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RESUMO

Objetivou-se com esse trabalho avaliar os teores de clorofila e a sintomatologia foliar

de Salvinia auriculata sob efeito do herbicida atrazine. Para isso, exemplares dessa
macréfita forarm cultivadas em bandejas plasticas contendo 4 litros de solucédo de
Hoagland diluida previamente tratada com concentragbes do herbicida atrazine
variando de 0,01 a 10,0 mg L™, além de uma testemunha sem herbicida. Foram
cultivadas aproximadamente 8,5 g de matéria fresca de plantas em cada bandeja. Aos
3, 12 e 16 dias da incubacédo, amostras de 500 mg de folhas em cada bandeja foram
retiradas para quantificacdo das clorofilas a, b e total. Na ultima época também foi
guantificada a massa fresca das plantas além da porcentagem de intoxicagdo em
funcdo das concentracdes do herbicida. De maneira geral as concentracdes de atrazine
afetaram o teor das clorofilas, massa fresca de plantas, além de causar intoxicacao
visual. ApGs trés dias de exposicdo ao atrazine os teores de clorofila a, b e total
aumentaram com o aumento da concentragdo do herbicida. Contudo, aos 12 dias da
incubacdo observou-se acentuado decréscimo nos teores das clorofilas a e total, e
estabilizacdo para b. Aos 16 dias, observou-se novamente decréscimo para todas as
clorofilas avaliadas, de maneira mais acentuada para clorofila a. Para a producao de
massa fresca, observou-se acentuado decréscimo com o aumento da concentracdo do
herbicida. Pode-se concluir que S. auriculata € sensivel a baixas concentracdes do
atrazine, sendo, o teor de clorofila, caracteristicas fisioldégica sensivel a presenca do
herbicida na concentracéo de 0,01 mg L™

Palavras-chave: Clorofila a, clorofila b, clorofila total, macrdfita aquatica.

ABSTRACT - Atrazine action on chlorophyll content and foliar sintomatology of
Salvinia auriculata

This study was carried out in order to evaluate chlorophyll content and foliar
sintomatology of Salvinia auriculata under atrazine effect. Samples were put in trays

with 4 L of Hoagland, diluted and previously treated with atrazine concentrations varying



from 0,01 to 10,0 mg L™, beyond a control without herbicide. Approximately 8.5 g of
fresh matter was cultivated in each tray. After 3, 12 and 16 days of incubation, samples
of 500mg of leaves were retired from each tray to quantify a, b and total chlorophyll. At
the last time, fresh matter of plants, and intoxication rate because of herbicide
concentrations were also quantified. In general, atrazine concentration affected
chlorophyll content, fresh matter of plants, and they caused visual intoxication.
Chlorophyll a, b and total content increased with higher herbicide concentration after 3
days of exposition, however, at 12 days of incubation, a and total content decreased,
while b content stabilized. After 16 days, all evaluated chlorophyll decreased again,
being higher to chlorophyll a. Fresh matter production decreased with higher herbicide
concentration. It can be concluded that S. auriculata is sensitive to low concentrations of
atrazine, being chlorophyll content, one physiological characteristic that is sensitive to
this herbicide at 0,01 mg L™.

Key words:. Clhorophyll a, Clhorophyll b, Clhorophyll total, aquatic macrophyte
INTRODUCAO

No contexto da influéncia das atividades antrépicas na qualidade das aguas, a
agricultura é tida como a principal consumidora e uma das principais poluidoras dos
recursos hidricos (Ongley, 2001). O uso indiscriminado de pesticidas na agricultura
favorece o aparecimento de impactos ambientais negativos, uma vez que estes tendem
a reter no solo e muitas vezes séo lixiviados até atingirem ambientes aquaticos. Dentre
0s inumeros pesticidas utilizados, o grupo dos herbicidas tem se destacado dos
demais. Eles sdo empregados no controle de plantas daninhas que competem com as
culturas desejadas. Nos Estados Unidos e na Europa, os herbicidas atrazine e alachlor
estdo entre os pesticidas mais freqlientemente detectados em amostras de agua do
subsolo (Ritter, 1990). O atrazine é um herbicida da familia das s-triazinas, utilizado em
culturas de monocotiledéneas como o milho, cana-de-aclcar e sorgo, na qual se
incluem os compostos que apresenta na sua estrutura quimica um anel aromatico
hexamérico, simétrico, constituido por trés atomos de carbono e trés &tomos de azoto
em posic¢oes alternadas. Os herbicidas da familia das s-triazinas subdividem-se em trés
grupos: clorotriazinas, metiltiotriazinas e metoxitriazinas. Esta classificacdo € feita de

acordo com o0 grupo substituinte da posicdo 2 do anel que podera ser um cloro (ClI)



(clorotriazinas), um grupo SCHj; (metiltiotriazinas) ou OCH3; (metoxitriazinas). Na
molécula do atrazine o grupo substituinte € um ClI, o que leva a inclusdo deste herbicida
no grupo das clorotriazinas. (Biradar & Rayburn, 1995). A semelhanca do que se
verifica para outras s-triazinas, o atrazine atua inibindo a fotossintese, em particular ao
nivel do fotossistema Il, promovendo o bloqueio do transporte de elétrons. As plantas
sensiveis ao atrazine sofrem clorose (amarelecimento das folhas) a qual conduz a
necrose dos tecidos (Biradar & Rayburn, 1995). Nas espécies tolerantes ao atrazine,
como é o caso do milho, o herbicida é eficientemente metabolizado em formas néo
toxicas, principalmente pela acdo de benzoxazinonas (Prade et al., 1998; Weller, 2003).
Algumas espécies de plantas sdo capazes de absorver herbicidas bem como grande
variedade de poluentes téxicos e degrada-los em agentes ndo tdxicos, processo
conhecido como fitorremediagdo. Entretanto, existem outras espécies vegetais que sao
altamente sensiveis a presenca de substancias toxicas, tais plantas sdo utilizadas no
monitoramento da qualidade da agua como bioindicadoras de poluicdo. A Salvinia
auriculata, uma macrdfita livre e flutuante muito comum em agua doce, sob condi¢cbes
favoraveis € rapidamente disseminada por propagacdo vegetativa, colonizando
extensas superficies de agua em um tempo reduzido. As elevadas taxas de
crescimento e a sensibilidade das plantas de Salvinia a diferentes agentes toxicos, tém
sido mencionadas como caracteristicas que possibilitam a essa espécie atuar tanto
como descontaminadora (Guimardes, 2006), como “sentinela” e bioindicadora de
poluicdo em ecossistemas aquaticos (Gardner & Al-Hamdani, 1997). Entre outros
fatores, a medicao da clorofila em folhas € utilizada para predizer seu nivel nutricional,
devido ao fato da quantidade desse pigmento correlacionar-se positivamente com a
concentragcéo de alguns nutrientes, destacando-se o nitrogénio (Smeal & Zhang, 1994;
Argenta et al., 2001). Além disso, as clorofilas sdo promotoras da canalizacdo da
energia da luz em energia quimica. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
influéncia do herbicida atrazine nos teores de clorofila a, b e total, na sintomatologia
foliar e também na biomassa em plantas de Salvinia auriculata.

MATERIAL E METODOS

Plantas de Salvinia auriculata foram coletadas em ambiente aquatico no Horto Botanico
da Universidade Vale do Rio Doce - UNIVALE, Governador Valadares, MG, em



Outubro de 2007. O experimento foi montado no Laboratério de Ecologia da UNIVALE
em badejas retangulares, cada uma contendo em média 8,5 gramas de massa fresca.
As plantas passaram por um periodo de aclimatacdo (oito dias) nas bandejas em
solucao diluida de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950), antes de serem submetidas
aos tratamentos. Aplicou-se por meio de seringa o herbicida atrazine nas seguintes
concentracdes: 0,0; 0,01; 0,1; 1,0 e 10,0 mg/L*. O experimento foi delineado
inteiramente ao acaso com cinco repeticoes (bandejas) por tratamento, num total de 25
unidades experimentais. Aos 3, 12 e 16 dias apdés a incubacao, amostras de 500 mg de
folnas das plantas, selecionadas ao acaso, eram retiradas para quantificacdo das
clorofilas a, b e total. Paralelamente era realizada analise das modifica¢cdes visuais das
folhas. Para extracdo do teor de clorofila utilizou-se acetona 80%, sendo, apés
procedimento de purificacdo, quantificadas em espectrofotdmetro de feixe simples
modelo Coleman 35-D. Para as analises, as folhas colhidas em cada bandeja eram
pesadas em balanca de precisdao, maceradas no almofariz e homogeneizadas em
acetona, até a total desintegracdo. Os liquidos homogeneizados foram filtrados nos
erlemmeyers e depositados nos tubos Falcon previamente recobertos por papel
aluminio. O volume dos extratos foi completado com acetona 80% e, em seguida,
realizadas as leituras dos extratos. Com auxilio de filtros, nos comprimentos de onda
663 e 645 nm, foram obtidos o valor de absorbancia de cada amostra. Para determinar
os teores das clorofilas, foram utilizadas as seguintes equacdes (segundo Arnon,
1949): clorofila a (ug mL™) = 12,7 Asss — 2,69 Asss; clorofila b (ug mL™) = 22,9 Agus —
4,68 Agss e clorofila total (ug mL™) = 20,2 Asss + 8,02 Agss. Ao final do periodo de
incubacéo (16 dias) realizou-se a avaliagéo visual de sintomas por meio de escala de
notas variando de zero (auséncia de sintomas) a 100 (morte total das plantas), além da
guantificacdo final de massa fresca. Os dados foram submetidos a analise de variancia
sendo as meédias, quando significativas, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De maneira geral, as concentracdes de atrazine superiores a 0,1 mg L™ causaram os
efeitos mais negativos sobre o teor das clorofilas, massa fresca de plantas e

intoxicagdo visual. Apos trés dias de exposicdo ao atrazine, observou-se aumento nos



teores de clorofila a com o aumento da concentracdo do herbicida. Apesar da baixa
variacdo (aproximadamente 0,9 pg mL™), a resposta fisiolégica em aumento de clorofila
a pode significar necessidade da compensacgao pelo estresse ocasionado na presenca
do herbicida. O atrazine ao se ligar ao sitio da proteina transmembrana D1, essencial a
transferéncia de energia entre PSII e complexo citocromo b6f, promove o bloqueio dos
elétrons entre os fotossistemas, ocasionando maior atividade no centro de reacédo do
fotossistema Il onde a concentracéo da clorofila a € maior (Weller, 2003). Considerando
as avaliagbes posteriores, aos 12 e 16 dias, percebe-se o declinio nos niveis de
clorofila a, de maneira mais acentuada nas concentracdes de 0,1; 1,0 e 10,0 mg L™
(Figura 1). Considerando os danos causados ao complexo dos fotossistemas em
funcdo de estresses que levam a fotoinibicdo, alguns trabalhos sugerem linhas de
defesa pela planta que variam desde o aumento da produgédo de clorofilas,
mecanismos de supresséo do excesso de energia (calor e fluorescéncia, por exemplo)
e sistema de remocdo de produtos fitotbxicos, como carotendides e enzimas
(superoxido dismutase) (Garstka et al., 2004; Kuster & Altenburger, 2007). Essa
significativa diminuicdo continua evidente e mais visivel com o tempo de exposicao,
chegando as plantas a apresentarem, sob efeito da maior concentragdo do herbicida,
50% do teor de clorofila a observado na planta testemunha (Figura 1). Observando os
dados da Figura 2, nota-se que os teores de clorofila b seguiram comportamento
semelhante aos observados para clorofila a. Ao final dos trés primeiros dias ap0s a
aplicacdo do herbicida, os niveis de clorofila b aumentaram com a concentragdo do
produto. O aumento proporcional dos niveis de clorofila b aos trés dias apés aplicacao
do herbicida é maior do que aquele observado para clorofila a. A clorofila b, presente
nas folhas de plantas superiores e nas algas verdes, apresenta uma coloragéo verde
amarelada, sendo que, seu teor é de cerca de 1/4 do teor da clorofila a (Raven, 1996).
Provavelmente, o estresse causado pela acdo do herbicida na planta tenha promovido
essa semelhanca no comportamento fisiologico das clorofilas. As clorofilas a e b atuam
em conjunto no processo de fotossintese, uma vez que a clorofila a € o principal
pigmento, sendo ela a molécula capaz de se excitar e emitir elétrons. A clorofila b
funciona como pigmento acessorio, apenas recebendo e emitindo energia luminosa

para a clorofila a nos centros de reacdo dos complexos antena (Taiz, 2004). Os niveis



de clorofila total (Figura 3) mantiveram-se consideravelmente superiores aos niveis de
clorofila a e b. Mas, esses teores de clorofila, quando comparados de acordo com o
tempo de exposicdo e com a concentracdo de herbicida, apresentaram um
comportamento bastante semelhante. Uma vez que nos primeiros dias de contato com
0 atrazine, os valores de clorofila total se elevaram bastante em comparacdo com o
grupo controle. E nos dias subsequentes, esses valores decresceram
significativamente, chegando a apresentar valores de 2,1ug ml™ para as concentracées
de 1,0 e 10,0 mg L™ Alteracdes visuais nas folhas da S.auriculata comecaram a
aparecer apos 6 dias de exposi¢cdo das plantas ao herbicida. Apés 10 dias de contato
das plantas ao herbicida, os sintomas apresentaram-se mais evidentes. Observou-se
nivel de intoxicacdo ja a partir da menor concentragcéo utilizada do atrazine (Figura 4).
Foi observado um decréscimo bastante acentuado nos valores de massa fresca das
plantas tratadas com o herbicida nas concentracdes 0,1; 1,0 e 10,0 mg/L™ (Figura 5).
Segundo Guimaraes (2006), amostras de S. auriculata quando submetidas a solugcbes
contaminadas por atrazine, mesmo em baixas concentracées (0,1 mg L™), reduzem o
ganho de massa, quando comparada a outras macréfitas. De maneira geral, a
presenca de atrazine em concentracdes acima de 0,1 mg L™ na solucéo aquosa, pode
ser sugerida como um fator essencial na sintese e degradacdo das moléculas de
clorofila. Ainda, S. auriculata pode ser recomendada em programas de monitoramento
de 4guas para deteccdo do atrazine, sendo, o teor de clorofila, caracteristica passivel
de avaliagéo.
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Figura 1 — Teores de clorofila “a” quantificados em plantas de Salvinia auriculata, apés 3, 12 e
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diferentes concentracdes (mg L™). Governador Valadares, 2007
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