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RESUMO

A alelopatia pode ser empregada para controlar espécies invasoras. O presente
trabalho identificou possiveis alteracdes nas caracteristicas de crescimento e
desenvolvimento da Egeria densa (Planch.) e Salvinia molesta (Mitch.) por meio da avaliacdo
dos componentes basicos da arquitetura (conectores e nés) e estimativa dos parametros
cinéticos de crescimento (tempo de duplicacdo, coeficiente de crescimento e comprimento
total) a partir da modelagem matematica. Expusemos 30 macrdfitas de cada espécie para
cada tratamento de extrato aquoso (EA) de raizes e rizomas de Typha domingensis (Pers.),
variando a concentragdo do extrato aquoso em 5% (EA5), extrato aquoso 10% (EA10), extrato
aquoso 15% (EA15) e um grupo controle (C) a temperatura de 23 °C e 27 °C (para E. densa)
e apenas temperatura de 23 °C para S. molesta. E. densa apresentou menor quantidade de
nés em temperatura de 27 °C expostas ao tratamento de EA15 (3,1 + 1,3) que plantas
expostas aos tratamentos controle (4,5 + 1,3) e EA5 (5,1 £ 2,0). A S. molesta apresentou a
menor quantidade de nés e conectores que foi identificada no tratamento de EA10. A
parametrizacdo do crescimento para E. densa revelou que a 23 °C tratamentos EA5 e EA10
reduziram o comprimento total bem como o coeficiente de crescimento (u), tanto para
fragmentos quanto ramos. Em 27 °C e tratamentos EA5, EA10 e EA15 houve aumento no
crescimento de E. densa identificado pelos valores de comprimento total e . Para a macrdfita
S. molesta em estagio um de crescimento, foi encontrado inibicdo de crescimento que foi
identificada na arquitetura que ndo apresentou diferengas entre os tratamentos e o controle.
Ainda, os parametros de crescimento nao puderam ser estimados devido ao ndo
desenvolvimento da macréfita S. molesta exposta aos tratamentos. De maneira geral, o efeito
inibidor de crescimento foi mais bem observado em macréfitas submersas expostas aos

extratos aquosos em temperatura de 23 °C que em 27 °C.

Palavras-chave: arquitetura, efeito alelopéatico, espécies invasoras, Hydrocarytaceae,
modelagem matematica, Salvinaceae, Typhaceae.



ABSTRACT

Allelopathy can be used to control invasive species. The present study aimed to identify
changes in the growth and development characteristics of Egeria densa (Planch.) and Salvinia
molesta (Mitch.) by evaluating the basic components of the architecture (connectors and
nodes) and estimating the kinetic parameters of growth (doubling time, growth coefficient and
total length) from mathematical modeling. We exposed 30 macrophytes of each species for
each treatment of aqueous extract (EA) of roots and rhizomes of Typha domingensis (Pers.),
varying the concentration of aqueous extract by 5% (EA5), aqueous extract 10% (EA10),
agueous extract 15% (EA15) and a control group (C) at a temperature of 23 °C and 27 °C (for
E. densa) and only a temperature of 23 °C for S. molesta. E. densa showed lower number of
nodes at a temperature of 27 °C exposed to EA15 treatment (3.1 £ 1.3) than plants exposed
to control (4.5 = 1.3) and EA5 (5.1 + 2.0). S. molesta had the lowest number of nodes and
connectors that was identified in the treatment of EA10. The parameterization of growth for E.
dense revealed that at 23 °C treatments EA5 and EA10 reduced the total length, as well, the
growth coefficient (i) for both fragments and branches. At 27 °C and treatments EA5, EA10
and EA15 there was an increase in the growth of E. densa identified by the values of total
length and growth coefficient (1). For the S. molesta macrophyte in stage one growth, growth
inhibition was found, which was identified in the architecture that did not show differences
between treatments and control. Furthermore, the growth parameters could not be estimated
due to the non-development of the S. molesta macrophyte exposed to the treatments. In
general, the growth inhibitory effect was better observed in submerged macrophytes exposed
to aqueous extracts at a temperature of 23 °C than at 27 °C.

Keywords: allelopathic effect, architecture, Hydrocarytaceae, invasive species, mathematical

modeling, Salvinaceae, Typhaceae.
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1. INTRODUCAO

A intensificacdo das acdes antropicas tem aumentado a pressdo sobre as
paisagens naturais tanto terrestres quanto aquéticas. A¢des antropicas resultam em
aumento da carga de nutrientes (principalmente nitrogénio e o fésforo) nos corpos
d’agua, associados com temperatura, luminosidade e pulsos de inundacdo podem
favorecer o crescimento descontrolado de espécies de macrofitas (COOK, 1974;
POMPEO, 2008). Uma das espécies que apresentam crescimento rapido e que
podem gerar problemas ambientais e econdmicos é a Egeria densa (Planch.). Essa
espécie é uma macrofita aquatica submersa, nativa da América do Sul, mas
encontrada em varias localidades do mundo e que apresenta um rapido crescimento
(PISTORI; CAMATGO; HENR-SILVA, 2004; YARROW et al., 2009). Outra espécie é
a macrofita flutuante Salvinia molesta (Mitch.), é do grupo das samambaias, nativa da
Ameérica do Sul mais especificamente do Brasil (CHAPMAN et al., 2017). A defini¢ao
para macrofitas aquéticas é ampla, a definicdo mais utilizada é de plantas em escala
visivel a olho nu, que apresentam sua por¢cdo autotréfica emersa ou submersa na
coluna d"agua, enraizadas ou livre nadantes e que pertencem a um vasto numero de
grupos taxonémicos (SPENCE, 1982; CHAMBERS et al., 2008). As macrdfitas
aquaticas apresentam grande importancia ecolégica como integrar o ciclo
biogeoquimico, podem servir como bercario para diferentes espécies de animais,
contribuem para o balanco ecolégico (equilibrio na relagdo organismo-ambiente) por
meio da complexidade de habitat (THOMAZ et al., 2008).

Para realizar o controle de plantas que podem tornar-se invasoras, €
necessario desenvolver técnicas que nao impactem de maneira significativa e
negativa o ambiente. Um exemplo é a utilizacdo da alelopatia como método para
controlar espécies invasoras. A acdo de substancias bioguimicas exsudadas de
qgualquer 6rgdo de uma planta doadora pode provocar efeito de diminuicdo do
desenvolvimento de uma planta “alvo” (PUTNAM; TANG, 1986). Por outro lado, a
definicdo mais utilizada atualmente descreve alelopatia como o resultado da interacéo
de compostos bioquimicos (aleloquimicos) que podem influenciar plantas de maneira
positiva ou negativa (THIEBAUT; TARAYRE; RODRIGUEZ-PEREZ, 2019). Esta
tltima definicdo foi utilizada como orientacdo neste trabalho. Ainda, aleloquimicos

também podem inibir acbes de microrganismos, insetos e Vvarios patdgenos
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(WALLER; FENG; FUJII, 1999). A entrada de aleloquimicos no ambiente aquatico
ocorre de diferentes maneiras, seja por lixiviagdo, exsudacao ou volatilizacéo; a
exteriorizacdo de grupos funcionais como alcaloides, terpenos, acidos (alifaticos,
fendlicos e organicos), glicosideos, taninos, lactonas séo originados em varios 6rgaos
da planta (GOPAL; GOEL, 1993).

Observar interacdes alelopaticas € uma tarefa dificil por envolver diferentes
fatores bidticos e abidticos como competicao, limitacdo de recursos como nutrientes,
iluminacdo etc. Assim, bioensaios sdo importantes para a deteccdo de atividades
biologicas de produtos naturais em ecossistemas aquaticos (HOAGLAND;
WILLIAMS, 2003). Diferentes autores identificaram interferéncias no crescimento de
plantas em bioensaios de acdo alelopética entre diferentes espécies de macrofitas
(SUTTON; PORTIER, 1991; SZCZEPANSKI, 1977). A idealizacdo de bioensaios
cujas caracteristicas biolégicas e fisicas se assemelham ao ambiente natural da
macrofita pode fornecer melhor compreensao sobre estratégias de crescimento. Com
variaveis controladas, como temperatura e intensidade luminosa, € possivel identificar
a possivel interacdo alelopética entre um extrato aquoso de uma espécie doadora

para espécies receptoras.

Diferentes pesquisas tém abordado a alelopatia para agricultura por meio da
utilizacdo de matéria organica vegetal (KHANH et al., 2005; NARWAL, 2006, 2000).
Na area da Hidrobiologia, pesquisadores tém focado na extracéo e caracterizacao de
compostos alelopaticamente ativos e no controle direto de potenciais plantas
invasoras (MACIAS et al., 2007). No entanto, existe escassez de informac&o sobre a
resposta de macréfitas aquaticas expostas aos compostos potencialmente

aleloquimicos em meio de cultivo com caracteristicas de ambientes naturais.

Entre as espécies utilizadas para estudos de interacdes alelopaticas esta a
Typha domingensis (Pers.), macrdéfita emersa e enraizada com potencial alelopatico
(PRINDLE; MARTIN, 1996). Varios pesquisadores relataram o potencial alelopatico
de T. domingensis, PRINDLE; MARTIN (1996) observaram que o extrato da taboa
impedia a germinagdo de alface e rabanete. Os pesquisadores identificaram e
isolaram alguns compostos quimicos com potencial alelopéatico. Além disso,
GALLARDO; WILIANS (2002) identificaram &cidos graxos e acidos fendlicos de
extratos e lixiviados de diferentes 6rgéos da planta e observaram um potencial efeito

inibitério das substancias.
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Plantas sensiveis a aleloguimicos que tém seu crescimento e desenvolvimento
afetados sdo denominadas de plantas alvo (LEU et al., 2002; STOM; ROTH, 1981).
Diferentes autores relataram a interferéncia no crescimento em bioensaios que
avaliaram a acdo alelopética entre varias espécies de macroéfitas (AMORIM;
ULISSES; MOURA, 2017; LEU et al., 2002; TAKEDA et al., 2011). Assim, a atividade
aleloquimica pode controlar o crescimento e o desenvolvimento de espécies

indigenas e exoticas.

As abordagens de arquitetura de planta de dossel e sistema radicular, e
modelagem matematica foram empregadas para testar o desenvolvimento de E.
densa e S. molesta. A arquitetura da planta € composta por componentes estruturais,
os quais foram aplicados para entender a distribuicdo espacial e temporal de ramos
autotréficos (GODIN, 2000). Os principais componentes da arquitetura da copa séo
0os conectores (CO) e os nds (NO). Sua disposicao revela informacdes sobre a
estratégia de crescimento na presenca de um estressor. A arquitetura da raiz depende
de varios fatores como espécies de plantas, disponibilidade de nutrientes no
ambiente, composi¢cdo do solo (HODGE, 2004; MALAMY, 2005). Dessa forma, a
arquitetura das raizes pode indicar possiveis respostas a forcas estressoras, por

exemplo a presenca dos extratos ou a diferenca de temperatura.

Outra abordagem que pode complementar o entendimento sobre estratégias
de crescimento é a avaliacdo dos parametros de crescimento por meio de modelagem
matematica. As forcas ambientais podem impulsionar as respostas das plantas e
estresses bidticos ou abidticos que também desencadeiam mudancas nos
parametros de crescimento de macrofitas aquaticas (BORNETTE; PUIJALON, 2011).
Assim, utilizar a modelagem matematica possibilita capturar a cinética do crescimento
da espécie (CUNHA-SANTINO; BIANCHINI JR, 2011) além de facilitar o
entendimento sobre bioensaios com macroéfitas aquéaticas (BIANCHINI JR et al.,
2015).

Para E. densa foram avaliados os parametros de crescimento em duas
temperaturas (23 °C e 27 °C) associadas a trés concentracdes diferentes de extrato
aquoso de rizoma e raizes de T. domingensis. Ja para a macrofita S. molesta foi
empregada apenas a temperatura de 23 °C pelo fato dela ser flutuante e suas folhas

estarem diretamente expostas a temperatura e dessecamento.
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1.1.HIPOTESE

E. densa e S. molesta podem sofrer inibicdo de crescimento e desenvolvimento
guando expostas a diferentes concentracdes de extrato aquoso em bioensaio com
condi¢cdes semelhantes ao ambiente in situ. Dessa forma, na maior concentragao do
extrato aquoso as macrofitas poderiam apresentar crescimento e desenvolvimento
maiores que as macrofitas cultivadas na menor concentracédo do extrato. A variacao
de temperatura (comparando E. densa cultivada em 23 °C com as E. densa cultivadas
em 27 °C) e a inibicdo do crescimento e desenvolvimento poderia ser mais acentuada
em temperatura de 27 °C. Para a S. molesta espera-se que seu crescimento e
desenvolvimento seja afetado negativamente na presenca da concentragdo mais alta
do extrato aquoso. Mais que isso, espera-se que outros atributos como producéo de
pseudo raizes, novos brotos e ramos sejam negativamente afetados, resultando em

nao crescimento e desenvolvimento das plantas.

1.2.0OBJETIVOS

1.2.1. Geral

O obijetivo principal dessa pesquisa foi examinar a influéncia do extrato aquoso
de T. domingensis em trés concentracdes diferentes (5%, 10%, 15% de extrato
aquoso V/v) sobre a ontogénese da espécie E. densa para duas temperaturas (23 °C
e 27 °C) e para S. molesta em 23 °C. Para isso, analisamos diferencas nas
caracteristicas de crescimento (arquitetura e parametros de crescimento) de ambas

as macrdfitas durante o periodo de 60 dias.

1.2.2. Objetivos especificos

Foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos para E. densa e S.
molesta:

(1) Identificar inibicdo ou favorecimento na producdo de componentes
basicos da arquitetura da E. densa e S. molesta;



(ii)

(iif)

(iv)
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Identificar alteracdo na producdo de ramos e raizes (ou rizomas), na
guantidade de brotacdo, comprimento de ramos e raizes;
Identificar quais fatores influenciam na alteracdo dos parametros de
crescimento e desenvolvimento de E. densa e S. molesta.
Identificar, no caso da E. densa, o efeito combinado no crescimento da

temperatura e das concentracdes de alelopaticos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.ALELOPATIA

Algumas plantas e microrganismos podem promover interacdes ecologicas
negativas, positivas ou neutras com outros organismos. As interacdes que envolvem
metabolitos produzidos por plantas e outros organismos s&o objeto de estudo a
milénios. Um dos pesquisadores mais antigos na area da Boténica foi Theophrastus
(300 A.E.C.), discipulo de Aristoteles e estudioso em diversos campos do
conhecimento incluindo a botanica (WILLIS, 2008). No campo da Botanica,
Theophrastus desenvolveu diversos trabalhos em relagdo ao crescimento e
desenvolvimento das plantas, incluindo a possivel interacdo quimica entre espécies
(REIGOSA et al., 2013; RICE, 1985; WILLIS, 2008). Porém, foi o botanico austriaco
Hans Molisch que utilizou o termo alelopatia pela primeira vez para se referir ao efeito
de uma planta em outra em relacdo a inibicdo do crescimento/desenvolvimento
(REIGOSA; PEDROL; GONZALEZ, 2006; WILLIS, 2008).

Molisch empregava o termo alelopatia para se referir a interacdes de inibicao
ou estimulagdo em organismos provocadas por qualquer tipo de compostos quimicos.
Essa definicdo de alelopatia estava pouco especifica e confusa, assim, outros
cientistas propuseram alteracdes na definicdo ao longo do tempo. RICE (1984)
postulou que alelopatia poderia ser definida como a ac¢éao inibidora ou estimuladora
decorrente da acdo de substancias quimicas disponibilizadas no ambiente. Porém,
muita confusdo ainda ocorria, pois uma substancia potencialmente alelopatica
poderia provocar respostas positivas ou negativas em decorréncia da concentracao
aplicada (WILLIS, 2008). Muitos outros pesquisadores contribuiram para que uma
definicdo do termo alelopatia fosse edificada com mais preciséo (EINHELLIG, 1994;
GROSS, 2003; RICE, 1984, 1987, 2012).

Dentre as diferentes definicbes que foram sendo ajustadas ao longo do tempo
0 pesquisador Szczepanski (1977) refinou a definicdo proposta por Muller (1969) em
trés termos diferentes (SAHU; KUMAR, 2019). Alelospolia indica quando um
organismo utiliza algumas caracteristicas intrinsecas para usufruir com maior
eficiéncia dos recursos naturais (luz, espaco, nutrientes, agua), limitando esses

recursos para outros organismos, ou comumente chamada de competicdo. O outro
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termo designado para indicar quando um organismo interfere no desenvolvimento de
outro & quando uma espécie altera condigdes fisicas e ambientais impossibilitando o
desenvolvimento de outras espécies proximas; essa interacdo ecologica foi
denominada por alelomediacéo. Por ultimo, Szczepanski indicou a alelopatia como
sendo uma interferéncia provocada pela disponibilizagdo no ambiente de
biocompostos que interferissem no crescimento e desenvolvimento de outros

organismos.

A alelopatia € uma interacdo que ocorre simultaneamente a competicdo que
predomina no sentido de efeitos em organismos alvo tornando a identificacdo da
alelopatia dificil (WILLIS, 2008). No ano de 1996 a Sociedade Internacional de
Alelopatia (traducéo livre do inglés International Allelopathy Society) estabeleceu que
alelopatia € qualquer processo que envolva metabdlitos secundérios (aleloquimicos)
produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos que influenciem positiva ou
negativamente o crescimento e desenvolvimento de plantas ou microrganismos (IAS,
1996). Porém, ainda ndo existe um consenso cientifico sobre a definicdo que deve
ser permanentemente estabelecida. Nessa tese sera utilizado o termo cunhado pela
IAS (1996).

Alelopatia pode ser utilizada por organismos como estratégia na competicao
por recursos limitantes como espaco, luz, nutrientes no solo ou evitar sem devorado
(GIORIA e OSBORNE, 2014; HE et al., 2012; SINGH et al., 1999). Porém, a alelopatia
ndo € intrinsecamente ligada ao termo competicdo, uma vez que a exsudacdo de
metabolitos é independente da disponibilidade de recursos (EINHELLIG, 1994).
Aleloquimicos podem ser utilizados para o manejo de espécies vegetais que possam
competir com culturas agricolas ou ainda, para controlar espécies invasoras (MACIAS
et al., 2007). Por exemplo, em um estudo realizado com raizes Chenopodium murale
L. foi possivel identificar distarbio do ciclo celular e dano oxidativo em mudas de trigo
e Arabidopsis thaliana (DMITROVIC et al., 2015). Em outra pesquisa foi testado
potencial alelopatico de seis espécies vegetais para a inibicdo do crescimento de trés
espécies herbaceas que podem dominar plantacdes de arroz (KHALIQ et al., 2013).
Dessa forma, a interacdo alelopatica pode ser um dos fatores significativos que
contribuem para a distribuicdo e abundéancia das espécies dentro das comunidades
de plantas e pode ser importante no sucesso de plantas invasoras (HIERRO,;
CALLAWAY, 2003; INDERJIT; NILSEN, 2003; ORR; RUDGERS; CLAY, 2005). A
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alelopatia é uma interacdo ecoldgica que ocorre desde o surgimento da vida e que
vem ganhando espaco entre grupos de pesquisa. Ainda, aleloquimicos sao
metabdlitos biodegradaveis o que os tornam um recurso valioso para manejo de
espécies invasoras (DUKE et al., 2002; MUSHTAQ; SIDDIQUI; HAKEEM, 2020).

De maneira geral, os fatores que podem iniciar liberacéo de aleloquimicos séo
tanto bidticos quanto abioticos. Entre os fatores bibticos € possivel citar a competicédo
entre individuos como gatilho para a alelopatia, entretanto as condi¢des abibticas sdo
mais adversas como as altera¢des na temperatura, intensidade de radiacao luminosa,
herbivoria (EINHELLIG, 1994). O modo de acéo dos aleloquimicos néo difere muito

entre o ambiente terrestre e o aquatico.

Para os ambientes aquaticos existem algumas similaridades com a alelopatia
de plantas terrestres se ndo fosse pela diferenca de solubilidade dos aleloquimicos
aquaticos (GROSS, 2003). Além disso, 0 substrato no ambiente aquatico é sempre
inundado resultando em um ambiente anaerdbico (GROSS, 2003). Atualmente, é
reconhecido que varias espécies de macrofitas apresentam acédo alelopatica. Um dos
primeiros relatos de alelopatia em macrofitas foi realizado pelo pesquisador Oborn
(1954) quando relatou que a macréfita Potamogeton sp ndo se desenvolveu ou até
morreram quando cultivada junto a outras duas macrofitas, Eleocharis acicularis ou
Sagittaria subulata. No final da década de 80 (Século XX) dois pesquisadores
demonstraram, por meio de bioensaios, que pelo menos cinco das dezesseis
espécies testadas apresentaram atividade alelopéatica (ELAKOVICH; WOOTEN,
1989). ELAKOVICH; WOOTEN (1989) identificaram que as macroéfitas Nymphaea
odorata (folhas e peciolos), Nymphaea odorata (rizomas), Cabomba caroliniana
(Gray.), Brasenia schreberi (Gmel.), Myriophyllum spicatum (Fernald.) e Vallisneria
americanum (Michx.) foram as espécies que inibiram crescimento e germinacéo de

sementes.

Por ser um fendmeno sutil e que ocorre em diferentes espécies, formas e
estagios de vida (WILLIS, 2008), bioensaios sdo necessarios para isolar o maximo de
variaveis possivel e assim permitir uma analise adequada dos efeitos alelopaticos

sobre macrofitas aquaticas.
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2.2. MACROFITAS AQUATICAS E FATORES DE PRESSAO AMBIENTAL

As plantas tiveram sua origem na agua e ao longo da evolugdo dominaram o
ambiente terrestre, mas algumas espécies acabaram migrando para a agua
novamente. Em um determinado ponto evolutivo algumas espécies de plantas
adaptaram seu ciclo de vida totalmente para ambientes saturados de agua (como
pantanos, varzeas) e outras se desenvolveram completamente na agua (THOMAZ et
al., 2008). A mudanca para o ambiente aquatico ndo foi repentina (levou alguns
milhares de anos) (COOK, 1999) e resultou em vérias alteracdes morfologicas e
fisiolégicas. O ambiente aquatico apresenta uma dificuldade no que tange a difusédo
de gases, mais especificamente a difusdo do dioxido de carbono (COz2) e do oxigénio
(O2). A morfologia foliar alterou moldando a forma das folhas (o que aumenta a area
de difusédo) e concentrando cloroplastos na parte adaxial das folhas (CHAMBERS et
al., 2007). Algumas macréfitas desenvolveram mecanismos que utilizam carbono
inorganico (HCOs), outras macrofitas incorporaram outras vias metabdlicas

(metabolismo acido crassulaceo e metabolismo C4) (CHAMBERS et al., 2007).

As macrdfitas aquaticas como as macroalgas, bribfitas, pteridéfitas e
angiospermas (macrofitas vasculares) habitam desde regides Umidas até regifes
aquaticas continentais e costeiras (WETZEL, 1990). Ainda, existem espécies de
macroéfitas que podem ser encontradas vivendo em outras plantas como em
bromélias, em fontes termais (THOMAZ et al., 2008). De maneira geral, as macrofitas
sdo representadas por aproximadamente 2.614 espécies e 412 géneros, na regido
Neotropical existem 984 espécies (aproximadamente) (CHAMBERS et al., 2007).
Fatores como nivel, velocidade e fluxo da agua (regime hidrolégico), intensidade
luminosa, direcdo e velocidade do vento, bem como acdes antrépicas sao
caracteristicas ambientais que podem selecionar os habitos de vida (MARTINS et al.,
2013).

As macréfitas aquéticas apresentam importancia ecologica na protecdo e
estabilizacdo de margens, auxiliam a oxigena¢ao da agua, estocagem e ciclagem de
nutrientes (BIANCHINI JR; PACOBAHYBA; CUNHA-SANTINO, 2002; WETZEL,
2001). Ainda, varias espécies de peixes utilizam macrofitas como bercério para
postura de seus ovos, como também é o caso de algumas aves e outros animais
(PETR, 2000; PRADO; FREITAS; SOARES, 2011).
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Caracteristicas como a reproducdo clonal, altas taxas de disperséo,
plasticidade fenotipica e tolerdncia a estresses, aliadas a condicdes ambientais
favoraveis, fazem com que as macrofitas aquaticas apresentem crescimento
excessivo. Com o aumento da alteracdo da paisagem por acfes antrOpicas a
eutrofizacdo dos ambientes aquéticos esta aumentando (ZAMPARAS; ZACHARIAS,
2014). Dessa forma, € possivel que o crescimento excessivo afete multiplos usos da
agua, por exemplo, provocando problemas na operacao de hidrelétricas (THOMAZ;
BINI, 1998; SANTAMARIA, 2002) por conta do crescimento excessivo das macrdfitas.

A alelopatia afeta os estagios iniciais de desenvolvimento das plantas alvo,
principalmente na germinacdo (KATHIRESAN; KOGER; REDDY, 2006). Dessa
forma, se faz de extrema importancia o conhecimento de técnicas de controle
biolégico por meio de métodos ambientalmente amigaveis para 0 manejo das
macrofitas. Para isso, € necessario conhecer os fatores que limitam seu crescimento
e na literatura existem diversos trabalhos que abordam esse tema. Por exemplo,
macrofitas submersas respondem a caracteristicas ambientais como disponibilidade
de luz, faixa de temperatura da agua (mesmo que a variacao de temperatura na agua
seja baixa), pH, alcalinidade, condutividade, herbivoria e competicdo, além dos
préprios processos fisiolégicos (HOWARD; RAFFERTY, 2006). Dentre os fatores
limitantes citados anteriormente, a variagdo na concentracédo de N e P séo fatores
importantes no crescimento e desenvolvimento das macrofitas (ELSER et al., 2010;
KOERSELMAN; MEULEMAN, 1996). A limitacdo na disponibilidade desses nutrientes
pode acarretar alteracdo na realizacao de fotossintese e alteragdo na alocacédo de

biomassa.

A temperatura é um fator que altera a velocidade de reag¢Bes quimicas
resultando na mudanca das taxas metabdlicas (quanto maior a temperatura mais
rapidas séo as reacfes). Diversas espécies de macrofitas apresentam seu 6timo de
temperatura entre 20 °C e 35 °C (BARKO; ADAMS; CLESCERI, 1986; SANTAMARIA;
VAN VIERSSEN, 1997) e alguns grupos de macréfitas apresentam plasticidade
fenotipica (ROONEY; KALFF, 2000) que pode alterar o crescimento. Assim, como
resultado da alteracdo das taxas metabdlicas a taxa de crescimento também sofrera
alteracao bem como o tempo de duplicacdo (BORNETTE; PUIJALON, 2011; RIIS et
al., 2012). Uma das respostas das macréfitas submersas as mudancas em

parametros fisicos, quimicos e biologicos do ambiente aquético é o crescimento.
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A espécie Egeria densa (Planch) é uma espécie de macréfita submersa que
apresenta uma faixa 6tima de temperatura entre 16 °C e 28 °C e que em algumas
localidades onde ela ocorre pode suportar temperaturas de até 35 °C (BARKO;
SMART, 1981; HARAMOTO; IKUSIMA, 1988; YARROW et al., 2009). Outra macrofita
que pode apresentar crescimento agressivo quando em condi¢cdes Otimas de

nutrientes, temperatura e luz € a Salvinia molesta (Mitch.).

A Salvinia € uma macrofita flutuante do grupo das samambaias que, em
ambientes com temperaturas de 22 °C a 30 °C podem apresentar crescimento rapido
(MITCHELL; TUR, 1975). Com taxa de crescimento elevada, reproducéo vegetativa
(apresenta brotacdo de novas proles) e grande plasticidade fenotipica, a Salvinia
pode cobrir extensas regifes de reservatérios naturais (lagos e lagoas), bloquear
passagem de embarcacgdes, entre outros problemas (DATTA, 1990; HENRY-SILVA
et al., 2002; RUBIM; CAMARGO, 2001).

Com a intensificacdo das mudancas climaticas promovida pela acdo antropica
um dos fenbmenos resultantes dessas mudancas € o aumento da temperatura média
global do ar (NOBRE, 2008). Alguns pesquisadores tém indicado que em um cenario
conservador a temperatura ar pode aumentar entre 1,5 °C e 2 °C até o final do século
XXI e como resultado ocorrera a perda de biodiversidade, alteracdes nas relacdes
ecoldgicas nos diferentes niveis de organizacdo dos ecossistemas (BELLARD et al.,
2012; IPCC, 2019; VILAS BOAS, 2016). Por outro lado, proje¢cdes mais recentes tém
mostrado variagdo no aumento da temperatura global pode ser de 1,5 °C até 4,0 °C
até o fim do século (IPCC, 2019). Dessa forma, € extremamente necessario estudar
as respostas das macrofitas frente as alteracbes ambientais com a finalidade de
identificar potenciais problemas ecol6gicos resultantes do rapido crescimento desses

organismos e propor medidas de manejo.

A modelagem matematica é uma ferramenta que auxilia a descrever as
alteragdes na cinética do crescimento dos organismos ao longo do tempo. BIANCHINI
Jr. et al. (2015) demonstraram que é possivel identificar e predizer o crescimento de
macrofitas, bem como delinear a colonizacdo no ambiente por meio da modelagem
matematica. Ainda, BEST et al. (2001) afirmam que aplicar a modelagem matematica
em bioensaios pode auxiliar na identificacao e relacéo de respostas das macrofitas
aquaticas frente a forcas estressoras naturais ou antropogénicas; parametrizar e

simular o crescimento de macréfitas aquaticas pode prever cenarios futuros e auxiliar
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no desenvolvimento de técnicas eficientes de manejo. Em um estudo avaliando a
influéncia da temperatura e turbidez da agua no crescimento de E. densa, MACHADO
et al. (2020) observou que o modelo matematico identificou com preciséo a alteracéo
no crescimento da macréfita. A modelagem matematica pode ser utilizada para
distinguir caracteristicas que compdem 0Ss mecanismos de crescimento e

desenvolvimento.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.ESPECIES

Como espécie doadora do extrato aquoso (EA) do rizoma e raizes utilizou-se
a T. domingensis (imagem capturada no local de coleta da espécie) e como espécies
receptoras foram utilizadas E. densa e S. molesta (imagem capturada durante o
experimento) (Figura 1).

Figura 1: (A) Typha domingensis (Pers.), (B) Egeria densa (Planch)

e (C) Salvinia molesta (Mitch.). Acervo pessoal.

Fonte: Arquivo pessoal

A macrofita emergente T. domingensis (ou comumente chamada de taboa;
Figura 1A) pertence a classe Liliopsida familia Typhaceae; apresenta crescimento

vegetativo por meio de seus rizomas formando densos estandes monoclonais
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impossibilitando a existéncia de outras espécies podendo atingir 2 m de altura ou mais
(EID; SHALTOUT; ASAEDA, 2012). Por outro lado, por formar estandes e ocorrer em
regides como margens de lagos, varzeas, canais de drenagem, essa espécie serve
como abrigo para diversas espécies de animais (ASAEDA et al., 2005). A taboa é
eficiente em absorcdo de metais pesados provenientes das atividades antrépicas e €
dominante em locais onde ocorra a varia¢ao no nivel da agua (BONANNO; CIRELLI,
2017; CARVALHO et al., 2019; SALEH MUNEERA et al., 2019). Dessa forma, T.
domingensis apresenta grande tolerancia a ambientes degradados o que a confere
classificacdo como espécie bioindicadora sendo utilizada para tratamento de
efluentes (BELLAVANCE; BRISSON, 2010; DI LUCA et al., 2015; MUFARREGE et
al., 2011). Diferentes espécies do género Typha tem sido estudado devido ao seu
potencial alelopatico (JARCHOW,; COOK, 2009; PRINDLE; MARTIN, 1996; ZHANG,;
HU; ZHANG, 2012). Com isso, diferentes compostos potencialmente alelopaticos tém
sido identificados e isolados a partir de amostras de diferentes partes da taboa.

Egeria densa (Planch.) pertencente a classe Liliopsida e familia das
Hydrocarytaceae (Figura 1B), apresenta 17 géneros com 127 espécies identificadas
até o momento (LOURENCO; BOVE, 2017). Nativa da América do Sul e com
ocorréncia nos continentes América do Norte, Nova Zelandia, Europa e Asia, exceto
nos continentes Artico e Antartico (HARAMOTO e IKUSIMA, 1988; YARROW et al.,
2009), no Brasil ha registro de quinze espécies distribuidas em seis géneros
(LOURENCO; BOVE, 2017).

A macrdfita E. densa pode ocorrer tanto em ambientes aquéticos Iénticos ou
I6ticos e em profundidade de dois metros abaixo da superficie da agua,
aproximadamente (YARROW et al., 2009). Apesar da profundidade média de
ocorréncia da macrdfita, as raizes da E. densa podem atingir sete metros de
profundidade (CARRILLO; GUARIN; GUILLOT, 2006). Mesmo sendo uma
angiosperma, seu principal modo de reproducdo é por propagacdo vegetativa,
guando ocorre rompimento de um ramo que desenvolve raizes fixando o individuo no
substrato (YARROW et al., 2009). A producdo de raizes ocorre, geralmente, em
regides onde ha a producao de brotos para que quando ocorra a separacao do novo
ramo da planta mae esse novo broto possa se fixar e continuar seu crescimento
(YARROW et al., 2009). Como qualquer espécie, a E. densa apresenta grande

importancia ecolégica para os sistemas aquaticos como fixacdo do substrato,
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oxigenacao da coluna d’agua e como bercario para diferentes espécies de animais
(como peixes e zooplancton) (YARROW et al., 2009). Por outro lado, em algumas
regides como Europa, alguns paises asiaticos até mesmo no Brasil a E. densa pode
causar problemas econdémicos e ecoldgicos, resultado de seu crescimento rapido e
sua caracteristica reprodutiva (HAMOROTO e IKUSIMA, 1988).

Em ambientes aquéaticos a difusédo e equilibrio de CO2 sao baixos e por esse
motivo, algumas macrdfitas aquéticas, como é o caso da E. densa, desenvolveram
mecanismos que possibilitam a utilizacdo de bicarbonato (HCO3) (RASCIO et al.,
1991). Ainda, E. densa apresenta outra adaptacdo metabdlica para suprir a
dificuldade de assimilacéo de carbono inorganico (Cl) que é por meio do metabolismo
Cs4 e 0 metalismo &cido crassuldceo. Essa adaptacdo metabdlica possibilita que a
macrofita apresente duas vias de assimilacdo de C (carbono) e possa suprir sua
demanda nutricional que pode resultar em vantagem adaptativa contra outras
espécies.

Salvinia molesta (Mitch.) pertencente a classe Equisetopsida e familia das
Salvinaceae foi alocada no clado das Monilophytas, correspondentes das
samambaias. S. molesta é nativa do Brasil, mas em vérias regides da Terra como
América do Norte, Europa (paises como Austria, Alemanha), Africa, Asia e Oceania
(CHAPMAN et al., 2017). E uma macrdfita flutuante e ndo enraizada, suas folhas s&o
duplas e dobradas ao longo do eixo longitudinal, apresentam cerdas na parte adaxial
das folhas que evita umidade nessa regidao (MITCHELL; TUR, 1975). Esta espécie
apresenta crescimento em forma de ramete com trés estagios de crescimento: a
primeira fase a planta apresenta folhas fechada e pequenas, na segunda fase as
folhas estdo abertas e os pares de folhas sdo disposicionados espacadamente e a
terceira fase as folhas estdo disposicionadas mais préoximas umas das outras
(MUNIAPPAN; REDDY; RAMAN, 2009). A macrofita ndo apresenta raiz verdadeira,
mas folhas modificadas que podem apresentar associagdo com cianobactérias
fixadoras de nitrogénio que podem ser utilizadas em projetos de biorremediacéo de
areas degradadas (CHAPMAN et al.,, 2017; DA SILVA et al.,, 2018; KOUTIKA;
RAINEY, 2015). Por outro lado, quando a Salvinia € exposta a condi¢cdes favoraveis
de temperatura e nutrientes pode cobrir toda a superficie de ambientes aquéticos,
resultando em diminuigdo de luminosidade, oxigénio e reducdo de biodiversidade
(CANCIAN, 2007; PISTORI, 2009).
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3.2.LOCAL DE COLETA DAS MACROFITAS

A obtencdo de exemplares da macrofita emersa T. domingensis foi realizada
em uma area urbana com fluxo variavel do nivel de 4gua. O ponto de coleta localizou-
se no municipio de Boa Esperanca do Sul, Sdo Paulo, Brasil (21° 59' 37"S e 48° 23'
21" O, 480 m acima do nivel do mar) (MAXAR TECHNOLOGIES, 2021, [a]). O clima
da regido é classificado como Aw segundo critério de Képpen, com inverno seco e
verdo chuvoso. A regido de coleta dos exemplares € urbanizada com a presenca de

casas e comeércios no perimetro proximo ao ponto de coleta.

Figura 2: Imagem de satélite da localizacdo do ponto de
coleta da macréfita T. domingensis na cidade de Boa
Esperanca do Sul, Sdo Paulo (Fonte: MAXAR
TECHNOLOGIES, 2021 [a]).
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Em campo, realizamos a coleta aleatoriamente de 5 exemplares adultos e sem
indicios de herbivoria ou qualquer sinal de deficiéncia nutricional. Para a coleta
realizamos a demarcacdo de um perimetro com, aproximadamente, 50 cm de
didametro em torno de cada individuo. Com o auxilio de cavadeiras e pas, realizamos
a remocdo dos exemplares escavando em torno até a profundidade de 30 cm
(aproximadamente) com objetivo de preservar 0 maximo o sistema radicular e os

rizomas (Figura 3).
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Figura 3: Coleta de exemplares da macrofita emersa
Typha domingensis (Pers.) realizada no municipio de

Boa Esperanca do Sul, Sdo Paulo. Acervo pessoal.

Apoés as coletas, os exemplares foram armazenados e transportados até o
Laboratério de Bioensaios e Modelagem Matematica (LBMM) da UFSCar para o

processamento.

A macrofita submersa E. densa foi coletada em tanques de cultivo instalados
no jardim experimental do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sao
Carlos, Sao Paulo (22° 00' 22° 30'S e 47° 30' 48° 00" O e 850 m de altitude acima do
mar). O clima da regido onde o jardim experimental esta localizado é caracterizado
como Aw, segundo a classificacdo de Koppen. Exemplares de S. molesta foram

coletadas em um reservatoério natural do rio Monjolinho, que é detalhado a seguir.

O ponto de coleta da agua utilizada como meio de cultura e da macrdfita foi em
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uma regiao préxima ao Departamento de Hidrobiologia (21°59'08” S e 47°52'39” O)
(Figura 4), € um reservatorio integrado a microbacia do rio Monjolinho.

Figura 4: Imagem de satélite do ponto de coleta da agua para cultivo das macréfitas
e local onde também foram coletadas as amostras de S. molesta (Fonte: MAXAR
TECHNOLOGIES, 2021 [b]).
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O rio Monjolinho apresenta extensédo de 43,2 km e ao menos 500 m do rio
transpassa pela regido urbana da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar)
(SIQUEIRA; TRIVINHO-STRIXINO, 2005). O rio estad inserido em uma regido
geografica cujo clima é caracterizado como Cwa segundo método de Koppen, com
estacdes bem definidas, uma estacdo quente e chuvosa (outubro a marco) a outra €
fria e seca (abril a setembro) (PRADO et al., 2004). O trecho do rio Monjolinho que
transpassa pelo campus da UFSCar apresenta sinais de antropizacao resultante dos
usos do solo pela agricultura e pela area urbana do campus (SILVA et al., 2016; SILVA
et al.,, 2017). As variaveis limnologicas N, CT, Cl e CO da agua foram avaliadas
utilizando o analisador de carbono organico total (TOC) (Total organic carbon
analyser, TOC-L ASI-L, Shimadzu) e o fosforo total foi quantificado pelo método
espectrofotométrico (MACKERETH et al., 1978). O monitoramento durou um periodo
de onze meses que compreendeu de novembro de 2017 a outubro de 2018 (Tabela
1).
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Tabela 1: Concentragfes médias + desvio padréo dos das varidveis da agua, nitrogénio total
(NT), fosforo total (PT), carbono total (CT), carbono inorgénico dissolvido (CID) e carbono
organico dissolvido (COD) do ponto de coleta das amostras de agua foi utilizada como meio
de cultivo para a E. densa e S. molesta.

Variaveis quimicas mg L*
NT 26+23
PT 2,2+3,7
CT 17,6 £9,7
CID 78+25
COD 9,8+7,3

3.3.PREPARO DO EXTRATO AQUOSO

ApOs a coleta dos exemplares de T. domingensis em laboratdrio as macrofitas
foram fracionadas e as raizes, rizomas, colmo e folhas foram separados. As partes
utilizadas nesse estudo foram apenas as raizes e 0s rizomas, as demais partes dos
exemplares foram secas e armazenadas para caracterizacao quimica (Anexo B).

Para preparar o extrato aquoso (AE) foram utilizados ca. 20,0 g de rizomas
com raizes frescas, previamente lavados em agua corrente e agua deionizada e
secos em temperatura ambiente por 30 min.

O primeiro passo foi homogeneizar (IKA®-T10 Basic Ultra-Turrax®) os rizomas
frescos com 10,0 ml de &gua deionizada durante 3 min. Na sequéncia, as partes
heterotréficas (raizes e foram submetidas a um banho ultrassénico (Unique - Ultra
Cleaner 1400 A) por 15 min e o extrato aquoso (EA) foi completado até 1000 ml com
agua deionizada. Entdo, o AE foi filtrado em membrana de microfibra de vidro
(Macherey-Nagel, malha de 0,6 pum e didmetro de 47 mm) em sistema de vacuo
(Diapump compressor de vacuo, Fanem). Ao final do processo de extracdo 0s
elementos CT, CI, CO e NT foram avaliados em equipamento TOC-L ASI-L (Total
organic carbono analyser, TOC-L ASI-L, Shimadzu) (Tabela 2). Ap0s o processo de

extragcdo as amostras foram armazenadas a -4 °C até o momento do uso.
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Tabela 2: Varidveis quimicas avaliadas para amostra de extrato aquoso de raizes e rizomas
de Typha domingensis (Pers.). Nitrogénio total (NT), carbono total (CT), carbono inorganico
dissolvido (CID), carbono orgéanico dissolvido (COD).

Variaveis quimicas mg L?
NT 0,69
CT 10,42
CID 2,90
COD 7,51

Os procedimentos adotados para obtencéo do EA foram adaptados do método

realizado por Gallardo-Willians et al. (2002).

3.4.BIOENSAIO

A pesquisa desenvolvida por SILVEIRA; MAIA; COELHO (2012) foi utilizada
para a determinagdo das concentracdes do presente trabalho. Fragmentos de E.
densa e S. molesta foram expostos a AE durante 60 dias em trés concentracdes de
AE (v/Vv): (i) 5% (AED), (ii) 10% (AE10) e (iii) 15% (AE15) e um (iv) tratamento controle
(apenas com agua do reservatorio e as macrofitas).

Os tratamentos foram montados em triplicata de aquarios (n = 10 fragmentos
de E. densa em cada recipiente) totalizando 30 fragmentos por tratamento. Os
bioensaios foram realizados em duas etapas sem intervalo entre as etapas: (i) o
tratamento Controle e o tratamento AE5 (i) na segunda etapa foram montados os
tratamentos AE10 e AE15; as medi¢Oes foram realizadas a cada quatro dias. Para S.
molesta, foram utilizados aquarios de borosilicato, em cada aquério foram colocados
10 exemplares para cada tratamento (n = 30 por tratamento), os tratamentos
(incluindo o tratamento controle) foram realizados em triplicata. Para manter a
identificag&o individual de cada broto, utilizou-se anéis de poliestireno com 4,0 cm de

didametro e 0,4 cm de altura.
3.4.1. Egeria densa
Fragmentos de E. densa com 9,0 cm mensurados a partir da gema apical, sem

sinais de senescéncia ou herbivoria, foram colhidos aleatoriamente no jardim

experimental. Fragmentos (ca. 2,0 cm) foram inseridos em recipiente de poliestireno
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(volume de 40 ml) preenchido com latossolo dismorfico seco em temperatura
ambiente (ndo autoclavado nem calcinado). A sua fertilidade natural é considerada
baixa e a sua origem se relaciona com rochas basalticas; devido a sua larga
ocorréncia no pais, comporta uma grande parcela da producéo agricola (IBGE, 2007).
Por fim, uma fina camada de areia calcinada (Edgcon 3P 7000, FDG a 520 °C durante
120 min) foi adicionada a superficie do substrato para evitar que ocorra turbidez da
agua durante a manipulacao.

A agua coletada em um pequeno reservatério natural foi filtrada (papel filtro
com poro em torno de 3 um - 80 g m?) para remover sélidos suspensos e manter a
microbiota. O protocolo utilizado para a montagem dos aquarios com macrofitas
submersas foi adaptado de Bianchini et al. (2010).

Antes da exposicao ao AE, fragmentos de E. densa foram aclimatados durante
cinco dias em camara de germinacgéo (Tecnal - TE 401) a 23 °C com fotoperiodo de
12/12 dia/noite (Figura 5 A). Outra camara do mesmo modelo foi configurada para a
27 °C e fotoperiodo também de 12/12 dia e noite para a aclimatacdo. O fotoperiodo
medido por Biospherical Instruments Inc. (QSL100) (40,1 pmol m? st). Foram
utilizados aquérios de borosilicato com volume de uso de 6 litros e dimensdes de 27

cm de altura e 14,7 cm de diametro (Figura 5 B).
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Figura 5: (A) Camara de germinagao configurada para temperatura
de 23 °C e outra para 27 °C e fotoperiodo de 12/12 (dia/noite) onde
couberam seis aquarios de borosilicato (B) contendo 10 exemplares
de macrdfitas cada aquario, em cada tratamento. Acervo pessoal.

3.4.2. Salvinia molesta

Brotos de S. molesta no primeiro estagio de desenvolvimento (MITCHELL;
TUR, 1975), sem sinais de senescéncia ou herbivoria, foram colhidos aleatoriamente
no mesmo local de coleta da 4gua utilizada para o bioensaio. A escolha do estagio de
desenvolvimento foi devido ao fato de apresentarem maior atividade metabdlica.

Os brotos apresentavam por um par de folhas ovaladas com comprimento de
> 0,5 cm e 20,3 cm de altura. Os exemplares foram levados para o laborat6rio onde
foram lavados em agua corrente e em seguida em agua deionizada para retirar
guaisquer detritos. A 4gua coletada em um pequeno reservatdrio natural foi filtrada

(papel filtro com poro em torno de 3 pum - 80 g m?) para remover os detritos do curso
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e manter a microbiota. Antes da exposicdo ao AE, brotos de S. molesta foram
aclimatados durante cinco dias em camara de germinagao (Tecnal - TE 401) a 23 °C
com fotoperiodo de 12/12 dia/noite. e para a S. molesta foram utilizados aquéarios,
também em borosilicato, de 2 litros e dimensdes de 12 cm de altura e 14,7 cm de

diametro (Figura 6).

Figura 6: Agquério de borosilicato contendo
espécimes de S. molesta em primeiro estagio de
crescimento expostas a extrato aquoso em
concentracdo de 15% (EAL5) de raiz adulta da

macrofita emersa T. domingensis. Arquivo

pessoal.

Antes da exposicdo ao AE, fragmentos de S. molesta foram aclimatados
durante cinco dias em camara de germinacdo (Tecnal - TE 401) a 23 °C com
fotoperiodo de 12/12 dia/noite. O fotoperiodo foi mensurado por um quantameter
Biospherical Instruments Inc. (QSL100) (40,1 pmol m? s1). Tanto a E. densa como a
S. molesta apresentam faixas de temperaturas Otimas para o crescimento bem
proximas. Testes prévios com o estdgio um de desenvolvimento da S. molesta
mostraram que temperaturas acima de 25 °C desidratam os brotos.

Para manter a identificacdo individual de cada broto, utilizou-se anéis de

poliestireno com 4,0 cm de diametro e 0,4 cm de altura (Figura 6).
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3.5.BIOMETRIA E ARQUITETURA

3.5.1. Egeria densa

Para afericdo do comprimento, fragmentos e ramos (biometria) de E. densa
cada exemplar foi retirado do aquario (durante aproximadamente de 3 minutos (para
evitar desidratacdo). O critério de mensuracdo do comprimento da planta foi
posicionando uma régua desde a superficie do substrato até a regido apical de cada
E. densa. Foram considerados apenas fragmentos e ramos sem sinais de
senescéncia, ou seja, que nao apresentavam amarelecimento das folhas ou
herbivoria. Além disso, apenas ramos com comprimentos = 1,0 cm foram medidos.

O comprimento das raizes foi realizado apés a desmontagem dos
experimentos ao final dos 60 dias. Ao final do experimento, as plantas foram retiradas
uma a uma para evitar o dessecamento excessivo. Cada macrdfita foi desplantada e
lavada em agua corrente para remocdo do substrato aderido e em seguida lavada
com agua deionizada. A mensuracao de cada raiz foi realizada posicionando uma fita
métrica na regido de brotamento da raiz até a parte apical. As raizes foram
posicionadas de maneira que fosse possivel mensurar seu comprimento sem que
houvesse a total deformacado da forma. Foram consideradas apenas raizes = 1,0 cm
de comprimento.

A contagem de conectores (CO) e nos (NO) da parte autotréfica (ramos) e
heterotréficas (raizes), considerou-se toda estrutura que tenha um comprimento total
superior a 0,3 cm. A analise da arquitetura foi modificada de SOUZA et al. (2011). O
NO foi definido como toda regido da macrofita que apresentasse brotamento de novos
ramos ou raizes. Ou seja, todo NO é uma regido que apresenta tecido meristematico
gue pode originar um ou mais ramos ou raizes.

A contagem do NO foi realizada a partir do primeiro ramo produzido pela planta,
sendo esta ordenada de forma ascendente (de préximo do substrato em direcdo a
gema apical). Em cada NO é possivel originar um ou mais CO e esses podendo ser
Novos ramos ou novas raizes. Os dados da topologia de E. densa foram organizados

como a média total (+ desvio padréo) de CO e NO.

3.5.2. Salvinia molesta: biometria e arquitetura
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Exemplares de S. molesta utilizados estavam em estagio de desenvolvimento
inicial (primeira fase) e como critério para mensuracao foram escolhidas exemplares
com tamanho de suas folhas = 1 cm de comprimento. O comprimento de rizomas da
S. molesta foi realizado por meio de um paquimetro (MTX, 316119) na base da
primeira folha até a base da préxima folha existente no rizoma.

A contagem de CO e (NO) da parte autotréfica (rizomas) e heterotroficas
(raizes), foi utilizada a mesma metodologia que para E. densa. Considerou-se toda
estrutura que tenha um comprimento total superior a 0,3 cm. A analise da arquitetura
foi modificada de SOUZA et al. (2011). O NO foi definido como toda regido da
macrdfita flutuante que apresentasse brotamento de novos brotos ou raizes. Ou seja,
todo NO é uma regido que apresenta tecido meristematico que pode originar um ou
mais rizomas ou raizes.

A contagem do NO foi realizada a partir do primeiro ramo produzido pela planta,
sendo esta ordenada distalmente ao primeiro broto. Em cada NO é possivel originar
um ou mais CO e esses podendo ser novos ramos ou hovas raizes. Os resultados de
topologia para a S. molesta foram organizados como a média total (+ desvio padrao)
de CO e NO. Ap6s 60 dias de incubacédo, os componentes basicos arquitetbnicos de
cada planta permitiram identificar os tipos de CO e NO macrdfitas.

Apoés as avaliacOes, as macrdfitas foram secas em estufa (Fanem 315E) com
temperatura constante de 50 °C até atingirem massa constante. A afericdo da
biomassa seca de cada parte das macrdfitas (autotréfica e raizes) foi realizada ao

final do experimento.

3.6.MODELAGEM MATEMATICA

A medicdo dos fragmentos e ramos resultou em um conjunto de dados que
possibilitou a avaliacdo dos parédmetros cinéticos de crescimento de E. densa. A
macrofita S. molesta ndo apresentou crescimento impossibilitando a avaliagdo dos
parametros cinéticos de crescimento. Para a obtencdo dos parametros cinéticos foi
aplicada regressdo nao linear calculada pelo algoritmo interativo de Levenberg-
Marquardt (PRESS et al., 2007). Portanto, o crescimento cumulativo médio total (£
desvio padréo) foi ajustado ao modelo de primeira ordem para calcular os parametros
de crescimento (1 e K). O modelo logistico foi selecionado para parametrizar o
crescimento de E. densa sob diferentes tratamentos (controle, AE 5, AE 10, AE 15)
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(Equacéo 1; BIANCHINI et al., 2010; BIANCHINI JR et al., 2015).
dN/(dt) = y x (1-N/K) Equacéao (1),

onde: dN = variacdo do comprimento, dt = variacdo do tempo, u = coeficiente de
crescimento (dia?) e K = comprimento maximo (cm) e N = comprimento (cm).
Além disso, o tempo de duplicacdo (td) de fragmentos e ramos foi estimado
pela Equacéo 2 (MITCHELL, 1974)
td = In2/p Equacéo (2)

3.7.ANALISES ESTATISTICAS

Para o conjunto de dados referentes a arquitetura, crescimento cumulativo,
namero de ramos e raizes os dados sdo apresentados como média + desvio padrao.
Para o conjunto de dados de comprimento de ramos e raizes os dados sao
apresentados graficamente com a mediana, interquartis €, maximo e minimo.

Para verificar se os valores de comprimento (autotrofico e heterotrofico),
biomassa, arquitetura (autotréfico e heterotréfico), nUmero de ramos e raizes
apresentaram distribuicdo normal foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk e D'Agostino-
Pearson. Com isso, verificou-se que os dados ndo seguiram distribuicdo normal e ndo
apresentaram homoscedasticidade sendo o teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05) e o
teste de Dunn utilizados para em compara¢des mdltiplas entre as variaveis as
explicativas. A comparacdo das varidveis explicativas para E. densa entre as
temperaturas de 23 °C e 27 °C foi aplicado o teste de Andlise de Variancia de duas

vias (ANOVA Two-way) e o teste de Tukey a posteriori.
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4. RESULTADOS

Considerando que o extrato aquoso de raizes e rizomas de T. domingensis
provoquem alteracdes significativas nas caracteristicas estruturais da espécie E.
densa, foram analisados os resultados coletados durante os experimentos como
arquitetura (autotroéfica e heterotrofica), biometria, padréo de crescimento e alocagéo
de biomassa e serdo apresentados a seguir em funcao das variaveis de concentracao
dos extratos aquosos de raizes e rizomas da T. domingensis e temperatura (23 °C e
27 °C). A macrdfita S. molesta teve todos os parametros de arquitetura, biometria,
padrao de crescimento e alocacdo de biomassa avaliados apenas para temperatura
de 23 °C.

4.1.ARQUITETURA PARTE AUTOTROFICA

4.1.1. Egeria densa

Comparando separadamente os componentes basicos da arquitetura de E.
densa (média + desvio padrdo dos CO e NO) da parte autotréfica das plantas
cultivadas em 23 °C ndo foram identificadas diferencas significativas (p > 0,05) (Figura
6). Por outro lado, comparando os componentes basicos (CO e NO) da parte
autotréfica entre as macrofitas expostas aos tratamentos C, EA5, EA10 e EAL5 a
27 °C notou-se diferenca significativa (p < 0,05) (Figura 7).
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Figura 7: Quantidade total média + desvio padrdo de NO da parte autotréfica de E. densa (n
= 30 por tratamento) para os tratamentos controle (C), extrato aquoso a 5% (EA5), extrato
aquoso a 10% (EA10), extrato aguoso a 15% (EAL5) cultivadas a 27 °C. Teste estatistico
utilizado foi Kruskal-Wallis acompanhado com pds teste de Dunn para mdltiplas

comparag0les. Letras diferentes significam diferenca estatistica (p < 0,05).

Quantidade total NO

C AES AE10 AE15

A maior diferenga ocorreu para o tratamento EA15 (maior concentragao do
extrato aquoso) que apresentou quantidade média de NO 69% menor que a
guantidade de NO emitidos pelas plantas do tratamento controle (4,5 + 1,3). Por outro
lado, o tratamento EA5 (5,1 + 2,0) apresentou 13% maior quantidade total média de
NO que as plantas do tratamento C (4,5 + 1,3) e EA15 (3,1 + 1,3) O tratamento EA10

nao apresentou diferenca em comparacgéo ao C.

Por meio da comparagao dos tratamentos (C, EA5, EA10 e EA15) entre
temperaturas diferentes foram identificadas diferencas para NO (p < 0,05) (Figura 8).
As macréfitas expostas aos tratamentos C, EA5, EA10 e EA15 cultivadas a 27 °C

apresentaram os maiores valores para a quantidade média total de NO.
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Figura 8: Comparacdo da quantidade média + desvio padrdo da quantidade total de NO da
parte autotréfica produzidos pelas macréfitas submersas (n = 30 por tratamento em cada
temperatura). Macrdfitas cultivadas a 23 °C (barras pretas) e macrofitas cultivadas em 27 °C
(barras listradas) expostas aos tratamentos controle (C), extrato aquoso em concentracao de
5% (EAD), extrato aquoso em concentracao de 10% (EA10), extrato aquoso em concentracao
de 15% (EA15). Teste multiparamétrico realizado foi ANOVA Two-way com pés teste de
Tukey. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os pares de tratamento em

diferentes temperaturas.
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Na Figura 8 macrdéfitas submersas expostas ao tratamento controle e
cultivadas em temperatura de 27 °C (barras listradas) apresentaram 95% mais de NO
(4,5 + 1,3) em comparacdo com as plantas do tratamento controle (2,3 + 1,5)
cultivadas em 23 °C (barras pretas). As macrofitas expostas ao tratamento EA5
apresentaram 96% a mais de NO (5,1 + 2,0) quando comparadas com macrofitas
expostas ao mesmo tratamento (2,6 + 1,3) a 23 °C (Figura 5). Para o tratamento EA10
as plantas cultivadas a 27 °C produziram 50% a mais de NO (4,8 = 1,7) em relacéo
as macrofitas cultivadas a 23 °C (3,2 + 1,8) (Figura 8). Para as macrofitas dos
tratamentos EA15 ndo ocorreu diferenca estatistica (p > 0,05) para a quantidade
meédia total de NO comparando plantas cultivadas em temperaturas diferentes.
Mesmo assim, foi possivel notar que as plantas expostas ao tratamento EA15
cultivadas em temperatura de 27 °C apresentou 10% a mais de NO (3,1+1,3) em
comparacao as plantas expostas a mesma concentracgdo e cultivadas em temperatura
de 23 °C (2,8 £ 1,7) (Figura 8).

Para os tratamentos cultivados a 23 °C e 27 °C os CO da parte autotréfica de
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E. densa € possivel notar diferenca entre a quantidade de CO identificados nas
macrofitas submersas. Macrofitas cultivadas a 23 °C e 27 °C a diferenca (p < 0,05) foi
identificada para o tratamento EA10 (8,0 + 1,9) que apresentou de 25% mais CO em
comparacgdo com as macrofitas do tratamento Controle (6,4 + 1,5). A comparacéo da
guantidade média total de CO produzidos pelas macrofitas expostas aos tratamentos
C, EA5, EA10 e EA15 cultivadas em 23 °C e 27 °C também revelaram diferenca
significativa (p < 0,05) (Figura 9).

Figura 9: Comparacéo da quantidade média + desvio padrdo da quantidade total de CO da
parte autotréfica produzidos pelas macréfitas submersas (n = 30 por tratamento em cada
temperatura). Macrdfitas cultivadas a 23 °C (barras pretas) e macrofitas cultivadas em 27 °C
(barras listradas) expostas aos tratamentos controle (C), extrato aquoso em concentragado de
5% (EAD), extrato aquoso em concentracdo de 10% (EA10), extrato aquoso em concentracao
de 15% (EA15). Teste multiparamétrico realizado foi a ANOVA Two-way com pés teste de
Tukey. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os pares de tratamento em

diferentes temperaturas.
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Em macrdfitas expostas ao tratamento controle e cultivadas a 27 °C (barras
listradas) néo foi verificada diferenca estatistica (p > 0,05) comparando com as do
tratamento controle em 23 °C. No entanto, as macrofitas do tratamento controle
cultivadas em temperatura de 27 °C apresentaram 30% mais de CO (6,4 + 1,5) em
comparacao com as plantas do tratamento controle cultivadas em 23 °C (4,9 + 2,9)

(barras pretas). As macréfitas expostas ao tratamento EA5 cultivadas em temperatura
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de 27 °C apresentaram mais de CO (6,6 + 2,2) quando comparadas com macrofitas
expostas ao mesmo tratamento em temperatura de 23 °C (4,5 + 1,3) (Figura 9). Para
o tratamento EA10 as plantas cultivadas a 27 °C produziram mais de CO (8,0 + 1,9)
em relacdo as plantas cultivadas a 23 °C (4,8 + 1,9) (Figura 9). Para as macrdfitas
dos tratamentos EA15 cultivadas em temperatura de 27 °C houve diferenca estatistica
para a quantidade média total de CO (6,6 + 2,2) comparando plantas mantidas a 23 °C
(4,9 + 2,0).

A quantidade média total de NO avaliados para as raizes ndo apresentou
diferenca significativa nas macrofitas dos tratamentos C, EA5, EA10 e EA15
cultivadas tanto a 23 °C quanto a 27 °C. Quando os tratamentos foram comparados
para a quantidade de NO entre as temperaturas de 23 °C e 27 °C foi verificada
diferencas significativas (p < 0,05) (Figura 10).

Figura 10: Comparacao da quantidade média + desvio padrdo da quantidade total de NO
para o sistema radicular produzidos pelas macrofitas submersas (n = 30 por tratamento em
cada temperatura). Macroéfitas cultivadas em a 23 °C (barras pretas) e macréfitas cultivadas
em 27 °C (barras listradas) expostas aos tratamentos controle (C), extrato aquoso em
concentracdo de 5% (EA5), extrato aquoso em concentracdo de 10% (EA10), extrato aquoso
em concentragdo de 15% (EA15). Teste multiparamétrico realizado foi a ANOVA Two-way
com pos teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os pares de

tratamento em diferentes temperaturas.
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As macrofitas submersas cultivadas a 23 °C apresentaram brotacdo de raizes

junto de alguns ramos novos, fenbmeno que também foi notado nas macrofitas
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cultivadas em 27 °C. As macrofitas do tratamento controle, cultivadas a 23 °C,
apresentaram maior quantidade média total de NO (2,3 + 1,5) (p < 0,05) em
comparacao com as do tratamento controle (1,5 + 0,7) cultivadas em 27 °C (Figura
7). A diferenca (p < 0,05) também foi identificada entre as macroéfitas dos tratamentos
EA5 23 °C (2,6 £ 1,3) e EA5 27 °C (2,1 + 1,3), entre EA10 23 °C (3,2 + 2,0) e EA10
27 °C (1,7 £ 0,7). Por fim, o tratamento EA15 a 23 °C (2,8 + 1,6) também apresentou
maior quantidade média total de NO em relagdo as macrdfitas do tratamento EA15 a
27 °C (1,6 £ 0,8) (Figura 7).

A guantidade média total dos CO para as raizes foi identificada diferenca
significativa (p < 0,05) entre os tratamentos tanto para 23 °C quanto para 27 °C.
Macrdfitas expostas aos tratamentos EA15 (5,0 + 2,0) e EA10 (4,3 + 1,8) em
temperatura de 23 °C apresentaram mais CO que as macrdfitas expostas ao controle
(2,8 + 1,6). Ja para as macrofitas cultivadas em temperatura de 27 °C os tratamentos
AE10 (6,13 £ 1,52) e o tratamento AE5 (5,90 + 2,52) apresentaram maior quantidade
de CO em comparagao ao tratamento controle (4,93 £ 2,24). O tratamento EA15 né&o
apresentou diferenca significativa em comparacdo com o controle, em ambas as
temperaturas. A comparacédo dos tratamentos (C, EA5, EA10 e EA15) entre as duas
temperaturas revelou diferenca inversa a comparacao realizada para a quantidade de
CO (Figura 11).

Para o sistema radicular das E. densa, os controles as macréfitas cultivadas
em 27 °C apresentaram 4,9 + 2,3 CO enquanto a 23 °C apresentaram apenas 2,8 +
1,6, o tratamento EA5 em 23 °C com 3,5 + 1,3 e em temperatura de 27 °C 5,9 + 2,6.
Por fim, o tratamento EA10 em 27 °C apresentou 6,1 + 1,5 e em 23 °C apenas 4,3 +
1,8, o tratamento EA15 ndo apresentou diferenca de CO entre as temperaturas
(Figura 11).
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Figura 11: Compara¢do da quantidade média + desvio padrao da quantidade total de CO
para o sistema radicular produzidos pelas macrofitas submersas (n = 30 por tratamento em
cada temperatura). Macrofitas cultivadas em a de 23 °C (barras pretas) e macrofitas
cultivadas em 27 °C (barras listradas) expostas aos tratamentos controle (C), extrato aquoso
em concentracdo de 5% (EAB), extrato aquoso em concentracdo de 10% (EAL0), extrato
agquoso em concentracao de 15% (EAL5). Teste multiparamétrico realizado foi a ANOVA Two-
way com pés teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os pares

de tratamento em diferentes temperaturas.
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4.1.2. Salvinia molesta

A avaliacdo dos componentes basicos da arquitetura (média + desvio padréao
dos CO e NO) da parte autotréfica (estruturas acima do nivel da agua) da S. molesta
cultivada em 23 °C revelou diferenca quando comparados os tratamentos EA5 e EA10
com o controle. Figura 12 (A) mostra que apenas as plantas expostas ao tratamento
EA10 apresentou menor quantidade de NO (3,6 + 1,2) em relacdo ao tratamento
controle (4,0 + 2,3) e ao tratamento EA5 (4,4 + 1,0). O tratamento EA15 néo
apresentou desenvolvimento de NO. Na Figura 12 (B) € possivel notar que a
guantidade de CO foi diferente entre os tratamentos. O tratamento EA10 apresentou
0 menos CO (2,7 £ 1,3) em comparacédo ao controle (4,5 + 1,8) e ao tratamento EA5

(3,5 + 1,1) que por sua vez apresentou menos CO em comparacdo ao tratamento



53

controle (4,5 + 1,8). Plantas expostas ao tratamento EA15 ndo apresentaram

componentes basicos da como conectores e nos arquitetura.

Figura 12: Quantidade total média + desvio padrdo de NO e CO da parte autotrofica de S.
molesta (n = 30 por tratamento) para os tratamentos controle (C), extrato aquoso a 5% (EA5),
extrato aquoso a 10% (EA10), extrato aquoso a 15% (EAL5) cultivadas 23 °C. Teste
estatistico utilizado foi Kruskal-Wallis acompanhado com péds teste de Dunn para multiplas

comparagoles. Letras diferentes significam diferenca estatistica (p < 0,05).
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A macréfita S. molesta ndo apresenta raizes, apenas folhas modificadas que
realizam funcdo de raizes verdadeiras e por conta da morfologia peculiar essa

macrofita ndo ocorre a identificacdo de componentes basicos da arquitetura.

4.2.BIOMETRIA, BIOMASSA E MODELAGEM MATEMATICA

4.2.1. Egeria densa
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A quantidade de ramos produzidos pelas macrofitas submersas cultivadas em
23 °C apresentaram diferencas comparando média + desvio padrdo entre o
tratamento controle e os tratamentos de exposicdo (EA5, EA10 e EAL5). Os
tratamentos EA5, EA10 e EAL15 apresentaram menores quantidades de ramos
produzidos (1,2 = 0,05 e 1,1 £ 0,33, 1,7 = 0,68 respectivamente) (p < 0,05)
comparando com o tratamento controle (2,3 £ 1,20). As macrdfitas cultivadas em
27 °C apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) comparando os tratamentos de
exposicado com o controle. No entanto, menor quantidade de ramos foi identificada no
tratamento EA5 (1,60 = 0,57) e no tratamento controle (1,70 + 0,66). Por outro lado,
os tratamentos EA10 e EA15 apresentaram maiores quantidades de ramos (2,60 *
0,93 e 2,60 + 1,10 respectivamente) em comparacdo ao controle. Entre os
tratamentos o EA5S apresentou menores quantidades de ramos (p < 0,05) em relacéo
aos tratamentos EA10 e EA15. Comparando a quantidade de ramos brotados ao final
do experimento, os tratamentos apresentaram diferenca significativa entre as
temperaturas de 23 °C e 27 °C (Figura 13).
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Figura 13: Comparacao da quantidade média + desvio padrao de ramos produzidos pelas E.
densa (n = 30 por tratamento em cada temperatura) ao final do periodo de 60 dias. Macrdfitas
cultivadas a 23 °C (barras pretas) e macrdfitas cultivadas em 27 °C (barras listradas) expostas
aos tratamentos controle (C), extrato aquoso em concentracdo de 5% (EAD), extrato aquoso
em concentracdo de 10% (EA10), extrato aquoso em concentracdo de 15% (EA15). Teste
multiparamétrico realizado foi a ANOVA Two-way com pés teste de Tukey. Letras diferentes

indicam diferenca significativa entre os pares de tratamento em diferentes temperaturas.
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Macrdfitas submersas utilizadas no presente estudo e expostas ao tratamento
EA10 em temperatura de 27 °C apresentaram 44% mais ramos (p < 0,05) em
comparacao com as macrofitas do EA10 cultivadas em temperatura de 23 °C (Figura
13). Outro destaque foi o tratamento EA15 com macréfitas cultivadas em temperatura
de 27 °C que apresentou quase 56% a mais (p < 0,05) de ramos produzidos em
comparacdo ao EA15 a 23 °C. O tratamento controle (23 °C) nao foi diferente
estatisticamente em relacdo ao controle (27 °C). Valor parecido foi registrado para
macréfitas do tratamento EA5 em 27 °C, 56% mais ramos em comparacao as
macrofitas do tratamento EA5 em 23 °C.

Os comprimentos (mediana e valores maximos e minimos) dos fragmentos
(planta mée) no tratamento AE15 (51 cm) cultivadas a 23 °C foram maiores quando
comparando ao controle (35 cm). Por outro lado, os tratamentos AE5 (24 cm) e AE10
(30 cm) nao apresentaram diferenca significativa em comparacao ao controle (Figura
14 A). Os comprimentos dos ramos foram diferentes entre os tratamentos AE5 (13
cm) e do tratamento AE10 (10 cm) comparados ao controle (29 cm) (p < 0,05) (Figura
14 B).
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Figura 14: Comprimento mediano (limite m&ximo e minimo) dos fragmentos (A) e ramos (B)
de E. densa (n = 30) cultivadas a 23 °C e mensurados ao final de 60 dias. Barras verticais
indicam limites maximo e minimo dos tamanhos, as barras no centro das caixas indicam a
mediano dos dados. Tratamentos controle(C), extrato aquoso a 5% (EAD), extrato aquoso a
10% (EA10) e extrato aquoso a 15%. Diferenca estatistica (p < 0,05) é indicada por letras
minUsculas diferentes, o teste estatistico aplicado foi o Kruskal-Wallis e como poés teste foi 0
teste de Dunn.
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Os fragmentos das macréfitas E. densa expostos aos tratamentos extrato
aquoso a 5% (EAS5), extrato aquoso a 10% (EA10), extrato aquoso a 15% (EA15)
mantidos a 27 °C apresentaram diferenca significativa em comparagao ao controle
(Figura 15). As diferencas do comprimento final das macroéfitas expostas aos
tratamentos EA5 (mediana = 33 cm), EA10 (mediana = 36 cm) e EA15 (mediana = 36
cm) foram, respectivamente, maiores (p < 0,05) que os comprimentos finais dos
fragmentos do controle (mediana = 27) (Figura 15 A). Para o comprimento total dos
ramos produzidos ao longo do experimento foi identificado diferenca apenas entre o
tratamento controle (mediana = 12) EA15 (mediana = 17) (Figura 15 B). A mediana
dos comprimentos dos ramos ficou fora do limite interquartil dos comprimentos dos
ramos controle. Para os comprimentos dos ramos das macrofitas expostas aos
demais tratamentos, a diferenca n&o foi significativa para a medida de tendéncia

utilizada.
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Figura 15: Comprimento mediano (limite maximo e minimo) dos fragmentos (A) e ramos (B)
de E. densa (n = 30) cultivadas em temperaturas de 27 °C e mensurados ao final de 60 dias.
Barras verticais indicam limites maximo e minimo dos tamanhos, as barras no centro das
caixas indicam a mediano dos dados. Tratamentos controle(C), extrato aquoso a 5% (EAD5),
extrato aquoso a 10% (EA10) e extrato aquoso a 15%. Diferenca estatistica (p < 0,05) é
indicada por letras minUsculas diferentes, o teste estatistico aplicado foi o Kruskal-Wallis e

como pos teste foi o teste de Dunn.
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A comparacdo do comprimento total dos fragmentos de E. densa entre as
temperaturas de 23 °C e 27 °C expostos aos diferentes tratamentos foi possivel
identificar diferenca apenas entre os fragmentos do tratamento controle e o
tratamento EA15 (Figura 16). O comprimento dos fragmentos EA15 cultivados em
23 °C foram maiores (p < 0,05) (mediana = 51, maximo = 81 e minimo = 22) em
comparacao aos fragmentos do tratamento EA15 em 27 °C (mediana = 36, maximo
= 48 e minimo = 21) (Figura 13). Foi possivel notar a diferenca dos comprimentos
para os tratamentos em temperaturas diferentes, para macrofitas do tratamento
controle (23 °C) que apresentaram comprimento mediano de 57 (comprimento
maximo = 72, minimo = 30) em comparacdo as macrofitas do tratamento controle
cultivadas em 27 °C (mediana = 27, maximo = 40 e minimo = 15). Outra diferenca
notada foi entre as macrofitas do tratamento EA15 (23 °C) que apresentaram

comprimento 31% maior (p < 0,05) que as macrdfitas expostas ao tratamento EA15
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(27 °C) (Figura 16).

Figura 16: Comparacao de média + desvio padrdo do comprimento total de fragmentos das
macrofitas E. densa (n = 30 por tratamento em cada temperatura) ao final do experimento.
Macrdfitas cultivadas a 23 °C (barras pretas) e macrofitas cultivadas em 27 °C (barras
listradas) expostas aos tratamentos controle (C), extrato aquoso em concentracdo de 5%
(EAS5), extrato aquoso em concentracdo de 10% (EA10), extrato aquoso em concentragéo de
15% (EAL5). Teste multiparamétrico realizado foi a ANOVA Two-way com pos teste de Tukey.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os pares de tratamento em diferentes

temperaturas.
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Comparando o comprimento dos ramos produzidos pelas macrofitas
submersas entre as temperaturas (23 °C e 27 °C) diferencas foram identificadas (p <
0,05) apenas para os ramos das macrdfitas do tratamento controle entre as
temperaturas de 23 °C e 27 °C (mediana = 29 e 12, respectivamente) (Figura 17). Os
comprimentos dos ramos das macrofitas cultivadas em 27 °C de tratamentos EA5 e
EA10 revelaram comprimentos ligeiramente maiores (mediana = 17 e 16,
respectivamente) em comparacdo as macroéfitas dos tratamentos EA5 e EA10
(mediana = 13 e 10, respectivamente) cultivadas em 23 °C (Figura 17).
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Figura 17: Comparacdo de média + desvio padrdo do comprimento total de ramos da E.
densa (n = 30 por tratamento em cada temperatura) ao final do experimento. Macrdfitas
cultivadas a 23 °C (barras pretas) e macrdfitas cultivadas em 27 °C (barras listradas) expostas
aos tratamentos controle (C), extrato aquoso em concentragdo de 5% (EA5), extrato aquoso
em concentracdo de 10% (EA10), extrato aquoso em concentracdo de 15% (EA15). Teste
multiparamétrico realizado foi a ANOVA Two-way com pés teste de Tukey. Letras diferentes

indicam diferenca significativa entre os pares de tratamento em diferentes temperaturas.
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Mesmo que os comprimentos das macrdfitas para os tratamentos EA5, EA10
e EA15 ndo tenham sido diferentes significativamente na comparacéo entre as duas
temperaturas, foi possivel identificar variacdo de tamanho. EA5 e EA10 em
temperatura de 27 °C (mediana = 17 e 16, respectivamente) foram diferentes dos
tratamentos EA5 e EA10 (mediana = 13 e 10, respectivamente) das macrofitas

cultivadas na temperatura de 23 °C (Figura 14).

4.2.2. Modelagem matematica de E. densa

O crescimento cumulativo dos fragmentos de E. densa mostrou diferencas
entre os tratamentos ao longo de 60 dias de experimento para as plantas cultivadas
em temperatura de 23 °C. Comparando os parametros de crescimento dos
fragmentos entre os tratamentos, o tratamento controle indicou o maior valor de

crescimento cumulativo com tendéncia de estabilizacdo apds o 55° dia do bioensaio.

A parametrizagao do crescimento dos fragmentos das macrofitas cultivadas em

temperatura constante de 23 °C indicou que o tratamento com AE15 apresentou o
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segundo maior valor de K (51,0 £ 1,3 cm), préximo ao tratamento controle (54,7 +
10,1 cm) (Tabela 3). Os tratamentos com menores valores de K foram AE5 (33,2 cm)
e AE10 (37,2 cm). AE10 apresentou o 4 na mesma ordem de magnitude observada
no tratamento controle e AE15 (Tabela 3). O tempo de duplicacéo (tq) foi de 8,0 dias
para as macrdfitas do tratamento controle e 8,3 para o tratamento AE10 e 8,6 para o
AE15. O tratamento AE5 apresenta um tq 1,8 vez maior do que outros tratamentos
(Tabela 3). O coeficiente de determinacéo (r?) ficou entre 97 e 99% indicando alta
confiabilidade nos valores obtidos em funcédo da modelagem. Apds duas semanas de
crescimento com facil identificacdo da fase log do crescimento, o tratamento controle
comecou a se estabilizar, ou seja, iniciou a fase estacionaria de crescimento (Figura
18 A). Por outro lado, os tratamentos AE5 e AE10 apresentaram um crescimento
continuo sem definicdo entre as fases de crescimento e sem indicios de estabilizacéo
(Figura 18 B, C). O tratamento AE15 apresentou crescimento acentuado, sem
identificacédo das fases log e lag de crescimento e estabilizou no 50° dia (Figura 18
D).

Figura 18: Média (x desvio padrdo) de comprimento (crescimento cumulativo [cm]) dos
fragmentos de E. densa (n = 30 cada tratamento) durante 60 dias em condi¢cfes controladas
de 23 °C e luz (12/12 dia-noite). (A) tratamento de controle, (B) AE5 (extrato aquoso a 5%),
(C) AE10 (extrato aquoso a 10%) e (D) AE15 (extrato aquoso a 15%). Barras verticais sdo

desvios padroes.
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Tabela 3: Pardmetros de crescimento de fragmentos e ramos de E. densa (n = 30 por tratamento) durante 60 dias em condi¢des controladas
de 23 ° C e luz (12/12 dia-noite). A parametrizacdo do modelo aplicada foi a Equacéo 1, onde: (K) comprimento total da planta, () coeficiente
de crescimento (dial), (td) tempo de duplicacdo e (r?) é o coeficiente de determinacdo do modelo matematico. (C) tratamento de controle, (AE5)

extrato aquoso 5%, (AE10) extrato aquoso 10%, (AE15) extrato aquoso 15%.

Parametros de Fragmentos Ramos
crescimento C AE5 AE10 AE15 C AE5 AE10 AE15
K (cm) 54,7+10,1 33,8%£1,8 37,2+0,9 51,0+1,3 29,1£1.5 17,0£1,4 24,1128 21,4+0,6
U (dia?) 0,086+0,004 0,046+0,004 0,084+0,006 0,080+0,007 0,079+0,007 0,047+0,004 0,044+0,008 0,081+0,008
td 8,1 15,1 8,3 8,6 8,8 8,7 15,7 8,5

r2 0,99 0,98 0,98 0,98 0,98 0,99 0,97 0,98
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O inicio do brotamento de ramos de E. densa do tratamento controle foi ao final
da primeira semana (ao 7° dia do inicio do experimento) (Figura 19 A). AE5 produziu
ramos a partir da segunda metade da 12 semana (entre o 4° e o 5° dia do inicio do
experimento). Ramos do EA10 brotam na metade da 22 semana (Figura 19 B e C) e
0 Unico tratamento que produziu ramos desde o inicio do experimento foi o tratamento
AE15 (Figura 19 D). Nao foi identificado as fases de crescimento dos ramos em
nenhum tratamento, além disso, as macrofitas do tratamento EA15 apresentaram
estabilizacdo do crescimento por volta do 45° dia e com maior variacdo entre os
diferentes comprimentos. Além das macrdfitas do tratamento EA15 ndo houve sinal

de estabilizacdo do crescimento em nenhum outro tratamento.

Figura 19: Média (+ desvio padrdo) do comprimento (crescimento cumulativo [cm]) dos ramos
de E. densa (n = 30 cada tratamento) durante 60 dias em condi¢des controladas de 23 °C e
luz (12/12 dia-noite). (A) tratamento de controle, (B) AE5 (extrato aquoso a 5%), (C) AE10
(extrato aquoso a 10%) e (D) AE15 (extrato aquoso a 15%). Barras verticais sdo desvios

padréo.
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A avaliacdo dos parametros de crescimento também foi usada para monitorar
o desenvolvimento de ramos de E. densa cultivadas em temperatura de 23 °C (Tabela
3). O tratamento AE5 exibiu um comprimento maximo menor dos ramos (17,0 + 1,4
cm) em comparacdo ao tratamento de controle (Tabela 3). O tratamento AE15

também apresentou ramificacbes com comprimento maximo menor (21,4 + 0,6 cm)
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do que o tratamento controle (29,1 + 1,5 cm) e 0 AE10 (24,1 £ 12,8). O coeficiente de
crescimento () dos ramos variou entre os tratamentos e o menor valor foi identificado
para o tratamento AE10 seguido pelo EA5 (Tabela 3).

O padrao de crescimento cumulativo dos fragmentos de macrofitas submersas
expostas aos diferentes tratamentos mostrou diferencas ao longo do experimento
para as plantas cultivadas em temperatura de 27 °C. Os exemplares de macrdfitas do
tratamento controle apresentaram crescimento sem fase log definida, tendendo a
estabilizacdo ao 45° dia de experimento (Figura 20 A). Diferentemente, o tratamento
EAS5 indicou crescimento cumulativo e fase log bem definida e apresentou tendéncia
de estabilizacdo do crescimento apds o 50° dia do bioensaio (Figura 20 B). Por outro
lado, o crescimento cumulativo dos tratamentos EA10 e EA15 nao apresentou indicios

de estabilizacdo do crescimento (Figura 20 C e D).

Figura 20: Média (+ desvio padrao) de comprimento (crescimento cumulativo [cm]) de
fragmentos de E. densa (n = 30 cada tratamento) durante 60 dias em condi¢cfes controladas
de 27 °C e luz (12/12 dia-noite). (A) tratamento de controle, (B) AE5 (extrato aquoso a 5%),
(C) AE10 (extrato aguoso a 10%) e (D) AE15 (extrato aquoso a 15%). Barras verticais sdo

desvios padrbes.
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O inicio do surgimento dos ramos das macrdfitas submersas cultivadas a 27 °C
foi variavel (Figura 21 A). O brotamento dos ramos em macrofitas do tratamento

controle e EA15 iniciou logo nos primeiros dias de experimento e em ambos 0s



64

tratamentos ndo é possivel identificar as fases de crescimento (log e lag) (Figura 21
A e D). Para as macrdfitas do tratamento EAS foi identificado que o inicio da brotagéo
foi ao final da primeira semana (por volta do sexto dia) e ja é possivel identificar as
fases do crescimento (Figura 21 B). J& o tratamento EA10 ocorreu inicio de brotacéo
entre os dias trés e quatro a partir do inicio do experimento e ndo apresentou as fases

de crescimento definidas (Figura 21 C).

Figura 21: Média (+ desvio padrdo) do comprimento (crescimento cumulativo [cm]) dos ramos
de E. densa (n = 30 cada tratamento) durante 60 dias em condi¢cdes controladas de 27 °C e
luz (12/12 dia-noite). (A) tratamento de controle, (B) AE5S (extrato aquoso a 5%), (C) AE10
(extrato aquoso a 10%) e (D) AE15 (extrato aquoso a 15%). Barras verticais sédo desvios
padréo.
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O desenvolvimento de ramos de E. densa cultivadas em temperatura de 27 °C
foi avaliado por meio dos parametros de crescimento (Tabela 4). As plantas que
apresentaram os maiores valores de comprimento total (K) foram as macrofitas
expostas aos tratamentos EA10 e EA15 quando comparadas com o controle (Tabela
4). O coeficiente de crescimento (u) dos ramos variou entre 0s tratamentos; o
tratamento AE10 apresentou o menor coeficiente de crescimento dos ramos entre
todos os tratamentos (Tabela 4). Ja em relacéo ao tempo de duplicacao, o tratamento

EAS foi 0 que apresentou macrofitas com o menor valor médio (x desvio padrao) entre
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todas as macrofitas dos outros tratamentos (Tabela 4). Para todos os parametros
avaliados o coeficiente de determinacgao foi de 99% na maioria dos tratamentos, iSSo
mostra que a distribuicdo dos valores de crescimento convergiu com o modelo

matematico proposto.



66

Tabela 4: Parametros de crescimento de fragmentos e ramos de E. densa (n = 30 por tratamento) durante 60 dias em condi¢cdes controladas
de 27 ° C e luz (12/12 dia-noite). A parametrizacdo do modelo aplicada foi a Equacéo 1, onde: (K) comprimento total da planta, (i) coeficiente
de crescimento (dial), (td) tempo de duplicacdo e (r2) é o coeficiente de determinacdo do modelo matematico. (C) tratamento de controle, (AE5)

extrato aquoso 5%, (AE10) extrato aquoso 10%, (AE15) extrato aquoso 15%.

Parametros de Fragmentos Ramos
crescimento C AES5 AE10 AE15 C AE5 AE10 AE15
K (cm) 28,4+0,5 33,1+0,4 35,4+0,9 37,9+0,9 13,6+0,6 16,5+0,3 22,9429 20,6+0,6
U (dia?) 0,029+0,004 0,010+0,004 0.083+0,006 0,066+0,004 0,066+0,006 0,144+0,008 0,056+0,005 0,082+0,004
td 13,1 6,9 8,4 10,5 10,5 4,8 12,3 8,5

r2 0,99 0,99 0,99 0,99 0,98 0,99 0,99 0,99
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4.2.3. Salvinia molesta

O comprimento de rizomas dos exemplares de S. molesta cultivadas a 23 °C
apresentou diferenca apenas para as macrofitas expostas ao tratamento EA10
(mediana = 0,3 cm) em comparacdo as macrofitas expostas ao tratamento controle
(mediana = 1,3 cm) (Figura 22). As macrdfitas flutuantes expostas ao tratamento

EA15 ndo apresentaram producédo de rizomas.

Figura 22: Comprimento mediano (limite maximo e minimo) dos rizomas de S. molesta (n =
30) cultivadas a 23 °C e mensurados ao final de 60 dias. Barras verticais limites maximo e
minimo dos tamanhos, as barras no centro das caixas indicam a mediano dos dados.
Tratamentos controle(C), extrato aquoso a 5% (EAS5), extrato aquoso a 10% (EA10), extrato
aquoso a 15% (EA15). Diferenca estatistica (p < 0,05) é indicada por letras minusculas
diferentes, o teste estatistico aplicado foi o Kruskal-Wallis e como poés teste foi o teste de
Dunn.
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Ndo foi possivel realizar a parametrizacdo do crescimento dos brotos de
estagio um de desenvolvimento da S. molesta cultivada a 23 °C.

4.2.4. Biomassa de Egeria densa

A biomassa seca (média + desvio padréo) da parte autotréfica (caules e folhas)
de E. densa cultivada em temperatura de 23 °C apresentou diferenca significativa (p
< 0,05) na comparacao dos tratamentos AE5 (0,099 £ 0,029 g), AE10 (0,096 + 0,02 2
g) e AE15 (0,140 = 0,067 g) com o tratamento de controle (0,180 + 0,068 g) (Figura



68

23). Mas, mesmo ndo tendo sido identificada diferenca estatistica entre os
tratamentos de exposicdo, € possivel ver que o tratamento AE15 foi 1,4 vezes maior
do que AE5 e AE10.

Figura 23: Média (+ desvio padrado) da biomassa seca da parte autotréfica de E. densa (n =
30 por tratamento) mensurada ao final do experimento, temperatura 23 °C e iluminacéo de
12/12 (dia e escuro). Controle (C), extrato aquoso em concentracdo de 5% (EA5), extrato
aquoso em concentracao de 10% (EAL0) e extrato aquoso em concentracao de 15% (EA15).
Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0.05) comparando com o tratamento
controle. Barras verticais indicar o desvio padrao para cada variavel. Teste estatistico utilizado

foi Kruskal-Wallis e aplicacao do teste de Dunn como pos teste.

o o
N w
L 1

Biomassa seca (g)
o
-
L

0.0
Cc EAS EA10 EA15

A comparacdo da biomassa seca da parte autotrofica de E. densa (n = 30
macrofitas por tratamento) expostas aos tratamentos controle, EA5, EA10 e EA15 em
temperatura de 27 °C revelou diferenca significativa. As macréfitas expostas ao
tratamento EA15 apresentaram menor biomassa seca (0,65 + 0,01 g) em comparacéo
as plantas do tratamento controle (0,13 £ 0,04 g) (Figura 24). Os tratamentos EA5 e
EA10 ndo apresentaram diferenca significativa em relagéo as plantas do tratamento
controle, mas foi possivel notar que EA5 e EA10 apresentaram biomassas
ligeiramente maior (0,14 + 0,03 g e 0,15 £ 0,02 g, respectivamente) que as plantas do

tratamento controle.

Figura 24: Média (+ desvio padrédo) da biomassa seca da parte autotrofica de E. densa (n =

30 por tratamento) mensurada ao final do experimento, temperatura 27 °C e iluminagéo de
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12/12 (dia e escuro). Controle (C), extrato aquoso em concentragao de 5% (EAS), extrato
agquoso em concentracao de 10% (EA10) e extrato aquoso em concentracdo de 15% (EA15).
Letras diferentes indicam diferenga significativa (p < 0.05) comparando com o tratamento
controle. Barras verticais indicar o desvio padrdo para cada variavel. Teste estatistico utilizado
foi Kruskal-Wallis e aplicacao do teste de Dunn como pos teste.
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Comparacéo entre biomassa seca de E. densa expostas aos trés tratamentos
e o controle em temperatura de 23 °C e 27 °C revelou diferencas significativas (Figura
25). De maneira geral, ndo houve um padrédo na diferenca entre as amostras pois,
apenas as plantas do controle (0,18 = 0,07 g) e tratamento EA15 (0,14 + 0,07);
cultivadas em 23 °C apresentaram maiores valores de biomassa em comparacéo as
macrofitas expostas aos mesmos tratamentos cultivadas em 27 °C (controle: 0,13 +
0,04 g e EA5: 0,06 £ 0,01) (Figura 25). As macrofitas dos tratamentos EA5 e EA10
(0,09 £ 0,1 e 0,09 + 0,1, respectivamente) em temperatura de 23 °C foram menores
em relacdo as macrdfitas dos tratamentos homoélogos cultivadas (EA5: 0,14 + 0,03 e
EA10: 0,15 + 0,02) em temperatura de 27 °C (Figura 25).



70

Figura 25: Comparac¢do da biomassa seca (média *+ desvio padrdo) da parte autotréfica das
macrdfitas submersas (n = 30 macrdfitas por tratamento) ao final de 60 dias. Barras pretas
séo referentes a plantas cultivadas em temperatura de 23 °C. Barras cinzas séo referentes a
plantas cultivadas em temperatura de 27 °C. Controle (C), extrato aquoso a concentracéao de
5% (EAD), extrato aquoso a concentracéo de 10% (EA10), extrato aquoso a concentracao de
15% (EAL5). Teste multiparamétrico realizado foi a ANOVA Two-way com pos teste de Tukey.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os pares de tratamento em diferentes

temperaturas.
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4.2.5. Biomassa de Salvinia molesta

Os resultados da avaliacdo da biomassa seca da parte autotréfica da macrdfita
S. molesta indicou diferenca significativa entre os tratamentos das macréfitas
cultivadas a 23 °C. O tratamento com que apresentou menor biomassa seca foi o
tratamento EA15 (0,0021 + 0,00072) quando comparado com o tratamento controle
(0,0056 + 0,0034), tratamentos EA5 (0,0093 + 0,004) e EA10 (0,014 + 0,0051) (Figura
26). E possivel notar que ocorreu grande diferenca entre os tratamentos, o tratamento

EA15 apresentou macrofitas com menores valores das varidveis avaliadas.
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Figura 26: Média (+ desvio padrdo) da biomassa seca da parte autotrofica de S. molesta (n
= 30 por tratamento) mensurada ao final do experimento, temperatura 23 °C e iluminacéo de
12/12 (dia e escuro). Controle (C), extrato aquoso em concentracdo de 5% (EA5), extrato
agquoso em concentracao de 10% (EA10) e extrato aquoso em concentracdo de 15% (EA15).
Letras diferentes indicam diferenga significativa (p < 0.05) comparando com o tratamento
controle. Barras verticais indicar o desvio padrao para cada variavel. Teste estatistico utilizado

foi Kruskal-Walllis e aplicacédo do teste de Dunn como pés teste.
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4 .3.Parte Heterotroéfica

4.3.1. Egeria densa

O numero de raizes para E. densa ndo apresentou diferenca significativa
comparando as macrdfitas cultivadas a 23 °C e 27 °C para os diferentes tratamentos.
Além da quantidade de raizes nao ter revelado diferenca estatistica, 0 comprimento

das raizes também nao apresentou diferencas estatistica (p > 0,05).

Quanto ao comprimento das raizes foi identificada diferencas sutis tanto para
macrofitas cultivadas em temperatura de 23 °C. O comprimento mediano (maximo e
minimo) das raizes para a temperatura de 23 °C apresentou diferenca significativa (p
< 0,05) para o tratamento AE5 (29 cm) quando comparado com o controle (39 cm) e
os tratamentos AE10 (36 cm) e AE15 (41 cm) (Figura 27).

Figura 27: Comprimento mediano total de raizes de E. densa (n = 30) cultivadas por 60 dias
em temperatura de 23 °C e fotoperiodo de 12/12 horas claro e escuro. Tratamento controle
(C), extrato aquoso a 5% (EAS5), extrato aquoso a 10% (EA10), extrato aquoso a 15% (EA15).
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Diferenca estatistica é indicada por letras diferentes (p < 0,05), teste estatistico utilizado foi
Kruskal-Wallis.
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A mensuracdo do comprimento das raizes de macrofitas expostas aos
diferentes tratamentos (controle, EA5, EA10 e EA15) a 27 °C néo revelou diferenca
significativa. Por outro lado, comparando o comprimento das raizes das macréfitas
expostas aos diferentes tratamentos (controle, EA5, EA10 e EA15) entre
temperaturas diferentes (23 °C e 27 °C) foi identificada diferenca significativa.
Macrofitas expostas ao tratamento EA5 em temperatura de 23 °C apresentaram
menores comprimento de raizes (28,0 + 7,0 cm) em comparagdo aos comprimentos
das raizes de macrdfitas expostas ao tratamento EA5 em temperatura de 27 °C (44,4
+ 11,3 cm) (Figura 28). Para o comprimento das raizes das macréfitas expostas aos
tratamentos controle, EA10 e EA15 nado houve diferenca quando comparadas entre

as diferentes temperaturas.
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Figura 28: Comparacao do comprimento médio + desvio padrédo de raizes de E. densa (n =
30 por tratamento em cada temperatura) mensurada ao final do experimento. Macréfitas
cultivadas em temperatura de 23 °C (barras pretas) e macréfitas cultivadas em 27 °C (barras
listradas) expostas aos tratamentos controle (C), extrato aquoso em concentracdo de 5%
(EAS5), extrato aquoso em concentracdo de 10% (EA10), extrato aquoso em concentragéo de
15% (EAL5). Teste multiparamétrico realizado foi a ANOVA Two-way com pos teste de Tukey.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os pares de tratamento em diferentes

temperaturas.
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A biomassa da parte heterotréfica (raizes) apresentou diferencas significativas
entre os tratamentos para as macrofitas cultivadas em temperatura de 23 °C (Tabela
5).

Tabela 5: Biomassa seca média (+ desvio padrao) das raizes de E. densa (n = 30 macrofitas
por tratamento) cultivadas a 23 °C e 27 °C e periodo luminoso de 12/12 (dia/noite). Controle
(C), extrato aquoso a concentracdo de 5% (EAS5), extrato aquoso a concentracdo de 10%
(EAL10), extrato aquoso a concentracdo de 15% (EA15). Para a comparacdo entre 0s
tratamentos de mesma temperatura foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis com pos teste de
Dunn e letras minusculas indicam diferenca entre 0s grupos cultivados na mesma
temperatura. A comparacao de biomassa seca de cada tratamento em funcéo da temperatura
foi aplicado teste multiparamétrico ANOVA Two-way com poés teste de Tukey, letras
maiusculas diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05) entre as temperaturas e letras

mindsculas indicam diferenca significativa entre os tratamentos.

Biomassa (g)
Temperatura (°C) C EAS EA10 EA15

23°C 0,06£0,0742 0.02+0,01g; 0,01+0,01sc. 0,04+0,05a0
27 °C 0,02+0,02ca 0.01+0,008, 0,01+0,00s, 0,01+0,008p
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A biomassa seca do tratamento controle foi 4 vezes maior do que AE5, 4,5
vezes maior do que os tratamentos AE10 e 1,4 vezes maior do que AE15. Entre os
trés tratamentos notamos diferenca significativa (p < 0,05) quando comparamos o
tratamento AE15 (0,064 + 0,07 g) com AE5 (0,016 + 0,012 g) e AE10 (0,045 + 0,049
g) (Tabela 5). A biomassa seca das raizes de macrdfitas cultivadas em temperatura
de 27 °C também apresentou diferenca entre as macrofitas dos tratamentos em
comparacao as macrdfitas do tratamento controle (Tabela 5). Identifiquei diferenca
significativa quando comparada a biomassa seca das raizes de cada tratamento entre
as temperaturas de 23 °C e 27 °C. As macrdfitas (tratamento controle) cultivadas em
temperatura de 27 °C apresentaram 33% menos biomassa seca em comparacao as
macrofitas cultivadas em 23 °C. Outro tratamento cujas macroéfitas apresentaram
diferenca significativa quando comparadas entre as temperaturas foram do
tratamento EA15. As macrofitas cultivadas a 27 °C apresentaram biomassa seca das

raizes 25% menores que macrofitas cultivadas em temperatura de 23 °C (Tabela 5).

4.3.2. Salvinia molesta

A quantidade de raizes produzidas pela S. molesta diferiu entre os tratamentos,
comecando pelo tratamento EA15 que ndo produziu raiz. Comparando os tratamentos
EA5 (4,0 £ 1,0) e EA10 (3,2 =+ 1,1) com as macrdfitas do tratamento controle (1,7 £
1,3) ficou evidente que as macrofitas expostas a menor concentracdo de extrato
produziram mais raizes em comparacdo com as macrofitas dos tratamentos controle
e EA10 (Figura 29).
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Figura 29: Quantidade média + desvio padrdo de raizes produzidas pela S. molesta (n = 30
macrdfitas por tratamento) ao final do experimento. Controle (C), extrato aquoso a 5% (EA5S),
extrato aquoso a 10% (EA10), extrato aquoso a 15% (EA15). Diferenca estatistica é indicada

por letras diferentes (p < 0,05), teste estatistico utilizado foi Kruskal-Wallis.
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A mensuracdo do comprimento das raizes revelou diferencgas estatistica entre
todos os tratamentos (controle, EA5 e EA10). O tratamento EA10 (mediana = 8,6 cm)
foi 0 que apresentou maior comprimento de raizes em comparacdo com o controle

(mediana = 2,1 cm) e EA5 (mediana = 5,7 cm) (Figura 30).

Figura 30: Comprimento mediano (limite superior e limite inferior) das raizes de macroéfitas
S. molesta expostas a dois concentracdes de extrato aquoso e um tratamento sem o extrato:
controle (C), extrato aquoso a 5% (EAb), extrato aquoso a 10% (EA10). Diferenca estatistica

€ indicada por letras diferentes (p < 0,05), teste estatistico utilizado foi Kruskal-Wallis.
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A alocacgdo de biomassa para as raizes da S. molesta seguiu um padrdo de
diferencga similar ao que ocorreu com o comprimento das raizes. S. molesta expostas
ao tratamento EA10 apresentaram a maior biomassa seca em comparagao aos outros
tratamentos. Enquanto as macrofitas cultivadas no tratamento controle apresentaram
0,002 + 0,0007 g de biomassa seca de raizes o tratamento EA10 apresentaram 4
vezes mais biomassa (0,0076 + 0,0036). S. molesta expostas ao tratamento EA5

ocorreu valor intermediario de biomassa seca (0,0036 + 0,002) (Figura 31).

Figura 31: Média + desvio padrédo da biomassa seca de raizes da S. molesta (n = 30
por tratamento) mensurada ao final do experimento, temperatura 23 °C e iluminacédo de
12/12 (dia e escuro). Controle (C), extrato aquoso em concentracdo de 5% (EA5S), extrato
aquoso em concentracao de 10% (EA10) e extrato aquoso em concentracdo de 15% (EA15).
Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0.05) comparando com o tratamento
controle. Barras verticais indicar o desvio padrédo para cada variavel. Teste estatistico utilizado
foi Kruskal-Wallis e aplicacao do teste de Dunn como pos teste.
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5. DISCUSSAO

Estudos identificaram biocompdsitos alelopaticos metabolizados em 6rgéos
das macrofitas do género Typha spp., incluindo a espécie T. domingensis,
apresentam aleloquimicos como esteroides e acidos graxos (ALIOTTA et al., 1990),
2-clorofenol e salicilaldeido (GALLARDO; MARTIN; MARTIN, 1998; PRINDLE;
MARTIN, 1996). O extrato utilizado de T. domingensis no presente estudo identificou
a presenca de aleloquimicos de diversos grupos quimicos (Anexo A). No que tange a
arquitetura da macrdfita, a temperatura de 27 °C favoreceu a producdo de NO e CO
em E. densa. E. densa estd inserida em um ambiente aquatico que apresente
equilibrio ecoldgico sua presenca pode ser benéfica para toda comunidade aquatica.
A temperatura pode afetar positivamente o crescimento e desenvolvimento da
espécie E. densa (HARAMOTO; IKUSIMA, 1988; YARROW et al., 2009) e a presenca
do extrato em maior concentracdo (tratamento EA15 — 23 °C e 27 °C) pode ter inibido
a extenséo da copa (Figuras 5 e 6). Por outro lado, plantas dos demais tratamentos
(EA5 e EA10) podem ter apresentado maior crescimento devido a presenca de
possiveis compostos aleloqguimicos. Nesse sentido, determinados aleloquimicos
apresentam caracteristicas que podem proporcionam as plantas maior resisténcia a
alteracdes ambientais (EINHELLIG; ECKRICH, 1984).

Taxa de crescimento e tempo de duplicacdo fazem parte de parametros de
crescimento que revelam as estratégias de ocupacao de uma area pelas macrofitas
(BIANCHINI et al., 2015). Outros pesquisadores tém mostrado que a taxa de
crescimento da E. densa pode variar de 0,009 a 0,107 dia! (PISTORI et al., 2004).
Ainda, MACHADO, R.; BIANCHINI, I.; CUNHA-SANTINO, M. B. (2020) identificaram
gue E. densa expostas a temperaturas de 27 °C apresentaram crescimento maior que
as macrofitas em 25 °C. No presente estudo, foi verificado que em condi¢cdes
controladas ex situ a taxa de crescimento de fragmentos e ramos secundarios foram
abaixo da taxa de crescimento do controle e o tempo de crescimento foi maior (Tabela
3). Essa pode ser uma resposta a presenca da menor concentracao de extrato (5%)
aplicada no tratamento EA5. Dessa forma, macrofitas submersas (como E. densa)
gue experimentam temperaturas acima de 23 °C podem apresentar copa mais
extensa na presenca de compostos potencialmente alelopaticos. Ou seja, tanto os

fragmentos quanto ramos ndo apresentaram parametros 6timos de crescimento,
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condicdo que pode afetar negativamente a propagacao da espécie. Por outro lado,
pesquisadores tém mostrado que espécies invasivas apresentam grande resisténcia
e resiliéncia frente a fatores estressantes (biéticos ou abioticos) (THIEBAUT et al.,
2020). No caso da macrdfita flutuante S. molesta, a arquitetura ndo apresentou
diferenca estatistica, fato que pode estar relacionado com a fase de desenvolvimento.
Espécies que apresentam reproducdo assexuada desenvolvem estratégias de
colonizagdo como a arquitetura complexa dos rizomas como € o0 caso da S. molesta
(ROOM, 1983; 1988).

O numero de ramos produzidos por E. densa, expostas ao AE5 (23 °C),
diminuiu as chances de sobrevivéncia dos novos ramos no ambiente. Por outro lado,
a exposicao das macrofitas do AE15 (23 °C e 27 °C) no tratamento quantidade dos
ramos foi diferente ao controle, ou seja, as concentracdes dos tratamentos AE10 e
AE15 parece néo ter interferido na regeneracdo das plantas. Regeneracdo é a
capacidade de desenvolvimento (de crescer e se estabelecer no ambiente) que um
fragmento de macrdfita apresenta apds seu desprendimento da planta original
(BARRAT-SEGRETAIN; BORNETTE; HERING-VILAS-BOAS, 1998; RIIS: MADSEN;
SENNELS, 2009). No caso das macrofitas cultivadas a 27 °C a presenca de extrato
associada a temperatura pode ter estimulado a producdo de ramos. Em uma
comunidade onde ocorra maior quantidade de ramos produzidos pode indicar que em
um cenario com temperatura acima de 23 °C a E. densa é capaz de propagacao. Esse
fato corrobora com os dados encontrados por HARAMOTO; IKUSIMA (1988) onde
notaram que em altas temperaturas a E. densa pode dominar o ambiente. Ainda,
outros pesquisadores identificaram que o crescimento de E. densa é favorecido em
temperaturas altas. MACHADO; BIANCHINI; CUNHA-SANTINO (2020) identificaram
gue mesmo em diferentes niveis de turbidez, quando a E. densa foi cultivada em
temperatura de 27 °C ocorreu favorecimento do crescimento. Outro grupo de
pesquisadores notou que mesmo nha presenca de surfactantes em diferentes
concentragbes E. densa apresentou maior crescimento em comparacdo com
tratamento controle (WANDERLEY; BIANCHINI; CUNHA-SANTINO, 2021).

Para a macrofita flutuante, S. molesta, ndo houve estimulo de producéo para
rizomas laterais. Dessa forma, a estabilidade da comunidade pode ser fragilizada, ja
gue S. molesta tem como estratégia de colonizacdo a expansdo de ramos laterais
(BARTHELEMY; CARAGLIO, 2007; ROOM, 1984). Em adic&o, fatores bioticos como
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presenca de fito-horménios que regulam desde o &ngulo de inser¢cdo de ramos (no
caso da E. densa) ou rizomas (no caso da S. molesta) bem como fatores ambientais

(ROOM, 1984) podem alterar a capacidade de propagacdo da macrofita.

Ndo s6é a producdo de novos ramos, mas também o alongamento de
fragmentos e ramos foram afetados. Em condi¢cdes de bioensaio E. densa tendeu a
apresentar altas taxas de crescimento com variacao tq (de alguns dias a semanas) e
o0 crescimento maximo é controlado pela densidade de espécimes (PISTORI;
CAMATGO; HENR-SILVA, 2004). Nessa pesquisa foram identificados ambos os
efeitos (inibicdo e estimulacéo) no crescimento e desenvolvimento das macréfitas. O
crescimento de E. densa no tratamento AE5 a 23 °C apresentou 0os menores valores
de alongamento para os fragmentos e ramos. De maneira geral, as macréfitas
responderam positivamente a presenca de extrato em ambas as temperaturas, 23 °C
e 27 °C. Vérios pesquisadores demonstram que a temperatura € um dos fatores
determinantes para o crescimento de macrofitas aquaticas (PISTORI; CAMATGO;
HENR-SILVA, 2004; RIIS et al., 2012; RIIS; MADSEN; SENNELS, 2009). Mas no caso
do presente estudo € possivel notar que referente ao comprimento de ramos e
fragmentos as plantas expostas apresentaram aumento. Dito isso, Bottino et al.
(2018) indicaram que lixiviado de Pistia stratiotes (macrofita flutuante) resultou em
aumento na produgdo de Chlamydomonas moewusii provavelmente devido a
concentracdo de matéria organica dissolvida (MOD). O menor crescimento dos
fragmentos apresentado pelas macrofitas expostas ao AE5 em 23 °C pode ter sido
influenciado pela possivel presenca de compostos fendlicos como alguns tipos de
flavonoides, compostos que sé&o encontrados na T. domingensis (GALLARDO et al.,
1999; PRINDLE; MARTIN, 1996). Em adicdo, macrdfitas cultivadas em temperatura
de 27 °C apresentaram menores comprimentos em comparacdo as macrofitas
cultivadas em temperatura de 23 °C que pode ser devido a possivel combinacao de
alta temperatura e presenca do extrato. Os compostos fenélicos desempenham um
papel importante no transporte de elétrons nas enzimas envolvidas no fotossistema,
resultando em menor eficiéncia na assimilacdo de nutrientes (LEU et al., 2002). Os
bioensaios com S. molesta demonstraram que o estagio um de desenvolvimento é
vulneravel a agentes estressores. Tanto a falta de desenvolvimento da arquitetura
guanto pelo comprimento dos rizomas das macrofitas expostas ao tratamento EA10

(Figura 15) é possivel que a presenca do EA possa ter afetado o crescimento de
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novos ramos. Como em uma pesquisa conduzida por GALLARDO, M. T.; MARTIN,
B. B.; MARTIN, D. F. (1998), observaram que o extrato de T. domingensis provocou
inibicdo do crescimento de S. molesta de maneira similar ao que 0os compostos
sintéticos 2-clorofenol e salicilaldeido provocaram. Menor quantidade de NO e CO
aliados a menores comprimentos de ramos podem ser indicios de que o processo de
crescimento e desenvolvimento da S. molesta foi afetado, pelo menos a 23 °C. Dessa
forma, pode ndo ocorrer o aumento populacional de S. molesta, mesmo que em uma

regiao rica em nutrientes.

As macrofitas sdo reconhecidamente os principais produtores primarios nos
sistemas aquaticos continentais, ultrapassando 50% da producéo total (WETZEL,
1990). Nesse sentido, outro fator que talvez tenha influenciado o estimulo ao
crescimento das E. densa cultivadas no tratamento AE15 pode estar relacionado ao
sinergismo e a concentracdo de diferentes biomoléculas (GHEZAL et al., 2017;
LORENZEN et al.,, 2001; MENDES; VERMELHO, 2013). Ghezal et al. (2017)
observaram o estimulo ao crescimento de mudas de pera em um experimento
realizado com diferentes tipos de extratos de Typha angustifolia, incluindo extrato
aquoso. Ainda, diferentes autores tém demonstrado que macréfitas aquaticas sédo as
maiores responsaveis pela disponibilidade de matéria organica dissolvida (MOD)
(BOTTINO et al., 2018; WETZEL, 2001). Esta pode ser uma outra possivel explicacao
para o crescimento da E. densa exposta ao AE15 terem apresentado em fragmentos

€ ramos.

A arquitetura e comprimento médio das raizes de E. densa no tratamento AE5
em 23 °C configurou uma extensdo menor do sistema radicular. Assim, com menor
alongamento da raiz, sua capacidade de transporte de nutrientes (PEDERSEN, 1993;
PEDERSEN; SAND-JENSEN, 1993) talvez tenha afetado o desenvolvimento da
macrofita. Gallardo et al. (1998) mostraram que o extrato aquoso de raizes de T.
domingensis inibiu o crescimento da macroéfita S. minima (Willd.). Dessa forma,
valores menores de comprimento radicular, podem estar relacionados a inibicdo de
processos metabdlicos ligados a sintese de proteina fosfatase causada por diferentes
tipos de biocompostos alelopaticos (AMORIM; ULISSES; MOURA, 2017; LUAN,
2003; SMITH; WALKER, 1996). Dito isso, pode ser que o motivo das macrofitas
cultivadas terem apresentado diferenca na comparacdo de arquitetura pode estar

relacionada com a temperatura do que com 0s extratos.
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Plantas expostas aos tratamentos AE10 e AE15 apresentaram 0S maiores
valores de conectores (CO) e nés (NO) e com uma arquitetura extensa poderiam
suportar o crescimento de uma nova coorte de ramos. E. densa apresenta dois
mecanismos de assimilacdo de carbono, via C3 e C4 (PRINS; ELZENGA, 1989;
RASCIO et al., 1991), e uma possivel maior concentragdo de carbono inorganico
presente em maior concentracao talvez tenha estimulado a producdo de uma nova
coorte (GRACE, 1993; UMETSU; EVANGELISTA; THOMAZ, 2012). A classe de
aleloquimicos que ocorre em concentracdes mais elevadas em extratos aquosos de
T. domingensis sdo &cidos graxos essenciais, acido linoléico e alfa-linoléico
(GALLARDO-WILLIAMS et al., 2002) que podem ser uma fonte de nutrientes para
algumas espécies em baixas concentracfes. Ainda, alguns estudos mostraram que
plantas com raizes dicotbmicas sdo mais eficientes na aquisicdo de nutrientes e
requerem menos energia para a producao e apresentam rapido crescimento radicular
(HUANG et al., 2018; JACKSON; MOONEY; SCHULZE, 1997). E. densa apresenta
sistema radicular dicotbmico de raizes que se caracteriza por um sistema radicular
sem a presenca de uma raiz central e longa (BOUMA et al., 2001; FITTER, 2008).

Espécies com habilidade de se tornarem invasoras alteram a alocacdo de
nutrientes para que possam se reproduzir, nesse caso, propagar novos ramos
(BARRAT-SEGRETAIN, 2001; BARRAT-SEGRETAIN; BORNETTE; HERING-
VILAS-BOAS, 1998) como ¢ o caso da E. densa. Para E. densa em todos os
tratamentos EA e em ambas as temperaturas, a média total de biomassa seca foi
menor quando comparada ao tratamento controle. Os compostos presentes no meio
de crescimento podem afetar o metabolismo das macréfitas em diferentes niveis e
organizacdo dos orgdos das plantas (ALIOTTA et al., 1990), dessa forma a retencao
de biomassa tende a diminuir. No entanto, nossos resultados ndo corroboram a
informacédo de que aleloquimicos aplicados em baixas concentracdes estimulam o

crescimento de organismos (JAMIL et al., 2009).

A presenca de diferentes concentragcdes de AE proporcionou um efeito
negativo na biomassa de macrdfitas cultivadas em temperatura de 23 °C o0 que pode
indicar que apenas a presenca dos extratos pode ter interferido no desenvolvimento
das macrdfitas. As macrofitas cultivadas em temperaturas de 27 °C ndo apresentaram
um padréo na acao do extrato aquoso avaliando apenas as variaveis isoladamente.

Porém, quando ocorre comparacao entre as temperaturas fica nitido que com a
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presenca de maior concentracdo do extrato ocorre a inibicdo do crescimento e

desenvolvimento das macroéfitas.

Por fim, a alocagdo de biomassa foi afetada nos exemplares de E. densa
cultivados em 23 °C e 27 °C. A reducdo da alocacdo de biomassa implica em
diminuicdo na proliferacdo de novos brotos resultando em diminuicdo de matéria
organica proveniente da decomposicdo dessas macrofitas (BIANCHINI JUNIOR,
2003). Por outro lado, é possivel inferir que E. densa e S. molesta apresentou
investimento energético para o crescimento de seus fragmentos em detrimento dos
ramos e armazenamento de biomassa. Essa resposta pode estar relacionada a
presenca do EA, uma vez que ndo havia a acdo de nenhum fator limitante como luz

e nutrientes.

Do ponto de vista ecoldgico, utilizar a modelagem matematica possibilitou
entender a dindmica do crescimento e desenvolvimento de macrofitas com maior
refino como resposta a fatores estressantes (BEST et al., 2001); no caso desse
estudo, o0 extrato aquoso e a temperatura e pelo menos para E. densa. No mesmo
sentido, os componentes basicos da arquitetura (conectores e nds) estédo
relacionados com diversas fungées como aquisicao espacial, evitar sombreamento,
estratégia de propagacido (BARTHELEMY; CARAGLIO, 2001). Assim, em um cenario
de alteracBes intensas na temperatura atmosférica (IPCC, 2019), € possivel observar
alteracdes nas caracteristicas das plantas o que pode auxiliar na tomada de decisao

para possiveis a¢des de controle de crescimento dessas macrdfitas.
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6. CONCLUSOES

Os componentes basicos da arquitetura de E. densa foram influenciados
negativamente no tratamento EA15 (extrato aquoso 15%) a 23 °C e 27 °C.
Comparando entre temperaturas a quantidade de NO foi maior nas E. densa em 27 °C
indicando que a temperatura foi determinante nesse caso. Para os CO e NO das
raizes, houve leve estimulo na producdo de CO em ambas as temperaturas. A

influéncia dos EA na arquitetura da S. molesta foi evidente.

Em relacéo a biometria, ocorreu a inibicdo na producao de ramos de E. densa
apenas em 23 °C nos tratamentos EA. Enquanto isso, apenas o tratamento EA5
(extrato 5%) em 27 °C inibiu a produgéo de ramo de E. densa. No caso da S. molesta,
ocorreu inibicdo do crescimento dos rizomas em todos os tratamentos de EA em
23 °C. Assim, E. densa exposta aos tratamentos EA em 23 °C podem ter sido mais

eficientes para inibir a producéo de ramos que em 27 °C.

Os parametros de crescimento da E. densa indicam inibicdo dos fragmentos
guanto ao comprimento maximo (K), e coeficiente de crescimento (1) resultando no
aumento do tempo de duplicagédo (td). Esse € um forte indicio que os tratamentos EA5
e EA10 foram mais determinantes na inibicdo do crescimento em 23 °C. Para o0s
ramos de E. densa, o tratamento EA5 foi mais eficiente para inibir crescimento de
novos ramos além de retardar o surgimento de novos ramos. J& os tratamentos em
27 °C apresentaram aumento nos valores dos parametros de crescimento, indicando
gue a temperatura pode ter estimulado ndo apenas o comprimento maximo, mas o

coeficiente de crescimento também.

A biomassa autotroéfica de E. densa nos tratamentos EA também foi menor em
E. densa cultivadas em 23 °C, em contraste as plantas cultivadas em 27 °C que
apenas as macrofitas do tratamento EA15 apresentaram reducédo drastica em sua
biomassa. Na comparacédo entre as temperaturas, E. densa cultivada em 27 °C
tendeu a apresentar valores das caracteristicas de crescimento maiores que as

cultivadas em 23 °C.

Assim, em um cenario onde a temperatura média global pode aumentar até 4
°C no fim do século, pode ser que 0s extratos aquosos estimulem o crescimento em
menores concentracdes que em maiores. Para afirmar que seja realmente possivel o
controle do crescimento e desenvolvimento da espécie em questdo € necessario que

mais estudos sejam feitos.
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ANEXO A - Caracterizacao realizada por HPLC de amostra do extrato aquoso

de Typha domingensis (Pers.).

Tabela 6: Compostos detectados a partir do extrato ERA de T. domingensis por meio de
analises Q-Tof-MS/MS. As massas monoisotopicas dos ions foram calculadas a partir dos
aductos de H*, Na" e NH4*. Compostos que apresentam apenas codigo alfa numérico no
campo Composto significa que o composto ndo existe no banco de dados acessado pelo

equipamento utilizado.

c Rt Formula Massa Erro
omposto NN

(min) molecular monoisotépica | (ppm)
1 |Flavoxate 3.685 C24H25NO4 391.1784 -1.55
2 | Nigakilactone B 4.942 C22H3206 392.2199 -0.53
3 |Fumonisin FP2 8.318 C39He62NO15 784.4119 0.96
4 | Cyanopeptolin A 8.334 | CasH72N10012 956.5331 -4.13

2,3-Bis(3-

5 |hydroxytetradecanoyl)-1>-D- | 8.378 | CasHesNO12P 711.4323 -2.14
glucosaminyl 1-phosphate

PS(17:0/22:6(42,72,102,13 | g 379 | C.sHeNOwWP |  821.5207 | -3.86

Z,167,197))
P1(15:1(92)/12:0) 8.38 CssHe7013P 738.4319 0.51
8 |SE 175 8.386 | Ci6H13NOsS 347.0464 -2.16

(6S)-vitamin D3 6,19-[4-{2-
(6,7-dimethoxy-4-methyl-3-
9 |ox0-3,4- 8.387 | Ca2Hs9Ns50s 729.4465 2.58
dihydroquinoxalinyl)ethyl}-
1,2,4-triazoline-3,5-dione]

PE(14:1(92)/18:4(62,9Z,12

1017 152y

8.395 | C37HesNOsP 681.437 -1.17

PI1(22:6(42,72,10Z,13Z,16Z

111 107y118:3(92,122,152))

8.403 C49H77013P 904.5102 2.73




PS(22:6(42,72,102,13Z,16

100

12 Z.197)/17-2(9Z.12)) 8.407 | CasH72NO10P 817.4894 -4.29
13 2;r(ja”5’caﬁe°y't°rmem'c 8.416 | CaoHsiOg 650.3819 | -2.56
6-beta,17-Dihydroxy-3,5-
cyclo-5alpha,17alpha- i
14 pregn-20-ene-21-carboxylic 8.424 C22H3003 342.2195 2.61
acid, gamma lactone
15 | 3-Hydroxyisoheptanoic acid | 8.439 C7H1403 146.0943 2.51
16 |Gabunine 8.445 | Ca2Hs0N4Os 690.3781 3.65
17 | Diphenoxylate 8.475 | Csz0H32N202 452.2464 -4.62
18 | Hydroxyhomodestruxin B 8.632 | Cs1Hs3N50s 623.3894 3.9
19 |5(6)-EET-d11 8.641 | C20H21D1103 331.3042 -0.44
20 | Tuliposide A 8.858 C11H180s 278.1002 -0.28
21 | 3-Isopropylcatechol 9.109 CoH1202 152.0837 4.38
17-Hydroxy-3-oxo-17alpha-
9o |Pregna-1,4-diene-21- 9511 | Ca2Hze0s 340.2038 | -2.06
carboxylic acid, gamma-
lactone
23 |5,6-epoxy-18R-HEPE 9.549 C20H2804 332.1988 -1.87
24 | Dibenzo-18-crown-6 9.554 C20H2406 360.1573 0.56
Methyl (92)-8'-0x0-6,8'-
25 diapo-6-carotenoate 9.557 C23H2803 352.2038 -0.28
(9S,10S)-10-hydroxy-9-
26 | (phosphonooxy)octadecano | 9.576 CisHs707P 396.2277 2.28

ic acid




24-(dimethoxyphosphoryl)-

101

27 25,26, 27-trinorvitamin D3 9.866 C26H4304P 450.2899 -2.51

28 | Streptoval C 10.664 | CaoHa9NO14 767.3153 2.09
PS(22:6(42,72,102,13Z,16

29 7.197)/17:2(92.12)) 10.764 | CasH72NO10P 817.4894 -2.24
5alpha-Androstane-

30 3beta, 17beta-diol diacetate 10.766 C23H3604 376.2614 4.24

31 |U-73122 10.888 | Ca29H40N20s3 464.3039 -3.85

32 |Diazinon 11.452 | Ci2H21N203S 304.1011 1.3

33 | Ethacridine 11.664 | CisHisNsO 253.1215 -4.03

34 |UDP-L-Arad0 11.717 Cl“HzOZNzO“"P 534.0288 | -0.78

35 |L-Arabinose 12.096 CsH100s5 150.0528 0.51
3alpha,21-Dihydroxy-D-

36 |homo-5beta-pregn-17a(20)- | 13.149 C22H3403 346.2508 2.61
en-11-one

37 |dlphaalpha-Trehalose 6| 14 155 | ,0Hs01 580.3459 | -0.13
palmitate
Isorhamnetin 3-(4"-

38 sulfatorutinoside) 13.361 | Ca2s8H32019S 704.1259 1.71
PS(22:6(42,72,102,13Z,16

39 7.197)/19:0) 14.503 | Ca7HsoNO1oP 849.552 -1.54
17-Propyl-5alpha-androst-

40 5-en-17beta-ol 15.047 C22H360 316.2766 -2.27

41 | Santalyl phenylacetate 15.422 C23H3002 338.2246 -1.24

42 | Tirofiban 15.546 | C22H36N20sS 440.2345 2.58

43 |UCM707 16.022 | Ca2s5H37NO2 383.2824 4.43
PA(22:6(4Z,72,10Z2,13Z,16 ]

44 7.197)/13:0) 16.699 | CssHe3OsP 678.4261 0.56

45 | Squamocin 16.715 C37He607 622.4809 3.06

46 |PS(14:0/15:0) 16.72 | CssHesNO1oP 693.4581 2.43
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47 | Cer(d18:0/18:1(112)) 16.743 | CssH71NO3 565.5434 -1.07

48 |Fluvoxamine 16.755 | CisH21F3N202 318.1555 -1.36

a9 |PIP- 16.78 | CuoHsrO1P | 8985935 | -3.33
20:0/20:4(52,82,11Z,14Z)) : 9rieriiLe : '

50 | Minabeolide-3 16.853 C28H4003 424.2977 -0.31

51 |Ipecac (Methylpsychotrine) | 16.896 | C29H3sN20a4 478.2832 3.31
PE(20:4(5Z,82,11Z,14Z)/P- )

52 18:1(112)) 17.688 | CasH7eNO7P 749.5359 0.16

53 |Luffariellolide 17.736 C25H3803 386.2821 -1.76

54 | 2-(Biaryl)carbapenems 17.737 | C21H19NOa4 349.1314 -0.14
2,12,14,16,17-

55 | pentachlorotetracosane- 17.91 | C24H45Ci508S2 700.0998 4.36

1,15-disulfate




