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RESUMO

O zinco é um elemento essencial as plantas, entretanto, em excesso pode ser toxico ao vegetal.
A fitorremediacéo de solo contaminado por Zn é eficaz para reduzir os efeitos toxicos desse
metal ao meio ambiente. Por isso, necessita-se identificar espécies tolerantes a essas condicoes.
O Schizolobium amazonicum é uma espécie arbdrea nativa da Amazobnia utilizada na
recuperacdo de areas degradadas. O silicio é um elemento benéfico que aumenta a tolerancia
da planta a estresses bidticos e abioticos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos
do silicio no crescimento, no estado nutricional e na fisiologia de plantas jovens de S.
amazonicum submetidas a niveis toxicos de zinco. Utilizou-se um delineamento em blocos
casualizados em esquema fatorial 4 x 2, com quatro concentra¢des de zinco (1, 150, 300 e 600
M) e duas concentragdes de silicio (0 e 1.5 mM) com cinco repeti¢bes por 30 dias. Avaliou-
se 0 estado nutricional, o crescimento, a fluorescéncia da clorofila a, as trocas gasosas e o teor
de pigmentos fotossintéticos nas mudas. Os resultados mostraram que os elevados niveis de
zinco reduziram o crescimento vegetal, a absorcdo de nutrientes avaliados e a fotossintese, com
efeitos principalmente associados a limitacdo fotoquimica e a reducdo na capacidade de fixacdo
de CO2 no mesofilo, contudo, a aplicacdo de Si atenuou esse efeito. O S. Amazonicum
apresentou baixa translocacéo e tolerancia moderada e alta as concentragdes de Zn indicando
que esta espécie pode ser utilizada como fitoestabilizadora desse metal.

Palavras-chave: Elemento benéfico. Fitorremediacdo. Metal pesado. Parica.



ABSTRACT

Zinc is an essential element for plants, however, in excess it can be toxic to plants.
Phytoremediation of soil contaminated by Zn is effective in reducing the toxic effects of this
metal on the environment. Therefore, it is necessary to identify species tolerant to these
conditions. Schizolobium amazonicum is a tree species native to the Amazon used to recover
degraded areas. Silicon is a beneficial element that increases the plant's tolerance to biotic and
abiotic stresses. Therefore, the objective of this work was to evaluate the effects of silicon on
growth, nutritional status and physiology of young plants of S. amazonicum submitted to toxic
levels of zinc. A randomized block design was used in a 4 x 2 factorial scheme, with four
concentrations of zinc (1, 150, 300 and 600 uM) and two concentrations of silicon (0 and 1.5
mM) with five repetitions for 30 days. Nutritional status, growth, chlorophyll a fluorescence,
gas exchange and photosynthetic pigment content in seedlings were evaluated. The results
showed that the high levels of zinc reduced plant growth, the absorption of evaluated nutrients
and photosynthesis, with effects mainly associated with the photochemical limitation and the
reduction in the capacity of CO> fixation in the mesophile, however, the application of Si
attenuated this It is made. S. Amazonicum showed low translocation and moderate and high
tolerance to Zn concentrations, indicating that this species can be used as a phytostabilizer of
this metal.

Keywords: Beneficial element. Phytoremediation. Heavy metal. Parica.
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1. CONTEXTUALIZACAO

As perturbacfes antropogénicas da biosfera provocadas por varios fenémenos globais,
incluindo a acelerada taxa de industrializacdo, a agricultura intensiva e a mineragédo extensiva,
acompanhadas do crescimento populacional e da rapida urbaniza¢do, ndo sé causam a
destruicdo dos recursos naturais, como também a contaminacgdo generalizada de componentes
essenciais a vida no planeta (EMAMVERDIAN et al., 2015). Dentre as consequéncias das
alteracdes induzidas pelo homem nos ciclos biogeoquimicos naturais, 0 acumulo acentuado de
metais pesados tem sido um problema de suma importancia por razGes ecoldgicas, nutricionais
e ambientais (ALI; KHAN; SAJAD, 2013; NAGAJYOTI; LEE; SREEKANTH, 2010).

Os metais pesados pertencem ao grupo dos constituintes quimicos inorganicos nao
biodegradaveis e persistentes que apresentam massa atbmica acima de 23 g e densidade superior
a5 g-cm=, que causam efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos em humanos, animais e
plantas através da contaminacéo de cadeias alimentares, do solo, da 4gua potavel, de aquiferos
e da atmosfera circundante (CIRIAKOVA, 2009; FLORA; MITTAL; MEHTA, 2008;
RASCIO; NAVARI-1ZZ0O, 2011; WUANA,; OKIEIMEN, 2011).

Existem trés tipos de metais pesados encontrados no solo: Os que sdo referidos como
elementos essenciais para o crescimento normal das plantas (Fe, Mn, Zn, Cu, Mg, Mo e Ni), os
benéficos aos vegetais (Co) e os que ndo apresentam funcgéo bioldgica e fisiologica (Cd, Cr, Pb,
Ag e Hg) (RASCIO; NAVARI-I1ZZ0, 2011; SCHUTZENDUBEL; POLLE, 2002; TANGAHU
et al., 2011; ZHOU et al., 2014). Esses minerais podem ser absorvidos tanto pela parte aérea
guanto pelas raizes das plantas (PATRA et al., 2004).

Os metais pesados classificados como elementos essenciais sdo importantes para estrutura
de enzimas e proteinas, pois as plantas necessitam deles para o seu crescimento, metabolismo
e desenvolvimento, no entanto, altas concentracdes desses nutrientes podem levar a reducéo e
inibicdo do crescimento vegetal (ZENGIN; MUNZUROGLU, 2005). Os metais pesados em
niveis toxicos dificultam o funcionamento normal da planta, impedem processos metabdlicos,
substituem ou interrompem a funcdo de nutrientes em biomoléculas como pigmentos ou
enzimas (ALI; KHAN; SAJAD, 2013) e afetam negativamente a integridade da membrana
citoplasmatica (FARID et al., 2013), causando a inibigdo de mecanismos vitais as plantas, como
por exemplo, a fotossintese, a respiracao e atividades enzimaticas (HOSSAIN et al., 2012).

O zinco, cuja densidade é 7.14 g cm3, massa atdmica 65.38 g e nimero atémico 30, é um
elemento essencial que esta envolvido em muitos eventos fisioldgicos vitais aos vegetais

(SAGARDOY et al., 2009). Ele é componente indispensavel de proteinas especiais conhecidas
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como dedos de zinco que se ligam ao DNA e ao RNA e contribui para sua regulagéo e
estabilizacdo (GUPTA et al., 2012). Além disso, é um constituinte da metaloenzima ou cofator
de varias enzimas, como anidrases, desidrogenases, oxidases e peroxidases (MOUSAVI,
GALAVI; REZAEI, 2013), e desempenha um papel importante na regulacdo do metabolismo
de nitrogénio, na multiplicacdo celular, na fotossintese e na sintese da auxina, dos acidos
nucleicos e das proteinas em plantas (KLECKEROVA et al., 2011).

O estado divalente (Zn?*) é a forma mais difusa encontrada no solo e adquirida pelas
plantas (BUCHER; SCHENK, 2000). A biodisponibilidade de Zn depende de varias variaveis,
incluindo a concentragdo total de Zn no solo, os teores de calcario e matéria orgénica do solo,
tipo de argila, presenca de outros metais pesados, pH do solo e quantidade de sais no substrato
(AREF, 2011; BUCHER; SCHENK, 2000). Destes, o pH é o fator mais importante que
influencia a disponibilidade de Zn (BROADLEY et al., 2007), pois meios basicos estdo
geralmente associados & absorcéao reduzida de zinco pelas plantas (AREF, 2011).

O Zn pode estar presente em residuos ou rejeitos antropicos produzidos em alta
quantidade (SILVA et al., 2018), como os descartes de equipamentos eletrénicos (MOUSAVI,
GALAVI; REZAEI, 2013), dejetos de suinos (BASSO et al., 2012), lodo de esgoto, biossélidos
(KABATA-PENDIAS, 2011) e rejeitos de mineracdo e da industria metaltrgica (BORGES
JUNIOR et al., 2008). Além disto, a aplicacio, sucessiva e continua, por 10 anos, de fungicidas
contendo zinco provoca um aumento desse elemento no solo (BRUNETTO et al., 2014). Desse
modo, todos os dias, diversas fontes de zinco podem agir no solo e possibilitar a elevacéo de
suas concentracdes no meio ambiente.

O zinco em altas concentragdes no solo (150 a 300 pg g?) é altamente toxico (YADAYV,
2010) e sua toxicidade, além dos fatores de biodisponibilidade, depende do tipo de planta e do
estagio de desenvolvimento vegetal (BARAN, 2013). Os sinais visuais de disturbios em plantas
como resultado da toxicidade de Zn sdo relatados como sendo clorose em folhas jovens devido
a deficiéncia de ferro ou manganés (SIVASANKAR; KALAIKANDHAN; VIJAYARENGAN,
2012) e aparéncia de cor vermelho-arroxeada nas folhas devido a deficiéncia de fosforo
(YADAV, 2010), que indicam que 0 Zn?* em excesso pode facilmente substituir outros metais,
especialmente aqueles com raios i6nicos similares nos sitios ativos de enzimas ou
transportadores (FUKAO et al., 2011). Além disso, manchas necroticas internervais nas folhas
maduras (MIYASAKA; HAMASAKI; PENA, 2002) e a epinastia foliar (SAGARDOY et al.,
2009) também sdo atribuidas a toxicidade do Zn.

O excesso de Zn?* nas células pode produzir espécies reativas de oxigénio e influenciar
negativamente a integridade e a permeabilidade da membrana (HOSSEINI; POORAKBAR,
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2013; MISHRA; PRAKASH, 2010). A toxicidade de Zn dificulta a funcionalidade e eficiéncia
do sistema fotossintético em diferentes espécies de plantas. Vassilev et al. (2011) em Phaseolus
vulgaris L., Mirshekali et al. (2012) em Sorghum bicolor L. e Lalelou, Shafagh-Kolvanagh e
Fateh (2013) em Cucurbita pepo L. mostraram que a concentragao excessiva de Zn?* reduziu o
contetdo de pigmentos fotossintéticos como a CHL a e CHL b ao inibir a absorcdo e
translocagdo de Fe e Mg ao cloroplasto. O elevado nivel de Zn?* pode causar um declinio na
fluorescéncia inicial e maxima da clorofila, resultando na diminuicdo da atividade do PSII
(TSONEV; LIDON, 2012).

O crescimento e a estrutura do vegetal também podem ser afetados negativamente pela
toxicidade do Zn. Todeschini et al. (2011) demonstraram que o Zn em Populus alba L. alterou
drasticamente a morfologia das folhas e causou a formacdo de cristais de oxalato de célcio.
Vijayarengan e Mahalakshmi (2013) mostraram que a toxicidade desse metal reduziu o
comprimento da raiz e da parte aérea, assim como a area foliar em Solanum lycopersicum L..

Uma das alternativas de sanar os problemas causados pela contaminacdo com metais
pesados consiste na remediacao de areas contaminadas com técnicas de remocao, contengdo ou
reducdo da concentracdo do elemento contaminante no ambiente (SHEORAN; SHEORAN;
POONIA, 2010). Contudo, as implicacfes técnicas e financeiras tornam a remediacdo do solo
uma tarefa dificil (BARCELO; POSCHENRIEDER, 2003). Nas dltimas décadas, varios
métodos bioldgicos, fisicos e quimicos foram usados para alcancar esse objetivo (WUANA;
OKIEIMEN, 2011). Geralmente, estes métodos tém limitacdes, isto é, trabalho intensivo, alto
custo, perturbacdo da microflora do solo e alteracbes irreversiveis nas propriedades fisico-
quimicas do solo (BOLAN et al., 2014).

Dentre as diferentes técnicas de remediacéo de solos contaminados por metais pesados,
in situ, destaca-se as tecnologias de fitorremediacdo (SARMA, 2011) . O termo fitorremediacédo
é formado por phyto, que esta relacionado a planta, e remedium, que significa coisa que cura,
logo, a fitorremediacdo baseia-se na utilizacdo de plantas naturais ou geneticamente
modificadas capazes de extrair substancias perigosas como metais pesados, radionuclideos,
pesticidas, bifenilos policlorados e hidrocarbonetos aromaticos polinucleares do ambiente,
tornando-os indisponiveis ao meio ambiente (KALVE et al., 2011; SINGH; PRASAD, 2011;
VITHANAGE et al., 2012).

A fitorremediacéo prevé varios mecanismos de descontaminagdo sendo que para areas
contaminadas com metais pesados, destaca-se a fitoestabilizag&o e a fitoextracdo (KOTRBA et
al., 2009). A fitoestabilizagéo visa reduzir o potencial de dano ao ambiente, pela reducdo da

mobilidade e disponibilidade do contaminante no solo, sendo as plantas, neste caso, escolhidas
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por tolerar as condicGes da area, controlar a erosdo e a lixiviagdo e evitar a translocagéo do
contaminante para a parte aérea (MCINTYRE, 2003). Na fitoextracdo, as plantas agem
removendo, armazenando, transferindo e tornando inofensivos os metais pesados presentes no
solo (YANG; DENG,; LI, 2008). Essas plantas séo capazes de tolerar, absorver e translocar altos
niveis de contaminantes que seriam toxicos a qualquer outro organismo (KHAN et al., 2000).
Sendo assim, a fitoextracdo compreende a extracdo de poluentes do solo e seu posterior
acumulo em tecidos de plantas denominadas acumuladoras (HALIM; CONTE; PICCOLO,
2003).

Baseando-se nas implicacBes econbmicas, o objetivo da fitorremediagdo pode ser: (1)
extracdo de metais com beneficio financeiro, como por exemplo, o niquel; (2) minimizacéo de
riscos (fitoestabilizacdo); e (3) manejo sustentavel do solo, no qual a fitorremediacdo aumenta
a fertilidade do solo, favorecendo o crescimento das culturas vegetais (GARBISU; ALKORTA,
2003; VAN AKEN, 2009; VANGRONSVELD et al., 2009). Nesse contexto, espécies arboreas
que apresentem capacidade de desenvolvimento em solos com baixa disponibilidade de
nutrientes, um sistema radicular profundo, elevada producao de biomassa e crescimento rapido,
como por exemplo, o Populus nigra L., o Jatropha curcas L. e o Salix alba L., podem ser
exploradas para o duplo propdsito de producdo de matéria-prima para inddstria madeireira e
para fitorremediacdo (ABHILASH et al., 2012; PILON-SMITS; LEDUC, 2009; PRASAD,
2003).

O 'paricd’ (Schizolobium amazonicum Huber ex. Ducke), Fabaceae - Caesalpinioideae, é
uma espécie arbdrea de grande porte que pode atingir até 40 m de altura e 100 cm de diametro,
e que pode ser encontrada na AmazoOnia brasileira, venezuelana, colombiana, peruana e
boliviana (CARVALHO et al., 2019). Na floresta amazonica estd presente na mata primaria e
secundaria de terra firme e varzea alta dos estados do Para, Rond6nia, Amazonas e Mato Grosso
e tem sido amplamente utilizado na recuperacédo de areas degradadas e na inddstria madeireira
na fabricacdo de compensados e celulose (CARVALHO et al., 2016). Este vegetal apresenta
um crescimento excessivamente rapido e sua madeira possui coloracdo branco-amarelo-claro,
as vezes com tonalidade réseo-palida com superficie sedosa, lisa e lustrosa. (COELHO, 2004).
Essa planta é considerada pioneira com bom desenvolvimento em solos de baixa fertilidade
desde que apresentem boas caracteristicas fisicas e biologicas e, por isso, estd incluida na
selecdo de espécies de leguminosas para consorcios agroflorestais na Amazénia (BARBOZA
et al.,, 2011). Também foi verificado que o S. amazonicum pode ser um potencial
fitorremediador por ter sido capaz de acumular cddmio em seus tecidos (NOGUEIRA et al.,
2019).
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As plantas que podem ser usadas como fitorremediadoras utilizam diversas estratégias de
tolerancia ou desintoxicacdo sempre que estdo em condicdes estressantes causadas pelas altas
concentracdes de metais pesados (SYTAR et al., 2013). Como um primeiro passo para lidar
com a intoxicacao por metais, 0s vegetais restringem a absorcdo desses elementos do solo,
impedindo a entrada deles pela raiz (VIEHWEGER, 2014). Isso ocorre devido a alguns
mecanismos, como a imobilizacdo de metais por associagdo micorrizica ou complexagdo com
exsudatos organicos pelo sistema radicular (DALVI; BHALERAO, 2013; PATRA et al., 2004).
No estagio seguinte, se essas estratégias falharem e os metais conseguirem penetrar nos tecidos
vegetais, 0os mecanismos de tolerdncia & desintoxicagdo serdo ativados, incluindo a
compartimentalizacdo em varias estruturas intracelulares (por exemplo, vactolo) (PATRA et
al., 2004), ligacdo do contaminante a parede celular, biossintese ou acumulacdo de osmalitos e
osmoprotetores, como por exemplo a prolina, a complexacao intracelular ou quelacédo de ions
metalicos, devido a liberacdo de varias substancias, tais como, &cidos organicos,
polissacarideos, fitoquelatinas e metalotioneinas (DALVI; BHALERAO, 2013; JOHN et al.,
2012; MEMON et al., 2001; PRASAD, 2004), e, eventualmente, se todas essas medidas se
mostrarem ineficientes e as plantas apresentarem toxicidade do metal, a ativacdo de
mecanismos de defesa antioxidante serd utilizada (MANARA, 2012).

Outra maneira de aumentar a tolerancia de plantas ao estresse, consiste na utilizacdo de
elementos benéficos como o silicio, que € um ion muito importante, pois constitui cerca de 28%
da crosta terrestre (SOMMER et al., 2006). Este elemento costuma amenizar os efeitos
deletérios dos metais pesados em plantas cultivadas em solos contaminados (CHEN et al.,
2000). Alguns experimentos demonstraram que certas culturas se beneficiam
significativamente com a aplicacdo de Si, quando cultivadas em solos com a presenca de metais
pesados, como Zn, Cd, Pb, Cr ou Cu (ALI et al., 2013; CUNHA; NASCIMENTO, 2009;
KELLER et al., 2015; LI et al., 2012; PINTO et al., 2009; TAKAHASHI; MA; MIYAKE,
1990). Embora o Si ndo seja essencial para plantas superiores, ele apresenta uma estreita relacéo
com a diminuicdo da fitotoxicidade do metal pesado (EPSTEIN, 1999; LIANG; SUN, 2007).

Os silicatos sdo capazes de converter as fragdes soltvel e trocavel de metais no solo em
formas quimicamente estaveis, diminuindo a biodisponibilidade do metal. Essa reducdo na
biodisponibilidade do contaminante € atribuida a reacGes de precipitacdo, humificacdo e redox
provocadas pelo silicio (CHENG; HSEU, 2002). Os &nions SiOs% s&o protonados na solucéo
do solo, aumentando o pH e diminuindo a atividade do metal devido & precipitagdo dos
compostos metal-hidroxila (SOMMER et al., 2006). Alem disso, a adi¢do de silicato ao solo

promove a polimerizacdo de compostos de silicato, referidos como potenciais complexantes de
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metais pesados (DIETZEL, 2000).

Diante disso, a hipdtese geral deste trabalho é que o silicio mitiga os efeitos toxicos do
excesso de zinco em mudas de S. amazonicum e que esta espécie pode ser utilizada para
fitorremediar areas contaminadas com esse metal. O objetivo geral deste estudo foi avaliar 0s
efeitos do silicio no crescimento, no estado nutricional e na fisiologia de plantas jovens de S.

amazonicum submetidas a niveis toxicos de zinco.
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2. EFEITO DO SILICIO NO CRESCIMENTO E NO ESTADO NUTRICIONAL DE
MUDAS DE Schizolobium amazonicum HUBER EX DUCKE SUBMETIDAS A
TOXICIDADE DE ZINCO*

*Artigo aceito para publicacdo na revista Australian Journal of Crop Science, v. 11, n. 3, de
fevereiro de 2020.

Resumo

O zinco é um elemento essencial as plantas, mas em excesso pode causar sérios danos ao
vegetal. O Schizolobium amazonicum é uma espécie nativa da Amazbnia que apresenta
caracteristicas desejaveis para remediar ambientes contaminados por metais pesados. O silicio
apresenta como efeito benéfico a reducdo da fitotoxidez de contaminantes. O objetivo do estudo
foi avaliar o efeito do Si no crescimento e no estado nutricional de mudas de S. amazonicum
submetidas a toxicidade de zinco. Utilizou-se um delineamento em blocos casualizados em
esquema fatorial 4 x 2, com quatro concentracdes de zinco (1, 150, 300 e 600 uM) e duas
concentragcfes de silicio (0 e 1.5 mM) com cinco repeti¢cbes por 30 dias. O aumento das
concentracdes de Zn na solucdo nutritiva reduziu o crescimento da planta e os teores de Ca, P,
Mg, Fe, Mn e Cu nos tecidos vegetais, elevou as concentracdes de S e provocou maior
toxicidade nas raizes, em relacdo a parte aérea, das plantas de S. amazonicum. O fornecimento
de Si a solugdo nutritiva promoveu aumento do crescimento vegetal, na absor¢édo dos macro e
micronutrientes avaliados e na tolerancia das plantas, sugerindo que esse elemento mitiga 0s
efeitos fitotdxicos do excesso de zinco. O indice de tolerancia indicou que a espécie apresentou
tolerancia moderada e alta as doses do metal avaliadas. Os fatores de bioconcentracdo e de
translocacdo demonstram a baixa capacidade do S. amazonicum em fitoextrair Zn e sugerem

que a espécie pode ser promissora para fins de fitoestabilizacdo desse metal.

Palavras-chave: fator de bioconcentragcdo, fator de translocacdo, fitorremediacédo, metal

pesado, parica
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Abstract

Zinc is an essential element to plants; however, excessive zinc levels can severely damage them.
Schizolobium amazonicum is an Amazon native species that presents desirable features to
remediate environments contaminated with heavy metals. Silicon has the beneficial effect of
reducing the toxicity of different contaminants. The aim of the current study is to investigate
the effect of Si on the growth and nutritional status of S. amazonicum seedlings subjected to
zinc toxicity. The study followed a randomized block design at 4 x 2 factorial arrangement
based on four zinc (1, 150, 300 and 600 uM) and two silicon (0 and 1.5 mM) concentrations,
with five repetitions for 30 days. Increasing Zn concentrations in the nutrient solution reduced
the growth of the plant and Ca, P, Mg, Fe, Mn and Cu contents in plant tissues, increased S
concentrations and led to higher toxicity in the roots than in the shoot of S. amazonicum plants.
Si addition to the nutrient solution increased plant growth, the absorption of the evaluated macro
and micronutrients, as well as plant tolerance levels, which suggested that this element
mitigated the phytotoxic effects of the excess of zinc. Based on the tolerance index, the species
presented moderate and high tolerance to the evaluated metal doses. Bioconcentration and
translocation factors have indicated the low Zn-phytoextraction capacity of S. amazonicum and
suggested that the species may be promising for Zn phytostabilization purposes.

Keywords: bioconcentration factor, heavy metal, paricd, phytoremediation, translocation

factor
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2.1. Introdugéo

A contaminacdo dos solos por metais pesados tem provocado sérios danos aos
ecossistemas e a saude humana (HUANG et al., 2016; SHAHID et al., 2017). O manejo
inadequado de residuos provenientes da mineragdo, industria metalUrgica, defensivos agricolas,
fertilizantes e do lixo urbano causam polui¢do ambiental com esses elementos, que dependendo
da sua concentracdo, podem acarretar em toxicidade em vegetais e animais (NIAZI; SINGH;
MINASNY, 2015).

Um modo de descontaminar solos com metais pesados, consiste no cultivo de plantas,
como técnica fitorremediadora (BURGES et al., 2018). A fitostabilizacdo é um dos métodos de
fitorremediacdo de solos, que consiste no uso da raiz da planta para reduzir a mobilidade e a
biodisponibilidade do metal em solos contaminados (EISSA, 2019). Entretanto, o sucesso do
processo de fitostabilizacdo depende da tolerancia das plantas ao estresse metalico, ao acimulo
dos metais nas raizes e baixa translocacao para parte aérea (EISSA; AHMED, 2016). Espécies
florestais que toleram altos teores de metais que produzem elevada biomassa e apresentam
sistema radicular bastante desenvolvido sdo recomendadas para imobilizar esses contaminantes
por longos periodos (NIKOLIC et al., 2017).

O zinco é um elemento essencial para o0 metabolismo das plantas e é o segundo metal de
transicdo mais abundante (MATEOS-NARANJO et al., 2018). Contudo, em niveis elevados,
pode provocar danos ao vegetal (KAYA; ASHRAF; AKRAM, 2018). O excesso de Zn pode
causar crescimento anormal e reducdo na absorcdo e translocacdo de elementos essenciais nas
plantas (ANDREIJIC et al., 2018). Estudos acerca de espécies lenhosas nativas da Amazonia
para fitorremediacao de Zn ainda séo escassos.

O Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke é uma espécie nativa da Amazonia
conhecida como parica (GOMES et al., 2019). Esta planta € muito usada em reflorestamento e
apresenta uma area de cultivo de 90 mil hectares no Brasil (PEREIRA et al., 2017). O interesse
por esse vegetal deve-se ao seu rapido crescimento, pois apresenta produtividade de 38 m® ha'
anol, a capacidade de adaptacgdo a diversas condicdes edafoclimaticas e servir como matéria
prima na producéo de laminados e compensados (OHASHI; YARED; FARIAS NETO, 2010).
Nogueira et al. (2019) verificaram que S. amazonicum também pode ser utilizado para fins de
fitorremediacdo, pois foi capaz de acumular cadmio em suas raizes.

O silicio é o segundo elemento mais abundante no solo (SAHEBI et al., 2015). As plantas
podem absorvé-lo pelas raizes na forma de acido silicico [Si(OH)4] e transloca-lo para a parte

aérea atraveés do xilema (YANG; ZHANG, 2018). Apesar de ndo ser considerado um elemento
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essencial, seus efeitos benéficos sobre o estresse bidtico e abidtico, como o causado devido a
toxicidade por metais pesados, foram encontrados em outras espécies (HADDAD et al., 2018;
PEREIRA et al.,, 2018, PINTO et al., 2009). Esse carater benéfico pode ocorrer pela
imobilizacdo de metais no solo, estimulacdo da atividade de enzimas antioxidantes, co-
precipitagdo, complexacdo e compartimentalizacdo do silicio com ions metalicos nos tecidos
vegetais (GARG; SINGH, 2018; LIANG et al., 2015). Especificamente para o S. amazonicum,
a provavel estratégia usada para evitar a toxicidade de Zn é atualmente desconhecida.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do Si no crescimento e no estado

nutricional de mudas de S. amazonicum submetidas a toxicidade de zinco.

2.2. Material e métodos

2.2.1 Localizacdo do experimento

O experimento foi conduzido em uma casa de vegetacdo no Instituto de Ciéncias Agréarias
da Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA) em Belém, Pard, Brasil (1°27'17.3"S
48°26'18.0"0), no periodo de 8 de maio de 2018 a 17 de julho 2018. De acordo com Koppen,
o clima regional é classificado como Af (equatorial) (LOPES et al., 2018). Durante o periodo
experimental, a temperatura média e a umidade relativa do ar foram de 26.7 + 2.9° Ce 79.9 +
13.3% (média + desvio-padrao), respectivamente.

2.2.2 Material vegetal e condigOes de crescimento

As sementes de S. amazonicum foram oriundas da Associacdo das Industrias
Exportadoras de Madeira do Estado do Para (AIMEX) em Benevides, Para, Brasil (1°20'04.9"S
48°14'24.5"0). Estas sementes foram escarificadas e embebidas em agua destilada por 24 h e
posteriormente foram germinadas em vasos de Leonard de 5 L adaptados com garrafas pet,
preenchidos com areia lavada e esterilizada, e cultivadas de maneira semi-hidropénica.

Quatro sementes foram colocadas em cada vaso e, ao 7° dia ap0s a emergéncia, ocorreu
0 desbaste limitando-se a uma muda por vaso. Todas as plantas, durante sete dias, receberam
apenas agua destilada. Apds esse periodo ocorreu o fornecimento de solucdo nutritiva de
Hoagland e Arnon (1950) preparada com reagentes puros para analise, constituida por 5 mM
KNO3z, 5 mM Ca(NO3)2.4H20, 1 mM KH2POs, 2 MM Mg(S04)..7H20, 46,26 M H3BOs, 9,15
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UM MnCl2.4H20, 1 pM ZnS04.7H20, 0,50 pM CuS0O4.5H20, 0,09 uM H2M004.H-0, 89,00
MM FeSO4.7H20, 89,57 uM Na:EDTA, num volume total de 800 ml por vaso. O pH foi
ajustado para 5,8+0,1 usando HCI ou NaOH. A forca i6nica iniciou em 25% e foi modificada
para 50% e 100%, em intervalos regulares de sete dias. As mudas receberam solucdo nutritiva

com forca idnica total do 22° ao 40° dia apds a instalagdo do experimento.

2.2.3 Delineamento experimental e avaliagdo dos tratamentos

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, em um esquema fatorial 4 x 2
com quatro concentracbes de Zn, na auséncia e presenca de Si, com cinco repeticdes,
totalizando 40 unidades experimentais, com uma planta em cada unidade. As concentracdes de
Zn utilizadas foram: 1 (controle), 150, 300 e 600 puM na forma de ZnSO4.7H20 e as
concentragOes de Si foram: 0 e 1.5 mM na forma de Na>SiO3-5H,0. As doses de zinco utilizadas
foram baseadas em concentracdes que este metal provocou sintomas de toxicidade em Psidium
guajava (NATALE et al., 2005), Eucalyptus maculata e Eucalyptus urophylla (PINTO et al.,
2009) e Thlaspi caerulescens (BROWN et al., 1995). A concentragdo de silicio, escolhida em
nosso estudo, foi fundamentada naquela que reduziu a toxicidade causada por cadmio em Vigna
unguiculata (PEREIRA et al., 2018), e zinco em E. urophylla (PINTO et al., 2009) e Zea mays
(SIMKOVA et al., 2018)

Os tratamentos foram aplicados as mudas por 30 dias (41° ao 70° dia ap6s a instalagdo do
experimento). No 70° dia, ap6s a observacdo dos sintomas visuais da toxicidade de Zn, os
parametros morfologicos foram medidos em todas as plantas e as raizes e parte aérea, foram

colhidas para analise nutricional.

2.2.4 Medicdes dos parametros morfologicos e acimulo de biomassa

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas: numero de foliolos vivos (NF); area foliar
(AF), determinada com medidor LI-COR Mod. LI- 3100; altura da parte aérea (AP) medida da
superficie do solo até o apice da planta, com o uso de uma régua milimetrada e diametro do
colo (DC), medido com o uso de um paquimetro. A matéria seca da raiz (MSR), da parte aérea
(MSPA) e a total (MST) foram quantificadas apds a secagem em estufa com circulacdo de ar a
65 °C. A partir desses dados calculou-se a relagéo entre a altura e o diametro do colo (H/D) e a
relagdo entre a MSR e a MSPA (R/PA).
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2.2.5 Determinacdo dos teores de nutrientes

Amostras com 100 mg de matéria seca (MS) moida foram colocadas em tubos cénicos de
50 ml (Falcon, Corning, México) e pré-digeridas (48 h) com 2 ml de HNO3 sub-destilado (DST
1000, Savillex, EUA). Posteriormente, foram adicionados 8 ml de uma solucéo contendo 4 ml
de H202 (30% v/v, Synth, Brasil) e 4 ml de &gua ultrapura (Milli-Q System, Millipore, EUA) e
a mistura foi transferida para um recipiente de digestdo de teflon, fechado e aquecido em um
bloco digestor (EasyDigest®, Analab, Franca) de acordo com o seguinte programa: 100°C
durante 30 min (1); 150 °C durante 30 min (2); 130 °C durante 10 min (3); 100°C durante 30
min e (4), resfriamento (5). O volume foi completado para 50 ml com &gua ultrapura e o iridio
foi utilizado como padrio interno a 10 pg 11, Materiais de referéncia certificados (NIST 1570a
e NIST 1577c) foram executados em cada analise para fins de controle de qualidade. Todos 0s
valores encontrados estavam de acordo com os valores certificados. As determinagdes dos
teores de nutrientes foram realizadas utilizando um espectrometro de massa de plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS 7900, Agilent, EUA), em acordo com Paniz et al. (2018).

2.2.6 Extracao e determinacao do silicio

Amostras com 100 mg de MS moida foram adicionadas em tubos de polipropileno de 100
ml contendo 2 ml de H202 (30% v/v) e 3 ml de NaOH (25mol L1). Os tubos foram fechados e
levados para digestdo em autoclave por 1 hora a 123°C e 0,15MPa. Apés o resfriamento,
adicionou-se 45 ml de agua destilada. Desse extrato, foi retirada uma aliquota de 1 ml que foi
transferida para um frasco contendo 19 ml de agua destilada, 1 ml de HCI (500 g I'Y), 2 ml de
molibdato de aménio (100g I') e 2 ml de 4cido oxalico (75 g I'Y). A concentragdo de silicio foi
determinada por espectrofotometria no comprimento de onda de 410 nm de acordo com
Korndorfer et al. (2004).

2.2.7 Fator de bioconcentracdo, fator de translocacéo e indice de toleréncia

Para avaliar a capacidade de fitoextracdo e a tolerancia do S. amazonicum ao excesso de
zinco, calculou-se: o fator de bioconcentragao (FBC); o fator de translocacdo (FT) e o indice de
tolerancia (IT) com as equacdes 1, 2 e 3 descritas por Wang et al. (2018).
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FBC = Znp (mg kgt) / Zne (mg 1) (1)

onde Zn, representa a concentragdo de Zn na planta e Znsn representa a concentracdo de Zn na

solucdo nutritiva.

FT = Znpa (Mg kg% / Znr (mg kg™), 2

onde Znpa representa a concentracdo de Zn na parte aérea e Zn, representa a concentragdo de

Zn nas raizes.

IT = MSpzn (g) X 100 / MSyc (g) 3)

onde MSpzn corresponde & MST das plantas cultivadas em solucéo enriquecida com Zn e MSyc
equivale a MST das plantas controle.

2.2.8 Analise dos dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os desvios padrao (DP) foram calculados para cada
tratamento. As andlises estatisticas foram realizadas com o software SISVAR (FERREIRA,
2014).

2.3. Resultados e discussao

2.3.1 Parametros morfolégicos e acumulo de biomassa

O crescimento das plantas de S. amazonicum foi afetado pelas concentragdes de zinco e
silicio na solucdo nutritiva (Tabelas 1 e 2). O incremento da concentracdo de Zn no meio de
cultivo proporcionou reducdo do crescimento das mudas. A concentracdo de 600 UM de Zn
causou, as plantas sem adicdo de Si, um decrescimento de 46 (NF), 66 (AF), 48 (AP), 61 (DC),
62 (MSR), 55 (MSPA), 57 (MST) e 17% (R/PA), em comparacao ao controle. Quando as mudas
que foram tratadas com Si, esses percentuais de reducdo diminuiram acentuadamente para 35,

51, 36, 47, 53, 46, 48 e 11%, nessa ordem. A reducdo da R/PA, promovida pelo aumento do



31

teor de zinco na solucdo, mostra que o metal promove mais dano ao sistema radicular do que a

parte aérea.

Tabela 1. Numero de foliolos (NF), area foliar (AF), altura da parte aérea (AP), diametro do
colo (DC) e relacdo entre altura da parte aérea e diametro do colo (H/D) de plantas de S.
amazonicum tratadas com Si e expostas a toxicidade de Zn

Si Zn AF AP DC
mM) vy  NF (dm) (cm) (mm) H/D
1 664+1.1Ba 21.2+05Ba 27.7+08Ba 125+05Ba 2.21+0.02Ad
0 150 454+09Bb 13.2+0.3Bb 18.4+0.7Bb 7.1+0.2Bb 2.60 £ 0.04 Ac
300 39.8+0.8Bc 10.0+x0.6Bc 16.8+0.6Bc 6.2+0.2Bc 2.69+0.02 Ab
600 358+08Bd 7.2+06Bd 144+05Bd 49+0.2Bd 2.94 + 0.05 Aa
1 774+15Aa 27.7+1.2Aa 303+07Aa 149+04Aa 2.03+0.03Bd
15 150 484+09Ab 159+0.7Ab 21.4+05Ab 9.0+0.2Ab 2.39+0.01 Bc
' 300 444+05Ac 121+0.7Ac 186x05Ac 75+0.2Ac 2.49 +£0.02 Bb
600 43.1+0.6Ad 10.2+06 Ad 17.7+x05Ad 6.5+0.2 Ad 2.71 +0.04 Ba

Colunas com letras maitsculas diferentes entre tratamentos de Si (0 e 1.5 mM Si sob mesma
concentracdo de Zn) e letras minasculas entre tratamentos de Zn (1, 150, 300 e 600 uM Zn sob
mesma concentracdo de Si) indicam diferencas significativas pelo teste de Scott-Knott
(P<0.05).Valores descritos correspondem a médias de cinco repeti¢oes e DP

Tabela 2. Matéria seca radicular (MSR), matéria da parte aérea (MSPA), matéria seca total
(MST) e relacdo entre a matéria seca radicular e a matéria seca da parte aérea (R/PA) de plantas

de S. amazonicum tratadas com Si e expostas a toxicidade de Zn

Si Zn MSR MSPA MST
(MM) (M) @ RIPA
1 10.2+0.1 Ba 23.4+0.2 Ba 33.6 £ 0.3 Ba 0.437 £ 0.004 Ba
0 150 6.3+0.1Bb 16.0+0.1Bb 22.3+0.0Bb 0.395 + 0.006 Bb
300 46+0.1Bc 12.3+0.3Bc 16.9 £+ 0.5 B¢ 0.377 £0.002 Bc
600 3.8+0.1Bd 105+0.3Bd 144+ 0.4 Bd 0.365 + 0.003 Bd
1 11.1+£0.2 Aa 23.8+0.2 Aa 349+04 Aa 0.464 + 0.005 Aa
15 150 7.3+0.1Ab 176+ 0.2 Ab 249+ 0.2 Ab 0.416 £ 0.003 Ab
) 300 6.0+£0.2 Ac 15.0+ 0.3 Ac 21.0+£ 05 Ac 0.397 £ 0.003 Ac
600 48+0.1 Ad 12.4+0.2 Ad 17.2+ 0.3 Ad 0.386 + 0.004 Ad

Colunas com letras maitsculas diferentes entre tratamentos de Si (0 e 1.5 mM Si sob mesma
concentracdo de Zn) e letras minusculas entre tratamentos de Zn (1, 150, 300 e 600 UM Zn sob
mesma concentracdo de Si) indicam diferengas significativas pelo teste de Scott-Knott
(P<0.05).Valores descritos correspondem a medias de cinco repeti¢cdes e DP

O aumento da H/D com o acréscimo das concentracdes de Zn indica que houve maior
crescimento em AP em detrimento ao DC. Os maiores valores dessa relagdo (2.21 a 2.94) foram
obtidos em mudas cultivadas sem silicio. A relacdo entre esses dois parametros avalia a
gualidade de mudas, pois espera-se que haja um equilibrio no seu desenvolvimento, e 0 menor
valor da relacdo H/D, observado nas mudas tratadas com Si, implica em plantas mais resistentes
(ARAUJO NETO et al., 2000).
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Entre os sintomas da toxicidade de Zn, a reducdo no crescimento de plantas tem sido
bastante observada. (ANWAAR et al.,, 2015; MATEOS-NARANJO et al., 2018;
MEHRABANJOUBANI et al., 2015; SIMKOVA et al., 2018). Quanto ao Si, seu efeito
benéfico, no crescimento vegetativo, foi verificado em estudos com E. urophylla (PINTO et al.,
2009), Z. mays (PAULA et al., 2015), G. hirsutum (ANWAAR et al., 2015) e O. sativa
(MEHRABANJOUBANI et al., 2015) cultivados em solugdo nutritiva enriquecidas com zinco.
Nestes trabalhos, constatou-se um aumento do crescimento das plantas apos a adicdo de Si no
substrato contaminado, corroborando o carater mitigador do silicio na toxicidade causada por

zinco no crescimento vegetal.

2.3.2 Teores de zinco e silicio nos tecidos

O incremento das concentragdes de Zn na solugédo nutritiva causou um aumento dos teores
desse metal e diminuicdo dos teores de Si nas raizes e na parte aérea do S. amazonicum. Por
outro lado, o Si adicionado a solucéo, diminuiu os teores de zinco nos tecidos vegetais (Tabela
3).

Tabela 3. Teores de Zn e Si em plantas de S. amazonicum tratadas com Si e expostas a
toxicidade de Zn

Si Zn Zn (mg kgt MS) Si (mg kgt MS)

(mM)  (uM) Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz
1 10.4+£0.4 Ad 15.7+ 0.9 Ad - -

0 150 64.0 £ 2.6 Ac 1385.6 + 14.8 Ac - -

300 926+12Ab 26434 +111.0 Ab - -

600 109.4+3.2Aa 3707.9+172.3 Aa - -

1 9.1+0.3Ad 15.7+0.6 Ad 4457+5.4a 15475+ 24.3a
150 46.8 + 1.4 Bc 11744+ 9.2 Bc 405.1+£33b 1382.5+19.3b
300 70.3+2.4Bb  2110.3+81.0Bb 356.0+3.2¢ 11148+ 4.0c
600 925+34Ba 31926+131.0Ba 205.6+2.6d 250.1+45d
Colunas com letras mailsculas diferentes entre tratamentos de Si (0 e 1.5 mM Si sob mesma
concentracdo de Zn) e letras minusculas entre tratamentos de Zn (1, 150, 300 e 600 UM Zn sob
mesma concentracdo de Si) indicam diferengas significativas pelo teste de Scott-Knott
(P<0.05).Valores descritos correspondem & médias de cinco repeti¢oes e DP

1.5

Os maiores teores de zinco, 3707.9 (tratamento sem Si) e 3192.6 mg kg™* (tratamento com
Si), foram detectados nas raizes das plantas cultivadas na solucdo com 600 pM, que
equivaleram a 236.2 e 203.4 vezes superiores, respectivamente, aos teores encontrados no
tratamento controle. Sob esta mesma dose de Zn, a parte aerea apresentou teores de metal de
109.4 (0.0 uM de Si) e 92.5 mg kg? (1.5 uM de Si), que correspondem a aumentos na
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concentracédo do metal de 10.5 e 8.9 vezes, respectivamente, comparado ao controle. Isso mostra
que as raizes de S. amazonicum sdo mais importantes que a parte aérea, na remog¢do Zn em solos
contaminados, devido apresentarem maiores concentracdes desse metal em seus tecidos.
Resultados semelhantes foram encontrados por Feng et al (2018) em Sesuvium portulacastrum.

O maior teor Si (1547.5 mg kg™t) foi encontrado quando este elemento foi disponibilizado
na solugdo com 1 uM de Zn. Esta concentracéo de silicio € 3.5 vezes maior que a observada na
parte aérea das plantas submetidas a mesma concentracdo de metal e 6.2 vezes superior aquela
encontrada nas raizes que cresceram em 600 uM de Zn e 1.5 mM de Si.

Os maiores teores de Si nas raizes podem ser explicados pela forma de absorcéo do Si,
pois assim como a maioria das dicotiledéneas, o S. amazonicum absorve silicio passivamente
pelo sistema radicular e transloca esse elemento para a parte aérea pelo xilema, via fluxo de
massa, diferentemente das monocotiledéneas, em que esse transporte ocorrer de forma ativa
(IMTIAZ et al., 2016). Mitani, Yamaji e Ma (2009) observaram que dicotiledonias como o
Cucumis sativus e Solanum lycopersicum sdo incapazes de acumular grandes quantidade de Si
na parte aérea.

Marques e Nascimento (2014) e Neumann e Zur Nieden (2001) observaram em
Cardaminopsis halleri e R. communis que ha uma co-precipitacdo do silicio com o zinco em
silicatos de zinco, que acumulam-se no vacuolo das células radiculares, causando reducéo na
disponibilidade metabdlica e na translocacdo de Zn e Si para a parte aérea, 0 que acarreta em
um aumento na tolerancia de plantas ao efeito tdxico desse metal.

O Si também pode reduzir os efeitos da concentracdo de Zn nos tecidos vegetais e,
consequentemente, sua toxicidade, devido esse elemento benéfico estar associado a sintese de
compostos fenodlicos, que complexam o agente contaminante, e a diluicdo do metal devido a
maior producdo de MS (KIDD et al., 2001). Essa acdo também é descrita em outros estudos
que avaliaram a associacdo desses elementos em plantas (ANWAAR et al., 2015;
MEHRABANJOUBANI et al., 2015; PAULA et al., 2015).

2.3.3 Efeito do silicio e do zinco na concentracdo de macro e micronutrientes

Exceto para o enxofre, 0 aumento da concentragdo de zinco na solucdo nutritiva foi
inversamente proporcional aos teores dos nutrientes avaliados nos tecidos vegetais (Tabela 4).
Comparadas ao controle, a parte aérea de plantas com 0.0 mM de Si e 600 UM de Zn apresentou
uma diminuicdo em 19, 26, 26, 31, 36 e 47% nos teores de Ca, P, Mg, Fe, Mn e Cu,
respectivamente. Nas raizes, o percentual de reducéo subiu para 22, 35, 36, 30, 31 e 51%, nessa
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ordem. Com o fornecimento de 1.5 mM de Si na solucédo nutritiva, o decrescimento dos teores
de macro e micronutrientes, no S. amazonicum, foi atenuado, diminuindo o percentual de
reducdo nas concentracdes de Ca, P, Mg, Fe, Mn e Cu para 14, 20, 21, 18, 34 e 35% na parte
aéreae 9, 33, 23, 25, 26 e 42% nas raizes, respectivamente.

O menor acimulo de nutrientes, causado pelo excesso Zn, é uma caracteristica de
fitoxicidade de metais que pode retardar o crescimento vegetativo (PEREIRA et al., 2018;
RIZWAN et al., 2019; SANTOS; BATISTA; LOBATO, 2018). Marques e Nascimento (2014)
verificaram diminuicdo nos acumulos de K, Mg, P, N, Ca, Cu, B, Fe, Mo e Mn em plantas de
R. communis tratadas com niveis toxicos de Zn. Em meio contaminado com esse elemento,
Mateos-Naranjo et al., (2018) observaram diminuigdo dos teores de K, Mg, Ca, P e Mn em
Juncus acutus. Os mesmos autores afirmam que a reducdo dos teores desses nutrientes pode
também provocar alteracGes em processos metabdlicos, como a fotossintese.

A reducdo do teor de P, devido ao excesso de Zn, pode estar relacionada ao antagonismo
entre esses dois elementos e a formacao de complexos P-Zn, na forma de fosfatos ou fitatos de
Zn, que sdo imobilizados na superficie radicular e inibem a translocacdo do metal para as folhas,
como estratégia de protecdo a planta contra a fitoxicidade (PRASAD; SHIVAY; KUMAR,
2016). Cao et al. (2003), estudando um solo contaminado com metais pesados, observaram a
relagcdo antagbnica entre esses ions, ao detectarem que o fornecimento de P na forma de &cido
fosférico ou uma combinacdo desse &cido com fosfato monocélcico diminuiu os teores de Zn
nas raizes de Stenotaphrum secundatum de 355 mg kg para 208 mg kg e de 195 mg kg™ para
128 mg kg* na parte aérea.

As raizes das mudas de S. amazonicum submetidas a niveis toxicos de zinco apresentaram
menor producdo de MS, nas maiores concentracdes do metal (150, 300 e 600 uM). Segundo
Pinto et al. (2009), essa caracteristica, possivelmente, ocorreu devido a inibi¢do da absorcédo de
célcio provocada pelo excesso de Zn, pois o Ca?* atua na elongacio e divisdo celular e é
componente dos pectatos de Ca da lamela média da parede celular. Marques e Nascimento
(2014) também relataram menores teores de Ca nos tecidos de R. communis devido a

fertilizagcdo com Zn.
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Si Zn Ca P S Mg Fe Mn Cu
(MM)  (UM)  eoemeeeemememememeeeeoeo (QKGEMS)-mrmmmmememememememces e e s
Parte aérea
1 148+0.3Ba 3.78+0.04Ba 217+0.05Bc 2.43+0.03Ba 43.8+1.0 Aa 345+05Ba 1.73+0.05Ba
0 150 126+0.2Bd 3.18+0.03Bb 245+0.02Bb 2.06 +0.04 Bb 39.8+£0.8Bb 27.2+09Bb 1.17+0.03Bb
300 122+0.1Bc 289+0.05Bc 254+0.04Ba 2.01+0.02Bb 36.3+0.2Bc 242+09Bc 1.08+0.03Bc
600 120+0.2Bc 2.78+0.07Bc 258+0.02Ba 1.81+0.03Bc 30.4 £ 0.5 Bd 220+05Bd 0.91+0.03 Bd
1 16.6+0.2Aa 398+0.02Aa 2.27+0.04Ac 2.67+0.04Aa 44.8 £ 0.3 Aa 37.0+£08Aa 1.83+0.01Aa
15 150 13.8+0.2Ab 3.37+0.07Ab 258+0.01Ab 2.29+0.02 Ab 41.0+0.4 Ab 29.6+£1.0Ab 1.29+0.04 Ab
' 300 135+02Ab 3.34+0.07Ab 2.66+0.02Aa 2.09+0.03Ac 38.4+0.4 Ac 266+0.6 Ac 1.19+0.02 Ac
600 128+0.2Ac 3.01+0.06 Ac 269+0.02Aa 1.93+0.02Ad 35.9+0.4 Ad 228+0.3Ad 1.12+0.02 Ad
Raiz
1 171+05Ba 5.78+0.11Ba 3.70+0.05Bc 8.69+0.06Ba 1027.5+14.0Aa 1294+09Ba 7.03+0.19Ba
0 150 150+02Bb 4.40+£0.09Bb 5.77+0.04Bb 7.33+0.10Bb 843.8 £ 8.6 Bb 96.9+27Bb 531+0.14Bb
300 147+0.1Bc 431+0.14Bb 585+0.10Bb 6.67+0.05Bc 772.9+£9.8 Bc 943+21Bb 4.76 £0.06 Ac
600 134+03Bd 375+0.10Ac 6.64+0.14Ba 554+022Bd 724.2+16.5Bd 88.8+21Bc 3.43+0.33Bd
1 188+06Aa 6.66+020Aa 4.05+028Ac 890+0.25Aa 10355+21.3Aa 1388+0.8Aa 8.27+0.36Aa
15 150 166+£02Ab 487+0.08Ab 657026 Ab 7.77+0.14 Ab 895.8+11.0 Ab 113.8+1.3Ab 5.94+0.22 Ab
' 300 156+03Ac 471+0.10Ab 6.66+0.07Ab 7.68+0.08Ab 876.4+165Ab 1103+1.6Ab 4.98+0.38 Ac
600 155+04Ac 389+0.16 Ac 7.64+029Aa 6.70+0.16 Ac 7740+ 17.3Ac 954+23Ac 4.10+0.11 Ad

Colunas com letras mailsculas diferentes entre tratamentos de Si (0 e 1.5 mM Si sob mesma concentracdo de Zn) e letras minasculas entre
tratamentos de Zn (1, 150, 300 e 600 uM Zn sob mesma concentracdo de Si) indicam diferencgas significativas pelo teste de Scott-Knott
(P<0.05).Valores descritos correspondem a médias de cinco repeticdes e DP
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Monnet et al. (2001) descreveram que a diminuicdo dos teores de Mg, Mn, Cu, Ca e Fe,
indica inibicdo desses elementos pelo Zn. Devido serem cétions bivalentes, estes elementos
competem pelos mesmos sitios bioativos, podendo proporcionar desequilibrios em nivel
metabolico (NOCITO et al., 2011). Isto ocorre, por exemplo, na substituicdo do Mg por Zn na
molécula de clorofila, em condi¢Ges de toxicidade de zinco, provocando alteracdes na
capacidade fotossintética (KUPPER; KUPPER; SPILLER, 1998).

Comparadas ao controle, as mudas submetidas a concentracdo de 600 uM de zinco
apresentaram elevacdo de 79 e 19% (plantas sem adi¢éo de Si) e de 106 e 24% (plantas tratadas
com Si) nos teores de S nas raizes e parte aérea, respectivamente. A maior presenca de enxofre
nos 6rgaos vegetativos, provocado pelo excesso de zinco, pode ser explicada pela diminuicdo
da seletividade da membrana celular, originando influxo passivo deste mineral no vegetal
(SIMKOVA et al., 2018). Este acréscimo no teor de S também pode estar relacionado a
mecanismos de tolerancia a toxicidade no S. amazonicum, que pode ser induzido a produzir
compostos organicos intercelulares formados por enxofre, tais como: o tiol, presente nos
componentes da parede celular (MEHES-SMITH; NKONGOLO; CHOLEW, 2013); a
glutationa (HASANUZZAMAN et al.,, 2017); as metalotioneinas e as fitoquelatinas
(HERNANDEZ et al., 2015) que agem como quelantes, complexando metais e auxiliam no
transporte deles para os vacuolos, evitando que liguem-se a proteinas que atuam em processos
fisiologicos (PARROTTA, 2015).

O fornecimento de silicio as mudas de S. amazonicum diminuiu os efeitos negativos do
excesso de Zn ao atenuar a reducdo das concentracdes dos nutrientes avaliados nos tecidos
vegetais, conferindo maior disponibilidade e assimilacdo desses minerais e proporcionando
maior crescimento as plantas. O efeito do Si como mitigador do decréscimo dos teores de
nutrientes, em plantas submetidas a toxicidade por metais, também foi verificado em O. sativa
(MEHRABANJOUBANI et al., 2015; WANG; WANG; GAO, 2015), E. urophylla (PINTO et
al., 2009) e V. unguiculata (PEREIRA et al., 2018).

2.3.4 Fator de bioconcentracéo, fator de translocacéo e indice de tolerancia

Os maiores valores de FBC foram 183.8 (0.0 mM de Si) e 171.5 (1.5 mM de Si),
encontrados nas plantas cultivadas em solugédo com 1 uM de Zn. A concentragédo de 600 uM de
Zn decresceu o FBC em 85% e o Si aumentou essa reducdo para 87%, em relagéo as plantas

controle (Tabela 5). Isso indica que 0 excesso de Zn na solucdo reduz a capacidade do S.
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amazonicum de extrair este metal da solucdo e o silicio interfere na absorcdo e assimilacdo do
zinco.

A deposicdo de silicio na endoderme radicular causa um impedimento fisico na absorcao
e no transporte de Zn pelo apoplasto da raiz, inibindo a translocacdo do metal para a parte aérea
(CUNHA; NASCIMENTO, 2009). Estes resultados estdo de acordo com os observados em G.
hirsutum (ANWAAR et al., 2015) e O. sativa (MEHRABANJOUBANI et al., 2015). Zayed,
Gowthaman e Terry (2010) caracterizam o FBC como um bom indicador da capacidade de
acumulacdo de metais nos vegetais, porque leva em conta a concentracdo do agente
contaminante no substrato e descreveram que plantas com boa capacidade de acumular metais
devem ter um FBC>1000. Isso demonstra que S. amazonicum ndo € um bom acumulador de

metais.

Tabela 5. Fator de bioconcentracdo (FBC), fator de translocacédo (FT) e indice de tolerancia (IT)
de plantas de S. amazonicum tratadas com Si e expostas a toxicidade de Zn

Si(mM)  Zn (UM) FBC FT IT (%)
1 183.8+7.6 Aa 0.667 = 0.030 Aa -
0 150 44.7+0.6 Ab 0.046 + 0.002 Ab 66.2 +0.5 Ba
300 40.3+ 15 Ac 0.035 + 0.001 Ab 50.3+ 1.5 Bb
600 27.3+1.2 Ad 0.030 + 0.001 Ab 42.8+1.6 Bc
1 171.5 + 3.4 Ba 0.583 + 0.033 Ba -
T 150 38.5+0.3 Bb 0.040 + 0.001 Ab 74.1£0.8 Aa
' 300 33.1+1.2Bc 0.033 + 0.002 Ab 62.5+ 1.3 Ab
600 24.4+1.0 Ad 0.029 + 0.001 Ab 51.3+1.2 Ac

Colunas com letras mailsculas diferentes entre tratamentos de Si (0 e 1.5 mM Si sob mesma
concentracdo de Zn) e letras minasculas entre tratamentos de Zn (1, 150, 300 e 600 M Zn sob
mesma concentracdo de Si) indicam diferencas significativas pelo teste de Scott-Knott
(P<0.05).Valores descritos correspondem a médias de cinco repeti¢oes e DP

Os valores de FT variaram de 0.667, no controle, até 0.029, em 1.5 mM Si associado a
600 UM de Zn, o que corresponde a uma reducdo de 96%. Este fator avalia a fitoextracdo de
metais, pois leva em consideracao a capacidade da planta em absorver agentes contaminantes,
a partir do solo ou da agua, e transferi-los para o caule e as folhas (GALAL; SHEHATA, 2015).

De acordo com Zvobgo et al. (2018), o FT é classificado em: baixo (FT<0.01),
moderadamente baixo (0.01<FT<0.10), alto (0.10<FT<0.50) e muito alto (FT>0.50). FTs
baixos e moderadamente baixos indicam a presenca de mecanismos que restringem o
contaminante nas raizes para reduzir seus niveis toxicos na parte aérea (BRANZINI,
GONZALEZ; ZUBILLAGA, 2012). Saraswat e Rai (2011) descrevem que plantas com essas
caracteristicas sdo mais tolerantes a toxicidade por metal, pois reduzem os efeitos danosos de

altas concentracGes de Zn nas folhas. Em contrapartida, FTs elevados caracterizam a atuagao
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de mecanismos fisiologicos que propiciam altos teores de metais pesados na parte aérea dos
vegetais (LIN; AARTS, 2012). Desse modo, o S. amazonicum apresentou uma capacidade de
fitoextracdo de zinco muito alta somente em 1 UM de Zn no substrato e moderadamente baixa
nas demais doses dele na solucdo, demonstrando que o excesso desse elemento e a presenca de
Si promoveram um maior acumulo de zinco nas raizes e menor transporte dele para a parte
aerea.

Os valores de IT variaram de 66.2 a 42.8 % nas plantas ndo tratadas com silicio e de 74.1
a 51.3% nas plantas com 1.5 mM de Si. Este indice também € utilizado para classificar a
tolerdncia de vegetais a toxicidade por contaminantes e baseia-se na producdo de MST das
plantas (ZVOBGO et al., 2018). Como as mudas tratadas com Si apresentaram valores de IT
mais elevados, isso sugere que este elemento aumenta a adaptacdo do S. amazonicum ao
ambiente contaminado com zinco, diminuindo seu efeito toxico. Os ITs verificados em nosso
estudo foram semelhantes aos de outras espécies como Enterolobium contortisiliquum (SILVA
etal., 2018) e S. portulacastrum (FENG et al., 2018). Lux et al. (2004) classificaram o IT como:
baixo (IT<35), moderado (35<IT<60) e alto (IT>60). Dessa forma, observamos que o S.
amazonicum apresentou alta tolerancia quando submetido a 150 pM, no tratamento sem Si, e
até 300 uM de Zn, quando houve associagcdo com 1.5 mM de silicio. Nas demais concentracdes,
a tolerancia ao zinco foi considerada moderada.

De acordo com Masarovicova, Kralova e Kummerova (2010), os FBCs, TFs e ITs
apresentados pelo S. amazonicum, nas condi¢des do nosso experimento, mostram que esta
espécie é considerada uma fitoestabilizadora de zinco, pois estas espécies sao capazes de tolerar
o efeito nocivo do metal e acumula-lo nas raizes e no substrato, restringido seu transporte para

a parte aérea, tornando possivel a fitoestabilizacdo (HOSMAN et al., 2017).
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2.4. Concluséao

O aumento das concentracGes de Zn na solugédo nutritiva reduziu o crescimento e os teores
de calcio, fosforo, magnésio, ferro, manganés e cobre, elevou as concentracfes de enxofre e
provocou maior toxicidade nas raizes, em relacdo a parte aérea, nas plantas de S. amazonicum.

A adigéo do Si na solugéo nutritiva promoveu aumento no crescimento e na absorgéo dos
macro e micronutrientes avaliados, sugerindo que esse elemento benéfico mitiga os efeitos
fitotoxicos do excesso de zinco.

Os FBCs, FTs e ITs demonstram a baixa capacidade do S. amazonicum em fitoextrair Zn
e sugerem que a espécie pode ser promissora para fins de fitoestabilizacdo desse metal.
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3. O SILICIO DIMINUI OS EFEITOS NEGATIVOS DO EXCESSO DE ZINCO NAS
TROCAS GASOSAS E NA FLUORESCENCIA DA CLOROFILA A EM PLANTAS
JOVENS DE Schizolobium amazonicum

Resumo

O zinco € um elemento essencial constituinte de muitas enzimas e desempenha um papel
estrutural como estabilizador de proteinas vegetais. O silicio € um elemento benéfico que pode
aumentar a tolerancia das plantas contra estresses abi6ticos. O Schizolobium amazonicum é uma
espécie amazbnica que apresenta caracteristicas desejaveis para fitorremediar solos
contaminados por metais pesados. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do Si nas trocas
gasosas e na fluorescéncia da clorofila a de mudas de S. amazonicum submetidas a toxicidade
de zinco. Utilizou-se um delineamento em blocos casualizados em esquema fatorial 4 x 2, com
quatro concentrac@es de zinco (1, 150, 300 e 600 uM) e duas concentracdes de silicio (0 e 1.5
mM) com cinco repeticdes por 30 dias. O excesso de zinco na solucdo nutritiva causou efeitos
negativos a fotossintese, a fluorescéncia da clorofila a e ao teor de pigmentos fotossintéticos e
provocou incremento ao coeficiente de extingdo ndo-fotoquimico e a concentracdo intercelular
de COy, indicando que este efeito é devido a limitacdo fotoquimica e menor assimilacdo CO>
no mesofilo. Contudo, foi verificado que o Si foi capaz de atenuar a toxicidade de zinco na
fisiologia do S. amazonicum e sua aplicacdo pode ser uma potencial estratégia para aumentar a

tolerancia das mudas ao excesso desse metal.

Palavras chave: estresse abidtico, fitorremediacdo, fotossintese, metal pesado, parica
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Abstract

Zinc is an essential element made up of many enzymes and plays a structural role as a stabilizer
of plant proteins. Silicon is a beneficial element that can increase the tolerance of plants against
abiotic stresses. Schizolobium amazonicum is an Amazonian species that presents desirable
resources for soils contaminated by heavy metals. The aim of the study was to evaluate the
effect of self on gas exchange and chlorophyll fluorescence a from S. amazonicum seedlings
submitted to zinc toxicity. Use a randomized block design in a 4 x 2 factorial scheme, with four
zinc filters (1, 150, 300 and 600 pM) and two silicon skills (0 and 1.5 mM) with five repetitions
for 30 days. The excess of zinc in the nutritional solution causes negative effects on
photosynthesis, chlorophyll a fluorescence and the photosynthetic pigment content and causes
an increase in the non-photochemical extinction coefficient and in the CO intercellularity,
when this effect is caused by photochemical limitation and less assimilation of CO; in the
mesophyll. However, it was selected that Si was able to attenuate the toxicity of zinc in the
physiology of S. amazonicum and its application may be a potential strategy to increase seedling

tolerance by exceeding this metal.

Keywords: abiotic stress, phytoremediation, photosynthesis, heavy metal, parica
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3.1 Introducgéo

A poluicdo provocada por metais pesados tornou-se um grande problema ambiental ao
redor do mundo, pois os poluentes metalicos sdo particularmente dificeis de serem remediados
do solo, da &gua e do ar, porque, diferentemente dos poluentes organicos, que podem degradar
pequenas moléculas inofensivas, elementos tdéxicos, como chumbo, mercurio, cadmio, cobre e
zinco, sdo imutaveis por reacdes bioquimicas (AYANGBENRO; BABALOLA, 2017).

O zinco é um elemento essencial para o crescimento e desenvolvimento vegetal, contudo,
em excesso no solo, esse metal pode ser extremamente tdxico para as células das plantas
(ANDREIJIC et al., 2018). Em altas concentragdes, 0 Zn pode interferir na captacéo, transporte
e homeostase de ions essenciais, interromper processos metabolicos, reduzir o crescimento
vegetal, alterar a morfologia radicular, causar clorose foliar e provocar distdrbios na atividade
mitética, na permeabilidade da membrana e na cadeia de transporte de elétrons (RIZWAN et
al., 2019; SANTOS et al., 2019).

A tecnologia de fitorremediacdo € muito importante no processo de remocao de metais
pesados do solo e da &gua (FENG et al., 2018). Algumas plantas sdo capazes de fitorremediar
locais poluidos por metais, por tolerarem, absorverem e translocarem elevados niveis de
contaminantes que seriam toxicos para a maioria dos organismos (WANG et al., 2018).

O Parica (Schizolobium amazonicum), espécie amazonica que apresenta um elevado
potencial econémico, tem adquirido cada vez mais importancia entre as espécies utilizadas para
reflorestamento no Brasil, pelo seu rapido crescimento em altura e didmetro que garantem sua
utilizacdo em poucos anos (ANDRADE et al., 2019). A madeira produzida por essa espécie tem
caracteristicas tecnologicas favordveis a inddstria de painéis (BARBOSA et al., 2019).
Nogueira et al. (2019) observaram que o S. amazonicum também pode ser um potencial
fitorremediador, pois esta espécie foi capaz de acumular cadmio em seus tecidos.

O silicio é um elemento benéfico para os vegetais, que pode diminuir os efeitos nocivos
de alguns metais pesados, aumentando, assim, a tolerancia das plantas a ambientes de estresse
(ASHFAQUE et al., 2017; JAN et al., 2018; SHI et al., 2018). O Si mitiga a toxicidade de
metais pesados, devido estimular a producdo de enzimas antioxidantes na planta, reduzir a
disponibilidade de elementos contaminantes no substrato, regular a translocacdo de metais da
raiz para a parte aérea, modular a capacidade de ligacdo de cations a parede celular e complexar
e co-precipitar ions metalicos toxicos no citoplasma, sequestrando esses metais no vacuolo
(FLORA et al., 2019; JAN et al., 2018; SIMKOVA et al., 2018). Apesar dos beneficios
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descritos, a potencial contribuicdo do Si ao S. amazonicum, cultivado em substrato com
elevados niveis de Zn, ainda ndo foi claramente estabelecida.
O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do silicio nas trocas gasosas e na fluorescéncia

da clorofila a em mudas de S. amazonicum submetidas a toxicidade de zinco.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido em uma casa de vegetacdo na Universidade Federal Rural
da Amazonia (UFRA) em Belém, Pard, Brasil (1°27'17.3"S 48°26'18.0"0), de 8 de maio de
2018 a 17 de julho de 2018. Segundo a classificacdo de Koppen, o clima da regido é classificado
como Af, clima equatorial, caracterizado por temperatura média anual de 26,4 °C, umidade
relativa do ar de 84%, precipitacdo media anual de 3001 mm e radiacdo solar média anual de
2.338,3 h (OLIVEIRA et al., 2017). Durante o periodo experimental, a temperatura média e a
umidade relativa do ar foram de 26.7+2.9° C e 79.9+13.3% (média + desvio-padrédo),

respectivamente.

3.2.2 Material vegetal e condigdes de crescimento

Foram utilizadas sementes de S. amazonicum provenientes da Associacao das Industrias
Exportadoras de Madeira do Estado do Para (AIMEX), localizada em Benevides, Pard, Brasil
(1°20'04.9"S 48°14'24.5"0). O processo para producdo das mudas de procedeu-se com a
escarificacdo das sementes, embebicdo em agua destilada por 24 h, germinacdo em vasos de
Leonard de 5 L adaptados com garrafas pet, contendo areia lavada e esterilizada, e cultivo de
maneira semi-hidropdnica.

Foram germinadas quatro sementes em cada vaso e, sete dias apds o semeio, houve o
desbaste deixando-se apenas uma planta por vaso. Todas as plantas, durante esse periodo,
receberam apenas agua destilada. A seguir, forneceu-se a cada muda 800 ml de solucéo nutritiva
de Hoagland e Arnon (1950) constituida por 5 mM KNOsz, 5 mM Ca(NO3)24H.0, 1 mM
KH2PO4, 2 MM Mg(SQO4)2.7H20, 46,26 UM H3BO3z, 9,15 uM MnCl..4H-0, 1 uM ZnS04.7H20,
0,50 pM CuS04.5H-0, 0,09 pM H2M004.H20, 89,00 uM FeSO4.7H20, 89,57 uM Na:EDTA,.
A forga idnica inicial da solucdo nutritiva foi de 25%, que foi alterada para 50% e 100%, em

intervalos regulares de sete dias. Ajustou-se o pH da solucdo nutritiva para 5,8+0,1 com HCI
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ou NaOH. O fornecimento de solucdo nutritiva com 100% da forca idnica ocorreu do 22° ao

40° dia apds 0 semeio

3.2.3 Tratamentos com zinco e silicio e delineamento experimental

Os tratamentos consistiram na combinacdo de quatro doses de zinco e duas doses de
silicio, em esquema fatorial 4 x 2, com cinco repetic@es distribuidas em delineamento em blocos
ao acaso, totalizando 40 unidades experimentais, com uma planta em cada unidade. As
concentragdes avaliadas foram 1 (controle), 150, 300 e 600 puM de Zn na forma de ZnS04.7H20
ea0e1.5mM de Si na forma de Na,SiO3-5H20. As doses de zinco utilizadas foram baseadas
em concentragOes que este elemento causou toxicidade em Psidium guajava (NATALE et al.,
2005), Eucalyptus maculata e Eucalyptus urophylla (PINTO et al., 2009) e Thlaspi
caerulescens (BROWN et al., 1995) e, a concentracdo de silicio avaliada foi aquela que
diminuiu a toxicidade provocada por cddmio em Vigna unguiculata (PEREIRA et al., 2018), e
zinco em E. urophylla (PINTO et al., 2009) e Zea mays (SIMKOVA et al., 2018).

As plantas foram submetidas aos tratamentos por 30 dias (41° ao 70° dia ap06s a instalacéo
do experimento). No 70° dia, apds a observacdo dos sintomas visuais da toxicidade de Zn, 0s
pardmetros fisiologicos foram avaliados em todas as plantas e os tecidos foliares foram colhidos
para determinacdo dos teores de pigmentos fotossintéticos.

3.2.4 Medicéo das trocas gasosas

As avaliagcbes das trocas gasosas foram realizadas entre 9h e 11h, em dia sem
nebulosidade, representando o periodo diurno em que a fotossintese atinge os valores maximos,
conforme determinado a partir das curvas diurnas das trocas gasosas foliares. As medic6es
foram realizadas na regido mediana de foliolos individuais completamente expandidos,
localizadas na terceira folha contada a partir do apice. A taxa de assimilacéo liquida de CO>
(Pn), a condutancia estomatica (gs), a transpiracdo foliar (E) e a concentracdo intercelular de
CO2 (Ci).foram avaliadas usando um analisador de gas infravermelho portatil (LI1-6400XT, LI-
COR Biosciences Inc., Lincon, NE, EUA) equipado com uma fonte de luz azul / vermelha ( LI-
6400-02B, LI-COR) sob um fluxo de radiagdo fotossinteticamente ativa de 1000 pmol m2s?e
fluxo de CO2 400 pmol mol™?, de acordo com Silvestre et al. (2017). A partir desses dados,
calculou-se a eficiéncia do uso da agua (WUE), estimada pela razdo (Pn/E), e a eficiéncia

instantanea de carboxilagdo (Pn/Ci) de acordo com Paula et al. (2015). Todas as medidas foram
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realizadas com temperatura do ar de 34+1° C, umidade relativa do ar de 56+5%, radiacéo
incidente de 463+132 pmol m? s? e déficit de pressdo de vapor de ar de 2,6+0,6 kPa. A
quantidade de luz azul foi ajustada para 10% da radiacao fotossinteticamente ativa (PAR) para

otimizar a abertura estomatica.

3.2.5 Medicéo da fluorescéncia da clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a foi analisada no foliolo oposto ao utilizado para avaliar as
trocas gasosas, utilizando o equipamento LI-6400XT (LI-COR Biosciences Inc., Lincon, NE,
EUA). Estes foliolos foram adaptados ao escuro por 30 min e em seguida, iluminados com um
pulso fraco de radiagdo modulada para obter a fluorescéncia inicial (FO). Em seguida, uma
saturagio de pulso de luz branca de 6000 pmol m™ s “ foi aplicada por 0,8 s para assegurar a
emissdo de fluorescéncia maxima (Fm). Nas amostras adaptadas ao escuro, a maxima eficiéncia
fotoquimica do fotossistema Il (PSII) foi estimada pela razéo entre fluorescéncia variavel e
maxima [Fv/Fm = (Fm - FO0)/Fm]. Posteriormente, pulsos saturantes de luz branca foram
aplicados para atingir a maxima fluorescéncia (#’m). Em seguida, a luz actinica foi desligada e
a radiacdo vermelha distante ligada para medir FO adaptada a luz (£’0). A eficiéncia
fotoquimica efetiva do PSII (F’v/F’m) foi estimada como a razdo entre (F’'m — F’0)/F’'m. O
coeficiente de extingdo fotoquimica (gP) foi calculado como gP = (F’m - Fs)/(F'm — F’0) e 0
coeficiente de extin¢do ndo-fotoquimico (NPQ) foi determinado a partir da equacédo de Stern -
Volmer [NPQ = (Fm/F’'m) — 1] (KRAUSE; WEIS, 1991). O rendimento quéntico real do
transporte de elétrons do PSIlI (@PSII) foi calculado como (F'm - Fs)/[F’'m (GENTY;
BRIANTAIS; BAKER, 1989). A taxa de transporte de elétrons (ETR) foi calculada como ETR=
®FSII x PPFD x fx a, em que PPFD ¢é a densidade do fluxo de fotons fotossintéticos; f & um
fator que contribui para a compartimentacdo de energia entre PSIl e fotossistema | (PSI)
equivalente a 0,5; o que indica que a energia de excitacao € distribuida igualmente entre os dois
fotossistemas; e a é a absorvancia da folha pelos tecidos fotossintetizantes e corresponde a 0,84
(MAXWELL; JOHNSON, 2000).

3.2.6 Determinacdo dos pigmentos fotossintéticos

Amostras com 100 mg de matéria fresca (MF) de tecido foliar foram maceradas e
homogeneizadas no gelo e no escuro, na presenca de 25 mL de acetona (80%). Posteriormente,

0 homogenato foi centrifugado a 2000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi removido e 0s
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teores de clorofilas a (CHL a), clorofila b (CHL b) e carotendides (CAR) foram quantificados
usando um espectrofotdometro (modelo SP-220; Biospectro) (SIMS; GAMON, 2002). A partir
desses dados calculou-se a clorofila total (CHL Total), a relagdo entre a CHL a e CHL b (CHL
a/ CHL b) e arelacéo entre CHL Total e CAR (CHL Total/CAR) de acordo Pereira et al. (2019).

3.2.7 Anélise dos dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os desvios padrao (DP) foram calculados para cada
tratamento. As andlises estatisticas foram realizadas com o software SISVAR (FERREIRA,
2014).

3.3 Resultados

3.3.1 Si melhora as trocas gasosas nas plantas afetadas pelo Zn

O incremento da concentragédo de zinco na solugdo nutritiva provocou uma reducdo em
todas as variaveis relacionadas as trocas gasosas, exceto a Ci (Figura 1). A concentracdo de 600
UM de Zn causou, as plantas sem adicdo de Si, um decrescimento de 79, 65, 63, 43 e 92% em
Pn, 0s, E, WUE e Pn/Ci, respectivamente, e um aumento de 149% em Ci, em comparagao ao
controle. Contudo, nas plantas tratadas com Si, esses percentuais de reducao foram diminuidos
para 66 (Pn), 54 (9s), 58 (E), 21 (WUE), 86 (Pn/Ci) e 0 aumento da C; foi alterado para 132%.

3.3.2 Si melhora a fluorescéncia da clorofila a em plantas submetidas a toxicidade por Zn

Com excecao de NPQ, o excesso de zinco na solugdo causou uma reducdo nas variaveis
relacionadas a fluorescéncia da clorofila a (Figura 2). No tratamento com 600 uM de Zn e sem
o fornecimento de Si, os valores de Fv/Fm, Fv'/Fm’, gP, ®PSII e ETR foram reduzidos em 12,
16, 70, 65 e 68%, respectivamente, em relacdo as plantas controle. Porém o fornecimento de
silicio atenuou esses percentuais de reducdo para 7, 11, 56, 62 e 62%. Quanto ao NPQ, o
aumento da concentracdo de Zn na solucdo, provocou um incremento dessa varidvel. Em 600
MM de Zn, o NPQ observado foi 482% maior, em comparacdo ao tratamento controle, contudo

a aplicacéo Si diminuiu esse percentual para 414%.



52

3.3.3 Si aumenta o teor de pigmentos fotossintéticos em plantas expostas ao estresse por Zn

O aumento das doses de zinco na solugdo nutritiva proporcionou uma diminuigéo dos
teores de pigmentos fotossintéticos (Figura 3). Quando comparadas ao controle, as plantas
submetidas a concentracdo de 600 UM de zinco, apresentaram decréscimos de 56, 40, 52, 28,
25 e 36% nos valores de CHL a, CHL b, CHL Total, CHL a/ CHL b, CAR e CHL Total/CAR,
respectivamente. Contudo, a aplicagdo de silicio amenizou essa reducédo para 53, 36, 49, 27, 22

e 34%, nessa ordem, nas plantas sob essa mesma dose do metal na solucéo nutritiva.

3.4 Discussao

O decrescimento da gs, causado pelo aumento das doses de Zn, pode ser explicado devido
ao fechamento estomatico e a reducdo do tamanho e da quantidade de estdmatos (ANJUM et
al.,, 2017). Emamverdian et al. (2018b) e Ouni et al. (2016) também observaram essa
caracteristica em Indocalamus latifolius e em Polypogon monspeliensi, cultivados sob niveis
toxicos de zinco, e descreveram isso como uma possivel estratégia de tolerancia, na qual ha
uma alteracdo na anatomia foliar, para tentar diminuir a absorcdo de zinco e manter agua nos
tecidos vegetais, afim de garantir a sobrevivéncia das plantas (EMAMVERDIAN et al., 2018b;
OUNI et al., 2016).

A E é responsavel pela dindmica do transporte de nutrientes do substrato para as raizes e
folhas (PER et al., 2016) e a diminuicdo dos valores dessa variavel, em plantas cultivadas em
substratos com altos niveis de Zn, pode ser causada pela diminuicdo de gs, também como
estratégia de tolerdncia ao efeito toxico do metal (SZOPINSKI et al., 2019). A limitagdo
causada pelos estdbmatos pode reduzir as taxas de E, e assim, diminuir a perda de 4gua da planta
para a atmosfera e restringir a absorcdo de altas doses de zinco, pelo sistema radicular, para
amenizar os efeitos fitotoxicos do excesso do metal a planta (ABBAS et al., 2017). Zhou et al.
(2018) também observaram reducdo na E em plantas de Kosteletzkya pentacarpos submetidas
a altas concentraces de Zn.

A reducédo da P e gs, jJuntamente com o aumento de Cj, em plantas de S. amazonicum,
em virtude da exposi¢cdo ao excesso de zinco, indica que o decrescimento em Py ndo esta
associado a menor absorgdo de CO> pelos estdmatos, e sim a diminui¢do da fixacdo dessa
molécula no mesofilo (RIZWAN et al., 2019). O mesmo comportamento foi observado em
Glycine max por Santos et al. (2019). Nesse estudo, observou-se que a gs ndo impediu a

penetracdo de CO2 nas folhas, de modo que a diminuicdo de Py foi associada a limitagOes
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fotoquimicas ou bioquimicas que ocorrem no sequestro de CO2 nos cloroplastos, devido a
inibicdo de enzimas ligadas ao ciclo de Calvin, como a RuBisCO, que sdo responsaveis pela
fixacdo do carbono. Essa condicao provoca uma reducgéo da P, pois quando o Zn é favorecido
na competicdo local com o Mg pela formacdo e funcdo catalitica do complexo ternario
RuBisCO — CO, — metal®*, a afinidade dessa enzima pelo CO> diminui (MATEOS-NARANJO
et al., 2008).

A Pn/Ci, indica a taxa de aproveitamento do CO:> disponivel na cdmara subestomatica
para fixacdo de carbono (DUTRA et al., 2018), e, em nosso experimento, 0 Zn reduziu 0s
valores dessa varidvel, possivelmente, pelo comprometimento da fotossintese e da taxa de
assimilagdo de CO.. Pzopinski et al. (2019) observaram uma caracteristica semelhante a essa
em Arabidopsis halleri. Quanto a reducdo da WUE, que indica quantitativamente o
comportamento momentaneo das trocas gasosas nas folhas e a eficiéncia com que a planta
utiliza os recursos hidricos (MATEOS-NARANJO et al., 2018), 0 estresse por zinco pode ter
transporte de agua, acarretando em menor producdo de fotoassimilados, aspecto semelhante ao
descrito por Romeo et al. (2017) em um experimento com Populus alba.

Os aumentos dos niveis de Pn, gs, WUE, E e Pn/Ci e a reducdo de C;, proporcionados pelo
fornecimento de Si, podem ser explicados devido esse elemento aumentar a atividade do
RuBisCO durante a fixagdo de CO3, induzir a atividade antioxidante, que reduz o contetdo de
H>0> e a peroxidacdo lipidica na planta, diminuir a translocacdo de Zn para a parte aérea do
vegetal e a incrementar a absorcdo de Mg pelas raizes. (ASHFAQUE et al., 2017; LI et al.,
2018; PAULA et al., 2015). O efeito atenuante do silicio nessas varidveis, em plantas sob
estresse por metais pesados, também foi observado em Z. mays por Paula et al (2015), em
Gossypium hirsutum por Anwaar et al. (2015) e em Orysa sativa por LI et al. (2015).

O estresse nas mudas de S. amazonicum, causado pelos altos niveis de Zn na solugédo
nutritiva, também foi observado pela reducdo da Fv/IFm, Fm /Fv’, gP, ®PSII e ETR € 0 aumento
de NPQ. Esse comportamento é semelhante ao observado em outros experimentos que
relacionam a reducdo nos parametros da fluorescéncia da clorofila a ao estresse provocado pelo
excesso de Zn a outras espécies de plantas (SANTOS et al., 2019; TIECHER et al., 2016a,
2016b). A reducéo dos valores desses parametros, com excecdo do NPQ, caracteriza um estado
de fotoinibi¢do, com o comprometimento da estrutura dos tilacoides e do fluxo eficiente de
elétrons através do PSII, ocasionando em uma menor quantidade de energia absorvida pela
planta, através do complexo de antenas, para reduzir o carbono e produzir matéria seca
(ALVES; MAGALHAES; BARJA, 2002).
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O aumento do NPQ e a reducdo do qP, causados pelo excesso de Zn, podem indicar que
uma menor quantidade de luz absorvida foi dissipada fotoquimicamente e que houve uma maior
dissipacéo de energia, na forma de calor, o que caracteriza uma estratégia de tolerancia ao metal,
para proteger o aparato fotossintético, atenuar a fotoinibicao nos centros de reacao e prevenir a
formacdo de espécies reativas de oxigénio, que danificam proteinas, lipideos e pigmentos
fotossintéticos (ZHANG et al., 2017). Szopinski et al. (2019) descreveram resultados
semelhantes um experimento com A. halleri e Arabidopsis arenosa.

O fornecimento de silicio as mudas de S. amazonicum proporcionou um incremento nos
parametros relacionados a fluorescéncia da clorofila a e uma diminuicdo do NPQ, o que sugere,
de acordo com Maxwell e Johnson (2000), que uma maior parte da energia luminosa, absorvida
pelas clorofilas associadas ao PSII, foi utilizada na etapa fotoquimica, indicando que esse
elemento contribuiu para a manutencdo do desempenho fotossintético das plantas. Essa
caracteristica mitigadora do Si na fitotoxidez de metais pesados também foi observada em
Nicotiana tabacum por Flora et al (2019) e em Pisum sativum por Jan et al. (2018).

O parédmetro Fv/Fm pode ser considerado como um indicador da performance
fotossintética da planta, visto que, valores entre 0.75 e 0.85 caracterizam plantas saudaveis,
enquanto que valores abaixo de 0.75 podem indicar que a planta esta sofrendo danos causados
por algum tipo de estresse bidtico ou abidtico, que diminui a capacidade fotoquimica do PSII
(FONSECA et al., 2019; ROUTH et al., 2019). A partir desses valores de referéncia,
observamos, em nosso estudo, que as plantas de S. amazonicum, sem o tratamento com Si,
toleraram até 150 uM de Zn, ao passo que a aplicacdo de silicio aumentou a tolerancia das
mudas ao metal e permitiu que tolerassem o efeito fitotdxico do excesso de zinco até 300 uM.
Este comportamento foi consistente com os valores apresentados por Fv’/Fm’ que expressa a
eficiéncia de transporte de elétrons pelo PSII em estado ndo-oxidado (FALQUETO et al., 2007).
Esse aumento de tolerancia ao estresse causado por metais, proporcionado pelo Si, também foi
observado por Pereira et al. (2018) em um estudo com V. unguiculata.

A redugéo na ETR observada nas mudas de S. amazonicum, causada pelo aumento das
doses de Zn, foi semelhante a observada por Santos et al. (2019) em G. max. A inibi¢do da ETR,
devido a danos no aparato fotossintético, provocados pelo excesso de metal, compromete a
transferéncia de elétrons do receptor primario de plastoquinona (Qa) para o receptor secundario
de plastogquinona (Qb) no lado aceitador do PSII, causando, assim, uma reducao no @PSI7 (SHU
et al., 2016). Isto indica que os elétrons foram mais usados em processos secundarios, como a
fotorrespiragdo e menos em processos primarios, como reducdes de NADP * durante a fixagdo

bioquimica de CO (SILVA et al., 2012). Entretanto, as mudas de S. amazonicum tratadas com
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Si, apresentaram um incremento na ETR, concomitantemente com uma elevagdo de @PSII, o
que indica, de acordo com Samaniego-Gamez et al. (2016), um efeito positivo na protecdo dos
fotossistemas contra os efeitos danosos das altas doses de Zn, devido ao receptor Qa se
apresentar muito oxidado e sua energia de excitacdo ser usada no transporte de elétrons para o
Qb, evitando danos fotoxidativos provocados por espécies reativas de oxigénio.

A reducéo dos teores de CHL a, causada pelo excesso de Zn na solugédo nutritiva, pode
ser explicada devido os altos niveis desse metal diminuirem, nos cloroplastos, a disponibilidade
de NADPH (MOUSAVI, 2011), um dos substratos da enzima divinil clorofilida o 8-vinil-
redutase, que é responsavel pela sintese de CHL a (PARHAM; REBEIZ, 1995), e também
limitar os processos de absorgéo, transporte e utilizagdo de Mg?*e Fe?*, substituir o Mg?* em
moléculas de clorofila (MATEOS-NARANJO et al., 2018), reduzir a disponibilidade da
glutamina (SMIRNOFF; STEWART, 1987), inibir a atividade da enzima &-aminolevulinico-
desidratase e a funcdo do protoclorofila redutase (JIANG; YANG; ZHANG, 2007).

O decrescimento do teor de CHL b, causado pelo excesso de Zn, pode ser explicado, de
acordo com Santos et al. (2019), pelo estresse oxidativo induzido pelo excesso de producdo de
espécies reativas de oxigénio, pois estas substancias sdo toxicas para os cloroplastos (PAULA
etal., 2015). Devido as reducdes dos valores de CHL a e CHL b, houve a diminuig&o dos teores
de CHL Total observado nas mudas de S. amazonicum, sob excesso de zinco.

A diminuicdo da CHL a/CHL b, provocada pelas elevadas doses de zinco, pode acontecer
porque os metais pesados causam a transformacédo da CHL aem CHL b, pela oxidacéo do grupo
metil, presente no anel Il da CHL a, para aldeido, que provoca a formacdo de CHL b.
(SHAKYA; CHETTRI; SAWIDIS, 2008). O decrescimento dos valores dessa relacdo €
considerado um sintoma comum de toxicidade por metais pesados (TIECHER et al., 2016b).
Santos et al. (2019), em um estudo com G. max, e Andreji¢ et al. (2018), em um experimento
com Miscanthus Giganteus, também observaram a reducdo da CHL a/CHL b quando as plantas
foram submetidas a elevadas doses de zinco.

Os altos niveis de Zn podem ter causado a reducdo nos teores de CAR, por afetarem a
disponibilidade de licopeno, que é o substrato da enzima licopeno ciclase, cuja fungdo é
promover a ciclagem e producdo de CAR, tais como a e f-caroteno (CUNNINGHAM et al.,
1996). Os CAR séo importantes para o processo fotossintético, pois influenciam no ciclo da
zeaxantina, que participa da regulacdo da dissipacdo de calor no PSIl e evita a sua
fotodegradagdo, quando este sofre uma sobrecarga energética (NOGUEIRA et al., 2013). Paula
et al. (2015) também observaram esse efeito do zinco nos CAR em um experimento com Z.

Mays.
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A diminuigéo na relagdo CHL Total/CAR mostra que, segundo Tiecher et al. (2017),
ocorreu estresse na planta, provocado pelo aumento das doses do metal aplicadas a solu¢do. A
reducdo desta relacdo pode indicar um potencial dano fotooxidativo causado por alta irradiacéo,
pois a clorofila tende a ser fotooxidada com alta radiacdo luminosa e os CAR podem impedir
essa fotooxidacdo (LEE; HENDRY; GRIME, 1993). Essa caracteristica também foi verificada
Santos et al. (2019), em experimento com G. max.

As mudas que foram tratadas com silicio apresentaram maiores teores de pigmentos
fotossintéticos, pois esse elemento, possivelmente, aumenta a absorcdo de Fe?* e Mg?*, diminui
aabsorcao de zinco e reduz a producao e a acumulacéo, nos tecidos foliares, de espécies reativas
de oxigénio que causam danos oxidativos nas estruturas e nas fungdes das membranas dos
tilacoides. (ANWAAR et al., 2015; EMAMVERDIAN et al., 2018a; LI et al., 2018, 2015;
MEHRABANJOUBANI et al., 2015; PINTO et al., 2009; SHI et al., 2018). O efeito benéfico
do silicio nos pigmentos fotossintéticos também foi observado em Z. Mays cultivado em um

substrato com alta concentragdo de zinco (PAULA et al., 2015)

3.5 Concluséao

O aumento das concentra¢des de Zn na solugdo nutritiva causou a reducdo da fotossintese
em folhas S. amazonicum, com efeitos principalmente associados a limitagcdo fotoquimica e a
reducdo na capacidade de fixacdo de CO2 no mesdfilo.

As trocas gasosas, a fluorescéncia da clorofila a e o teor de pigmentos fotossintéticos
mostraram-se como bons parametros para avaliar o0 estresse causado pelo excesso de zinco em
mudas de S. amazonicum.

O silicio atenuou a toxicidade, provocada pelas elevadas doses de zinco, em mudas de S.
amazonicum, proporcionando efeitos positivos nos teores de pigmentos fotossintéticos, na
fluorescéncia da clorofila a e nas trocas gasosas, indicando que o Si pode ser utilizado para

aumentar a tolerancia de plantas aos efeitos nocivos desse metal.
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Figura 1 - (a) Taxa de assimilacdo liquida de CO2 (Pn), (b) conduténcia estomatica (gs), ()
concentracdo intercelular de CO2 (Ci), (d) transpiracao foliar (E), () eficiéncia do uso da agua
(WUE) e (f) eficiéncia instantanea de carboxilagdo (Pn/Ci) em plantas de plantas de S.
amazonicum tratadas com Si e expostas a toxicidade de Zn. Letras maidsculas diferentes entre
tratamentos de Si (0 e 1.5 mM Si sob mesma concentracdo de Zn) e letras minusculas entre
tratamentos de Zn (1, 150, 300 e 600 pM Zn sob mesma concentracdo de Si) indicam diferencas
significativas pelo teste de Scott-Knott (P<0.05). Colunas descritas correspondem a médias de
cinco repetigdes e DP.
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Figura 2 - (a) Eficiéncia fotoquimica méaxima do PSII (Fv/Fm), (b) eficiéncia fotoquimica
efetiva do PSII (Fv/Fm’), (c) coeficiente de extingdo fotoquimico (gr), (d) coeficiente de
extingdo nao-fotoquimico (NPQ), (e) rendimento quantico do PSII (@PSII) e (f) taxa de
transporte de elétrons (ETR) em plantas de S. amazonicum tratadas com Si e expostas a
toxicidade de Zn. Letras maiusculas diferentes entre tratamentos de Si (0 e 1.5 mM Si sob
mesma concentracdo de Zn) e letras minusculas entre tratamentos de Zn (1, 150, 300 e 600 puM
Zn sob mesma concentracédo de Si) indicam diferencas significativas pelo teste de Scott-Knott
(P<0.05). Colunas descritas correspondem a medias de cinco repeticdes e DP.
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Figura 3 - (a) Clorofila a (CHL a), (b) clorofila b (CHL b), (c) clorofila total (CHL Total), (d)
relacdo entre as clorofilas a e b (CHL a/CHL b), (e) Carotenoides (CAR) e (f) relacdo entre
clorofila total e carotendides (CHL Total/CAR) em plantas de plantas de S. amazonicum
tratadas com Si e expostas a toxicidade de Zn. Letras mailsculas diferentes entre tratamentos
de Si (0 e 1.5 mM Si sob mesma concentracdo de Zn) e letras minusculas entre tratamentos de
Zn (1, 150, 300 e 600 uM Zn sob mesma concentracdo de Si) indicam diferencas significativas
pelo teste de Scott-Knott (P<0.05). Colunas descritas correspondem a médias de cinco
repeticdes e DP.
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CONCLUSOES GERAIS

O excesso de zinco causa diminuicdo no crescimento e na absor¢do de macro e micro
nutrientes, provoca limitagdes fotoquimicas, inibe a capacidade de fixacdo de CO2 no mesdfilo
e diminui o teor de pigmentos fotossintéticos nas folhas de S. amazonicum, acarretando em
reducdo do desempenho fotossintético da planta.

O S. amazonicum mostrou-se promissor para ser utilizado como fitorremediador de areas
contaminadas com zinco.

O tratamento das mudas de S. amazonicum com Si atenuou os efeitos da toxicidade
causados pelo excesso de Zn no crescimento, no estado nutricional, na tolerancia ao metal, nas
trocas gasosas, na fluorescéncia da clorofila a e no teor de pigmentos fotossintéticos, indicando
que esse elemento benéfico pode ser utilizado para aumentar o potencial fitorremediador da

desta planta em ambientes contaminados com zinco.



