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RESUMO

Dentre os metais pesados (MPs), o cadmio (Cd), representa uma das maiores ameagas ao
meio ambiente em escala global, em virtude do seu elevado potencial ecotoxicologico e dos
indices crescentes no solo, o que contribui em larga escala para a perda da produtividade e da
biodiversidade dos ecossistemas. Plantas lenhosas de rapido crescimento representam
ferramentas eficazes para extragdo Cd em solos contaminados. Nesse sentido, 0 mogno
africano (Khaya ivorensis A. Chev), uma especie arborea pertence a familia Meliaceae
apresenta caracteristicas satisfatorias a remediacdo dado ao crescimento acelerado, sistema
radicular axial e alta producdo de biomassa. No entanto, as estratégias fitorremediadoras e
mecanismos de tolerancia ao Cd implementados por essa espécie, associados a melhoria do
estado nutricional, ndo estdo claros. Diante do exposto, essa pesquisa visa identificar as
modulac¢des do silicio (Si), um micronutriente benéfico, na fisiologia, na bioguimica, no
sistema antioxidante e na anatomia de mudas de mogno africano, submetidas a niveis toxicos
de Cd e correlacionar esses processos com o aumento do potencial fitorremediador ao MP. O
delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, em esquema fatorial 4x4
com cinco repetigdes, e os fatores constituidos por niveis crescentes do MP (Cd 0, 25, 50 e 75
mg L™ e doses de silicio (Si 0, 100, 150 e 300 mg L™). Realizou-se a analise de regressdo
polinomial, superficie de resposta. As concentragdes de Cd 50 e 75 mg L™ foram téxicas, e
causaram alteracfes nos processos bioquimicos com repercussdes fisiologicas e anatdmicas
negativas em K. ivorensis. Houve danos fotoinibitorios ao PSIl, em que as variaveis da
fluorescéncia da clorofila a, (®PSII), (qP) e (ETR), da fotossintese (A), de trocas gasosas (gs),
(Ci/Ca) e dos pigmentos fotossintéticos, especialmente, clorofila b, foram as mais afetadas
pelo maior nivel do metal e apresentaram pontos minimos respectivos pelo ajuste da regressdo
de 0,05; 0,07; 0,15 umol CO, molar™; 3,2 mmol CO, m?s™; 0,1 mol H,0 m?s™: 0,06 umol
CO, molar' e 0,18 mg g™ e foram 78%, 82%, 75%, 83%, 96%, 93% e 95% inferiores ao
controle. A desorganizagdo no metabolismo citosolico, causou a peroxidagdo lipidica. O
conteldo de malonoaldeido foi aumentado em 69% e 63% em folhas e raizes, o que foi
acompanhado por reducdes nas atividades das enzimas antioxidantes, sobre tudo, a CAT teve
sua expressdo diminuida em de 69% no sistema radicular. Ocorreram alteracGes anatémicas
nos tecidos com diminuicBes acentuadas nas espessuras epidérmicas. O paréngquima
palicadico e o cortex radicular foram 84% e 72% menos espessos sob aquele nivel toxico de
Cd. No entanto, o Si atenuou o estresse promovido pelo ion e modulou uma sobreexpressao
naquelas variaveis, o que assegurou o crescimento e o desenvolvimento de K. ivorensis em
condigdes de contaminacdo pelo MP. O metabolismo normal das plantas foi retomado apenas
naquelas submetidas ao tratamento com Cd 50 mg L™ e nutridas com Si 150 mg L™. A anélise
canénica mostrou que a combinacdo de Cd 45 mg L™ e Si 160 mg L™, resultou nos pontos
maximos daqueles parametros em que os valores chegaram préximos ao controle. A
modulagdo do Si no metabolismo antioxidante ficou confirmada pelo incremento de 31% na
atividade da SOD. Esses padrfes de respostas estiveram relacionados a reducdo da
translocacdo de Cd as partes aéras decorrente do seu aprisionamento no sistema radicular
induzido pelo Si. Assim, o micronutriente elevou a tolerancia e o potencial fitorremediador de
K. ivorensis ao Cd mediante a fitoestabilizacdo do MP, o que foi resultante de mecanismos de
complexacdo do Si ao Cd, bem como, as restri¢cbes ao ion impostas pelas estrias de caspary,
mediadas pelo mineral benéfico. A tolerancia ao Cd decorreu da melhoria nas relacdes
hidricas.

Palavras-chave: Metal pesado. Silica. Fluorescéncia da clorofila a. Antioxidantes.
Espessuras epidérmicas.



ABSTRACT

Among the heavy metals (MPs), cadmium (Cd) represents one of the biggest threats to the
environment on a global scale, due to its high ecotoxicological potential and increasing soil
indices, which contributes to the loss of carbon dioxide productivity and biodiversity of
ecosystems. Fast-growing woody plants represent effective tools for Cd extraction in
contaminated soil. In this sense, African mahogany (Khaya ivorensis A. Chev), a tree species
belonging to the Meliaceae family, presents satisfactory characteristics for remediation given
its accelerated growth, axial root system and high biomass production. However, the
phytoremediation strategies and Cd tolerance mechanisms implemented by this species,
associated with the improvement of nutritional status, are not clear. Given the above, this
research aims to identify the modulations of silicon (Si), a beneficial micronutrient, in the
physiology, biochemistry, antioxidant system and anatomy of African mahogany seedlings
submitted to toxic levels of Cd and correlate these processes with increased phytoremediation
potential to MP. The experimental design was a randomized block design in a 4x4 factorial
scheme with five replications, and the factors constituted by increasing levels of MP (Cd 0,
25, 50 and 75 mg L) and silicon doses (Si 0, 100, 150 and 300 mg L™). Polynomial
regression analysis, response surface was performed. Cd 50 and 75 mg L™ concentrations
were toxic and caused changes in biochemical processes with negative physiological and
anatomical repercussions on K. ivorensis. There was photoinhibitory damage to PSII, where
the variables of chlorophyll a, (®PSII), (qP) and (ETR) fluorescence, photosynthesis (A), gas
exchange (gs), (Ci/Ca) and photosynthetic pigments , especially chlorophyll b, were the most
affected by the highest level of the metal and presented respective minimum g)oints by the
regression adjustment of 0.05; 0.07; 0.15 umol molar CO,™; 3.2 mmol CO, m “s ™*; 0.1 mol
H,O0 m? s™*: 0.06 umol molar CO, and 0.18 mg g™ and were 78%, 82%, 75%, 83%, 96%,
93% and 95% lower than the control. Disorganization in cytosolic metabolism caused lipid
peroxidation. Malonoaldehyde content was increased by 69% and 63% in leaves and roots,
which was accompanied by reductions in antioxidant enzyme activities. Above all, CAT had
its expression decreased by 69% in the root system. Anatomical changes occurred in the
tissues with marked decreases in epidermal thickness. The palisade parenchyma and root
cortex were 84% and 72% less thick under that toxic Cd level. However, Si attenuated the
stress promoted by the ion and modulated overexpression in those variables, which ensured
the growth and development of K. ivorensis under conditions of MP contamination. Normal
plant metabolism was resumed only in those submitted to treatment with Cd 50 mg L™ and
nourished with Si 150 mg L. Canonical analysis showed that the combination of Cd 45 mg
L™ and Si 160 mg L™ resulted in the maximum points of those parameters where the values
came close to the control. Si modulation in antioxidant metabolism was confirmed by a 31%
increase in SOD activity. These response patterns were related to the reduction of Cd
translocation to the aerial parts due to its entrapment in the Si-induced root system. Thus, the
micronutrient increased K. ivorensis tolerance and phytoremediation potential to Cd by MP
phytostabilization which resulted from mechanisms of Si complexation to Cd, as well as ion
restrictions imposed by the caspary striations, mediated by the beneficial mineral. Tolerance
to Cd was due to improved water relations.

Keywords: Heavy metal. Silica. Chlorophyll fluorescence a. Antioxidants. Epidermal

thickness.
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1. CONTEXTUALIZACAO

A atividade humana ao longo dos tempos tem aumentado a liberagéo de poluentes na
biosfera, sobretudo, apds a revolugdo industrial onde houve a intensificacdo no uso de
tecnologias com potencial impacto negativo sobre o meio ambiente, pelo fato de liberar
poluentes no ar, 4gua e solo (BHARGAVA 2012; ALL, et al., 2013 CHMIELOWSKA-BAK
et al., 2014; FROHNE et al., 2015).

As atividades antropicas que mais contribuem para o aumento de substancias toxicas
nos ecossistemas sdo a mineracao, a metalurgia, as praticas agricolas, principalmente, aquelas
decorrentes do uso de fertilizantes quimicos, sobre tudo, os fosfatados tendo em vista
liberarem altas concentracfes de rejeitos organicos como os hidrocarbonetos e inorganicos
como os metais pesados na biogeocenose (TIRADO & ALLSO, 2012; Agronoticias América
Latina y el Caribe, 2013; ADREES et al. 2015;REHMAN et al. 2015; RIZWAN et al. 2016).

Dentre os poluentes que tem contribuido em larga escala para o aumento degradacédo
do solo e contaminacdo dos recursos hidricos em ambito mundial destacam-se, 0s metais
pesados (MPs), que constituem um grupo de metais com densidade atdbmica maior do que 5 g
cm e, como caracteristicas, s&o bioacumulativos e altamente reativos (ALI, et al., 2013; ALI
etal., 2015; Li et al., 2015; MAHAR et al., 2015; XIAO et al., 2015; RIZWAN et al., 2016).

Embora sejam constituintes naturais de solos e ocorram espontaneamente no ambiente,
formam um grupo de poluentes de grande importancia, em virtude de seus aspectos
toxicologicos as plantas e a saide humana (GUERRA et al., 2012; KHAN et al., 2013;TYAGI
et al., 2014). Em concentracdes acima daqueles valores limites, modificam as caracteristicas
naturais do solo, produzindo impactos negativos, limitando seus usos levando a perda da
biodiversidade e produtividade dos ecossistemas (LIMA et al., 2013; MAYOR et al., 2013;
ROY E MC DONALD, 2015).

S&o exemplos de metais com potencial danoso a biogeocenose o As, Cd, Cr, Cu, Pb,
Hg, Ni, Se, Mo, Zn, TIl, Sb entre outros (GAUTAM et al., 2016; IVANOV et al., 2016;
MATHUR et al., 2016). Alguns desses, mesmo em baixas concentragdes, sd0 nocivos ao
crescimento e desenvolvimento de plantas, pois dependendo do estado de especiacdo, podem
ser altamente reativos, desencadeando a toxicidade celular em muitas vias (BIELEN et al.,
2013; FARID et al.,, 2013; EMAMVERDIAN et al., 2015). Nesse contexto, inclui-se o
cadmio (Cd), um elemento do grupo 2B da tabela periddica, com nimero atdmico igual a 48 e

densidade de 8,6 g cm™ que apresenta similaridades quimicas com outros elementos desse
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grupo como, por exemplo, 0 Zn um micronutriente que exerce fungdes fisioldgicas
importantes em plantas (HASAN et al., 2009).

A comunidade cientifica tem apontado a contaminacao dos solos por Cd, como um dos
mais graves problemas ambientais nas Gltimas décadas, tendo em vista 0s aumentos
expressivos da sua concentracdo nos solos (CHOPPALA et al. 2014; DU et al. 2014). No
cenario global atual, estima-se que cerca de 30.000 toneladas desse metal sdo langadas
anualmente no ambiente e, das quais, 13.000 tons resultam das atividades humanas,
principalmente aquelas decorrentes da mineragdo (GALLEGO et al., 2012; SABEEN et al.,
2013). Ressalta-se ainda que aproximadamente 58% do Cd encontrado no meio ambiente
advem de praticas agricolas pela utilizacdo do fosfato mineral (TIRADO & ALLSO, 2012).

Outro aspecto preocupante apontado pelos pesquisadores, é que esse MP é altamente
toxico aos organismos vivos. Segundo a ATSDR (Agency for Toxic Substances and Disease
Registry), o Cd ocupa a 72 posicdo na lista entre as 20 substancias com maior potencial
ecotoxicolégico do mundo (ATSDR 2011).

Nas plantas, os cloroplastos sdo os principais alvos da toxicidade por Cd nédo s6 pela
inibicdo da biossintese de clorofila e pelas diminui¢cGes drasticas no teor de pigmentos
clorofilianos, mas também, pela reducdo na atividade da enzima ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase/Oxigenase (RuBisCo) envolvida na fixagdo de CO;, no ciclo de calvim em
espécies C3 e C4 (TRAN e POPOVA 2013; CHOPALLA et al., 2014;WANG et al., 2014;
AHMAD et al.,, 2015; LIU et al., 2015 ;RUI et al.,, 2016; RIZWAN et al. 2016;
MATRASZEK et al. 2016).

Em adicéo, plano celular e molecular, a toxicidade por Cd resulta em alteragdes de
diferentes processos bioquimicos com repercussdes fisioldgicas negativas, incluindo a
reducdo do potencial osmotico, com conseqlentes decréscimos nos parametros de trocas
gasosas, na eficéncia fotossintética e da fluorescéncia da clorofila a, inativacao e desnaturacéo
de enzimas e proteinas em uma variedade de espécies de plantas (LI et al., 2015; LYSENKO
etal., 2015; RUI et al., 2016; TAUQEER et al., 2016; PEREIRA ET AL., 2017).

Além disso, no espaco intracelular, o Cd, determina o bloqueio de grupos funcionais
de moléculas importantes, promove o deslocamento e substituicdo de ions de biomoléculas e
unidades celulares funcionais, causa modificac6es conformacionais; a peroxidacao lipidica e a
ruptura da integridade de membranas, desencadeia alteragdes nas H* ATPases de membrana
(LIU et al., 2015 ;RUIl et al., 2016; RIZWAN et al. 2016; MATRASZEK et al. 2016).

Como consequéncia das alteracfes promovidas pelo metal no metabolismo bioquimico

das plantas ocorrem anormalidades, em geral, expressas atraves da reducédo do crescimento da
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parte aérea, diminuicdo da elongacéo radicular, modificagdes na anatomia e morfologia das
espécies vegetais, enrolamento e clorose foliar (MARQUES et al., 2011;VACULIK et al.,
2012; TRAN & POPOVA, 2013).Varios estudos evidenciam o impacto negativo do Cd sobre
o crescimento e atividade fotossintética de plantas (XUE et al., 2013; CHOPALLA et al.,
2014;WANG et al; 2014; RUI et al., 2016; RIZWAN et al. 2016).

Por exemplo, para Dias et al., (2013), a redugéo da fotossintese liquida em plantas de
alface submetidas a doses de Cd foi associada a diminuicdo da atividade da Rubisco através
da substituicdo do Mg?* por Cd, como cofator de ativacdo enzimatica, bem como, da redugéo
da eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il, em parte, resultante da degradacédo de clorofila e
reducdo da absorcdo de Fe, evidenciando o amplo espectro de acdo do Cd sobre o
metabolismo vegetal.

Para garantir a sua sobrevivéncia em ambientes contaminados por Cd, plantas
desenvolveram uma gama de sistemas de defesa natural contra o stress provocado pelo metal,
compreendendo processos de acumulacdo de osmolitos compativeis, dentre eles, 0s
aminoacidos como a prolina e a glicina, N-aminossullveis, sintese de solutos organicos como
os carboidratos e sacarose que aumentam a habilidade das células em reter a agua sem afetar o
metabolismo normal (ADREES et al., 2015; KHAN et al.,2015; NAEEM et al. 2016). No
entanto, Artiushenko et al. (2014), afirmam que a tolerdncia das plantas a MPs varia de
acordo com a espeécie vegetal, ao tipo e o tempo de exposi¢do ao contaminante.

Outros mecanismos de tolerancia ao Cd envolvem processos complexos de transporte
ibnico, sintese molecular; aumento na expressao de quelantes especificos de baixo peso
molecular como, as fitoalexinas e as metaloproteinas, envolvidas no seqiestro e
desintoxicacdo de ions toxicos; aumento na taxa de transporte daquele MP para as partes
aéreas das plantas, lignificacdo; alteracGes na estrutura das membranas; modificagfes nas vias
relacionadas a fotossintese liquida; inducdo do balango hormonal e enzimatico em um vasto
numero de espécies vegetais (NIKOLIK et al., 2014; FASAHAT et al., 2015; LIU et al.,
2015; KUPPER & ANDRESSEN, 2016; WANG et al. 2016).

Os mecanismos enzimaticos envolvem a remocdo das espécies reativas de oxigénio
(ROS) como: o radical superéxido (‘Oy), o peroxido de hidrogénio (H,O;) e o radical
hidroxil (‘'OH). Esses compostos sdo subprodutos do metabolismo celular arerébico e dos
processos fotoxidativos, que se acumulam nas células vegetais em condicdes de estresse por
Cd promovendo danos ao DNA, as proteinas, aos lipidios de membrana causando inativacdo
de diversas enzimas (ANJUM et al.,2016; NANDA & AGRAWAL, 2016; RUI et al., 2016;
TAUQEER et al., 2016).
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As principais enzimas envolvidas no mecanismo de defesa antioxidante sdo a
dismutase do superdxido (SOD; E.C. 1.15.1.1), a catalase (CAT; E.C. 1.11.1.6), a peroxidase
do ascorbato (APX; E.C. 1.11.1.11). Muito embora, outras enzimas também contribuam para
a eliminagdo das ROS, ainda que de forma indireta como a redutase da glutationa (GR; E.C.
1.8.1.7) que juntamente com a APX, compdem o ciclo ascorbato-glutationa (ASC-GSH)
(FOYER; NOCTOR, 2005; GILL; TUTEJA, 2010; FAROOQ et al., 2013;DAUD et al.,
2013). Esses compostos reduzem, assim, o estresse oxidativo de grande magnitude, com
implicagdes negativas sobre o metabolismo fotossintético.

Plantas tolerantes a MPs tém a habilidade de crescerem ambientes contaminados sem,
no entanto, desenvolver sintomas de toxicidade, utilizando além dos supramencionados,
outros mecanismos que consistem na remocao (fitoextracao e fitovolatilizacdo) ou contencéo
(fitoimobilizacdo e fitoestabilizacdo) de MPs (ALl et al., 2013; ANTOSIEWICZ et al., 2014).
A compreensdo desses mecanismos tem sido objeto de estudo para a descontaminacao dessas
areas.

Nesse sentido, a fitorremediacdo, € uma tecnologia bioldgica recente, de baixo custo
que visa a recuperacdo de solos contaminados por MPs utilizando, para tanto, plantas, sobre
tudo, as hiperacumuladoras por apresentarem capacidade superior para extrair acumular e
tolerar altos niveis de metais pesados em seus tecidos, que sdo tdxicos para 0S organismos
vivos (ALl et al., 2013; VIEIRA et al.,2015).

Desse modo, as hiperacumuladoras (fitoextratoras), sdo utilizadas para absorver,
translocar e sequestrar MPs na parte aérea e/ou raizes sendo, por isso, adotadas em programas
de remediacéo de ambientes contaminados por MPs (PADM AVATHIAMMA & LI., 2007;
FAN et al., 2011; CLEMENS et al., 2013).0 sucesso da fitoextragdo depende da utilizagdo de
espécies vegetais com elevado potencial de absor¢do de MPs e alta producdo de biomassa
(ALl et al., 2013).

Vaérios estudos mostram o potencial fitorremediador ao Cd para inUmeras espécies
herbaceas (KRAMER, 2010; CLEMENS et al., 2013; AURANGZEB et al. 2014; CAPPA &
PILON-SMITS, 2014; BOKHARI et al., 2016). Porém, pesquisas com espécies arbdreas
visando seu uso em programas de fitorremediacao ainda séo restritas.

Do total de espécies identificadas como hiperacumuladoras, até o presente momento,
apenas algumas arboreas como o &lamo (Populus nigra), pinhdo-manso (Jatropha curcas L.)
e o salgueiro (Salix humboldtiana) podem concentrar altos niveis de Cd em seus tecidos (Li et
al., 2010; ABHILASH et al., 2012; RENNENBERG, 2015). E em funcdo disso, um numero
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limitado de espécies de arvores tropicais para fitorremediacao de solos contaminados com Cd
foram investigadas.

Por exemplo, Li et al. (2010), comprovaram que a carambola (Averrhoa carambola),
pode tolerar elevadas concentrages de Cd em seus tecidos. Fan et al., (2011), atribuiram ao
mogno brasileiro (Swietenia macrophylla) um carater potencialmente fitorremediador devido
apresentar satisfatorio crescimento em condi¢fes simuladas de contaminacdo por Cd
equivalentes a 2,5 (7,5 mg kg™) e 5 (15 mg kg™) vezes o valor de intervencdo (V1) para
cenarios de exposicao agricola em areas de protecdo maxima (APMax) conforme os valores
orientadores de qualidade do solo dispostos na resolugdo n°420 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente — CONAMA (BRASIL, 2009). Além disso, e conforme o mesmo estudo, a
reducdo da biomassa total das plantas do tratamento de 7,5 mg kg™ Cd foi inferior a 30% em
relacdo as plantas controle, apds 30 dias de exposi¢do ao metal.

No entanto, até entdo, o diminuto nimero de estudos esclarecedores das estratégias
fitorremediadoras e mecanismos de tolerancia ao Cd implementadas por plantas de mogno
africano (Khaya ivorensis A. Chev), uma espécie arbdrea pertence a familia Meliaceae
fornecedora de uma das madeiras tropicais mais importantes e amplamente comercializados
no mundo (DEGEN et al., 2013).

Um vasto numero de pesquisas aponta o silicio (Si) como atenuante do estresse
causado por Cd o que, em partes, € atribuido ao seu envolvimento na regulagdo de processos
fisioldgicos, bioquimicos e anatdmicos (HUSSAIN et al., 2015L1 et al., 2015; WU et al.,
2016; YU et al. 2016; RAHMAN et al.,2017).

Em resposta ao Cd, o silicio parece modular o metabolismo antioxidante das plantas
promovendo uma sobreexpressdo de enzimas CAT, APX, e SOD, envolvidas na eliminagdo
de radicais livres dos compartimentos celulares e, além disso, o nutriente induz mudancas
radiculares tendo em vista 0 aumento na suberizacdo e lignificacdo desse Orgdo, o que
restringe a entrada e transporte apoplastico de Cd as partes aéreas das plantas prevenindo
danos celulares (CARNEIRO et al., 2017; RAHMAN et al., 2017).

1.1. A Tese

Apesar dos avancos feitos na elucidacdo da importdncia do Si no aumento da
tolerancia ao estresse por Cd para um vasto nimero de espécies herbaceas, pouca informacao
estd disponivel sobre os mecanismos diretos e indiretos do minaral na atenuacdo da

fitotoxicidade por aquele ion tdxico para espécies arboreas, sobre tudo, do envolvimento do Si
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nos mecanismos fisiolégicos, bioguimicos e anatdbmicos que potencializam o carater

fitorremediador de K.ivorensis ao Cd.

Diante do exposto, objetivou-se a partir dessa pesquisa, identificar as modulagdes do
silicio na fisiologia, na bioquimica, na anatomia de plantas de mogno africano, submetidas a
niveis toxicos de Cd, tendo em vista a elucidacdo dos mecanismos que regulam a menor
absorcdo daquele elemento-traco induzida pelo Si para espécie em estudo e correlacionar
esses processos com o aumento do potencial fitorremediador de K. ivorensis ao Cd, os quais
assegurem o crescimento e desenvolvimento dessa espécie em solos contaminados por aquele
MP.

1.1.1. Justificativa

Por ser um elemento de alta mobilidade e toxicidade, o Cd apresenta elevado potencial
de risco ambiental o que justifica esse estudo que visa contribuir para o desenvolvimento de
técnicas voltadas a recuperacéo de areas contaminadas por esse elemento traco, dentre elas, a
fitorremediacdo aparece como tecnologia emergente de baixo custo voltada a
descontaminacéo de solos por MPs.

As estratégias fitorremediadoras implementadas por K. ivorensis ainda ndo sao claras e
carecem de uma abordagem que integre os metabolismos, bioquimico e fisioldgico, e
anatdmico a fim de elucidar os mecanismos adotados por esta espécie os quais Ihe permitam
crescer em concentraces de Cd acima do valor de intervencdo (VI) para areas de protecao
méaxima (APMax), conforme proposto por BRASIL (2009).

Nesse sentido, criar-se-a um referencial de natureza anatdmica, nutricional, fisiologica
e bioguimica para o mogno africano tendo em vista a utilizacdo dessa espécie em programas
de fitorremediacdo visando a restauracdo de areas degradas, sobretudo, naquelas onde a
exploragdo mineral é constante e que potencialmente contribui para e polui¢do do solo, bem
como, reinserir economicamente areas com niveis preocupantes de contaminagdo por Cd
através de atividades agroflorestais durante e apos a implementacdo de futuros programas
institucionais de fitorremediacgéo pelo uso de plantas de K. ivorensis.

Somado a isso, e diante das dificuldades para a identificacdo de espécies arboreas
potenciais hiperacumuladoras ao Cd, € fundamental a utilizagcdo de técnicas eficientes, e
acessiveis que aumentem a tolerancia das plantas aquele MP e que potencialize o carater
fitorremediador de espécies lenhosas. Nesse sentido, a elucidacdo do papel do silicio no

metabolismo celular de K. ivorensis para 0 aumento do potencial fitorrmediador dessa espéie
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ao Cd, é uma ferramenta iminente a ser utilizada em programas de remediacdo de &reas

degradadas por MPs.

1.1.2. Questdes e Hipoteses:

Tendo em vista a necessidade de se apontar espécies arbdreas com potencial
fitorremediador para areas contaminadas por cadmio (Cd), a presente pesquisa visa responder

algumas questdes e, dentre elas:
Q1: K. ivorensis A. Chev. ¢ potencial fitorremediadora ao cadmio?

H1: A hipdtese testada é a de que sim. O mogno africano tem potencial fitorremediador ao Cd
0 que é potencializado pela nutricdo com silicio, sobre tudo, quando utilizada a dosagem
méxima estabelecida desse nutriente. Logo, esta espécie poderd ser empregada para
remediacéo de locais contaminados por Cd, quando realizada a nutri¢do silicatada na dosagem

Otima desse micronutriente.

Q2: Outro aspecto relevante que aparece como instrumento de investigacdo nessa pesquisa é
se a fitoextragdo de Cd por K. ivorensis, implicard em reducdo no crescimento, nas
modulacgGes fisioldgicas e bioquimicas dessa espécie, quando utilizada a dosagem méaxima do

metal? O silicio aparecera como atenuador do estresse por Cd?

H2: Acredita-se que o crescimento do mogno africano em condicdes de toxicidade por Cd é
garantido, em parte, pela manutencdo da integridade do aparato fotossintético responsavel
pela sintese e alocacdo de trioses fosfatadas a parte aérea e raiz bem como, pela estrita

regulagdo dos sistemas antioxidativos.

H2.1: Somado a isso, pressupde-se que o0 Si apresenta potencial mitigador do estresse por Cd
em K. ivorenses por promover alteracdes no sistema radicular (estrias de Caspary) decorrentes
da deposicdo do nutriente nos tecidos da raiz, a ponto de constituir uma barreira mecanica ao
influxo de cadmio. Ou ainda, a mitigacdo da toxicidade de cadmio pelo silicio ocorre

paralelamente a maior absorcdo e translocacao do MP por plantas de mogno africano.

Q3: Outra questdo levantada nesse estudo é a de que as concentragdes crescentes de silicio

induzem a uma maior sintese de proteinas em K. ivorenses?

H3: A hipotese € a de que sim. As concentracOes crescentes desse nutriente no meio induzem

a uma maior sintese de proteinas, tendo em vista a afinidade do Si com o nitrato (NO3)



26

estimulando a absorgdo desse nutriente pelas plantas e, indiretamente, ativando a redutase do
nitrato (RN), enzima de conversdo do nitrato em compostos organicos (proteinas), o que
auxilia no crescimento das plantas em condicdo de estresse pelo MP. Mas por outro lado,
acredita-se também que a presenca do Si no meio de cultivo, induza ndo a sintese, mas sim a
uma regulagdo na sinalizacéo celular de proteinas antioxidativas envolvidas na eliminacéo de

radicais livres.

1.2. Objetivos:

1.2.1 Objetivo geral:

Este estudo tem como finalidade avaliar o papel potencialmente fitorremediador de
plantas jovens de K. ivorenses cultivadas na presenca de cadmio e silicio como agente
mitigador de estresse em condigdes controladas de casa de vegetacdo através de uma analise
conjunta do metabolismo fotossintético, bioquimico, anatdmico, nutricional e antioxidativo a
fim de confirmar se plantas de mogno africano, com potencial carater fitorremediador, sdo
capazes de manter um crescimento satisfatério, baseado na manutencdo da integridade do
aparato fotossintético sustentado pelo metabolismo antioxidativo atuante, frente as
concentracbes de Cd adotadas neste estudo, em que o silicio aparece como agente

potencializador dos mecanismos de fitoextracédo e tolerancia dessa espécie ao metal.

1.2.2.0bjetivos especificos:

Analisar a toxicidade de concentragOes crescentes de Cd (CdCl,) e a mitigacdo do

estresse por silicio na forma de metassilicato de sodio (Na,SiO3z) em K. ivorenses.

e Nas respostas de crescimento: Por meio da altura, (H): didmetro caulinar (DC),
matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz (MSR), matéria seca total
(MST), area foliar (AF);

e Na atividade das enzimas antioxidantes: Superdxido dismutase (SOD); catalase (CAT)
e peroxidase do ascorbato (APX) nos tecidos radiculares e foliares de plantas expostas
a niveis toxicos por Cd e doses crescentes de Si;

e Na concentracdo de malonoaldeido em folhas e raizes de plantas de mogno submetidas

as concentragdes crescentes de Cd e de Si.
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Nas variaveis ecofisioldgicas: por meio das tocas gasosas, condutancia estomatica
(9s), transpiragcdo (E), concentracdo de CO, interno (Ci) e externo, razéo entre
concentracdo de CO; no ar e na folha (Ci/Ca); potencial hidrico (ww); fotossintese
liquida (A); eficiéncia no uso da agua (A/E)

Nos danos provocados pelas altas concentragdes de Cd sobre o fotossistema Il por
meio da observacao das caracteristicas de fluorescéncia da clorofila a,

Avaliar o potencial fitorremediador do caddmio em mogno africano com base em fator
de biodisponibilidade (FB) e translocacdo (FT) de cadmio, bem como, no indice de
tolerancia (IT) ao MP.

Através das alteracOes na anatomia do vegetal nos diversos 6rgdos das plantas (folhas
e raizes), daquelas submetidas as concentragdes de Cd, e avaliar a mitigacdo do
estresse por silicio nesses 6rgaos;

Na anatomia radicular com o objetivo de verificar se as estrias de Caspary apresentam
alteragdes decorrentes da deposicdo de silicio, a ponto de constituirem barreira
mecanica ao influxo de cadmio. Em adicdo, analisar as altera¢Bes causadas por Cd na
espessura dos tecidos foliares e radiculares e as modulagdes benéficas do Si sobre

essas variaveis.
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2. A FITORREMEDIACAO AO CD POR Khaya ivorenses A. chev. COM BASE NOS
PARAMETROS DA FLUORESCENCIA DA CLOROFILA, NAS TROCAS GASOSAS
E A MODULACAO DO SI NA MITIGACAO DO ESTRESSE.

Resumo

Dentre os metais pesados (MPs), o cadmio (Cd), apresenta alto risco ecotoxicoldgico e
contribui em larga escala para a degradacdo dos solos. Um diminuto numero de estudos
comprova o potencial fitorremediador aquele ion toxico para espécies arbdreas, no entanto,
ndo ha correlacdo com o aspecto nutricional das plantas. Esta pesquisa tem como objetivo
avaliar as respostas fisiologicas, a capacidade de fitoextracdo e a tolerancia ao Cd em mogno
africano (Khaya ivorensis A. Chev) e correlaciona-las as modulages do silicio (Si), um
micronutriente benéfico, na atenuacdo do estresse induzido pelo MP, bem como, para a
ampliacdo do carater fitorremediador da espécie investigada. Para isso, plantas de K. ivorensis
foram cultivadas em solucdo nutritiva de Sarruge (1975) e submetidas aos tratamentos de
toxidez por Cd e nutricional por Si. O delineamento experimental utilizado foi em blocos
casualizados, em esquema fatorial 4x4 com cinco repeticdes, e os fatores constituidos por
niveis crescentes do MP (Cd a 0, 25, 50 e 75 mg L) e doses de Si (Sia 0, 100, 150 e 300 mg
L™). Realizou-se a anélise de regressdo polinomial, superficie de resposta. O tratamento com
Cd 75 mg L%, reduziu drasticamente todos os parametros fisioldgicos analisados e causou
danos fotoinibitorios ao PSII. As variaveis de fotossintese (A), trocas gasosas (gs), (Ci/Ca), e
da fluorescéncia da clorofila a, o (®PSII) e o (gP), foram as mais afetadas e apresentaram
pontos minimos de 3.2 mmol CO, m?s™, 0,12 mol H,0 m*?s™ e 0,06 umol CO, molar™, 0,05
e 0,07, respectivamente. Os danos foram restaurados pela nutricdo silicatada, havendo
aumentos graduais nas respostas fisioldgicas de plantas estressadas por Cd e submetidas a
dose de Si 150 mg L™. O ponto 6timo da interacdo que induziu em aumentos expressivos nos
parametros estudados correspondeu & Cd 40 mg L™ x Si 165 mg L™, obtendo-se valores das
variaveis da fluorescéncia da clorofila a, da fotossintese liquida e de crescimento similares
aos observados no controle. Aquela interacdo contribuiu, ainda, para a menor translocagio de
Cd das raizes para as partes aereas e para 0 aumento de 68% no indice de tolerancia do mogno
africano ao ion toxico. Confirmamos que K. ivorensis é fitorremediadora ao Cd, o que é

otimizado pela regulagdo positiva do Si no metabolismo fisiologico e bioquimico das plantas.

Palavras-chave: Fitorremediacdo. Khaya ivorensis A. Chev. Cd, Estresse. Silicio.

Metabolismo fisiologico.
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Abstract

Among heavy metals (PMs), cadmium (Cd) has a high ecotoxicological risk and contributes
on a large scale to soil degradation. A small number of studies prove the phytoremediation
potential of that toxic ion for tree species, however, there is no correlation with the nutritional
aspect of plants. This research aims to evaluate the physiological responses, the
phytoextraction capacity and the tolerance to Cd in african mahogany (Khaya ivorensis A.
Chev) and correlate them to the modulations of silicon (Si), a beneficial micronutrient, in the
attenuation of induced stress by the MP, as well as for the expansion of the phytoremediation
character of the investigated species. For that, K. ivorensis plants were grown in a nutritive
solution by Sarruge (1975) and submitted to toxicity treatments by Cd and nutritional by Si.
The experimental design used was in randomized blocks, in a 4x4 factorial scheme with five
replications, and the factors consisting of increasing levels of MP (Cd at 0, 25, 50 and 75 mg
L*) and Si doses (Si at 0, 100, 150 and 300 mg L™). Polynomial regression analysis, response
surface, was performed. Treatment with Cd 75 mg L7*, drastically reduced all the
physiological parameters analyzed and caused photoinhibitory damage to the PSII. The
variables of photosynthesis (A), gas exchange (gs), (Ci / Ca), and fluorescence of chlorophyll
a, o (®PSII) and o (qP), were the most affected and presented minimum points of 3.2 mmol
CO, m 2s?, 0.12 mol H,O m 2 s and 0.06 pmol CO, molar™, 0.05 and 0.07, respectively.
The damage was restored by silicate nutrition, with gradual increases in the physiological
responses of plants stressed by Cd and subjected to the dose of Si 150 mg L-1. The optimal
point of the interaction that induced significant increases in the studied parameters
corresponded to Cd 40 mg L™ x Si 165 mg L, obtaining values of the chlorophyll a
fluorescence variables, liquid photosynthesis and growth similar to those observed in control.
That interaction also contributed to the lower translocation of Cd from the roots to the aerial
parts and to the 68% increase in the tolerance index of african mahogany to the toxic ion. We
confirm that K. ivorensis is a phytoremediation agent for Cd, which is optimized by the

positive regulation of Si in the physiological and biochemical metabolism of plants.

Keywords: Phytoremediation. Khaya ivorensis A. Chev. Cd. Stress. Silicon. Physiological

metabolism.
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2.1. Introducéo

A poluicdo por metais pesados (MPs) tornou-se nas ultimas décadas um dos mais
graves problemas ambientais em escala global, em virtude da elevada persisténcia desses
contaminantes na biogeocenose pelo fato de ndo serem biodegradaveis (FROHNE et al.,
2015; ANJUM et al., 2016). O Cd é o MP que apresenta os mais altos indices de acumulacao
nos solos. Somente no periodo de 2006-2012 a carga anual do ion descarregada do Rio das
Pérolas para o sul da China foi de 43,9 t em que, deste total, cerca de 30.000 t langadas
anualmente no meio ambiente resultam das atividades antropogénicas, sobre tudo, aquelas
voltadas a utilizacdo de fertilizantes fosfatados e & mineragdo (GALLEGO et al., 2012; ZHEN
et al. 2016).

Nesse aspecto, a degradacédo dos solos por Cd, desperta preocupacdo pela comunidade
cientifica. Esse MP é mais prontamente biodisponivel quando comparado a outros ions, o0 que
é resultado de sua alta mobilidade nos solos. Aliado a isso, 0 ion ocupa a 72 posicdo na lista
entre as 20 substancias com maior potencial ecotoxicolégico do mundo (ATSDR, 2011;
DEDE & OZDEMIR, 2016).

Para 0 metabolismo vegetal, o Cd, é altamente reativo e pode desencadear distdrbios
celulares em muitas vias (EMAMVERDIAN et al., 2015). Os cloroplastos sé&o um dos
maiores sitios de acdo dos estresses abidticos, em que se inclui a toxicidade por Cd
(CHOPALLA et al., 2014; ANJUM et al., 2016). Os alvos do metal nesse compartimento
celular sdo as enzimas envolvidas no processo de fixacdo do CO,, essencial a fotossintese: a
ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/Oxigenase (RuBisCo), no ciclo de Calvin (CHOPALLA et
al., 2014; RIZWAN et al. 2016; RAHMAN et al., 2017).

A atividade fotossintética é inibida pelo Cd, por reduzir a atividade do fotossistema I,
que eventualmente suprime a produgdo quantica e o transporte de elétrons (CHOPALLA et
al., 2014; LUO et al., 2016). No plano celular e molecular, a toxicidade pelo MP resulta em
alteracGes de diferentes processos bioquimicos com repercussdes fisioldgicas negativas,
incluindo a reducdo do potencial osmético, com implicacdes sobre os parametros de trocas
gasosas, resultando em decréscimo no crescimento e na producdo de biomassa vegetal
(CHOPALLA et al., 2014; RUI et al., 2016; TAUQEER et al., 2016; PEREIRA et al., 2017;
RAHMAN et al., 2017).

Na fitorremediacdo, plantas tolerantes a MPs, hiperacumuladoras, tém a habilidade de
crescerem ambientes contaminados sem, no entanto, desenvolver sintomas de toxicidade,

utilizando mecanismos que consistem na remocdo (fitoextracdo e fitovolatilizacdo) ou
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contencdo (fitoimobilizacéo e fitoestabilizacdo) de MPs (ALI et al., 2013; PARROTTA et al.,
2015). A compreensdo desses mecanismos tem sido objeto de estudo para a despoluicdo
dessas areas.

Do total de espécies identificadas como hiperacumuladoras, até o presente momento,
apenas algumas arboreas como o dlamo (Populus nigra), pinhdo-manso (Jatropha curcas L.)
e o salgueiro (Salix humboldtiana) podem concentrar altos niveis de Cd em seus tecidos
(ABHILASH et al., 2012; HE, 2015; Li et al., 2015). E em funcéo disso, muitas espécies de
arvores tropicais para fitorremediacdo de solos contaminados com Cd foram investigadas. Por
exemplo. Fan et al., (2011), atribuiram ao mogno brasileiro (Swietenia macrophylla) um
cardter potencialmente fitorremediador devido apresentar satisfatorio crescimento em
condices simuladas de contaminagdo por Cd equivalentes a 2,5 (7,5 mg kg™) e 5 (15 mg kg
1) vezes o valor de intervencdo (V1) segundo orientaces do CONAMA (BRASIL, 2009).

No entanto, até entdo, o diminuto nimero de estudos esclarecedores das estratégias
fitorremediadoras e mecanismos de tolerdncia ao Cd implementadas por plantas de mogno
africano (Khaya ivorensis A. Chev), uma espécie arbdrea pertence a familia Meliaceae
fornecedora de uma das madeiras tropicais mais importantes e amplamente comercializados
no mundo (DEGEN et al., 2013).

Autores como Cui et al.,(2017), apontam o Silicio (Si) como um nutriente benéfico
atenuador do estresse provocado por Cd. O papel chave desse mineral parece envolver a
regulacdo dos processos de desintoxicacdo e sequestro do Cd em tecidos menos
metabolicamente ativos, entre eles, vacuolos e parede celulares, bem como, sua complexacédo
ao ion toxico, o que reduz a captacdo daquele MP nas células vegetais, prevenindo danos
metabolicos (MA et al., 2016; CUI et al.,2017; TRIPATHI et al., 2017). Porém, essas
pesquisas sao restritas a espécies herbaceas.

Desse modo, 0 objetivo dessa pesquisa consiste em elucidar, as estratégias adotadas
por K. ivorensis que lhes permitam crescer em condigOes de concentragdes de Cd acima do
valor de intervencédo conforme proposto por BRASIL (2009). Para isso, tomou-se como base
os parametros fotossintéticos representados pelas trocas gasosas, na eficiéncia da clorofila a,
bem como, no teor de pigmentos clorofilianos e variaveis de crescimento. Em adicéo, busca-
se investigar as modulacdes do Si no metabolismo fisiologico e bioguimico do mogno
africano, que potencialize sua capacidade fitorremediadora ao Cd, tendo em vista a
recomendacdo dessa espécie em &reas com potenciais riscos de contaminagdo pelo metal

visando sua recuperacao.
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2.2. Material e métodos

2.2.1. Material vegetal e condi¢des de crescimento

O experimento foi conduzido no periodo de fevereiro a dezembro de 2017, em
casa de vegetacdo situada a 01°28°03”S; 48°29°18” W (Figura 2.1), sendo as analises
bioguimicas e fisioldgicas realizadas no Laboratorio de Estudos da Biodiversidade em Plantas
Superiores (EBPS), ambos pertencentes ao Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) da
Universidade Federal Rural da Amazbnia (UFRA). As determinacdes mineraldgicas,
elaboradas no laboratério de analises quimicas (LAQGoeldi) pertencente ao Museu paraense
Emilio Goeldi, campus Belém, Pard, Brasil. O clima local é Afi, de acordo com a
classificacdo de Koppen. Durante o periodo experimental, foram registradas no interior da
casa de vegetacdo médias de temperatura diurna, noturna e da umidade relativa do ar de 36 +
2 °C, 34 £2°Ce90 + 3% respectivamente.

Figura 2.1. Localizagdo geogréafica do sitio experimental da UFRA

785350 785380 785410 785440 785470 785500

-

9838860
9838860

9838830

9838830

9838800
9838800

9838770
9838770

9838740
9838740

785350 785380 785410 785440 785470 785500

3

UFRA - ICA - AGRONOMIA

Legenda ELABORADOR: SUSANA SILVA CONCEICAO (2019)

Casa de Vegetagio DATUM SIRGAS 2000 UTM 22S

IMAGENS: GOOGLE EARTH
20 a0

LOCALIZACAO
CASA DE VEGETACAO - ICA - UFRA CAMPUS BELEM o
:

80 m
s

Fonte: O autor

No presente trabalho, foi utilizado o gen6tipo de mogno africano (Khaya ivorensis A.
Chev). As mudas foram produzidas no viveiro S&o Francisco, localizado no municipio de
Ananindeua, Pard a partir de sementes provenientes de trés matrizes localizadas na
EMBRAPA, Amazonia Oriental, selecionadas para a coleta, arvores que distavam 100 metros
entre si, conforme descrito por Brasil (2004).

Mudas com 90 dias de idade (DAS), cultivadas em sacos de polietileno de 20 cm
didmetro x 30 cm de altura e 0,02 mm de espessura, contendo uma mistura de terra preta com
esterco bem curtido, na proporcdo volumétrica de 4 para 1 foram mantidas em casa de

vegetacdo por 30 dias para aclimatacdo e, neste periodo, realizadas regas diarias mantendo-se
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a capacidade de campo do solo. Pelo método gravimétrico, foi obtido o volume de agua no

interior de cada recipiente, conforme descrito por (KLAR et al., 1966).

2.2.2. Solugéo nutritiva

Aos 120 dias ap6s a semeadura (DAS), plantas de mogno, medindo aproximadamente
60cm de altura, foram transferidas para vasos de Leoanard com capacidade de 5 L, contendo
4,5L de solugdo nutritiva de Sarruge (1975) constituida por N 120 mg L™; P 31 mg L™; K
234 mg LY Ca200mg LY Mg48 mgL™Y; S64mg L™ B0,5mg L™ Cu0,02mgL™; Fe5,0
mg L™ Mn 0,5 mg L™"; Zn 0,05 mg L™ e Mo 0,01 mg L™ com ¥ de forca idnica. A solugdo
nutritiva foi trocada a cada sete dias ou quando a condutividade elétrica atingiu 70% do seu
valor inicial. O pH da solugéo foi verificado diariamente e mantido em 5,8 £ 0,2. As plantas
permaneceram sob essas condicdes por 60 dias. Apds esse periodo, a solucdo nutritiva foi
modificada para 65% da sua concentracdo original, e as plantas mantidas sob esse tratamento

por mais 60 dias para aclimatacdo e desenvolvimento das raizes.

2.2.3. Tratamentos com concentracgdes de cadmio e de silicio

Aos 240 DAS, as plantas foram submetidas aos tratamentos de toxidez por metal
pesado (MP) e nutricional que consistiram, respectivamente, em concentracdes crescentes de
cadmio (0; 25; 50 e 75 mg L™ Cd), usando como fonte o cloreto de cadmio (CdCl,. 2,5H,0)
(Sigma Aldrich) e, para isso, toumou-se como base a Resolucdo 420 do Conselho Nacional de
Meio Ambiente-CONAMA, Brasil, (2009), e concentrac¢@es de silicio (Si) (0; 100; 150 e 300
mg L7'Si) na forma de metassilicato de sédio (Na,SiOs). As concentracdes do MP e do
nutriente foram adicionadas aos vasos contendo solucdo nutritiva e, cada uma delas
correspondeu a um tratamento e, cada um deles, foi composto de cinco repeti¢des. As plantas

foram mantidas por 60 dias sob exposicdo ao Cd e as dosagens de Si.

2.2.4.Potencial hidrico foliar, curva diurna, trocas gasosas

O potencial hidrico foliar (Apd) foi determinado no periodo da manha entre 04:30h e
05:30 h, mediante uma bomba de pressdo tipo Scholander, (Modelo 670; PMS Instrument
Co., Albany, OR, EUA) conforme descrito por Pinheiro et al., (2008). Como amostra, o
primeiro par de folhas completamente expandido a partir do apice foi selecionado de cada
uma das repeti¢fes. Curvas diurnas (Figura 2.5) foram realizadas antes do inicio das analises
de trocas gasosas e ocorreu ao longo de um dia, no intervalo entre 7 as 16h. Para isso, usou-se

a concentracdo de CO, igual 400 pmol CO, m™?s™ conforme a metodologia descrita por
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Blomm et al., (1980), com modificages. As medidas de trocas gasosas foram realizadas
durante cinco dias, em que o Ultimo dia coincidiu com a retirada do experimento e ocorreu no
intervalo entre 09:00 e 11:00 h, periodo que favorece taxas de fotossintese (A) méaximas e
quase constantes para as plantas controle conforme definido pela curva diurna de trocas
gasosas foliar. O primeiro par de folhas completamente expandido (folha+1) foi selecionado
de todas as repeticdes de cada tratamento usando-se um bloco de plantas por vez escolhido ao
acaso. Para tanto, foi utilizado um medidor de fotossintese, modelo LI- 6400XT da LI-COR,
Inc. Lincoln, EUA acoplado com um fluorémetro portatil de luz de frequéncia modulado e
camara foliar 2 x 3 cm (Li6400-40) em concentracdo de CO, de 400 pmol™ com fonte de luz
artificial de fluxo de 1000 pmol fétons m™s™. Determinou-se: a taxa de assimilacdo liquida de
CO, (A) (umol CO, m™s™), condutancia estomatica (gs) (mol H,O m?s™), transpiracéo (E)
(mmol H,0 m?™) e concentracio de CO, intercelular (Ci) (umol CO, molar™). A eficiéncia
instantanea do uso da agua (A/E) foi obtida por meio da razdo entre a taxa de assimilacdo
liquida de CO; (A) e a taxa de transpiracdo (E) e utilizado como parametro fisiologico que

expressou quantitativamente o comportamento momentaneo das trocas gasosas.

2.2.5.Teor de pigmentos fotossintéticos

A partir do segundo par de folhas totalmente expandidas, foram retiradas amostras
para a determinacdo da concentracdo de clorofila (Chl a), clorofila b (Chl b) e carotendides
(Car), conforme descrito por ARNON (1949). Os extratos obtidos foram submetidos a leitura
das absorbancias por meio de espectrofotdmetro nos comprimentos de onda 663, 537 e 652
nm para as clorofilas a, b e total, respectivamente, e 470 nm para 0s carotenoides. Para 0s
calculos dos teores dos pigmentos fotossintéticos, foram utilizadas as equacdes descritas por

Lichtenthaler (1987) e os resultados expressos em mg g™,

2.2.6.Fluorescéncia da clorofila a

As avaliacdes da fluorescéncia da clorofila a ocorreram logo ap6s as medicdes de
trocas gasosas utilizando-se as mesmas folhas em que foram mensuradas aquelas variaveis
fisiologicas. Para tanto, foi usado um fluordémetro modelo (1G 6400 40; LI-COR Inc., Lincoln,
EUA). As analises seguiram a metodologia proposta por Bilger et al., (1995) e Rascher et al.,
(2000) com modificacdes. Inicialmente, as folhas foram adaptadas ao escuro por 30 minutos
e, apos este periodo, os tecidos foliares foram expostos a um pulso fraco de luz vermelha
(0,03 pmol m™s™) obtendo a fluorescéncia inicial (FO). Seguiu-se a aplicacdo de um pulso de

0,8s de luz actinia saturante (>6000 pmol m?s ) e determinada a fluorescéncia méaxima
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(Fm). A fluorescéncia varidvel (Fv) foi expressa por meio da diferenca entre Fm e FO. Com
estes dados, estimou-se o rendimento quantico potencial do fotossistema Il (PSIl) mediante a
equacdo Fv/Fm = (Fm-FO)/Fm. O rendimento quantico efetivo do PSII foi determinado
conforme descrito por Genty et al., (1989) por meio da sobreposi¢do de um pulso de saturagao
em folhas previamente adaptadas a luz ambiente, sendo calculado como: FSIlI [AF/Fm’ =
(Fm’-Fs)/Fm’], em que Fs é o rendimento da fluorescéncia maxima durante o pulso de
saturagdo. O AF/Fm’ foi empregado para estimar a taxa aparente de transporte de elétrons
(ETR) de acordo com Bilger et al., (1995), por meio da equacdo [ETR = (AF/Fm’ x DFF x 0,5
x 0,84) ] onde: DFF ¢ a densidade de fluxo de fotons (umol m™s™) incidente sobre a folha; 0,5
é o valor correspondente & fragdo da energia de excitacdo distribuida para o FSII Laisk e
Loreto,1(996) e 0,84 é o valor correspondente a fracdo de luz incidente que € absorvida pelas
folhas (EHLEINGER,1981). O coeficiente de dissipacdo fotoquimica gP e coeficiente de
extin¢do ndo fotoquimica NPQ de Stern-Volmer foi calculado segundo descrito por Bilger &
Bjorkman, (1990). O Fm, FO e Fv representam a fluorescéncia méxima, minima e variavel,
respectivamente, apds adaptacdo das folhas ao escuro, e aquelas de Fm', Fo' e Fs representam
a fluorescéncia maxima, minima e no estado de equilibrio dindmico na presenca de luz,

respectivamente.

2.2.7. Anélise biométrica e Coleta do material

A coleta das plantas ocorreu aos 300 DAS as 05:30h e, nesse momento, mensuradas as
variaveis biométricas: altura da planta (H) e comprimento radicular (CR), obtidas com o
auxilio de régua centimetrica, o diametro do caule (DC) por meio de paquimetro digital
modelo ZAAS precision; e a area foliar (AF), mensurada em scaner por meio da analise de
imagens, utilizando software Imagel. O nuimero de folhas (NF), expresso por contagem
manual, sendo estabelecido como critério para a quantificacdo aquelas com tamanho minimo
de 5cm de comprimento. Amostras de raizes, caules e folhas de cada tratamento, foram
reservadas separadamente em sacos de papel e levadas a estufa de ventilacdo de ar forcada,
mantendo-se a temperatura de 65°C por 72h até atingirem a massa constante. O material seco
foi pesado e moido em moinho tipo Wiley equipado com peneira de 0,038mm, até a obtencao
de um po fino e, devidamente armazenado em tubos de falcon, até a sua utilizacdo nos ensaios

para a determinacédo das concentragdes de cadmio e de silicio.
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2.2.8. Anélise de cadmio

A andlise de cadmio foi processada em triplicata segundo a metodologia descrita por
Miyazawa et al., (2009), com modificacdes. A matéria seca (0,5 g) de cada amostra foi
digerida em um tubo digestor com 8 mL de solucdo de &cido nitrico (HNO3) + &cido
perclérico (HCIO,) (3: 1). Apos o resfriamento, a solu¢do no tubo foi filtrada diluida com
agua desionizada até um volume final de 50 mL. O contetdo de cadmio foi determinado nesta

solucdo por espectrometria de absorcdo atdmica (Thermo Scientific ICE 3000).

2.2.8.1. Fator de bioacumulagéo e fator de translocagéo de Cd nas plantas

Em plantas mantidas sob estresse por metal pesado, foram determinados os fatores de
bioacumulacédo (FB) e de translocacéo (FT) de Cd conforme a metodologia descrita por Zhang
et al, (2014), com modificacbes. Para isso, tomou-se como base as concentracdes do metal
pesado encontradas na planta em relacdo aquelas presentes na solugdo e determinado o (FB).
Por meio da correlagdo entre a concentragdo do mineral na parte aérea pela concentracdo de
Cd encontrada nas raizes foi estimado o (FT), conforme descrito nas equacdes le 2 abaixo. Os

resultados foram expressos nas equacdes em mg L e mg kg *, respectivamente.

Equacéo 1: Equacéo 2:

FB= [Cd] na planta FT= [Cd] na parte aérea

[Cd] na solugéo [Cd] na raiz

2.2.8.2. indice de tolerancia (1T) para Cd

O indice de tolerancia (IT) ao Cd foi determinado segundo o método descrito por
Wilkins (1978). O célculo foi obtido por meio da correlagdo entre a concentracdo do metal
pesado encontrado na matéria seca dos diferentes tecidos do vegetal de plantas cultivadas em
solucdo com Cd, pela matéria seca de plantas cultivadas na auséncia do microelemento
(plantas controle), conforme descrito na equacdo 3. Os valores de IT podem variar de 0 a 1,
indicando a maxima sensibilidade e maxima tolerancia, respectivamente. Os resultados foram

estimados em mg kg™ Cd.
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Equacéo 3

IT =(massa seca da planta na solucdo com Cd) x 100

(massa seca da planta controle)

2.2.9. Andlise da concentracdo de Silicio (Si)

A determinacdo da concentracdo de silicio (Si) em folhas, caules e raizes ocorreu pelo
método da digestdo Umida conforme descrito por Kraska e Breitenbeck (2010). Para tanto,
foram pesadas 0,1g da amostra do tecido vegetal seco e adicionado 2mL de perdxido de
hidorgénio (H,O;) a 30% e acrescentados 0,1M de hidréxido de sodio (NaOH) com a reagéo
induzida em estufa a 95°C, durante quatro horas. Apés esse periodo, foram adicionados 5mM
de fluoreto de amdnio (NH4F) para facilitar a formacao de acido monossilicico. Os niveis de
Si foram obtidos em espectrofotdbmetro com leitura de absorbancia a 630nm, pelo método de
colorimetria azul de molibdénio, segundo descrito por Hallmark et al., (1982). Cada extrato e

suas repeticdes foram dosados em triplicata, sendo os resultados expressos em mg L.

2.2.10. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, em esguema
fatorial 4x4 com cinco repeticGes, sendo os fatores constituidos por niveis crescentes do metal
pesado (Cd a 0, 25, 50 e 75 mgL™) e doses de silicio (Sia 0, 100, 150 e 300 mgL™). Os dados
obtidos foram submetidos & andlise estatistica, utilizando-se o aplicativo “Statical Analysis
System” (SAS INSTITUTE, 2000) e o modelo da equagéo de regressdo Y (X;, Xz)= Bg +
BiX: + By Xi% + Bg X, + BsX,® + BsX1*X, foi gerado pelo procedimento PROC Rs reg.
Realizou-se o teste F e para os casos de significancia (p<0,05) da interagdo entre as
concentracBes de Cd e doses de silicio e determinada a correlagdo. Efetuou-se a analise de
regressdao polinomial (superficie de resposta). Os graficos foram gerados pelo programa
SCILAB 5.5.0.

2.3. Resultados

2.3.1. Teor de Pigmentos fotossintéticos

A analise bivariada da regressdo comprova que houve reducdo significativa (p<0,01)

no teor de pigmentos fotossintéticos em mudas de Khaya ivorensis submetidas as
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concentracdes Cd 50 mg L™ e Cd 75 mg L™ e aumentos graduais nessas variaveis no

momento em que os niveis de silicio foram elevados no meio de cultivo (Figura 2.2).

Figura 2.2. AlteracGes no teor de clorofilas: (Chla; a), (Chlb; b); clorofila total (c) e carotendides (d); nas folhas
de plantas mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev) cultivadas em solugdo nutritiva, em funcdo de

concentragdes crescentes de cadmio (Cd) e de silicio (Si).
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A clorofila b e os carotenoides, (Figura 2.2 b,d), foram os mais afetados pela
concentracdo de Cd 75 mg L™. Sob efeito desse tratamento, exibiram pontos minimos
equivalentes de 0,19 mg g™, o que foi 95% inferior aquele observado no controle. A clorofila
a (Figura 2.2 a), foi ligeiramente sensivel a dose de Cd 25 mg L™ ocorrendo diminuicéo de
6% no teor do pigmento o que, no entanto, ndo implicou no surgimento de manchas
cloroticas.

Pela interacdo significativa (p<0,01) entre os fatores concentracGes de Cd e dosagens

de Si, houve incrementos nos teores dos pigmentos fotossintéticos na medida em que a
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concentracéo de Si foi aumentada na solucdo até a dose de Si a 150 mg L™, indicando que o
nutriente reverteu a toxicidade do metal.

A anélise canonica da combinacdo entre as concentragdes (Cd 41 mg L™ X Si 145 mg
L™, (Cd 33 mg L™* X Si 155 mg L™), (Cd 41 mg L™ X Si 142 mg L™), (Cd 30 mg L™ X Si
160 mg L) resultou nos pontos 6timos e respectivos para o teor de clorofila a, b, total e
carotenoides. Essas interacBes, promoveram a maxima expressdo dos pigmentos com
incrementos concomitantes de 80%, 90%, 77% e 89%, em relacdo aos das plantas tratadas
com Cd 75 mg L™ (Figura 2.2).

2.3.2. Fluorescéncia da clorofila a.

Pela analise de superficie de resposta, fica evidente que a concentracdo de Cd 25 mg
L ndo afetou de maneira significativa (p>0,05) as variaveis da fluorescéncia da clorofila a
(Figura 2.3). Plantas de K. ivorensis mantidas sob a concentragdo de Cd 25mg L™, exibiram
valores respectivos do rendimento quéntico potencial (Fv/Fm) e efetivo (®PSII), do
fotossistema |1, e do coeficiente de dissipacdo fotoquimica (qP) de, 0,79 e 0,40 e 0,45,
similares aquelas cultivadas na auséncia de Cd e na presenca de Si 100 mg L™ (Figura 2.3
a,b,c).

N4o houve diferenca significativa (p>0,05) entre as doses de Cd 25mg L™ e Cd 50mg
L para o Fv/Fm e o NPq (Figura 2.3 a,d), indicando que a concentracéo intermediaria do
metal, ndo afetou aquelas variaveis e induziu valores concomitantes de 0,76 e 1,5 e
correspondentes aos encontrados nas mudas de K. ivorensis tratadas com Cd 25mg L™.

Na andlise bivariada da regresséo, fica evidente que a maior concentracdo de Cd 75
mg L™, interferiu de maneira significativa (p<0,01) em todos os parametros analisados e
causou decréscimos acentuados na fluorescéncia da clorofila a. O ®PSII e o qP (Figura 2.3
b,c), foram as varidveis mais afetadas, por esse tratamento, apresentando pontos minimos pelo
ajuste da equacdo de regressdo de 0,05 e 0,07, o que foi 83% e 85%, respectivamente,
inferiores ao controle.

A nutricdo com Si promoveu melhorias nos parametros de fluorescéncia da clorofila a
analisados, sobre tudo, quando utilizada a concentragédo intermediaria do nutriente (150 mg L~
DA interacdo entre as doses de Cd 50 mg L™ e Si 150 mg L™, promoveu acréscimos nessas
variaveis e induziu na correlacdo positiva (r=0,81) entre os fatores ETR e gP, que passaram a
exibir valores simultaneos de 87pmol m™ s e 0,69, sendo 79% e 68% superiores aos das

plantas mantidas em tratamento com Cd 50 mg L™. Esses aumentos foram acompanhados
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pelos incrementos de 20% no Fv/Fm e, neste momento, as varidveis de fluorescéncia da

clorofila a foram similares ao controle.

Figura 2.3. Alteracdes nos pardmetros de fluorescéncia da clorofila a: no rendimento quéntico potencial do
fotossistema 1l (Fv/Fm; a); rendimento quéntico efetivo do fotossistema II (®PSII; b); no coeficiente de
dissipacdo fotoquimica (qP; c); no coeficiente de extingdo ndo fotoquimica (NPg; d); na taxa de transporte de
elétrons (ETR;e) nas folhas de plantas mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev) cultivadas em solucdo

nutritiva, em fungdo de concentragdes crescentes de cadmio (Cd) e de silicio (Si).

Meédias

0.45

7 [DPSTI]

Meédias

Z [NqP]

Z [ETR((pmol m’s)]

Zeyrm= 0,807*%-0.00054YNS+0,00097X**+0,0000271Y2**+0,0000044 XY **-0,000003X2** (R? = 0,87)
Zopsi=0,24**+0.0018Y *+0,0011X**-0,00005Y*-0,0000006 X Y>+-0,0000022X2**(R’= 0,78)
Z,5=0,43341**-0,0021Y *+0,000952X**-0,00003Y2*+0,0000024X Y"*°-0,00000221 X?** (R? = 0,81)
Zngp=1,7841%%-0,0173Y**+0,0084X**-0,000013Y2"5+0,0000445XY **-0,00003X2**(R?= 0,77)

Zetr =0,828728** + 0,1332**X + 0,5040*Y + 0,0004920*X?+0,000017661*Y.X -0,038731*Y?**(R’= 0,80)

Legenda: Os asteristicos correspondem aos niveis de significancia encontrados (**p<0,001;*p<0,05 e ¥ p >0,05).
A analise canbnica mostra 0s pontos 6timos das doses combinadas de Cd e de Si (Cd
43mg L1 X Si131 mg L"), (Cd 34 mg L™ X Si 160 mg L™), (Cd 44 mg L™ X Si 144 mg L
1, (Cd 40 mg L™ X Si 139 mg L™), que resultaram, na méxima expressdo do Fv/Fm, ®PSII,

gP e NPq, com incrementos de 80%, 90%, 77% e 89%, concomitantemente, em relacdo as
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plantas mantidas sob tratamento isolado com Cd 75 mg L™, evidenciando que a nutricéo
silicatada restaurou os danos provocados por Cd as variaveis de fluorescéncia da clorofila a,
sobre tudo, pelos aumentos expressivos do ®PSII e do NPg. No entanto, na maior dosagem do

metal pesado, as concentracGes de Si ndo promoveram a restauracdo dessas variaveis.

2.3.3. Potencial hidrico (¥w).

Pela analise de superficie de resposta fica evidente que plantas de K. ivorensis
submetidas ao tratamento com Cd 25 mg L™ ndo apresentaram reduc&o no potencial hidrico
(Pw), (Figura 2.4) e, nestas condi¢des, mantiveram valores similares ao tratamento com Si a
100 mg L™ No entanto, na medida em que as concentracdes do metal pesado foram

aumentadas, houve decréscimos graduais no ¥Yw.

Figura 2.4. Aleragdes no potencial hidrico (Ww; a) nas folhas de plantas mogno africano (Khaya ivorensis A.
Chev) cultivadas em solugdo nutritiva, em fungdo de concentragdes crescentes de cadmio (Cd) e de silicio (Si).

Meédias
-0.34

Zyw Mpa))

Zypy, =-0,683%*-0,032Y**+0,0041X*+0,00006 Y2*+0,00006 XY **-0,000013X***(R? =0,83)

Legenda: Os asteriscos correspondem aos niveis de significancia encontrados (*p<0,001;**p<0,05).

A analise de regressdo mostra que o ponto minimo do Ww (-2,5Mpa) ocorreu com 0
tratamento Cd 75 mg L™, o que foi 73% menor ao das plantas controle e 90% inferior aquele
observado em K. ivorensis, tratadas com concentracéo intermediéria de Si (150 mg L™).

A nutricdo com Si 150 mg L™, resultou nos maiores valores do ¥w de K. ivorensis,
com ponto méaximo de (-0,28 Mpa), 16% maior que o controle e 86% superior ao WYw das
plantas mantidas sob tratamento com a dosagem maxima do metal, Cd 75 mg L™. No entanto,
a maxima dosagem do nutriente (Si 300 mg L™), promoveu decréscimos de 8% no Ww das

plantas em relacdo ao tratamento com Si 150 mg L™.
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A interagdo significativa (p<0,01) para o tratamento combinado entre as concentragoes
medianas de Cd (50 mg L™) e de de Si (150 mg L™) mostra que, plantas sob estresse por Cd e
suplementadas com Si, tiveram aumentos expressivos no WYw. Conforme a analise candnica
dos dados, o tratamento combinado (Cd 30 mg L™ x Si 159 mg L™) representou o ponto 6timo
da concentracdo do metal e do nutriente que expressou o maximo Ww das plantas. Sob efeito
desse tratamento, houve acréscimos de 70% no ¥w de K. ivorensis submetidas a concentracao
de Cd 50 mg L. No tratamento combinado, o ¥w das plantas foi equivalente aqueles

encontrados no controle.

2.3.4. Curva diurna de trocas gasosas.

Pela anéalise da curva diurna de trocas gasosas, no intervalo entre 09:00 e 11:00 h,
ocorreram as melhores respostas fotossintéticas de K. ivorensis e, nesse momento, observadas
taxas de fotossintese (A maimas) de 10 mmol CO, m? st e quase constantes para as plantas

controle (Figura 2.5).

Figura 2.5. Curva diurna em plantas de mogno (Khaya ivorensis A. Chev)

12

10 _

[COx(m? S™h]

07:00 08:00 09:00 10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00

Tempo em Horas

Nota-se que a diminui¢do da eficiéncia dos fotossistemas, ocorreu inicialmente as 12h
e atingiu 0s menores picos as 15h. Nesse periodo, a taxa fotossintética foi de 4 mmol CO, m?,

60% inferior ao observado no intervalo da manha.

2.3.5. Fotossintese e trocas gasosas.

Apenas a concentracdo de Cd 25 mg L™ néo reduziu significativamente (p>0,05) as
varidveis de fotossintese e de trocas gasosas 0 que é evidenciado na analise de superficie de

resposta (Figura 2.6).
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Figura 2.6. Alteragdes nos parametros de trocas gasosas: fotossintese (A;a), condutancia estomatica (gs;b),
transpiragdo (E;c), concentracdo de CO, intercelular (Ci;d); relacdo Ci/Ca (e) eficiéncia do uso da agua (A/E; f)
nas folhas de plantas mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev) cultivadas em solucdo nutritiva, em funcéo de

concentragdes crescentes de cadmio (Cd) e de silicio (Si).
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Za = 13,521106** + 0,091914**X + 0,53989*Y -0,000291*X? + 0,000306*Y.X -0,002615*Y? (R*= 0,81)
Zos= 1,377318** +0,012657***X + 0,0627*Y -0,000039798**X? +0,000032365*Y.X -0,000299**Y? (R’= 0,73)
Ze = 2,109356** + 0,006804**X -0,04243*Y -0,000021508*X? + 0,000041274*Y.X -0,000373*Y? (R*= 0,88)
Zc1=261,499271**-0,881171**X+0,423420%*Y-0,013705**X?+0,001797**XY-0,001318**Y? (R*= 0,86)
Zei ca=1,256060**-0,024180**X+0,003807**Y+0,000091574X2+0,000029012**XY-0,000012929Y2 (R*= 0,88)
Zpe= 7,057217** +0,05727*X + 0,13807*Y -0,023099*X?— 0,000374*Y.X + 0,003349*Y?*(R?= 0,70)

Legenda: Os asteriscos correspondem aos niveis de significancia encontrados (**p<0,001;*p<0,05 e *p >0,05).

No entanto, o aumento gradual nos niveis do metal, acima de 25 mg L™, incorreu em
decréscimos simultaneos naquelas variaveis, o que € evidenciado pela equacdo de regressao



51

As maiores reducdes nos parametros fotossintéticos e de trocas gasosas ocorreram sob
efeito da maior concentracio do metal pesado Cd 75 mg L. A gs e o Ci/Ca (Figura 2.6 b,
d,), foram as variaveis mais afetadas por aquela dosagem do ion toxico atingindo nestas
condigBes pontos minimos respectivos de 0,12 mol H,O m?s* e 0,06 pmol CO, molar™
conforme o ajuste da regressdo com decréscimos acentuados e equivalentes de 95% em
relacdo ao controle.

O silicio no meio de cultivo promoveu aumentos graduais em todas as variaveis
analisadas na medida em que os niveis desse nutriente foram aumentados até a concentragédo
de Si 150 mg L™ ocorrendo reducdes concomitantes nelas, no momento em que as
concentragOes do nutriente e do MP foram aumentadas no meio de cultivo.

A maxima expressdo das variaveis fotossintéticas e de trocas gasosas atingiu pontos
Otimos como evidenciados pela analise candnica mediante o tratamento combinado da
concentracdo de Cd e de Si na ordem de (Cd 31 mg L' x Si 162 mg L™), (Cd 37 mg L™ x Si
154 mg L™); (Cd30 mg L™ x Si 152 mg L), (Cd 34 mg L™ x Si 155 mg L"), (Cd 45 mg L™
x Si 141 mg L™, (Cd 30 mg L' x Si 159 mg L% para A, gs; E; Ci; Ci/Ca; AJE,
respectivamente. A interacdo significativa (p<0,01), entre essas concentragdes resultou em
incrementos mais expressivos na A, gs e no Ci/Ca (Figura 2.6 a, b, d) e foram 60%, 68% e
64%, concomitantemente, superiores aqueles observados nas plantas mantidas em tratamento

isolado com Cd a 50 mg L™,

2.3.6. Parametros de Crescimento.

De modo geral, as varia¢@es ocorridas nas varidveis de biométricas (Figura 2.7), foram
semelhantes, ocorrendo reducdes nelas na medida que a concentracdo de Cd foi aumentada, e
concomitante acréscimo nesses valores, quando a dose de Si foi elevada no meio de cultivo
(Figura 2.7). A altura (H) e a area foliar (AF) (Figura 2.7 a, c), sofreram 0s maiores
decréscimos em funcéo dos tratamentos com Cd a 75 mg L™, com reducdes respectivas de
49% e 60% em relacdo ao controle.

Pela analise bivariada, fica claro que os maiores valores da H, DC, AF e CR foram
observados na auséncia de Cd e na concentragcdo intermediaria de Si, ocasido em que 0
aumento induzido pelo nutriente foi méaximo conforme o ajuste da regresséo.

O tratamento com Si a 150 mg L™ induziu em acréscimos em todos os parametros de
crescimento, e os efeitos mais expressivos ocorreram para 0 DC e o CR (Figura 2.7 a, b,d).

Mediante essa concentracdo do nutriente, obtiveram-se os pontos maximos, 24 cm e 20cm,
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para aquelas variaveis, sendo 67% e 76%, paralelamente, superiores aos de plantas mantidas
em condicdes de estresse por Cd 50 mg L™.

Figura 2.7. AleracGes nos parametros de crescimento altura (H;a), diametro do caule (DC; b), area foliar (AF; c),

Comprimento da raiz (CR; d) de plantas mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev) cultivadas em solucédo

nutritiva, em funcdo de concentragdes crescentes de cadmio (Cd) e de silicio (Si).
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Zy= 110,274695**- 0,837162Y**+0,219755X**+0,004980 Y?**+0,000952XY**- 0,000626X>** (R?=0,77)
Zpc=14,137379**-0,114311 Y** + 0,045906 X**+0,000067143Y?"5+0,000157XY**-0,000132X>**(R?= 0,76)
Zr=6189,174856**-78,168473 Y** +6,580981 X**+0,474230 Y>**+0,051977XY**-0,020762X>** (R* = 0,91)

Zcr=15,656913**-0,269919 Y** +0,076262 X**+0,001686 Y>**-0,000107XY"*-0,000149 X*** (R*= 0,82)

Legenda: Os asteriscos correspondem aos niveis de significancia encontrados (**p<0,001;*p<0,05 e " p >0,05).

A interacdo significativa (p<0,01), entre as concentragfes de Cd e de silicio mostra
que a adicdo de Si na solucgdo nutritiva promoveu aumentos nos parametros de crescimento. A
analise candnica indica que os niveis 6timos do tratamento interacdo (Cd 41 mg L™ x Si 145

mg L™) resultaram em respostas similares & todas as varidveis biométricas analisadas e

induziram ao maximo crescimento.
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Sob efeito da combinacéo de Cd 41 mg L™ x Si 145 mg L™, houve incrementos de
33% na H e na AF (Figura 2.7; a, ¢) e de 53% e 58%, respectivamente, para o0 DC e CR
(Figura 7; b, d) em relacdo as plantas cultivadas com tratamento isolado de Cd a 50 mg L™
Fica evidente que a concentrago intermediaria de Si 150 mg L™, reverteu a toxicidade de Cd

sobre as variaveis de crescimento.

2.3.7. Fator de bioacumulacéo (FB) de Cadmio (Cd).

Conforme o ajuste da equacdo polinomial (Zcy fomas Zcd caule, Zcd raiz), O fator de
bioacumulacdo (FB) de Cd em folhas, caules e raizes, foi significativamente maior naqueles

onde o nivel mais alto do metal foi aplicado (Figura 2.8).

Figura 2.8. Fator de bioacumulagdo (FB) de cAdmio (Cd) nas raizes: (FB, a), nos caules (FB, b) e nas folhas (FB,
c) de plantas mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev) cultivadas em solucdo nutritiva, em funcdo de

concentragdes crescentes de cddmio (Cd) e de silicio (Si).
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Zrg raiz= 20.097692* -11.158768*X + 1.121878*Y +2.089244*X?-1.757491*Y.X + 4.174012**Y*(R*=0,89)
Zrg caute= 3.968584* -6.252540*X + 8.519153*Y 1.335394**X*-2.024308**Y . X + 8.45975*Y*(R’=0,86)

Zeg folna= 16.433885* -13.026328*X+3.225647*Y +2.572936*X?-1.697074*Y . X + 2.473839*Y*(R*=0,88)

Legenda: Os asteriscos correspondem aos niveis de significancia encontrados (**p<0,001;*p<0,05 e “*p >0,05).

Mudas de K. ivorensis apresentaram resposta diferencial ao contetdo de Cd nos
tecidos do vegetal. Na menor dosagem do MP (Cd 25 mg L), houve maior acimulo do fon
na ordem sequencial raiz> caule> folha (Figura 2.8). No entanto, no momento em que 0s
niveis de Cd foram aumentados, houve aumento gradual da concentra¢do do ion no tecido
foliar. No tratamento com Cd 75 mg L™, os maiores actimulos do metal ocorreram no tecido

foliar, atingindo pontos méximos de 57 mg g MS, o que foi 45% mais elevado do que a
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concentracdo do ion encontradano tecido radicular sob efeito do mesmo tratamento e 87%
superior ao controle (Figura 2.8; c).

Fica claro que o Si induziu em decréscimos no teor de Cd nos diferentes 6rgdos do
vegetal. Os pontos 6timos para a menor concentracdo do ion tdxico matéria seca (MS),
conforme a anélise candnica foi obtida com o tratamento interacdo entre doses do metal e
niveis do nutriente de (Cd 45 mg L™ x Si 178 mg L™) e (Cd 38 mg L™ x Si 141 mg L™) em
caules e folhas, concomitantemente (Figura 2.8; b, c), obtendo-se concentracdes de Cd 60% e
78% inferiores as encontradas na MS das plantas mantidas sob estresse por Cd a 50 mg L™.

No sistema radicular (Figura 2.8; a), o ponto minimo da concentracio de Cd 4,8 mg™
MS ocorreu na presenca de Si 150 mg L™ e na auséncia do metal. No entanto, foram
observadas reducdes no teor do ion téxico nas raizes de plantas mantidas sob estresse Cd 50
mg L™ e tratadas com o nivel intermediario do nutriente, na ordem de 26%, indicando que o

Si induz a menor acumulagdo do metal nos tecidos.

2.3.7.1. Fator de translocacéo (FT) e Indice de tolerancia (1T) ao Cd.

A andlise bivariada da regressdo foi realizada para verificar a correlagdo negativa (r=-
78) entre o indice de tolerancia (IT) e o fator de translocacao (FT) do metal (Figura 2.9).

Plantas tratadas com Cd 25 mg L™ exibiram padrées de comportamento distinto
aquelas mantidas sob médias e altas concentracfes de Cd. Sob efeito deste tratamento ocorreu
a menor translocacdo (Figura 2.9; a) do ion toxico das raizes para as partes aéreas e ponto
minimo equivalente & 3,8 mg g™ MS, o que foi gradualmente aumentado na medida em que os
niveis do metal foram elevados no meio de cultivo. Na concentracdo de Cd 75 mg L™, houve
maior translocacdo de Cd em que as plantas exibiram pontos maximos de FT de 4,2 mg g
'MS, o que foi 38% mais elevado quando comparado ao controle, conforme o ajuste da
regressao. E nesse momento, o indice de tolerdncia (IT) foi mimimo e correspondente a 5%
(Figura 2.9 b).

A interacdo significativa (p<0,01) entre as doses do metal e do nutriente, comprova
que a suplementacdo com Si 150 mg L™ resultou na menor translocagdo de Cd para as artes
aéreas na ordem de Cd 2,3 mg g* MS (Figura 2.9; a ), o que foi 45% menor quando

comparado ao FT de plantas mantidas em tratamento isolado com Cd 75 mg L™ .
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Figura 2.9. Fator de translocagdo (FT, a) e indice de tolerancia (IT, b) ao Cd em plantas mogno africano (Khaya
ivorensis A. Chev) cultivadas em solucdo nutritiva, em funcdo de concentragdes crescentes de cadmio (Cd) e de

silicio (Si).

Meédias
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Zer =3,358313* + 0,1963*X + 0,020989**Y + 0,03965**X?+0,05266**Y.X + 0,206**Y? (R?=0,75)
Zir =1,009042* + 0,00660**X -0,005671**Y -0,000002933**X?+0,005860**Y.X -0,027535**Y?*(R?=0,82)

Legenda: Os asteriscos correspondem aos niveis de significancia encontrados (**p<0,001;*p<0,05 e “*p >0,05).

A analise canbnica da regressdo mostra que os pontos 6timos da combinacdo dos
tratamentos (Cd 40 mg L™ x Si 158 mg L™), resultou no menor FT das plantas submetidas as
concentracdes de Cd 50 mg L™ e suplementadas com Si 150 mg L™ o que, também, resultou
no maximo indice de tolerancia das plantas, sendo 68% superior ao daquelas tratadas com Cd

50 mg L™

2.3.8.Concentracdo de Silicio na matéria seca (MS).

As dosagens de Cd 25 mg L™ e 50 mg L™ndo afetaram o acmulo de Si em todos o0s
orgdos analisados. Os pontos minimos da concentracdo de Si na MS em folhas caules e raizes
(0,012; 0,081 e 0,18 Si mg™* MS), foram atingidos apenas com a méxima dose de Cd 75 mg L’
! (Figura 2.10).

Houve aumentos graduais na concentracdo de Si nos diferentes tecidos de plantas de
mogno, na medida em que os niveis do nutriente foram elevados na solugdo nutritiva. A
equacdo de regressao (Zsj folha: Zsi caule; Zsi raiz) MOStra que 0s pontos maximos da concentracao
do mineral nestes 6rgdos foram obtidos com a dose de 150 mg L™ Si atingindo-se valores
respectivos de (4,9; 6,8; 7,7 Si mg™ MS) naqueles tecidos e os maiores aciimulos de Si na MS

ocorreram na ordem de raizes> caules>folhas (Figura 2.10).



56

Figura 2.10. Concentra¢Bes de Silicio (Si): em folha (Si, a), em caule (Si,b) e raizes (Si,c) de plantas mogno
africano (Khaya ivorensis A. Chev) cultivadas em solucdo nutritiva, em funcdo de concentracBes crescentes de
cadmio (Cd) e de silicio (Si).
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Z [Si (mg L]

0.18

Zsi tolna= -7,608813** +6,751703**X + 2,374990**Y -0,851335**X? -0,274410**Y X -0,457289**Y?(R?=0,95)
Zsi teaute= -6,170827** +5 513027**X + 1,870763**Y -0,656571**X?-0,199288*Y.X -0,387050*Y*(R?=0,92)
Zsiraiz= -7,554130%* +7 587897**X + 2,121734**Y + 1,022417**X?-0,243728**Y .X -0,454389**Y*(R*=0,96)

Legenda: Os asteriscos correspondem aos niveis de significancia encontrados (**p<0,001 e *p<0,05).

Pela equacdo polinomial, em plantas estressadas, 0os pontos 6timos da concentragdo de
Si naqueles tecidos foram obtidos com o tratamento interacdo entre doses do metal e
concentracdo do nutriente de (Cd 27 mg L™ x 132 mg L™); (Cd 34 mg L™ x Si 156 mg L™Y);
(Cd 30 mg L™ x Si 151 mg L™) que resultaram nas maiores concentracdes de Si na matéria
seca de folhas, caules e raizes, respectivamente, quando comparadas as plantas cultivadas com
Cdas0mg L™

2.4. Discussao

No presente estudo, plantas de mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev), cultivadas
em solucdo nutritiva foram testadas para analisar o potencial fitorremediador a Cd dessa
espécie, tomando-se como base as alteracdes nas variaveis fisiologicas de trocas gasosas, na
fluorescéncia da clorofila a, e no teor de pigmentos fotossintéticos e investigar as modulacdes
do Si sobre esses parametros na mitigacdo do estresse induzido por Cd, 60 dias apds
exposi¢do ao MP e a nutrigdo silicatada.

O conteudo de clorofila a é considerado um indicador de dano ao sistema
fotossintético induzido por fatores ambientais estressores como 0s MPs. O menor nivel de Cd
ndo afetou o teor de clorofila a, b, total e carotenoides, sugerindo alguma capacidade da

planta em tolerar aquela concentracdo do metal pesado em seus tecidos (Figura 2.2). No
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entanto, os resultados mostraram que, nas concentragdes crescentes de Cd, houve decréscimos
significativos nos teores dos pigmentos fotossintéticos (Figura 2.2), o que resultou em folhas
cloréticas nas plantas de mogno submetidas as meédias e altas concentra¢des do ion, o que
atribuimos aos danos causados pelo MP ao metabolismo dos cloroplastos e aos fotossistemas.

Um grande numero de estudos demonstrou que os locais primarios de a¢do do Cd sdo
os cloroplastos, afetando a biossintese de pigmentos fotossintéticos, resultando em clorose o
gue aparece como o0 sintoma mais comum da toxicidade pelo metal (LYSENKO et al., 2015).
Estudos realizados por Silva et al.,(2017), demonstraram que a toxicidade de Cd, causou
diminuicdo na densidade dos cloroplastos o que refletiu indiretamente, na diminuic¢do do teor
de pigmentos fotossintéticos.

Sendo assim, o decréscimo no teor de pigmentos fotossintéticos apresentou correlacdo
com a reducédo nas taxas da fluorescéncia da clorofila a (Figura 2.3) e na fotossintese liquida
(Figura 2.6; a). O Cd tem grande efeito sobre o complexo protéico Chla/Chlb Il de captacdo
de energia luminosa (KRUPA, 1987). Ele inibe a fotossintese devido reduzir a atividade do
fotossistema 1l, que eventualmente suprime a producdo quantica e transporte de elétrons,
desse modo, os teores de clorofila e carotendides sdo consideravelmente reduzidos (FAN et
al., 2011;SEBASTIAN &PRASAD, 2014).

Por exemplo, Silva et al., (2017), observaram reducdo do rendimento quéntico
méximo do PSIlI (Fv/Fm) e da eficiéncia quéntica efetiva do PSIl (®PSII) devido a
fitointoxicacdo causada pelo Cd, que provoca a degradacdo do contetdo interno do
cloroplasto. Segundo Bolhar-Nordenkampf et al., (1989), plantas que apresentam valores de
Fv/Fm entre 0,75 e 0,85 sdo consideradas saudaveis e uma queda nesta razdo reflete a
presenca de dano fotoinibitorio nos centros de reacdo do PSII.

A eficiéncia fotoquimica potencial das plantas de mogno em funcéo das concentracGes
crescentes de Cd e dosagens de Si é mostrada na (Figura 2.3;a), na qual se verificou tendéncia
de reducéo na relacdo Fv/Fm sempre que as plantas foram submetidas ao tratamento isolado
com o Cd. Os maiores decréscimos ocorreram com as concentracdes de Cd 50mg L™ e de Cd
75mg LY, indicando que o tratamento com o fon téxico, promoveu danos ao PSII em K.
ivorensis.

O Cd promove alteracdes a nivel molecular e estrutural nas proteinas, promovendo sua
inativacdo (CHOPALLA et al., 2014). Sugerimos houve regulacdo diferencial nas proteinas
D1 e D2, ligadas ao PSII nas plantas de mogno africano estressadas por Cd, o que pode ter
contribuido para os decréscimos nos valores de F'v / F'm levando a redugdes subsequentes em

qP, ®PSII e ETR (Figura 2.3). Essa cascata de eventos sugere que o transporte linear geral de
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elétrons foi desacelerado com altos e médios niveis do metal no tecido vegetal o que
determinou a baixa eficiéncia fotossintética (Figura 2.6).

Por outro lado, sob tratamento com Cd a 25 mg L™ ndo se constatou alteracdo
significativa na variavel em analise. Isso indica que, sob esse nivel do metal, a maior parte da
radiacdo fotossinteticamente ativa foi utilizada na fase fotoquimica da fotossintese, nédo
havendo por tanto, comprometimento do PSII (Figura 2.3;b). Esta habilidade em manter
valores semelhantes de Fv /Fm sob estresse por Cd, pode indicar alta eficiéncia no uso da
radiacdo o que ficou comprovado neste estudo pelas reagdes de assimilacdo de carbono
(Figura 2.6 b,e).

O Si configura como um nutriente benéfico atenuante de estresses abidticos como 0s
decorrentes por MPs e, dentre eles, o Cd, como evidenciado para um vasto nimero de
espécies vegetais (ADREES et al., 2015; NAEEM et al., 2015 ;WU et al., 2016; JI et al.,
2017; YU et al. 2016)

Houve uma tendéncia para aumentos crescentes nas variaveis fisiologicas de trocas
gasosas e na fluorescéncia da clorofila a, na medida em que as concentracdes de Si foram
aumentadas até a dosagem de (Si 150 mg L~ %). Portanto, esta dose intermediaria de Si
mostrou efeito positivo para a funcionalidade do PSII nas plantas sob estresse por Cd. Greger
et al., (2016) sugeriram que o0 aumento no desempenho do PSII de plantas estressadas por Cd
apos tratamento com Si, é atribuido ao efeito do nutriente na atenuacdo dos danos aos
componentes do PSII e ndo sob efeito direto aos teores de clorofila.

Autores como Rahman et al., (2017), também observaram incrementos no contetdo
dos pigmentos clorofilianos a medida em que as doses do Si foram aumentadas no meio de
cultivo, o que refletiu na maior eficiéncia do PSII. No total, nossos dados confirmam que o Si
restaurou o dano provocado pela toxicidade de Cd e, ainda, promoveu melhorias nos
parametros da fluorescéncia da clorofila a das plantas de mogno africano (Figura 2.3).

O Si aumenta a propor¢do de Cd no apoplasto e reduz a quantidade de Cd no
simplasto, o que reforca a teoria de que aquele nutriente aumenta a ligacdo do Cd as paredes
celulares e limita o transporte do metal pela via apoplastica, como evidenciado por (SHAO et
al., 2017). A reducdo da translocacdo do Cd para as partes aéreas da planta (Figura 2.9; a)
reflete a importancia do Si na protecdo dessa espécie arbdrea aos efeitos toxicos do MP.
Plantas de K. ivorensis suplementadas com o micronutriente, exibiram maior acumulagdo do
metal nas raizes em relagdo as concentragdes encontradas nas partes aéreas (Figura 2.8) e 0s
maiores acimulos ocorreram na seguinte ordem: raizes> caules> folhas. O aprisionamento do

fon toxico no sistema radicular em detrimento da sua translocacdo para as partes aéreas



59

comprova que o Si atua nos mecanismos de tolerancia ao Cd para a espécie em estudo (Figura
2.9; b).

Nesse sentido, confirmamos que o Si previu danos aos cloroplastos que representam
seu principal sitio de toxicidade, e onde ocorrem as reagdes metabdlicas da fotossintese.
Inferimos que o complexo Si-Cd, estimulou a entrada e o armazenamento do ion toxico no
vacuolo celular, o que contribuiu para 0 aumento da tolerancia de K. ivorensis ao metal
(Figura 2.9; b). Autores como Rizwan et al., (2016), atribuem a maior tolerancia das plantas
ao Cd a sua capacidade de compartimentalizacdo do ion no vacuolo. Neste aspecto,
consideramos que o Si desempenha papel significativo no sequestro vacuolar do metal, o que
pode explicar as diferengas de concentracdo de Cd no tecido vegetal e menor efeito fitotdxico.

Houve diminuicdo da eficiéncia do PSII (medido como Fv/Fm) (Figura 2.3;a) em
resposta ao estresse por Cd; o que sinalizou reducdo do o rendimento quéantico potencial
méaximo do PSII (Figura 2.3,b). Em adicdo, O gP (Figura 2.3; ¢) mostrou-se vulneravel as
mudancas no estado de energia no cloroplasto decorrente do estresse causado por
concentracfes mais severas de Cd, o que induziu no fechamento estomatico e causou o
bloqueio do fluxo de elétron ao NADP" na forma reduzida e resultou na conversdo da taxa de
energia PSII. Portanto, o gP, provou ser o mais sensivel parametro para deteccdo precoce de
estresse, tendo em vista as maiores quedas nas taxas de gP sob efeito da fitotoxicidade por Cd.

As alteracbes nos parametros de trocas gasosas, estiveram relacionados com 0s
decréscimos no qP e no potencial hidrico (Yw) (Figura 2.4). Sob tratamento com Cd, houve
aumento da resisténcia estomatica (Figura 5;b) o que induziu para a queda da taxa
transpiratoria (Figura 2.6;c) e para a menor assimilagdo de CO, (Figura 2.6;d). O fechamento
estomatico (Figura 2.6;b), em decorréncia do efeito toxico do MP restringiu a absorgdo de
CO,, nos cloroplastos 0 que, provavelmente, aumentou a acdo oxigenase da Rubisco e, em
consequéncia, a fotorrespiracdo, o que alterou o estado de ativacdo inicial daquela enzima.

A menor disponibilidade hidrica (Figura 2.4) nos tecidos em decorréncia dos efeitos
adversos do Cd no metabolismo vegetal favoreceu as reagdes em cadeia que resultaram no
aumento da temperatura foliar com consequente reducdo na eficiéncia do uso da agua (Figura
2.6;f). Assim, sob efeito do MP, componentes estomaticos e difusivos exerceram efeito
negativo na regulacdo da fostossintese liquida (Figura 2.6). Estudos anteriores também
demonstraram a fitotoxicidade de Cd as variaveis fisioldgicas (SILVA, et al., 2017; SLOT &
WINTER , 2017).

Quando as reducgbes na fotossintese liquida e condutancia estomatica estdo associadas

com um declinio de Ci, os fatores estomaticos sdo considerados cruciais para a diminui¢do da
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taxa fotossintética; ao contrério, quando esses decréscimos estdo associados com o aumento
ou estabilizacdo de Ci, a diminuicdo da capacidade fotossintética é causada principalmente
por limitacdo ndo estomacal decorrente das restricdes no metabolismo bioquimico de
assimilacdo do CO,, em vez de fatores estomaticos e componentes difusivos. De fato, na
menor concentracdo de Cd, os valores de Ci (Figura 2.6;d), se mantiveram similares aos
controle, indicando que os decréscimos na fotossintese liquida sob efeito deste tratamento,
estiveram atribuidos a fatores ndo estomaticos.

Para Dias et al., (2013), a reducdo da fotossintese liquida em plantas de alface
submetidas a doses de Cd foi associada a diminuicdo da atividade da Rubisco através da
substituicdo do Mg®*pelo Cd, como cofator de ativacio enzimatica, bem como, da redugéo da
eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il, em parte, resultante da degradacéo de clorofila.

A transpiracdo e a assimilacdo de CO, sdo processos difusivos fundamentais para a
sintese das trioses fosfatadas requeridas para 0s processos de crescimento e desenvolvimento
das plantas, como bem documentado na literatura (LI et al. 2016). Como consequéncia da
menor assimilacdo de CO, ha reducdo ou paralisacdo do crescimento. Assim, ficam plausiveis
os decréscimos observados em todos os parametros de crescimento de K. ivorensis
submetidas as médias e altas concentragdes de Cd utilizadas neste estudo (Figura 2.7).

Sob exposicdo a niveis tdxicos de MPs, diversas espécies de plantas apresentam
reducdo no crescimento (GAUTAM et al., 2016; IVANOV et al., 2016; MATHUR et al.,
2016). O que aparece como resultado do efeito desse metal-traco sobre diversos processos
metabdlicos incluindo as relagdes hidricas, trocas gasosas e a fotossintese (GOSWAMI et al.,
2015).

As raizes sdo 0s principais 6rgdos que entram em contato com 0s metais toxicos e,
geralmente, acumulam uma quantidade maior desses ions. O menor crescimento radicular
(Figura 2.7;d) pelos tratamentos com Cd pode também resultar da inibi¢cdo na diviséo celular
e taxa de alongamento das células que ocorrem principalmente por uma obstrucao irreversivel
da bomba de protons responsavel pelo processo (GAUTAM et al., 2016). A redugdo do
crescimento no mogno africano decorreu do efeito toxico de Cd sob a atividade fotossintética
e aos disturbios em fotossistemas foliares (PSII) (Figura 2.3).

Os sintomas da toxicidade por Cd em K. ivorensis foram visivelmente atenuados pela
suplementacdo de Si, 0 que associamos a reducdo no conteudo desse MP nas raizes e partes
aéreas da espécie em estudo. Greger et al., (2016), sugerem que o Si, interfere na membrana

celular e inibe a captacdo de Cd, garantindo, assim, a funcionalidade normal das reac6es
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metabdlicas nas plantas relacionadas aos processos de crescimento e desenvolvimento do
vegetal.

No entanto, a maior dose de Si aplicada promoveu decréscimos nos parametros de
crescimento, na fotossintese liquida, nas variaveis de trocas gasosas e na fluorescéncia da
clorofila a. Isso indica que, embora o Si seja um elemento benéfico, altas doses do nutriente
podem causar desequilibrio nutricional e afetar as diversas atividades metabdlicas nas plantas
(ARAUJO et al., 2011). Gu et al., (2011), sugerem que altas concentracdes de Si,
coprecipitem metais como o ferro (Fe) e o cobre (Cu) essenciais a eficiéncia fotossintética.
Acredita-se que algo semelhante tenha ocorrido em nosso estudo, em que a maior dose do
nutriente parece ter afetado, indiretamente, a fotossintese, o que refletiu nas reducgdes das

variaveis de crescimento analisadas (Figura 2.7).

2.5. Conclusédo

Nesse ensaio buscou-se comprovar o potencial fitorremediador de Khaya ivorenses. A
menor concentragdo de Cd 25 mg L™ utilizada neste estudo é 8 vezes superior ao V1 conforme
proposto por Brasil, (2009) e, sob essa dosagem do MP, ndo foram observados danos ao
metabolismo fisioldgico e bioquimico de K. ivorenses o que sugere tolerancia dessa espécie a

esse nivel de exposi¢do ao Cd.

O baixo coeficiente de permeabilidade da membrana 10™° m s, explica a absorcéo
ativa de Si em espécies acumuladoras. Os médios acimulos de Si no tecido do vegetal,
possivelmente, decorreu da perda da permeabilidade seletiva da membrana plasmatica
causada pela toxicidade por Cd no mogno africano. N&o descarta-se nesta pesquisa, ainda, a
existéncia de transportadores de Si presentes na membrana plasmatica de K. ivorensis, o que
carece, no entanto, de maior investigagéao.

Nas plantas estressadas com Cd 50 mg L™ a presenca do micronutriente, na
concentracdo de Si160 mg L™ elevou a tolerancia e intensificou o carater fitorremediador do
mogno africano na medida em que promoveu a distribuicao diferencial de Cd nos 6rgaos do
vegetal e induziu na fitoestabilizacdo do ion toxico o que limitou sua entrada nos cloroplastos
e garantiu protecdo a maquinaria cloroplastidica, a eficiéncia da clorofila a e a difusdo ao
influxo de CO,, preveniu danos ao fotossistema Il (PSII) e aclimatou as plantas..

Desse modo, K. ivorenses, mostra-se promissora para utilizacdo em programas de
fitorremediacdo, tendo em vista a recuperacdo de areas degradadas por Cd o que €

potencializado mediante a melhoria do estado nutricional pelo uso de Si.
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3. FITORREMEDIACAO DE CADMIO POR Khaya ivorensis A. Chev. MITIGACAO
DO ESTRESSE POR SILICIO NO SISTEMA ANTIOXIDANTE.

Resumo

Neste estudo, plantas de mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev.), cultivadas em solucao
nutritiva foram testadas para analisar o potencial fitorremediador ao cadmio (Cd), tomando-se
como base a magnitude das alteragfes na produgdo de biomassa, na peroxidacao lipidica por
meio do teor de malonoaldeido (MDA) e nas respostas antioxidantes enzimaticas e investigar
o papel do silicio (Si) nas modulacGes sobre essas variaveis na mitigacdo do estresse induzido
por Cd, 60 dias ap0s a exposicdo ao metal pesado (MP) e a nutricdo silicatada. O ensaio foi
conduzido em casa de vegetacdo, conforme delineamento em blocos casualizados 4x4 com
cinco repetic@es, e os fatores constituidos por niveis crescentes do MP (Cd 0, 25, 50 e 75 mg
L) e doses de silicio (Si 0, 100 , 150 e 300 mg L™). Realizou-se a anlise de regressdo
polinomial. Em geral, o Si promoveu efeito positivo sobre a toxicidade de Cd, minimizando a
absorcdo e acumulo do MP na parte aérea, 0 que ficou evidente nos menores teores e indices
de translocagdo de Cd respectivos de 80% e 47% observados nas plantas mantidas em
condi¢cBes mais severas de toxicidade por Cd e que receberam doses intermediarias de Si. O
restabelecimento do metabolismo vegetal foi comprovado pela producgédo de biomassa da parte
aérea 80% superior ao das plantas estressadas. Além disso, pela analise canbnica, o
tratamento combinado (Cd 40 mg L™ x Si 160 mg L™) induziu em aumento na atividade das
enzimas antioxidantes. A dismutase do superdxido (SOD) e a catalase (CAT) tiveram suas
expressoes acrescidas em 54%, e 44% ao passo que houve uma diminuicdo de 65% no teor de
MDA, o que indicou reducdo dos danos oxidativos nos cloroplastos evidenciado pelos
decréscimos das espécies reativas de oxigénio (ROS). Os resultados encontrados neste estudo
confirmam o papel do Si no aumento da tolerancia de K. ivorensis ao Cd, especialmente, pelas
modulac¢Bes no metabolismo bioquimico e antioxidante dessa espécie. Em adicdo, a regulacdo
do menor acumulo e translocacdo do metal pesado configuraram como mecanismo chave do
Si sobre as variaveis analisadas e potencializou o carater fitorremediador do mogno africano
ao Cd.

Palavras-chave: Cadmium. Silica. Mitigacdo. Estresse oxidativo. Fitorremediacao.
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Abstract

In this study, African mahogany (Khaya ivorensis A. Chev.) Plants cultivated in nutrient
solution were tested to analyze the cadmium phytoremediation potential (Cd), based on the
magnitude of changes in biomass production, in lipid peroxidation through malonoaldehyde
(MDA) content and enzymatic antioxidant responses and to investigate the role of silicon (Si)
in modulating these variables in mitigating Cd-induced stress 60 days after exposure to heavy
metal (MP) and silicate nutrition. The experiment was conducted in a greenhouse, according
to a 4x4 randomized block design with five replications, and the factors constituted by
increasing MP levels (Cd 0, 25, 50 e 75 mg L™) and silicon doses (Si 0, 100 , 150 e 300 mg L~
1. Polynomial regression analysis was performed. In general, Si promoted a positive effect on
Cd toxicity, minimizing the absorption and accumulation of MP in the shoots, which was
evident in the lower levels and respective Cd translocation indexes of 80% and 47% observed
in plants maintained in Cd more severe Cd toxicity conditions that received intermediate
doses of Si. Restoration of plant metabolism was confirmed by the biomass production of the
shoot 80% higher than that of stressed plants. Moreover, by canonical analysis, the combined
treatment (Cd 40 mg L™ x Si 160 mg L™) induced an increase in antioxidant enzyme activity.
Superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) had their expressions increased by 54%, and
44% while there was a 65% decrease in MDA content, which indicated a reduction in
chloroplast oxidative damage evidenced by decreases reactive oxygen species (ROS). The
results found in this study confirm the role of Si in increasing tolerance of K. ivorensis to Cd,
especially by modulation in biochemical and antioxidant metabolism of this species. In
addition, the regulation of lower heavy metal accumulation and translocation configured as a
key mechanism of Si over the analyzed variables and enhanced the phytoremediation

character of african mahogany to Cd.

Keywords: Cadmium. Silica. Mitigation. Oxidative stress. Phytoremediation,
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3.1. Introducéo

O Cadmio (Cd) é um metal pesado (MP) extremamente toxico para plantas e
altamente persistente no meio ambiente (CHEN et al., 2019). Nos solos, a concentracdo do
MP varia entre 0,03 e 20 mg kg ' em que as atividades antrépicas contribuem de 3 a 10 vezes
mais para a contaminacdo do ambiente com o ion metalico (SAUERBECK,1989; LI et al.,
2017). Estima-se que 54% a 58% do Cd encontrado nos solos, provém das praticas agricolas
via adubacdo fosfatada, e pelo lodo de esgoto, insumos utilizados no cultivo de espécies
agrondmicas e pela mineragédo (TIRADO, R., & ALLSOAPP, 2012; CHEN et al., 2019).

Ainda que acumulado em concentracées diminutas como 6 mg kg™ no tecido vegetal,
o Cd, promove desordens em processos metabolicos chaves como a fotossintese, a
respiracdo, desbalangco na homeostase ibnica o que causa sérias implicacdes sobre o
crescimento das plantas (ALl et al., 2014; STOHS & BAGCHI, 1995; Jl et al., 2017).

Embora seja um metal ndo redox, o Cd, desencadeia o0 aumento de espécies reativas de
oxigénio (ROS) como o radical superéxido ('O;), o peréxido de hidrogénio (H,O) e o radical
hidroxil ("fOH) compostos altamente reativos, que causam danos oxidativos (ASHRAF, 2013;
ZHAO et al., 2016; LI et al., 2017). Recentes pesquisas realizadas por Silva et al., (2017),
mostraram danos fotoinibitérios ao fotossitema 1l como consequéncia da elevada
concentracdo das ROS nas células, o que decorreu da presenca de Cd no metabolismo celular.

Dentre as enzimas antioxidantes envolvidas na detoxificacdo das ROS, destacam-se a
dismutase do superdxido (SOD; E.C. 1.15.1.1), a catalase (CAT; E.C. 1.11.1.6) e a peroxidase
do ascorbato (APX; E.C.1.11.1.11). Essas enzimas convertem compostos potencialmente
danosos ao metabolismo vegetal em H,O e O, e previnem danos oxidativos (WANG et al.,
2013; GILL, et al., 2015; SILVA et al., 2017; CONCEICAO et al., 2019).

Como a transferéncia de Cd do solo para as diversas espécies vegetais é bastante
eficiente, a toxicidade do MP nas plantas € uma preocupacdo em ambito global. Assim, a
adocdo de estratégias para minimizar essa transferéncia é uma necessidade urgente e, nesse
aspecto, a intensificagdo de estudos sobre a nutricdo mineral visando & atenuacédo de fatores
estressantes as plantas tem sido alvo de investigacéo.

O Silicio (Si) é o segundo elemento quimico mais abundante na crosta terrestre e
configura como mineral matriz de crescimento e de desenvolvimento para muitas plantas
(ZHANG et al., 2013). O nutriente é reconhecido como um elemento benéfico por conferir
protecdo as plantas contra estresses bidticos e abidticos (DORNELES a et al., 2017; ARAUJO
etal., 2019; CHEN et al., 2019; CONCEICAO et al., 2019; HAWERROTH et al., 2019).



70

Em estudos sobre estresse induzido por metais toxicos, o Si, tem mostrado eficiente
efeito mitigador, sobre tudo, por reduzir a absorcdo de metais pesados pelo sistema radicular
de plantas (IMTIAZ et al., 2016; SHAO et al., 2017; WEI et al., 2018) monocotiledéneas
(WU et al., 2016; HUANG et al., 2018; LIN et al., 2018) e dicotiledoneas (SHI et al., 2017,
PEREIRA et al., 2018; RADY et al., 2019). O mecanismo priméario de mitigacdo do estresse
por MP induzido pela silica consiste na sua deposi¢do na endoderme radicular, reduzindo a
absorcdo de ions toxicos Ma e Guo, (2014) e restringindo a translocacdo para os érgdos da
parte aérea devido a um bloqueio fisico da rota apoplastica (DA CUNHA & NASCIMENTO,
2009). Outro mecanismo de mitigacdo promovido pelo Si esta relacionado com o aumento da
atividade de enzimas antioxidantes, que neutralizam radicais livres produzidos a partir de
niveis toxicos de MP e, dentre eles, o Cd (MOHAMED et al., 2012; IRFAN et al., 2014;
PEREIRA et al., 2018).

As plantas diferem na capacidade de absorver silicio o que é, em parte, atribuido a
peculiaridades da membrana plasmatica e as concentracfes desse nutriente no meio externo
(LIANG et al., 2006; MA; YAMAJI, 2008). O mogno africano ou Khaya ivorensis A. Chev.
€ uma espeécie arborea pertencente a familia Meliaceae, que apresenta grande importancia
econdmica devido ao valor de sua madeira. No Brasil, sua introdugdo e cultivo ocorreram
devido & necessidade de substituir o mogno nativo (Swietenia macrophylla). Apesar das
semelhangas entre as espécies e de haver alguns estudos sobre toxicidade de poluentes em
Swietenia macrophylla FAN et al., (2011); Pérez-Hernandez et al., (2017), pouco se sabe
sobre o nivel de resisténcia de K. ivorensis a toxicidade por Cd e sobre a modulagédo do Si na
atenuacdo do estresse provocado por aquele metal pesado no metabolismo bioquimico e
fisioldgico dessa espécie.

Desse modo, o experimento foi conduzido para avaliar o efeito mitigador do Si em
plantas de mogno africano tratadas com cadmio em solugdo nutritiva e investigar o aumento
da tolerancia e mecanismos de extracdo do MP por K. ivorensis induzidos pelo nutriente. Para
isso, tomou-se como base os parametros sobre biodisponibilidade, translocacdo, indice de
tolerdncia ao ion toxico, atividade das enzimas antioxidantes SOD, APX e CAT, bem como,

danos a membrana por meio da peroxidacéo lipidica.
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3.2. Material e métodos
3.2.1. Material vegetal e condicdes de crescimento.

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural da
Amazonia, Belém, Para, Brasil, localizada a 01 ° 28'03 S; 48 ° 29'18 ”W. O gendtipo
utilizado neste ensaio foi o de mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev). A descricdo
detalhada da &rea de estudo, bem como, as condi¢bes de crescimento e delineamento
experimental utilizado, foram apresentados no capitulo 2 nas paginas 38, 39 e 43,

respectivamente.

3.2.2.Coleta das plantas e determinagdes biométricas e da massa seca

A coleta das plantas ocorreu aos 300 DAS as 05:30h e, nesse momento, mensurada a
variavel biométrica altura da planta (H), com o auxilio de régua centimétrica. Amostras de
raizes, caules e folhas de cada tratamento, foram reservadas separadamente em sacos de papel
e levadas a estufa de ventilagdo de ar forcada, mantendo-se a temperatura de 65°C por 72h até
atingirem a massa constante. O material seco foi pesado e determinada a matéria seca: da
parte aérea (MSPA); da raiz (MSR) e a total (MST). Na sequencia, o material foi moido em
moinho tipo Wiley equipado com peneira de 0,038mm, até a obtencdo de um po fino e,
devidamente armazenado em tubos de falcon, até a sua utilizagdo nos ensaios para a analise
das concentraces de cadmio e de silicio encontradas na matéria seca das plantas. Parte do
material vegetal in vivo, foi utilizado para estimar as atividades enzimaticas e o contetddo de
malonoaldeido (MDA). Para isso, tecido de folhas, caules e raizes foram primeiramente

congelados em ultrafreezer a -80 °C sendo posteriormente liofilizados.

3.2.3. Enzimas antioxidantes

Os extratos enziméticos foram preparados por homogeneizacdo de 100 mg de pé
liofilizado de folhas e raizes num almofariz frio com 5,0 mL de tampéo fosfato de potassio
0,1 M a pH 7,0, contendo 0,1 mM de EDTA. Para a estimativa da atividade de APX,
adicionou-se ascorbato 2 mM ao tampéo de extracdo. O homogeneizado foi filtrado atraves de
tecido de nylon e centrifugado a 12.000 x g por 15 min. Todos os procedimentos foram

conduzidos a 4 ° C e o sobrenadante (extrato) foi armazenado a -25 ° C até a analise.

A atividade de SOD (EC 1.15.1.1) foi determinada medindo a sua capacidade para
inibir a redugdo fotoquimica do cloreto de nitro azul de tetrazdlio (NBT), como previamente

descrito por Giannopolitis e Ries (1977), com modifica¢cbes. Uma unidade de atividade SOD
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foi definida como a quantidade de enzima necessaria para causar 50% de inibicdo da taxa de
fotorredugdo do NBT, e os resultados foram expressos como proteina U mg ~ ~.A atividade de
APX (EC 1.11.1.11) foi determinada de acordo com o método descrito por Nakano e Asada
(1981), monitorando a oxidacdo do ascorbato, que foi medida como a diminuicdo da
absorbancia a 290 nm (¢ = 2,8 x 10° M* cm™ !). A atividade da APX foi expressa em pmol
H,0, min ~* mg ~* proteina. A atividade CAT (EC 1.11.1.6) foi determinada de acordo com
Beers Jr. e Sizer (1952), monitorando a diminuicdo na absorbancia a 240 nm devido a quebra
de H,0, (¢ =36 M ' cm™%). A atividade da CAT foi expressa como pmol H,0, min™ g de
proteina.

3.2.4.Peroxidacao lipidica, (MDA)

A peroxidacdo lipidica foi expressa como equivalentes de malondialdeido (MDA)
calculados a partir do conteudo total de substancias reativas ao &cido 2-tiobarbitlrico, de
acordo com Cakmak e Horst (1991) com modifica¢Ges. A absorbancia (Abs) das amostras a
532 nm foi corrigida por interferéncias descontando a Abs a 600 nm. O conteldo de MDA

foliar foi calculado a partir do seu coeficiente de extingdo (155 mM~*cm™ ).

3.2.5. Anélise da concentracdo de cadmio

A andlise de cadmio foi processada em triplicata de acordo com Silva (2009). A
descricdo pormenorizada dessa metodologia encontra-se no capitulo 2 na pagina 42.

3.2.5.1. indice de tolerancia (1T) para Cd

O indice de tolerancia a Cd foi estimado segundo o método descrito por Wilkins

(1978). A anélise metodoldgica literal encontra-se no capitulo 2 na pagina 42.

3.2.5.2. Fatores de bioacumulacéo e de translocacdo de Cd nas plantas

Em plantas mantidas sob estresse por cadmio (Cd), foram determinados os fatores de
bioacumulacdo (FB) e de translocacdo (FT) de Cd nas plantas conforme a metodologia

descrita por Zhang et al, (2014), o que foi previamente detalhado no capitulo 2 na pagina 42.
3.2.6. Analise da concentracgdo de Silicio (Si)

A determinacdo do silicio ocorreu conforme o meétodo descrito por Kraska e
Breitenbeck (2010). A metodologia pormenorizada encontra-se descrita no capitulo 2 na
pagina 43.
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3.3. Resultados

3.3.1.Variaveis biométricas

Pela analise de superficie de resposta fica evidente que plantas de Khaya ivorensis
submetidas aos niveis crescentes de Cd tiveram os parametros de crescimento e produgéo de
biomassa significativamente reduzidos (p<0,01) quando utilizada a maior concentracdo de
cadmio (Cd) (75 mg L™ Cd). De fato, houve reducdes nessas variaveis a medida que a
concentracdo de Cd aumentou, e concomitante elevacdo desses valores, quando a

concentracéo de Si foi aumentada (Figura 3.1).

Figura 3.1. Altura (H;a), matéria seca da parte aérea (MSPA; b), matéria seca das raizes (MSR; ¢) e matéria seca
total (MST; d) de plantas mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev) cultivadas em solugdo nutritiva, em funcéo

de concentragBes crescentes de cddmio (Cd) e de silicio (Si).
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Legenda: Os asteriscos correspondem aos niveis de significAncia encontrados (**p<0,001;*p<0,05).

A massa seca da parte aérea (MSPA) (Figura 3.1; b) foi a variavel mais afetada pelas
concentragcOes crescentes de Cd. Pela equacdo de regresséo (Zmspa), fica evidente que, a
maior concentragdo do metal, induziu em decréscimos de 78% nessa variavel quando

comparadas ao controle.
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Por outro lado, os maiores valores da H, MSPA, MSR e MST (Figura 3.1) foram
observados na auséncia de Cd e na concentracdo intermediaria de Si, ocasido em que 0
aumento induzido pelo nutriente foi maximo. Os efeitos mais expressivos da suplementacéo
silicatada ocorreram sobre a MSPA (Figura 3.1, b). Na presenca de Si a 150 mg L™, plantas
mantidas sob estresse por Cd a 75mg L™ apresentaram incrementos na H e MSPA de 58% e
809%, respectivamente, em comparacao ao tratamento isolado com Cd 75mg L™.

A interacdo significativa (p<0,01) entre os fatores concentracfes de (Cd) e dosagens
de silicio (Si), mostrou que o nutriente promoveu acréscimos nas variaveis analisadas nas
plantas estressadas pelo metal pesado, sobre tudo, quando utilizada a dose intermediaria de Si.
Pela andlise canbnica, os pontos 6timos das concentracdes de Cd e de Si que induziram na
maior (H) e MSPA foram de (Cd 31 mg L™ X Si 162 mg L) e (Cd 27 mg L™ x Si 160 mg L’
1) concomitantemente. Sob efeito desse tratamento, essas varidveis foram 44% e 34%

simultaneamente superiores aquelas observadas no tratamento isolado com Cd 50 mg L™.

3.3.2. Perodidacdo lipidica, (MDA)

A anélise de variancia mostrou que, para o conteitdo de MDA, houve significancia
(p<0,01) da interagdo entre os niveis de Cd e dosagens de silicio em folhas e raizes de plantas

de mogno (Figura 3.2). A variavel ajustou-se ao modelo de regressdo polinomial quadratica.

Figura 3.2. Peroxidagdo lipidica avaliada como malondialdeido (MDA,) em folhas (a) e raizes (b) de plantas
mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev) cultivadas em solucdo nutritiva, em funcdo de concentracdes

crescentes de cadmio (Cd) e de silicio (Si).
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Legenda: Os asteriscos correspondem aos niveis de significancia encontrados (**p<0,001;*p<0,05).

Houve acréscimos expressivos no teor de MDA com o aumento da concentracdo de

Cd no meio de cultivo, especialmente na auséncia de Si, ocasido em que a peroxidacdo
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1 MF, em folhas e raizes,

lipidica atingiu pontos maximos de 152 e 95 nmol g
respectivamente, o que foi 69% e 63% superior ao contedo de MDA encontrado nas plantas
controle (Figura 3.2). A equacao de regressdo (Zmpa folha) COMprova que o tecido foliar foi o
mais afetado pelos aumentos crescentes de Cd no meio de cultivo.

No entanto, o Si, reverteu os efeitos toxicos do metal o que ficou evidente pelos
decréscimos graduais na peroxidacao lipidica, simultaneamente a elevacdo dos niveis de Si no
tecido vegetal até a concentracdo de Si 150 mg L. A concentracdo méxima do nutriente Si
300 mg L, no entanto, ndo produziu efeitos positivos significativos (p>0,01) na reducéo da
peroxidacdo lipidica.

A andlise canbnica confirma os pontos 6timos das concentracdes de Cd e de Si (Cd 28
mg L™ x Si 174 mg L'Y); (Cd 31 mg L™x Si 167) que resultaram no menor contetido de MDA
60 e 45 nmol g™ MF, em folhas e raizes, respectivamente. Sob efeito do tratamento interagdo
o teor de MDA foi 53% e 65%, concomitantemente, menores naqueles tecidos em relacdo a

concentracdo de MDA das plantas mantidas em tratamento isolado com Cd a 50 mg L™.

3.3.3. Atividade das enzimas antioxidantes

Pela anélise de superficie de resposta nota-se que, na auséncia do tratamento com Si e
na presenca da maior concentracdo do metal (Cd 75 mg L), houve decréscimos significativos
(p<0,01) na atividade das enzimas antioxidantes, a dismutase do superoxido (SOD), a
peroxidase do ascorbato (APX), Catalase (CAT) nas plantas de mogno africano (Figura 3.3).

Nestas condi¢Oes, no sistema radicular, 0 metabolismo das enzimas atingiu pontos
minimos de 130 Unidade mg™ proteina, 100 e 120 umol H,O, min™ mg™, respectivamente,
conforme mostrado pelo ajuste da equacdo de regressdo (Zsop raiz; ZapX raiz; ZcAT raiz) 0 que foi
51%, 43% e 60%, inferiores ao das plantas controle. Enquanto que, nas folhas, as reducdes
nessas variaveis foram mais expressivas na ordem de 59% e 63% e 69%. Em ambos os 6rgéos
analisados, a CAT foi a enzima mais afetada pelos niveis crescentes de Cd (Figura 3.3; c,d).

De modo geral, as reducBes nas atividades enzimaticas foram revertidas pelo Si.
Houve aumentos exponenciais quadraticos no metabolismo das enzimas no sistema foliar e
radicular no momento em que a concentracao do nutriente foi elevada no meio de cultivo até a
dose intermediéria de Si 150 mg L™,

Houve interacdo significativa (p<0,01), entre as concentracdes do nutriente e do metal

pesado para todas as variaveis analisadas, e em todos os orgaos estudados. Os efeitos mais
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expressivos da nutricdo silicatada sobre o aumento da atividade antioxidante ocorreram nas

raizes das plantas.

Figura 3.3. Atividade da dismutase do superdxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX) e catalase (CAT) em
folhas (a, c, €) e raizes (b, d, f) de plantas mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev) cultivadas em solugdo

nutritiva, em funcdo de concentragdes crescentes de cadmio (Cd) e de silicio (Si).
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Legenda: Os asteriscos correspondem aos niveis de significAncia encontrados (**p<0,001 e *p<0,05).

Pela regressdo polinomial, os pontos 6timos obtidos para a atividade enzimatica nas

folhas ocorreram com tratamento combinado de Cd e de Si nas concentragcGes de (Cd 42 mg
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L™ x Si 129 mg L™) para SOD; (Cd 40 mg L™ x Si 139 mg L) para APX; (Cd 30 mg L™x
Si163 mg L) para a CAT. Nessas condicBes, ocorreram incrementos exponenciais
quadraticos dessas variaveis no tecido foliar, respectivos de 35%,23% e 17%.

Nas raizes, os pontos 6timos para a atividade da SOD, APX e CAT ocorreram com as
doses de (Cd 37 mg L™ x Si 150 mg L™); (40 mg L™x Si 141 mg L™); (Cd 43 mg L™x Si 131
mg L™, simultaneamente. No tratamento interacdo, as enzimas expressaram a méaxima
atividade e foram 54%, 44% e 34% superiores, respectivamente, ao tratamento isolado com o
fon toxico na concentracéo de Cd 50 mg L™. Em resposta ao Si, a SOD expressou 0s maiores
incrementos enzimaticos em ambos os 6rgdos analisados sob efeito daquele tratamento

combinado (Figura 3.3; a, b).

3.4. Discussao

Os resultados do presente estudo confirmam que Khaya ivorensis tolera niveis de Cd
de até 25 mg L™ ap6s 60 dias de exposicdo ao MP, tendo em vista que a peroxidacdo lipidica
pela concentragdo de MDA e a producdo de biomassa vegetal ndo diferiram entre as plantas
submetidas aquele nivel de toxicidade e as controle. Niveis similares de resisténcia ao
encontrado neste estudo foram observados em Swietenia macrophylla (Fan et al., 2011), Salix
fragilis (Evlard et al., 2014) e Populus euramericana (Nikoli¢ et al., 2017).

A performance antioxidante (Figura 3.3) do mogno africano foi suficiente em reduzir
0 estresse oxidativo desencadeado por niveis mais severos de Cd, o que foi mediado pela
nutricdo com Si & 150 mg L™ e permitiu, desse modo, o restabelecimento do metabolismos
vegetal, o que ficou evidenciado pela retomada do crescimento satisfatorio das plantas (Figura
3.1).

No entanto, um ligeiro aumento das ROS, foi observado em resposta a menor dosagem
do MP o que, provavelmente, estd relacionado a eventos de sinalizacdo requeridos para
aclimatacdo do mogno africano a presenga do ion toxico. Nessas condi¢des, mudas de K.
ivorensis promoveram a protecdo celular contra danos oxidativos o que foi adequadamente
alcancada pelos incrementos na atividade das enzimas antioxidantes, SOD, APX e CAT
(Figura 3.3), em vez de mecanismos dissipativos como a fotorrespiracdo o que foi
similarmente confirmado em estudos anteriores (LI et al., 2017; RAHMAN et al., 2017; TAI
etal., 2017; RIZWAN et al., 2018).

De modo similar, a andlise protedmica foliar, de espécies lenhosas, tolerantes,

demonstrou o enriquecimento de enzimas antioxidantes e de proteinas envolvidas no
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sequestro e desintoxicacdo de MPs, quando submetidas as baixas concentracdes de ions
toxicos (LUO et al.,2016; GONG et al., 2017).

Plantas podem tolerar estresse por Cd até certo nivel aumentando a atividade de
enzimas do estresse oxidativo, no entanto, as respostas adaptativas estdo diretamente ligadas a
espécie vegetal, ao metal e a sua concentracdo e ao tempo de exposi¢cdo (AKHTAR 2017;
RIZWAN et al., 2018). Observamos que os tratamentos mais severos de Cd reduziram a
atividade das enzimas antioxidantes. De fato, médias e altas concentracbes do MP,
aumentaram a producdo de espécies reativas de oxigénio como resultado da menor atividade
ou da inativagdo do sistema antioxidante do mogno africano (Figura 3.3).

O Cd é um elemento quimico ndo redox e, por isso, ndo participa diretamente na
producdo de estresse oxidativo. Ele induz a formacgédo indireta das ROS por meio ndo
enzimatico e enzimatico, através da ativacdo de um NADPH oxidase e pelo aumento na
atividade da dismutase do superoxido em varios compartimentos celulares
(CHMIELOWSKA-BAK et al., 2016). Além disso, 0 aumento da concentra¢do das ROS em
resposta ao Cd decorre da sua ligacdo a grupamentos tidis, acidos carboxilicos e residuos de
histidina em proteinas especificas de membrana, promovendo sua inativacdo o que acelera a
producéo de compostos oxidantes (SHARMA & DIETZ, 2009; ZHANG et al., 2014).

A presenca de metais pesados predispde a uma baixa disponibilidade de adenina
dinucleotideo fosfato na forma oxidada (NADP®), que constitui um aceptor de elétrons no
fotossistema 1. Sendo assim, ocorre um efeito competitivo entre o oxigénio e o NADP™ com
agentes redutores, o que gera as ROS tais como o oxigénio singlet (*0,), o peréxido de
hidrogénio (H,0,), o radical superoxido (‘O,) e o radical hidroxil (OH) (NABATI, et al.,
2011; RISHI; SNEHA, 2013). Os cloroplastos, mitocondrias e metabolismo oxidativo nos
peroxissomos constituem os principais sitios de producdo desses compostos (SHARMA &
DIETZ 2009).

Em condi¢Ges normais de crescimento, as plantas mantém um equilibrio entre a
producéo e a eliminacdo das ROS dos compartimentos celulares. No entanto, a homeostase
redox é alterada pela toxicidade de Cd conforme as evidéncias encontradas em (RIZWAN et
al., 2016; GONG et al., 2017; LI et al., 2017; RAHMAN et al., 2017; TAi et al., 2017;
RIZWAN et al.,2018). Os desequilibrios entre a producdo de ATP e NADPH pelas reacdes
fotoquimicas e seu uso para a assimilagdo de CO, durante as etapas fotossintéticas
anteriormente relatadas neste estudo (Figura 2.6), induziram a superreducdo de componentes

de cadeia fotoquimica. Neste sentido, a excitacdo continuada de ambos os fotossistemas,
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associada a uma incapacidade de dissipar 0 excesso de energia de excitagdo, desencadeou 0
estresse oxidativo em K. ivorensis submetidas aos tratamentos mais severos com Cd.

A menor regulacdo da SOD no tecido radicular (Figura 3.3; b) em resposta ao aumento
na concentracdo de Cd esta, provavelmente, relacionada & substituicio de fons Zn** do centro
catalitico da enzima Cu/Zn-SOD por Cd** o que altera sua estrutura, tornando-a sem funcéo
levando a sua degradacdo. Sendo assim, considera-se que algo semelhante tenha ocorrido.
Kupper & andresen, (2016), também observaram decréscimos na atividade da SOD em
plantas submetidas as concentracdes de Cd.

Em outra via, o disparo na superproducdo das ROS nos cloroplastos em condicdes
extremas de toxicidade por Cd foi eficientemente controlado pela maior atividade das enzimas
antioxidantes, o que foi mediado pelo Si, indicando que o nutriente aumenta a tolerancia das
plantas ao MP. De acordo com estudos anteriores, a aplicacdo exdgena de Si melhora a
capacidade de eliminacdo das ROS e regula a atividade de enzimas chaves do estresse
oxidativo (TORABI et al., 2015; KIM et al., 2016; TRIPATHI et al., 2017).

Mudas de K. ivorensis tratadas com Cd e que receberam suplementacdo silicatada,
mostraram uma sobre expressao na atividade da SOD, principalmente no sistema radicular. A
SOD é considerada a primeira enzima da linha de frente contra o estresse oxidativo e atua na
dismutacdo do radical superéxido ‘O,  em H,0; e O,.

As reagdes no fotossistema I, em que os elétrons sdo transferidos da ferredoxina
imediatamente para o O, (reacdo de Mehler) em detrimento da reducio pelo NADP" sdo
responsaveis pela geracdo do "0, nos cloroplastos. Esse radical livre apresenta reatividade
seletiva a alguns componentes celulares, sendo altamente reativo a proteinas, em particular, as
que apresentam atomos de Fe e S (CHMIELOWSKA-BAK et al., 2014, GILL et al., 2015).

Neste sentido, 0 aumento da expressdo da SOD, modulada pelo Si em resposta ao Cd,
demonstra que o micronutriente tem um papel importante na mitigacao do estresse pelo MP
na medida em que induziu a dismutacdo do ‘O pela enzima. Em adicdo, a melhoria nas
respostas antioxidantes das plantas em funcdo da nutricdo silicatada, foi paralelamente
acompanhada pela reducdo da toxicidade do Cd, o que ficou evidente pelos decréscimos no
teor de MDA (Figura 3.2) um agente citotoxico produto da peroxidacdo lipidica, e aparece
como um importante indicador de danos a membrana plasmatica, e serve de parametro na
avaliacdo do estresse oxidativo (CARNEIRO et al., 2017; KIM et al., 2017; NEVES et al.,
2019).

De fato, plantas de K. ivorensis mantidas em condi¢do de estresse por Cd e que

receberam doses crescentes de Si mostraram supressao nos danos a membrana (Figura 3.2) o
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que atribuimos & modulacdo do micronutriente na reducdo da concentracdo do perdxido de
hidrogénio H,O, um composto ndo radicular que liga-se a metais de transicdo como o Cd e
forma o radical hidroxila (HO-), o mais deletério ao organismo por possuir meia-vida curta, 0
que dificulta o sequestro in vivo. Os sitios alvo do HO- sdo as proteinas e os lipidios de
membrana (GILL & TUTEJA, 2015).

A CAT converte 0 H,0, em H,O e O; e, por isso, € considerada como a principal
enzima responsavel pela manutencdo de niveis ideais de H,O, no metabolismo vegetal. Os
sitios de atuacdo dessa enzima sdo peroxissomos e glioxissomos. Assim, 0 aumento na
atividade da CAT em folhas e raizes (Figura 3.3 c; d) do mogno africano apresentou
correlacdo negativa com os danos & membrana expressos pelo menor teor de MDA (Figura
3.2) no vegetal conforme, também, relatado em pesquisas prévias (CARNEIRO et al., 2017;
Lletal., 2017).

O aumento da tolerancia ao Cd por k. ivorensis mediada pelo Si, é explicada pela
reducdo na biodisponibilidade (Figura 2.8) e na translocacdo de Cd no interior celular (Figura
2.9). O Si induziu no maior acimulo do MP no tecido radicular das plantas e inibiu sua
ascensdo radial para as partes aéreas, 0 que confirma o mecanismo de fitoestabilizacdo do
metal pesado induzido pelo nutriente.

Desse modo, inferimos que o Si restringiu a ligagdo do Cd a compostos oxidantes
como H,0, com efeito positivo na menor peroxidacdo dos lipidios. Autores como Pereira et
al. (2018), afirmam que o Si reduz a absorc¢éo e a translocacdo de Cd para a parte aérea, o que
resulta no aumento na atividade antioxidante e na menor concentracdo de MDA em folhas. De
fato, demostramos que as menores concentragdes e transloca¢des de Cd no tecido vegetal
ocorreram simultaneamente aos niveis crescentes de Si, o que reduziu os danos oxidativos ao
metabolismo de K. ivorensis.

A deposicao de Si na endoderme radicular inibe o transporte de Cd para o caule e
folhas devido ao blogueio fisico da passagem do MP pela rota apoplastica e previne a
passagem do ion tdxico para outros érgdos e compartimentos celulares metabolicamente
ativos como os cloroplastos que representam os principais sitios da toxicidade por Cd (DA
CUNHA & NASCIMENTO, 2009; SILVA et al., 2017). O silicio promoveu, assim, a
organizacdo no metabolismo cloroplastidico e peroxissomal, mediante a maior expressdo das
enzimas antioxidantes e paralelo decréscimo no teor de MDA nas plantas de mogno africano
mantidas em condic¢Bes toxicas por Cd, o que permitiu a retomada do crescimento vegetal

como evidenciado pelos incrementos na biomassa de K. ivorensis (Figura 3.1).
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Inimeros estudos mostram que os MP, regulam negativamente a producdo de
biomassa em diversas espécies vegetais, como resultado dos efeitos adversos dos ions toxicos
aos principais processos fisiologicos, bioguimicos e enzimaticos nas plantas (GAUTAM et
al., 2016; IVANOV et al., 2016; MATHUR et al., 2016; AKHTAR et al., 2017).

A tolerancia ao estresse por Cd é particularmente atribuido a capacidade das plantas
para manter taxas de crescimento e de desenvolvimento consideraveis em comparagdo aquelas
ndo estressadas. Demonstramos que a suplementacdo com Si aumentou a producdo de
biomassa em niveis adequados em K. ivorensis, indicando que o micronutriente mitiga o0s
efeitos toxicos do Cd, o que ficou evidente nos tratamentos combinados do nutriente e do MP,
em particular, na concentragdo intermediaria de Si que foi mais efetiva em reduzir a absorcao

de Cd e, consequentemente, melhorar o crescimento do mogno africano (Figura 3.1).

3.5. Conclusédo

O presente estudo sugere que as concentragdes de Cd 50 e 75 mg L™, indiretamente,
levam & producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), particularmente, o peréxido de
hidrogénio e induzem a peroxidacdo lipidica em K. ivorensis. Estes eventos decorreram da
provavel ligacdo do Cd ao centro catalitico de enzimas chaves envolvidas na eliminacdo das
ROS, promovendo, assim, a inativagcdo do sistema antioxidante e o consequente desbalanco da
homeostase redox no mogno africano. Consideramos que a ligagcdo do metal de transi¢do aos
radicais livres, potencializou os danos oxidativos.

No entanto, o Si mitigou a toxicidade do Cd por modular as respostas antioxidantes,
particularmente, pela supreexpressao da atividade da SOD e da CAT o que contribuiu para o
restabelecimento do metabolismo citosélico, preveniu danos oxidativos ao PSII e elevou a
tolerancia de K. ivorensis, especialmente, pelo envolvimento do nutriente na reducdo da
biodisponibilidade e da translocacdo do MP nos tecidos do vegetal. Neste aspecto, a nutricao
com Si configurou como uma técnica eficiente a ser utilizada em programas que visam a
recuperacdo de areas degradadas por metais pesados, acima de tudo, porque elevou a
fitoestabilizacdo do Cd por K. ivorensis.

A espécie mostrou-se tolerar o Cd até concentracdes de 25 mg L™ por ndo haver
reducdo de crescimento e 0s niveis de peroxidacao lipidica foram diminutos. Esses resultados
evidenciam o potencial fitorremediador do mogno africano ao Cd, considerando que 25 mg L°
! & um valor oito vezes maior ao de intervencdo para cenarios de exposicdo agricola em areas

de protecdo maxima, segundo o CONAMA.
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4. FITORREMEDIACAO DE CADMIO POR Khaya ivorensis A. Chev.
MODULACOES DO SILICIO NAS RESPOSTAS ANATOMICAS.

Resumo

O silicio (Si) apresenta uma estreita relagdo com a melhoria da fitotoxicidade por metais
pesados (MPs). No entanto, mecanismos de alivio do estresse provocado por cadmio (Cd)
mediado pelo Si na anatomia de espécies arboreas permanecem pouco compreendidos. Diante
do exposto, foi investigada a magnitude nas alteracbes anatdmicas nos tecidos foliares e
radiculares em mudas de mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev.) submetidas as
concentracdes toxicas de Cd e nutricionais com Si. O delineamento experimental utilizado foi
em blocos casualizados, em esquema fatorial constituidos por 4 niveis crescentes do metal
pesado (Cd a 0, 25, 50 e 75 mg L™) e 4 de concentracdes de silicio (Si a 0, 100, 150 e 300 mg
L") com cinco repeticdes. Realizou-se a analise de regressdo polinomial. Na menor
concentracdo de Cd 25 mg L™, houve aumento de 30% e 25% e 33% nas espessuras
epidérmicas (EAD, EPE e do ECR), e drésticas reducdes de 70% e 81% no (EAB e ECR) no
tratamento com Cd 75 mgL™ em relacdo ao controle, indicando que K. ivorensis, foi tolerante
a menor concentracdo do MP e sensivel ao nivel mais severo de Cd. No entanto, o Si
restaurou os danos provocados pela toxicidade do ion metélico a anatomia vegetal, sobre tudo,
nos tratamentos combinados com Si 150 mg L™ e Cd 50 mg L™ Nestas condicdes, a
espessura da (EAB), foi aumentada em 33% e, tanto a (EPP) quanto a (EPE), tecidos
relacionados a fotossintese e as trocas gasosas foram 48% e 55%, respectivamente, mais
espessas em relacdo aquele com Cd 50 mg L™. A melhoria dos padrées anatomicos esteve
relacionada & modulacdo do Si no metabolismo bioguimico e fisiolégico do mogno africano.
O maior potencial hidrico na presenca de Si, reduziu a concentracdo de Cd nos diferentes
tecidos por efeito de diluicdo. Em adicdo, no sistema radicular, o Si contribuiu para o reforgo
a barreira mecanica ao influxo de Cd imposta pela estrias de Caspary, reduzindo sua absorcéo
e translocacdo as partes aéreas. Os achados deste estudo mostram que, o Si, pode mitigar a
toxicidade por Cd a anatomia foliar e radicular de K. ivorensis por meio da intensificagdo do

espessamento dos tecidos avaliados.

Palavras-chave: Meliacea. Fitotoxicidade. Metal pesado.Silica. Tecidos epidérmicos.
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Abstract

Silicon (Si) is closely related to improved heavy metal phytotoxicity (MPs). However,
mechanisms mediated by Si-mediated cadmium stress (Cd) in the anatomy of tree species
remain poorly understood. Given the above, we investigated the magnitude of the anatomical
changes in leaf and root tissues in African mahogany (Khaya ivorensis A. Chev.) Seedlings
submitted to toxic concentrations of Cd and nutritional with Si. The experimental design was
randomized blocks in factorial scheme consisting of 4 increasing levels of heavy metal (Cd at
0, 25, 50 and 75 mg L™) and 4 silicon concentrations (Si at 0, 100, 150 and 300 mg L™) with
five repetitions. Polynomial regression analysis was performed. At the lowest concentration
of Cd 25 mg L™, there was a 30% and 25% and 33% increase in epidermal thickness (EAD,
EPE and RCT), and drastic reductions of 70% and 81% in (EAB and RCT) in treatment with
Cd 75 mg L™ in relation to control, indicating that K. ivorensis was tolerant to lower MP
concentration and sensitive to more severe Cd level. However, Si restored damage caused by
metal ion toxicity to plant anatomy above all in the combined treatments with Si 150 mg L™
and Cd 50 mg L™. Under these conditions, the thickness of (EAB) was increased by 33% and,
both (EPP) and (EPE), tissues related to photosynthesis and gas exchange were 48% and 55%,
respectively, thicker than that. with Cd 50 mg L. The improvement of anatomical patterns
was related to Si modulation in biochemical and physiological metabolism of african
mahogany. The higher water potential in the presence of Si reduced the concentration of Cd in
the different tissues by dilution effect. In addition, in the root system, Si contributed to the
reinforcement of the mechanical barrier to the influx of Cd imposed by the Caspary striae,
reducing its absorption and translocation to the aerial parts. The findings of this study show
that Si can mitigate Cd toxicity to the leaf and root anatomy of K. ivorensis by intensifying

the thickening of the tissues evaluated.

Keywords: Meliace. Phytotoxicity. Heavy metal. Silica, Epidermal tissues.
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4.1. Introducéo

Plasticidade é definida como a habilidade das plantas de ajustarem sua performance
através da alteracdo na sua morfologia e/ou fisiologia as variagfes ambientais onde crescem.
Entretanto, mudancas plasticas necessariamente ndo refletem alteracbes adaptativas
(SCHLICHTING, 1986; VACULIK et al., 2015; NIKOLI'C et al., 2017).

As folhas sdo os 6rgdos que na maioria das vezes estdo expostos ao ambiente aéreo,
sendo mais sensiveis e plasticos as modificades ambientais quando comparadas a outros
6rgdos (VACULIK et al., 2015). Por isso, a folha em si reflete 0 ambiente que a planta ocupa,
sendo suas caracteristicas morfoldgicas e estruturais indicadores ecoldgicos do habitat de
plantas (FAROOQ et al. 2016; GREGER et al., 2016).

Nesse sentido, a toxicidade por metais é um fator estressante que promove mudancas
no tecido foliar que se mostram na morfologia (comprimento, largura e espessura) e na
anatomia na superficie de 6rgdos (estdbmatos, epiderme e anexos) e mesofilo (parénquima
palicadico e esponjoso, espaco intercelular esclerificacdes e veias) de plantas (CUI et al.,
2017; PEREIRA et al., 2017; SHI et al., 2017; XU et al., 2017).

Dentre os metais pesados (MPs) de grande importancia ambiental destaca-se o cddmio
(Cd) que, além de afetar negativamente o crescimento e a fotossintese de plantas, promove
alteragdes estruturais e ultraestruturais significativas (WU et al., 2016; YU et al. 2016; JI et
al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018). Por exemplo, em plantas de algodoeiro, a concentracéo de
200 uM de Cd reduziu a espessura da epiderme superior e parénquima palicadico, além de
restringir o crescimento (OZYIGIT et al., 2013).

A tolerancia das plantas as concentragdes toxicas de Cd depende de mecanismos
como: o transporte intracelular, compartimentalizagdo vacuolar, imobilizacdo do ion na
rizosfera, restricdo do transporte através da membrana plasméatica e do carregamento no
xilema e da translocacdo do MP o que, comumente, sdo acompanhados por alteracbes na
anatomia e na morfologia vegetal (SMOLINSKA & ROWE, 2015; MINKINA et al., 2018).

Uma das estratégias utilizadas para minimizar o efeito de estresse por toxicidade de
MPs é o uso de nutrientes benéficos, que tem mostrado resultados positivos na mitigacdo dos
efeitos toxicos desses contaminantes (HUSSAIN et al., 2015; IMTIAZ et al., 2016; MA et al.,
2016; TRIPATHI et al., 2017; CHEN et al., 2019). Nesse contexto, enquadra-se o silicio, 0
segundo elemento quimico mais abundante no solo, presente na forma de &cido silicico, Si

(OH)4, encontrando-se em concentracdes na faixa de 0.1 a 2.0 mM (pH > 9) (Epstein, 1994).
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Um exemplo de tolerancia ao Cd induzida pelo Si foi demosntrado em estudos
recentes por Fleck et al., (2011). Esses autores mostraram que o Si aumenta a suberizacao e
lignificacdo em raizes de plantas de arroz (Oryza sativa L.). Em adicdo, Ma et al., (2017),
demonstraram, que a nutricdo silicatada em plantas de arroz, induziu a sintese de
hemicelulose, e o complexo Si-hemicelulose formado € capaz de ligar céations Cd,
restringindo a captacédo celular do metal.

A regulacdo de processos de desintoxicacdo e compartimentalizacdo do MP em
tecidos menos metabolicamente ativos (vacuolos e parede celulares), a imobilizagdo na
rizosfera, restricdo do transporte através da membrana plasmatica confirmam o envolvimento
do Si no metabolismo bioquimico, que resulta em alteragdes na anatomia e na morfologia
vegetal (ZHANG et al., 2013; ROWE & SMOLINSKA, 2015; MINKINA et al., 2018).

A parede celular (PC) das raizes contribui positivamente com maior retencdo de ions
Cd e constituem a primeira barreira protegendo o protoplasto da toxidade deste contaminante
(XUE, et al., 2014; QUIAN et al., 2015). Um aumento na espessura da parede celular da raiz
foi observado como resposta a contaminacdo pelo ion. Nesse caso, a planta maximiza sua
capacidade de filtro, pois aumenta suas cargas negativas e protege os tecidos internos dos
efeitos toxicos daquele MP (MA et al., 2017; SHI et al., 2017).

No mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev.) ndo é claro, no plano anatdbmico, como
o Si mitiga a toxicidade de Cd, tendo-se em vista a inexisténcia de investigagdes nessa linha
de pesquisa. Assim, 0 objetivo desse estudo foi avaliar as alteracGes anatdbmicas promovidas
pelo Cd nos tecidos radiculares e foliares e o efeito mitigador do Si em plantas de mogno

africano cultivados em solucdo nutritiva, 60 dias apds a exposi¢ao aquele ion tdxico.
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4.2. Material e métodos
4.2.1. Material vegetal e condi¢fes de crescimento

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural da
Amazonia-UFRA, Belém, Para, Brasil, localizada a 01 ° 28'03 ”’S; 48 © 29'18 ”W. O gendtipo
utilizado neste estudo foi o de mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev). A descrigdo
pormenorizada da area de estudo, bem como, as condi¢des de crescimento e delineamento
experimental utilizado, foi apresentada no capitulo 2 nas paginas nas 38, 39 e 43,

sucessivamente.

4.2.2. Determinacdo da concentragdo de cadmio

A andlise de cddmio foi processada em triplicata segundo a metodologia descrita por
Silva (2009), com modifica¢Bes. A descricdo pormenorizada dessa metodologia encontra-se

no capitulo 2 na pagina 42.

4.2.2.1. indice de tolerancia (1T) para Cd

Determinou-se o indice de tolerdncia a Cd, segundo Wilkins (1978). A andlise

metodoldgina precisa encontra-se descrita no capitulo 2 na pagina 42.

4.2.2.2. Fatores de bioacumulacéo translocacédo de Cd nas plantas

Em plantas mantidas sob estresse por Cd, os fatores de bioacumulacdo (FB) e de
translocacdo (FT) de Cd foram determinados conforme o método descrito por Zhang et al,
(2014), o que foi previamente detalhado no capitulo 2 na pégina 42.

4.2.3. Andlise da concentracédo de Silicio (Si)

A determinacdo do silicio foi feita realizada conforme o método descrito por Kraska e
Breitenbeck (2010). A metodologia pormenorizada encontra-se descrita no capitulo 2 na

pagina 43.

4.2.4. Andlise anatdmica

Foram coletadas amostras da regido média do ramo foliar de folhas totalmente
expandidas do terceiro no e de raizes a 5 cm do apice radicular. Posteriormente, todos 0s
materiais botanicos coletados foram fixados em FAA 70 por 24 horas e desidratados em
etanol e embebidos em Historesin Leica ™ (Leica, Nussloch, Alemanha). SecBes transversais
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com uma espessura de 5 pum foram obtidas utilizando um micrétomo rotativo (modelo Leica
RM 2245, Leica Biosystems). As se¢des foram coradas com azul de toluidina (O’Brien et al.,
1964). As laminas foram observadas e fotomicrografadas sob um microscopio optico (Motic
BA 310, Motic Group Co. LTD.) Acoplado a uma camera digital (Motic 2500, Motic Group
Co., LTD.). As imagens foram analisadas com um Moticplus 2.0 que foi calibrado
anteriormente com uma lamina de micrémetro. Os parametros anatdmicos avaliados foram os
seguintes: espessura da epiderme do lado adaxial da folha (EEAB), espessura da epiderme
abaxial da folha (EEAD), a espessura dos parénquimas: palicadico (EEPP), e esponjoso
(EEPE) e a relacdo EEPP/EEPE. Nas amostras radiculares foram medidos o diametro (DR),
espessura do cortex radicular (ECR), o diametro do cilindro vascular (DCV) e o diametro do

maior elemento de vaso (DEV).

4.3. Resultados

4.3.1. Secdo transversal em folhas de Khaya ivorensis A. Cherv.

O tratamento com Cd 25 mg L™ induziu em variacBes significativas (p<0,01) nas
estruturas anatémicas do tecido foliar em Khaya ivorensis o que culminou em diferengas nas
espessuras da epiderme adaxial (EEAD) (Figura 4.1; b) e do parénquima esponjoso (EPE)
(Figura 4.1; d). As micrografias das células epidérmicas de amostras de folha mostraram que
houve aumento da espessura daquelas estruturas e foram, respectivamente, 30% e
25%superiores ao controle. Enquanto que o tratamento com Cd 50 mg L™, levou ao
espessamento da bainha do feixe vascular (Figura 4.3;b).

Pela analise bivariada, o impacto da toxicidade do MP resultou do nivel maximo de
contaminagdo Cd 75 mg L™, o que modificou o arranjo das estruturas dos tecidos foliares e
acarretou em reducdes significativas (p<0,01) nas espessuras da epiderme abaxial (EEAB),
adaxial (EEAD), e do parénquima palicadico (EEPP) (Figura 4.1). Houve perda adicional da
forma da célula e diminuicdo dos espacos intercelulares em relacdo as plantas controle. Pela
analise de regressdo, aquelas varidveis apresentaram pontos minimos de 4,5um e 5,8um, 17
pum o que foi 73%. 70% e 68% inferior ao das plantas cultivadas na auséncia de Cd (Figura
4.1; a,b,c). Houve correlacdo positiva (r=0,81) entre EEAD e EEPP (Figura 4.1; b,c).

O arranjo compacto das células epidérmicas do tecido foliar mostra que a

suplementacdo com Si 150 mg L™ em plantas cultivadas na presenca de Cd 50 mg L™,
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apresentaram aumentos substanciais na espessura epidérmica dos tecidos foliares (Figura 4.3;

a).

Figura 4.1. SecOes transversais, espessuras: da epiderme abaxial (EEAB;a); da epiderme adaxial (EEAD;b); do
parénquima paligadico (EPP;c); do parénquima esponjoso (EPE;d) e a relacdo do parénquima palicédico e
esponjoso (EPP/EPE; e) em folhas de plantas mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev) cultivadas em solucdo

nutritiva, em funcéo de concentragdes crescentes de cadmio (Cd) e de silicio (Si).
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Zepe= 115,787978** +0,286101**X + 0.084778*Y -0,000591**X?-0,000663**Y.X-0,012159 **Y?(R*=0,90)
Zeppiepe= 0,291828**+0,00316**X -0,000241*Y-0,00000142*X?-0,00003668**Y .X-0,00011892*Y?(R*=0,88)

Legenda: Os asteriscos correspondem aos niveis de significancia encontrados (**p<0,001 e *p<0,05).

Pela anélise candnica a combinacdo (Cd 45 mg L™ x Si 165 mg L™) representa 0s
pontos 6timos da interacdo que induziram em aumentos nas variaveis anatdmicas analisadas.
Por este tratamento, a espessura da epiderme abaxial (EEAB), do parénquima palicadico
(EPP) e do parénquima esponjodo (EPE) foi aumentada em 63%; 68% e 45% em relagdo a
das plantas tratadas com Cd 75 mg L™, e foram as variaveis que melhor responderam &
nutricdo silicatada nas plantas mantidas em condi¢Ges extremas de contaminagdo por Cd
(Figura 4.1).
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4.3.2. Secao transversal em raizes de Khaya ivorensis A. Cherv.

Houve grande variacdo na espessura dos tecidos radiculares na medida em que 0s
niveis de Cd foram elevados no meio de cultivo (Figura 4.2). De fato, Plantas de K. ivorensis
tratadas com Cd 25 mg L™ ndo exibiram mudancas anatémicas, e foram significativamente
(p<0,01) similares ao controle, a excecdo do que ocorreu para a espessura do cilindro
radicular (ECR) (Figura 4.2; b) e para o diametro do maior elemento de vaso da raiz (DEV)
(Figura 4.2; d). Sob a menor dosagem do metal, houve incrementos respectivos de 33% e 28%
nessas variaveis, atingindo ponto maximo na espessura de 120um e 55 um conforme o ajuste

da equacéo de regresséo.

Figura 4.2. Se¢Bes transversais: diametro da raiz (DR; a) espessura do cortéx da raiz (ECR; b); diametro do
cilindro vascular da raiz (DCV;c); diametro do maior elemento do vaso da raiz (DEV;d) em tecidos radiculares
de plantas mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev) cultivadas em solugdo nutritiva, em funcdo de

concentragdes crescentes de cadmio (Cd) e de silicio (Si).
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Zor= 1297,074682** +3,496974**X -0,765508*Y -0,007835*X?-0,010561**Y.X-0,089709**Y?*(R?=0,76)
Zecr= 253,814162%* +1,141012**X -1,168902*Y -0,002188*X? 0,003915*Y.X-0,012898*Y?(R?=0,80)
Zpcy= 701,385526**+2,529637**X -4,428992**Y -0,005055**X? -0,006193*Y .X+ 0,724*Y*(R*=0,87)

Zpev= 50,585534**+0,250313**X -0,076556*Y -0,000503**X?-0,000566**Y .X-0,004526*Y? (R*=0,89)

Legenda: Os asteriscos correspondem aos niveis de significancia encontrados (**p<0,001;*p<0,05).



96

A superficie de resposta mostra que houve decréscimos exponenciais quadraticos nas
espessuras e diametros dos tecidos radiculares quando utilizada a concentracdo de Cd 75 mg
L (Figura 4.2). A ECR foi reduzida em 81%, o que foi acompanhado pela diminuicdo no
DEV de 80%. Essas variaveis mostraram-se mais sensiveis aquele nivel de exposicao (Figura
4.2; b, d).

No entanto, o silicio modulou as respostas anatbmicas. A espessura e o diametro dos
tecidos radiculares analisados foram significativamente (p<0,01) aumentados nas plantas
mantidas sob estresse por Cd 50 mg L™ e suplementadas com o mineral benéfico. Pela analise
canodnica, de modo geral, a combinacéo de Cd 40 mg L™ e de Si 165 mg L™, resultou em
pontos méximos do ECR e DEV de 250um e 58um e, nessas condi¢des, houve incrementos
53% e 56% nesses tecidos quando comparados ao das plantas mantidas sob tratamento

isolado com Cd 50 mg L™.
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Figura 4.3. Secdes transversais em folhas (a) e raizes (b) em plantas mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev) cultivadas em solu¢do nutritiva, em funcao

de concentragfes crescentes de cadmio (Cd) e de silicio (Si).

a) b)

Legenda: Letras mailsculas representam os tratamentos: A= Cd 0 x Si 0; B= Cd 0 x Si 150; C= Cd 50 x Si 0; D= Cd 50 x Si 150; E= Cd 75 x Si 0; F= Cd 75 x Si 150

*Unidade: (mg L™).
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4.4. Discussao

Os aumentos graduais na concentracdo de cadmio (Cd) nos tecidos radiculares e
foliares em Khaya ivorensis confirmam a eficicia das concentracbes do ion metélico
utilizadas neste estudo (Figura 2.8) em que a maior delas foi toxica ao metabolismo vegetal e
causou reducgOes drésticas nas espessuras epidérmicas dos tecidos foliares (Figura 4.1), bem

como, alteracdes estruturais nos tecidos radiculares (Figura 4.2).

Estudos anteriores também confirmam os efeitos adversos do Cd sobre o metabolismo
bioquimico e fisioldgico das plantas com repercussdes negativas na estrutura e na anatomia
vegetal (PEREIRA et al., 2016; NIKOLIC et al., 2017; PEREIRA et al., 2017; OLIVEIRA et
al., 2018).

No entanto, o acido monossilicico, mitigou os danos provocados por Cd aos tecidos de
K. ivorensis submetidas a concentragdes toxicas do MP, mediante a diminui¢do da absor¢édo e
do acumulo de Cd nas raizes. O nutriente modulou eficientemente a anatomia radicular por
meio de aumentos taxativos na espessura do cortex radicular (CR) e nos diametros: do
cilindro vascular (DCV) e do maior elemento de vaso (DEV) (Figura 4.2), indicando que o
mineral suaviza a toxicidade de Cd, instigando a performance de crescimento do meristema
radicular, mediante aos processos de expansdo e divisao celulares, notadamente na epiderme.

Consideramos que essas modulacdes resultam do efeito positivo do Si na inducdo da
sintese de suberina nas paredes das células endodérmicas na base radicular, o que contribuiu
para 0 engrossamento desses tecidos, com consequente reducdo do transporte de Cd para o
estelo, limitando, assim, o transporte apoplastico do ion metalico as partes aéreas do vegetal,
0 que explica as menores concentracdes do MP na raiz, simultaneamente aos maiores niveis
de Si no sistema radicular (Figura 2.8).

O desenvolvimento da endoderme, exoderme e outras barreiras extracelulares podem
restringir a translocacdo de Cd para o xilema (FONTANILI et al., 2016). Assim, o
espessamento da ECR configurou como estratégia de tolerancia ao Cd induzida pelo Si em K.
ivorensis, tendo em vista a reducéo da translocacdo do MP (Figura 4.2 b). Diversas pesquisas
corroboram com esses resultados e mostram que o Si configura como um nutriente benéfico
que atenua estresses provocados por Cd para um vasto nimero de espécies de plantas (LI et
al., 2015; MALCOVSKA et al., 2014; FAROOQ et al. 2016; GREGER et al., 2016; CUI et
al., 2017; KIM et al., 2017; Ll et al., 2017; SHAO et al., 2017; RAHMAN et al., 2017).
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Inferimos que o aumento do DR induzido pelo mineral benéfico (Figura 4.2; a),
contribuiu para a ampliacdo das cargas negativas da parede celular e para o maior
aprisionamento de Cd a elas. Estudos com plantas lenhosas constataram o sequestro de ions
metalicos por constituintes da parede celular da raiz, o que configura como mecanismo de
tolerancia priméario dessas espécies ao efeito fitotoxico por MPs (PEREIRA et al., 2017;
OLIVEIRA et al., 2018). Em consonancia, Souza et al., (2011), observaram maior teor de Cd
nas raizes de Eucalyptus camaldulensis em relacdo as partes aéreas, o que foi relacionado a
sua ligacdo aos acidos organicos presentes nos exudatos radiculares.

Um namero restrito de estudos mostra que, o Si, promove 0 sequestro vacuolar de Cd
por meio da ligagdo do MP ao complexo Si-hemicelulose em grupos especificos de plantas
(MA et al., 2015; RAHMAN et al., 2017). Além disso, a inducdo do Si ao processo de
quelacdo do Cd as fitoalequitinas aparece como importante método de desintoxicacdo ao MP
(FAROOQ et al., 2016).

Desse modo, sugerimos que os mecanismos de toleréncia de K. ivorensis ao Cd
mediados pelo Si envolvem o sequestro do ion tdxico por componentes da parede celular, bem
como, pela inducdo da sintese de substancias hidrofobicas que se depositam radialmente e
transversalmente na endoderme o que inferimos ter contribuido para o refor¢co a barreira
mecénica ao influxo do MP imposto pelas estrias de Caspary. Assim, confirmamos que o
nutriente foi fundamental para a fitoestabilizacdo do Cd pelo mogno africano.

Essas inflexdes do acido monossilicico, em conjunto, limitam a entrada do metal nos
cloroplastos e garantem a protecdo do aparato fotossintético (PSIl) e das enzimas nele
envolvidas (FAROOQ et al., 2016). O Cd tem grande efeito sobre o complexo protéico
Chla/Chlb Il de captacdo de energia luminosa, em partes, por induzir na redugéo da densidade
cloroplastos (CHOPPALA et al., 2014; PEREIRA et al., 2017).

No entanto, vale ressaltar que, a endoderme da bainha do feixe vascular, foi, também,
mais espessa no tratamento com a dose intermediaria do MP (Figura 4.3; a). A maior
espessura desse tecido constituiu uma resposta da planta a diminuicdo da translocagédo de Cd
para o parénquima clorofiliano evitando, dessa forma, possiveis danos ao sistema
fotossintético, ja que a exposicdo ao ion metalico afeta o desenvolvimento dos cloroplastos.

Niveis mais severos de Cd provocaram reducdo na area foliar util (Figura 2.7, c), 0 que
pode ter causado diminuicdo na relacdo massa/volume cloroplastidica. Inicialmente, essa
alteracdo apareceu como estratégia compensatéria de K. ivorensis a reducdo da area
mesofilica. Essa espécie mostrou sensibilidade as maiores concentracGes de Cd, o que ficou

evidente pela reducdo nas espessuras do parénquima palicadico (EEPP) e lacunoso (EEPE)
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(Figura 4.1; c, d), tecidos diretamente relacionados ao metabolismo fotossintético e de trocas
expansdo foliar, em virtude da reducdo do potencial de turgescéncia (Figura 2.4) e da
condutancia estomatica (Figura 2.6).

Por outra via, a presenca do Si no meio de cultivo restaurou os padrdes anatdmicos
normais nos tecidos foliares, tendo em vista os decréscimos da concentracdo de Cd nesses
compartimentos celulares (Figura 2.8, a) o que decorreu do efeito de diluicdo do MP induzido
pelo micronutriente, conforme evidenciado pelos aumentos no potencial hidrico de K.
ivorensis mantidas em condicdo de estresse pelo MP e suplementadas com Si (Figura 2.4).
Estes resultados estiveram relacionados aos acréscimos nos didmetros de tecidos condutores
DCV e DEV (Figura 4.2; a, b) promovidos pelo Si, o que indica que o nutriente melhora o
sistema hidraulico de mudas de mogno africano mantidas em condigdes de toxicidade por Cd.

Em adicdo, a hipétese da formacdo de uma barreira fisica abaixo da cuticula apés a
polimerizacdo do &cido monossilicico, provavelmente, aumentou as espessuras da epiderme
foliar abaxial (EEAB) e adaxial (EEAD) (Figura 4.1; a, b), e reduziu substancialmente a perda
de agua por processo transpiratério e restabeleceu o metabolismo fotossintético (Figura 2.6).
Confirmamos, assim, o envolvimento do Si no metabolismo fisiologico das plantas.

Assim, na presenca do Si, as etapas fotossintéticas de sintese e translocagdo de
fotoassimilados necessarias ao crescimento e ao desenvolvimento vegetal foram asseguradas,
0 que contribuiu para o espessamento dos tecidos foliares analisados com repercussoes

positivas na aclimatagéo das plantas de mogno africano ao efeito fitotoxico do Cd.

45. Conclusao

Ha evidéncias na literatura de que existe um transportador com um k,, de 0,15 mM,
gque medeia o transporte de silicio para as células corticais em plantas que acumulam altos,
médios e baixos niveis do mineral. Em resposta ao Cd, a densidade de transporte do Si nas
células foi, provavelmente, acrescida no mogno africano, o que colaborou para as alteragdes
anatdbmicas com evidentes aumentos na espessura dos tecidos epidérmicos foliares e
radiculares, resultantes da diminui¢do da toxicidade por Cd induzida pelo nutriente em K.
ivorensis. Comprovamos que a espécie, comporta-se como uma acumuladora mediana de Si.

Além disso, o Si participa do metabolismo fisioldgico do mogno africano por induzir

no maior espessamento do diametro do cilindro vascular e do maior elemento de vaso, tecidos
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reconhecidamente condutores, o que garantiu a manutencdo do status hidrico das plantas em
niveis satisfatorios ao crescimento. Em adicdo, no sistema radicular, o Si, provavelmente,
promoveu o depdsito radial e transversal de suberina nas células epidérmicas e, assim,
contribuiu para reforcar as estrias de Caspary reduzindo o transporte apoplastico do Cd as
partes aéreas. Esse mecanismo de acdo do nutriente contribuiu para a fitoestabilizacdo do Cd
nas plantas e preveniu danos ao maquinario fotossintético, fato que permitiu ganhos no
crescimento e espessamento dos tecidos foliares.

N&o descartamos, ainda, o envolvimento do nutriente nos processos de complexacao,
compartimentalizacéo e quelacdo do MP, o que contribuiu para o aumento da toleréncia de K.

ivorensis a toxicidade por Cd, o que carece, no entanto, de maior investigacdo.
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5. CONCLUSAO GERAL

A partir do referencial tedrico adotado como indicador do nivel de tolerancia e
potencial fitorremediador, confirmamos que o mogno africano (Khaya ivorenses A. Chev.) é
fitorremediadora ao Cd e apresenta potencial para remediar solos contaminados com até Cd
25 mg L. Essa concentracdo é oito vezes superior ao valor de intervencdo para areas de
protecdo maxima (APMax) conforme proposto pelo CONAMA. A espécie mostrou-se
tolerante a essa condicdo adversa, tendo em vista a manutencdo de taxas de crescimento e de
producdo de biomassa satisfatorias, equivalentes as das plantas ndo estressadas.

Esses resultados foram atribuidos a inducdo de K. ivorenses na reducdo da
translocacdo de Cd para as partes aéreas e no maior acumulo do ion no sistema radicular.
Nesse aspecto, a fitoestabilizacdo, apareceu como estratégia primaria de tolerancia dessa
espécie aquele nivel de contaminacdo por Cd.

Por outro lado, para ambientes contaminados com Cd 50 mg L™, as modulacdes
adaptativas do mogno africano ndo sdo suficientes para garantir seu crescimento e
desenvolvimento. Nessa concentragdo, hd grande mobilizacdo do Cd das raizes para as partes
aéreas do vegetal, com consequente dano ao metabolismo bioquimico, fisiologico e
anatomico.

Diante disso, a suplementacdo com Si 150 mg L™ é fundamental e assegura o
restabelecimento do metabolismo normal das plantas e potencializa o carater fitorremediador
de K. ivorenses ao Cd, sobre tudo, porqué o nutriente imobiliza o Cd nas raizes e evita sua
entrada no xilema, provavelmente, por processos de suberizacdo de tecidos radiculares, bem
como, pelo eficiente aumento na espessura do cortex e do didmetro radicular. As
modifica¢Bes anatdmicas nesses tecidos induzidas pelo Si preveniram a translocacédo do MP
para 6rgdos superiores do vegetal e sua consequente entrada em tecidos metabolicamente
ativos e evitaram danos a maquinaria fotossintética.

De modo geral, espécies lenhosas ndo sdo acumuladoras de Si, ou acumulam niveis
extremamente baixos do mineral em seus tecidos, o que impede as modulagbes do
micronutriente benéfico nas respostas adaptativas dos vegetais as condi¢des indspitas de
crescimento. Comprovamos que K. ivorenses, concentra niveis intermediarios do acido
monossalicilico nos diferentes oOrgdos do vegetal, o que assegurou sua tolerancia a

fitotoxicidade causada por Cd em niveis mais extremos de contaminacgédo pelo MP.



