uma grande variedade de
metabdlitos secundarios ou especiais e estes contribuem para a sobrevivéncia das
plantas em condicdes desfavoraveis favorecendo a colonizagdo de vérios ambientes.’

Dentre os metabolitos especiais capazes de atuar diante de tais condi¢cbes de
estresse, compostos organicos volateis (COVs) tém funcdo importante na defesa
vegetal, bem como sinalizago e interacdes intra e interespecificas.’

COVs sdo definidos como moléculas organicas com ponto de ebulicdo
suficientemente baixo, geralmente abaixo de 150 °C, e valores de pressdo de vapor
maiores que 0,01 kPa. Estes compostos apresentam hidrofilicidade moderada podendo
tanto se dissolver em agua como em fase gasosa, tornando-se perceptiveis tanto para
organismos terrestres quanto aquaticos. *

Enquanto em ambientes terrestre, os COVs liberados derivam-se, em sua
maioria, de aldeidos Cg e alcodis “*em ambiente aquatico observa-se uma diversidade
muito maior destes compostos >° e tanto produtores primarios quanto animais S&o
capazes de emitir e/ou recebé-los para os fins de comunicagdo e/ou defesa.’

A emissdao de COVs a partir das plantas pode variar amplamente,
dependendo da espécie, 6rgdo, estadio de desenvolvimento e fatores ambientais tanto
bi6ticos® quanto abidticos.”® A limitacdo de recursos ocasionada pela concorréncia entre
plantas também pode afetar a producéo e eliminacéo dos volateis.™

Tem sido destacada também a acdo negativa dos COV no crescimento e
morfologia de plantas e, portanto relacionadas a alelopatia, definida como efeito
negativo ou positivo direto ou indireto sobre outro organismo, mediado por compostos
quimicos, nesse caso denominado aleloquimicos.® Nesse sentido o emissor pode
adquirir mais nutrientes, d4gua e luz do ambiente devido a uma redugdo da
concorréncia.'*

Eichhornia crassipes (Mart.) Solms, popularmente conhecida como Aguapé
é uma macroéfita aquética flutuante'® altamente propicia a formacéo de superpopulacdes
e com forte carater invasor, devido a alta capacidade de multiplicacdo e sucesso na

competicdo com outras espécies.’®
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Aguapé vem causando problemas econémicos em reservatdrios de usinas
hidrelétricas devido ao comprometimento na geragdo de energia, além de obstrucdo de

1416 o astudos vém

canais de irrigacdo e prejuizos a pratica de esportes nauticos
demonstrando seu potencial alelopatico sobre diversos tipos de algas, "2 fator este que
pode estar relacionada a sua condi¢do vantajosa na competicdo com outras espécies.

Diante disso, investigacbes sobre o comportamento da espécie em
ambientes artificiais como 0s reservatorios sdo de grande valia, principalmente na busca
de formas de prevencdo, controle e manejo de explosGes populacionais que possam
ocasionar danos a biodiversidade e aos usos econdmicos desses ambientes.

Assim, este trabalho objetivou identificar os COVs de diferentes estruturas
vegetais de Aguapé em populacGes em diferentes condi¢gdes de adensamento, ocorrentes
no reservatdrio de Furnas, regido de Alfenas-MG e discutir se estes compostos podem
estar relacionados com as vantagens adaptativas na formacgdo de superpopulagdes da
espécie, bem como identificar se existem diferencas nos padrdes de compostos entre

elas, e identificar compostos que possam apresentar potencial alelopatico.

2 PARTE EXPERIMENTAL

Saidas de campo foram realizadas para a identificacdo de populacbes de
Aguapé que se apresentassem em diferentes graus de adensamento populacional. Para
efeito desse estudo, foram consideradas popula¢Ges muito adensadas aquelas onde os
organismos ocupavam mais de 50% da éarea do corpo d’agua e populacdes pouco
adensadas aquelas onde os organismos ocupavam um percentual inferior a esse valor.
Foram identificadas duas populacdes: Populacdo 1, considerada muito adensada, em
afluente  do reservatério da UHE Furnas na Cidade de Campo do Meio, MG
(21°06°24"" Latitude S; 45°49°49™" Longitude W) e Populagdo 2, pouco adensada
situada em afluente no Reservatorio da UHE Furnas, na cidade de Fama, MG
(21°24°26°" Latitude S; 45°49°43"" Longitude W). Ambas as populac¢des identificadas
localizavam-se proximas a areas urbanizadas e estavam sujeitas a acdo antropogénica.
As coletas foram realizadas nos meses de Outubro/Novembro de 2012, durante as quais,
foram coletadas plantas no mesmo estadio fenoldgico, com o intuito de minimizar a

interferéncias na producao de aleloquimicos.



61

Em laboratério, procedeu-se a separacdo das duas estruturas vegetais: folhas e
rizoma/raizes. O material foi levado a estufa de ventilacdo por 15 dias a 40°C, e apds a
estabilizacdo das massas, foi triturado e padronizado em tamis n° 20.

O extrato etanolico foi obtido a partir de maceracao até a completa exaustao
do material, onde 1000 mL de etanol foram vertidos em 50 g de pd tamisado (5%).
Posteriormente, o material foi processado em rotaevaporador a 55 °C até a completa
evaporacao do solvente. *°

Os extratos foram submetidos a anélise de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) empregando-se um cromatégrafo QP-2010 PLUS
da Shimadzu (Toquio, Japdo). O volume de amostra injetado foi de 1 uL no modo
Splitless. A separacdo dos compostos do extrato foi realizada em coluna RTx-5 MS (30
m X 0.25 mm d.i. x 0.25 pm), com temperatura inicial de 80 °C por 1 min, seguido de
aquecimento a uma taxa de 5 °C/min até 310 °C (mantida por 20 min). Os componentes
da amostra eluiram através da coluna com um fluxo hélio de 0,8 mL min-1. As
temperaturas do injetor, da fonte e da interface foram de 280, 250 e 280 °C,
respectivamente. As andlises foram realizadas no modo SCAN com m/z de 50 a 600, e a
identificacdo dos compostos foi feita por comparagdo dos espectros de massa de padrdes
disponiveis na biblioteca do equipamento.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 1 descreve os compostos identificados nos extratos etanolicos de
folhas e rizomas/raizes de Aguapé (Eichhornia crassipes [Mart.] Solms) nas duas
populacdes analisadas, bem como suas areas de picos.

Para efeito desse trabalho, foram considerados os compostos identificados

na biblioteca do equipamento, com porcentagem de certeza acima de 90%.
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Tabela 1- Compostos identificados nas diferentes populac@es e partes vegetais de Aguapé por GC-MS, em relacao ao tempo de retencéo

(min)
Populacgdo adensada (P1) Populacéo pouco adensada (P2)

Tempo de
Retencao folha Rizomal/ raiz Folha Rizomal/ raiz

(min).
22,152 Ni* Decane-2,3,5,8-Tetrametil - -
23,511 - Ni - -
24 416 i Tetradecanol Merestaldeido. i Acido Tetradecandico

’ tetradecil aldeido. (Acido Miristico)
25,345 Fitol Fitol Fitol Fitol
25,49 Ni Ni Ni Ni

Acido 1,2- Acido 1,2 Acido 1,2-Benzenodicarboxilico Acido 1,2-
25,977 Benzenodicarboxilico (Acido Benzenodicarboxilico ’ (Acido Ftalico) benzenodicarboxilico
Ftalico) (Acido Ftalico) _ (Acido Ftalico)
3,7,11,15 Tetrametil 3,7,11,15-Tetrametil-2- Acido Benzenodicarboxilico 3,7,11,15- tetrametil, 2-
26,292 bis(2-metil propil) ester (Acido
2,hexadeceno, 1-ol hexadeceno -1-ol . : : hexadeceno 1-ol
Ftalico Disobutil).
26,415 1- hexadecanol -N —cetil ol | 1- hexadecanol -N -cetil -ol - 1-hexadecanol-N -cetil -ol
26,495 - Ni Ni -
28,665 Acido Palmitico. Acido Palmitico. Acido Palmitico. Acido Palmitico.
28,68 Etil 5-hexadecenoato - Ni -
Heptadecandico acido etil Ester

29,625 i i (Acido Margarico) i
29,675 - - *N.i. )
30,175 Hexadecanal 14-metil (Z) / i i i

14-metil-8-hexadecanal Z /
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octadecanal (Z) Olealdeido

31,03 Fitol Fitol Fitol Fitol
31,923 Acido Linoleico Acido Linoleico Acido Linoleico Acido Linoleico
32,536 Acido Docosanoico - Acido Docosanoico Acido Docosanoico
36,017 Acido Hexanodidico Acido Hexanodidico - -

36,750 - - Ni* -

41,005 Octacosano - - -

47,24 Di-alfa-tocoferol/ vitamina C - -

48,9 Campesterol - Campesterol Campesterol
49,200 Estigmasterol Estigmasterol -

49,305 Ni Estigmasterol - Estigmasterol
50,286 Ni 4,22 Estigamatadieno-3-one R —sistosterol -

51,005 - - - -

51,98 - 2, lodo Etil laurato Ni -

52,23 - Estigmati 4-em-3-one. - -

52,725 - 4,22 Estigamatadieno-3-one Ni Ni

*Ni- Nao identificado.
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Diversos COV foram identificados nos extratos etandlicos de folhas e
rizomas/raizes de Aguapé para ambas as populacbes estudadas. Foi identificado na
populacdo considerada muito adensada um numero ligeiramente maior de compostos
em relacdo a considerada pouco adensada bem como em uma maior concentracao,
conforme demonstrado pelas sobreposicbes dos cromatogramas das folhas e
rizomas/raizes das diferentes populacdes, injetadas mesmas concentracoes.
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Figura 1. Sobreposicdo de cromatogramas obtidos por GC-MS- Tempo: 25 a 50 min.
de extratos etanolicos de folhas de P1 em alto adensamento (vermelho) e P2 em baixo

adensamento (azul)
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Figura 2. Sobreposicdo de cromatogramas obtidos por GC-MS- Tempo: 25 a 50 min.
de extratos etanolicos de rizomas/raizes de populagdo em alto adensamento (vermelho)

e em baixo adensamento (azul)

Alguns compostos apresentaram-se em todas as estruturas vegetais e
populagdes, enquanto outros foram identificados apenas em uma das estruturas vegetais

estudadas e se limitavam a apenas uma populagéo.



65

Alguns COVs identificados neste estudo também foram identificados por
cromatografia gasosa em extratos etandlicos e metandlicos de Aguapé por Lalitha,
Sripathi e Jayanthi,?° Thamaraiselvi, Lalitha e Jayanthi e Shanab et al.*®

Ainda para Lalitha, Sripathi e Jayanthi % Thamaraiselvi, Lalitha e
Jayanthi,”* os compostos presentes Aguapé podem apresentar diversas funcdes, tais
como antioxidante, antimicrobial, antialgal, larvicida, entre outras.

De modo geral, nos extratos analisados, as maiores quantidades de
compostos foram identificadas nas rizomas/raizes de ambas as populagdes. Segundo

Grisi et al. %

as raizes possuem maior capacidade de acdo sobre o ambiente, uma vez
que libera os compostos diretamente no solo, e estes podem atuar como aleloquimicos
interagindo fortemente com o ambiente no desenvolvimento de raizes de plantas
vizinhas e/ou no processo de germinacdo de sementes, ou no caso das macrofitas
aquaticas, inibindo a biota local *®

Ainda para Shanab et al. ** muitos compostos identificados em Aguapé
apresentam atividade alelopatica contra fitoplancton.

A Tabela 2 apresenta os compostos identificados como apresentando
potencial alelopatico bem como os tempos de retencdo e areas dos picos, cujos valores
referem-se a concentracdo do material encontrado. Assim, quanto maior a area do pico,

maior sera a concentragéo do composto identificado.



Tabela 2. Compostos identificados em extratos etandlicos de Aguapé com propriedades alelopaticas descritos na literatura

66

Populacdo muito adensada (P1) Populagdo Pouco adensada (P2)
Folha Rizoma/raiz Folha Rizoma/raiz
Tempo
de Area Composto Area Composto Area Composto Area Composto
Retencao
(min)
24,416 - - - 2.331.231 Acido miristico
25,502 - - - 1.863.850 2-Pentadecanona
Acido 1,2- Acido 1,2- Acido 1,2- Acido 1,2-
25,977 828.227 | benzenodicarboxilico | 4.126.943 | benzenodicarboxilico | 301.509 | benzenodicarboxilico | 4.909.216 | benzenodicarboxilico
(4cido ftalico) (&cido ftalico) (&cido ftalico) (4cido ftalico)
3,7,11,15-Tetrametil- 3,7,11,15-Tetrametil- 3,7,11,15-Tetrametil- 3,7,11,15-Tetrametil-
26,292 5.431.923 2-hexadecen-1-ol 2.909.285 2-hexadecen-1-ol 1.509.479 2-hexadecen-1-ol 1.903.666 2-hexadecen-1-ol
28,665 | 16.473.604 | Acido Palmitico | 24.569.103 | Acido Palmitico 4.096.746 Acido Palmitico | 52.509.988 |  Acido Palmitico
29,667 - 5.919.004 | Acido Margarico - -
31,923 |10.947.435| Acido Linoleico 8.479.836 Acido Linoleico 1.818.779 Acido Linoleico | 23.065.478 |  Acido Linoleico
32,545 - 2.655.683 | Acido Alfalinoleico -
32,536 1.515.591 | Acido Docosanoico - - 476.797 Acido Docosanoico | 6.170.589 | Acido Docosanoico
36,017 | 1.781.955 | Acido Hexanodioico | 2.651.254 | Acido Hexanodioico - -
41,005 9.142.622 Octacosano - - -
49,200 | 21.494.494 Estigmasterol - 43.564.379 Estigmasterol -
49,305 - 67.843.386 Estigmasterol - - 43.564.379 Estigmasterol
50,286 - - - 18.153.591 R -sistosterol
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Dentre os COVs identificados nos extratos, alguns foram reconhecidos, por
apresentar algum potencial alelopatico. Os valores referentes as aéreas dos picos,
apresentam em quais concentragdes estes aparecem nas estruturas e populagées.

Alelopatia é considerada um importante mecanismo ecoldgico, capaz de
influenciar a dominancia e a sucessdo das plantas, a formacdo de comunidades, a
vegetacdo climax bem como manejo e produtividade de culturas *'e sdo capazes de
afetar processos como a germinacdo de sementes, o crescimento das pléantulas, a
assimilacdo de nutrientes, fotossintese, respiracao, sintese e atividade de proteinas e
enzimas bem como a perda de nutrientes pelos efeitos na permeabilidade da membrana
celular.'®® Ainda segundo Kegge; Pierik * a alelopatia parece facilitar a invasdo de
algumas espécies em diversos sistemas.

Dentre os compostos obtidos, o acido alfalinoleico (32,545 "), presente nas
rizomas/raizes da populacdo considerada muito adensada € reconhecido por apresentar
atividade algicida contra o fitoplancton .

Os acidos graxos miristico (24,416 ") e margarico (29,667 ") também
identificados nas rizomas/raizes das plantas de Aguapé, estdo relacionados a efeitos
negativos sobre o fitoplancton conforme descreve Wu et al. ® Ainda para Wu et al.?°
a presenca destas substancias pode estar relacionada aos danos observados na
membrana plasméatica desses organismos, como alteracfes de permeabilidade e
consequente extravasamento do liquido intracelular, o que poderia explicar 0s seus
efeitos letais contra o fitoplancton.

Estudos como de Jin et al. %, Shanab et al. ** e Wu et al. ?° mostram que
Aguapé apresenta atividade algicida contra diversas espécies, e uma vez que O
fitoplancton compete por luz e nutrientes com macréfitas a presenca desses compostos
pode oferecer vantagens ao Aguapé frente a esse tipo de competicéo.

No extrato de folhas da populacdo considerada muito adensada, foi
identificado o octacosano (41,005 "), um alcano de cadeia linear, que esta relacionado a
resisténcia de plantas contra insetos, capaz de oferecer ao Aguapé, uma condigdo
vantajosa em relagdo a esse estresse bidtico, uma vez que o ataque de insetos pode
ocasionar danos aos tecidos das plantas, propiciando a ag&o de patdgenos. 22

O acido hexanodioico (36,017 ") também identificado nas estruturas
vegetais das populacBes em alto adensamento de Aguapé foi identificado como
compostos aleloquimico por Imail; Saddique ** e vem sendo testado como bio-herbicida

em alternativa aos herbicidas sintéticos.
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O COV é&cido 1,2-benzenodicarboxilico ou &cido ftalico (25,977,
identificado em todas as estruturas vegetais analisadas, para ambas as populagdes, em
quantidades expressivamente maiores nas rizomas/raizes de ambas as populacdes,
também foi descrita por apresentar atividade antibacteriana, antifungica bem como

moderada atividade antialgal,

e sua utilizacdo sobre Fusarium semitectum,
Cliocladium roseum e Fusarium oxysporum demonstrouefeito inibitorio sobre o
crescimento desses organismos. O mesmo efeito inibitorio foi encontrado por Shanab et
al.’® ao analisar extratos metanélicos de Aguapé sobre diversos tipos de algas.

O Acido palmitico (28,665 ")identificado em todos os extratos analisados

foi considerado alelopéatico por Wang et al. *

por inibir a germinacgdo e sementes de
biotestes e por Mendes, Vermelho ** e Zuo, Wan; Ma * por inibir o crescimento de
microalgas. Os acidos palmitico (28,665 ) e margarico (29,667 ) também foram
considerados alelopéticos porYu; Matsui % em bioensaios com alface.

Em comunidades naturais, as plantas competem entre si utilizando
diferentes mecanismos e dentre esses, as interacdes quimicas sob a forma de alelopatia,
podem favorecer a concorréncia, uma vez que estas lutam pelos mesmos recursos *'.
Assim, o0 emissor pode afetar negativamente o ambiente adjacente com a liberagéo de
compostos tendo este maior vantagem competitiva em relagdo ao receptor. %

Baratelli et al. * ao analisar extratos de folhas e frutos de Terminalia
catappa L. identificaram em ambas as estruturas compostos com propriedades
alelopaticas, dentre elas os acidos palmitico (28,680 ") e 2-pentadecanona (25,490 )
identificado nas rizomas/raizes de Aguapé da populacdo pouco adensada. Segundo 0s
autores, o efeito inibitorio identificado nos extratos de Terminalia catappa L. poderia
estar relacionado ndo apenas a um composto isolado, mas pela a¢do conjunta de
diversos compostos com atividade aleloquimica.

O COV é4cido miristico (24,4117°), foi encontrado no extrato de
rizomas/raizes pouco adensada também foi relatado por Xuan et al. *° como um dos
responsaveis pela toxicidade sobre sementes de arroz de exsudados de Capim Barnyard
(Echinochloa crusgalli), uma erva daninha mundialmente conhecida por ocasionar
perdas na produtividade agricola devido a rapida proliferacéo.

O é&cido linoleico (31,923") foi identificado em todas as estruturas e
populacbes de Aguapé, sendo que as maiores quantidades foram identificadas em
rizomas/raizes da populacdo considerada em baixo adensamento. Islam; Kato-Noguchi

* analisaram o potencial alelopético de extratos de folhas e raizes de Leucas aspera
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sobre diversos biotestes como alface (Lactuca sativa L.), agrido (lepidun sativum L.)
dentre outros, e atribuiram esse efeito a compostos originarios do metabolismo
secundario, dentre eles, o 4cido linoleico (31,923™) ** que se encontrava em grande
quantidade nas estruturas vegetais estudadas.

Outro composto encontrado em todas as estruturas vegetais estudas em
ambas as populacfes, em média nas mesmas proporcdes, foi 0 3,7,11,15-Tetrametil-2-
hexadecen-1-ol (26,27 ). Este foi identificado em grandes quantidades em extratos de
folha de plantas epifitas sobre Tillandsia recurvata por Valencia-Diaz et al.

Identificamos ainda nas estruturas das populagdes em baixo adensamento e
nas folhas das populagcBes muito adensadas, o acido docosanoico (32,555 ") também
identificado em grandes quantidades em estruturas vegetais de Euphorbia helioscopia,
uma planta medicinal com propriedade aleloquimica reconhecida. ** %

Os esteroides estigmasterol (49,200°°) e B-sitosterol (50, 3010™") também
identificados nas estruturas de Aguape, apresentaram efeitos alelopaticos sobre o
crescimento do feijdo-caupi (Vigna unguiculata), mostrando efeitos inibitorios sobre
suas taxas de germinacao e crescimento inicial. %

Macias et al.’ e Ripardo Filho et al. * demonstraram as atividades
alelopaticas de diversos esteroides isolados de Melilotus messanensis sobre a
germinacao e o crescimento das monocotileddneas Hordeumvulgare e Allium cepa, bem
como das dicotiledbneas Lactuca sativa (v. Nigra e v. Romana) e Lycopersicon

esculentum.

4 CONCLUSAO

Os extratos das diferentes estruturas vegetais de Aguapé das duas
populagdes estudadas apresentaram diversos COVs, e muitos deles estdo listados na
literatura como potencialmente alelopaticos.

Rizomas/raizes foram as estruturas onde se encontravam a maioria dos
COV, no entanto, todas as estruturas apresentaram compostos com atividade
alelopatica.

Populacdo considerada mais adensada apresentou maior numero e

concentracéo de COVs.
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5 MATERIAL SUPLEMENTAR

Algumas imagens dos sistemas utilizados neste trabalho estdo disponiveis em

http://quimicanova.sbg.org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre.

Cromatogramas de compostos alelopéticos em Eichhornia crassipes [Mart.] Solms

identicados em estruturas vegetais de duas populacBes em diferentes condicbes de

adensamento.
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Figura 1: Cromatograma obtido por GC-MS identificando substéancias com potencial
alelopatico obtidos de folhas de Aguapé provenientes da populacdo com alto

adensamento
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Figura 2: Cromatograma obtido por GC-MS identificando substéncias com potencial
alelopatico obtido de folhas de Aguapé provenientes da populacdo com baixo

adensamento populacional
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Figura 3: Cromatograma obtido por GC-MS identificando substéncias com potencial
alelopético obtido de rizomas/raizes de Aguapé provenientes da populacdo com alto
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Figura 4: Cromatograma obtido por GC-MS identificando substéncias com potencial
alelopético obtido de rizomas/raizes de Aguapé provenientes da populacdo com baixo

adensamento populacional
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CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos neste estudo nos mostram que Eichhornia crassipes
(Mart.) Solms, o Aguapé apresenta atividade alelopéatica contra o bioteste alface, que
aumenta com a concentracdo, quando analisados os extratos etandlicos e aquosos de
suas folhas e rizomas/raizes.

Aguapé apresenta diversos compostos organicos volateis (COVS) que
apresentam atividade alelopatica e foram identificados por GC-MS.

Em termos gerais rizomas/raizes sdo as estruturas com efeito inibitério mais
relevante e apresentam maior quantidade de COVs nas duas populac6es estudadas.

A populacdo considerada muito adensada tem um efeito alelopatico bem
como possui numero de compostos identificados maiores que a populacdo considerada
pouco adensada, 0 que nos leva a crer que as condi¢cdes de adensamento influenciam no
potencial alelopatico da espécie, porém novos estudos devem ser realizados para

confirmar com mais clareza esta hipétese.



