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RESUMO

ASPECTOS FISIOLOGICOS DE GRAMINEAS NATIVAS DA AMERICA DO SUL
SUBMETIDAS AO EXCESSO DE ZINCO

AUTORA: Gabriela Descovi Milanesi
ORIENTADOR: Fernando Teixeira Nicoloso

O acumulo de metais nos solos a exemplo do Zinco (Zn) é observado em vinhedos de varios paises,
inclusive no brasil, nos vinhedos da campanha gatcha. O uso prolongado de fungicidas contendo Zn
em sua composic¢do, utilizados para o controle de doencas fungicas em videiras, ocasionam o acumulo
deste metal no solo. Os efeitos toxicos deste metal podem causar restricbes no processo de absorcédo
de nutrientes, além de promover distdrbios que comprometem a expansdo celular e consequentemente
menor crescimento. O Zn pode ser fator limitante para o desenvolvimento das espécies de gramineas
nativas que coabitam as entrelinhas dos vinhedos quando presente em altas concentragdes no meio de
crescimento. O objetivo desse trabalho foi caracterizar as respostas fisiologicas de especies de
gramineas nativas do bioma pampa expostas ao excesso de Zn, bem como avaliar quais as espécies
sdo mais adaptadas para essa condi¢do. O estudo | foi conduzido em sistema de cultivo hidropdnico
contendo trés concentracdes de Zn (2, 150 e 300 uM) e quatro espécies de gramineas (Paspalum
notatum, Paspalum plicatulum, Axonopus affinis e Andropogon lateralis). Aos 40 dias de cultivo,
foram deteminados as trocas gasosas, massa fresca e seca, parametros biométricos do sistema
radicular, atributos bioguimicos, concentracdes de Zn e nutrientes nos tecidos das plantas. O estudo Il
foi conduzido com trés espécies de gramineas Axonopus affinis, Paspalum notatum e Paspalum
plicatulum submetidas a cinco doses de Zn (0, 30, 60, 120 e 180 mg kg-1). Aos 90 dias de cultivo
foram determinadas as trocas gasosas da folha, determinacdo da concentragdo Zn no solo e no tecido,
producdo de massa seca, concentracdo de pigmentos fotossintéticos, proteinas sollveis, concentracdo
de nutrientes nos tecidos, atividade da enzima POD e SOD, concentragdo de H202 e de TBARS. No
estudo I, o incremento das doses de Zn na solucdo nutritiva aumentou a concentracdo de Zn nas raizes
e parte aérea das quatro espécies, no entanto, ndo ocasionou alteracdo no crescimento em biomassa. A
taxa de assimilacdo liquida de CO2 foi aumentada com o acréscimo das concentracdes de Zn para
todas as espécies, principalmente na dose de 300 uM. Os parametros bioguimicos, em geral, ndo
foram afetados pelas altas concentracBes de Zn. O incremento das doses de Zn influenciou de modo
distinto os parametros de estresse oxidativo (TBARS e H202). O balango nutricional foi afetado nas
quatro espécies com o0 aumento crescente das doses de Zn. Apesar das alteracBes fisioldgicas
observadas, as quatro espécies deste estudo apresentaram grande adaptagdo ao aumento da
disponibilidade de Zn. No estudo Il o teor de Zn no solo aumentou linearmente com a aplicacdo de Zn
bem como a concentragdo de Zn nas raizes e parte aérea das trés espécies. Os parametros bioguimicos,
em geral, foram afetados pelas altas concentragdes de Zn. O incremento das doses de Zn influenciou
de modo distinto os parametros de estresse oxidativo (H202 e TBARS), sendo que os aumentos das
atividades da SOD e POD foram correlacionados com a diminuicdo do estresse oxidativo. As
avaliacdes fisioldgicas analisadas indicam que a espécie Axonopus affinis € mais tolerante ao excesso
de Zn.

Palavras-chave: Toxidez. Fotossintese. Nutrientes. Pastagens naturias.



ABSTRACT

PHYSIOLOGICAL ASPECTS OF NATIVE SOUTH AMERICAN GRASS SUBMITTED TO
EXCESSIVE ZINC

AUTHOR: Gabriela Descovi Milanesi
ADVISOR: Fernando Teixeira Nicoloso

The accumulation of metals in soils such as Zinc (Zn) is observed in vineyards from several countries,
including Brazil, in the vineyards of the Rio Grande do Sul campaign. The prolonged use of
fungicides containing Zn in its composition, used to control fungal diseases in grapevines, cause the
accumulation of this metal in the soil. The toxic effects of this metal can cause restrictions in the
nutrient absorption process, in addition to promoting disturbances that compromise cell expansion
and, consequently, lower growth. Zn can be a limiting factor for the development of native grass
species that coexist between the rows of vineyards when present in high concentrations in the growth
medium. The objective of this work was to characterize the physiological responses of grass species
native to the pampa biome exposed to excess Zn, as well as to evaluate which species are more
adapted to this condition. Study | was carried out in a hydroponic cultivation system containing three
Zn concentrations (2, 150 and 300 puM) and four grass species (Paspalum notatum, Paspalum
plicatulum, Axonopus affinis and Andropogon lateralis). At 40 days of cultivation, gas exchange,
fresh and dry mass, biometric parameters of the root system, biochemical attributes, concentrations of
Zn and nutrients in plant tissues were determined. Study Il was conducted with three species of
grasses Axonopus affinis, Paspalum notatum and Paspalum plicatulum submitted to five doses of Zn
(0, 30, 60, 120 and 180 mg kg-1). At 90 days of cultivation, leaf gas exchange, determination of Zn
concentration in soil and tissue, dry mass production, concentration of photosynthetic pigments,
soluble proteins, concentration of nutrients in tissue, enzyme activity of POD and SOD, concentration
were determined. of H202 and of TBARS. In study I, the increment of Zn doses in the nutrient
solution increased the Zn concentration in the roots and shoots of the four species, however, it did not
change the biomass growth. The rate of net assimilation of CO2 was increased with the addition of Zn
concentrations for all species, mainly at the dose of 300 uM. Biochemical parameters, in general, were
not affected by high Zn concentrations. The increase in Zn doses influenced the oxidative stress
parameters (TBARS and H202) in a distinct way. Nutritional balance was affected in the four species
with increasing Zn doses. Despite the physiological changes observed, the four species in this study
showed great adaptation to the increased availability of Zn. In study Il, the Zn content in the soil
increased linearly with the application of Zn as well as the Zn concentration in the roots and shoots of
the three species. Biochemical parameters, in general, were affected by high Zn concentrations. The
increase in Zn doses influenced the oxidative stress parameters (H202 and TBARS) in a distinct way,
and the increases in SOD and POD activities were correlated with the decrease in oxidative stress. The
physiological evaluations analyzed indicate that the species Axonopus affinis is more tolerant to
excess Zn.

Keywords: Toxicity. Photosynthesis. Nutrients. Natural pastures.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os campos nativos da América do Sul sdo caracterizados por possuir uma grande
biodiversidade de espécies. Dentre a grande variedade de espécies observadas nas pastagens
naturais, as gramineas sdo importantes contribuintes para a producdo de biomassa desses
campos, podendo ser verificadas mais de 450 espécies (BOLDRINI, 1997), fato que caracteriza
uma expressiva diversidade. Caracteristicas como variabilidade e versatilidade de suas formas
bioldgicas, mecanismos adaptativos e as suas relacfes com as pressées impostas pelo meio que
habitam estdo relacionadas com a grande representatividade das gramineas nos campos naturais
(BOLDRINI; LONGHI; BOECHAT, 2005). Além disso, a presenca das plantas de cobertura,
em vinhedos, pode contribuir na reducéo dos efeitos fitotoxicos do excesso de metais, como o
Zn, nas videiras, em decorrencia da absorcdo e acimulo dos metais nos tecidos destas plantas
e também pela exsudacdo de ions e compostos organicos, como acidos organicos de baixo peso
molecular, resultando na modificacdo da concentracdo de ligantes organicos e no valor de pH
da solugéo do solo, fatores estes que influenciam diretamente a solubilidade e distribuicdo das
espécies soluveis de metais como o Zn (KIM et al., 2010; MEIER et al., 2012; DE CONTI et
al., 2018).

O acumulo de metais pesados no solo, ao longo das ultimas decadas tem sido foco de
diversos estudos pelo mundo. Na regido Sul do Brasil um estudo conduzidos por por Mattias
(2006), em solos de Microbacias com historico de aplicacdo de dejetos liquidos de suinos foi
dos trabalhos pioneiros relacionados ao acimulo de metais pesados como o cobre (Cu), zinco
(Zn), chumbo (Pb), niquel (Ni) e manganés (Mn) no solo. Posteriormente, um estudo sobre o
acumulo de Cu e Zn em um solo Argissolo submetido a sucessivas aplicacdes de dejetos
liquidos de suinos no Rio Grande do Sul (RS), onde foram encontrados expressivos aumentos
nas concentracdes de ambos os elementos, contribuiu para o inicio de outros em solos de
vinhedos contaminados. Tal estudo fazia parte da Dissertacdo de Mestrado de Girotto (2007).
Em 2010 a Tese de Doutorado de Girotto (2010), estudou os efeitos do Cu em solos
contaminados com Cu oriundos da regido da Campanha e da Serra Galcha sobre plantas de
aveia preta em condigdes controladas. Além disso, foi estudado o efeito do incremento de Cu e
Zn em solo com histérico de aplicacdo de dejetos liquidos de suinos, sobre aspectos
bioguimicos e fisiologicos em plantas. J& em 2012, Em, Miotto em sua Tese de Doutorado
estudou o acumulo de Cu no solo e seu efeito em plantas de videiras adultas em producéo e

plantas que coabitam os vinhedos, tanto em condi¢des de campo, como em condicdes
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controladas, especificamente com solos da regido da Campanha Galcha do RS. Neste estudo,
foi constatado que nos solos com longo histoérico de cultivo de vinhedos estava ocorrendo além
do acumulo de Cu no solo, também o incremento dos teores de Zn. Isto motivou o inicio dos
estudos com a combinagéo de doses (ou teores) de Cu e Zn em solos de vinhedos da regido da
Campanha Gaulcha. A primeira publicacdo do grupo de pesquisas sobre o tema foi derivada da
Dissertacdo de Mestrado de Tadeu Luis Tiecher (2014). Neste estudo, foi coletado solo em um
vinhedo contaminado com Cu na regido da Campanha Gaucha, onde foram adicionadas doses
de Zn e estudados os efeitos da combinacéo de elevados teores de Cu e Zn sobre plantas de
milho. Seguindo esta mesma linha de pesquisa foi elaborado o projeto da presente Tese de
Doutorado, com o intuito de avaliar os efeitos da combinacdo de elevados teores de Cu e Zn
em solos de vinhedos, sobre plantas de videiras jovens e plantas que coabitam os vinhedos
como a aveia preta. A relevancia deste estudo esta no seu viés ambiental, visto que os relatos
de solos contaminados com metais pesados no mundo tém sido cada vez mais frequentes, bem
como pela importancia da atividade vitivinicola para o estado do RS. As espécies nativas sdo
observadas como plantas de cobertura de solo, coabitando os vinhedos na regido da Campanha
Gaucha. Nas ultimas décadas houve uma grande expansdo do cultivo de uvas destinadas a
elaboracdo de vinhos e espumantes. 1SS0 ocorreu em éareas anteriormente ocupadas com campo
natural do bioma Pampa, anteriormente utilizadas para pecuaria extensiva, que a partir da
década de 70 foram convertidas a vinhedos (TIECHER et al., 2017). A presenca dessas espécies
nas entrelinhas pode contribuir na reducdo dos efeitos fitotoxicos do excesso de zinco (Zn),
causado pelas sucessivas aplicacdes de fungicidas contendo Zn para controle de doengas
fangicas foliares, como o mildio (Plasmopora viticola). Visto que as condi¢bes
edafoclimaticas, principalmente os elevados indices pluviométricos da regido da Campanha
Gaucha, favorecem o surgimento de doencas flungicas. A toxidez de Zn ocasionada nas plantas
de cobertura do solo pode causar prejuizos ao cultivo das videiras, uma vez que a reducao da
biomassa ou, até mesmo, a morte dessas plantas deixa o solo descoberto, ocasionando a menor
ciclagem de nutrientes e o aumento do potencial de erosdo (SANTOS et al., 2004). Além disso
0 excesso de Zn pode modificar a composi¢do botanica dos campos nativos.

Espécies nativas do bioma Pampa, como Axonopus affinis, Paspalum notatum,
Paspalum plicatulum e Andropogon lateralis, que naturalmente coabitam os vinhedos da regido
da Campanha Galcha, apresentam diferentes taxas de crescimento e atributos fisioldgicos
(QUADROS; TRINDADE; BORBA, 2009). O conhecimento das espécies que compde as
pastagens nativas e as diferentes estratégias de sobrevivéncia dessas plantas é importante para

que futuras estratégias de manejo e restauracdo das pastagens naturais possam ser tracadas.
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Com manejo adequado o uso forrageiro de espécies nativas pode ser altamente produtivo, além
de manter a integridade dos ecossistemas campestres e demais servicos ambientais
(OVERBECK et al., 2009). Além disso, as espécies nativas do bioma Pampa, em sua maioria,
evoluiram em solos quimicamente pobres e &cidos, indicando a presenca de mecanismos
adaptativos as condi¢es nutricionais adversas, que podem ser expressas quando submetidas a
condicdes de toxidez por Al, mas também podem ser observadas para outros metais, como o
Zn (TIECHER et al., 2017).

Portanto, considerando o aumento das contaminacdes do ambiente pelo excesso de Zn
e o fato de, possivelmente, existir diferentes niveis de tolerancia entre genotipos ou acessos de
uma mesma especie, torna-se relevante fazer a caracterizac¢éo do efeito do excesso de Zn sobre
0s processos fisioldgicos das espécies de gramineas de cobertura do solo mais abundantes nos
vinhedos, bem como identificar os possiveis mecanismos adotados pelas mesmas para

contornar essa situacdo de estresse.
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1.1 HIPOTESES

As estratégias de crescimento dasgramineas do bioma Pampa, segundo atributos foliares
(captura de recursos ou conservacao de recursos), estdo relacionadas a tolerancia ao excesso de
Zn.

ConcentracOes elevadas de Zn no meio aumentam a concentracdo de Zn nas plantas
causando diminuicdo da fotossintese e aumento do estresse oxidativo, sendo as gramineas de

conservacao de recursos mais tolerantes ao excesso de Zn.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral
Avaliar as respostas fisiolégicas de quatro gramineas do bioma Pampa, caracterizadas

por diferentes estratégias de crescimento, em relacdo ao excesso de Zn.

1.2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar respostas fisiologicas e biogquimicas em gramineas nativas do bioma Pampa
com diferentes estratégias de crescimento expostas a elevados niveis de Zn;

Analisar se a tolerancia ao excesso de Zn em gramineas nativas do bioma Pampa esta
relacionada aos atributos foliares.

Verificar se a tolerancia ao Zn em diferentes espécies de gramineas esta relacionada ao

sistema antioxidante das plantas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 BIOMA PAMPA

O Brasil ¢ mundialmente conhecido pelos seus diversos e extensos ecossistemas e pela
alta biodiversidade dos mesmos. A cobertura vegetal natural do pais € constituida por seis tipos
de vegetacdes que incluem os seguintes biomas, seguindo uma ordem regressiva de extensao
territorial nacional: Amazonia (49,5%), Cerrado (23,3%), Mata Atlantica (13%), Caatinga
(10,1%), Pampa (2,3%) e Pantanal (1,8%). Além disso, o bioma Pampa, principal objeto deste
estudo, possui extensdo territorial em outros paises como o Uruguai e Nordeste da Argentina.
O Rio Grande do Sul é o estado brasileiro no qual este bioma esta presente, recobrindo 68,8%
da &rea total do estado (IBGE, 2019).

Os campos nativos pertencentes ao bioma Pampa sdo caracterizados por possuir uma
grande biodiversidade de espécies. Existem mais de 2.200 espécies campestres, muitas delas
com alto valor forrageiro (BOLDRINI et al., 2010). Além disso, este bioma ainda guarda uma
fauna muito diversificada, na qual estdo inclusos insetos, como abelhas meliferas nativas, um
grande nimero de passaros, mamiferos e répteis, cujo habitat exclusivo sdo 0s campos naturais
(NABINGER et al., 2009).

A grande diversidade de espécies vegetais encontrada nestes campos esta ligada aos
diversos tipos de solos e condicBes climaticas predominantes em cada regido fisiografica do
Rio Grande do Sul (CARVALHO, 1997). A diversidade destes campos é evidenciada quando
consideramos que a vegetacdo nativa deste estado faz parte de dois biomas distintos: Campos
da metade sul e oeste do RS, com a paisagem dominada pela vegetacdo campestre e inserida no
bioma Pampa e na por¢do norte do RS que faz parte do bioma Mata Atlantica (QUADROS et
al., 2015).

A grande diversidade de espécies forrageiras dos campos naturais fez com que,
historicamente, os campos do bioma Pampa apresentem relevancia pelo seu uso econémico.
Principalmente, em relagdo a atividade de producdo de pecuaria extensiva, em que temos um

ecossistema onde predominam comunidades vegetais compostas em sua grande maioria por
espécies de gramineas e plantas herbaceas, 0 que permitiu que esta atividade desempenhasse
um importante papel na forma de aproveitamento econdmico destes campos (GONCALVES;
GIRARDI-DEIRO; GONZAGA, 1996) e consequentemente no desenvolvimento da sociedade.
Além disso, 0s campos naturais asseguram servi¢os ecossistémicos insubstituiveis,

como a protecdo dos recursos hidricos, solos e a manutencdo de espécies da fauna e flora, entre
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outros (CAMPONOAE; KUPLICH; COSTA, 2018). Entretanto, histéricos de préticas
impréprias de manejo dos campos para a exploracdo de pecuaria extensiva (manejo com alta
carga animal), introducdo de espécies forrageiras exoticas, uso indiscriminado de fogo e de
herbicidas ao longo dos anos ameacam a biodiversidade desses campos (DEVELEY et al.,
2008). Sendo que, o principal fator que tem causado a crescente perda de &rea de campo nativo
é a conversao destas areas para producdo de grdos (principalmente lavouras de soja, milho e
arroz) ou de silvicultura (eucaliptos, pinus e acéacia) (VELEZ-MARTIN et al., 2009). Essas
mudancas no uso da terra e no uso insustentavel dos campos nativos causam descaracterizagdo
da paisagem e perda da biodiversidade deste bioma (CARVALHO; BATELLO, 2009).

2.2 GRAMINEAS PERTENCENTES AS PASTAGENS NATURAIS DO BIOMA
PAMPA

A biodiversidade dos campos nativos do Rio Grande do Sul é amplamente reconhecida
e raramente encontrada em outros ecossistemas pastoris do planeta (QUADROS et al., 2015).
Dentre a grande variedade de espécies encontradas nessas pastagens, as gramineas (Poaceae)
sdo importantes contribuintes para a producdo de biomassa desses campos, podendo ser
encontradas mais de 450 espécies (BOLDRINI, 1997), fato que caracteriza uma expressiva
diversidade dessa familia. Caracteristicas das plantas da familia Poaceae, como a multiplicacdo
vegetativa acentuada (permitindo a rebrota ap6s fogo ou consumo por animais herbivoros) e a
polinizagcdo realizada pelo vento sdo fatores importantes para o desenvolvimento de
ecossistemas campestres no mundo (PILLAR et al., 2009).

No entanto, a0 mesmo tempo em que o ambiente é enriquecido com a biodiversidade
presente nos campos nativos, 0 manejo pastoril se torna mais complexo devido a essa
diversidade dos organismos vegetais, gramineas, principalmente (QUADROS et al., 2015).
Portanto, o conhecimento das espécies que compde as pastagens nativas e as diferentes
estratégias de sobrevivéncia dessas plantas € importante para que futuras estratégias para
manejo e restauracdo das pastagens naturais possam ser tracadas. Além de que, com manejo
adequado, o uso forrageiro de espécies nativas pode ser altamente produtivo, além de manter a
integridade dos ecossistemas campestres e demais servi¢os ambientais (VALLS; POZZOBON,
2009).

Nesse sentido, compreendendo a heterogeneidade dos campos nativos, Quadros et al.
(2006; 2008) propuseram a caracterizacao funcional de algumas espécies de gramineas, levando

em consideragdo o teor de massa seca das folhas (TMS) e a area foliar especifica (AFE). Essa
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abordagem leva em consideracéo que plantas com caracteristicas morfolégicas comuns, tendem
a responder de maneira similar ao ambiente. Neste estudo, as diferentes espécies de gramineas
observadas em campos naturais do Rio Grande do Sul foram separadas em grupos de estratégia
de conservacao ou captura de recursos. Espécies de captura de recursos sdo caracterizadas por
apresentarem maior AFE e menor TMS, o que confere a elas um crescimento mais acelerado e
a senescéncia das folhas acorre mais rapidamente. Em consequéncia dessas caracteristicas, as
gramineas pertencentes a esse grupo reciclam mais rapidamente a biomassa e o0s nutrientes
presentes no solo apresentando maior valor nutricional para os herbivoros (QUADROS et al.,
2015).

Como exemplo do grupo de estratégia de captura de recursos destacamos as espécies
Axonopus affinis popularmente conhecida como grama tapete. Essa espécie é caracterizada por
possuir longos estoldes e, geralmente, é encontrada em areas de planicie e que apresentam bom
teor de umidade, e ¢ beneficiada pelo pastejo pesado (DALL’AGNOL; NABINGER, 2008).
Outra espécie classificada dentro do grupo das espécies de captura de recursos é a espécie
Paspalum notatum. Conhecida como grama de forquilha, esta espécie é responsavel pela
cobertura de mais de 25% do solo das areas campestres e base da producdo pecuaria sul-
riograndense (BOLDRINI, 2009). Trata-se de uma espécie rizomatosa (caule subterraneo), bem
préxima a superficie o que confere a elas alta resisténcia ao pastejo continuo e ao pisoteio
(BOLDRINI; EGGERS, 1996).

O grupo de espécies de conservacdo de recursos € definido por espécies que formam
touceiras e apresentam um maior TMS e menor AFE. Ou seja, esse grupo de espécies cresce
mais lentamente, porém como as folhas sdo mais duradouras, essas espécies podem acumular
uma maior reserva de pasto. Entretanto, esse pasto acumulado possui um menor valor
nutricional e, consequentemente, ndo é selecionado pelos animais. Exemplo de espécie
pertencente a este grupo é a especie Andropogon lateralis conhecida popularmente como capim
caninha, e apresenta ampla distribuicdo geografica na regido dos Campos Sulinos,
preferencialmente em solos imidos. E uma espécie particular pela sua plasticidade e capacidade
em se adaptar a diferentes ambientes e é reconhecidamente peculiar por se adaptar a uma ampla
gama de intensidades de pastejo (CARVALHO et. al., 2009).

Por exemplo, quando submetida uma baixa intensidade de pastejo essa espécie
apresenta habitos de crescimentos do tipo cespitoso, no entanto, quando a intensidade do pastejo
é aumentada ela tende ao habito de crescimento do tipo prostrado (TRINDADE; ROCHA,

2002). Isso devido ao fato de possuirem pontos de crescimento rente ao solo e assim conseguem
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se proteger e se manter e, quando excluida do pastejo, a espécie pode formar touceiras altas
(BOLDRINI; OVERBECK; TREVISAN, 2015).

A utilizacdo desse agrupamento funcional, principalmente das gramineas, pode auxiliar
no manejo em cada area, tornando-o menos complexo para o produtor. Sendo assim, a baixa
representatividade de &reas protegidas, somada as crescentes ameagas, torna urgente a adogéo
de acOes praticas para a conservacdo do bioma. Na regido da Campanha Gadlcha, principal
regido deste estudo, ha a ocorréncia de muitas gramineas endémicas e, devido as condi¢des do
solo (solos rasos), a vegetacdo nativa foi pouco transformada para outros usos. Nessa regido, as
espécies nativas sdo importantes plantas de cobertura de vinhedos e manutencéo da cobertura
vegetal, aléem do uso do campo nativo ou de pastagens, para controlar o crescimento da
vegetacdo, reduzindo ou até mesmo erradicando a aplicacdo de herbicidas.

No entanto, devido a alta frequéncia de aplicacdo de fungicidas contendo metais pesados
como principios ativos e pelo escorrimento desses elementos quimicos das superficies das
folhas via dgua da chuva, pode ocorrer acumulo destes metais a em solos de vinhedos ao longo
dos anos.. O acumulo desses metais ocorre principalmente nas camadas mais superficiais, com
consequente aumento da disponibilidade as plantas, que causara toxidez as plantas de cobertura
de vinhedos (BRUNETTO et al., 2014; COUTO et al., 2015). A toxidez ocasionada nas plantas
de cobertura do solo, também pode causar prejuizos ao cultivo das videiras, uma vez que a
reducdo da biomassa ou, até mesmo, a morte dessas plantas deixa o solo descoberto,
ocasionando a menor ciclagem de nutrientes e o aumento do potencial de erosdo (SANTOS et
al., 2004).

2.3 AVITICULTURA NA CAMPANHA GAUCHA E O ACUMULO ZINCO EM
SOLOS DE VINHEDO

A viticultura é uma atividade de grande importancia econdmica no Brasil. O estado do
Rio Grande do Sul é o principal estado produtor no Brasil, representando, aproximadamente
70% da area vinicola nacional (EMBRAPA, 2019). Sendo que a principal e mais tradicional
regido produtora é a Serra Gaucha (PROTAS, 2016). Porém, além da regido serrana, outras
regibes estdo ganhando lugar de destaque na area vinicola, como a Campanha Gaulcha, que vem
apresentando crescimento na producéo de uvas para vinhos finos e espumantes de boa qualidade
(MANFIO, 2018).
O crescente potencial da viticultura na Campanha Galcha esta ligado a caracteristicas

edafoclimaticas da regido como, por exemplo, os solos bem drenados e a topografia pouco
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ondulada (facilitando a mecanizagéo) e o clima por possuir boa incidéncia solar, invernos
rigorosos e a variagdo da temperatura diaria com dias quentes e noites frescas (SARMENTO,
2017). Além disso, é importante destacar que a expansdo da atividade vinicola na regido da
Campanha gaucha, ocorreu principalmente em grandes areas anteriormente utilizadas para
criagio de gado, onde, predomina espécies nativas espontaneas do bioma Pampa
(STEFANELLO et al., 2020). Portanto, as espécies pertencentes a esse bioma, desempenham
importante papel como plantas de cobertura nas entrelinhas dos vinhedos.

O clima da regido da Campanha Gaucha é caracterizado por ocorrer precipitacdes anuais
consideradas elevadas para a cultura da videira (TIECHER et al., 2017). Tal fato torna essa
regido favoravel a ocorréncia de doencas fungicas nas folhas, principalmente mildio
(Plasmopara viticola). Isto faz com que os viticultores realizem frequentes aplicacGes de
fungicidas, como a calda bordalesa que tem como base o cobre (Cu) em sua composicao
(BRUNETTO et al., 2017). Consequentemente, as grandes quantidades de Cu destes
fungicidas, aliado as sucessivas aplicacdes, podem ocasionar o acumulo deste elemento no solo
até niveis toxicos as plantas, o que ja acontece em muitas areas desta regido (TIECHER et al.,
2017). Como alternativa aos fungicidas clpricos, os produtores tém buscado produtos
alternativos a calda bordalesa, como por exemplo, os fungicidas do grupo ditiocarbamatos,
como o0 mancozeb. No entanto, estes produtos tém como constituinte o Zn. Portanto, tem sido
observado também o acumulo de Zn em solos de vinhedo (TIECHER et al., 2017).

O tipo de solo predominante da Campanha Gaucha € o Argissolo, derivado de rochas
sedimentares (arenito com alto teor de silicio), predominando argilominerais do tipo 1:1, textura
arenosa e baixo teor de matéria organica do solo (MOS) (STRECK et al., 2002). Nestes solos
de vinhedos com textura arenosa e baixos teores de MOS, 0 Zn encontra-se nas camadas mais
superficiais (BRUNETTO et al., 2014). Sendo assim, aplicacdes de fungicidas podem causar
acumulo e modificacdo de fracbes de metais pesados no solo, como o Zn (NEILSEN et al.,
1986).

O Zn é retido no solo através de ligagOes fisico-quimicas e sua labilidade é dependente do
ligante e do contetido de minerais. Em geral, alguns fatores regulam a sorc¢éo e a disponibilidade
de Zn no solo. O pH do solo (BRADL, 2004; CHAIGNON et al., 2003), a CTC e a MOS sao
importantes fatores que regulam a sorcéao e a biodisponibilidade de Zn no solo (ARIAS et al.,
2005; BRUN et al., 2001). Sendo que, o fator dominante que determina a disponibilidade de Zn
no solo € o pH. Em ambientes com pH mais baixo esse elemento é mais disponivel,
especialmente em solos com baixo contetdo de MOS (BRUN et al., 2001; CHAIGNON et al.,
2003; PIETRZAK; MC PHAIL, 2004). A menor disponibilidade de Zn em condi¢es alcalinas
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é atribuida a precipitagdo de Zn como Zn (OH)2 ou ZnCOs (SAEED, 1977). Além disso, a
capacidade de sorcdo de Zn é maior quanto maior for o contetdo de argilominerais, éxidos e
hidroxidos de Fe, Al e Mn e carbonatos (MCBRIDE, 1994, BRADL, 2004; FERNANDEZ-
CALVINO et al., 2010).

Devido a interacdo entre estes fatores fisico-quimicos, o Zn ¢é encontrado em diferentes
fracbes no solo, ja que, naturalmente, eles sdo adsorvidos em diferentes graus de energia
(CASALLI et al., 2008; TIECHER et al., 2013; BRUNETTO et al., 2014; GIROTTO et al.,
2014). Entretanto, no caso dos solos de vinhedos da Campanha Gaucha, onde séo realizadas
aplicacbes frequentes de fungicidas, o teor de Zn no solo pode aumentar, modificando a
distribuicédo das fracOes, aumentando a toxicidade para as plantas de videira (NAGAJYOTI,
LEE; SREEKANTH, 2010), além das plantas que coabitam os vinhedos.

O aumento das concentracdes de Zn no solo, devido as aplicacGes frequentes de fungicidas,
pode interferir na distribuicdo das suas fracdes no solo. Normalmente, a sor¢do do Zn no solo
ocorre primeiramente nos sitios de ligacdo mais avidos e, em seguida, 0s ions remanescentes
sdo redistribuidos em fracdes que séo retidas com menor energia e, consequentemente, de maior
disponibilidade e mobilidade (TIECHER et al., 2013). A absorcao de Zn ocorre como um cétion
divalente ou como complexos com ligantes organicos, tende a ser linear com sua concentracao
na solucdo nutritiva ou no solo (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001).

2.4 ZINCO NO SOLO, TRANSORTE E ABSORCAO EM PLANTAS

A entrada priméria de Zn nos solos € proveniente do intemperismo quimico e fisico das
rochas de origem do solo, além do suprimento atraves de fertilizantes e corretivos aplicados
(BROADLEY et al., 2007). Geralmente a concentragéo de Zn nos solos varia de 10 a 300 mg
kg, dependendo do material de origem e da sua utilizagdo, apresentando teor médio de 50 mg
kg (MOUSAVI, 2011). Por exemplo, solos derivados de rochas igneas sdo mais ricos em Zn
do que solos derivados de rochas sedimentares (ABREU; LOPES; SANTQOS, 2007). Sendo
encontrados valores de 70-80 pg Zn g* nas rochas igneas, enquanto as rochas sedimentares os
valores sdo entre 10-120 ug Zn g* (FRIEDLAND, 1990; BARAK; HELMKE, 1993;
ALLOWAY, 1995). As principais formas que o Zn pode ser encontrado no solo sdo na solugéo
do solo, na forma de fon Zn?* principalmente e complexos soltveis, ou adsorvido pelos minerais
de argila também na forma de fon Zn?*, ou ainda fixado em complexos, na matéria organica e

em minerais primarios e secundarios (LINDSAY, 1979).
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As principais vias de contato ion-raiz sdo por fluxo de massa, interceptacdo radicular ou por
difusdo (SADEGHZADEH, 2013). O transporte de Zn para a superficie da raiz nos solos € feito
predominantemente pelo mecanismo de difuséo (MARSCHNER, 1993). Na planta, devido a
sua natureza eletropositiva, 0 Zn ndo ocorre na forma reduzida, (ABREU; LOPES; SANTOS,
2007), portanto, a forma bivalente do Zn (Zn?*) representa a principal forma de absorgao deste
elemento pelas plantas, o qual pode ser feito via foliar ou radicular (DECHEN; NACHTIGALL,
2006), sendo transportado até a parte aérea atraves do xilema. Além da forma de absorcao da
solugdo do solo como ion (Zn?*), 0 Zn pode ser absorvido na forma de quelatos, e também via
acidificacdo da rizosfera, decorrente da extrusdo de ions H" pela planta e consequente
acidificacdo do meio (DAKORA,; PHILLIPS, 2002) e ainda pela producéo de transportadores
de membranas que contribuam para a absor¢do de Zn do meio externo para dentro da raiz
(BROADLEY et al., 2007).

O transporte do Zn da raiz até o xilema pode ocorrer por duas vias. Através do continuo
citoplasmatico das células da raiz ligadas por plasmodesmos (via simplasto) ou pode atingir o
xilema através dos espacos extracelulares entre as células (via apoplasto) (WHITE et al., 2002).
Uma vez no interior da planta, o Zn?*, independente de como foi absorvido, é quelatilizado a
ligantes de baixo peso molecular, com a finalidade de evitar que ocorram ligacGes néo
especificas com moléculas celulares, para entdo ser transportado. J& no xilema, o Zn é

transportado por fluxo de massa até chegar a parte aérea das plantas.

2.5 0 ZINCO NAS PLANTAS

O Zn é o metal de numero atdmico 30 e 0 23° elemento mais abundante na terra, sendo
encontrado praticamente em todos os ambientes (CHANEY, 1993; BROADLEY et al., 2007).
No metabolismo vegetal, a presenca deste micronutriente € fundamental, pois o Zn esta
envolvido em muitos processos bioldgicos, como defesa antioxidante, sintese proteica,
metabolismo de carboidratos, metabolismo de auxinas e estabilidade do material genético
(CLEMENS, 2001).

Além disso, como 0 Zn é necessario para a sintese do triptofano (BROWN et al., 1993;
ALLOWAY, 2004), que é um precursor do acido indol acético (AlA), esse metal também tem
um papel ativo na producdo de auxina, um hormonio essencial do crescimento (BRENNAN,
2005). Algumas enzimas apresentam 0 Zn na sua estrutura, tais como, alcool desidrogenase,
Cu-Zn superdxido dismutase e anidrase carb6nica. Enquanto que outras enzimas utilizam o Zn

como cofator como, por exemplo, as aldolases, isomerases, peptidases, transfosforilases e RNA
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e DNA polimerases (BUCHANAN et al., 2001). Tais eventos s&o direta ou indiretamente
grandes influenciadores do crescimento vegetal (FAQUIN, 2005).

A integridade das membranas celulares também exige que 0 Zn preserve a orientacao
estrutural das macromoléculas e mantenha os sistemas de transporte de ions (CAKMAK, 2000;
KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001; ALLOWAY, 2004; DANG et al., 2010; DISANTE et
al., 2010). Portanto, plantas em condicdes de excesso ou deficiéncia deste elemento terdo suas
atividades metabdlicas modificadas. Concentragdes entre 30 e 100 mg Zn kg™ de massa seca
séo suficientes para suportar o adequado desenvolvimento da planta para a maioria das culturas
agricolas (RODRIGUES et al., 1997).

Apesar da deficiéncia de Zn ser mais difundida do que a toxicidade, a contaminagéo do
solo por Zn tem sido uma das principais preocupacdes ambientais (ZARCINAS et al., 2004),
devido ao crescente incremento deste metal nos solos através, principalmente, das atividades
antrdpicas como o uso de fertilizantes e fungicidas. As respostas nos niveis bioquimicos e
fisiologicos variam de acordo com a espécie, 6rgao da planta, a concentracdo do elemento e a
tolerancia do tecido a altos niveis de Zn (CAMBROLLE et al., 2012). Em espécies sensiveis,
concentragdes nos tecidos entre 150-200 mg Zn kg™ provocam reducédo do crescimento das
plantas (KABATA-PENDIAS, 2011), embora alguns cultivos apresentem sintomas de
toxicidade na folha quando menores que 100 mg Zn kg da massa seca (CHANEY, 1993;
MARSCHNER, 1995).

Além do que os limites de toxidade podem ser altamente variaveis mesmo dentro da
mesma espécie. Por exemplo, um estudo realizado com azevém exposto a concentracfes de Zn
a diminuicdo do crescimento ocorreu em 1-10 mM, com uma inibig&o total do crescimento em
50 mM de ZnSO4 (BONNET et al., 2000). E uma leguminosa como a ervilha (Pisum sativum),
o crescimento foi inibido apds a aplicagdo de 1000 uM de Zn (DONCHEVA et al., 2001). Em
cana de agtcar doses de 65 e 130 mg L™ podem desencadear reducdo do crescimento, folhas
verde-escuras, nimero e comprimento de raizes diminuidos e acentuada depressao na atividade
mitotica das raizes (JAIN et al., 2010).

O excesso de Zn possui efeito negativo na nutricdo mineral e atividades enzimaticas
relacionadas ao metabolismo vegetal (VAN ASSCHE; CLIJSTERS, 1986; CHAQUI et al.,
1997), principalmente devido & queda do desempenho fotossintético, afetando as reacgdes
fotoquimicas (VAN ASSCHE; CLIJSTERS, 1986), atividade da anidrase carbonica (LOPEZ-
MILLAN et al., 2005), biossintese de clorofilas (VAN ASSCHE; CLIJSTERS, 1986). Além
disso, ocorrem também efeitos negativos sobre a integridade da membrana (DE MAGALHAES

et al., 2004), consequentemente, interferindo na absorcdo de solutos, transporte e regulacéo
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osmética (CHERIF et al., 2010), aumentam a producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
e inibem ou incrementam a atividade enzimatica (GRATAO et al., 2005; LIN et al., 2005).

O primeiro sintoma a se apresentar na maioria das espécies que exibem toxicidade ao Zn
é uma clorose geral das folhas mais jovens (HARMENS et al., 1993; REN et al., 1993;
FONTES; COX, 1995). Dependendo do grau de toxicidade, essa clorose pode progredir para
avermelhamento devido a producédo de antocianina nas folhas mais jovens (HARMENS et al.,
1993; FONTES; COX, 1995; LEE et al., 1996). Nas raizes, a toxicidade do Zn é aparente como
uma reducdo no crescimento da raiz principal, menos e menores raizes laterais e
amarelecimento das raizes (REN et al., 1993).

Para proteger suas células dos efeitos toxicos das ERO, as plantas dispdem de um
sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico e enzimatico, que trabalham em conjunto e em
sincronia detoxificando as ERO produzidas e fazendo com que as plantas superem a situacao
de estresse e recuperem a homeostase celular (MARTINEZ et al., 2010). Dentre os principais
metabdlitos antioxidantes ndo enzimaticos, encontram-se 0 &cido ascorbico (AsA) e a
glutationa (GSH), alfa-tocoferol e os carotenoides. Nas plantas, 0 aumento na concentracao
dessas moléculas pode indicar um aumento na tolerancia ao estresse por metais (DIETZ et al.,
1999). J& a defesa antioxidante enzimatica compreende a atividade de vérias enzimas,
destacando-se tais como catalase (CAT), guaiacol peroxidase (POD), ascorbato peroxidase
(APX) e superdxido dismutase (SOD) (ASADA 1987; FOYER; HARBINSON, 1994).

Os sintomas de deficiencia de Zn sdo observados quando o teor do elemento na planta
se encontra abaixo de concentragdes que variam de 15 a 20 mg Zn kg~! de massa seca (MS)
(SINCLAIR; KRAMER, 2012), sendo que tais sintomas aparecem principalmente nas folhas
novas, devido a baixa redistribuicdo de Zn nas plantas. O aparecimento de manifestacdes de
deficiéncia pode variar em funcdo das condi¢cBes ambientais, idade da planta, severidade da
deficiéncia, além da oferta de outros nutrientes (SADEGHZADEH, 2013).

Sua deficiéncia resulta no desenvolvimento de anormalidades nas plantas como
crescimento atrofiado, clorose e folhas menores. O maior dano que a baixa oferta de Zn causa
nas plantas esta relacionado com o metabolismo das proteinas, pois sua auséncia afeta a
estrutura do DNA e do RNA, danificando a estabilidade e a fungéo das proteinas sintetizadas
e, consequentemente, atuando negativamente na expressdo e regulacdo génica
(MARSCHNER, 1995). Além disso, deficiéncia de Zn afeta o desenvolvimento das raizes
(FAGERIA, 2004), prejudicando a absorcdo de agua e de nutrientes dos solos e,
consequentemente, resultando em reducdo do crescimento e da producdo do cultivo
(EPSTEIN; BLOOM, 2005).
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2.6 CARACTERIZACAO DAS ESPECIES ESTUDADAS

2.6.1 Axonopus affinis Chase

O género Axonopus importante componente da diversidade da vegetacdo campestre
brasileira. A Axonopus affinis Chase conhecida popularmente por “grama-tapete” trata-se de
uma espécie perene de estacdo quente, estolonifera, encontrada nos campos nativos do RS. E
uma espécie caracterizada por estratégia de crescimento de captura de recursos (QUADROS
TRINDADE; BORBA, 2009). Desenvolve-se em areas com bom teor de umidade (varzeas e
baixadas), com baixa fertilidade de solo, no entanto, responde rapidamente a adubacéo
(MARASCHIN, 2009). Além disso, é uma espécie que se beneficia pelo pastejo pesado além
de possuir alta tolerancia ao pisoteio e rapida recuperacdo em episodio de fogo
(DALL’AGNOL; NABINGER, 2008).

A A. affinis faz parte de um grupo de espécies que apresentam alta frequéncia na
vegetacdo estabelecida e alta taxa de frutificacdo, o que contribui para a alta frequéncia no
banco de sementes do solo (GARCIA, 2005). Em um sistema de manejo com pastoreio continuo
onde nédo existem periodos de descanso na pastagem ha a influéncia da composicao boténica
dos campos, favorecendo espécies prostradas como a A. affinis e Paspalum notatum. Isso
ocorre, pois 0s rebrotes dessas espécies ndo dependem de substancias de reserva, mas sim da
area foliar remanescente, sendo mais sensiveis a competicdo por luz do que espécies eretas
(MILLOT, 1991).

2.6.2 Paspalum notatum Flugge

O género Paspalum destaca-se por possuir grande nimero de espécies e também o maior
numero de espécies com bom valor forrageiro (VALLS; POZZOBON, 1987). Sdo mais de 400
espécies tropicais e subtropicais pertencentes a esse género (STRAPASSON et al., 2000), onde
a maioria dessas espécies apresentam modo de reproducio apomitico (QUARIN; NORMANN,
1990), garantindo a homogeneidade genética das populagdes.

As espécies de Paspalum encontram-se distribuidas em praticamente todos os campos
naturais sul-americanos e, muitas vezes, sdo as espécies predominantes e responsaveis pela

maior parte da biomassa produzida (SANTOS, 2005). A espécie Paspalum notatum Fliigge é
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popularmente conhecido como “grama-forquilha” ou ‘“grama batatais”. Trata-se de uma
graminea tipica com rizoma, perene e nativa da América do Sul. Seu centro de origem é
considerado sul do Brasil, Uruguai, nordeste da Argentina e Paraguai (GATES et al., 2004). No
Brasil, a espécie melhor se adapta as condi¢des de clima e solo da regido Sul do pais
(FONTANELI; SCHEFFER-BASSO, 1995), contudo, podem ser cultivadas em quase todos os
ecossistemas do pais (NABINGER, 2006).

A P. notatum caracteriza-se por ser uma planta rastica com adaptacGes as mais variadas
condicdes de solo e clima além de ser muito resistente ao pisoteio devido ao fato de possuir
rizomas bem préximos a superficie (FONTANELLI et al., 2012). Desenvolve-se em diferentes
tipos de solo, em especial solos mais secos, arenosos €, por vezes, com baixa fertilidade natural
(DALL’AGNOL et al., 2006) além de tolerar solos de pH baixo. Devido a posi¢do ocupada
pelos pontos de crescimento que frequentemente estao inseridos no solo, sdo necessarios baixos
niveis de controle de pragas, além de tolerar cortes baixos e frequentes tornando-os
praticamente impossiveis de serem removidos (DALL’AGNOL et al., 2006). Além disso, outra
caracteristica desta espécie é sua adaptacdo ao aumento da intensidade de desfolha, em que,
essa espécie modifica seu aparato fotossintético através “miniaturiza¢ao” de suas estruturas

(DIAZ et al. 1998).

2.6.3 Paspalum plicatulum Michx

Paspalum plicatulum Michx é popularmente conhecida como “grama-colchdo”
caracteriza-se por ser uma espécie perene e cespitosa, suas laminas foliares apresentam a
nervura principal transltcida na face ventral, enquanto na dorsal é muito saliente (BOLDRINI
et al., 2006). As plantas podem chegar a até 120 cm de altura e o0 pico do crescimento ocorre
no verdo, sendo lento no inicio da primavera e diminuindo a partir da floracdo (SKERMAN;
RIVEROS, 1992). Além disso, possui elevado afilhamento e forma touceiras compactas a partir
de brotacdes basais, em habito tipicamente cespitoso. Apresenta lignificagdo na base da lamina
folhar, o que poderia dificultar a remocao total das folhas, mas € muito bem aceita e consumida
pelos animais (MARASCHIN, 2009).

E uma das gramineas mais frequentes nos campos do sul do Brasil (DALL’AGNOL;
NABINGER, 2008), habitando desde os campos arenosos aos duros e argilosos (ARAUJO,
1971) além de ser bastante tolerante a seca. De acordo com Maraschin (2009) a P. plicatulum
parece ser uma espécie que se beneficia com o pastejo mais folgado, pois o autor observou

incrementos importantes no nimero de individuos e na sua cobertura, ap6s dois a trés anos de
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pastejo leve. Isso é atribuido a vegetacao herbacea mais vigorosa, o que possibilita uma maior
producdo de sementes e consequentemente um maior numero de individuos na pastagem.

Assim como a A. lateralis, a espécie P. plicatulum € caracterizada como de conservacao
de recursos, sendo que em maiores intensidades de desfolha, reduzem o comprimento e a
espessura das laminas foliares, reduzindo também a emiss@o de colmos floriferos, mantendo
suas reservas em tecidos meristematicos proximos a superficie do solo (CARVALHO et al.,
2006; NABINGER 2006).

2.6.4 Andropogon lateralis Nees

Na América do Sul, o Brasil destaca-se com o maior nimero de 38 espécies do género
Andropogon sendo que a espécie Andropogon lateralis € a mais comuns no estado do RS. Essa
espécie é popularmente conhecida como “capim-caninha”, “capim-taquara” ou ‘“taquari”
(ARAUJO, 1971). Sdo plantas perenes, habito de crescimento cespitoso que formam touceiras
caracteristicas de cor verde acinzentado e apresentam inflorescéncias plumosas (ARAUJO,
1971). S@o encontradas em campos Umidos ou secos e predominam em areas excluidas do
pastejo (BOLDRINI; EGGERS 1996). A maxima producdo de forragem dessa espécie ocorre
na primavera-verdo e o florescimento ocorre em boa parte do ano (exceto no inverno)
(ARAUJO, 1971).

Com base nos tipos funcionais e de acordo com proposicdo de Cruz et al. (2010), a A.
lateralis € uma espécie que apresenta elevada plasticidade fenotipica, se enquadrando com
habito de crescimento caracterizado como uma planta conservadora de recursos, dependendo
das condicOes ambientais e do manejo aplicado, pois trata-se de uma planta com ampla
capacidade de adaptacdo (CARVALHO et al., 2009). Por exemplo, submetida a uma baixa
intensidade de pastejo apresenta habito de crescimento cespitoso, porém a medida que aumenta
a intensidade de pastejo essa espécie tende ao habito de crescimento prostrado (SANTOS,
2014).
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3 MANUSCRITO |

RESUMO

ESTRATEGIAS DE CRESCIMENTO DE GRAMINEAS NATIVAS DA AMERICA
DO SUL E AS RESPOSTAS FISIOLOGICAS AO EXCESSO DE ZINCO EM
HIDROPONIA

AUTOR: GABRIELA DESCOVI MILANESI
ORIENTADOR: FERNANDO TEIXEIRA NICOLOSO

A aplicacdo de fungicidas contendo Zinco (Zn) utilizados para o manejo das doengas foliares nas
videiras (Vitis vinifera) aumenta os teores de Zn nos solos de vinhedos. O acimulo de Zn no solo pode
atingir niveis toxicos as videiras eplantas decobertura do solo quecoabitam os vinhedos. Espécies nativas
do Bioma coabitam espontaneamente os vinhedos da regido da Campanha Gatcha e sdo manejadas como
plantas de cobertura de solo. Visto que, a expansao da viticultura na regido da Campanha Gatcha ocorreu
sobre &reas de pastagem nativa do Bioma Pampa.O zinco (Zn) é um metal pesado que em concentragdes
excessivas é toxico para humanos, animais e vegetais. O objetivo do estudo foi caracterizar as respostas
fisioldgicas de quatro espécies de gramineas nativas do bioma Pampa, expostas ao excesso de Zn, bem
como avaliar quais as espécies sdo mais adaptadas para essa condi¢do. O estudo foi conduzido em
sistema de cultivo hidrop6nico contendo trés concentragdes de Zn (2, 150 e 300 M) e quatro espécies
de gramineas (Paspalum notatum, Paspalum plicatulum, Axonopus affinis e Andropogon lateralis). Aos
40 dias de cultivo, foram deteminados as trocas gasosas (taxa de assimilacdo liquida de CO,, condutancia
estomaética, concentracdo intercelular de CO, eficiéncia do uso da agua e eficiéncia instantanea da
carboxilagdo da rubisco), massa seca, parametros biométricos do sistema radicular, atributos
bioguimicos (enzimas antioxidantes, peroxidacdo lipidica, contetdo de peréxido de hidrogénio,
concentracdo de pigmentos fotossintéticos), concentragdes de Zn e nutrientes nos tecidos das plantas. O
incremento das concentra¢fes de Zn na solucdo nutritiva aumentou a concentra¢do de Zn nas raizes e
parte aérea das quatro espécies, no entanto, nao ocasionou alteracdo no crescimento em biomassa. A
taxa de assimilacéo liquida de CO; foi aumentada com o acréscimo das concentragdes de Zn para todas
as espécies, principalmente na concentracdo de 300 uM. Os parametros bioquimicos, em geral, ndo
foram afetados pelas altas concentragdes de Zn. O incremento das concentra¢des de Zn influenciou de
modo distinto os pardmetros de estresse oxidativo (TBARS e H»0;), sendo que os aumentos das
atividades da SOD e POD foram correlacionados com a diminuicdo do estresse oxidativo. O balango
nutricional foi afetado nas quatro espécies com 0 aumento crescente das concentragdes de Zn, no geral
as concentracdes de P e Cu aumentaram e a concentracdo de Mg e Mn diminuiram. Apesar das alteragdes
fisioldgicas observadas, as quatro espécies deste estudo apresentaram grande adaptacdo ao aumento da
disponibilidade de Zn.

Palavras-chave: Excesso de Zn. Trocas gasosas. Estratégia de Aquisicdo de Recursos. Nutri¢do
mineral.
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ABSTRACT

PHYSIOLOGICAL ASPECTS OF NATIVE SOUTH AMERICAN GRASSES
SUBMITTED TO ZINC EXCESS IN HYDROPONICS

AUTHOR: GABRIELA DESCOVI MILANESI
ADVISOR: FERNANDO TEIXEIRA NICOLOSO

The application of fungicides containing Zinc (Zn) used for the management of leaf diseases in vines
(Vitis vinifera) increases the levels of Zn in vineyard soils. The accumulation of Zn in the soil can reach
toxic levels to the vines and ground cover plants that cohabit the vineyards. Native species of the Biome
spontaneously cohabit the vineyards of the Campanha Galcha region and are managed as ground cover
plants. Since, the expansion of viticulture in the region of Campanha Galcha occurred over areas of
native pasture of the Pampa Biome. Zinc (Zn) is a heavy metal that in excessive concentrations is toxic
to humans, animals and plants. The aim of the study was to characterize the physiological responses of
four species of grasses native to the Pampa biome, exposed to excess Zn, as well as to assess which
species are more adapted to this condition. The study was conducted in a hydroponic cultivation system
containing three Zn concentrations (2, 150 and 300 uM) and four grass species (Paspalum notatum,
Paspalum plicatulum, Axonopus affinis and Andropogon lateralis). After 40 days of cultivation, gas
exchanges (net CO; assimilation rate, stomatal conductance, intercellular CO; concentration, water use
efficiency and instant efficiency of rubisco carboxylation) were determined, dry mass, biometric
parameters of the root system, biochemical attributes (antioxidant enzymes, lipid peroxidation,
hydrogen peroxide content, concentration of photosynthetic pigments), Zn concentrations and nutrients
in plant tissues. The increase in the concentrations of Zn in the nutrient solution increased the
concentration of Zn in the roots and aerial part of the four species, however, did not change the growth
in biomass. The net CO, assimilation rate was increased with the addition of Zn concentrations for all
species, mainly at the concentration of 300 uM. Biochemical parameters, in general, were not affected
by high concentrations of Zn. The increase in Zn concentrations influenced the oxidative stress
parameters (TBARS and H;0,) in a different way, and the increases in SOD and POD activities were
correlated with the decrease in oxidative stress. The nutritional balance was affected in the four species
with an increasing increase in Zn concentrations, in general the concentrations of P and Cu increased
and the concentration of Mg and Mn decreased. Despite the physiological changes observed, the four
species in this study showed great adaptation to the increased availability of Zn.

Key-words: Zn excess. Gas exchange. Mineral nutrition. Resources aquisition strategy.
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3.1 INTRODUCAO

No Brasil, o bioma Pampa compreende principalmente o estado do Rio Grande do Sul
(RS), ocupando cerca de 63% do territorio gatcho, estendendo-se por regides da Argentina e
Uruguai (IBF, 2019), e é caracterizado por possuir uma grande biodiversidade (CARVALHO,
2006). Existem 2.200 espécies campestres, muitas delas com alto valor forrageiro, sendo as
gramineas (Poaceae) grandes contribuintes para a producdo de biomassa desses campos,
podendo ser encontradas mais de 450 espécies (BOLDRINI et al., 2010). Nesse sentido,
compreendendo a grande heterogeneidade dos campos nativos, a caracterizagdo funcional de
algumas espécies de gramineas, levando em consideracdo o teor de massa seca das folhas
(TMS) e a area foliar especifica (AFE), torna-se ferramenta de grande importancia para a
compreensdo dos processos fisiologicos destas gramineas, auxiliando no manejo dos campos
(QUADROS et al., 2006; MACHADO et al., 2013).

Espécies de captura de recursos como a A. affinis e P. notatum séo caracterizadas por
apresentarem maior AFE e menor TMS, desse modo apresentam uma maior taxa de
crescimento. Além disso, reciclam mais rapidamente a biomassa e 0s nutrientes presentes no
solo, apresentando maior valor nutricional para os herbivoros. Ja as espécies caracterizadas
como de conservacao de recursos como por exemplo a P. plicatulum e A. lateralis apresentam
um maior TMS e menor AFE; ou seja, esse grupo de espécies cresce mais lentamente e
apresentam menor valor nutricional (QUADROS et al., 2015).

Na regido da Campanha Galcha, espécies pertencentes a esse bioma sdo importantes
plantas de cobertura de solos no interior de vinhedos. Entretanto, o clima desta regido apresenta
elevadas e frequentes precipitacdes anuais, o que favorece a incidéncia de doencgas fungicas
foliares, principalmente o mildio (Plasmopara viticola) (BRUNETTO et al., 2017). Com isso,
sucessivas aplicacdes de fungicidas sdo necessarias para manter a sanidade das videiras. Como
alternativa a fungicidas cupricos, tem-se usado produtos que possuem o Zn como constituinte
ativo. Portanto, tem sido observado também o acimulo de Zn em solos de vinhedo (TIECHER
etal., 2017), podendo isso alcancar niveis toxicos para as plantas de cobertura de solo e também
para as videiras.

O excesso de Zn nas plantas varia bastante entre espécies de plantas, tempo de exposicéo
ao estresse de Zn e pode causar danos em niveis bioquimicos e fisiolégicos que variam de
acordo com a espécie e 0rgao da planta, a concentracao do elemento e tolerancia do tecido aos
niveis de Zn (CAMBROLLE et al., 2012 ). Em geral, plantas sob altas concentracdes de Zn


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/plant-organs
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423817303084?via%3Dihub&bib0200
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podem atrasar ou diminuir o crescimento e o desenvolvimento radicular e causar clorose nas
folhas (WANG, 2009).

Além disso, 0 Zn também pode afetar profundamente a homeostase idnica, interferindo
na absorcdo, transporte e regulacdo do balanco de ions essenciais, fato que resulta na
interrupcdo de processos metabolicos (ROUT; DAS, 2003), através do desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e o sistema antioxidante. Para proteger suas
células dos efeitos toxicos das ERO, as plantas dispdem de um sistema de defesa antioxidante
ndo enzimatico e enzimatico, os quais trabalham em conjunto e em sincronia para detoxificar
as ERO produzidas e fazendo com que 0s vegetais recuperem a homeostase celular
(MARTINEZ et al., 2010).

Algumas espécies possuem mecanismos para acumular ou tolerar altas concentracfes
de metais pesados na rizosfera (PAL; RAI, 2010). Uma estratégia de tolerancia consiste em
evitar a absorcao excessiva e transporte de ions metélicos através da exsudacao de substancias
quelantes de metais, reduzindo a absorgéo e, assim, a toxicidade de metais pesados (KABATA-
PENDIAS, 2011). Existe também, o mecanismo intracelular que permite a passagem do ion
metalico via simplasto, através da imobilizacdo do mesmo ou captura pelos vacuolos,
envolvendo processos de transporte idnico, sintese molecular e inducdo enzimatica (TAIZ;
ZEIGER, 2017).

A manutencdo de espécies que possuem estratégias como estas sdo de grande
importancia para os vinhedos, visto que podem funcionar como fitorremediadoras para as
videiras, uma vez no interior da planta, Zn em excesso, podem alterar o equilibrio fisioldgico
em locais como os sitios de absor¢do primaria ou nos locais de transporte de nutrientes das
raizes (YANG et al., 2011), consequentemente, reduzindo a produtividade dos vinhedos.

Portanto, o estudo dos efeitos do excesso de Zn sobre as principais espécies de
gramineas que coabitam os vinhedos torna-se extremamente importante. Bem como avaliar
estratégias relacionadas a absor¢do, acumulacéo e tolerancia de espécies vegetais aos metais, e
descobrir quais sdo as mais adaptadas a ambientes com excesso de Zn. Nesse contexto, 0
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do Zn na producdo de massa seca, atividade
fotossintética e o estado nutricional de quatro espécies de gramineas nativas do Bioma Pampa

cultivadas em sistema hidropdnico contendo elevadas concentragdes de Zn.
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3.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com quatro espécies de gramineas (Andropogon lateralis,
Axonopus affinis, Paspalum plicatulum e Paspalum notatum) de ocorréncia frequente nos
campos nativos do bioma Pampa, localizados no estado do Rio Grande do Sul, Regido Sul do
Brasil. A escolha das espécies fundamentou-se na representatividade dos géneros observados
em areas de pastagens naturais (BANDINELLI et al., 2005, TIECHER et al., 2014) e também
nas distin¢des de carateristicas referentes a tipologia funcional das plantas que séo usadas no
manejo das areas de pastejo. Essa tipologia funcional estd relacionada ao crescimento e
adaptapilidade das espécies ao ambiente (QUADROS et al., 2015).

3.2.1 Descricdo do experimento

O estudo foi realizado em casa de vegetacdo do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), em Santa Maria (29°43" S, 53°42' W), Rio
Grande do Sul, Brasil.

As plantas foram coletadas em uma éarea da pastagem natural, pertencente a
Universidade Federal de Santa Maria e coordenado pelo grupo de estudos de forragicultura do
Laboratério de Ecologia de Pastagens Naturais (LEPAN) no 15 de julho de 2018. A éarea
escolhida ndo apresenta histérico de adubacdo e correcdo da acidez do solo. Apds a coleta das
plantas no campo, os perfilhos foram separados, lavados e plantados em bandejas plésticas
(capacidade de 15 litros, inclinadas sobre a mesa em angulo de 20° para evitar acimulo de
solucdo), contendo areia como substrato.

No processo de padronizacdo, através de cortes, as mudas permaneceram com trés raizes
e trés folhas completamente expandidas por planta. A preparagdo de mudas foi repetida uma
vez por més, durante 7 meses, em casa de vegetacdo, permitindo maior uniformidade entre os
individuos. As bandejas com areia foram irrigadas diariamente com uma solucdo nutritiva
completa contendo (em mg L™?): 149,80 NO?®; 24,80 H.PO4; 39,27 SO.2; 41,31 Mg?*; 288,72
Ca?"; 234,60 K*; 0,03 Mo; 0,26 B; 0,06 Cu; 0,50 Mn; 0,22 Zn e 4 Fe.

Em fevereiro de 2019, as mudas foram retiradas do pré-cultivo em areia, padronizadas
com trés raizes e trés folhas completamente expandidas, lavadas com agua destilada e depois
acondicionadas em recipientes plasticos. As espécies foram cultivadas em sistema de cultivo
hidropdnico aerado, onde cada recipiente continha 5 L de solucdo nutritiva contendo as
seguintes concentragdes de nutrientes (mg L™): 85,31 N; 3,77 P; 11,54 S; 97,64 Ca; 23,68 Mg;
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104,75 K; 181,08 ClI; 0,27 B; 0,05 Mo; 0,01 Ni; 0,13 Zn; 0,03 Cu; 0,11 Mn e 2,68 Fe. Cinco
plantulas de cada espécie de gramineas nativas: A. lateralis, A. affinis, P. plicatulum e P.
notatum foram fixadas por esponjas de PVVC em placas de isopor colocadas sobre a solugéo
nutritiva, a qual foi aerada constantemente com o auxilio de um compressor (Chiaperini, CJ40
AP3V 360L, Brasil). Apos 14 dias de aclimatizacdo das mudas, foram adicionadas as
concentragdes de Zn (2 uM, correspondente a concentragdo original da solucdo nutritiva, 150 e
300 uM) fornecidos na forma de ZnCl,. Durante o periodo experimental a solugdo nutritiva foi
substituida a cada sete dias, e 0 pH mantido a 5,5. Apds 40 dias de cultivo foram realizadas e
coleta das plantas e as avaliacGes. A unidade experimental consistiu de cinco plantas por vasos
e quatro repeticdes para cada espécie de gramineas utilizadas, obtendo distribuicdo em bancada

por meio do delineamento inteiramente casualizado.

3.2.2 Producéo de massa seca

As plantas foram seccionadas em folhas e raizes e acondicionadas em sacos de papel
pardo e levadas a estufa a 65° até atingir massa constante, para posterior pesagem e obtencao
da massa seca de folha (MSF), de raize (MSR) e do total da planta (MST).

3.2.3 Concentracdo de nutrientes no tecido

Amostras de massa seca de raize e parte aérea das plantas foram moidas em moinho do
tipo Willey e passadas em peneira com malha de 2 mm. O tecido foi submetido a digestdo
nitroperclérica (EMBRAPA, 2009). A concentracdo de P, Mg, K, Ca, Zn Fe e Mn no extrato
da digestdo foi determinada em espectrofotbmetro de absorcdo atdmica (Perkin Elmer,
AAnalyst 200, Estados Unidos). A concentracdo de P foi determinada por colorimetria,
utilizando a metodologia de Murphy e Riley (1962), em um espectrofotdometro (SF325NM, Bel

Engineering, Italia).

3.2.4 indice de translocacéo de Zn para a parte aérea e indice acumulacio de Zn na raiz

O indice de translocacao (IT) de Zn para a parte aérea foi definido atraves da seguinte
equacdo: [Zn] raiz x MS raiz / ([Zn] raiz x MS raiz) + ([Zn] parte aérea X MS parte aérea).
O indice de acumulacéo (IA) de Zn na raiz foi definido utilizando a seguinte equacao:

[Zn] parte aérea x MS parte aérea / [Zn] raiz x MS raiz.
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3.2.5 Variaveis fotossintéticas

Os parametros de trocas gasosas ligados a fotossintese foram quantificados aos 40 dias
apos o transplante das plantulas para os tratamentos contendo Zn, as trocas gasosas das folhas
com o ambiente foram determinadas utilizando uma radiacdo de 1500 pmol m™2 s! e
concentracdo de CO2 de 400 umol mol™?, por meio de um analisador de gas por radiacéo infra-
vermelho [Infrared Gas Analyser (IRGA), Mod. Li-COR® 6400 XT]. As medidas foram
realizadas durante o periodo das 08h:00 min as 11h:00 min. Para as medic¢oes, foi selecionada
a penultima folha totalmente expandida de trés perfilhos por unidade experimental.

As variaveis analisadas foram: a taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A), concentracdo
intercelular de CO> (Ci), taxa de transpiracdo (E), condutancia estomatica de vapores de dgua
(Gs), eficiéncia do uso da agua (EUA), obtida pela relacéo entre quantidade de CO> fixado pela
fotossintese e quantidade de agua transpirada, e a eficiéncia instantanea de carboxilacdo da
rubisco (A/Ci), obtida pela relacdo entre quantidade de CO; fixado pela fotossintese e a

concentracgdo intercelular de COa.

3.2.6 Variaveis bioguimicas

Para analise bioguimica, ap0s a coleta das plantas, a parte aérea e raizes foram
imediatamente congeladas em N liquido e armazenadas em ultrafreezer -80°C para posterior

analises.

3.2.6.1 Concentragdo de clorofilas e carotenoides

A determinacdo da concentracdo das clorofilas e os carotenoides seguiu 0 método de
Hiscox e Israeslstam (1979) e calculados com a ajuda da formula de Lichtenthaler (1987).
Utilizou-se 0,05 g de material congelado para a determinacdo. As amostras frescas das folhas
foram incubadas a 65°C em dimetilsulfoxido (DMSO) até os pigmentos serem completamente
removidos do tecido. Para a determinacdo da clorofila a, clorofila b e carotenoides, a
absorbancia da solugéo foi determinada em um espectrofotémetro (Bel Photonics, 1105, Brasil)
nos comprimentos de onda de 663, 645 e 470 nm, respectivamente. A concentracdo dos

pigmentos foi expressa em mg g massa fresca (MF).
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3.2.6.2 Atividade de superoxido dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase (POD)

Para a atividade das enzimas superoxido dismutase e guaiacol peroxidase utilizou-se o
extrato enzimatico bruto obtido a partir de 0,5 g de amostras congeladas e homogeneizadas em
3 mL de solucéo tampao de fosfato de sodio 0,05 M (pH 7,8), contendo 1 mM EDTA e 0,5 %
Triton X-100. O homogeneizado foi centrifugado a 13.000 rpm durante 20 min a 4 °C. O
sobrenadante foi utilizado para ensaio de atividade enzimética e contedo protéico (ZHU et al.,
2004; BRADFORD, 1976). A concentracdo de proteina soltvel total de cada amostra foi
determinada num espectrofotdmetro a 595 nm como descrito por Bradford (1976). A atividade
da SOD foi determinada de acordo com o método espectrofotométrico descrito por
Giannopolitis e Ries (1977), enquanto a atividade da POD foi determinada de acordo com
Zeraik et al. (2008).

3.2.6.3 Concentracéo de peroxido de hidrogénio (H202)

O peroxido de hidrogénio (H20-) foi determinado conforme a metodologia de Loreto;
Velikova (2001), sendo que 0,3 g de raizes e parte aérea foram homogeneizadas em 2,0 mL de
0,1% de é&cido tricloroacético (TCA) (p/v). Subsequentemente, o homogeneizado foi
centrifugado a 12.000 rpm por 15 min a 4 °C e 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado em 0,5
mL de tampéo fosfato de potassio (10 mM) (pH 7,0) e 1 mL de KI (1M). As leituras foram
realizadas em espectrofotdometro (Bel Photonics, 1105, Brasil) a 390 nm.

3.2.6.4 Peroxidacdo lipidica (espécies reativas ao acido tiobarbiturico - TBARS)

As TBARS na parte aérea e raizes foram estimados através da metodologia proposta por
El-moshaty et al. (1993). Para isso, os danos celulares foram determinados através do acimulo
de malondialdeido (MDA) como produto final da peroxidacao lipidica. A peroxidacao lipidica

foi expressa em nmol MDA mg* proteina.
3.2.6.5 Anélises estatisticas
Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias dos

tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro, usando
0 programa estatistico SISVAR software, version 4.0 (FERREIRA, 2011). Em
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complementacdo a analise de variancia foi realizada uma analise exploratoria multivariada de
componentes principais (PCA), utilizando o software Canoco versdo 4.5 (TER BRAAK;
SMILAUER, 2002).

A PCA foi idealizada a partir dos dados de concentragdo de elementos em raizes e
parte aérea (P, K, Ca, Mg, Cu, Zn, Fe e Mn), pardmetros de crescimento das plantas (massa
seca de raizes, de parte aérea, total e taxa de crescimento relativo), parametros fotossintéticos
(clorofilas a, b e totais, carotenoides, fotossintese liquida, condutancia estomatica, concentracao
intercelular de CO,, taxa transpiratdria, eficiéncia de uso da agua, eficiéncia instantanea de
carboxilacdo da Rubisco), morfoldgicos de raizes (didmetro médio, volume, area superficial
especifica e comprimento) e de estresse oxidativo (POD, H.02, TBARS). A PCA ¢ realizada
de acordo com um conjunto de componentes principais (usamos neste caso apenas 0S
componentes 1 e 2), os quais sdo o reflexo de um conjunto de combinagdes lineares

padronizadas, ortogonais e que somadas explicam a variabilidade original dos dados.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Producéo de massa seca

A producdo de massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR) e massa
seca total (MST) das plantas ndo foram afetadas com o aumento da concentracdo de Zn na
solucdo nutritiva (Figura 1). Entretanto, a A. lateralis foi a espécie que apresentou menor
producdo de MSPA, MSR e MST (Figura 1 a, b, ¢), em comparacdo as demais espécies. Por
outro lado, houve efeito da concentragdo de Zn na relagéo entre MSR e MSPA (Figura 1 d) para
as especies P. notatum e A. lateralis. Em P. notatum houve reducdo da MSR/MSPA na
concentracdo de 150 uM Zn, quando comparado ao controle. Por outro lado, em A. lateralis
houve diminuigéo da relagdo MSR/MSPA com 0 aumento crescente das concentragfes de Zn
(Figura 1 d).

Figura 1 - Massa seca de parte aérea (a), massa seca de raizes (b), massa seca total da planta (c)
e relacdo entre a massa seca de raiz e a massa seca de parte aérea (d) de quatro espécies
de gramineas nativas (A. affinis, P. notatum, P. plicatulum e A. lateralis) em resposta
as concentracdes de Zn (2, 150 e 300 puM) na solugdo nutritiva. Letras distintas
indicam diferencas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos com Zn para uma
mesma espécie. As barras verticais representam + desvio padrao.
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3.3.2 Parametros morfologicos de raiz

O comprimento radicular das espécies P. notatum e P. plicatulum aumentou com o
incremento da concentracdo de Zn, em comparacgéo as plantas cultivadas na solugéo controle.
Por outro lado, A. affinis apresentou diminui¢do no comprimento radicular em 300 UM Zn. Ja
a A. lateralis ndo apresentou alteracdo neste parametro (Figura 2 a).

A espécie A. lateralis apresentou incremento da area superficial radicular na maior
concentracdo de Zn (300 uM).A espécie P. plicatulum apresentou aumento da area superficial
apenas na concentracdo de 150 uM (Figura 2 b) ao contrario de P. notatum que apresentou
reducdo nesta concentracdo. Por outro lado, a A. affinis ndo apresentou alteracdo nesse
parametro pelo aumento crescente das concentragdes de Zn.

O diametro médio das raizes de A. affinis, P. notatum e P. plicatulum nao foram afetados
pelo aumento crescente das concentracdes de Zn. Por outro lado, A. lateralis apresentou
aumento de 20% na maior concentracdo de Zn (300 puM), quando comparado as plantas
cultivadas na solucdo controle (Figura 2 c¢). As espécies P. plicatulum e A. lateralis
apresentaram aumento do volume radicular com o acréscimo das concentragdes de Zn,
destacando-se A. lateralis que triplicou o seu volume radicular em 300 uM Zn, quando
comparado as plantas cultivadas na solucdo controle (Figura 2 d). Além disso, cabe ressaltar
que, a A. lateralis apresentou valores de comprimento radicular e area superficial radicular em

média quatro vezes menor do que as demais espécies.
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Figura 2 - Comprimento radicular (a), area superficial radicular (b), didmetro médio radicular
(c) e volume radicular (d) de quatro espécies de gramineas nativas (A. affinis, P.
notatum, P. plicatulum e A. lateralis) em resposta as concentracGes de Zn (2, 150 e
300 uM) na solucéo nutritiva. Letras distintas indicam diferencas significativas (P <
0,05) entre os tratamentos com Zn para uma mesma espécie. As barras verticais
representam + desvio padrdo.
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3.3.3 Concentracgdo de Zn na parte aérea e raiz, indice de translocacéo de Zn para a parte

aérea e acumulacéo de Zn na raiz.

As concentragfes de Zn na parte aérea e raizes aumentaram com 0 aumento das
concentracdes de Zn na solugéo. Para as raizes houve efeito semelhante, exceto para a A. affinis,
que néo diferiu entre as concentragdes de 150 e 300 uM de Zn (Figura 3 a).

O indice de translocacdo de Zn (ITzn) para a parte aérea diminuiu em 12% na espécie A.

affinis na concentracdo de 150 pM Zn, quando comparado ao controle. Enquanto que para a



espécie P

56

. plicatulum houve aumento do 1Tz,em 20% na presenca de 150 pM Zn em relagéo

as plantas cultivadas na solucdo controle. Ja as espécies P. notatum e A. lateralis m nédo

apresentaram alteracdo nesse parametro (Figura 3 b).

0]

ITzn para

indice de acumulacdo de Zn (IAzn) na raiz apresentou comportamento semelhante ao

a parte aérea. Exceto para P. plicatulum, onde obeserva-se que os valores obtidos na

concentragdo de 300 uM Zn diferiram daqueles observados nas plantas do controle (Figura 3

c).

Figura 3 - Concentracdo de Zn nos tecidos da parte aérea e raiz (A); indice de translocagdo de

Zn para a parte aérea (B) e Indice de acumulacdo de Zn nas raizes (C) de quatro
espécies de gramineas nativas do bioma pampa submetidas a concentracOes
crescentes de Zn (2, 150 e 300 uM Zn) na solucéo nutritiva do cultivo em hidroponia.
Letras distintas indicam diferencas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos com
Zn para uma mesma espécie. As barras verticais representam + desvio padrao.
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3.3.4 Concentragdes de nutrientes nos tecidos vegetais

O aumento crescente das concentracdes de Zn afetaram distintamente as concentragdes
dos nutrientes nos tecidos das quatro gramineas. Dessa forma, para 0s macronutrientes,
observou-se que a concentracdo de P na parte aérea, em geral, apresentou reducdo com o
aumento das concentragdes de Zn (Tabela 1). Nas raizes, as espécies A. affinis e P. plicatulum
apresentaram consideravel diminui¢do na concentracdode 300 UM, enquanto que em P. notatum
e A.lateralis houve aumento da concentracdo de P.

As concentracdes de K na parte aérea e raizes aumentaram em A. affinis e A. lateralis
com o acrescimo das concentracdes de Zn (Tabela 1). Por outro lado, P. notatum e P. plicatulum
apresentaram diminuicdo da concentracdo de K na parte aérea e raizes, respectivamente na
presenca de 150 e 300 uM Zn.

Verificou-se diminuicdo da concentracao de Ca na parte aérea do A. affinis e A. lateralis,
enquanto em P. notatum e P. plicatulum ndo apresentaram alteracdo. Nas raizes houve aumento
da concentragdo de Ca em A. affinis e P. notatum, mas redugdo em P. plicatulum e A. lateralis.

A concentracdo de Mg na parte aérea diminuiu nas quatro gramineas com 0 aumento
das concentracfes de Zn. Por outro lado, nas raizes a concentracdo de Mg aumentou em P.
notatum e P. Plicatulum, enquanto houve diminui¢do da concentragdo de Mg em A. affinis.

A concentracdo de Cu na parte aérea aumentou com 0 aumento das concentracdes de Zn
em trés gramineas (A. affinis, P. plicatulum e A. lateralis). Nas raizes, a concentragdo de Cu
diminuiu em A. affinis ou aumentou em P. notatum, P. plicatulum e A. lateralis.

Dentre os micronutrientes, a concentracdo de Fe foi a menos afetada pelo aumento das
concentragdes de Zn. Na presenca de 300 uM Zn, em A. affinis houve aumento da concentracao
de Fe na parte aérea, mas reducdo nas raizes. P. notatum apresentou aumento da concentracao
de Fe com 0 aumento das concentragdes de Zn. Por outro lado, em A. lateralis houve diminuicao
da concentragdo de Fe nas raizes e parte aérea com 0 aumento das concentracGes de Zn
aplicadas.

Um comportamento mais uniforme de resposta ao aumento das concentragdes de Zn foi
observado para a concentracdo de Mn nas raizes e parte aéreas, onde houve reducao nas quatro
espécies de gramineas, com excecdo de P. plicatulum, onde houve aumento da concentragdo de
Mn (Tabela 1).
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Tabela 1 - Concentragdes de P, K, Ca, Mg, Cu, Fe e Mn na parte aérea (PA) e raizes (R) de
quatro espécies de gramineas nativas (A. affinis, P. notatum, P. plicatulum e A.
lateralis) em resposta as concentragdes de Zn (2, 150 e 300 uM) na solucdo nutritiva.

Concentracdo de nutrientes

. 7 A. affinis P. notatum P. plicatulum A. lateralis
Nutrientes  “C2FeER 9 Parte _ Parte _ Parte _ Parte _
aérea Raiz aérea Raiz aérea Raiz aérea Raiz
__________________________________________ gkgt
2 6,40 a 4,09 a 454 a 2,06 ¢ 483 a 4,02b 6,90 a 11,32 ¢
P 150 511b 1,90b 418b 3,93b 4,18b 470a 513b 16,98 b
300 481b 143b 458 a 538a 450c 1,73c 533b 19,76 a
2 2441c¢c 2656c¢c 2552a 21,12a 26,86a 31,05a 11,32c 10,73 b
K 150 33,37a 2846b 2351b 18,09b 26,78a 24,10b 16,98b 11,57b
300 3458b 3393a 2497a 19,83a 2456b 2129c 19,76a 138la
2 4,64 a 1,87¢c 3,32a 1,08 ¢ 4,29 a 2,44 a 4,78 a 2,10 a
Ca 150 420b 2,73 a 3,10 a 1,69 a 4,06a 2,18 b 3,02b 2,05a
300 423b 2,23 b 341la 1,46 b 3,99a 2,00 b 2,02c 161b
2 2,19a 1,90b 2,01la 1,20 b 2,73 a 1,56 b 152a 1,33a
Mg 150 197b 2,86 a 160b 160a 1,88b 1,60 b 1,17b 153a
300 187b 140c 1,39¢c 1,46 a 191b 1,83a 1,20b 1,36 a
rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr My K™ o
2 6,71b 1574a 530a 6,33 ¢ 6,06b 1491b 352b 13,61b
Cu 150 724b 1204c 458a 8,49 b 6,23b 16,75a 3,27b 1580 a
300 10,08a 13,77b 498a 1057a 7,03a 17,28a 4,19a 1321b
2 175,79b 437,89a 121,44b 45181c 156,59a 711,37a 246,03a 1177,07b
Fe 150 176,47b 409,26 a 148,8la 883,51a 153,03a 751,25a 194,75b 1390,00 a
300 198,99a 338,72b 132,04b 706,69b 143,49a 678,07a 132,36c¢c  1027,75¢c
2 48,08a 51,23a 3758a 19,27a 5247a 17,06b 64,04a 51,02 a
Mn 150 2865b 39,77b 23,10b 1521b 39,25b 11,04c 41,07b 36,39 b
300 3091b 2291c 2066b 1459b 3196c 22,03a 41,10b 21,02¢c

Os valores foram obtidos a partir das médias de trés repeticdes referente a cada espécie de gramineas nativas do
bioma Pampa. *Letras distintas indicam diferencas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos com Zn?* para
uma mesma espécie.

3.3.5 Trocas gasosas da folha

A taxa de assimilacdo liquida de CO. (A) das quatro gramineas aumentou com 0

incremento da concentracdo de Zn na solugdo nutritiva. Nas espécies A. lateralis e P.

plicatulum, caracterizadas como de conservacdo de recursos, esse aumento foi em média de

85% e 47%, respectivamente, quando cultivadas na maior concentracdo de Zn (300 puM), em

relacdo as plantas cultivadas na solucdo controle (Figura 4 a). Em A. affinis e Paspalum



59

notatum, espécies de captura de recursos, esse aumento foi de 23% e 8%, respectivamente, na
maior concentracdo de Zn, em relacdo as plantas cultivadas na solucéo controle.

Os valores de eficiéncia instantanea de carboxilacdo da rubisco (A/Ci) no P. notatum
aumentaram linearmente com o incremento da concentragdo de Zn. Em P. Plicatulum a
presenca de Zn ocasionouaumento da A/Ci . Enquanto que, A. lateralis apresentou aumento na
presenca de 300 UM Zn. Ja a A. affinis ndo apresentou alteracdo (Figura 4 b).

A concentragdo interna de CO2 (Ci) aumentou linearmente em A.affinis com o
incremento das concentragbes de Zn (Figura 4 c). Para as espécies A. lateralis
e P. plicatulum o aumento na Ci foi superior na concentracdo de 150 UM Zn. A condutancia
estomatica de vapores de agua (Gs) nas espécies A. affinis e A.lateralis aumentou com o
incremento com as concentracfes de Zn (Fiura 4 d). Por outro lado, P. notatum e P. plicatulum
apresentaram diminuicdo de Gs com 0 aumento das concentragdes de Zn.

A eficiéncia de uso da agua (EUA) em A. affinis e A. lateralis diminuiu com o
incremento das concentracdes de Zn (Figura 4 f) e em P. plicatulum houve diminuicéo apenas
na presenca de 150 uM Zn. Por outro lado, em P. notatum houve aumento deste pardametro na
presenca de 300 uM Zn quando comparado as plantas cultivadas na solucéo controle. (Figura 4
e.

A taxa de transpiracdo (E) em A. affinis e P. notatum aumentou respectivamente nas
concentragdes de 300 e 150 uM Zn, quando comparado as plantas cultivadas na solugéo
controle (Figura 4 ). Em A. lateralis houve aumento em E pelo incremento das concentragdes
de Zn. Por outro lado, em P. plicatulum houve decréscimo em E na concentracdo de 300 uM
Zn.
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Figura 4 - Taxa de assimilacéo liquida de CO: (a), eficiéncia instantanea de carboxilagdo da
rubisco (b), concentacdo intercelular de CO2 (c), condutancia estomatica (d) taxa de
transpiracdo (e) e eficiéncia do uso da &gua (f) em de quatro espécies de gramineas
nativas (A. affinis, P. notatum, P. plicatulum e A. lateralis) em resposta as
concentragdes de Zn (2, 150 e 300 uM) na solugéo nutritiva. Letras distintas indicam
diferencas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos com Zn para uma mesma

espécie. As barras verticais representam + desvio padrao.
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3.3.6 Pigmentos fotossintéticos

As concentracdes de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides aumentaram
na concentracdo 300 pM Zn quando comparado ao controle (Tabela 1). J& a relagdo de
concentracdo entre Chl a/Chl b foi maior em 150 uM Zn, enquanto a concentra¢do 300 UM Zn
ndo diferiu do tratamento controle. As quatro espécies diferiram entre si nas concentraces dos
pigmentos fotossintéticos, sendo A. affinis e P. plicatulum as espécies com menores
concentragdes desses pigmentos (Tabela 2).

Tabela 2 - Concentracdo de clorofila a, clorofila b, clorofila total, Chl a/ Chl b, carotenoides
em de quatro espécies de gramineas nativas (A. affinis, P. notatum, P. plicatulum e
A. lateralis) em resposta as concentracdes de Zn (2, 150 e 300 uM) na solugéo

nutritiva.
Chla Chlb Chl total Chla/ Chlb Carotenoides
Axonopus affinis 1,275¢ 0,286 ¢ 1,584 b 4,924 a 0,410b
Paspalum notatum 1,472 a 0,415a 1,888 a 3,704 b 0,516 a
Paspalum plicatulum 1,393 b 0,344 b 1,753 a 4,043 b 0,437 b
Andropogon lateralis 1,514 a 0,383 a 1,822 a 4,054 b 0,497 a
2 uM 1,379b  0,325b 1,665 b 4,178 b 0,446 b
150 uM 1,375b  0,328b 1,735b 4,517 a 0,448 b
300 uM 1,487a 0,419a 1,885a 3,849b 0,501 a

Os valores foram obtidos a partir das médias de trés repeticdes referente a cada espécies de gramineas nativas do
bioma Pampa. *Letras distintas indicam diferencas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos com Zn?* para
uma mesma espécie

3.3.7 Parametros bioquimicos do estresse oxidativo

A concentracdo de H2O- nas raizes e parte aérea da espécie A. affinis ndo foi alterada
pela variacdo da concentracdo de Zn na solugdo nutritiva (Figura 5 a). Para P. notatum também
ndo houve alteracdo na parte aérea, porém aumentou nas raizes Similarmente, a espécie P.
plicatulum ndo apresentou diferenca para este parametro na parte aérea, contudo, a
concentracdo de H.O> nas raizes aumentou na presenca de 150 uM de Zn. A A. lateralis
apresentou diminuigéo da concentra¢do de H>0O2 na parte aérea com o aumento da concentragao
de Zn na solugédo nutritiva, enquanto que nas raizes houve aumento na concentracdo de H.O>
(Figura 5 a).

A concentracdo de malondialdeido (MDA) na parte aérea ndo foi alterada pelo aumento
das concentracdes de Zn nas espécies A. affinis, P. notatum e P. plicatulum (Figura 7 b). Por
outro lado, em A. lateralis houve diminuigéo da concentracdo de MDA com 0 aumento das

concentragdes de Zn. A concentracdo de MDA nas raizes de A. affinis e P. notatum diminuiu
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com o aumento das concentragdes de Zn (Figura 5 b). Por outro lado, ndo houve alteragdo do
MDA nas raizes de P. plicatulum entre as concentracdes. A A. lateralis apresentou reducao na

concentracdo de MDA apenas na concentracdo de 150 uM Zn.

Figura 5 - Teor de H>O; e peroxidacéo lipidica (TBARS) em de quatro espécies de gramineas
nativas (A. affinis, P. notatum, P. plicatulum e A. lateralis) em resposta as
concentragdes de Zn (2, 150 e 300 uM) na solucéo nutritiva. Letras distintas indicam
diferencgas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos com Zn para uma mesma
espécie. As barras verticais representam + desvio padrao.
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A atividade da POD nas raizes na presenga de concentragbes crescentes de Zn foi
dependente da espécie de graminea (Figura 6 a). P. plicatulum ndo apresentou alteracao.

A.affinis e P. notatum apresentaram diminuicdo da atividade da POD respectivamente em 150
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e 300 uM Zn. Por outro lado, A. lateralis apresentou aumento da atividade da POD na presenca
de 300 UM Zn. Na parte aérea a atividade da POD ndo foi alterada nas espécies A. affinis, P.
plicatulum e A. lateralis (Figura 6 a). Enquanto em P. notatum houve aumento da atividade da
POD com o aumento das concentracGes de Zn (Figura 6 a).

A atividade da SOD na parte aérea ndo apresentou interacdo entre as espécies e as
concentragdes de Zn. Entretanto, houve aumento na atividade da SOD na presenca de 300 uM
Zn (Figura 6 b). Além disso, as quatro gramineas apresentaram diferencas marcantes na
atividade dessa enzima, seguindo a seguinte a ordem decrescente: A. lateralis > P. plicatulum
> P. notatum > A. affinis (Figura 6 c). Nas raizes, a atividade da SOD nao foi alterada com o
aumento crescente das concentracdes de Zn nas espécies A. affinis, P. notatum e P. plicatulum.
Por outro lado, em A. lateralis houve reducdo da atividade da SOD com o aumento das
concentragdes de Zn (Figura 6 d).
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Figura 6 - Atividade das enzimas POD e SOD em de quatro espécies de gramineas nativas (A.
affinis, P. notatum, P. plicatulum e A. lateralis) em resposta as concentragcdes de Zn
(2, 150 e 300 pM) na solucdo nutritiva. Letras distintas indicam diferencas
significativas (P < 0,05) entre os tratamentos com Zn para uma mesma espécie. As
barras verticais representam + desvio padréo.
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3.3.8 Anélise de Componentes Principais

A andlise de componentes principais (PCA) foi realizada extraindo os dois primeiros
componentes (PC1 e PC2), os quais somados explicaram praticamente 60% da variabilidade
original dos dados (Figura 7). O componente principal 1 explicou cerca de 37% da
variabilidade, e teve maior influéncia nas massas secas de raizes e parte aérea, taxa de
crescimento relativa (TCR), concentragdo de K nas raizes e parte aérea, concentracao de Fe nas
raizes, concentragcdo de H>Oz nas raizes e parte aérea, peroxidacdo lipidica (TBARS) em parte

aérea, além de todos parametros biométricos radiculares.
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O PC1 foi eficiente em separar os tratamentos em dois grandes grupos, um grupo
positivo a eixo x (elipse laranja), no qual se agruparam as plantas da espécie A. lateralis,
independentemente da concentracdode Zn aplicada. Ja o outro grupo, localizado a esquerda do
eixo X (negativo) foi composto pelas demais espécies nativas.

O componente principal 2 explicou aproximadamente 23% da variacdo dos dados e as
variaveis resposta que mais influenciaram foram a concentracdo de Ca e Mn em parte aérea,
concentracdes de clorofila b e carotendides, taxa de assimilagdo de CO. e concentragdo
intercelular de CO,. O PC2 foi moderadamente eficiente em separar os diferentes grupos e
demonstrou um comportamento especifico para cada espécie de graminea.

Em A. lateralis, as plantas submetidas a 150 e 300 UM Zn comportaram-se de maneira
semelhante e de forma distinta as submetidas a 2 UM Zn (elipse laranja). Isso ndo aconteceu
para o0 P. notatum, onde as plantas apresentaram comportamento semelhante
independentemente da concentracdo de Zn a qual foram submetidas (elipse marrom). Ja as
espécies A. affinis (elipse roxa) e P. plicatulum (elipse rosa) apresentaram comportamento
semelhante entre si (elipses se pertencendo), com menor grau de distingdo das concentracdes
de 2 e 150 uM Zn em relagdo a 300 uM Zn na solucdo. Isso pode indicar possiveis similaridades
nas caracteristicas destas espécies nas mesmas concentracdes de Zn na solucéo.

A concentracdo de Zn na parte aérea apresentou correlacdo negativa com a concentracéo
de Mn nas raizes, a qual teve correlacdo positiva com as concentrac@es de P, Fe e Mn em parte
aérea. Os parametros fotossintéticos, exceto EUA, se correlacionaram positivamente entre si.
As concentragdes de clorofilas b e totais se correlacionaram de forma negativa com a
concentracdo de Ca na parte a€rea.

A concentracdo de Zn nas raizes apresentou correlacdo linear negativa com a EUA e
concentracdo de Mg nas raizes. O diametro radicular apresentou correlagdo positiva com a
concentragcdo de H>O> nas raizes, e ambos apresentaram correlacdo negativa com a taxa de
crescimento relativo. A concentracdo de P nas raizes apresentou correlagdo linear negativa com
a producdo de massa seca total e a area superficial de raizes, as quais se correlacionaram
positivamente com a massa seca de parte aérea. O volume radicular se correlacionou
positivamente com a massa seca de raizes. E a concentracéo de P na parte aérea se correlacionou

de maneira negativa com a atividade da POD em parte aérea.
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Figura 7 - Relacdo entre o componente principal 1 (CP 1) e o componente principal 2 (CP 2)
dos parametros fotossintéticos (A, A/Ci, E, EUA, Gs e Ci ), concentracdo de clorofilas
a, b, total e de carotenoides, massa seca (MSPA e MSR), concentragdo de Zn nas
raizes e parte aérea (Zn R e Zn PA), atividade das enzimas superoxido dismutase nas
raizes e parte aérea (SOD R e SOD PA), concentragdo de peroxido de hidrogénio nas
raizes e parte aérea (H202 R e H202 PA) e peroxidacéo lipidica nas raizes e parte aérea
(TBARS R E TBARS PA), em quatro gramineas do bioma Pampa cultivadas em
concentragdes crescentes de Zn (2; 150 e 300 uM de Zn).
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3.4 DISCUSSAO

O crescimento das espécies nativas ndo foi reduzido pelo excesso de Zn, evidenciado
pelo fato de que concentracdes de Zn na solucdo nutritiva ndo comprometeram a producao de
massa seca da parte aérea (MSPA) e de raiz (MSR) e massa seca total (MST) (Figura 1 a, b, c).
A concentragdo de Zn nos tecidos aumentou linearmente com o incremento do Zn na solugéo
nutritiva (Figura 1 a). Além disso, esse aumento foi maior nas raizes do que na parte aérea das
plantas. Isso pode ser devido a imobilizacdo do Zn por carboidratos extracelulares na parede celular
das raizes, que faz com que menos ions permanecam livres no citoplasma para serem transportados
para a parte aérea (LASAT, 2002). Essa restricdo da translocacdo do Zn para a parte aérea parece
ser uma estratégia de sobrevivéncia das plantas mantendo uma menor concentra¢do do metal nos
0rgdos mais sensiveis fotossinteticamente (YANG et al., 2011).

Neste estudo, a concentracdo de Zn alcangou valores maximos de 580 mg Zn kg * e
2.094 mg Zn kg nas folhas e raizes, respectivamente. Portanto, diferentemente do encontrado
na literatura, os limites de toxicidade de Zn nessas espécies de gramineas, baseando-se nos
resultados de producdo da massa seca obtidos, indicam que o limite para Zn na parte aérea pode
ser maior que 200 mg Zn kg. Visto que, apesar dos altos teores encontrados, ndo foram notados
sintomas de toxidez de Zn. Tal fato pode estar relacionado a outra estratégia de sobrevivéncia
das plantas em que 0 Zn pode estar retido nos vacutolos, complexados com &cidos organicos e,
portanto, podem prevenir a toxidez (KROTZ et al., 1990).

O quociente entre a biomassa de raizes e da parte aérea ndo foi alterado em A. affinis e
P. plicatulum (Figura 1 d). Por outro lado, houve diminuicdo desse quociente em P. notatum e
A. lateralis. Portanto, essas espécies demonstram aparentemente que ndo foram afetadas
negativamente pelo aumento crescente da concentracdo de Zn no substrato. Espécies sensiveis
ao excesso de Zn geralmente apresentam diminuicdo tanto da producéo de massa seca da parte
aérea como de raizes (CARNEIRO et al., 2002; LI et al., 2011).

Os parametros biométricos radiculares (comprimento, area superficial, diametro médio
e volume radicular) indicam que o aumento das concentra¢des de Zn no substrato foi em geral
benéfico para as quatro gramineas (Figura 2). Por outro lado, alguns dados indicam certo grau
de estresse, como aquele observado em A. affinis que apresentou reducdo do comprimento
radicular na presenca 300 pM Zn (Figura 2 a), enquanto P. notatum e P. plicatulum
apresentaram aumento linear no comprimento radicular com o aumento crescente da
concentragéo de Zn.

Em geral, 0 aumento do didmetro radicular indica a presenca de estresse pelo excesso de
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metais (JUANG et al., 2012; AMBROSINI et al., 2015; GUIMARAES et al., 2016). Este
aumento pode ocorrer pelo acimulo do metal na endoderme e no periciclo da raiz, alterando
a distribuicdo da auxina ou o equilibrio hormonal, resultando em alteracbes no
desenvolvimento da raiz devido a diferenciacdo prematura da endoderme e lignificacdo dos
tecidos corticais, 0 que causa espessamento das paredes celulares (ARDUINI et al., 1995;
GIEHL et al., 2012). Tal fato pode ser uma estratégia de defesa da planta, pois 0s metais
precisam atravessar a endoderme, via transportadores de membrama para alcancar o xilema e
depois serem transportados para a parte aérea via apoplasto, 0 que resulta na reducdo na
translocacéo destes elementos (TIECHER et al., 2017).

Dentre as quatro espécies estudadas, apenas A. lateralis apresentou aumento do diametro
radicular na presenca da maior concentracdo de Zn (300 uM). Verificou-se também nessa
espécie aumento da area superficial e volume radicular, fato que indica um possivel
mecaniscmo para explorar mais volume e diminuir a toxidez. Espécies que apresentaram alta
taxa de crescimento, producdo de biomassa e alongamento da raiz podem ser utilizadas como
fitorremediadoras (LAMEGO; VIDAL, 2007). Portanto, as quatro gamineas testadas no
presente estudo, apesar de possuirem distintas taxas de crescimento (QUADROS et al., 2006),
apresentam caracteristicas interessantes para serem usadas como espécies de cobertura de solo
contaminados com Zn. Além disso, outro fato importante é que a espécie A. Affinis ndo
apresentou alteracdo no volume radicular com o incremento de Zn. Enquanto que para as
demais espécies 0 Zn parece ter beneficiado este parametro. Tal fato pode estar ligado a maior
capacidade de exsudacdo de acidos organicos e modificacdo do pH da solucéo devido ao maior
volume de raizes desta espécie.

A concentragdo de 300 uM Zn ocasionou aumento na taxa de assimilacao liquida de
CO2 (A) para todas as espécies testadas (Figura 4 a), bem como aumentou a eficiéncia
instantanea de carboxilagdo da rubisco (A/Ci) para trés espécies (P. notatum, P. plicatulum e
A. lateralis) (Figura 4 b). Isso aconteceu porque as espécies estudadas apresentaram aumento
dos parametros fotossintéticos com o incremento de Zn. Além disso, apesar das quatro espécies
diferirem nas concentragdes basais de pigmentos fotossintéticos (Tabela 2) as concentracdes de
clorofilas a, b e total, bem como de carotenoides, aumentaram na presen¢a de 300 uM Zn
(Tabela 2). Isso provavelmente ocorreu devido ao fato de que 0 excesso de Zn pode causar a
substituicdo do Mg central da molécula de clorofila, resultando em clorofilas-Zn mais estaveis,
mas com propriedades muito similares (RAU et al., 2001; TAKEUCHI; AMAO, 2005;
PETROVIC et al., 2006).
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Interessantemente, a concentracdo de Mg na parte aérea das quatro gramineas estudadas
foi significativamente diminuida pelo aumento crescente da concentracdo de Zn (Tabela 1).
Devido a competicdo do Zn com o Mg no sitio de ativacdo da Rubisco, pode ocorrer inibicéo
da fotossintese pela diminuicdo da atividade da Rubisco. Além disso, 0 excesso de Zn pode
reduzir a atividade do fotossistema Il devido ao deslocamento de Mn da membrana do tilacdide
(BONNET et al., 2000; JIN et al., 2008; CHERIF et al., 2010; MARSCHNER, 2012). Apesar
disso, ndo houve reducdo na producgédo da biomassa da planta e da taxa de assimilagéo de COo.

Nas quatro gramineas testadas, as concentragdes de H.O» na parte aérea ndo
apresentaram alteracGes, exceto para a A. lateralis que apresentou diminuicdo (Figura 5 a).
Estes resultados apresentaram forte relacdo com as concentracdes de malondialdeido (MDA),
gue sugerem que 0 aumento crescente das concentragdes de Zn ndo causou estresse oxidativo
na parte aérea das quatro gramineas (Figura 5 b). Resultados semelhantes foram observados
para as concentragdes de H20- e peroxidacéo lipidica nas raizes. Portanto, concluiu-se que as
quatro gramineas ndo sofreram estresse oxidativo com o aumento crescente das concentracoes
de Zn.

Com o objetivo de controlar o nivel de espécies reativas de oxigénio (ERO) e proteger
as células do dano oxidativo, as plantas possuem enzimas antioxidantes envolvidas no processo
de detoxificagdo por metais pesados como a superéxido dismutase (SOD) e peroxidases nao
especificas, como a guaiacol peroxidase (POD) (GRATAO et al., 2005). Observou-se que 0
aumento dos niveis de Zn proporcionou aumento na atividade da POD na parte aérea,
principalmente em P. notatum, indicando que existe atuacdo desse sistema antioxidante na
detoxificacdo pelo excesso desse metal (Figura 6 a). No entanto, também se observou que a
espécie P. notatum ndo apresentou alteracdo na concentracdo de H>O2 e nem na peroxidacao
lipidica devido ao excesso de Zn, isso ocorreu porque a POD pode impedir o acimulo de H20-,
sugerindo que para essa espécie existe uma atuacdo eficiente de enzimas atuando no processo
de detoxificacdo (BHATT; TRIPATHI, 2011).

Os maiores valores da atividade da SOD na parte aérea foram encontrados na P.
plicatulum (Figura 6 d). Nas raizes, A. lateralis apresentou reducéo nas concentracfes de 150 e
300 puM. A SOD converte os radicais superoxido em H>O2 o qual pode ser removidos pelas
enzimas de captura de H>O2, como POD, CAT, GPX e APX em diferentes compartimentos
celulares (CAMBROLLE et al., 2015). Portanto, pelos resultados observados na producio de
H20- e peroxidacdo lipidica, pode-se inferir que as atividades destas enzimas foram eficientes
em detoxificar os efeitos do excesso Zn presente nas plantas, ja que ele ndo afetou os demais

processos fisioldgicos das plantas. A interpretacdo da desintoxicagdo bioquimica como
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estratégia das plantas estudadas contra o estresse oxidativo, induzido pelo acimulo de metais,
é uma chave para otimizar a fitorremediacdo de metais pesados.

No presente estudo, a concentracdo de nutrientes nas diferentes partes das gramineas
nativas foi influenciada pelo aumento crescente das concentracfes de Zn (Tabela 2). Em que, 0
aumento das concentracdes de Zn, em geral ocasionou diminuicdo dos nutrientes P, Ca, Mg, Fe
e Mn na parte aérea e raizes das espécies. Sendo que destes, os conteldos de Ca e Mg
apresentaram uma relacdo positiva entre a parte aérea e raizes das espécies e uma relacédo
negativa com o contetdo de Zn nas raizes. De acordo com Marschner (2012), céations
divalentes, como o Zn*2, competem com outros cations, como o Ca*? e 0 Mg*?, caracterizado
como antagonismo. Portanto em altas concentracdes o Zn pode substituir qualquer um destes
cations e ser preferencialmente absorvido pelas raizes (TEWARU et al., 2008; MARSCHNER,
2012).

As altas concentragbes de Zn na solugdo nutritiva (300 pM Zn) reduziram a
concentracdo de P na parte aérea e raizes das gramineas (Tabela 2). O que pode ser observado
pela correlacdo negativa entre 0 P e 0 Zn nas raizes (Figura 7). Esta reducdo na absorcdo de P
estad associada ao aumento do acumulo de Zn nas raizes, que induz a planta a absorver menos P
(BROADLEY et al., 2010; ROSE et al., 2013). Por outro lado, P. notatum se comportou
diferentemente, apresentando aumento (38%) na concentracdo de P tanto na parte aérea quanto
nas raizes. Isso pode ter acontecido em razdo da precipitacdo do P em funcdo do excesso de Zn,
na forma de fosfato de zinco na planta (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 1984).

A concentracdo de K, na raiz e parte aérea das gramineas praticamente ndo foi afetado
pela presenca de Zn. Tal fato pode ter contribuido para a manutencdo dos atributos
morfoldgicos de parte aérea e raizes das gramineas com o aumento das concentracfes de Zn
(Figura 2). Visto que, houve uma correlacdo positiva entre a concentracdo de K nos tecidos e
parte aérea e raiz com a producdo de MSPA e MSR das gramineas estudadas (Figura 7). Tem
sido relatado que o estado nutricional, com destaque a concentracdo de K nos tecidos, reflete
na capacidade de perfilhamento e outros atributos morfologicos em gramineas forrageiras
(CABRAL, 2017; MEGDA; MONTEIRO, 2010). O K exerce influéncia na area foliar das
plantas devido esse nutriente impulsionar o crescimento das células e aumento na area foliar
(MONTEIRO, 2008; MEGDA, MONTEIRO, 2010).

Nesse estudo observou-se uma relagcdo negativa entre a concentragdo de Fe e Zn nas
raizes das espécies de gramineas. Isso pode ser explicado, pelo fato de que o excesso de Zn
pode afetar a absorcdo e a translocacédo de Fe através da inibicdo competitiva entre os cations,

provavelmente devido a semelhanca de raio idnico entre eles. Tal similaridade, entres os dois
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ions, faz com que haja competicdo pelo mesmo sitio do transportador, diminuindo a absorcéo
dos ions que estiverem em menor concentracao, neste caso o Fe, sendo que o transportador néo
consegue distingui-los (KABATA-PENDIAS 2010, MARSCHNER, 2012).

Entretanto, nesse estudo as plantas ndo apresentaram sintomas de deficiéncia de Fe,
apesar do aumento de Zn em geral ter diminuido as concentracfes deste nutriente. Isto pode ser
um indicativo de que, elevadas concentracGes de Zn ndo afetam a absorcdo de Fe, e sim, a
translocacdo do Fe absorvido para a parte aérea (SOARES et al., 2001). Visto que observou-se
menores concentracdes de Fe na parte aérea em relacdo as raizes das gramineas estudadas.

A concentracdo de Cu na parte aérea aumentou com a aplicacdo de concentracdes
crescentes de Zn, bem como houve reducdo nas raizes, como aconteceram com as espécies A.
affinis e A. lateralis, pode ser explicado pela elevacdo da sua translocacdo, a medida que se
aumentam as concentracfes de Zn na solugdo nutritiva (PAIVA et al., 2002). Os resultados
encontrados mostram que, apesar de algumas concentragdes de nutrientes para 0 metabolismo
das plantas terem diminuido com a aplicacdo de crescentes concentrac@es de Zn, isso nao foi
suficiente para afetar o metabolismo das gramineas estudadas.

Os mecanismos responsaveis pela hiperacumulagdo de metais ainda ndo sao totalmente
compreendidos. As espécies deste estudo apesar de pertencerem a diferentes agrupamentos
baseados nos seus atributos fisiologicos (QUADROS et al., 2006), demonstraram uma boa
capacidade de acumulacao de Zn independentemente da sua estratégia de crescimento (captura
ou conservacdo) sem apresentarem diminuicdo do crescimento, apesar de que alguns

parametros fisioldgicos tenham sido alterados negativamente.

3.5 CONCLUSOES

As espécies estudadas sdo tolerantes ao incremento das concentra¢@es de Zn na solucéo
nutritiva, acumulando altas concentra¢fes de Zn na parte aérea e raiz.

As altas concentracdes de Zn ndo comprometeram a producdo de biomassa, fotossintese
e 0 sistema antioxidante das plantas.

Apesar de todas as especies apresentarem tolerancia ao excesso de Zn, a Andropogon
lateralis € a mais sensivel, tendo em vista seus pardmetros morfologicos de raizes, desse modo
refutando a hipotese que espécies de conservacgao de recursos sdo mais tolerantes ao excesso de
Zn.
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4 MANUSCRITO I

RESUMO

ALTERACOES FISIOLOGICAS EM TRES ESPECIES DE GRAMINEAS NATIVAS
DO BIOMA PAMPA SUBMETIDAS AO EXCESSO DE ZN NO SOLO

AUTOR: GABRIELA DESCOVI MILANESI
ORIENTADOR: FERNANDO TEIXEIRA NICOLOSO

As condicOes edafoclimaticas da regido da Campanha Galcha no Rio Grande do Sul (RS), Brasil,
favorecem o surgimento de doengas fungicas foliares das videiras. A aplicacdo de fungicidas a base de
zinco (Zn) causam aumento dos teores de Zn nos solos de vinhedos. Com isso, 0 acumulo de Zn no solo
pode atingir niveis tdxicos as espécies nativas deste bioma coabitam espontaneamente os vinhedos e sao
importantes plantas de cobertura de solo. O estudo objetivou avaliar as alteracGes fisioldgicas em trés
espécies de gramineas nativas do bioma Pampa, submetidas ao excesso de Zn em solo natural de
vinhedo. Trés espécies de gramineas Axonopus affinis, Paspalum notatum e Paspalum plicatulum foram
submetidas a cinco doses de Zn (0, 30, 60, 120 e 180 mg kg?). Aos 90 dias de cultivo foram determinadas
as trocas gasosas da folha, seguido de coletas das plantas para a determinagéo da concentragcdo Zn no
solo e no tecido, producdo de massa seca, concentragdo de pigmentos fotossintéticos, proteinas solaveis,
concentracdo de nutrientes nos tecidos, atividade da enzima POD e SOD, concentracdo de H.O e de
TBARS. O teor de Zn no solo aumentou linearmente com a aplica¢do de Zn bem como a concentragdo
de Zn nas raizes e parte aérea das trés espécies, causando alteracdo na producdo de biomassa em
Paspalum notatum e Paspalum plicatulum. A taxa de assimilacdo liquida de CO, aumentou com o
acréscimo das concentragdes de Zn nas espécies Paspalum notatum e Paspalum plicatulum, enquanto
que, Axonopus affinis apresentou reducdo na presenca de 30 a 120 mg Zn kg™. Os parametros
bioguimicos, em geral, foram afetados pelas altas concentraces de Zn. O incremento das doses de Zn
influenciou de modo distinto os parametros de estresse oxidativo (TBARS e H20,), sendo que 0s
aumentos das atividades da SOD e POD foram correlacionados com a diminuicao do estresse oxidativo.
As avaliag@es fisioldgicas analisadas indicam que a espécie Axonopus affinis € mais tolerante ao excesso
de Zn, enquanto, Paspalum notatum e Paspalum plicatulum séo sensiveis ao excesso de Zn.

Palavras-chave: Toxidez por Zn. Trocas Gasosas. Estresse oxidativo.
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ABSTRACT

PHYSIOLOGICAL ALTERATIONS IN THREE NATIVE GRASS SPECIES FROM
THE PAMPA BIOME SUBMITTED TO THE ZINC EXCESS IN THE SOIL

AUTHOR: GABRIELA DESCOVI MILANESI
ADVISOR: FERNANDO TEIXEIRA NICOLOSO

The edaphoclimatic conditions of the Campanha Gaucha region in Rio Grande do Sul (RS), Brazil, favor
the emergence of fungal leaf diseases of the vines. The application of fungicides based on zinc (Zn)
causes increased levels of Zn in the vineyard soils. As a result, the accumulation of Zn in the soil can
reach toxic levels. The native species of this biome spontaneously coexist in the vineyards and are
important ground cover plants. The study aimed to evaluate the physiological changes in three species
of grasses native to the Pampa biome, subjected to excess Zn in natural vineyard soil. Three grass species
Axonopus affinis, Paspalum notatum and Paspalum plicatulum were submitted to five doses of Zn (0,
30, 60, 120 and 180 mg kg™). At 90 days of cultivation, leaf gas exchange was determined, followed by
plant collections to determine the Zn concentration in soil and tissue, dry matter production,
concentration of photosynthetic pigments, soluble proteins, concentration of nutrients in tissues, activity
of the enzyme POD and SOD, concentration of H,O2and TBARS. The Zn content in the soil increased
linearly with the application of Zn as well as the concentration of Zn in the roots and aerial part of the
three species, causing changes in the biomass production in Paspalum notatum and Paspalum
plicatulum. The net CO; assimilation rate increased with the increase of Zn concentrations in the species
P. notatum and P. plicatulum, while Axonopus affinis showed a reduction in the presence of 30 to 120
mg Zn kg®. Biochemical parameters, in general, were affected by high concentrations of Zn. The
increase in Zn doses influenced the oxidative stress parameters (TBARS and H,02) in a different way,
and the increases in SOD and POD activities were correlated with the decrease in oxidative stress. The
physiological evaluations analyzed indicate that the species Axonopus affinis is more tolerant to excess
of Zn, while Paspalum notatum and Paspalum plicatulum are sensitive to excess of Zn.

Key-words: Zn toxicity. Gas exchange. Oxidative stress.
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4.1 INDRODUCAO

Desde a antiguidade até os momentos mais atuais, a vitivinicultura é praticada em varios
locais do mundo. Sendo um elemento de cultura e também econémico (MANFIO, 2018) .No
Brasil, ¢ uma atividade de grande relevancia econémica, especialmente no Estado do Rio
Grande do Sul, que contém a maior quantidade de terras cultivadas com videiras no pais onde
atualmente séo cultivados aproximadamente 50.000 ha, representando 71% da area cultivada
no pais (IBGE 2017). Além da regido serrana, reconhecida como a principal e mais tradicional
regido viticola do Estado, a regido da Campanha Galcha vem ganhando destaque e crescendo
cada vez mais devido a fatores como o clima mais favoravel ao crescimento e desenvolvimento
da cultura da videira em relagéo a regido da Serra Gaucha.

A atividade viticola nessa regido ocorreu principalmente em grandes areas
anteriormente utilizadas para criacdo de gado, onde, predominam espécies nativas espontaneas
do bioma Pampa (STEFANELLO et al., 2020). Portanto, as espécies pertencentes a esse bioma,
desempenham importante papel como plantas de cobertura nas entrelinhas dos vinhedos. Com
isso, essas espécies contribuem na adi¢do de residuos organicos, garantindo maior protecéo do
solo com o sistema de cobertura, contribuindo com a conservacdo do mesmo, além da ciclagem
de nutrientes (SANTOS et al., 2013; QUADROS et al., 2009).

As areas utilizadas para o cultivo da videira na regido da Campanha Gaulcha apresentam,
em geral, altos indices pluviométricos, com elevada umidade relativa do ar e altas temperaturas
durante o ciclo produtivo (TONIETTO, 2007; TIECHER et al., 2017). Tais condigdes
favorecem o desenvolvimento de doencas flngicas principalmente mildio (Plasmopara
viticola). Portanto, para prevenir e/ou controlar essas doencas nas videiras, aplicacfes
sucessivas de fungicidas sdo comuns. Fungicidas cupricos, como a calda bordalesa [Ca(OH)2
+ CuSO4] séo amplamente utilizados para controle de doengas fungicas em funcéo do seu custo
beneficio, e ja apresentam problemas em relacdo a toxidez de Cu em plantas de cobertura e
videiras (DE CONTI et al., 2018). Por isso, alguns produtores passaram a utilizar fungicidas a
base de Zn em detrimento dos fungicidas cupricos. Com isso, o fato de fungicidas contendo Zn
na sua composic¢do, como o mancozeb, serem utilizados como alternativa a fungicidas cupricos
torna-se necessario antever o que podera acontecer num futuro préximo as espécies de plantas
presentes aos solos dos vinhedos, a partir das sucessivas aplica¢cdes de fungicidas que contém
Zn na sua formulacdo (TIECHER et al., 2017).Visto que, 0s metais presentes nos fungicidas
podem ser lavados da superficie das folhas pelas chuvas. Além disso, nas folhas senescentes ou

brotos podados podem conter os metais derivados das aplicagdes, resultando em maiores
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concentragdes desses elementos no solo ao longo dos anos (KOMAREK et al., 2010; MACKIE
etal., 2012; COUTO et al., 2015).

Os solos arenosos encontrados na Regido da Campanha Gaucha séo caracterizados por
possuirem baixos teores de argila e de matéria organica, além de serem naturalmente acidos.
Com isso, existem poucos sitios de troca i6nica onde o Zn pode ser adsorvido. Desta forma, as
aplicacbes frequentes de fungicidas contendo metais como principios ativos aumentam a
quantidade de fragdes soluveis e trocaveis de Zn no solo, potencializando a toxidez as plantas
(ROMEU-MORENO; MAS, 1999; NAGAJYOTI et al., 2010; FERNANDEZ-CALVINO et
al., 2012). Assim, a presenca de espécies vegetais nativas, que coabitam essas areas de
vinhedos, podem ser consideradas como plantas colaboradoras das videiras por minimizar os
efeitos tdxicos causados pelo excesso de metais, como o Zn.

A evolucdo das espécies nativas do bioma Pampa se deu em grande parte nos solos
acidos e quimicamente pobres, indicando a presenca de mecanismos adaptativos as condi¢des
de baixos niveis de nutrientes e a presenca de elementos toxicos (RAMPIM; LANA, 2013;
QUADROS; TRINDADE; BORBA, 2009). Estes mecanismos podem envolver a maior
capacidade de absorcdo, translocacdo ou utilizacdo de Zn nas células, bem como estarem
relacionados as caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas dependentes de Zn (TAIZ; ZEIGER,
2017).

Com isso, é extremamente importante o conhecimento das implica¢fes causadas pelo
excesso destes metais pesados no solo ao estado fisiologico e a morfologia do sistema radicular
de plantas que coabitam o0s vinhedos. Isso pode ajudar no entendimento dos mecanismos
adaptativos ao excesso de metais, visto que, essas espécies podem ser potenciais
fitorremediadoras e/ou fitoestabilizadoras e, assim, ajudando a diminuir a disponibilidade de

metais pesados que reduzem a produtividade das videiras.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Coleta e incubacao do solo

O solo utilizado foi um Argissolo Vermelho (EMBRAPA, 2013), Hapludalf Tipico (Soil
Survey Staff, 2006) de uma é&rea de campo natural ndo antropico com concentragdo
naturalmente baixa de Zn, adjacente a vinhedo da regido da Campanha Gaulcha, no municipio

de Santana do Livramento (RS), localizado no Rio Grande do Sul, estado do sul do Brasil


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0006-87052018000100141&lng=en&tlng=en&B18
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(30°47'23.5"S e 55°22'7.0"W). O clima da regido é subtropical Umido (Cfa), segundo a
classificacdo de Koppen, com média pluviométrica de 1388 mm ano !, e temperatura média
anual de 18,4 °C, sendo 24,6 °C a temperatura média do més mais quente (IPAGRO, 1989).

O solo foi coletado na camada de 0-15 cm em novembro de 2018. Posteriormente, foi
seco ao ar e passado em peneira com malha de 2 mm. A caracterizacdo fisica e quimica do solo
é apresentada na tabela 1. O solo de campo natural foi dividido e adicionado em sacos plésticos
contendo 10 kg de solo cada. Adicionou-se 0,230 e 0,300 g kg! de CaCOs; e MgO,
respectivamente, para elevar o pH do solo para até 5,5. Os corretivos foram adicionados e
misturados com o solo e, em seguida, adicionou-se dgua destilada para elevar a capacidade de
campo a 70%. Todo o contetdo foi imediatamente homogeneizado e incubado por um periodo
de 30 dias.

Em seguida, o solo foi seco, homogeneizado e foram adicionados 0,403 g kg™ e 0,833
g kgt de superfosfato triplo (SFT 41% de P20s) e KCI (60% K:0), respectivamente, ¢ irrigado
com 100 ml kg de agua destilada. Apds a adubagio, o solo foi submetido a um periodo de
incubacdo de 30 dias. Durante o periodo de incubacdo de corretivos e fertilizantes, a cada dois
dias os sacos de solo foram abertos, homogeneizados, pesados e, quando necessario, foi
adicionado agua destilada para manter a capacidade de campo em 70%.

Os tratamentos de doses de Zn foram adicionados ao solo na forma de ZnS0O4.7H20
(60%) e ZnCl, (40%). O solo foi incubado em sacos plasticos por 180 dias, com a substituicdo
da dgua evaporada a cada 2 dias para manter a umidade. Apds a incubagdo, as mudas das trés
espécies de gramineas nativas foram transplantadas para vasos contenho 5 kg de solo. Foram
colocadas trés plantas por vaso. Durante o cultivo, o solo foi irrigado diariamente com agua

destilada para manter a capacidade de campo a 70%.
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Tabela 1 - Caracteristicas fisicas e quimicas da camada de 0-15 cm em um Argissolo Vermelho
(Typic Hapludalf) em condig¢des de campo natural.

Caracteristicas Campo natural (0-15 cm)
Argila (g kg?) 9,0
Matéria organica (%) 0,8
pH(H:0) 5,3
P disponivel por Mehlich-1 (mg kg™) 3,7
K disponivel por Mehlich-1 (cmolc dm®) 0,215
Al trocavel por KCI 1mol Lt (cmol. dm) 0,1
Ca trocavel por KCI 1mol L™ (cmol. dm™) 0,93
Mg trocavel por KCI 1mol L (cmol;dm) 0,42
Zn disponivel por Mehlich-1 (mg kg?) 0,75
Cu disponivel por Mehlich-1 (mg kg?) 1,29
CTC efetiva, (cmol. kg™) 1,7
CTC pH7, (cmolc kg ™) 3,6

a Capacidade de efetivamente trocar cétions.
b Capacidade de trocar cétions em pH 7.

4.2.2 Descrigédo do experimento

O experimento foi realizado em casa de vegetacao localizada no Departamento de Biologia
da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), no municipio de Santa Maria, Rio Grande do Sul,
regido Sul do Brasil (29°42°56,44” S e 53°43°12,57” W). A temperatura média do ar no interior da
casa de vegetacao foi 26 °C e a umidade relativa do ar 50%. O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes.

Os tratamentos consistiram de cinco doses de Zn (0, 30, 60, 120 e 180 mg Zn kg™?) e trés
espécies de gramineas (A. affinis, P. notatum e P. plicatulum). As plantas foram coletadas em
uma area da pastagem natural, pertencente a Universidade Federal de Santa Maria e coordenado
pelo grupo de estudos de forragicultura do Laboratério de Ecologia de Pastagens
Naturais (LEPAN) no 15 de julho de 2018. A area escolhida ndo apresenta histérico de
adubac&o e corre¢do da acidez do solo. Apos a coleta das plantas no campo, os perfilhos foram
separados, lavados e plantados em bandejas plasticas (capacidade de 15 litros, inclinadas sobre
a mesa em angulo de 20° para evitar acimulo de solugéo), contendo areia como substrato. Os
perfilhos das trés espécies de gramineas nativas foram retirados da condicéo de pré-cultivo em
areia pura, com padronizacdo de trés raizes e trés folhas completamente expandidas e

transplantados para vasos contendo 5 kg de solo de campo natural com cinco concentragdes
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crescente de Zn. Trés plantulas uniformes foram mantidas por unidade experimental. Ao longo do
desenvolvimento, as plantas foram irrigadas com agua destilada. Ap6s 90 dias de cultivo foram

realizadas e coleta das plantas e as avaliages.

4.2.3 Producéo de massa seca

As plantas foram seccionadas em folhas e raizes e acondicionadas em sacos de papel
pardo e levadas a estufa a 65 °C até atingir massa constante, para posterior pesagem para
obtencdo das massas secas de folhas (MSF), de raizes (MSR) e do total da planta (MST).

4.2.4 Concentragdo de nutrientes no tecido

Amostras de massas secas de raizes e parte aéreas das plantas foram moidas em moinho
do tipo Willey e passadas em peneira com malha de 2 mm. O tecido foi submetido a digestdo
nitroperclorica (EMBRAPA, 2009). A concentracdo de P, Mg, K, Ca, Zn Fe e Mn no extrato
da digestdo foi determinada em espectrofotdbmetro de absorcdo atomica (Perkin Elmer,
AAnalyst 200, Estados Unidos). A concentracdo de P foi determinada por colorimetria,
utilizando a metodologia de Murphy e Riley (1962), em um espectrofotémetro (SF325NM, Bel

Engineering, Italia).

4.2.5 Indice de translocacio de Zn para a parte aérea e indice acumulacéo de Zn na raiz

O indice de translocacao (IT) de Zn para a parte aérea foi definido através da seguinte
equacdo: [Zn] raiz x MS raiz / ([Zn] raiz x MS raiz) + ([Zn] parte aérea x MS parte aérea).

O indice de acumulagéo (IA) de Zn na raiz foi definido utilizando a seguinte equagao:
[Zn] parte aérea x MS parte aérea / [Zn] raiz X MS raiz.

4.2.6 Variaveis fotossintéticas

As trocas gasosas foram quantificadas aos 90 dias ap6s o transplante das plantulas,
sendo obtidas utilizando uma radiacio de 1500 pmol m2 s™! e concentracdo de CO, de 400
pmol mol™?, por meio de um analisador de gas por radiacdo infra-vermelho [Infrared Gas
Analyser (IRGA), Mod. Li-COR® 6400 XT]. As medidas foram realizadas durante o periodo
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das 08h:00 as 11h:00 hs. As medicGes foram feitas na penultima folha totalmente expandida
de trés perfilhos por vaso.

As variaveis analisadas foram: taxa de assimilagdo liquida de CO2 (A), concentracdo
intercelular de CO> (Ci), taxa de transpiracdo (E), condutancia estomatica de vapores de dgua
(Gs), eficiéncia do uso da agua (EUA), obtida pela relacdo entre quantidade de CO- fixado pela
fotossintese e quantidade de agua transpirada, e a eficiéncia instantanea de carboxilacdo da
rubisco (A/Ci), obtida pela relacdo entre quantidade de CO; fixado pela fotossintese e a

concentracgdo intercelular de CO,.

4.2.7. Variaveis bioquimicas

Para andlise bioguimica fez-se a coleta da parte aérea das plantas e imediatamente

congeladas em N liquido e armazenadas em ultrafreezer -80 °C para posterior analise.

4.2.8 Concentracdo de clorofilas e carotenoides

A determinacdo da concentracdo das clorofilas e os carotenoides seguiu 0 método de
Hiscox e Israeslstam (1979) e calculados com a ajuda da formula de Lichtenthaler (1987).
Utilizou-se 0,05 g de material fresco para a determinacdo. As amostras frescas das folhas foram
incubadas a 65 °C em dimetilsulfoxido (DMSQ) até os pigmentos serem completamente
removidos do tecido. Para a determinacdo da clorofila a, clorofila b e carotenoides, a
absorbéancia da solucao foi determinada em um espectrofotdmetro nos comprimentos de onda
de 663 e 645 nm e 470 nm, respectivamente. A concentragdo dos pigmentos foi expressa em
mg g " de massa fresca (MF).

4.2.9 Atividade de superoxido dismutase (SOD) e peroxidase (POD)

Para a determinacdo da atividade das enzimas superdxido dismutase e guaiacol
peroxidase foram utilizadas 0,5 g de amostras frescas da parte aérea. As amostras de raizes e
folhas foram maceradas e homogeneizadas utilizando 3 ml de solucdo tampéo de fosfato de
sodio 0,05 M (pH 7,8), contendo 1 mM EDTA e 0,5 % Triton X-100. O homogeneizado foi
centrifugado a 13 000 rpm durante 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para ensaio de
atividade enzimatica e concentracdo de proteinas soltveis (ZHU et al., 2004; BRADFORD,

1976). A concentracdo de proteina soluvel total de cada amostra foi determinada num
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espectrofotometro a 595 nm como descrito por Bradford (1976). A atividade da SOD foi
determinada de acordo com o método espectrofotométrico descrito por Giannopolitis e Ries
(1977), enquanto a atividade da POD foi determinada de acordo com Zeraik et al. (2008). A

atividade das enzimas foi expressa em U mg * proteina.

4.2.10 Peroxido de hidrogénio (H202)

O peroxido de hidrogénio (H20>) foi determinado conforme a metodologia de Loreto;
Velikova (2001), sendo que 0,3 g da parte aérea foram homogeneizadas em 2,0 mL de 0,1% de
acido tricloroacético (TCA) (p/v). Apds, o homogeneizado foi centrifugado a 12.000 rpm por
15 min a4 °C e em 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado 0,5 mL de tampéo fosfato de potassio
(10 mM) (pH 7,0) e 1 mL de KI (1M). As leituras foram realizadas em espectrofotémetro a 390

nm. A concentracéo de H.O> foi expressa como umol g * peso fresco.

4.2.11 Peroxidacao lipidica (espécies reativas ao &cido tiobarbiturico - TBARS)

As TBARS na parte aérea foram estimadas através da metodologia proposta por El-
moshaty et al. (1993), medindo os danos celulares através do acumulo de malondialdeido
(MDA) como produto final da peroxidacdo lipidica, pela reagdo com &cido tiobarbitdrico

(TBA). A peroxidacéo lipidica foi expressa em nmol MDA mg™* proteina.

4.2.12 Andlise estatistica

Em complementacdo a analise de varidncia foi realizada uma analise exploratéria
multivariada de componentes principais (PCA), utilizando o software Canoco versédo 4.5 (Ter
Braak and Smilauer, 2002). A PCA foi idealizada a partir dos dados de concentracdo de
elementos em raizes e parte aérea (P, K, Ca, Mg, Cu, Zn, Fe e Mn), parametros de crescimento
das plantas (massa seca de raizes, de parte aérea, total), parametros fotossintéticos (clorofilas
a, b e totais, carotenoides, fotossintese liquida, conduténcia estomatica, concentracéo
intercelular de COg, taxa transpiratoria, eficiéncia de uso da agua, eficiéncia instantanea de

carboxilacdo da Rubisco), e de estresse oxidativo na parte aérea (POD, H.O2, TBARS).
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Concentracéo de Zn no solo e producao de massa seca

A concentracdo de Zn disponivel no solo aumentou linearmente com o aumento das
doses de Zn aplicadas no solo (Figura 1). A producéo de massa seca de parte aérea (MSPA), de
raiz (MSR) e total (MST) das plantas foram alteradas distintamente entre as espécies de
gramineas pelo aumento da concentracdo de Zn no solo (Figura 2 a, b, c, d). As espécies P.
notatum e P. plicatulum diminuiram a producdo de MSPA e MSR com o0 aumento das doses de
Zn no solo.

Para MSPA, observou-se uma reducédo de 64% e 67%, respectivamente, em P. notatum
e P. plicatulum, na maior dose de Zn em relacdo ao controle (Figura 2 a). Para MSR houve
reducdo de 79% para P. notatum e 86% para P. plicatulum (Figura 2 b). A espécie A. affinis
apresentou incremento de MSPA e MSR na presenca de 120 mg Zn kg -1, quando comparadas
ao controle. Para MSPA o aumento foi de 51% e para a MSR 66% na maior dose em relacéo
ao controle.

Para a MST, as espécies apresentaram um comportamento semelhante ao observado
para MSPA e MSR, sendo o aumento das concentra¢cdes de Zn prejudicial para as espécies P.
notatum e P. plicatulum. Ja para a espécie A. affinis 0 aumento das doses de Zn aumentaram a
MST (Figura 2 c¢). A relacdo MSR/MSPA em A. affinis diminuiu com o aumento da
concentracdo de Zn no solo. Contudo, P. notatum a MSR/MSPA aumentou quando cultivada
em solo com 30 e 60 mg Zn kg*. A espécie P. plicatulum apresentou reducio de 60% na
MSR/MSPA na presenca da maior dose de Zn (Figura 2 d).
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Figura 1 - Teor de Zn extraido do solo (extrator Melich-1) submetido as doses aplicadas (0, 30,
60, 120 e 180 mg Zn kg™) apos 90 dias de cultivo das gramineas. Letras distintas
indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre os tratamentos com Zn para uma

mesma espécie. As barras verticais representam + desvio padréo.
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Figura 2 - Massa seca de parte aérea (a), massa seca de raizes (b), massa seca total (c) e relacdo
entre a massa seca de raiz e a massa seca de parte aérea (d), em trés espécies de
gramineas nativas (A. affinis, P. notatum e P. plicatulum), em resposta as doses de Zn
(0, 30, 60, 120, 180 mg kg™) aplicadas no solo. Letras distintas indicam diferencas
significativas (p < 0,05) entre os tratamentos com Zn para uma mesma espécie. As
barras verticais representam + desvio padréo.
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4.3.2 Concentracdo de Zn na parte aérea e raiz, indice de translocacdo de Zn para a parte

aérea e acumulacéo de Znna raiz.

O aumento das doses de Zn no solo provocou aumento da concentragdo de Zn tanto na
parte aérea quanto nas raizes das trés espécies. Sendo que, A. affinis apresentou maior
concentracdo de Zn na parte aérea e raizes em comparacao as demais espécies (Figura 3 a). O
indice de translocacdo de Zn (ITzn) na parte aérea diminuiu em 70% na espécie A. affinis na
maior dose de Zn em relacdo ao controle. Enquanto, para a espécie P. notatum, houve aumento
do ITzn em 79% na presenca de 30 mg Zn kg em relagdo ao controle. Ja P. plicatulum
apresentou aumento de 37% no 1Tz, na presenca de 120 mg Zn kg™ em relagéo ao controle.

O indice de acumulacéo de Zn (IAzn) na raiz apresentou comportamento semelhante ao
ITzn para a parte aérea. Em que A. affinis diminuiu o 1Azn nas doses de 30 e 60 mg Zn kgt e
posteriormente aumentou nas maiores doses (120 e 180 mg Zn kg™ ). Ja a espécie P. notatum
apresentou maior 1Azn na dose de 30 mg Zn kg e a espécie P. notatum apresentou tal
comportamento na dose de 120 mg Zn kg™ . Sendo que P. plicatulum, em que as doses 60 e de

180 mg Zn kg* ndo diferiu do controle (Figura 3 c).
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Figura 3 - Concentracdo de Zn nos tecidos da parte aérea e raiz (A); Indice de translocacdo de
Zn para a parte aérea (B) e indice de acumulagio de Zn nas raizes (C) de trés espécies
de gramineas nativas do bioma Pampa submetidas a doses crescentes de Zn (0, 30,
60, 120 e 180 mg Zn kg™) na solugdo nutritiva do cultivo em hidroponia. Letras
distintas indicam diferengas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos com Zn
para uma mesma espécie. As barras verticais representam + desvio padréo.
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4.3.3 Concentracoes de nutrientes

O acréscimo das concentragdes de Zn no solo afetou distintamente as concentragdes dos
nutrientes nos tecidos das trés espécies de gramineas estudadas. A concentracdo de P na parte
aerea nas trés gramineas apresentou aumento com o acréscimo das doses de Zn (Tabela 1). Ja
nas raizes, a espécie A. affinis apresentou diminuicdo na concentracdo de P com o aumento das

doses de Zn. Por outro lado, P. notatum e P. plicatulum apresentaram aumento da concentragao

com o aumento da presenca de Zn.
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Em relagdo a concentragdo de K na parte aérea, verificou-se aumento para as trés espécies
com o acréscimo das doses de Zn, exceto para a espécie P. plicatulum, na dose de 180 mg Zn
kg (Tabela 1). Nas raizes, a concentracdo de K aumentou para as espécies P. notatum e P.
plicatulum, enquanto em A. affinis houve diminuicdo com o aumento das doses de Zn. Quanto
as concentracGes de Ca na parte aérea verificou-se aumento nas especies P. notatum e P,
plicatulum ou diminuicéo na espécie A. affinis com o aumento das doses de Zn (Tabela 1). Nas
raizes houve diminuicdo da concentracdo de Ca em A. affinis nas maiores doses (120 e 180 mg
Zn kg1). Para P. notatum e P. plicatulum a concentragio de Ca aumentou com o acréscimo das
doses de Zn. A concentracdo de Mg na parte aérea aumentou nas trés espécies de gramineas
pelo aumento das doses de Zn. Nas raizes, no geral houve aumento na concentragdo de Mg nas
trés espécies de gramineas estudadas.

A concentracdo de Cu na parte aérea aumentou para a espécie A. affinis e diminuiu para
as espécies P. notatum e P. plicatulum com o aumento das concentracdes de Zn aplicadas no
solo. Ja nas raizes, a concentragdo de Cu diminuiu em A. affinis até a dose se 120 mg Zn kg™,
sendo que na maior dose houve um aumento da concentracdo de Cu. Em P. notatum e P.
plicatulum houve aumento nas concentragdes de Cu com o aumento das doses de Zn no solo.

O aumento das concentracdes de Zn no solo provocou aumento da concentracdo de Fe
na parte aérea das trés gramineas. No entanto, nas raizes a concentracdo de Fe aumentou em A.
affinis, mas diminuiu em P. notatum e P. plicatulum. J& para a concentra¢do de Mn nas raizes
e parte aérea, houve aumento nas trés espécies de gramineas, com excecdo de P. plicatulum,
onde houve diminui¢do da concentracdo de Mn nas raizes com o aumento das concentracdes de
Zn (Tabela 1).

Tabela 2 - ConcentracGes de P, K, Ca, Mg, Cu, Fe e Mn na parte aérea e raizes de trés espécies
de gramineas nativas (A. affinis, P. notatum e P. plicatulum ) em resposta as
concentragdes de Zn (0, 30, 60, 120 e 180 mg kg*) na solugéo nutritiva.
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Concentragdo de nutrientes

Nutrientes ~ Concentracdo de Zn 2* (mg kg?) A-ainis -notatum F-plicatuum
Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz
______________________________________________________ gkgt
0 1,25 ¢c* 144 a 1,26 b 0,64 c 0,98 b 101c
30 1,26 ¢ 1,36b 1,25b 0,66 ¢ 0,97 b 0,94d
P 60 1,25¢ 1,08 c 121b 0,75b 1,16 a 112a
120 1,68a 0,96 d 1,44 a 0,93 a 1,23a 1,16 a
180 148 b 0,92d 143a 0,93 a 1,24 a 1,06 b
0 16,26 ¢ 16,33 a 18,25 ¢ 7,18 ¢ 21,08 b 16,63 ¢
30 16,16 ¢ 14,36 b 19,28 b 8,46 b 20,69 b 16,82 ¢
K 60 16,28 ¢ 14,19b 19,29 b 14,64 a 22,65 a 1761b
120 20,38 a 13,64 ¢ 19,90 a 14,69 a 22,16 a 1781b
180 21,16 a 13,62 ¢ 20,11 a 14,56 a 21,09b 18,35a
0 5,84 a 0,95 a 2,40d 0,35b 2,39¢ 0,74d
30 5,90 a 0,94 a 2,92d 0,35b 3,49b 0,99 ¢
Ca 60 6,03 a 0,90 a 4,46 ¢ 0,42 a 3,55b 1,44 a
120 321b 0,34b 5,29b 0,41a 3,53b 1,28 b
180 3,20b 0,35b 555a 0,41a 461a 1,28b
0 152¢ 0,77b 0,86 ¢ 0,26 ¢ 0,99 ¢ 0,68d
Mg 30 1,85b 0,82 a 1,10d 0,21¢c 1,12¢c 0,80 ¢
60 2,28 a 0,83 a 1,38¢c 0,32b 1,15¢ 1,14a
120 2,47 a 0,87 a 2,72b 0,31b 1,43b 0,97 b
180 254 a 0,76 b 2,65a 0,41 a 1,70 a 0,81c
______________________________________________________ mg kgl
0 7,36 ¢ 12,59 b 10,95 a 7,06 ¢ 7,59 a 8,42 ¢
30 7,30 c 12,36 b 7,42 b 7,47 c 7,87 a 8,59 ¢
Cu 60 7,46 Cc 9,14 d 6,51 c¢c 7,36 C 7,24 b 11,55b
120 8,76 b 10,79 ¢ 6,28d 8,64 b 6,38 C 13,35a
180 9,30a 14,44 2 6,08d 9,18a 6,15¢ 13,182
0 264,16c  101057d  16442c  2487,04a 12379c  187138a
30 312,81 b 1486,20 ¢ 182,81 b 235491 b 123,11 c 1848,87 a
Fe 60 314,94 b 1693,37b 183,90 b 1885,45 ¢ 127,61 ¢ 1851,69 a
120 333,42 a 242762 a 22530a  1644,63d 142,85 b 1549,68 b
180 334,14 a 2452,40 a 225,06 a  1686,90d 165,99 a 1960,10 a
0 52,56 d 71,85¢e 47,25 e 111,12d 71,16 e 92,38 a
30 51,55d 98,66 d 83,07d 116,97 ¢ 90,20d 94,05 a
Mn 60 74,36 C 108,05 ¢ 89,07 ¢ 119,58 ¢ 98,25 ¢ 87,62 b
120 82,14 b 143,80 b 116,20 b 135,66 b 165,30 b 82,07 ¢
180 109,06 a 194,14 a 156,43 a 159,70 a 21392 a 81,97 ¢

Os valores foram obtidos a partir das médias de trés repeticdes referentes as espécies de gramineas nativas do
bioma Pampa. *Letras distintas indicam diferencas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos com Zn?* para
uma mesma espécie.

4.3.4 Trocas gasosas da folha

A taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A) das gramineas apresentou diferentes
comportamentos com o incremento da concentracdo de Zn no solo. A A. affinis apresentou uma

reducéo de 33% na presenca de 30 a 120 mg Zn kg* aplicado, quando comparada as plantas
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cultivadas no solo controle, mas ocorreu uma recuperacdo da A na maior dose (180 mg Zn kg~
1y aplicada (Figura 4 a). As espécies P. notatum e P. plicatulum apresentaram reducio na A
respectivamente de 90% e 72%, na maior dose de Zn, em relacao as plantas cultivadas no solo
controle.

A concentracéo interna de CO- (Ci) apresentou aumento nas maiores concentracoes de
Zn para as espécies P. notatum e P. plicatulum. Esse aumento foi de 56% e 46% na maior dose,
em relacdo as plantas cultivadas no tratamento controle. Para a espécie A. affinis ocorreu
aumento em Ci na presenca de 30 e 60 mg Zn kg™ e, por outro lado, redugdo na Ci nas doses
de 120 e 180 mg Zn kg™ .

Para o parametro de eficiéncia instantanea de carboxilacdo da rubisco (A/Ci), a espécie
A. affinis ndo apresentou alteracdo nas doses de 120 e 180 mg Zn kg*. No entanto, nas doses
de 30 e 60 mg Zn kg houve decréscimo neste pardmetro. As espécies P. notatum e P.
plicatulum apresentaram decréscimo em A/Ci de 95% e 85% respectivamente, na presenca de
180 mg Zn kg* (Figura 4 b).

Para a condutancia estomatica de vapores de agua (Gs) as espécies P. notatum e P.
plicatulum apresentaram reducgio na maior dose de Zn (180 mg Zn kg'). Em geral, até a dose
de 120 mg Zn kgt a Gs ndo foi afetada em ambas as espécies (Figura 3 d). A espécie A. affinis
nédo apresentou alteracdo nesse parametro com o aumento das doses de Zn.

A taxa transpiratoria (E) das espécies A. affinis e P. notatum foi diminuida na presenca
da maior dose de Zn aplicada (Figura 4 e). Enquanto que para a P. plicatulum o aumento das
doses de Zn ndo causou reducdo na E. Para as espécies P. notatum e P. plicatulum a eficiéncia
de uso da &gua (EUA) apresentou alteracdo com o aumento das doses de Zn. Enquanto para A.
affinis houve aumento deste pardmetro nas maiores doses (120 e 180 mg Zn kg™) e uma
diminuicdo nas doses intermediarias (30 e 60 mg Zn kg?) em relagdo ao tratamento controle
(Figura 4 f).



93

Figura 4 - Taxa de assimilacéo liquida de CO: (a), eficiéncia instantanea de carboxilagdo da
rubisco (b), concentacdo intercelular de CO2 (c), condutancia estomatica (d) taxa de
transpiracdo (e) e eficiéncia do uso da agua (f) de trés espécies de gramineas nativas
(A. affinis, P. notatum e P. plicatulum) em resposta as doses de Zn (0, 30, 60, 120,
180 mg Zn kg!) adicionado no solo. Letras distintas indicam diferencas significativas
(p < 0,05) entre os tratamentos com Zn para uma mesma espécie. As barras verticais

representam + desvio padrdo.
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4.3.5 Concentracao de pigmentos fotossintéticos

As concentragOes de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides das trés
gramineas sofreram alteracOes distintas na presenca de crescentes doses de Zn (Figura 5 a, b, c,
d). Na espécie A. affinis, as maiores concentracfes de pigmentos fotossintéticos foram
observadas no controle e maiores doses de Zn (120 e 180 mg Zn kg™). A concentracio de 60
mg Zn kg causou maior reducdo das concentragdes dos pigmentos fotossintéticos para esta
espécie. Na espécie P. notatum, as concentragtes de 120 e 180 mg Zn kg, causaram reducdo
na concentracao dos pigmentos fotossintéticos (Figura 5 a, b, ¢, d). Na espécie P. plicatulum as
maiores concentraces de pigmentos fotossintéticos foram observadas nas plantas cultivadas
no solo com 60 mg Zn kg, mas, por outro lado, apresentou reducio nas concentragdes dos
pigmentos nas doses de 30, 120 e 180 mg Zn kg™.
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Figura 5 - Concentrag0es de clorofila a (a), clorofila b (b), clorofila total (c), relagdo Chl a/ Chl
b (d), e carotenoides (e) de trés espécies de gramineas nativas (A. affinis, P. notatum
e P. plicatulum) em resposta as doses de Zn (0, 30, 60, 120, 180 mg Zn kg™!) aplicadas
no solo. Letras distintas indicam diferencas significativas (P < 0,05) entre os
tratamentos com Zn para uma mesma espécie. As barras verticais representam *
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A concentracdo de H>Oz na parte aérea das trés gramineas apresentou efeito isolado

entre dose e espécie. Sendo que a A. affinis apresentou maior concentracdo de H.O> que as
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demais espécies (Figura 6 d). Na presenca de 120 e 180 mg Zn kg™ houve diminuigio na
concentragao de H20: (Figura 6 a, b).

A concentracdo de malondialdeido (MDA) na parte aérea apresentou diferencas
marcantes entre as espécies. A espécie A. affinis apresentou diminuicdo da concentracdo de
MDA com o aumento da dose de Zn. A concentracdo de MDA na parte aérea da espécie P.
notatum aumentou na presenca de 120 e 180 mg Zn kg, ja P. plicatulum apresentou reducéo
na concentragdo de MDA no intervalo de doses de 30 a 120 mg Zn kg™, por outro lado, na
maior dose (180 mg Zn kg*) ndo diferiu do tratamento controle (Figura 6 c).

A atividade da enzima POD das plantas de A. affinis foi reduzida com o aumento das
concentracdes de Zn. A espécie P. notatum apresentou aumento da atividade da enzima POD
com o aumento das doses de Zn, sendo que, na concentragdo de 60 mg Zn kg™* ocorreu a maior
atividade da enzima. A espécie P. plicatulum apresentou reducdo da atividade da POD na dose
de 60 mg Zn kg e nas demais doses néo apresentou alteracdo na atividade desta enzima (Figura
6 d).

Em relacdo a SOD, A. affinis apresentou redugdo na atividade da enzima apenas na
maior concentracdo de Zn. J& a espécie P. notatum apresentou maior atividade de SOD nas
maiores doses (120 e 180 mg Zn kgt). Enquanto que a P. plicatulum apresentou aumento da

atividade da SOD, na presenca de 120 mg Zn kg quando comparado ao controle (Figura 6 €).

Figura 6 - Concentracdo de H202 (a,b), peroxidagdo lipidica (TBARS) (c),atividade das enzimas
POD (d) e SOD (e) de trés espécies de gramineas nativas (A. affinis, P. notatum e P.
plicatulum) em resposta as concentragdes de Zn (0, 30, 60, 120, 180 mg kg™*) no solo.
Letras distintas indicam diferencas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos com
Zn para uma mesma espécie. As barras verticais representam + desvio padrao.
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4.3.7 Anélise de Componentes Principais

A anélise de componentes principais (PCA) foi realizada extraindo apenas os dois
primeiros componentes (PC1 e PC2), os quais somados explicaram praticamente 60% da
variabilidade original dos dados (Figura 7). O componente principal 1 explicou cerca de 34%
da variabilidade, e teve maior influéncia na concentracédo de clorofilas, carotenoides, bem como,
na fotossintese e eficiéncia de carboxilacdo da Rubsico. O PC1 foi eficiente em separar 0s
pontos a partir das doses de Zn aplicadas ao solo (Figura 7 a). Assim, os pontos localizados em
valores negativos do PC1 (a esquerda de zero), foram oriundos da aplicacdo de 0, 30 e 60 mg

Zn kg™ no solo para o cultivo de P. notatum e P. plicatulum. Além das aplicacdes de 0 e 120
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mg Zn kg™ no cultivo de A. affinis. O grupo a direita de zero do PC1 foi formado por pontos da
aplicacdo de 120 e 180 mg Zn kg™ no solo para o cultivo de P. notatum e P. plicatulum. E
também, das aplicagbes de 30, 60 e 180 mg Zn kg™ no cultivo de A. affinis. O componente
principal 2 explicou aproximadamente 23% da variacao dos dados, e as variaveis resposta que
mais influenciaram foram a concentracdo de Ca, TBARS e a taxa de transpira¢do. O PC2 foi
muito eficiente em separar o comportamento de cada espécie nativa (Figura tal a). Assim,
mesmo comportando-se de maneira semelhante frente a aplicacdo de todas as doses de Zn no
solo, P. notatum (elipse roxa) e P.plicatulum (elipse laranja) foram agrupadas separadamente
no PC2. Neste sentido, também foi possivel identificar as plantas de A. affinis (circulo marrom),
as quais ocuparam ambos os lados do eixo y (PC2). As concentragdes de clorofila a, b, totais e
carotenoides se correlacionaram positivamente entre si e negativamente com a concentracao de
H>02 em parte aérea (Figura 7 b). A fotossintese liquida teve correlacdo linear negativa com a
concentracdo de manganés em parte aérea. A concentracdo de Fe em raizes apresentou
correlacdo negativa com a concentracdo de Cu em raizes. A Gs também apresentou correlacdo
linear negativa com as concentragdes de P e K em raizes. As concentra¢fes de Ca e Mg em
raizes correlacionaram-se positivamente entre si e com a atividade da SOD em parte aérea, e
negativamente com a E. As concentracGes de Zn e Mg correlacionaram positivamente entre si
e de forma negativa com as massas secas de raiz e parte aérea. Além disso, as concentracGes de
Zn no solo se correlacionaram positivamente com as concentra¢des de Zn nas raizes, Ci, Ca,

Mg e Zn em parte aérea.
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Figura 7 - Relacdo entre o componente principal 1 (CP 1) e o componente principal 2 (CP 2)
dos parametros fotossintéticos (A, A/Ci, E, EUA, Gs e Ci ), concentracédo de clorofilas
a, b, total e de carotenoides, massa seca de parte aérea (MSPA) massa seca de raiz
(MSR) e massa seca total (MST), concentracdo de Zn nas raizes e parte aérea (Zn R
e Zn PA), atividade das enzimas superdxido dismutase na parte aérea (SOD PA),
concentracdo de perdxido de hidrogénio naparte aérea (H2O2 PA) e peroxidacdo
lipidica na parte aérea (TBARS PA), em trés gramineas do bioma Pampa cultivadas
em concentragdes crescentes de Zn (0, 30, 60, 120 e 180 mg Zn kg™).
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4.4 DISCUSSAO

A reducdo na produgéo de massa seca pode ser proveniente da inibi¢cdo do alongamento
e divisdo celular das raizes causada pelas altas concentracdes de Zn na solucéo do solo (HEWIT,
1983; ARDUINI et al., 1994; JAIN et al., 2010). Portanto, a diminuicdo de MSPA, MSR e
MST nas espécies P.notatum e P. plicatulum pelo aumento das doses de Zn no solo pode estar
relacionada a sensibilidade dessas espécies ao excesso de Zn. Visto que, a producdo de massa
seca estd, diretamente, associada a tolerancia da espécie ao contaminante, pois efeitos toxicos
podem ser atribuidos ao acimulo de Zn nas folhas e raizes, podendo afetar a homeostase da
planta ao interferir na absorcéo, transporte e regulacéo de ions (WANG et al., 2000; CHERIF
et al., 2011), resultando no desequilibrio dos processos, como a transpiracao e fotossintese, e
consequentemente na reducdo do crescimento (SAGARDOQY et al., 2009).

Entretanto, a espécie A. affinis apresentou aumento na producdo de MSPA, MSR e MST
com o aumento das concentracfes de Zn no solo, sugerindo que essa espécie possui mecanismos
de tolerancia ao excesso de Zn (Figura 2 a, b, c, d). Esses mecanismos podem estar ligados, a
retencdo de uma quantidade do metal na parede celular da raiz ou ainda contar com mecanismos
de compartimentacdo e complexacdo de Zn com &cidos organicos nos vacuolos (GODBOLD
etal., 1984). Além disso, houve uma correlagdo positiva entre a concentracao de Zn no solo, na
raiz e na parte aérea das espécies, sendo que, a concentracdo de Zn foi maior nas raizes (Figura
3 a). O maior acumulo de Zn nas raizes indica que as gramineas complexaram 0 Zn em excesso
na raiz para evitar o dano oxidativo na parte aérea (CAKMAK; MARSCHNER, 1987).

Altas concentracGes de metais pesados potencialmente téxicos, como o Zn, podem
causar reducdo das concentracGes de pigmentos fotossintéticos como a clorofila a, clorofila b,
clorofila total e carotenoides de plantas (CAMBROLLE et al., 2015). Esse comportamento pode
ser atribuido ao efeito adverso do excesso de Zn na cadeia de transferéncia de elétrons na
fotossintese, bem como diminuicdo da sintese de clorofila ou mesmo aumento da sua
degradacdo (CAMBROLLE et al., 2012).

Para este estudo, a adicdo de 30 mg Zn kg provocou diminuigio das concentragdes de
pigmentos em P. plicatulum. A redugdo se acentuou com o0 aumento das doses de Zn, porém na
dose de 60 mg Zn kg? a espécie P. plicatulum apresentou aumento na concentragdo dos
pigmentos. Tiecher et al. (2017) também observaram comportamento semelhante nas
concentragdes de pigmentos fotossintéticos em aveia preta na presenca de doses crescentes de
CueZn.
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O aumento da concentracdo de pigmentos fotossintéticos na presenca de algum metal
toxico pode estar associado a menor expansdo foliar e, assim, maior concentragdo de pigmentos
por unidade de massa (RAMPIM; LANA, 2013; BOSE et al., 2011; CHEN et al., 2005). Ou
ainda, neste caso, devido ao fato de que o Mg central pode ser quimicamente substituido por
Zn, resultando em clorofilas [Zn] mais estaveis, com propriedades muito similares (RAU et al.,
2001; TAKEUCHI; AMAO, 2005; PETROVIC et al., 2006), contribuindo para a recuperacéo
da clorofila nas doses mais altas de Zn. Tal fato pode explicar também, o aumento das
concentracdes de pigmentos fotossintéticos com o aumento das doses de Zn na espécie A.
affinis. A reducdo da concentracdo de pigmentos nas espécies P.notatum e P. plicatulum
principalmente nas doses de 120 e 180 mg Zn kg, pode ser a causa da reducdo da MSPA, MSR
e MST (Figura 4 a, b, ¢, d). A concentracdo de carotenoides apresentou uma correlacdo negativa
com o conteudo de H202 na parte aérea das plantas (Figura 7) podendo indicar que os
carotenoides desempenham um papel importante no controle de radicais livres e peroxidos, uma
vez que estdo envolvidos diretamente na protecdo das membranas fotossintéticas (APEL;
HIRT, 2004).

A concentragdo de 180 mg Zn kg ocasionou reducgdo da taxa de assimilagdo liquida de
CO2 (A) e na eficiéncia instantanea de carboxilacdo da rubisco (A/Ci) em P. notatum e P.
plicatulum. Isso pode ter sido causado pelo comprometimento do aparelho fotossintético
causado pela alta concentracdo de Zn nos tecidos. O efeito negativo do excesso de Zn na
fotossintese pode ser devido a diminuicdo da atividade da RuBP carboxilase/oxigenase
(Rubisco), causada, provavelmente, pela competicdo de Zn com Mg no sitio de ativacdo da
Rubisco. A reducdo da atividade do fotossistema Il pode ser devida ao deslocamento de Mn, na
membrana do tilacdide pelo excesso de Zn (MARSCHNER, 1995, KAYA, BURTON; HIGGS,
2001)

Por outro lado, em A. affinis 0 aumento de A na maior dose de Zn pode ser indicativo
gue o excesso de Zn ndo afetou a fotossintese dessa espécie. 1sso corrobora com o fato de que
as concentracOes testadas também ndo alteraram a concentracdo de pigmentos fotossintéticos
(Figura 4 a, b, c, d). Além disso, ocorreu restricdo na Gs para P. notatum e P. plicatulum na
maior dose e aumento da Ci, em relacdo as plantas cultivadas no solo controle para ambas
espécies (Figura 3 d). A diminuicdo de Gs na presenca de 180 mg Zn kg " em P. notatum e A.
affinis possivelmente foi responsével pela diminui¢do E apenas em P. notatum.

A reducdo da A e Gs, juntamente com o aumento de Ci, em P. plicatulum e P. notatum,
em virtude da exposicao ao excesso de Zn, indica que o decrescimento em A ndo esta associado
a menor absorcdo de COz pelos estdbmatos, e sim a diminuicdo da fixacdo dessa molécula no
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mesofilo (RIZWAN et al., 2019). Ou seja, a reducdo de A pode estar associada a limitacGes
fotoquimicas ou bioguimicas que ocorrem no sequestro de CO2 nos cloroplastos, devido a
inibicdo de enzimas ligadas ao ciclo de Calvin, como a Rubisco que sdo responsaveis pela
fixacdo do carbono. A diminuigdo da atividade da rubisco consequentemente provoca uma
reducdo da A. Essa inibicéo, é causada, provavelmente, pela competi¢do de Zn com Mg no sitio
de ativacdo da Rubisco. Sendo que, a reducéo da atividade do fotossistema Il (PS 11) pode ser
devida ao deslocamento de Mn, na membrana do tilacéide pelo excesso de Zn (MATEOS-
NARANJO et al., 2018).

Quanto a reducdo da EUA, houve uma correlacdo negativa com as concentracfes de Zn
na planta e no solo, sendo que as espécies P. notatum e P. plicatulum apresentaram reducéo
com o0 aumento das concentra¢Ges de Zn. Isso indica que, 0 estresse por Zn pode ter causado
disturbios no balanco hidrico, em virtude da menor A e a inibicdo da absorcao e transporte de
agua, acarretando em menor producdo de fotoassimilados (ROMEO et al., 2017; MATEQOS-
NARANJO et al., 2018).

As espécies P. notatum e P. plicatulum foram as que tiveram seus parametros
fisiol6gicos mais afetados a medida que se aumentou as doses de Zn. Isso pode ter ocorrido
devido a reducdo da concentracdo de pigmentos fotossintéticos pelo excesso de Zn, afetando o
transporte de elétrons na fase fotoquimica causando reducdo da eficiéncia fotossintética das
plantas (CAMBROLLE et al., 2012; CHEN; et al., 2008; DHIR et al., 2008; TIECHER et al.,
2016).

Em adicdo, houve aumento no conteido de MDA (Figura 5 c), sugerindo que 0 excesso
de Zn causou desorganizacdo dos cloroplastos e, portanto, alteracdo da fotossintese (Figura 3
a). A reducdo da concentracdo de pigmentos fotossintéticos, pelo excesso de Zn, pode afetar o
transporte de elétrons na fase fotoquimica causando reducdo na eficiéncia fotossintética
(CAMBROLLE et al., 2012; CHEN; et al., 2008; DHIR et al., 2008; TIECHER et al., 2016).

Para controlar o nivel de ERO e proteger as células do dano oxidativo, as plantas
possuem enzimas antioxidantes envolvidas no processo de detoxificagdo por metais pesados
como a SOD e a POD (GRATAO et al., 2005). As ERO, incluindo H202 e os radicais HO™ e
O, sdo formadas naturalmente dentro das células, principalmente nos cloroplastos e
mitocondrias (FERREIRA et al., 2015). Assim, a absorcdo excessiva de Zn nas plantas pode
causar estresse oxidativo devido a um desequilibrio entre respostas antioxidantes e aumento da
producdo de ERO (GIROTTO et al., 2013). Tal fato indica que altas concentra¢bes de metais
pesados, como Zn, potencializam danos ao estresse oxidativo, resultando em menores taxas

fotossintéticas e reducdo total da biomassa da planta.
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Das trés espécies estudadas, observou-se que a A. affinis foi aquela que apresentou maior
concentracdo de H202. No entanto, observou-se também que o aumento das doses de Zn nédo
ocasionou aumento na concentracdo de H20>. O grau de peroxidacéo lipidica das membranas é
estimado pelos altos niveis de TBARS. Na presenca altas concentragdes de Zn, P. notatum
apresentou aumento na peroxidacdo lipidica, evidenciando que o sistema antioxidante ndo foi
eficiente para controlar a peroxidacdo das membranas (Figura 6 c). Por outro lado, em A. affinis
0 aumento das doses de Zn ndo ocasionou aumento da peroxidacdo lipidica. Portanto, a acéo
do sistema antioxidante foi efetiva para manter a producdo das ERO. No entanto, a manutencao
da homeostase tem um custo para a planta quando esta estressada. Esse custo pode ser
verificado na reducéo da producgéo de massa seca de P. plicatulum e P. notatum (Figura 2 a, b,
c).

A SOD age na dismutagdo do radical superéxido em H20- e sua atividade geralmente €
aumentada sob condi¢Oes de altas concentracfes de Zn (ZHANG et al., 2017), como 0 que
ocorreu nesse estudo com as espécies P. notatum (120 e 180 mg Zn kg™?) e P.plicatulum (120
mg Zn kg?) (Figura 4 d). O H,0, é a ERO menos danosa para a célula, entretanto, na presenca
de um metal de transi¢do como o Zn pode formar OHe que é altamente reativo, podendo reagir
com lipidios, proteinas e é&cidos nucléicos (GILL; TUTEJA, 2010). Por essa razdo, a
detoxificacdo do H.O; catalisada pela POD e outras enzimas é fundamental (CHOUDHARY
et al., 2007; GILL; TUTEJA, 2010). Em A. affinis s6 houve redugdo na atividade da SOD na
maior dose de Zn utilizada. Desse modo, foi a espécie que demonstrou ter o melhor sistema de
defesa, visto que, houve incremento de MSPA e MSR na presenca de 120 e 180 mg Zn kg™.

Neste estudo, o0 aumento da atividade de POD em P. notatum a partir da concentracao
de 60 mg Zn kgt, sugere a ativagdo de uma resposta enzimatica para prevenir o dano oxidativo
causado pela toxicidade de Zn. No entanto, a diminui¢do na atividade da POD em A. affinis
indica que nem todas as enzimas antioxidantes podem proteger suficientemente as plantas, o
gue aumenta a ERO nos tecidos e aumenta o dano oxidativo (TIECHER et al., 2017).

No presente estudo, a concentracdo de nutrientes nas diferentes partes das gramineas
nativas foi influenciada pelo aumento crescente das doses de Zn (Tabela 2). Em geral, as
concentragdes de macro e micronutrientes foram distintamente afetadas pelo incremento de Zn
no solo. Apesar de varios estudos relatando o efeito antagbnico entre o P e 0 Zn (KABATA-
PENDIAS; PENDIAS, 2001), as concentra¢des de P encontradas nos tecidos destas gramineas,
em geral, ndo diminuiram com o aumento das concentracdes de Zn no solo. A precipitacdo do
P em funcgéo do excesso de Zn, na forma de fosfato de zinco (KABATA-PENDIAS; PENDIAS,
1984) pode explicar a diminui¢do da concentracdo de P em A. affinis. Além disso, a maior
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concentracdo de Mn na parte aérea encontrado nas espécies P. notatum e P. plicatulum pode
estar relacionado aos parametros morfologicos de raizes destas espécies, podendo ocorrer

grande liberacéo de acidos organicos e solubilizando compostos insolUveis de Mn.
4.5 CONCLUSAO
Axonopus affinis é a espécie mais tolerante ao excesso de Zn, apresentando um sistema

antioxidante enzimatico eficiente em minimizar o estresse oxidativo provocado pelo excesso

de Zn e uma maior taxa de assimilacdo liquida de CO, quando comparada as demais.
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5 DISCUSSAO GERAL

A utilizacdo de fungicidas que possuem 0 Zn na sua composi¢do para o controle de
doencas fungicas em vinhedos como alternativa aos fungicidas clpricos, ocasiona aumento nos
teores deste metal pesado no solo. O acimulo do Zn pode desencadear uma série de respostas
nas plantas de cobertura de solo que se desenvolvem nas entrelinhas dos vinhedos.

Desta forma, torna-se extremamente importante conhecer os efeitos de elevadas
concentracdes de Zn no solo e como isso influenciara as plantas cultivadas em solos de vinhedos
contaminados, em especial, as plantas de cobertura que sao utilizadas nas entrelinhas dos
vinhedos.

No primeiro estudo a presenca de Zn foi considerada prejudicial apenas para a espécie
A. lateralis. Enquanto as outras espécies apresentaram tolerancia ao excesso de Zn. As
concentracbes de Zn ndo afetaram a producdo de massa seca, fotossintese e nem
comprometeram o sistema antioxidante das plantas. As espécies estudadas foram tolerantes ao
incremento das concentracdes de Zn na solugdo nutritiva, sendo capazes de acumular altas
concentracdes de Zn na parte aérea e raizes. As concentragcdes de macro e micronutrientes nos
tecidos de parte aérea e raizes das espécies variaram em relacdo ao incremento de Zn. Os
resultados encontrados indicam que, apesar de algumas concentra¢fes de nutrientes terem
diminuido com a aplicacdo de crescentes doses de Zn, isso ndo foi suficiente para afetar o
metabolismo das espécies estudadas.

No segundo estudo, as espécies A. affinis, P. notatum e P. plicatulum cultivadas em
doses crescentes de Zn no solo apresentaram diferentes respostas fisioldgicas, sendo que, A.
affinis mostrou-se mais tolerante ao excesso de Zn enquanto P. notatum e P. plicatulum séo
sensiveis. Para essas duas gramineas o excesso de Zn contribuiu negativamente para as trocas
gasosas. Por outro lado, A. affinis foi a espécie que obteve maior taxa de assimilagéo liquida de
CO- quando submetida a maior dose de Zn. Sendo que o sistema antioxidante enzimatico da A.

affinis foi efetivo para minimizar o estresse oxidativo induzido pelo excesso de Zn.
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6 CONCLUSOES GERAIS

O incremento das concentragcdes de Zn nos sistemas de cultivo estudados promoveu
aumento crescente na concentracdo de Zn nos tecidos das gramineas, sendo que a A. lateralis
se mostrou mais sensivel que as demais e A. Affinis mais tolerante. A tolerancia as elevadas
concentragdes Zn das espécies de gramineas nativas do bioma Pampa pode ter ocorrido, devido
a retencdo deste metal nas suas raizes diminuindo a translocacao para a parte aérea, onde 0s

efeitos toxicos poderiam ser mais severos.
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7 APENDICES

Apéndice A - Perfilhos das espécies nativas do bioma Pampa transplantados em bandejas
plasticas contendo areia como substrato e cultivadas em casa de vegetacdo para
posterior uso nos experimentos em solucdo nutritiva e em solo.

Fonte: Milanesi, G. D. (2018).

Apéndice B - Espécies de gramineas nativas do bioma Pampa no cultivo em solugéo nutritiva
expostas a concentracdes crescentes de Zn. Sistema Hidroponico (A), Avaliagdo
de trocas gasosas (B).

Fonte: Milanesi, G. D. (2018).
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Apéndice C - Espécies de gramineas nativas do bioma Pampa: Axonopus affinis (A), Paspalum
notatum (B), Paspalum plicatulum (C) e Andropogon lateralis (D) aos 40 dias de
cultivo em solugdo nutritiva expostas a concentracdes crescentes de Zn.

Concentracdo de 2 UM (esquerda), 150 puM (centro), e 300 UM (direita).

r{’ \
[
150 uM 300 uM

1504M 300 M

Fonte: Milanesi, G. D. (2019).
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Apéndice D - Espécies de gramineas nativas do bioma Pampa: Axonopus affinis (A), Paspalum
notatum (B), Paspalum plicatulum (C) e Andropogon lateralis (D) aos 40 dias de
cultivo em solugdo nutritiva expostas a concentragcdes crescentes de Zn.

Concentracdo de 2 UM (esquerda), 150 uM (centro), e 300 UM (direita).

é ,

150 uM 300 uM

Fonte: Milanesi, G. D. (2019)
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Apéndice E - Espécies de gramineas nativas do bioma Pampa no cultivo em solo expostas a
concentragdes crescentes de Zn. Sistema de cultivo em solo (A), Avaliacdo de
trocas gasosas (B).

Fonte: Milanesi, G. D. (2019)
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Apéndice F - Espécies de gramineas nativas do bioma Pampa: Axonopus affinis (A), e
Paspalum notatum (B) e Paspalum plicatulum (C) aos 90 dias de cultivo em solo
expostas as maiores concentragtes de Zn deste estudo (120 e 180 mg Zn kg™).

180 mg Zn kg1 120 mg Zn kg* 180 mg Zn kg*

120 mg Zn kg™
Fonte: Milanesi, G. D. (2019)



