PIGMENTOS LIPOSSOLUVEIS E HIDROSSOLUVEIS EM PLANTAS DE
SALVINIA SOB TOXICIDADE POR CROMO'

Liposoluble and Hydrosoluble Pigments in Salvinia under Chromium Toxicity
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RESUMO - Devido a intensa utilizacado industrial, o cromo é considerado um importante
poluente ambiental. O presente trabalho objetivou determinar os teores de pigmentos hidro
e lipossoluveis em plantas de salvinia expostas a concentracoes crescentes de Cr, visando
estabelecer parametros bioquimicos para utilizacao dessa macréfita em programas de
biomonitoramento e/ou fitorremediacdo da poluicao causada por esse poluente metalico em
ambientes aquaticos. As plantas foram submetidas a concentracdes crescentes de Cr e
avaliadas apos quatro, seis e dez dias de tratamento. Os resultados dos ensaios permitiram
concluir que plantas de salvinia sob condicdes de estresse por Cr apresentam reducdes nas
concentracdes das clorofilas a, b e total e, em contraste, aumentos nas concentracoes de
antocianinas totais. Embora a concentracdo de carotenoides totais nao tenha sido alterada
em resposta ao Cr, as variacoes nas concentracoes dos demais pigmentos lipossoluveis e
dos pigmentos hidrossoltiveis observadas nas folhas das plantas de salvinia podem ser
utilizadas como parametros bioquimicos de biomonitoramento da poluicao causada por esse
elemento metalico em ambientes aquaticos.

Palavras-chave: Salvinia auriculata, biomonitoramento, fitorremediagdo, macrofitas, pteridofita.

ABSTRACT - Due to widespread industrial use, chromium is considered a serious environmental
pollutant. This study aimed to determine the content of hydrosoluble and liposoluble pigments in
salvinia plants exposed to increasing concentrations of Cr, to establish biochemical parameters for
the use of macrophyta in pollution bio-monitoring programs and/or phyto-remediation in aquatic
environments by this pollutant metal. The plants were exposed to increasing concentrations of Cr
and evaluated after four, six, and ten days of treatment. The test results showed that salvinia
plants under stress conditions for Cr exhibit decreases in the concentrations of chlorophylls a, b,
and total, and, in contrast, increases in anthocyanin concentrations. Although the concentration of
carotenoids has not been altered in response to Cr, the variations in the concentrations of other
liposoluble and hydrosoluble pigments found in salvinia plant leaves can be used as biochemical
parameters for biomonitoring of pollution caused by this metallic element in aquatic environments.

Keywords: Salvinia auriculata, bio-monitoring, phyto-remediation, macrophyte, ferns.

INTRODUCAO ultimas décadas, a quantidade de cromo (Cr)
liberada nos ecossistemas aquaticos e terres-
A poluicao em ambientes aquaticos, espe- tres aumentou como consequéncia de diferen-

cialmente em reservatorios de agua doce, € um tes atividades humanas (Saha & Orvig, 2010).
dos mais importantes problemas ambientais O cromo pode ser liberado naturalmente no
do mundo moderno (Chandra et al., 2004). Nas ambiente a partir da decomposicédo da cromita
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(FeCr,0,) e de outros minerais da crosta
terrestre (Augustynowicz et al., 2010). Toda-
via, a principal fonte de liberacdo do cromo
nos ecossistemas aquaticos esta relacionada
a aplicacao industrial desse metal na meta-
lurgia e nos curtumes (Saha & Orvig, 2010)
e na fabricacao de tintas e de corantes
(Augustynowicz et al., 2010). Uma vez no
ambiente, os estados de oxidacao mais esta-
veis do cromo sdo o Cr(lll) e o Cr(VI) (Soares
et al., 2008; Gupta et al., 2009), sendo este
ultimo o mais toxico devido a sua elevada
mobilidade no solo e em ambientes aquaticos
(Sun et al., 2010) e a capacidade de atravessar
membranas biologicas, agindo como oxidante,
interferindo na absorcao de nutrientes e na
fotossintese, além de apresentar propriedades
carcinogénicas e mutagénicas (Pandey et al.,
2010; Nichols et al., 2000).

Em concentracoes reduzidas, ions meta-
licos sao essenciais a manutencao e ao desen-
volvimento de todos os organismos, uma vez
que muitas moléculas, enzimas e reacodes
requerem elementos metalicos (Kucera et al.,
2008). Entretanto, quando em quantidades
excessivas, os metais podem interferir no me-
tabolismo celular normal e tornando-se toxicos
as plantas e animais (Bertrand et al., 2005;
Kucera et al., 2008). Como a maioria das tecno-
logias utilizadas para remover o excesso de
cromo sao onerosas e pouco eficientes, a fitorre-
mediacdo se apresenta como uma alternativa
de grande interesse na descontaminacao de
aguas poluidas (Prado et al., 2010). Plantas
aquaticas vasculares desempenham papel
importante na captura, armazenamento e
reciclagem de metais (Chandra et al., 2004),
sendo utilizadas na remocao de residuos so6li-
dos em suspensao, nutrientes, metais pesados,
bactérias e outras substancias organicas
toxicas. Dados de fitotoxicidade para plantas
aquaticas podem ser utilizados em decisdes
relacionadas aos riscos ambientais para mui-
tos contaminantes. No caso do cromo, tem sido
demonstrado que varias macrofitas aquaticas
sao capazes de reduzir Cr(VI) para a forma
menos toxica Cr(III) durante o processo de
biossorcao desse metal nas raizes (Prado et al.,
2010). Salvinia auriculata é uma pequena
pteridofita flutuante de agua doce encontrada
em regioes tropicais e temperadas. Sob con-
dicoes favoraveis, essas plantas se disse-
minam rapidamente por propagacao vegetativa
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(Baral et al., 2009), colonizando extensas areas
de agua em reduzido periodo de tempo.

O presente trabalho objetivou determinar
os teores de pigmentos hidro e lipossoluveis
em plantas de salvinia expostas a concentra-
coes crescentes de Cr, visando estabelecer
parametros bioquimicos especificos que pos-
sibilitem a utilizacao dessa macroéfita em
programas de biomonitoramento e/ou de
fitorremediacao da poluicdo causada por esse
poluente metalico em ambientes aquaticos.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em
sala de crescimento nos meses de outubro e
novembro de 2010, utilizando-se plantas
aquaticas de Salvinia auriculata mantidas em
condicdes controladas de temperatura (25-
30 °C), fotoperiodo (16-8 h) e luminosidade
(40 umoles m= s!). As plantas foram cultivadas
em vasos de PVC com 1,5 L de solucao nutritiva
de Clark (1975), pH 6,0, com 1/3 da for¢a, sendo
submetidas ao estresse por cromo [Cr(VI)], na
forma de K,Cr,0O,, nas concentragoes de 0; 0,5;
1,0; 1,5; e 2,0 mg L''. As folhas das plantas
mantidas nessas condicdoes foram analisa-
das quanto a composicdo dos pigmentos
lipossoluveis e hidrossoltaveis apos quatro, seis
e dez dias da aplicacao do cromo.

As concentracoes das clorofilas a, b e totais
e dos carotenoides totais foram determinadas
pelo método de Lichtenthaler (1987). Amostras
de 0,2 g de tecidos foliares foram maceradas
em acetona 80% (v/v). O extrato foi filtrado e o
volume completado para 25 mL. Em seguida,
foram realizadas as leituras em espectrofo-
tometro. A concentracédo de cada pigmento foi
expressa em mg g! de matéria fresca.

A concentracao de antocianinas foi deter-
minada segundo Mancinelli (1990). Para a
extracao, foi utilizado 0,2 g de tecidos folhiares
mantidos em 5 mL de metanol HCI 1% (v/v)
por 24 h, sob refrigeracao (Downs & Siegelman,
1963). O extrato foi filtrado e completado para
10 mL. Em seguida, foi submetido a leitura em
espectrofotometro. A absorvancia encontrada
foi convertida em moles de antocianina, usan-
do o coeficiente de extincao de 34.300 M! cm!
para a absorcao maxima a 530 nm (Sielgeman
& Hendricks, 1958). A concentracao de anto-
cianinas totais foi expressa em umoles g! de
matéria fresca.
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Os experimentos foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com cinco repeticoes. Os dados foram
submetidos a analises de variancia (teste F,
P<5%), e as médias, comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracoes de clorofila a, clorofila b
e totais nao apresentaram alteracdes
significativas nas folhas das plantas tratadas
com o cromo (Cr) nas analises realizadas no
quarto e no sexto dia apos a aplicacdo dos
tratamentos (Figura 1). Contudo, no décimo
dia, observou-se reducao significativa nas
concentracoes de clorofilas a, b e totais. Essa
reducao foi diretamente proporcional ao
aumento das concentracoes de Cr (Figura 1).

Diversos trabalhos relatam variacdes na
concentracdo de pigmentos em resposta ao
estresse por Cr em plantas de Salvinia (Nichols
et al., 2000; Shanker et al., 2005; Dhir et al.,
2008, 2009), Glycine max e Pistia stratiotes
(Ganesh et al., 2008), bem como de Nymphaea
spontanea (Choo et al., 2006). Segundo relatos
da literatura, o declinio observado nos teores
de clorofila pode ser resultante da reducao do
conteudo de ferro (Fe) nos tecidos, da reducao
da eficiéncia de enzimas envolvidas na bios-
sintese de clorofilas e/ou da substituicao do
atomo de Mg por metais pesados no centro do
tetrapirrol das moléculas de clorofila (Dhir
et al., 2008, 2009). Shanker et al. (2005) atri-
buem os decréscimos observados na relacao
clorofila a/b provocados pela exposicao ao Cr
a reducao do tamanho da fracédo periférica do
complexo antena. Conforme consideracoes
desses autores, as reducoes nos conteudos de
clorofila b pelo Cr se devem a desestabilizacao
ou a degradacao de proteinas da parte perifé-
rica do complexo antena; a inativacao de
enzimas envolvidas na rota de biossintese das
clorofilas também poderia contribuir para a
reducao geral no contetido de clorofilas em
resposta ao estresse. As reducoes nas concen-
tracoes de clorofilas também podem estar
associadas ao aumento da atividade de
clorofilases (Prado et al., 2010) ou, ainda, a
alteracoes ultraestruturais nas membranas
(Pettersson et al., 1985). Bassi et al. (1990)
sugerem que essa reducao seja decorrente do
aumento do tamanho dos cloroplastos ou da
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desestruturacado dos tilacoides. Segundo
Subrahmanyam (2008), a exposicao ao cromo
pode induzir alteracées na ultraestrutura dos
cloroplastos, o que reduz o desenvolvimento do
sistema lamelar, originando tilacoides com
menos grana.

Em contraste ao observado no presente
trabalho, Augustynowicz et al. (2010) mos-
traram que plantas de Callitriche cophocarpa
crescidas em solucdo com 50 uM de Cr(VI)
exibiram atividade fotossintética e morfologia
da parte aérea e raizes similares as do controle.
Espinoza-Quinones et al. (2008) também obti-
veram resultados semelhantes com plantas
de Salvinia auriculata e Eicchornia crassipes,
que nao exibiram sinais de estresse quando
submetidas a concentracées de Cr(VI) meno-
res que 3,5 mg L'!'e de Cr(lll) menores que
5,0 mg L-!. Em Pistia stratiotes, Mufarrege et al.
(2010) verificaram que concentracoes de até
7 mg L' de Cr nao resultaram em alteracoes
das taxas de crescimento relativo. Todavia, os
mecanismos de sintese de clorofila foram alte-
rados pelo metal, embora tenha sido observado
que em concentracdoes reduzidas o Cr pode
aumentar as concentracoes de clorofila em
plantas de Pistia stratiotes, o que é atribuido ao
aumento da disponibilidade de ferro (Fe) nos
tecidos das plantas (Mufarrege et al., 2010).

Em nenhuma das analises realizadas, as
concentracoes de carotenoides apresentaram
alteracoes significativas em resposta ao au-
mento da concentracao de Cr (Figura 2). Resul-
tados similares foram observados por Nichols
et al. (2000) em plantas de Salvinia minima
tratadas com Cr(VI) nas concentracoes de 1
e 2 mg L!. Os carotenoides podem atuar como
antioxidantes e varredores de espécies rea-
tivas de oxigénio geradas sob condigcdes de
estresse por metais pesados (Gupta et al.,
2009). Além disso, seu acumulo nos tecidos
foliares esta relacionado a protecao do aparelho
fotossintético contra radiacoes de alta energia
(Demmig-Adams, 1990). Contudo, os resultados
encontrados no presente trabalho indicam que
esse sistema de fotoprotecao nao foi significa-
tivamente afetado, pelo menos durante o
periodo de avaliacao do ensaio.

Em contraste, as concentracoes de antocia-
ninas totais foram significativamente maiores
na presenca de Cr nas analises realizadas com
quatro, seis e dez dias ap6s a imposicao dos
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Meédias seguidas por mesmas letras (para cada pigmento) nio diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Figura 1 - Concentragdes de clorofila a (cl a), clorofila b (cl b) e clorofila total (cl ab) em folhas de Salvinia auriculata apés quatro,
seis e dez dias de aplicag@o do cromo.
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tratamentos (Figura 3). Trabalhos anteriores sequestro de metais no vacuolo e para a conse-
reportaram que as antocianinas sao produzidas quente reducao da toxicidade citoplasmatica
em plantas aquaticas em resposta a diversos (Nichols et al., 2000; Bertrand et al., 2005).
fatores de estresse, contribuindo para o No presente estudo, o conteudo total de

80 T
a
70 T
a
a

60 T —

50 + 00 mg L' de Cr
L
= 00,5 mg L-"de Cr
- 40 T
= @1 mL"'deCr
o
E3z + B1,5mgL'deCr

H2 mg L' deCr

20 T -

10 T+

0 f

quatro seis dez
Figura 2 - Concentracdes de carotenoides totais em folhas de Salvinia auriculata ap6s quatro, seis e dez dias de aplicacdo

do cromo. Médias seguidas por mesmas letras em cada uma das avaliagdes nao diferem estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

35 +

25 +
00 mg L' de Cr

00,5 mg L-'deCr
@1 mL"'deCr
m1,5mgL"'deCr
Em2 mg L' de Cr

umoles g' MF
[~

quatro seis dez

Figura 3 - Concentragdes de antocianinas em folhas de Salvinia auriculata ap6s quatro, seis e dez dias de aplicacdo do
cromo. Médias seguidas por mesmas letras em cada uma das avaliagdes ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.
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antocianinas aumentou linearmente em res-
posta ao incremento da concentracao do Cr, o
que sugere a participacao desses flavonoides
nas respostas metabélicas das plantas ao es-
tresse causado por esse ion metalico. Um dos
efeitos metabdlicos associados as antocianinas
€ a protecao do aparelho fotossintético (Zhanga
et al., 2010). Os resultados encontrados no
presente trabalho sugerem que, sob condi¢des
de toxicidade por Cr, as antocianinas podem
ter contribuido mais intensamente na protecao
do aparelho fotossintético do que os carote-
noides. As antocianinas sdo antioxidantes
muito potentes, atuando em resposta a dife-
rentes estresses oxidativos (Steyn, 2002), o que
provavelmente ocorreu neste trabalho em res-
posta ao estresse causado pelo Cr.

Embora a concentracao de carotenoides
totais nao tenha sido alterada, verificou-se que,
sob condicoes de estresse por Cr, plantas de
salvinia apresentam aumentos nas concen-
tracoes das clorofilas a, b e totais e, também,
nas concentracoes de antocianinas totais.
Conclui-se, portanto, que as variacoes nas con-
centracdes dos pigmentos hidro e lipossoluveis
em plantas de salvinia podem ser utilizadas
como parametros bioquimicos no monitora-
mento da poluicdo causada pelo Cr em am-
bientes aquaticos.
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