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RESUMO

Cunha, Karina Patricia Vieira, D. Sc. Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Dezembro de 2008. Silicio como amenizante da fitotoxicidade
de cadmio e zinco e tolerdncia de plantas de milho (Zea mays L.)
cultivadas em solo contaminado. Orientador: Clistenes Williams Araujo do

Nascimento.

Esse trabalho foi desenvolvido com o objetivo de investigar os efeitos do Si na
amenizagao da toxicidade de Cd e Zn tanto no solo como na planta, além de
estudar os mecanismos de tolerancia desenvolvidos por plantas de milho
submetidas a toxicidade de Cd e Zn no solo. Para tanto, dois experimentos
foram realizados em casa de vegetagao, utilizando amostras superficiais (0-20
cm) de um Argissolo Vermelho-Amarelo. O primeiro experimento, um ensaio
preliminar, teve a finalidade principal de determinar niveis toxicos de Cd e Zn
para plantas de milho. Doses equivalentes aos niveis toxicos de Cd e Zn,
determinados no ensaio preliminar, foram aplicadas ao solo no segundo
experimento visando avaliar o efeito do Si na amenizacao da toxicidade de Cd
e Zn no solo e na planta. No primeiro experimento, foram estudadas: (a) a
eficiéncia de diferentes extratores (DTPA, EDTA, Mehlich-1 e Mehlich-3) na
avaliacao da disponibilidade de Cd e Zn para plantas de milho cultivadas em
solo corrigido e nao corrigido com calcario; (b) o efeito da aplicagédo de Cd (0,
1,3,5,10 e 20 mg kg™) e Zn (0, 10, 30, 50, 100 e 150 mg kg™') no crescimento
e acumulo desses metais em plantas de milho, e (c) sintomas visuais de
toxidez e alteracdes anatdmicas em folhas e raizes de milho expostas a esses
metais. Correlagdes altamente significativas foram encontradas entre todos os
extratores testados e os teores de metais absorvidos pelas plantas. O aumento
das doses de metais promoveu reducdo da producdo de biomassa, além de
aumentar o conteudo destes metais nas plantas. Os niveis criticos toxicos de
Cd para o Argissolo variaram de 8,7 a 13,1 mg kg'1, enquanto para Zn esses
valores situaram-se entre 74,1 e 110,7 mg kg™, respectivamente, para solos

com e sem calagem, dependendo do extrator considerado. Os sintomas visuais
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de toxidez foram clorose internerval e marginal, associada a necrose no apice e
margens das folhas, encarquilhamento e enrolamento de folhas. No segundo
experimento, foram estudados: (a) efeito da aplicacdo de Si na
biodisponibilidade de Cd e Zn, e sua distribuicao entre as fragdes do solo; (b)
efeito da aplicagdo de doses crescente de Si (0, 50, 100, 150, 200 mg kg™) no
crescimento de milho em solo contaminado com 10 e 100 mg kg™ de Cd e Zn,
respectivamente; e (c) a relagdo do acumulo e da distribuicao celular de silica,
Cd e Zn com a tolerancia e as alteragdes estruturais observadas em plantas de
milho. A reducao dos efeitos toxicos de Cd e Zn foram independentes do efeito
do silicato de calcio sobre o pH do solo. As plantas de milho tratadas com Si
apresentaram ndo apenas aumento da produgdo de biomassa como também
da absorcao e acumulagdo de metais nos tecidos vegetais. Alteragdes
estruturais significativas foram observadas em folhas e raizes de milho
submetidas ao estresse de Cd e Zn apéds aplicagao de Si, indicando que a agao
amenizante do Si pode ser atribuido ndo somente a imobilizagado de Cd e Zn no

solo, mas também a efeitos na planta.
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ABSTRACT

Cunha, Karina Patricia Vieira, D. Sc. Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Dezembro de 2008. Silicon amelioration of cadmium and zinc
toxicities and tolerance in maize (Zea mays L.) grown on a cadmium and

zinc contaminated soil Adviser: Clistenes Williams Araujo do Nascimento.

This work was carried out to investigate silicon amelioration of Cd and Zn
toxicities in both the soil and in plant, in addition to studying the mechanisms of
tolerance developed by maize plants subjected to toxicity of Cd and Zn in soil.
To that end, two experiments were conducted in a greenhouse, using surface
samples (0-20 cm) of a Typic Kandiudult soil. The first experiment, a preliminary
test, had the primary aim of determining toxic levels of Cd and Zn to maize
plants, which were used in the experiment to evaluate the silicon amelioration of
Cd and Zn toxicities. In the first experiment were studied: (a) the soil Cd and Zn
availability to maize plants with and without liming, using the DTPA, EDTA,
Mehlich-1, and Mehlich-3 extractants; (b) The effect of Cd and Zn doses on
plant growth and metal accumulation in maize; and (c) toxicity symptoms and
anatomical changes in leaves and roots exposed to Cd and zinc. Highly
significant correlations were found between all extractants tested and metal
plant contents. The metal addition to soil reduced biomass production and
increased Cd and Zn plant contents. The critical toxicity value for Cd in soll
varied from 8.7 to 13.1 mg kg'1, whereas for Zn this value lied between 74.1 to
110.7 mg kg"', depending on liming and extractant type. Interveinal and
marginal chlorosis together with necrosis in the leaf apex and along the
margins, shriveling and curling were the most common symptoms in zinc and
cadmium-damaged plants. In the second experiment were studied: (a) effect of
Si on the bioavailability of Cd and Zn, and its distribution among the fractions of
soil, (b) effect of increasing doses of Si (0, 50, 100, 150 , 200 mg kg™ in the
growth of maize in soil contaminated with 10 mg kg™ of Cd and 100 mg kg™ of

Zn, (c) the relationship between accumulation and distribution of cellular silica,
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Cd and Zn with tolerance and the structural changes observed in maize plants.
The reduction of the toxic effects of Cd and Zn were independent of the effect of
calcium silicate on the soil pH. The results showed that the maize plants treated
with Si presented not only biomass increasing but also higher metal
accumulation. Significant structural alterations were also observed as a result of
Si application, indicating that the ameliorating effect of Si can be attributed not
only to the retention of Cd and Zn in soil but also to the effects on plant.
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INTRODUGAO

No decorrer dos ultimos anos, o crescimento populacional e o
desenvolvimento de atividades econémicas como mineragao, industrializagao e
praticas agricolas tém contribuido para a degradagdo do ambiente, sendo
responsaveis pela introducdo de contaminantes em solos (Accioly e Siqueira,
2000). Dentre as diferentes substéncias e elementos que podem contaminar o
solo, os metais pesados tém merecido especial atencdo, devido a sua alta
persisténcia e toxicidade aos organismos vivos. Embora seja alvo de
controvérsias, o termo “metal pesado” € comumente usado para designar um
grupo heterogéneo de elementos que incluem metais, semimetais e n&o
metais, cuja densidade atémica € maior que 6 g cm™ (Alloway, 1990). Alguns
metais pesados, como Fe, Mn, Zn, Cu e Mo s&o essenciais para o crescimento
das plantas, enquanto outros, como Pb, Cd, Hg e Cr, ndo tém funcgao bioldgica
conhecida.

A contaminag&o do solo com metais pesados € um problema global e o
desenvolvimento de técnicas de remediagdo desses solos é de grande
interesse. Plantas podem ser uma alternativa, especialmente pela técnica de
fitoextracdo. Esse processo estda baseado no principio de que as plantas
absorvem naturalmente elementos necessarios ao seu desenvolvimento, e,
pelas mesmas vias, metais pesados (Cunningham e Ow, 1996), transferindo-os
do solo para a parte aérea, a qual pode ser removida da area poluida
(Nascimento e Xing, 2006).

Ao longo das ultimas décadas, muitos trabalhos tém apontado a
fitoextragcdo como uma técnica bastante promissora para recuperacao de solos
contaminados (Cunningham e Ow, 1996; Lasat, 2000; Nascimento e Xing,
2006). Esta alternativa apresenta como principais vantagens a reducédo de
custos e a possibilidade de recuperar extensas areas contaminadas. O residuo
gerado no processo de fitoextragdo (tecido vegetal) pode ser processado com
seguranga, sendo o volume de material toxico produzido, uma fragédo do que é
gerado por outras técnicas de remediagao (Accioly e Siqueira, 2000).

Quanto aos limites da fitoextracao, pode-se citar como mais importante o
fato de sua aplicacédo ser dependente do nivel de contaminacao local, visto que

os solos com alta contaminacéo n&o suportam o crescimento de plantas. Outro
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aspecto é que para o desenvolvimento e aprimoramento dessa técnica devem
ser considerados processos fisioldégicos relacionados com absorgao,
transporte, acumulagdo e tolerancia celular, que continuam sendo alvo de
controveérsias.

A maior parte das plantas hiperacumuladoras de metais pesados possui
crescimento endémico, baixa penetracdo radicular, pouca producao de
biomassa e lento desenvolvimento. Em face dessas limitacbes apresentadas
pelas espécies hiperacumuladoras torna-se necessario buscar novas espécies
que viabilizem a fitoextracdo. Para tanto, a avaliacdo das espécies quanto a
capacidade de tolerar esse tipo de estresse se faz necessaria. Diferentes
propriedades das plantas sdo importantes para a fitoextragdo. Em geral, as
seguintes caracteristicas sao favoraveis para a utilizagcdo de plantas como
fitoextratoras: crescimento rapido, elevada producdo de biomassa,
competitividade e tolerancia a contaminacao (Lamego e Vidal, 2007).

Na busca de um fitoextrator ideal, a fim de tornar essa tecnologia
economicamente viavel para o tratamento de locais contaminados, tem sido
incentivada a integracado de diversas areas de pesquisa. No que diz respeito,
por exemplo, ao melhoramento das propriedades de acumulacdo de metais nas
células pela engenharia genética, um melhor entendimento dos processos
envolvidos na aquisicdo de metais do solo até as raizes, na translocagao das
raizes para a parte aérea, e ainda, da tolerancia as altas concentragdes de
metais nos tecidos vegetais é requerido (Tong et al., 2005).

A toxicidade de metais precisa ser melhor estudada para verificar até
que niveis as plantas podem suporta-la. A anatomia vegetal tem apresentado
relevante destaque nesses estudos uma vez que permite investigar a relagcao
entre alteragdes fisiologicas, morfoanatdmicas e adaptagdes de plantas a
diferentes condicbes ambientais.

Uma técnica auxiliar na implantacdo de programa de fitoextragao,
principalmente, em solos com elevados niveis de contaminagédo, pode ser a
utilizacdo de amenizantes quimicos, que reduzem a biodisponibilidade dos
metais e possibilitam o crescimento e desenvolvimento de plantas. Os
amenizantes podem converter formas soluveis de metais pesados em formas
geoquimicamente estaveis, propiciando, em muitos casos, uma imobilizagc&o

duravel e efetiva dos metais, evitando a lixiviacdo e disseminagdao do
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contaminante. Dentre os materiais usados, destacam-se fosfatos, oxi-
hidroxidos de Fe e Mn, materiais organicos, calcarios e silicatos.

Recentemente, a investigagdo do papel do Si na amenizagdo da
toxicidade de metais as plantas tem gerado muita controvérsia quanto ao seu
efeito no solo ou na planta. Isso se deve ao fato do Si promover aumento do pH
do solo e consequente reducdo da biodisponibilidade e absorcdo dos metais
pelas plantas, o que tem sido considerado, por alguns autores, o principal efeito
amenizante da toxicidade da metais pelo Si. Com base no estudo
morfoanatdmico de plantas submetidas a estresse por metais pesados e
tratadas com Si, tem sido admitido também o efeito do Si nas plantas e de seu
envolvimento em processos fisiolégicos importantes, que resultam em
alteracdes estruturais e na deposicdo de complexos Si-Metal em seus tecidos
(Neumman e Nieden, 2001; Shi et al., 2005a,b).

Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo geral investigar os
efeitos do Si na amenizagdo da toxicidade de Cd e Zn tanto no solo como na
planta, além de estudar os mecanismos de tolerancia desenvolvidos por

plantas de milho submetidas a toxicidade desses metais.
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REVISAO DE LITERATURA

Silicio no solo

O silicio (Si), depois do oxigénio, € o elemento mais abundante da crosta
terrestre. No solo, o conteudo de Si pode variar de <1 a 45% do peso seco. O
Si esta presente na solugdo do solo como acido monossilicico [Si(OH)4], a
maior parte em forma ndo dissociada, a qual é prontamente disponivel as
plantas. Devido a dessilicatizacdo causada pelo intenso intemperismo e
lixiviagdo dos solos tropicais, as formas de Si mais encontradas nesses solos
sdo quartzo, opala (SiO2.nH,0) e outras formas ndo-disponiveis as plantas. As
formas de Si quimicamente ativas no solo sado representadas pelo acido
monossilicico soluvel e fracamente adsorvido, acido polissilicico, e compostos
organo-silicicos (Matichenkov e Calvert, 2002).

As principais fontes de acido monossilicico para a solu¢do do solo sao:
decomposicdo de residuos culturais; dissociacdo de acidos polissilicicos;
dessorcao de Si dos oxidos e hidroxidos de Fe e Al; dissolugdo de minerais
cristalinos e nao cristalinos; adicdo de fertilizantes silicatados; e agua de
irrigacédo. Os principais drenos incluem a precipitacdo do Si em solugéo; a
polimerizagao de acidos monossilicicos formando acido polissilicico; lixiviagao;
adsorcao em oOxidos e hidroxidos de Fe e Al, além da absor¢ao pelas plantas.

Além da intensa dessilicatizacdo dos solos tropicais, os cultivos
sucessivos retiram da solugdo do solo teores consideraveis de Si, por esta
razdo, culturas importantes no contexto nacional, como soja, milho, trigo,
algodao, arroz, cana-de-agucar e outras, tem sido beneficiadas com a
fertilizacdo silicatada, com aumentos significativos em suas produtividades
(Barbosa-Filho et al., 2000; Korndorfer et al., 1999; Korndorfer et al., 2002).

Os solos tropicais, normalmente, apresentam baixo pH, alto teor de Al**,
baixa saturacdo por bases e alta capacidade de fixacdo de fésforo.
Particularmente nesses solos, os fertilizantes silicatados podem influenciar as
culturas de duas formas: (1) melhoria das propriedades quimicas e fertilidade
do solo, e (2) efeito direto sobre o crescimento e desenvolvimento vegetal
(Matichenkov e Calvert, 2002).
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Os silicatos tém comportamento no solo similar ao dos carbonatos de
célcio e magnésio, sendo capazes de elevar o pH, neutralizar o Al trocavel e
estdo associados ainda ao aumento da disponibilidade de silicio (Si) soluvel e
dos teores de Ca e Mg trocaveis, o que promove maior saturagédo por bases e
menor saturagao por Al (Epstein, 1999; Savant et al., 1999).

Os fertilizantes silicatados sdo normalmente neutros a ligeiramente
alcalinos (Lindsay, 1979). De acordo com Savant et al. (1999), o efeito corretivo
da acidez do solo promovida pelos silicatos acontece pelas reagdes dos anions

SiO3 com os protons HY na solugdo do solo:

CaSiO; + H,0 o Ca?* + Si0s*
Si0> + 2H'e  H,SiO;
H,SiO; + H,O & H4SiO4

O aumento do pH de solos contaminados apds tratamento com Si é
reportado por varios autores como sendo o principal responsavel pela
imobilizacédo e reducéo da biodisponibilidade de metais pesados (Accioly, 2001;
Liang et al., 2005; Paim et al., 2006; Liang et al., 2007).

O pH é o principal fator determinante do balango de cargas no solo. Em
pH baixo, ocorre a predominéncia de cargas positivas no solo devido aos ions
HsO" ficarem adsorvidos na superficie dos coldides, o que inibe a adsorcdo de
metais devido a repulsdo entre o coléide e o metal desfavorecendo as reacdes
de adsorgdo. A elevagao do pH determina: (1) aumento de cargas negativas
por meio de desprotonagdo de H* da superficie coloidal, favorecendo as
reagcdes de adsorgcao e, (2) a maior precipitacdo de metais como hidréxidos,
carbonatos e complexos organicos.

De maneira geral, o pH apresenta relagcdo inversa com a
biodisponibilidade de metais pesados. A elevagdo do pH pela aplicagdo de
silicato promove o incremento dos sitios de adsorcdo do solo reduzindo os
teores biodisponiveis de metais. Em adicdo ao aumento da adsor¢do, com a
elevacao do pH ocorre maior precipitacdo contribuindo para imobilizacao de
metais no solo. De forma semelhante ao ion carbonato (COs*), os anions
SiOs% combinam-se com fons H* na solugéo do solo, diminuindo a atividade

quimica por precipitacado de metais na forma de hidréxidos (Paim et al., 2006).
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Porém, além da precipitacdo na forma de hidroxidos, a adicdo de silicio
promove a precipitacdo de metais na forma de silicatos (Dietzel, 2000), o que &
um beneficio adicional muito importante e vantajoso em relagdo aos calcarios
(Paim et al., 2006).

Dietzel (2000) afirma que na faixa normal de pH do solo, a incorporagao
de silicatos promove a polimerizacdo de compostos silicatados que sé&o
potenciais ligantes para a formagdo de complexos insoluveis com os metais
pesados (silicatos de metais). De fato, o acido silicico pode existir como
moléculas isoladas, também chamada de acido monossilicico [Si(OH)4], e
como polimeros, chamados de acido polissilicico. Esses polimeros consistem
de tetraedros que sé&o ligados via ligagbes do tipo Si-O-Si, podendo formar
silica dimérica [Si,O3(OH)4*], trimérica [SisOs(OH)s> ], tetramérica [SisOg(OH)4*]
e assim sucessivamente. A formacao de acidos polissilicicos pode ser descrita

genericamente de acordo com a equagao:

(I)H (I)H (I)H (I)H
Ho—SIi—OH + HO—SIi—OH Aad HO—?i—O —Sli—OH
OH OH OH OH

ACIDO MONOSSILICICO ACIDO POLISSILICICO

A aplicagao de doses maiores que 100 mg dm™ de Si ao solo promove a
mudanca da coordenacgao do Si de quatro para seis, sendo esse o ponto de
partida para sua polimerizagcdo e consequente formacdo de complexos
insoluveis Si-metal no solo (Dietzel, 2000; Paim et al., 2006). Paim et al. (2006)
constataram a presenga de corpusculos esbranqui¢cados sobre as particulas de
solo quando houve um aumento brusco da dose de 6040 para 13660 mg dm
de Si. Além disso, a diminuicdo de pH, de aproximadamente 7,5 para 6,0,
observada por esses autores para doses elevadas de silicio (>8030 mg dm™),
sugere uma diminuicdo da atividade dos anions SiOs? como bases e um
aumento de sua participagao como polimeros de Si atuando como ligantes para
formacao de complexos insoluveis de Si com metais no solo.

Alteragdes na distribuicdo de metais entre as fragdes do solo também

sdo relatadas como efeito de Si no solo contaminado. Apds tratamento do solo
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com Si, Liang et al (2005) verificaram aumento dos teores de metais ligados a
oxidos de Fe e concomitante reducdo de seus teores na fragao trocavel.
Sommer et al (2006) relatam a sorg&o de polimeros de silicio na superficie de
oxidos de Fe e Al, sendo a estabilidade desses polimeros aumentada em pH <
8 e na presenca de cations em solugao, especialmente os cations divalente, de
acordo com a seguinte ordem: Cu>Zn>Sr>Ca>Mg>Na>K (Dietzel, 2000). Além
disso, a ligagdo de complexos organo-silicicos a superficie de oxidos foi
relatada por Sommer et al (2006) e pode ser envolvida na complexagao de

metais pesados no solo.

Silicio nas plantas

Embora nédo seja considerado um elemento essencial, o Si tem
apresentado muitos beneficios para as plantas, principalmente no controle de
doencas e na amenizacao de estresses salino, hidrico e de metais pesados. A
amenizacao da fitotoxicidade por metais pesados com a aplicagao de silicio
tem sido bem documentada (Neumman e Nieden, 2001; Shi et al., 2005a; Liang
et al., 2007; Zhang et al., 2008). Porém, os mecanismos pelos quais o Si
aumenta a tolerancia das plantas ainda ndo estdo completamente entendidos.

As plantas absorvem Si como acido monosilicico [Si(OH),], forma nao
dissociada presente na solugéo do solo em concentragdes de 0,1 a 0,6 mmol L
e, em menor grau, como Si(OH);0°, forma ibnica predominante em pH > 9
(Epstein, 1994). A acumulagdo de Si nos tecidos vegetais varia
consideravelmente (entre 1 a 10% do peso seco) de acordo com a espécie
(Currie e Perry, 2007). Essa ampla variacdo na concentragado de Si nos tecidos
€ atribuida, principalmente, a caracteristicas de absorcdo e transporte de Si
pelas plantas (Epstein, 1994). A maioria das espécies absorve Si por difusdo
passiva, de modo que o Si chega ao xilema e alcangca a parte aérea
acompanhando o fluxo de transpiragcdo. Entretanto, espécies das familias
Poaceae, Equisetaceae e Cyperaceae, que apresentam alta acumulagao de Si
(>4% de Si em peso seco), absorvem Si de forma ativa (Currie e Perry, 2007).

Nesse caso, 0 Si é absorvido via proteinas especificas de membranas, o0 que
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garante o acumulo de Si pela planta, independente do gradiente de
concentracgao (Oliveira et al., 2007).

O Si absorvido pelas raizes é transportado para parte aérea e
depositado intra ou extracelularmente nos tecidos vegetais como silica amorfa
hidratada (SiO2,nH,O). Em gramineas, como milho, arroz e sorgo, a silica &
depositada na forma de corpos silicosos, principalmente nas células
epidérmicas, silicosas e buliformes, e nos estdématos e tricomas foliares (Currie
e Perry, 2007). Em muitas espécies pode ser encontrada abaixo da cuticula
uma densa camada formada pela deposicdo de silica. A formagdo dessa
camada tem sido de grande importancia em condi¢cbes de estresse bibtico e
abiotico, contribuindo para reduzir a perda de agua por transpiragdo e
aumentar a eficiéncia do uso da agua (Nwugo e Huerta, 2008), servindo como
uma barreira mecanica a penetragdo de patdégenos e mastigacao de herbivoros
(Epstein, 1999; Savant et al., 1999).

Sabe-se que o Si age tanto no solo, por meio da redugdo da
biodisponibilidade dos metais, como no interior das plantas. Na planta, o efeito
amenizante do Si pode ser atribuido a: (1) retencdo de metais nas raizes e
inibicdo da translocagao para a parte aérea (Shi et al., 2005a); (2) deposi¢ao de
SiO2 no apoplasma da raiz e na superficie foliar, constituindo uma barreira ao
fluxo apoplastico dos ions metalicos e ao fluxo transpiracional, respectivamente
(Lux et al., 2002; Shi et al., 2005a); (3) co-precipitacao de complexos Si-metal
na parede celular (Neumman e Nieden, 2001); (4) compartimentalizagdo de
metais ligados a acidos organicos no vacuolo (Neumann e Nieden, 2001) ; (5)
distribuicdo mais homogénea de metais e formagéo de complexos Si-polifendis
nos tecidos (Willians e Vlamis, 1957; Horst e Marschner, 1978; Shi et al,,
2005b; Maksimovic et al., 2007); e (6) reducéo da peroxidagao dos lipidios de
membrana via estimulagdo de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos
(Shi et al., 2005b).

Silicio e mecanismos celulares de tolerancia a metais pesados

A relacdo do Si com os mecanismos de tolerancia celular a metais

pesados tém sido bastante estudada. Uma das primeiras pesquisas associando
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o efeito do Si a amenizacdo da toxicidade de metais pesados foi desenvolvida
por Willians e Vlamis (1957). Esses autores observaram a redugao de sintomas
de toxicidade de Mn?" em plantas de cevada apds adigdo de uma pequena
quantidade de Si (357 pmol L' de Si) a solugdo nutritiva. Embora a
concentracdo de Mn nos tecidos foliares tenha sido a mesma entre os
tratamentos com e sem Si, na auséncia de Si, as plantas cultivadas foram
severamente injuriadas. Utilizando Mn marcado (**Mn), esses autores
observaram que, na presenca do Si, o Mn apresentou distribuicdo mais
homogénea na lamina foliar, evitando a formagdo de lesbes tipicas da
toxicidade de Mn em plantas. Posteriormente, Horst e Marschner (1978)
observaram alteragdes semelhantes na distribuicdo do Mn na presenca e
auséncia de Si em folhas de feijoeiro. Esses resultados foram também
confirmados, recentemente, por Shi et al. (2005b) em plantas de pepino
expostas a toxicidade de Mn e tratadas com Si. No entanto, em contraste com
alguns autores (Willian e Vlamis, 1957; Horiguchi, 1987), Horst e Marschner,
1978) observaram maior acumulagdo de Mn nos tecidos apos tratamento com
Si, de modo que enquanto na auséncia de Si o nivel toxico de Mn nas folhas de
feijao foi de 100 mg kg'1, apos sua suplementagdo na solugao nutritiva esse
nivel foi elevado para mais de 1.000 mg kg™’ de manganés.

Mudancas na especiagdo e na distribuicio de metais entre os
compartimentos celulares sao também descritos como efeito do Si nas plantas.
O suprimento de Si na solugao nutritiva alivia a toxicidade de Mn por aumentar
a adsorgado de Mn na parede celular de plantas de feijao e, consequientemente,
diminuir a concentragdo de Mn soluvel no apoplasma (Horst et al., 1999;
Iwasaki et al., 2002a,b). Segundo lwasaki et al. (2002a,b), quando foram
fornecidos ao mesmo tempo 50 umol L' de Mn e 1,44 mmol L' de Si, os
sintomas de toxicidade de Mn foram aliviados sem que a concentragao total de
Mn na parte aérea fosse reduzida. Por outro lado, os sintomas n&do foram
completamente aliviados quando as plantas de feijao-caupi foram apenas pré-
tratadas com 1,44 mmol L™ de Si e, em seguida, expostas a 50 ymol L' de Mn
sem o fornecimento concomitante de Si. Esse fato indica que o Si deve estar
continuamente presente no meio de cultivo durante o estresse para que haja
respostas mais favoraveis. Embora o total de Mn nos tecidos tenha sido

semelhante, tanto plantas pré-tratadas como aquelas com fornecimento
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continuo de Si, exibiram menores concentragdes de Mn soluvel no extrato do
apoplasma e maiores concentracbes de Mn adsorvido a estrutura da parede
celular quando comparadas as plantas sem Si (Iwasaki et al., 2002a).

Corroborando os resultados de lwasaki et al. (2002a,b), Rogalla e
Romheld (2002) verificaram que embora a absorgédo e concentragdo de Mn nas
folhas de pepino ndo tenham sido afetadas apds a adicdo de Si, alteracdes
significativas na distribuicdo de Mn entre os compartimentos externos e
internos da célula foram observadas.

E importante ressaltar que, além da mudanca na distribuicdo celular de
Mn entre apoplasma e simplasma, o Si promoveu mudanca na especiacido de
Mn presente no apoplasma. Desse modo, o Mn soluvel, forma predominante no
apoplasma na auséncia de Si, passou a Mn adsorvido a parede celular apos
adicdo de Si a solugdo. Esse resultado € importante, uma vez que o Mn
presente nas plantas tratadas com Si € menos disponivel e, por isso, menos
téxico ao metabolismo celular. Dessa maneira, tanto lwasaki et al. (2002a,b)
como Rogalla e Romheld (2002) concluiram que a tolerédncia de Mn mediada
pelo Si em plantas de pepino e feijdo-caupi € uma consequéncia da forte
ligacdo do Mn a parede celular e da redugdo da concentracdo de Mn no meio
intracelular. Em contraste, Shi et al. (2005b), em experimento com plantas de
arroz expostas a toxicidade de Cd, nao verificaram alteracao na distribuicdo de
Cd entre simplasto e apoplasto de raizes de arroz expostas a 50 pmol L' de
CdSO, apos tratamento com 1,8 mmol L™ de Si. Mesmo na presenca de Si,
grande parte do Cd na raiz (87%) continuou sendo localizada no meio
intracelular. Essa discrepancia entre os resultados foi atribuida as diferencgas
entre espécies em resposta a diferentes metais pesados. No entanto, Wang et
al. (2000) também estudando o efeito do Si na toxicidade de Cd em plantas de
arroz verificaram através da analise de EDX (Energia dispersiva de raios-x) que
apods tratamento com Si, o Cd passou a ser detectado predominantemente na
parede celular, corroborando os resultados obtidos por Iwasaki et al. (2002a,b)
e Rogalla e Romheld (2002).

O efeito do Si modificando a capacidade de ligagdo da parede celular
propicia a precipitacdo de complexos Si-Metal reduzindo a concentracdo de
metais livres nos tecidos (Wang et al., 2000; lwasaki et al., 2002a,b; Rogalla e

Romheld., 2002). De fato, varios autores tém localizado metais pesados ligados
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a Si na parede celular. Zhang et al. (2008) usando a técnica de microscopia
eletrdbnica de transmissdo em associacdo com EDX verificaram que a
distribuicdo foliar de Cd foi similar a distribuigdo de Si, sugerindo a co-
precipitacdo desses elementos nos tecidos vegetais. Neumann e Nieden (2001)
consideraram a ocorréncia de precipitados de silicato de Zn no vacuolo e
parede celular de folhas de Cardaminopsis halleri, um mecanismo de tolerancia
a metais pesados. De maneira semelhante, Neumann et al. (1997) verificaram
que Zn foi precipitado como silicato de Zn na parede celular da epiderme de
Minuartia verna, espécie tolerante a Zn. Esses resultados d&o suporte a
hipétese de que a interagdo Si-metal no tecido tem um papel significativo na
diminuicdo da toxicidade de metais mediada pelo Si, corroborando o
envolvimento do Si nos mecanismos de tolerancia celular a metais pesados.

A co-precipitacdo de Si-metal na parede celular tem sido apontada como
um importante mecanismo de alivio da toxicidade de metais pesados mediado
pelo Si, uma vez que impede as concentracdes de ions metalicos livres em
sitios de alta sensibilidade a sua toxicidade, como no interior de células do
mesofilo (Vollenweider et al., 2006). Embora depdsitos de Si-metal possam ser
detectados no citoplasma, Neumann e Nieden (2001) demonstraram que esses
depdsitos sao instaveis e transitérios, sendo mais comuns no apoplasma.
Esses autores relatam que estes silicatos sdo lentamente degradados de modo
que a SiO; resultante é detectavel como uma camada delgada sobre o
tonoplasto, enquanto os metais pesados sao sequestrados por acidos
organicos nos vacuolos.

Os mecanismos internos pelos quais o Si aumenta a tolerancia das
plantas aos metais pesados séo contraditérios. Enquanto alguns pesquisadores
observaram que o Si aumentou a tolerdncia, mas diminuiu a absorcao de
metais (Horiguchi., 1987; Nwugo e Huerta, 2008), outros demonstraram que o
Si promoveu a maior producdo de biomassa, sem reduzir a absorcdo e
acumulacdo de metais na parte aérea (Horst e Marschner, 1978; Horiguchi,
1988; Maksimovic et al., 2007; Rogalla e Romheld, 2002; Iwasaki et al.,
2002a,b). Vale salientar, porém, que o maior crescimento de plantas
tratadas com Si pode provocar efeito diluicdo na concentragdo de metais (Shi
et al., 2005a).
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A reducdo da concentracdao de metais na parte aérea como efeito do Si,
tem sido atribuida a retencdo de metais nas raizes resultado da deposicao de
silicatos de metais nesses tecidos (Shi et al., 2005a; Treder e Cieslinski, 2005;
Zhang et al., 2008). Como exemplo desse efeito, Shi et al (2005a) relatam que
85% do total de Cd em plantas de arroz foram retidos nas raizes apos adigcéo
de Si.

Em adigcdo a deposicdo de SiO, ou silicatos de metais no apoplasma
radicular, alguns autores relatam que a deposicédo de SiO; na superficie da
epiderme foliar também contribui significativamente para reduzir a absorgéo e
translocacao de metais das raizes para a parte aérea. Com a reducao do fluxo
de transpiracado a absor¢ao de metais por fluxo de massa € também reduzida.
Neste contexto, Zhang et al (2008) relatam a reducdo de 30 a 50% da
concentragcao de Cd na parte aérea de plantas de arroz apds adigdo de doses
crescentes de Si a solugao nutritiva.

Outro aspecto importante no alivio da toxicidade de metais pesados
mediado pelo Si é o seu envolvimento no metabolismo e na utilizagcdo de
compostos polifendis pelas plantas submetidas a estresses bibticos e abidticos.
O Si aumenta a producéao de polifendis, que agem como substancias inibidoras
de patégenos, em plantas sob estresses bitticos (Epstein, 1999; Savant et al.,
1999). Porém, esse efeito do Si em plantas expostas a toxicidade de metais
pesados é bastante complexo. Na toxicidade por metais pesados o Si pode agir
tanto estimulando como inibindo a produgédo de polifendis. De acordo com
Maksimovic et al. (2007), as concentragdes de compostos fendlicos em folhas
de pepino cultivadas com elevadas concentragées de Mn foram reduzidas apos
adicao de Si, sugerindo a formagao de compostos Si-polifendis nas células.

Apos tratamento com Si, a producédo de polifendis soluveis parece ser
estimulada enquanto polifendis insoluveis sao inibidos. Kidd et al (2001)
relataram maior produgéo de polifendis soluveis (catecol, catequina, quercetina,
curcumim) apos aplicagdo de Si como estratégia de aumentar a complexagéo
de Al e, assim, desintoxicar as células aumentando a tolerédncia de uma
cultivar de milho resistente a Al.

Inanaga e Okasaka (1995) e Inanaga et al (1995) relatam que além ser
depositado como silica gel (inerte) na parede celular, o Si participa de

complexos do tipo Si-fendis-carboidratos e Si-lignina-carboidratos e
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estabilizam, ainda, a ligacdo de pectinas-proteinas a lamela média, a
semelhancga do Ca. Esse envolvimento do Si nessas ligagdes pode justificar as

alteragdes observadas no metabolismo dos polifendis.

Respostas morfoanatomicas de plantas expostas a metais

Por muito tempo, o interesse nas respostas de plantas ao estresse por
metais pesados envolveu apenas avaliagées bioquimicas e fisiologicas. Esse
fato pode explicar a idéia equivocada de Marques et al. (2000), ao afirmarem
que as espécies tolerantes ndo diferem morfologicamente das nao-tolerantes
ou sensiveis aos metais, mas apenas bioquimica e fisiologicamente.
Atualmente, os estudos anatémicos e morfolégicos estdo bastante difundidos e
abrangem muitas finalidades. Isso por que as consideragbes qualitativas e
quantitativas que s&o possiveis com aplicagdes praticas de anatomia vegetal
sdo de grande valia, tornando esses estudos mais completos e aprofundados.
Geralmente, a estrutura anatbmica alterada € comparada com a estrutura
normal da planta e esta, pode ser utilizada como bioindicadora de adaptacdes
ambientais e da influéncia destes diferentes fatores sobre o crescimento e
desenvolvimento das plantas.

Em adicdo as avaliagdes morfoanatdbmicas e morfométricas, testes
histoquimicos tém sido freqlentemente utilizados para identificacdo da
natureza quimica de constituintes e metabdlitos celulares de interesse
especifico para o estudo, por exemplo, producdo de lipidios, depoésitos de
ligninas, taninos, silica, além da identificacdo de sitios de acumulo de metais
nos tecidos (Vollenweider et al.; 2006; Seregin e Ivanov, 1997).

Esses estudos permitem a observagcdo de diferentes alteracdes
anatdmicas e estruturais nas plantas expostas a metais pesados. Dentre essas
alteracdes destacam-se: parede celular do xilema impregnado por material
fendlico, degeneracdo de tubos crivados do floema, espessamento e
lignificagdo da parede celular em tecidos de sustentacao, redugéo da atividade
cambial, redugao do espaco intercelular com o aumento do tamanho de células
do parénquima palicadico, aumento do tamanho dos vacuolos, condensacgao do

citoplasma, severa plasmdlise, condensagao de cromatinas, desorganizagao
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estrutural de cloroplastos, ruptura da membrana nuclear, mitocondrial e da
membrana plasmatica através da peroxidagcédo de lipidios (Vollenweider et al.,
2006; Vitdria et al., 2006).

A restricdo do desenvolvimento radicular é um sintoma, frequentemente,
encontrado em resposta a toxicidade de metais (Sanita di Toppi e Gabbrielli,
1999; Sharma e Dubey, 2005; Shi et al., 2005a). A raiz é o primeiro 6rgao
vegetal a ter contato com o metal. Alteragdes estruturais nas raizes tém sido
associadas a estratégia de defesa e ativacdo de mecanismos de tolerancia
(Vazquez et al., 2007). Redugbes no didmetro médio, tamanho de células
corticais, espaco intercelular, e aumento do espessamento e lignificagdo da
exoderme e endoderme sao algumas das altera¢des estruturais verificadas em
raizes de plantas submetidas ao estresse por metais pesados (Shi et al.,
2005a; Sharma e Dubey, 2005). Seregin e lvanov (2001) sugerem que as
paredes celulares da endoderme e periciclo de raizes cultivadas em solo
contaminado apresentam uma estrutura e composi¢ao que praticamente inibem
o transporte apoplastico de ions metalicos no cilindro central. O espessamento
da endoderme e das estrias de Caspary impdéem uma barreira fisica efetiva a
absor¢cao de metais, em especial, Cd, Pb e Zn (Sharma e Dubey, 2005),
contribuindo para a manutencdo dos processos fisioldgicos vitais da parte
aérea.

A lignificacao das paredes celulares de plantas sob estresse de metais
pesados tem sido bastante estudada, mostrando uma estreita relagdo com o
estresse oxidativo celular (Schutzendibel et al., 2001; Diaz et al., 2001; Chaoui
e Ferjani, 2005). Em consequéncia da toxicidade de Ni, polifendis soluveis
aumentaram em folhas de trigo (Pandolfini et al., 1992) e em feijdo exposto a
Cd (Fuhrer, 1982). Acumulo de lignina foi observado apés tratamento com Cd e
Cu em folhas de ervilha (Chaoui e Ferjani, 2005) e em folhas de pimenta como

resposta ao estresse de Cu (Diaz et al, 2001).

Sitios de acumulo de metais e mecanismos de tolerancia celular

As plantas possuem mecanismos para regular a acumulagdo de metais

pesados seja na parede celular ou no interior das células. Tais mecanismos
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ditam sua capacidade de tolerdncia e sobrevivéncia nos ambientes
contaminados. O estudo morfoanatdmico de plantas expostas ao estresse por
metais pesados tem auxiliado os estudos de identificacdo de sitios de acumulo
de metais nos tecidos vegetais, revelando diferentes estratégias de
acumulacao entre plantas tolerantes e ndo-tolerantes.

A tolerancia das plantas aos metais pesados € constantemente
associada a compartimentalizagdo no vacuolo (Sanita di Toppi e Gabbrielli,
1999; Tong et al., 2004). Porém, a ligagao a parede celular também é relatada
como um importante mecanismo de tolerdncia e desintoxicagao celular no
estresse por metais pesados, principalmente em espécies nao
hiperacumuladoras (Seregin e Ivanov, 1997; Schutzendubel et al., 2001;
Vollenweider et al., 2006). Embora sejam mecanismos diferentes, ambos
favorecem a reducio das concentracoes de metais livres no citoplasma.

Quando comparada a compartimentalizagdo vacuolar, menor
importancia € dada a imobilizacdo de metais na parede celular, o que tem
subestimado sua participacdo nos eventos celulares de tolerancia. Isso pode
ser atribuido ao fato dos resultados a cerca da localizagdo de metais na célula
serem controversos, evidenciando alta dependéncia da idade e espécie
vegetal, do metal, do nivel de toxicidade e do método de detecgdo empregado
(Belleghem et al., 2007). Na raiz, o apoplasma cortical é considerado como
sitio primario de acumulacdo de metais pesados, mesmo em plantas
hiperacumuladoras tais como, Arabidopsis halleri e Thlaspi caerulenscens
(Belleghem et al., 2007; Vazquez et al., 2007). A localizacdo de metais no
simplasma é mais comum em tecidos foliares. Neste aspecto, Vazquez et al.
(2007) afirmam que a parede celular das raizes é o principal sitio de ligagao de
Cd em Lupinus albus, de modo que pequena parte do Cd foi localizado no
vacuolo de células do cértex, enquanto que nas folhas, o Cd foi localizado
apenas no meio intracelular, especialmente nos vacuolos.

Metais pesados também tém sido localizados no citoplasma, no entanto,
em contraste ao bem estudado sequestro vacuolar e apoplastico, pouco é
entendido a cerca da funcdo da precipitacido/quelacdo citoplasmatica com
relacdo ao controle da toxicidade citoplasmatica dos metais (Belleghem et al.,
2007). No citoplasma, a localizagcdo de Cd, Ni e Cu em cloroplastos,

mitocdndrias e nucleo tém sido associados a efeitos degenerativos de
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membranas bioldgicas, reducbes da atividade fotossintética, respiratoria e
enzimaticas, contribuindo, ainda, para o estresse oxidativo responsavel pela
peroxidacao de lipidios e morte celular (Vitoria et al., 2006).

A capacidade de acumular e tolerar o estresse de metais pesados
depende também da natureza do tecido vegetal. Células epidérmicas, tricomas,
glandulas e tecidos de suporte podem desintoxicar mais metais que o mesofilo
(Vollenweider et al., 2006).

Com base em alterag¢des estruturais e respostas fisioldgicas de plantas a
presenca de metais nas células, tem sido sugerida a interacdo de metais com
varias rotas metabdlicas importantes na ativagdo e manutencido de
mecanismos de tolerancia celular. Por exemplo, altos teores de peroxidases
tém sido encontrados nas células lignificadas, sugerindo que o peroxido de
hidrogénio (H,02) age como molécula sinalizadora no processo de lignificagao.
Sabe-se que as peroxidases fornecerem H,O, necessario a oxidagcao e
polimerizagado dos precursores da lignina, além de favorecer sua consolidagao
junto as proteinas e aos carboidratos da parede celular, reduzindo, ao mesmo
tempo os niveis de H,O, da célula (Chaoui e Ferjani, 2005). De acordo
Schutzendubel et al. (2001), a planta sob estresse ativa o metabolismo da
lignina com a finalidade de aliviar o desbalanco oxidativo celular e com isso

fornece novos sitios de ligagdo do metal com a estrutura da parede celular.
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CAPITULO I:

DISPONIBILIDADE, ACUMULO E TOXIDEZ DE CADMIO E ZINCO EM
MILHO CULTIVADO EM SOLO CONTAMINADO
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DISPONIBILIDADE, ACUMULO E TOXIDEZ DE CADMIO E ZINCO EM
MILHO CULTIVADO EM SOLO CONTAMINADO'

RESUMO

O crescente acimulo de metais pesados em solos, como conseqiiéncia de atividades
antropicas, tem causado grande interesse nos estudos de extratores destes elementos,
bem como no estabelecimento de seus niveis toxicos criticos em solos. Um experimento
foi realizado em casa de vegetacdo com os objetivos de: (a) estudar a eficiéncia de
diferentes extratores (DTPA, EDTA, Mehlich-1 e Mehlich-3) na avaliacdo da
disponibilidade de Cd e Zn para plantas de milho cultivadas em solo corrigido e ndo
corrigido com calcario; (b) avaliar o efeito da aplicagdo de Cd e Zn no crescimento e
acumulo desses metais em plantas de milho, e (¢) identificar sintomas visuais de toxidez
e alteragdes anatomicas em folhas e raizes de milho expostas a esses metais. Para tanto,
plantas de milho foram cultivadas durante 30 dias em um Argissolo Vermelho-Amarelo
que recebeu doses crescentes de Cd (0, 1, 3, 5, 10 e 20 mg kg'l) ou de Zn (0, 10, 30, 50,
100 e 150 mg kg™) com ou sem uma dose de calcario necessaria a elevagio do pH a 6,0.
Ao final do periodo de cultivo, as plantas foram analisadas quanto aos teores de Cd e
Zn, os quais foram correlacionados com os teores desses no solo por ocasido do plantio.
Correlagdes altamente significativas foram encontradas entre todos os extratores
testados e os teores de metais absorvidos pelas plantas. O aumento das doses de metais
promoveu reducdo da producdo de biomassa, além de aumentar o conteudo destes
metais nas plantas. Os niveis criticos toxicos de Cd para o Argissolo variaram de 8,7 a
13,1 mg kg, enquanto para Zn esses valores situaram-se entre 74,1 e 110,7 mg kg™,
respectivamente, para solos com e sem calagem, dependendo do extrator considerado.
Os sintomas visuais de toxidez de Cd foram clorose, encarquilhamento e enrolamento
de folhas. Para Zn, os sintomas toxicos mais comuns foram clorose internerval e
marginal, associada a necrose no apice e margens das folhas. O aumento da lignificagao
das paredes celulares do colénquima, do tecido vascular e da endoderme foi associado a
niveis criticos toxicos de Cd e de Zn no solo.

Termos de indexagdo: metais pesados, extratores quimicos, lignificacao.

! Trabalho recebido em dezembro de 2006, aprovado para publicagdo em dezembro de 2007 na Revista
Brasileira de Ciéncia do Solo
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SUMMARY: CADMIUM AND ZINC AVAILABILITY, ACCUMULATION AND
TOXICITY IN MAIZE GROWN IN A CONTAMINATED SOIL

A greenhouse experiment was carried out to evaluate: (a) the soil Cd and Zn availability
to maize plants with and without liming, using the DTPA, EDTA, Mehlich-1, and
Mehlich-3 extractants; (b) The effect of Cd and Zn doses on plant growth and metal
accumulation in maize; and (c) toxicity symptoms and anatomical changes in leaves and
roots exposed to Cd and zinc. Maize was grown for 30 days in soil contaminated with
either Cd (0, 1, 3, 5, 10, 20 mg kg'l) or Zn (0, 10, 30, 50, 100, 150 mg kg'l). Highly
significant correlations were found between all extractants tested and metal plant
contents. The metal addition to soil reduced biomass production and increased Cd and
Zn plant contents. The critical toxicity value for Cd in soil varied from 8.7 to 13.1 mg
kg, whereas for Zn this value lied between 74.1 to 110.7 mg kg™, depending on liming
and extractant type. Interveinal and marginal chlorosis together with necrosis in the leaf
apex and along the margins were observed for Zn treatments. On the other hand, leaf
chlorosis, shriveling and curling were the most common symptoms in cadmium-
damaged plants. Increased cell wall lignification in vascular tissues, epidermis,
collenchyma, and endoderm cells were associated to critical toxicity values of Cd and
Zn in soil.

Index terms: heavy metals, chemical extractants, lignification.
INTRODUCAO

O incremento nos teores de metais pesados no solo tem ocorrido nas ultimas
décadas principalmente como conseqiiéncia de atividades humanas, com destaque para
mineragdo, emissdes industriais, uso de lodo de esgoto ou fertilizantes e pesticidas na
agricultura, além da disposi¢do de residuos no solo.

Um dos principais fatores que afeta a disponibilidade dos metais pesados as
plantas ¢ o pH do solo, o qual apresenta, em geral, relagdo inversa com a
disponibilidade desses elementos (Wu et al., 2006). O efeito negativo da calagem na
fitodisponibilidade dos metais ¢ devido, principalmente, ao aumento da capacidade de
troca cationica e a formacao de hidroxidos e carbonatos de baixa solubilidade, como:
por exemplo: Cd(OH), Kps = 2,5 x 10™*; Zn(OH), Kps = 3,0 x 10™'%; CdCO; Kps = 1,8
x 10 ZnCO; Kps = 1,0 x 10™° (Alloway, 1990).
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Para avaliar a disponibilidade de Cd e Zn em solos contaminados, métodos de
extracdo simples, que usam sais neutros (CaCl,), extratores acidos (Mehlich-1;
Mehlich-3) e agentes quelantes ou complexantes (DTPA; EDTA), tém sido muito
utilizados. No entanto, como o teor do elemento varia com o extrator, essas extragcoes
tém apresentado graus variados de sucesso, para diagnose de deficiéncia ou toxidez
desses elementos para as plantas (Nascimento et al., 2002). Vale salientar, ainda, que a
maioria desses extratores foi desenvolvida para avaliar a disponibilidade de
micronutrientes em solos agricolas, onde os teores de metais sdo relativamente baixos.
Esse fato pode ser uma das razdes para a dificuldade em selecionar um extrator
disponivel adequado para solos nos quais os metais encontram-se em niveis toxicos as
plantas.

Sintomas de toxidez de metais pesados tém sido bastante estudados em varias
espécies e sob diferentes condicdes (Sanitd di Toppi e Gabrielli, 1999). Os efeitos
visiveis da exposi¢do a altas doses de metais pesados sdo, em geral, descritos como
redugdo severa do crescimento, clorose e atrofia foliar. Além desses, relata-se, ainda,
para o caso do Cd, o enrolamento das folhas (Benavides et al., 2005). A necrose e a
clorose foliar sdo descritas como sintomas de toxidez de Zn e Cd e, freqiientemente,
indicam disturbios na nutricdo mineral, como deficiéncia de Fe e reducao da absor¢ao e
transporte de 4gua e de varios elementos (Ca, Mg, K e Mn) pelas plantas (Siedlecka ;
Krupa, 1996; Benavides et al., 2005).

A capacidade de tolerar o estresse de metais pesados depende da natureza do
tecido vegetal. Células epidérmicas, tricomas ou glandulas podem desintoxicar mais Cd
que o mesofilo (Benavides et al., 2005). Tecidos de suporte dos feixes vasculares
podem também estar envolvidos na acumulacdo de metais pesados (Vollenweider et al.,
2006). De fato, esses tecidos sdo ricos em sitios de ligagdo de metais. A
microlocalizacao de Cd, por exemplo, tem sido relacionada com a maior producao de
pectinas, ligninas, polifendis e taninos, compostos que disponibilizam sitios de ligacao
na parede celular (Sanita di Toppi ; Gabbrielli, 1999; Vollenweider et al., 2006). O
acumulo de polifendis insoluveis, como a lignina na parede celular secundaria, tem sido
reportado em plantas expostas a metais pesados. Porém, essa lignificagao das paredes
tem sido associada ao estresse oxidativo celular, tido como efeito indireto da toxidez
dos metais (Pandolfini et al., 1992; Schiitzendiibel et al., 2001; Diaz et al., 2001; Chaoui
; Ferjani, 2005).
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O presente trabalho teve por objetivo estudar a disponibilidade de Cd e Zn para
plantas de milho com e sem calagem, utilizando diferentes extratores; avaliar o efeito de
doses crescentes de Cd e Zn no crescimento e acumulo desses metais em plantas de
milho ¢ identificar sintomas visuais de toxidez ¢ alteracdes anatdmicas em folhas e

raizes de milho expostas a esses metais.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido em casa de vegetagdo na Universidade Federal
Rural de Pernambuco, utilizando amostras superficiais (020 cm) de um Argissolo
Vermelho-Amarelo, cujas caracteristicas sdo: pH em agua = 4,9; H + Al = 2,40 cmol,
dm™; A" = 0,92 cmol, dm™; Na* = 0,17 emol, dm™; K" = 0,08 cmol, dm™; Ca®* = 0,97
cmol, dm™; Mg”™ = 0,08 cmol, dm™; P = 9 mg dm™; CO = 3,45 g kg™'; argila =340 g
kg silte =32 gkg™'; e areia = 628 g kg™ (Embrapa, 1999).

Previamente ao cultivo do milho (Zea mays L.), cultivar AG 1051, o solo com
ou sem calcario suficiente para elevar o pH a 6,0 recebeu doses crescentes de Cd (0, 1,
3,5, 10 e 20 mg kg') e Zn (0, 10, 30, 50, 100 e 150 mg kg™) a partir de solucdes
preparadas com seus respectivos cloretos. Em seguida, amostras de solo de 2 kg com a
sem calagem foram acondicionadas em vasos e incubadas por um periodo de 30 dias
com a umidade mantida em torno de 80 % da capacidade de retengdo de 4gua do solo.
ApoOs este periodo, amostras foram retiradas de cada vaso para determinagao de pH e
teores disponiveis de Cd e Zn por diferentes extratores. Durante o ensaio, 0os vasos
foram mantidos com 80 % da capacidade de retencdo de dgua, mediante pesagem e
irrigagdo diarias para complementagdo da agua perdida por evapotranspiracdo. Apos o
desbaste, duas plantas de milho por vaso foram cultivadas por 30 dias. Em seguida, as
raizes e a parte aérea das plantas foram separadas, lavadas em agua destilada e secas em
estufa para obtencao da matéria seca. Estes materiais foram moidos em moinho tipo
Willey e, apds digestdo nitro-perclorica (Embrapa, 1999), foram determinados os teores
de Cd e Zn nos extratos por espectrofotometria de absor¢do atdomica. Os teores de Cd e
Zn no solo imediatamente antes do plantio foram também analisados por
espectrofotometria de absor¢do atdmica nas solucdes obtidas com os extratores
Mehlich-1 (De Filippo e Ribeiro, 1997), Mehlich-3 (Mehlich, 1984), DTPA (Lindsay e
Norvell, 1978) e EDTA (Lantmann e Meurer, 1982).
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O ensaio foi efetuado em blocos ao acaso em arranjo fatorial 6 x 2 x 2 (seis
doses de metais, dois metais, com ou sem calagem) com trés repeti¢des, totalizando 72
unidades experimentais. Os resultados experimentais foram analisados com a aplicagdo
do teste F a analise de variancia e por meio de andlises de correlagcdo e de regressdo,
utilizando o software Statistical Analysis System (SAS, 1999).

Para estudar as alteracdes anatomicas, foram coletadas em cada planta amostras
de folhas maduras e raizes, as quais foram imediatamente fixadas em solucdo de FAA
50 (formol, acido acético e alcool a 50 %) por um periodo minimo de 24-48 h, até a
confec¢do de laminas histoldgicas semipermanentes (Johansen, 1940).

Foram realizadas sec¢des transversais da regido mediana das folhas (nervura e
mesofilo) e raizes. As sec¢des foram clarificadas em solu¢do comercial de hipoclorito
de sodio a 30 %, neutralizadas em 4gua acética a 1:500, lavadas em agua destilada e
coradas com azul de astra e safranina (Bukatsch, 1972). Em seguida, as laminas foram
montadas em glicerina aquosa a 50 % (Strasburger, 1924), selando-se as bordas da
laminula com esmalte incolor. Imagens foram obtidas por meio de camera digital

acoplada a um microscopio Optico, com posterior observacao dos caracteres anatdmicos.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo de matéria seca da parte aérea e das raizes de milho foi influenciada
significativamente pela adi¢do das doses de Cd e Zn ao solo (Figura 1). Para o Zn, o
comportamento quadratico da produgdao de matéria seca da parte aérea demonstra sua
funcdo na fisiologia do milho como um micronutriente (Figura 1). Verifica-se que a
produgcdo de matéria seca da parte aérea aumentou até 27,79 % com relacdo a
testemunha, quando adicionado até 30 mg kg™ de Zn. Com base na redugio de 21,74 %
da producio, a dose de 100 mg kg™ de Zn provocou a maior declividade da curva de
producao de biomassa. Isto equivale a teores de Zn disponivel no solo variando de 74,1
a 110,7 mg kg™ para solos com e sem calagem, respectivamente (Tabela 1). Na Europa,
em geral, considera-se como toxico o teor de metal que causa a reducdo de 25 % no
crescimento de planta (SAEFL, 1998). A Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos EUA
(USEPA), por outro lado, considera nivel toxico o teor de metal que provoca redugdo de
50 % do crescimento da planta (King, 1996).

Para o Cd, o aumento das doses foi acompanhado de reducdo quadratica

significativa na producao de matéria seca da parte aérea (Figura 1), o que qualifica um
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elemento ndo-essencial e de potencial fitotoxico elevado. A redugdo no crescimento e
desenvolvimento vegetal causada pelo Cd deve-se a inibicdo de processos fisioldgicos
importantes, tais como a fotossintese e a respiragdo (Benavides et al., 2005;
Vollenweider et al., 2006). Para o Cd, a dose de 10 mg kg™ causou redugdo de cerca de
30 % da producdo. Essa reducdo esteve associada a teores de Cd disponivel no solo
entre 8,7 ¢ 13,1 mg kg™ (Tabela 2).

Os teores de metais recuperados do solo, independentemente do extrator, foram
maiores para os tratamentos sem calagem (Tabelas 1 e 2). Os teores médios de Zn
disponivel, na auséncia de calagem, foram maiores com os extratores acidos (Mehlich-1
e Mehlich-3) seguidos pelos agentes quelantes EDTA e DTPA (Tabela 1). Resultados
semelhantes foram observados em outros trabalhos (Nascimento et al., 2002; Araujo e
Nascimento, 2005) e relacionam-se com o mecanismo de atuagdo dos extratores, com
maior recuperacdo de Zn pelos extratores que atacam os coloides por dissolugdo acida.
O mesmo comportamento ndo foi observado para os tratamentos com calagem,
possivelmente em razdo do aumento da afinidade do Zn pelos sitios de adsorcao
especifica no solo, o que diminuiu a capacidade extratora das solugdes. Nos tratamentos
com calagem, os teores de Zn determinados por DTPA e Mehlich-3 foram maiores
(Tabela 1). Resultado diferente foi observado por Martins et al. (2003), que relataram a
redu¢do do Zn extraido por DTPA com a calagem, mostrando sua maior sensibilidade a
mudan¢a de pH, quando comparado a outros extratores. Tais autores, porém,
trabalharam com baixos teores de Zn, refletindo essa discordincia de resultados o
comportamento diferenciado desses extratores em solos com teores altos de metais.

A recuperagao do Cd pelos extratores acidos foi maior que pelos agentes
quelantes, independentemente da calagem (Tabela 2). E conhecida a importancia do pH
em controlar a adsor¢do de Cd (Krishnamurti e Naidu, 2003). Todavia, a diferenca em
magnitude do Cd disponivel em tratamento com ou sem calagem ndo ¢ tdo grande
quando comparado ao Zn (Tabelas 1 e 2). Segundo Lindsay (1979), para Pb, Cu e Zn,
decréscimos de uma unidade de pH (na faixa de 4,0 a 8,0) provocam aumento de 100
vezes em suas atividades, ao passo que a atividade de Cd ¢ pouco influenciada pelo pH,
para valores de pH inferiores a 8,0.

As correlagdes altamente significativas (p < 0,01) entre os teores de Cd e Zn nas
plantas e os obtidos pelos diferentes extratores (Tabela 3) indicam a eficiéncia
semelhante dos métodos quimicos em avaliar a disponibilidade de Cd e de Zn para as

plantas em solos contaminados.
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Para ambos os metais, o0 aumento das doses foi acompanhado pelo aumento do
teor do elemento na parte aérea (Figura 2), sendo a relagdo quadratica para o Cd e linear
para o Zn, nos tratamentos sem calagem. Isto se deve ao grande potencial fitotoxico do
Cd mesmo nas mais baixas doses, enquanto o Zn passa de teores adequados a
fitotoxicos apenas com elevadas doses. Os teores de Cd e Zn na parte aérea diferiram
significativamente de acordo com a calagem, sendo sempre maiores no solo sem
calagem (Figura 2). Isto demonstra o efeito da maior disponibilidade desses metais
quando o pH do solo ¢ mais baixo, efeito mais pronunciado para o Zn, o que indica a
maior afinidade do Zn pelos sitios de adsorcdo especificos do solo. Isso pode ser
explicado pelo fato de ser o Cd um elemento altamente mdvel no solo, encontrado em
maior parte na fase trocavel.

Os sintomas visuais de toxidez observados para o Zn foram clorose internerval e
marginal seguida por necrose no apice e margens das folhas (Figura 3). Os sintomas de
toxidez de Cd mais comumente observados nas plantas durante o ensaio foram clorose,
encarquilhamento e enrolamento das folhas, inclusive com secamento destas ao final do
ensaio na dose mais alta de Cd, além de severa restricdo no crescimento das raizes, que
atingiu 94 % na dose 20 mg kg™ (Figura 4).

Alteragdes anatdmicas na célula, como lignificagdo das paredes celulares, foram
associadas ao aumento da exposicdo aos metais (Figuras 4a e 4c ¢ 5d e 5¢). A
desintoxicacdo de metais em plantas pode ser atribuida ao acimulo de compostos
polifendis, como taninos e ligninas (Vollenweider et al., 2006). Polifendis solaveis
aumentaram em folhas de trigo em conseqiiéncia da toxidez de Ni (Pandolfini et al.,
1992) e em feijao exposto a Cd (Fuhrer, 1982). Acumulo de lignina foi observado apds
tratamento com Cd e Cu em folhas de ervilha (Chaoui e Ferjani, 2005) e em folhas de
pimenta como resposta ao estresse de Cu (Diaz et al., 2001).

A lignificacdo da parede celular foi mais pronunciada nos tratamentos com Cd,
quando comparada a dos tratamentos com Zn (Figuras 4a e 4c vs 5d e 5c). As folhas de
milho tratadas com Cd, mesmo nas doses mais baixas do elemento, apresentaram
aumento na lignificagdo das paredes celulares. Nas folhas dos tratamentos com Zn, no
entanto, expressivo aumento de lignificacdo foi observado apenas na dose mais alta
(Figura 5a vs 5d). Resultado semelhante foi encontrado por Chaoui e Ferjani (2005)
que, usando concentracdes de 20 e 100 pmol L™ de Cd ou Cu, observaram que somente
0 Cd causou aumento da lignificagdo em folhas de ervilha. A ndo-essencialidade do Cd

as plantas faz com que pequenas doses desse elemento sejam suficientes para o
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desencadeamento de mecanismos celulares de defesa. Dessa forma, o efeito do Zn sobre
a lignificag¢ao assemelha-se ao do Cd apenas quando em altas doses (Figura 4a e 5a).

Nos tratamentos sem calagem, o aumento das doses de metais ndo foi
acompanhado por aumento de lignificacdo (Figura 4g e 5g). Isto pode ser resultado da
maior absor¢cdo dos metais nos tratamentos sem calagem (Figura 2), o que leva a uma
desordem maior do metabolismo dessas plantas, causando, possivelmente, a inibi¢dao da
sintese de lignina nas plantas mais estressadas.

A inducdo do metabolismo de polifendis pelas plantas tem sido atribuida ao
desbalango oxidativo celular resultante de estresses bidticos e abidticos, dentre eles
metais pesados (Schiitzendiibel et al., 2001; Chaoui e Ferjani, 2005). De acordo com
Vollenweider et al. (2006), a indugdo do metabolismo de polifendis parece ser uma
estratégia da planta em aumentar sitios de ligagdo na parede celular capazes de
complexar o Cd, antes mesmo de o metal provocar danos oxidativos.

O principal tecido a fornecer sitios de ligagdes ao Cd e Zn em folhas ndo foi o
mesofilo (Figuras 4b e 5b), mas o tecido vascular, as células epidérmicas e células de
colénquima com elevado grau de lignificagdo (Figuras 4a, 4c, 5d e 5c). Certamente, os
sitios do mesofilo sdo altamente sensiveis aos metais (Vollenweider et al., 2006). Nao
se observam, dessa maneira, alteragdes marcantes na estrutura do mesoéfilo entre o
tratamento-controle e os com metais (Figuras 4b e 4e, 5b e 5Se).

Depositos de ligninas também foram visiveis nas paredes celulares do xilema de
raizes tratadas com Cd e Zn (Figura 6d-f). Algumas variagdes podem ser verificadas
quando comparados tratamentos com e sem calagem, sendo a lignificacdo das paredes
celulares do xilema das raizes menor nos tratamentos sem calagem (Figura 6b e 6¢).
Este fato pode indicar que a maior disponibilidade de metais em solo com menor pH
restringiu o crescimento da parede celular secundéria e crescimento radicular nesses
tratamentos. A restricdo ao crescimento radicular ¢ um sintoma freqlientemente
encontrado em resposta a toxidez de metais (Sanita di Toppi e Gabbrielli, 1999;
Benavides et al., 2005). E possivel observar ainda a lignificagdo mais acentuada das
estrias de Caspary nos tratamentos com calagem (Figura 6e e 6f). Essa estrutura
presente na endoderme limita o movimento apoplastico do metal, restringindo sua

absorg¢ao seletiva a via simplastica.
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CONCLUSOES

1. Correlagdes altamente significativas foram encontradas entre os extratores testados e
os teores de metais absorvidos pelas plantas, indicando eficiéncia semelhante para

avaliacdo da disponibilidade desses metais em solos contaminados.

2. Os niveis criticos toxicos de Cd no solo variaram de 8,7 a 13,1 mg kg™, enquanto,
para Zn, esses valores situaram-se entre 74,1 e 110,7 mg kg™, respectivamente, para

solos com ou sem calagem, dependendo do extrator.

3. Os sintomas visuais de toxidez de Cd foram clorose, encarquilhamento e
enrolamento de folhas. Para Zn, os sintomas toxicos mais comuns foram clorose

internerval e marginal, associada a necrose no apice e margens das folhas.

4. O aumento da lignificacdo das paredes celulares do colénquima, do tecido vascular e

da endoderme foi associado a nivelis criticos toxicos de Cd e de Zn no solo.
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Tabela 1. Teores de Zn (mg dm™) pelos extratores DTPA, EDTA, Mehlich-1 (M-1) e

Mehlich-3 (M-3) em solo contaminado com doses crescentes de Zn com e sem calagem

Dose DTPA EDTA M-1 M-3
mg kg’ Solo sem calagem
0 1,82 2,69 3,79 4,20
10 9,92 12,14 14,47 15,16
30 26,17 27,87 38,05 36,96
50 44,81 43,33 50,91 52,15
100 101,47 96,48 110,75 106,83
150 151,69 146,15 154,52 151,85
Médias 55,98 54,77 62,08 61,19
CV (%) 1,48 3,33 4,95 2,46
Solo com calagem
0 1,20 1,54 2,15 3,52
10 7,92 9,70 12,78 12,20
30 23,57 21,57 30,22 25,98
50 39,70 40,45 46,83 47,61
100 95,63 78,95 74,15 97,00
150 147,93 123,45 125,75 138,48
Médias 52,66 45,94 48,65 54,13
CV (%) 1,44 4,48 5,53 2,82

Tabela 2. Teores de Cd (mg dm™) pelos extratores DTPA, EDTA, Mehlich-1 (M-1) e

Mehlich-3 (M-3) em solo contaminado com doses crescentes de Cd com e sem calagem

Dose DTPA EDTA M-1 M-3
mg kg'1 Solo sem calagem
0 0,01 0,12 0,65 0,89
1 0,98 1,35 1,78 1,81
3 3,03 3,12 4,29 4,36
5 4,68 4,96 6,15 6,36
10 9,69 10,00 11,83 13,09
20 19,01 20,15 23,11 22,93
Médias 6,23 6,62 7,97 8,24
CV (%) 7,37 4,84 5,73 6,18
Solo com calagem
0 0,00 0,09 0,37 0,45
1 0,78 0,90 1,38 1,39
3 2,30 2,34 3,59 4,12
5 4,04 4,21 5,88 6,07
10 8,68 8,87 10,83 11,93
20 16,95 17,58 21,05 21,54
Médias 5,46 5,66 7,18 7,58
CV (%) 11,32 8,86 5,85 12,54
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Tabela 3. Coeficientes de correlacdo linear simples entre os teores de Zn e Cd obtidos
por extratores quimicos e os teores na parte aérea e raiz de milho cultivados em solo

com e sem calagem e contaminado com doses crescentes de Zn e Cd

M-1 M-3 EDTA DTPA
Zn
Solo com calagem
Parte Aérea 0,93%* 0,92%* 0,92%* 0,90**
Raiz 0,99+ 0,98** 0,99%** 0,99
Solo sem calagem
Parte Aérea 0,99%* 0,99%* 0,99** 0,99**
Raiz 0,51* 0,50* 0,48* 0,48%*
Cd
Solo com calagem
Parte Aérea 0,91%* 0,92%* 0,91%* 0,91%*
Raiz 0,91** 091%** 0,91%*%* 0,15"
Solo sem calagem
Parte Aérea 0,82%* 0,83%* 0,79** 0,81**
Raiz 0,79%** 0,81%* 0,81%* 0,10™

* %% ¢ ™ significativos a 5 e <0,1%, respectivamente, e ndo significativo.

(c/c)y=-0,0008**x2 + 0,0539**x + 18,203 R2 = 0,95 (c/c)y =-0,0319%*x +9,0942 R? = 0,9021
20 (s/c)y =-0,0002*x2 - 0,0343**x + 14,19 R2=10,95 (s/c)y = -0,0277**x + 4,7028 R2 = 0,9511
. 10 - m

515 8
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(c/c) y =0,0196**x2 - 0,7642**x + 18,193 R2=0,96
20 (s/c) y = 0,0237**x2 - 0,9882*x + 14,209 R = 0,95 10 (c/c)y =-0,1773**x + 7,6684 R2 = 0,7689
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Figura 1. Produgdo de matéria seca da parte aérea e raiz de milho submetido a doses

crescentes e Cd e Zn no solo com (m) e sem (4) calagem.
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/)y = -0.032%%x2 + 9.688%*x + 36.06 R* = 0.93
(c/e)y L o (cle) y = 0.005%%x2 + 12.69%*x + 43.20 R* =0.98
(s/c) y =13.96**x +59.14 R = 0.99 4000 4 (slc)y=24.59**x+239.7 R> = 0.94
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Figura 2. Teores de Zn e Cd na parte aérea (a) e (b) e raiz (c) e (d) de milho submetido

a doses crescentes de metais no solo com (m) ¢ () sem calagem.

Figura 3. Sintomas visuais da toxicidade de Zn e Cd em plantas de milho cultivadas em
solo contaminado com 50 mg kg™ de Zn (a) e (b); 100 mg kg de Zn (c) e (d); e com 20
mg kg de Cd (e) e ().
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Figura 4. Alteragdes estruturais no tecido vascular, células epidérmicas e

colenquimaticas de folhas de milho cultivadas em solo contaminado com Cd. Folhas
expostas a 20 mg kg de Cd, (A-C) tratamento com calagem e (G-I) tratamento sem
calagem; (D-F) tratamento controle. x: xilema; cab: colénquima abaxial; cad:

colénquima adaxial; eab: epiderme abaxial; ead: epiderme adaxial. Barras: S0pum.
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Figura 5. Alteragdes estruturais no tecido vascular, células epidérmicas e

colenquimaticas de folhas de milho cultivadas em solo contaminado com Zn. Folhas
expostas a 150 mg kg™ de Zn, (a) a (c) tratamento com calagem e (g) a (i) tratamento
sem calagem; (d), folha exposta a 30 mg kg™'; () a (f) tratamento controle. x: xilema;
cab: colénquima abaxial; cad: colénquima adaxial; eab: epiderme abaxial; ead: epiderme

adaxial. Barras: 50pum.
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Figura 6. Alteragdes estruturais na raiz de milho cultivada em solo contaminado com
Cd e Zn, sem calagem (a) a (c) e com calagem (d) a (f). Raizes dos tratamentos
controles (a) e (d), (b) e (e) raizes expostas a 20 mg kg™’ de Cd e (c) e (f) a 150 mg kg™

de Zn. x: xilema; En: endoderme. Barras: 50um.
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CAPITULO II;

SILICON ALLEVIATES THE TOXICITY OF CADMIUM AND ZINC FOR MAIZE
(Zea mays L.) GROWN ON A CONTAMINATED SOIL
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ABSTRACT

Although silicon (Si) is not an essential element, it presents a close relationship with the
alleviation of heavy metal toxicity to plants. This work was carried out to evaluate the
effects of Si application to soil on the amelioration of metal stress to maize grown on a
contaminated soil amended with Si (0, 50, 100, 150, and 200 mg kg'l) as calcium
silicate (CaSiO3). Additionally, the cadmium (Cd) and zink (Zn) bioavailability as well
as their distribution into soil fractions was also studied. The results showed that adding
Si to a Cd and Zn-contaminated soil effectively diminished the metal stress and resulted
in biomass increase in comparison to metal contaminated soil not treated with Si. This
relied on Cd and Zn immobilization in soil rather than on the increase of soil pH driven
by calcium silicate application. Silicon altered the Cd and Zn distribution in soil
fractions, decreasing the most bioavailable pools and increasing the allocation of metals

into more stable fractions such as organic matter and crystalline iron oxides.

1 Introduction

Contamination of soils with toxic metals has often resulted from human
activities, especially those related to mining, industrial emissions, disposal or leakage of
industrial wastes, application of sewage sludge to agricultural soils, as well as fertilizer
and pesticide use. Due to the potential toxicity and high persistence of metals, soils
polluted with such elements are an environmental problem that threats the animal and

human health (Nascimento and Xing, 2006).

The application of silicates to immobilize metals in soil has been studied
extensively. Silicon (Si) has been shown to ameliorate the deleterious effects of metals
for plants grown on contaminated soils (Chen et al., 2000; Neumann and Nieden, 2001;

Liang et al., 2005; Liang et al., 2007). Silicates are able to convert the soluble and
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exchangeable fractions of metals in soil into stable chemical forms, decreasing the metal
bioavailability. Such a reduction in metal bioavailability is attributed to precipitation,
humification, and redox reactions (Cheng and Hseu, 2002; Dietzel, 2000; Sommer et al.,
2006) and alleviates the metal deleterious effects on plants grown on Si-treated soil
(Neumann and Nieden, 2001; Liang et al., 2005; Liang et al., 2007; Cunha et al., 2008).
SiOs> anions are protonated in soil solution increasing pH and decreasing metal activity
owing to precipitation of metal-hydroxyl compounds. Besides, silicate addition to soil
promotes polymerization of silicate composts, referred to as potential ligands to heavy

metal complexes (Dietzel, 2000; Sommer et al, 2006).

Silicon amelioration of heavy-metal phytotoxicity is not only due to the
decreased bioavailability of metals in Si-treated soils but also relies on Si effects inside
the plant. Although Si is not essential to higher plants, it presents a close relationship
with the amelioration of heavy-metal phytotoxicity (Epstein, 1999; Liang et al., 2007).
The main mechanisms of Si amelioration of metal stress in plants include: (1) co-
precipitation or complexation of metals with Si, (2) inhibition of metal translocation
from roots to shoots, (3) compartmentation of metal ions within plants, and (4)
stimulation of antioxidant systems in plants (Neumman and Nieden 2001; Shi et al.

2005; Kirkham, 2006; Liang et al., 2007).

Most studies dealing with Si-mediated alleviation of metal stress in plants were
carried out in hydroponics. Studies on soil are necessary to integrate soil reactions and
physiological responses of plants grown on contaminated soils amended with silicates.
The present work aimed at studying the effects of Si application on soil pH, Cd and Zn

bioavailability as well as their distribution into soil fractions. Additionally, the effects of
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Si doses on maize (Zea mays L.) biomass and accumulation of Cd and Zn were also

studied.

2 Material and methods

The study was carried out in a greenhouse using samples of a Typic Kandiudult
soil presenting the following chemical characteristics: pHupo = 4.9; H+AP" = 2.40
cmol, dm’ ; AP =092 cmol, dm’ :Na"=0.17 cmol, dm’ : K"'=0.08 cmol, dm'3; Ca®’
= 0.97 cmol, dm™; Mg = 0.08 cmol. dm™; P = 9 mg dm™; C = 3.45 g kg™'; clay = 340

gkg'; silt=32 gkg'; and sand = 628 g kg

Chloride solutions of Cd or Zn were applied to a 2 kg soil sample in order to
achieve the concentrations of 10 mg kg™ of Cd and 100 mg kg™ of Zn. The Cd- or Zn-
amended samples were kept incubated for a 30 d period at 80% of the water-holding
capacity. Then, the soil was air-dried and doses of Si (0, 50, 100, 150, 200 mg kg'l) as
calcium silicate (CaSiOs) were applied to the contaminated soil. The soil and the silicate
were homogenized and incubated for an additional 30 d period at 80% of the water
holding capacity. After this period, soil samples were taken from each pot in order to
determine pH, DTPA-available concentration (Lindsay and Norvell, 1978) and Si

soluble concentration (Raij and Camargo, 1973).

A sequential extraction procedure was performed (Shuman,1985; Chao and
Zhou, 1983) to assess the distribution of Cd and Zn into soil fractions after Si addition.
This fractionation separated the metals in the pools: exchangeable, organic matter,
amorphous iron oxide, and crystalline iron oxide. The sequential extraction consisted of

the following steps:
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Exchangeable Fraction (Ex). In 50.0 mL centrifuge tube, a mixture of 5.0 g of soil
and 20.0 mL of 1 mol L Mg(NOs), was agitated for 2 h; the mixture was then
centrifuged for 10 min at 2000 g and the supernatant filtered and separated; 20.0 mL of
distilled water were added; another agitation was performed for 3 min; a new
centrifugation was performed, and the supernatant filtered and separated again. The two
supernatants were combined and stored for analysis. The sequential extraction
continued for the remaining soil sample.

Organic Matter Fraction (OM). 10.0 mL of NaClO, 5-6% at pH 8.5, were added to
the Ex-free soil sample; the system was heated to 100°C for 30 min, and agitated
periodically; thereafter, the sample was centrifuged, and the supernatant was filtered.
This procedure was repeated twice, and the three separated supernatants were
combined. 10.0 mL of distilled water were added to the sample in the centrifuge tube.
After shaking the mixture for 3 min, it was centrifuged, filtered, and the separated
supernatant was added to the three combined extracts from the NaClO extraction and
stored for analysis. The sequential extraction continued for the remaining soil sample.
Amorphous Iron Oxide Fraction (AFeOx). 30.0 mL of NH,OH.HCI (hydroxylamine
hydrochloride), 0.1 mol L plus HCI 0.25 mol L™, at pH 3.0, were added to the OM-
free soil sample, and the mixture was agitated for 30 min, centrifuged and filtered; the
separated supernatant was stored for analysis. To continue the sequential extraction,
15.0 mL of distilled water were added to the centrifuge tube and shaken for 3 min, and
the supernatant was discarded.

Crystalline Iron Oxide Fraction (CFeOx). 30.0 mL of (NH4),C,0s (ammonium
oxalate), 0.2 mol L+ H,C,04 (oxalic acid) 0.2 mol L' + ascorbic acid 0.01 mol L'l,
at pH 3.0, were added to the AFeOx-free soil sample, the mixture was heated to 100°C
for 30 min, agitated periodically, and thereafter was centrifuged and filtered; the

separated supernatant was stored for analysis.
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Before sowing, the samples were fertilized with all plant nutrients, except Zn for
treatments containing this element. Maize seeds (Zea mays L.) were sown directly in the
pots and thinned to two plants per pot 5 d after germination. Plants were watered to 80%
of the soil water-holding capacity on a daily basis by weighing the pots and adding
water to compensate for any weight loss. After a 30 d period of cultivation, the roots
and shoots were collected and dried in an oven at 65°C. After drying, the plant samples
were ground and digested in a mixture of HNO3 : HCIO4 (3 : 1 v/v). The concentrations
of Cd and Zn in the extracts were determined by atomic absorption spectrometry.

The experiment followed a randomized factorial block design 2 x5 (Cd or Zn
addition x 5 doses of Si), with three replications, totaling 30 experimental units. The
results were analyzed by applying F test to ANOVA, and correlation and regression

analyses performed by Statistical Analyses System software (SAS, 1999).

3 Results and discussion

There was a significant interaction (P<0.05) between doses of Si, Cd and Zn for
all the characteristics tested, except soil pH. This interaction indicates that the effect of
Si either in soil or plant was dependent on the metal considered. Application of Si to
soil allowed a linear and highly significant increase for root and shoot biomass of maize
plants (Fig. 7). This result of a Si-alleviating effect on Cd and Zn phytotoxicity may be
a consequence of decreased metal availability or of detoxification within the plants. Li
et al. (2008) reported that Si fertilizer lowered the concentrations of available Cu and
Cd to rice by 56% and 18.8%, respectively. Cheng and Hseu (2002) found that silicate
slag was effective in diminishing the exchangeable concentrations of Cd and Pb in two
contaminated soils as well as decreased the concentration of such metals in Chinese

cabbage plants.
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The root and shoot biomass was increased 82 and 67%, respectively, by
applying 200 mg kg™ of Si to soil samples contaminated with 10 mg kg™ of Cd. For the
soil contaminated with 100 mg kg of Zn, the biomass increased 80 and 59%,
respectively. The high correlation between available Si and biomass (Tab. 4)
corroborates the beneficial effect of Si on plants grown under heavy metal stress. The
biomass increase was also well correlated with low Cd and Zn bioavailability. As
pointed out by Liang et al (2007), these results may be explained in terms of external
mechanisms of Si-mediated metal stress alleviation. Nevertheless, internal tolerance
mechanisms mediated by Si are also important (Neumann and Nieden, 2001; Shi et al.

2005; Liang et al., 2005; Cunha et al., 2008; Cunha and Nascimento, 2008).

((Figure 7))

((Table 4))

Adding up to 150 mg kg™ of Si to soil resulted in higher plant accumulation of
Cd and Zn (Fig. 8). Higher doses, however, decreased the plant metal accumulation as
observed earlier (Chen et al., 2000; Liang et al., 2005; Shi et al., 2005). It is likely that
the high plant biomass in Si-treated soil provokes a dilution effect on metal
concentration whereby metal damages to plants may be diminished. Such an effect on
biomass yield along with metal accumulation can be useful for phytoextraction
technology in which reduced phytotoxicity with simultaneous metal accumulation is
desirable (Nascimento et al., 2006). Regarding the metal allocation in plants, 84% and
74% of Cd and Zn, respectively, were retained in roots. The Si role on lowering the
metal translocation to shoots was probably accomplished due to Si deposition on cell

wall forming a barrier to the apoplastic route of metals (Ski et al., 2005).
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((Figure 8))

DTPA extracts were not efficient in predicting the Cd availability to plants (Tab.
4). On the other hand, it estimated well the Zn-available concentration (r = 0.79**). Cd
and Zn concentrations in the exchangeable fraction presented a significant correlation
with Cd and Zn in plants (r = 0.50* and 0.73**, respectively), suggesting that such pool
is the main reservoir of readily available metals. The high DTPA correlation with Cd (r

=0.93**) and Zn (r = 0.77**) exchangeable fractions corroborates such an assumption.

The Si content in soil presented a linear and significant increase (P<0.01) as a
function of Si doses, reaching values 50% higher than the control at the 200 mg kg™
dose. The addition of Si did not cause significant alterations in soil pH, which remained
around 5.3. The pH increase of contaminated soils treated with Si was reported by some
authors as the reason for the decreased metal bioavailability and plant uptake (Chen et
al., 2000; Liang et al., 2005; Liang et al., 2007). Despite the unchanged pH, available
Cd and Zn were linearly decreased through Si application to soil (Fig. 9). This result
suggests that soil pH increase did not play a major role in decreasing metal
bioavailability in contaminated soils treated with Si. Co-precipitation of metal-Si
complexes rather than pH elevation seemed to account for diminishing plant Cd and Zn
uptake. It is worth mentioning that such contradictory results regarding Si effects on soil
pH can be due to the different doses and sources of Si used. For instance, Liang et al.
(2005) reported significant soil pH increase only for Si doses as high as 400 mg kg™

Therefore, the lower doses tested in the present work allowed for isolating the Si-
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mediated immobilization of metals in soil from the pH effects found by several authors

(Chen et al, 2000; Liang et al., 2005; Liang et al., 2007).

((Figure 9))

The Cd and Zn availability to plants was decreased 24% and 41%, respectively,
as a consequence of applying 200 mg kg™ of Si to soil. The application of doses higher
than 100 mg dm™ of Si alters the coordination of Si from four to six. This provokes Si
polymerization and hence forms insoluble complexes with soil heavy metals (Dietzel,
2000). The metal bioavailability decrease in the Si-amended soil was higher for Zn than
for Cd as can be concluded from the respective angular coefficient values (Fig. 9). Zinc
silicates are apparently less soluble than Cd silicates in soil. This is probably the cause
for higher Si efficiency in reducing Zn bioavailability in soil since they form lesser

soluble silicates than Cd.

Cd and Zn predominated in the soil exchangeable and organic matter fractions
(Fig. 9). Even in soil samples not Si-treated, Cd bound to organic matter was the major
fraction in soil whereas Zn was mainly retained in the exchangeable fraction. The higher
the Si dose the lower was the Cd concentrations in exchangeable fractions (Fig. 9). Such
a decrease for exchangeable Cd was paralleled by a linear increase for Cd bound to
organic matter. The linear increase of Zn organic matter and crystalline Fe oxide
fractions was also related to a linear reduction of the Zn-exchangeable fraction. In soil
samples without Si addition, 47 and 70% of the total Cd and Zn were in the

exchangeable fraction. After adding 200 mg kg™ of Si, these values decreased to 32 and
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40%, respectively. The Si effect on readily available metal concentration in soil was
more pronounced for Zn than for Cd (Fig. 9). This result corroborates once more the
higher affinity of this metal for less available soil fractions as compared to Cd. In
addition, Zn bound to crystalline Fe oxide, a fairly insoluble fraction, was increased by

Si doses while Cd was not detected in the Fe oxide fraction.

The highly positive correlation (Tab. 4) between the soluble Si and Zn
crystalline Fe oxide fraction suggests that Zn silicates may be co-precipitated on oxides
surface. Polymerization of silicate composts has been observed at Fe oxide surfaces and
complex bonds between silicic acid and the organic compounds of soil solutions are
known (Sommer et al 2006). On the other hand, soluble Si seems not to influence Cd on
oxide fractions, since there was no correlation between these variables. The negative
and significant correlation between soluble Si and DTPA-extracted Cd and Zn (-0.82**
and -0.90**, respectively) corroborates the Si-mediated soil immobilization of these
metals. Silicon promoted a significant increase in Cd and Zn bound to organic matter
(0.65** and 0.80**, respectively) as a result of decreased exchangeable Cd and Zn
contents (-0.79** and -0.84**, respectively). The redistribution of Cd and Zn from
exchangeable fractions to organic matter and crystalline Fe oxide fractions supports the
lower bioavailability of these metals in Si-treated soils as assessed by DTPA (r=-0.72**

and -0.86**, respectively).
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Table 4. Linear correlation coefficients between biomass, Cd and Zn concentrations in

shoots (CSt) and roots (CRt), metal accumulation in shoots (ASt) and roots (ARt), Si

soluble contents, Cd and Zn availability (DTPA) and soil fractions: exchangeable (Ex),

organic matter (OM), and crystalline Fe oxide (CFeOx)

Dry matter Concentration Accumulation .
Shoot Roots Shoot Roots Shoot Roots DTPA Si
Cadmium
Si 0.78** 0.64* -0.17™ -0.18™ 0.67** 0.30™ -0.82%* -
Ex -0.75%%* -0.61%* 0.50* 0.27™ -0.51* -0.22™ 0.93%* -0.79%*
oM 0.67** 0.37" -0.42™ -0.33™ 0.43™ 0.02™ -0.72%* 0.65%*
DTPA -0.88%* -0.76** 0.36™ 0.03™ -0.71%* -0.47™ - -0.82%*
CSt -0.17™ 0.01™ - 0.73** 0.25™ 0.40™ 0.36™ -0.17™
CRt 0.13™ 0.33™ 0.73** - 0.47™ 0.78** 0.03™ -0.18™
ASt 0.90** 0.82%* 0.25™ 0.47™ - 0.80** -0.71%* 0.67**
ARt 0.62%* 0.84%* 0.40™ 0.78** 0.80** - -0.48™ 0.31™
Zinc

Si 0.88** 0.83** -0.75%* -0.56%* 0.39™ 0.67** -0.90%** -
Ex -0.81%%* -0.76** 0.73** 037" -0.39™ -0.72%* 0.77%* -0.84%*
oM 0.84** 0.73%* -0.74%* -0.51* 0.29™ 0.57* -0.86%* 0.80%**
CFeOx 0.72%* 0.75%* -0.49"™ -0.46™ 0.56* 0.66%* -0.88%* 0.85%*
DTPA -0.89%* -0.85%%* 0.79** 046" -0.36™ -0.74%* - -0.90%**
CSt -0.86%* -0.73%%* - - 0.02™ -0.61* 0.79%* -0.75%%*
CRt -0.57* -0.55%* - - -0.30™ -0.05™ 0.46™ -0.56**
ASt 0.64™ 0.92%* -0.36™ 0.97** - -0.82%* 0.31™ 0.83*
ARt -0.67™ -0.95%* 0.41™ -0.86** -0.82%* - -0.63™ -0.73*

* %% and ™ significant at <5 and <0.1%, and no significant, respectively.
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Figure 7. Regression equations between silicon doses applied to soil and shoots and

root dry matter of maize (Zea mays L.) grown on a Cd and Zn-contaminated soil.
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Figure 8. Regression equations between silicon doses applied to soil and Cd and Zn
accumulation and concentration in shoots and roots of maize (Zea mays L.) plants

grown on a contaminated soil.
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Figure 9. Regression equations between silicon doses applied to soil and DTPA-

extractable Cd and Zn as well as metal fractions in a contaminated soil.
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SILICON EFFECTS ON METAL TOLERANCE AND STRUCTURAL
CHANGES IN MAIZE (Zea mays L.) GROWN ON A CADMIUM AND ZINC
ENRICHED SOIL?

Abstract

Silicon presents a close relationship with the amelioration of heavy metals
phytotoxicity. However, mechanisms of Si-mediated alleviation of metal stress remains
poorly understood. This work aimed at studying the relationship between the
accumulation of Si, Cd, and Zn and the tolerance and structural alterations displayed by
maize plants grown on a Cd and Zn enriched soil treated with doses of Si (0, 50, 100,
150, and 200mg kg_l) as calcium silicate (CaSiOs3). The results showed that the maize
plants treated with Si presented not only biomass increasing but also higher metal
accumulation. Significant structural alterations on xylem diameter, mesophyll and
epidermis thickness, and transversal area occupied by collenchyma and midvein were
also observed as a result of Si application. The deposition of silica in the endodermis
and pericycle of roots seems to play an important role on the maize tolerance to Cd and

Zn stress.

Keywords: heavy metals, lignin, silica, cellular detoxification, soil pollution.

1. Introduction

Silicon (Si) is the second most abundant element in the terrestrial crust. In soil,
Si content ranges from <1 to 45%. Plants absorb Si predominately as silicic acid
[Si(OH)4], a non dissociated compound present in soil solution at concentrations

normally ranging from 0.1 to 0.6 mmol L™ (Epstein, 1994). The accumulation of Si in

% Received: 13 March 2008 Accepted: 20 July 2008 Published online: 13 August 2008 - Water,
Air, and Soil Pollution
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plants varies considerably from 1 to 10% of dry weight according to the species (Currie
and Perry, 2007). This wide range of Si concentration is mainly due to the Si uptake and
transport characteristics of each species (Epstein, 1994). The majority of species
accumulate Si via passive diffusion, i.e., the element moves from xylem to shoots
following the water flux driven by transpiration. However, species belonging to the
families Poaceae, Equisetaceae, and Cyperaceae pose high Si accumulation (> 4 % Si
dry matter) owing Si active uptake (Currie and Perry, 2007). In this case, Si is absorbed
through specific membrane proteins which assure the Si accumulation in the plant
regardless the concentration gradient. The Si absorbed by roots is transported to the
shoots and deposited either inside or outside the plant cell as hydrated silica
(Si0,nH,0). In gramineae species such as maize, rice, and sorghum, silica is deposited
as silica bodies, mainly in the epidermis, silica cell and bulliform cells as well as in the
stomata and leaf sheath (Currie and Perry, 2007).

There are increasing evidences of the Si role on ameliorating biotic and abiotic
stresses (Epstein, 1999; Liang et al., 2007). Despite the mechanisms involved are still
poorly understood, it is known that metal toxicity in several species can be ameliorated
by Si (Liang et al., 2005; Neumann and Nieden 2001; Rogalla and Rémheld, 2002; Shi,
et al., 2005). The main mechanisms of Si amelioration of metal stress in plants include:
(1) co-precipitation or complexation of metals with Si; (2) inhibition of metal transport
from roots to shoots; (3) compartmentation of metal ions within plants; and (4)
stimulation of antioxidants systems in plants (Neumman and Nieden, 2001; Gong et al.,
2005; Shi et al., 2005).

The relationship between Si and tolerance to heavy metal in plants has been
largely studied. For instance, Neumann and Nieden (2001) regarded the accumulation of
Zn silicate in the vacuole and cell wall of Cardaminopsis halleri leaves as a tolerance
mechanism to cope with metal toxicity. Rogalla and Rémheld (2002) reported that
cucumber (Cucumis sativus) plants treated with Si presented decreased Mn
concentration in the symplast and increased Mn retention in the cell wall. However, it is
worth pointing out that Si amelioration of heavy metals phytotoxicity is not only due to
Si action inside the plant but also relies on the decreased bioavailability of metals in Si-
treated soils. Liang et al., (2005) observed that maize dry matter production and Cd

accumulation were increased by addition of 400 mg kg'1 of Si into the soil.
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The present work aimed at studying the relationship between accumulation of Si,
Cd, and Zn and the tolerance and structural alterations observed in maize plants grown

on a cadmium- and zinc-enriched soil.

2. Material and Methods

2.1.Pot experiment

The study was carried out in a greenhouse using samples of an Ultisol (Typic
Kandiudult soil) presenting the following chemical characteristics: pH H,0=4.9;
H+AP"=2.40 cmol, dm?; AI’'=0.92 cmol, dm™; Na"=0.17 cmol, dm™; K'=0.08 cmol,
dm'3; Ca™= 0.97 cmol, dm™ ; Mg+2=0.08 cmol, dm™ ; P=9 mg dm™ ; C=345¢ kg'l;
clay=340 g kg'; silt=32 g kg™'; and sand=628 g kg”' (EMBRAPA, 1999).

Chloride solutions of Cd or Zn were uniformly applied to a 2-kg soil sample in
order to achieve the concentrations of 10 mg kg™ of Cd and 100 mg kg™ of Zn. The Cd-
or Zn-amended samples were kept incubated for a 30-day period at 80% of the water
holding capacity. Then, the soil was air dried and doses of Si (0, 50, 100, 150, 200 mg
kg™) as calcium silicate (CaSiOs) were applied to the contaminated soil. The soil and
the silicate were homogenized and incubated for an additional 30-day period at 80% of
the water holding capacity.

Before sowing, the samples were fertilized with 250, 240, 150, and 100 mg kg'1
of N, P, K, and S, respectively, as NH4SO,, NH4H,PO4, and KNO3. The micronutrients
Fe (FeS0O4.7 H,0), Mn (MnCl,.4H,0), Zn (ZnS04.7H,0), Cu (CuS0,), B (H3BO3), and
Mo (Na;Mo04.2H,0) were applied at the 2; 4; 4; 1.5; 1; and 0.2 mg kg'1 concentrations,
respectively. In the contaminated soil with Zn, all the micronutrients were added, except
Zn. Maize seeds (Zea mays L.) were sown directly in the pots and thinned to 2 plants
per pot 5 days after germination. Plants were watered to 80% of the soil water holding
capacity on a daily basis by weighing the pots and adding water to compensate for any
weight loss. After a 30-day period of cultivation, the roots and shoots were collected
and dried in an oven at 65°C. After drying, the plant samples were grounded and
digested in a mixture of HNO3:HCIO4, (EMBRAPA, 1999). The concentrations of Cd

and Zn in the extracts were determined by atomic absorption spectrometry.



CUNHA, K. P. V. Silicio como amenizante da fitotoxicidade de cadmio e zinco... 62

2.2.0ptical microscopy

Samples of mature leaves were collected and immediately fixed in a FAA 50
solution (50 mL of formaldehyde 40% + 50 mL of acetic acid + 900 mL of alcohol
50%) for at least 24-48 h until preparation of semi permanent histological layers,
according to Johansen (1940).

Leaf sections of the vein and mesophyll were clarified in a sodium hypochlorite
30% solution neutralized with acetic water 1:500. The sections were then washed with
distilled water, stained with astra blue and safranin (Bukatsch, 1972), and mounted on
glycerin 50% (Strasburger, 1924).

Sections of roots and leaves were also used to histochemical analysis for lignin
with acid fluoroglucine (Kraus and Arduim, 1997) and silica through silver-amine
chromate (Dayanandan, et al., 1983). For histochemical detection of Cd and Zn in
leaves was used the technique developed by Seregin and Ivanov (1997), based on the
ability of dithizone (30 mg dipheniltiocarbazone dissolved in 60 mL of acetone and 20
mL of distilled water) in producing a reddish color compound after reacting with

cadmium and zinc.

Digital images were obtained by using a digital camera linked to an optical
microscopy. The images were analyzed for lumen diameter of the xylem cells,
mesophyll and epidermis thickness, transversal area of the foliar midvein, phloem and

collenchyma using the software Image Tool (Wilcox et al., 2002).

2.3.Statistical analysis

The experiment followed a randomized block factorial design 2 x 5 (Cd or Zn
addition x 5 doses of Si), with 3 replications, totaling 30 experimental units. The results
were analyzed by applying F test to ANOVA, and correlation and regression analyzes

performed by Statistical Analyses System software (SAS, 1999).
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3. Results and Discussion

3.1.Structural changes in maize leaves and roots

Adding Si to the contaminated soil with Cd or Zn promoted a linear and
significant increasing in the roots and shoots dry matter yield of maize plants
(Figure 10), suggesting that the Cd and Zn phytotoxicity was decreased owing Si
addition to soil. On the other hand, the interaction between doses of Si and metals was
not significant (P < 0.05). This indicates that the Si effect of increasing the maize dry
matter yield under metal stress was similar for both metals. Zn and Cd share several
physical and chemical similarities: both are in the Group II of the Periodic Table; they
are generally found associated to the same minerals; and they compete for the same
chemical ligants. Thus, the interaction between Zn and Cd in biological systems is

expected to be alike as well (Rout and Das, 2003).

The xylem diameter was linearly increased by Si addition in the Cd or Zn
contaminated soil (Table 5). A decrease in the size and number xylem vessels is a
common symptom of heavy metal toxicity that strongly diminishes the uptake and
transport of water by plants (Barcel6 and Poschenrieder, 1990; Gong et al., 2005). The
increase observed for the xylem diameter paralleled the highest roots and shoots
biomass of maize grown in the soil samples contaminated with Cd or Zn (Table 6). This
result suggests that Si effects on the plants hydraulic balance could play a role in

increasing biomass under metal stress.

The transversal area occupied by the midvein and the mesophyll thickness of
maize leaves were also increased by the addition of Si to the contaminated soil (Table
5). Similarly, Gong et al., (2005) observed thicker leaves in wheat (Triticum aestivum)
plants treated with Si. According to Epstein (1999), Si increases hydraulic status in the
cells by diminishing the transpiration rate. Increased xylem diameter and mesophyll
thickness can be regarded Si-mediated structural alterations that alleviated Cd and Zn
phytotoxicity, since they were related to higher maize biomass in the soil contaminated

amended with Si (Table 6).
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The Si addition to soil caused a linear increasing for the adaxial epidermis
thickness and a linear decreasing for the abaxial epidermis thickness (Table 5). Hossain
et al. (2002) observed increased thickness and size of rice (Oryza sativa) epidermis cells
treated with Si. According to Gong et al. (2005), such structural alterations result from

Si precipitation on the surface of the epidermis cell wall.

The transversal area occupied by the abaxial collenchyma presented a linear
decreasing trend as a result of Si addition to soil (Table 5) as well as a lower lignin
deposition at the cell wall (Figure 11a vs b). Schiitzendiibel et al., (2001) sustain that the
lignin metabolism is activated in order to alleviate the cellular oxidative unbalance
caused by free metals in the cytoplasm. The cell wall of support tissues, such as the
collenchyma, play an important role in accumulating and detoxifying metals before they
reach more sensitive sites to metals, especially the mesophyll (Vollenweider et al.,
2006). This is corroborated by the simultaneous presence of lignin and metals in the
collenchyma (Figure 11a and e). Thus, the decreasing in the lignification resulting from
Si addition to the contaminated soil (Figure 11b) is probably due to low levels of free
metals in the cytoplasm. This outcome is accomplished by co-precipitation of Si-metal
in the cell wall and vacuoles and hence alleviation of the metals oxidative stress

(Schiitzendiibel et al., 2001).

It is worth observing the significant and negative correlation between both the
area decreasing and lignification of the collenchyma with the biomass increasing of
roots (» = —0.55**) and shoots (r = —0.73**). As a matter of fact, the synthesis of lignin
is a biosynthesis process that demands high cell energy costs (Boudet, 2000) while the
incorporation of SiO; in the cell wall requires lower energy demand (Raven et al.,
1983). Therefore, plants gain an energetic profit by using SiO, as a structural
component of the cell wall. For instance, Hossain et al., (2002) state that the growth
promotion in Poaceae leaves induced by Si is a consequence of qualitative alterations in

the cell wall metabolism.

For roots, thickening of Casparian strips in the endodermis as well as in the cell
wall of xylem and pericycle were observed as a function of Si doses (Figure 12).
Seregin and Ivanov (2001) suggested that the endodermis and pericycle cell wall of
roots grown in a contaminated soil present a structure and composition that drawback
the apoplastic transport of metal ions in the central cylinder. Lignin deposits were

identified in the endodermis cell walls, but not in the thicker cell wall of the pericycle.
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Such deposits were also observed at the root epidermis and exodermis. Vitoria et al.
(2004) reported that 1 mmol L™ of Cd provoked disintegration of epidermis and cortical
parenchyma of radish (Raphanus sativus) roots; the plants displayed large intracellular
spaces as well. According to authors, this was a consequence of the low cellular
hydraulic potential owing to Cd toxicity. Such alterations were not observed for the
maize plants in the present study (Figure 12d). It seemingly indicates that the lignin
deposits and silica bodies detected in the cell wall are solely related to structural

function.

3.2.Localization of silica and metals in plant tissue

Cadmium and zinc accumulated in the roots of maize grown in the contaminated
soil were preferentially located in the endodermis cell wall, pericycle, xylem, and
phloem, followed by epidermis, exodermis, and cortical parenchyma (Figure 12a—c).
Cadmium deposits were also detected in the exodermis of common reed (Phragmites
australis) roots grown in nutrient solution containing 100 pumol L™ (Ederli et al., 2004).
Coincidently, silica bodies in root cells were found in the cell walls of epidermis,
exodermis, endodermis, pericycle, and xylem (Figure 12d and e). This suggests that Cd
and Zn may be co-precipitated with Si in such tissues. Silica deposits in the endodermis
cell wall along with the thickening of the Casparian strips demonstrate the Si role in
reducing the metals apoplastic transport (Seregin and Ivanov, 2001). Such a role can be
corroborated by Si-metal deposits observed in the endodermis and pericycle cells
(Figure 12¢ and f) of plants grown on soil amended with 150 mg kg ' of silicon.
Cadmium and Zn were also found in the nucleus of cortex cells and endodermis

(Figure 12a).

For the non-Si treated plants, Cd and Zn were mainly detected in mesophyll
symplasm and phloem followed by xylem apoplasm and endodermis (Figure 11e). On
the other hand, metals in the Si-treated plants were mostly detected in the collenchyma
cell wall and abaxial and adaxial epidermis (Figure 11c—d and f-h). The simultaneous
presence of silica, Cd, and Zn deposits in the mesophyll cells suggests the precipitation
of Si-metal complex in the cytoplasm and vacuoles (Figure 11d and g). Similarly,
Iwasaki et al. (2002) found increased content of Mn in vacuoles of beans (Phaseolus

vulgaris) cells after Si application. The co-precipitation of Si-metals complex seems to
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contribute to the cell detoxification, since the plants biomass was linearly increased as a
result of Si addition to soil (Figure 10). This result indicates once again that Si played

an important physiological role in cellular tolerance to both metals.

Silica deposits were observed in the leaves epidermis wall cell, notably in the
bulliform cells of the adaxial surface (Figure 11d). The accumulation of Si in these
tissues is generally related to tolerance to biotic and abiotic stresses (Currie and Perry,
2007; Liang et al., 2007). Silica deposition in bulliform cells was clearly correlated with
Cd and Zn accumulation, indicating co-precipitation reactions (Figure 11d and g).
Neumann and Nieden (2001) reported that leaves surface of foam-cress (Cardaminopsis
halleri) grown on a Zn-contaminated soil amended with Si were covered by Si—Zn
complexes. The deleterious effect of metal in phloem (Vollenweider et al., 2006) was
possibly ameliorated by Si (Figure 11c). Indeed, no significant alterations occurred in

the phloem area of Si-treated leaves (Table 5).

4. Conclusions

The mechanism responsible for increased metal tolerance in Si-treated plants is
still a matter of discussion and contradictory results have been reported. However, the
maize plants treated with Si presented not only biomass increasing but also higher metal
accumulation. This clearly indicates that a silicon-mediated mechanism plays a role in
alleviating the metal stress. Significant structural alterations on xylem diameter,
mesophyll and epidermis thickness, and transversal area occupied by collenchyma and
midvein were also observed as a result of Si application. The precipitation of silica in
the endodermis and pericycle of roots seems to play an important role on the maize
tolerance to Cd and Zn stress. Such results indicate that Si could be used in
phytotechnologies aiming at increasing the tolerance and accumulation of metals in

plants, such as phytoextraction.
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Table 5. Regression equations for relationship between silica doses added to the
contaminated soil with Cd or Zn and alterations in xylem diameter, thickness of

mesophyll and epidermis and transversal area occupied by collenchyma, midvein and

Anatomic characteristics Sh(]))ol;y matge:;o s Shooctjontenltloo s
Xylem diameter 0.54%* 0.61%* 0.44** 0.60**
Collenchyma area -0.73%%  -0.55**  -0.66**  -0.62**
Phloem area -0.13™ -0.21™ 0.18™ -0.19™
Vein area 0.02™ 0.04™ 0.27" 0.05™
Mesophyll thickness 0.58%%* 0.55%%* 0.37* 0.65%*
Abaxial epidermis thickness -0.56**  -0.38%* -0.22™ -0.57%**
Adaxial epidermis thickness 0.66%* 0.54%* 0.47** 0.59%*

phloem in leaves maize plants

* ** and ™ <5 e <1% significant and no significant, respectively.

Table 6. Coefficients of liner correlation between anatomic characters, dry matter yield,
and accumulation of metals in maize plants growth in contaminated soil with Cd or Zn

treated with silica doses

Anatomic characteristics Equacio R’
Xylem diameter (um) y =89.73** + 0.077**x 0.94%**
Mesophyll thickness (um) y =318.80** + 0.609**x 0.98**
Abaxial epidermis thickness (num) y =46.96%*- 0.069**x 0.94**
Adaxial epidermis thickness (um) y =60.61*%* + 0.050**x 0.95%*
Collenchyma area (um?) y =T0511%* - 92.43**x 0.98**
Phloem area (umz) — —
Vein area (um?) y =87051** + 14.39*x 0.76*

* %% and ™: <5 e <1% significant and no significant, respectively. n=60
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Figure 10. Relationship between silica doses, dry matter yield, and Cd and Zn content

in maize shoots (#) and roots (m) grown in contaminated soil with Cd and Zn. n= 3

replications.
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Figure 11. Structural alterations and silica, Cd, and Zn localization in maize leaves
grown in a contaminated soil treated with Si. Lignification of cell wall of abaxial
collenchyma without (a) and with (b) application of 50 mg kg™ of Si to the soil. Silica
apoplastic deposits in collenchyma (c), epidermis (d) and detailed in bulliform cell
(arrow, d). Silica in the symplasm mesophyll (d). Localization of Cd and Zn in
collenchyma without (e) and with (f) Si application. Deposits of Cd and Zn in bulliform
cells apoplasm of the adaxial surface (g) and in apoplasm of collenchyma and abaxial
epidermis after Si addition (h). ade Adaxial epidermis, abe abaxial epidermis, x xylem,

ph phloem, bc bulliform cell, abc abaxial collenchyma. Bars: 50 pm
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Figure 12. Silica, Cd and Zn localization in maize roots after applying Si in a soil
enriched with Cd or Zn. Metals in cell wall of endodermis, xylem and symplasm of
cortical parenchyma and endodermis of roots treated with 100 mg kg ' of Si (a). After
applying 150 mg kg ' of Si, metal located in the endodermis symplasm (b). Cd and Zn
in cell walls of epidermis (c). Silica deposits in epidermis and exodermis (d). Silica
deposits in cell wall of endodermis and xylem (e). Silica into endodermis cells (f). cp

Cortical parenchyma, ep epidermis, ex exodermis, x xylem, f phloem. Bars: 50 um.
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