& = XVI ENAU XVI Encontro Nacional de Aguas Urbanas Promoca(i:
Ofﬁ:"___ VI s RRU VI Simpésio de Revitalizacéo de Rios Urbanos ’ABR\HId rO
' Séao Carlos — SP — 21 a 25 de setembro de 2026

EFEITOS ALELOPATICOS DO EXTRATO DA LEMNA MINOR NO
BIOCONTROLE DE MICROCYSTIS AERUGINOSA EM AMBIENTES
EUTROFIZADOS

Beatriz Teixeira Cayres *; Ana Beatriz Laluce Vaz *"; Adriana Cristina Poli !; Karen Tavares
Zambrano !; & Davi Gasparini Fernandes Cunha &

RESUMO - A proliferacdo de cianobactérias em reservatérios compromete a integridade ecolégica,
pode causar mortalidade de organismos e inviabiliza multiplos usos da &gua. Métodos fisico-quimicos
de controle, embora amplamente utilizados, apresentam elevado custo e podem gerar efeitos
colaterais indesejaveis, incluindo toxicidade a organismos ndo-alvo. Nesse contexto, estratégias
baseadas em biocontrole tém se destacado como alternativas mais sustentaveis, com énfase no uso de
macrofitas aquaticas. Entre os mecanismos envolvidos, a alelopatia desponta como uma via potencial
de supressdo do crescimento de cianobactérias. No entanto, ainda sdo limitados os estudos que
investigam o papel alelopatico de espécies da familia Lemnaceae. Diante disso, este estudo avaliou o
efeito alelopatico de Lemna minor (LM) sobre o crescimento da cianobactéria Microcystis aeruginosa
(MA). Ensaios laboratoriais foram conduzidos com o uso de extrato de LM, evidenciando inibicéo
significativa do crescimento da MA até o 14° dia experimental. Apds esse periodo, observou-se
recuperacdo do crescimento, possivelmente associada a degradacdo dos compostos alelopéaticos ou a
adaptacdo fisioldgica da cianobactéria. Os resultados indicam que compostos derivados de LM
apresentam potencial como agentes de biocontrole, embora sua eficacia dependa da persisténcia e
estabilidade desses metabdlitos no meio aquético.

Palavras-Chave — Macrdfitas aquaticas; Cianobactéria; Mecanismos de inibicéo.

ABSTRACT- Cyanobacterial blooms in reservoirs can compromise ecological integrity, cause
organism mortality, and impair multiple water uses. Although widely applied, physicochemical
control methods are often costly and may induce undesirable side effects, including toxicity to non-
target organisms. In this context, biocontrol-based strategies have emerged as more sustainable
alternatives, particularly those involving aquatic macrophytes. Among the underlying mechanisms,
allelopathy stands out as a potential pathway for suppressing cyanobacterial growth. However, studies
addressing the allelopathic role of species from the Lemnaceae family remain limited. Therefore, this
study evaluated the allelopathic effect of Lemna minor (LM) on the growth of the cyanobacterium
Microcystis aeruginosa (MA). Laboratory assays were conducted using LM extracts, revealing
significant inhibition of MA growth up to the 14th experimental day. After this period, growth
recovery was observed, possibly associated with the degradation of allelopathic compounds or
physiological adaptation of the cyanobacterium. These findings indicate that LM-derived compounds
have potential as biocontrol agents, although their effectiveness depends on the persistence and
stability of these metabolites in aquatic environments.
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1. INTRODUCAO

O crescimento acelerado da demanda por &gua, aliado & intensificacdo da poluicdo, tem
comprometido a qualidade dos ecossistemas aquaticos e os multiplos usos da agua. Entre as principais
consequéncias dessas pressdes, destacam-se as floragdes de cianobactérias, favorecidas pelo
enriquecimento por nutrientes e por altera¢@es climaticas, como o aumento da temperatura (Huisman
et al., 2018; Long et al., 2024). Essas floracbes representam riscos ecoldgicos e a saude publica,
devido a producdo de cianotoxinas, como as microcistinas, associadas a efeitos hepatotoxicos e
potencial carcinogénico (Ferrdo-Filho; Kozlowsky-Suzuki, 2011; Hashimoto, 2024).

Microcystis aeruginosa € uma das principais cianobactérias associadas a floracGes tdxicas em
ambientes eutrofizados, sendo amplamente reportada em mananciais impactados por altas
concentragdes de nutrientes e condi¢fes ambientais favoraveis ao seu crescimento (Aubriot; Bonilla,
2012; Zhu et al., 2015; Long et al., 2024). O controle dessas floracOes € essencial para a protecdo da
salde humana e dos ecossistemas aquaticos.

Métodos convencionais de controle, como o uso de algicidas e processos fisicos, apresentam
limitacBes relacionadas ao elevado custo, eficiéncia variavel e potencial geracdo de impactos
secundarios, incluindo efeitos adversos sobre organismos ndo-alvo e a liberacdo de toxinas
dissolvidas (Hashimoto, 2024; Kuroda et al., 2009). Nesse contexto, estratégias baseadas em
biocontrole tém emergido como alternativas mais sustentaveis (Li et al., 2021; Maia, 2024).

Entre os mecanismos envolvidos no biocontrole, a alelopatia, caracterizada pelo uso de
compostos bioativos capazes de inibir o crescimento de outros organismos, destaca-se como uma via
promissora para a supressao de cianobactérias (Pinto; O'Farrell, 2006; Mohamed, 2017). Macrofitas
aquaticas tém sido reconhecidas como potenciais fontes desses compostos, embora a maioria dos
estudos tenha se concentrado em espécies submersas e enraizadas, com limitada atencéo as macrofitas
flutuantes (Jiménez, 2020).

Diante disso, este estudo avaliou o potencial alelopatico de Lemna minor (LM) no biocontrole
de Microcystis aeruginosa (MA), contribuindo para o avanco do conhecimento sobre mecanismos

naturais de supressdo de floragcbes em ambientes eutrofizados.

2. METODOLOGIA

O potencial alelopatico da macroéfita aquatica LM sobre o crescimento da cianobactéria MA

foi avaliado por meio de ensaios laboratoriais conduzidos em microcosmos. Os experimentos foram
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realizados sob condi¢Bes controladas de luminosidade e temperatura, no Laboratorio de

Biotoxicologia de Aguas Continentais e Efluentes (BIOTACE), da Escola de Engenharia de Sio
Carlos, Universidade de Sao Paulo (EESC/USP).

2.1. MEIO DE CULTIVO UTILIZADO

Para a conducdo dos experimentos, foi utilizado o meio de cultivo ASM-1, originalmente
proposto por Gorham et al. (1964) e posteriormente modificado por Zagatto; Aragao (1992). Esse
meio € caracterizado por apresentar uma razdo molar entre nitrogénio e fdésforo inorganicos
dissolvidos (NID/PID) proxima de 10:1, tendo como principais fontes o nitrato de sdédio (NaNOs) e

o fosfato de potéssio bibasico (KaHPOs), respectivamente.
2.2. ESPECIES UTILIZADAS NOS EXPERIMENTOS

Para a realizacdo dos experimentos, foi utilizada a macrofita aquatica Lemna minor,
pertencente a familia Lemnaceae, obtida de fornecedor autorizado. A biomassa inicial foi estabelecida
de modo a garantir cobertura continua da superficie dos recipientes, conforme recomendacdes da
literatura (Zhao et al., 2015).

A cianobactéria empregada foi Microcystis aeruginosa, cuja cepa foi disponibilizada pelo
Departamento de Boténica da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar). Para os ensaios, a
inoculacdo foi realizada durante a fase exponencial de crescimento, em volume ajustado para
representar concentracdes de clorofila a tipicas de ambientes eutrofizados, de acordo com os valores
de referéncia da Carvalho et al. (2013). Essas concentragcfes foram previamente definidas com base
na curva de crescimento obtida sob as mesmas condig¢Ges experimentais.

Antes do inicio dos experimentos, ambas as espécies foram aclimatadas em meio ASM-1, sob
temperatura controlada de 24 °C, em incubadora modelo B.O.D. 411D, com fotoperiodo de 12 h

claro:12 h escuro e intensidade luminosa de 3813 + 389 lux.
2.3. ANALISE DO POTENCIAL ALELOPATICO

O efeito alelopatico de LM sobre MA foi investigado de forma a garantir o isolamento de
outros mecanismos potenciais de inibi¢do. Para isso, o fez-se um extrato a partir de biomassa de LM
previamente lavada com agua deionizada e seca em estufa com circulacdo de ar a 40 °C até massa
constante. Apos secagem, o material foi triturado, pesado e submetido a extracdo em solucdo
hidroalcodlica (etanol 70%), na proporc¢éo de 1:20 (m/v). O processo de extragdo foi conduzido em

banho ultrassénico, em trés ciclos consecutivos de 45 minutos a 40 °C. Ao término de cada ciclo, o
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extrato foi filtrado, e o residuo sélido foi reintroduzido no solvente para continuidade da extracdo. Os
extratos obtidos foram posteriormente concentrados em banho-maria a 40 °C até completa
evaporacdo do etanol e armazenados a -20 °C até sua utilizacao.

Foram estabelecidos trés tratamentos experimentais, com cinco réplicas cada: controle
(apenas MA) e dois tratamentos contendo extrato de LM nas concentrag¢des de 0,01 ¢ 0,1 g-L™'. Os
ensaios foram conduzidos a 24 °C, sob intensidade luminosa de 3813 + 389 lux. As analises foram
realizadas semanalmente, considerando 0s mesmos parametros previamente estabelecidos.

Os nutrientes foram monitorados semanalmente ao longo do periodo experimental (7 a 21
dias) no meio de cultivo, incluindo nitrito, nitrato, amonio e ortofosfato, com o objetivo de avaliar a
dindmica de assimilacdo. As andlises foram realizadas conforme os procedimentos descritos no
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2022), com exce¢do do
amonio, cuja determinacédo seguiu 0 método de Koroleff (1983).

O desenvolvimento de MA foi monitorado semanalmente por meio da determinacdo da
concentracdo de clorofila a (corrigida para feofitina), utilizando 0 método de extracdo proposto por
Nusch (1980) e posteriormente modificado por NEN (2006). As leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro (Hach® 4000 V), nos comprimentos de onda de 665 e 750 nm, nas unidades

experimentais contendo a cianobactéria.
3. RESULTADOS

O consumo de amonio apresentou comportamento distinto entre os tratamentos, sendo
significativamente maior nas unidades com extrato até o 14° dia em comparacéo ao controle (Figura
1). Para o nitrato, ndo houve diferenca nesse periodo inicial, com aumento significativo de sua
absorcao apenas no 21° dia, também nas unidades tratadas. Esse padrdo indica que, nas fases iniciais,
MA priorizou a assimilagdo de amonio, devido ao seu menor custo energético em relacdo ao nitrato,
que requer reducdo prévia (Ohashi et al., 2011; Guo et al., 2024), refletindo um estado de estresse
metabdlico. A partir do 14° dia, houve reducdo no consumo de aménio e aumento na assimilagéo de
nitrato, especialmente na concentrac¢do de 0,1 g-L!, com valores significativamente superiores no 21°
dia. Essa mudanca sugere uma transicao na resposta fisiologica da cianobactéria, indicando superacao
parcial do estresse inicial, possivelmente associada a adaptacdo aos compostos alelopaticos ou a
reducdo de sua concentracdo efetiva no meio, por degradacédo ou diluicdo.

O ortofosfato ndo apresentou diferencas significativas de consumo entre os tratamentos até o
14° dia (Figura 1), indicando auséncia de efeito inicial do extrato sobre sua assimilacdo por MA.

Apenas no 21° dia foi observada reducado em sua concentracdo, mais acentuada no controle, enquanto
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nas unidades com extrato, especialmente a 0,1 g-L™!, a absor¢do foi inferior, sugerindo efeito
inibitério moderado. Esse padrdo indica que a interferéncia alelopéatica sobre o fésforo ocorre de
forma tardia e menos pronunciada em relacdo a outros nutrientes, possivelmente devido a maior
complexidade dos processos enzimaticos envolvidos em sua assimilacdo. Ainda que discreto, o efeito
observado evidencia a capacidade dos compostos de LM em modular a dindmica do fosforo ao longo
do tempo, contribuindo para o controle do crescimento da cianobactéria.

O nitrito apresentou acumulo expressivo até o 14° dia, com concentrac6es significativamente
maiores no controle em relacdo as unidades contendo extrato. No pico observado, os tratamentos com
extrato apresentaram valores semelhantes entre si, porém inferiores ao controle, indicando influéncia
dos compostos alelopaticos. Apds esse periodo, houve reducdo gradual do nitrito em todos 0s
tratamentos, resultando em concentracdes finais sem diferencas significativas. Esse padrao sugere
que o extrato favoreceu a transformacado ou assimilacdo do NO:", reduzindo sua permanéncia no meio
nas fases iniciais. Como intermediério nas transformacGes do nitrogénio, sua menor acumulagao nas
unidades tratadas pode estar associada a alteragbes na atividade metabodlica de MA ou no
microambiente quimico. Assim, embora temporario, o efeito indica a atuacdo de mecanismos
alelopaticos capazes de modular a dindmica do nitrogénio, especialmente nas fases iniciais de

crescimento.
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Figura 1 - Analise dos compostos inorganicos

A concentracdo de clorofila a (Figura 2) foi significativamente menor nas unidades com
extrato em comparacdo ao controle até o 14° dia, sem diferencas entre as concentragdes, indicando

efeito inibitorio inicial sobre a atividade fotossintética de MA e estado de estresse fisioldgico. Esse

XVI Encontro Nacional de Aguas Urbanas e VI Simpésio de Revitalizagio de Rios Urbanos 5



Promocgao:

; XVI ENAU XVI Encontro Nacional de Aguas Urbanas .
% VI s RRU VI Simpésio de Revitalizacdo de Rios Urbanos ,ABR\H Id rO

T"-.-‘
v Sao Carlos — SP — 21 a 25 de setembro de 2026

padrdo é consistente com a assimilagdo de nitrogénio, marcada pela predominancia do consumo de
amonio em relacdo ao nitrato. Apds o 14° dia, observou-se aumento expressivo da clorofila a,
acompanhado pela intensificacdo da assimilagdo de nitrato, indicando recuperacdo metabolica e
restabelecimento da atividade fotossintética. Como a sintese de clorofila esta diretamente associada
ao crescimento, esse incremento reflete a retomada do desenvolvimento da cianobactéria. Assim, o
efeito inibitorio do extrato foi mais pronunciado nas fases iniciais, sendo posteriormente atenuado,
possivelmente devido a adaptacdo fisiologica da MA ou a reducdo da concentracdo efetiva dos

compostos alelopaticos por degradacédo ou diluicéo.

. Controle I:' 0,01 g-L * de extrato I:' 0,1 g-L * de extrato
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Figura 2 - Analise da concentragéo de clorofila a

Resultados semelhantes tém sido reportados na literatura para diferentes espécies de macrofitas
aquaticas. Tazart et al. (2021) observaram que o extrato aquoso de Myriophyllum spicatum,
especialmente na concentracdo de 1 g-L™!, promoveu inibi¢do do crescimento de MA nos estagios
iniciais do experimento, com reducdo da densidade celular em relacdo ao controle. Entretanto, apds
aproximadamente dez dias de cultivo, foi registrada a retomada do crescimento, indicando reducéo
da intensidade do efeito alelopatico ao longo do tempo. De forma consistente, Lourengdo (2018)
também verificou efeitos inibitorios iniciais do extrato aquoso de Pistia stratiotes (0,5 ¢ 1 g-L™),
evidenciados pela diminuicdo da densidade celular e da clorofila a nas primeiras 72 horas. Contudo,
apos sete dias, observou-se reducdo da intensidade desse efeito, com recuperacdo do crescimento
entre 0 décimo e o décimo segundo dia, sugerindo degradacédo ou diluicdo dos compostos ativos no

meio.
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4, CONCLUSAO

Os resultados demonstram que LM exerce efeito alelopatico sobre MA, promovendo um estresse
inicial caracterizado pela reducéo da clorofila a e pela alteracdo na assimilacdo de nutrientes. Nas
fases iniciais do experimento, observou-se uma mudanca no padrao metabdlico da cianobactéria, com
priorizacdo de formas de nitrogénio de menor custo energético, como o aménio, indicando limitacéo
fisiologica imposta pelos compostos presentes no extrato.

A retomada do crescimento e da assimilacdo de nitrato ao longo do tempo sugere que esse efeito
inibitdrio é transitorio, podendo estar associado tanto a adaptacdo da cianobactéria quanto a reducéo
da concentracdo efetiva dos compostos alelopaticos no meio, em decorréncia de processos como
degradacéo ou dilui¢do. Ainda assim, os resultados evidenciam que os compostos derivados de LM
sdo capazes de modular a dindmica de nutrientes e interferir no metabolismo da cianobactéria,
especialmente nas fases iniciais de desenvolvimento.

Em conjunto, esses achados reforcam o potencial de LM como ferramenta de biocontrole baseada
em alelopatia, com aplicagdo promissora em estratégias sustentaveis de manejo de floracdes em
ecossistemas eutrofizados. Entretanto, a eficacia dessa abordagem depende da persisténcia e
estabilidade dos compostos bioativos no ambiente, destacando a necessidade de investigacdes

adicionais em diferentes condicdes e concentracdes.
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