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RESUMO

OLIVEIRA, Maria Angélica Guerra de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
marco de 2012. Anatomia e micromorfologia de Salvinia auriculata Aubl.
(Salviniaceae) submetida ao arsénio. Orientador: Jodo Marcos de Araujo. Co-
orientadores: Aristéa Alves Azevedo e Juraci Alves de Oliveira.

A contaminacdo ambiental constitui um sério problema no mundo inteiro. O arsénio
(As) € um metaldide que tem recebido grande atencdo de pesquisadores devido a sua
elevada toxicidade para os seres vivos. Nesse contexto, 0 uso de plantas tem se
revelado uma metodologia adequada e de baixo custo para a deteccdo dos poluentes.
Entretanto, o0 uso de espécies vegetais como bioindicadoras requer o conhecimento
prévio das suas caracteristicas. Este trabalho tem a finalidade de avaliar as respostas
de Salvinia auriculata Aubl. na presenca de arsénio, na forma de arsenato de sodio,
determinando o teor deste elemento acumulado pela espécie, bem como os possiveis
efeitos sobre o desenvolvimento, o acimulo de biomassa, as alteracdes morfologicas
e a estrutura anatdmica das suas folhas. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com controle e quatro concentracGes de As, sendo 0,5; 1,0;
1,5 e 2,0 mg L™ com cinco repeticdes, cultivadas em solucdo nutritiva de Clark,
durante 15 dias, em casa de vegetacdo. Para determinacdo dos teores de As, amostras
foram analisadas por espectrofotometria de absorcdo atdmica com geracdo de
hidreto. Amostras das folhas emersas e submersas do primeiro e do quarto nos foram
coletadas e processadas para analise microscopica. A parte aérea foi visivelmente
afetada, com areas necréticas na superficie foliar, com formato arredondado e com
tonalidade marrom escura, cuja intensidade foi diretamente proporcional a
concentracdo de As. As folhas modificadas apresentaram aspecto gelatinoso e
escurecimento. A absorcdo de arsénio pelas plantas aumentou proporcionalmente
com a concentracdo do metaloide na solucdo. Pelas analises microscopicas pode-se
constatar danos mais drasticos no primeiro no, se comparado ao quarto nd. No
primeiro no, as células tiveram actimulo de contetdos intensamente corados pelo
azul de toluidina, deformacdo na arquitetura das células epidérmicas, danos parciais
nos tricomas e distorcdo da parede do contorno dos elementos do xilema. No quarto
nd ocorreu acumulo de contetdos, alteracdes nos cloroplastos, compactacdo das
lacunas, alteracBes no padrdo de desenvolvimento dos tricomas com pouco
desenvolvimento e reducdo na espessura do mesofilo. As alteracGes anatbmicas nas

folhas emersas e nas folhas modificadas de S. auriculata foram evidentes, podendo
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ser utilizados no diagndstico das injdrias e para o entendimento dos mecanismos de

fitotoxicidade do As.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Maria Angélica Guerra de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
march, 2012. Anatomy and morphology of Salvinia auriculata Aubl.
(Salviniaceae) submitted to the arsenic. Adviser: Jodo Marcos de Araujo. Co-
advisers: Aristéa Alves Azevedo and Juraci Alves de Oliveira.

Environmental contamination is a serious problem worldwide. Arsenic (As) is a
metalloid that has received great attention from researchers due to its high toxicity to
live beings. In this context, the use of plants has proven to be an appropriate
methodology and cost-effective for the detection of pollutants. However, the use of
plant species as bioindicators requires prior knowledge of their characteristics. This
study aims to evaluate the responses of Salvinia auriculata Aubl. in the presence of
arsenic, determining the content of this element accumulated by species and the
possible effects on development, biomass accumulation, morphological alterations
and anatomical structure of its leaves. The experimental design was completely
randomized with control and four concentrations of As, in the form of sodium
arsenate, being 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 mg L™ with five repetitions, cultivated in Clark
nutrient solution during 15 days in the greenhouse. Samples were analyzed by atomic
absorption spectrophotometry with hydride generation, to determine the levels of As.
Samples of submerged and floating leaves of the first and fourth nodes were
collected and processed for microscopic analysis. Aerial parts of the plant was
visibly affected, with necrotic areas on the leaf surface, with rounded shape and dark
brown tint, whose intensity was directly proportional to the concentration of As.
Modified leaf presented gelatinous and browning appearance. Clonal growth rates
decreased strongly with increasing concentration of arsenic in the nutrient solution,
with a 56.4% reduction in the concentration 0.5 mg L™, reaching 86.7% at 2.0 mg L’
! In relation to the accumulation, the absorption of arsenic by plants increased
proportionally with the concentration of metal in solution. The microscopic analysis
was able to see more dramatic damage in the first node, compared to the fourth node.
In the first node may be observed accumulation of cells with content intensely
colored by toluidine blue, deformation in the architecture of the epidermal cells,
partial damage to trichomes, distortion of the boundary wall of xylem elements. In
the fourth node occurred accumulation of contents , changes in the chloroplasts,
compression of the gaps, changes in the pattern of development of trichomes with

little development and reduction in thickness of the mesophyll. The anatomical
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changes in leaves and immersed in modified leaves of S. auriculata were evident and
can be used for diagnosing injuries and for understanding the mechanisms of
phytotoxicity by As.
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1. INTRODUCAO

O arsénio (As) é um elemento tdxico e cancerigeno e sua toxicidade depende,
dentre outros fatores, da sua forma quimica. A introdugdo do As no meio ambiente,
pode ser por fonte natural ou antrépica. As fontes naturais de contaminacao incluem
minerais e rochas que contém este elemento e os solos e sedimentos formados a
partir dessas rochas, bem como os fendmenos geotermais e vulcanicos. As fontes
antrdpicas estdo relacionadas a preservacao de madeira, a utilizacdo do elemento na
agricultura, geralmente em pesticidas, aos rejeitos provenientes da mineragdo, as
atividades de refino dos metais ndo ferrosos e & queima de carvao (Borba, 2002). O
arsénio ¢ um metal6ide que pode ser encontrado na natureza como As (I11) (arsenito),
As(V) (arsenato), ion monometilarsénico (MMA) e ion dimetilarsinico (DMA). As
formas mais comuns de exposicdo humana ao As sdo: consumo de é&gua
contaminada, inalacdo de gases e ingestdo de po (Gongalves et al., 2007).

Dependendo das condi¢des fisico-quimicas do ambiente, alguns compostos que
contétm As podem ser altamente solGveis, resultando em alto nivel de
biodisponibilidade. O potencial toxico e a disponibilidade de As no meio ambiente
dependem de varios fatores, incluindo, o potencial redox e o pH. Arsenito (Aslll) e
arsenato (As V) sdo 0s mais toxicos, e, também, mais abundantes em agua. Do ponto
de vista geoquimico o As esta associado a sulfetos metélicos e a grande variedade de
minerais que contém ouro, cobre, chumbo, ferro (arsenopirita), niquel, cobalto e
outros metais (Liévremont et al., 2009).

Em muitas cidades brasileiras, o abastecimento publico de 4gua depende da agua
armazenada em lagos, naturais ou artificiais, que podem conter rejeitos de mineragéo
e garimpo, onde sdo encontradas elevadas concentracfes de metais pesados (Borba et
al., 2004). A mineracdo no Brasil € uma atividade econdmica muito importante e o
As ocorre naturalmente em mais de duzentas formas de minerais (Mandal & Suzuki,
2002). Quando exposto a agua e ao ar, 0 As associado a matriz de sulfetos nos
minérios pode se solubilizar e ser incorporado a cadeia trofica (Mello et al., 2006).
Um exemplo acontece no Quadrilatero Ferrifero onde, em alguns locais, hd a
utilizacdo pela populacédo de adgua subterranea proveniente de antigas minas de ouro.
Nas aguas subterraneas coletadas em algumas minas auriferas e de nascentes das

regibes de Ouro Preto e Mariana, segundo Borba et al. (2004), foram encontradas



concentracdes de As variando entre 2 a 2980 pg L™, cujos valores s&o superiores ao
maximo permitido para consumo humano, que no Brasil, segundo a Resolugdo
CONAMA 357/05, é de 10 pg L™. Em Bangladesh, China, india e EUA tem sido
relatados altos teores de As e danos a saude humana pela ingestdo de &gua
contaminada (WHO, 2010).

A longa exposicdo a compostos inorganicos de As pode induzir serios danos a
salde humana, provocados pelo estresse oxidativo (Kumagai & Sumi, 2007) que
gera disfuncdo critica das enzimas e danos as células. O arsenito se liga aos grupos
sulfidril das enzimas induzindo deficiéncias funcionais. Estudos de Abernathy et al.
(1999) tém mostrado que o arsenito inibe mais de 200 enzimas nas células humanas.
Por ser um anélogo estrutural do ion fosfato, o arsenato compete com este ion e
interfere no processo de fosforilacdo oxidativa, inibindo o metabolismo energético
das células. Por outro lado, 0 As pode substituir o fosfato na dupla hélice do DNA, o
que pode explicar os efeitos mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos (Tapio &
Grosche, 2006; Lievremont et al., 2009). Como exemplos dos danos a saude podem
ser citados: hiperqueratose, hiperpigmentacdo, doencas cardiovasculares, disturbios
no sistema nervoso central e vascular periférico, cancer de pele e gangrena nos
membros (Barra et al., 2000), defeitos em fetos e problemas no sistema reprodutivo
(Roy, 2008). Portanto, € necessario que sejam utilizadas estratégias que visem
eliminar ou minimizar a exposi¢cdo humana a poluigéo pelo As.

A recuperacdo de areas contaminadas pelas atividades humanas pode ser feita
através de varios metodos, tais como escavacao, incineracao, extracdo com solvente,
oxido reducdo e outros que sdo bastante dispendiosos. Alguns processos deslocam a
matéria contaminada para local distante, causando riscos de contaminacgédo secundaria
e aumentando ainda mais 0s custos com o tratamento (Oliveira et al., 2009). Dentro
desse contexto, a biotecnologia tem como instrumento a fitorremediacdo, que é a
utilizacdo de plantas e sua microbiota, com a finalidade de estabilizar, extrair,
degradar ou volatilizar substancias téxicas do ambiente. Tem tido grande aceitacdo
nos Ultimos 10 anos, como forma de tecnologia eficaz e de baixo custo, ndo invasiva
ou complementando métodos de engenharia baseadas em remediacdo (Pilon-Smits,
2005; Lemos et al., 2009). As tecnologias baseadas em uso de vegetais para
remediacdo dos efeitos da poluicdo sdo cada vez mais utilizadas em paises como 0s
Estados Unidos, o Canada e a Alemanha. No Brasil tem ocorrido o crescimento da

demanda por tecnologias de remediacdo ambiental, entre as quais a fitorremediacéo,
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tem recebido grande atencdo pela viabilidade técnica e econdémica de sua aplicacéo
(Rodrigues & Moeri, 2007).

A fitorremediacdo tem vantagens mas também apresenta limitacdes. As plantas
devem se desenvolver onde o poluente se encontra, e as propriedades do substrato, o
nivel de toxicidade e o clima devem permitir o seu crescimento além, é claro, da
biodisponibilidade do poluente. A toxicidade por As, em plantas, pode ser
evidenciada pelo murchamento e necrose da folhas, crescimento lento das raizes e
parte aérea, cor arroxeada e morte da planta (Woolson et al., 1971; Adriano, 1986). O
As pode se acumular nos tecidos vegetais dependendo da sua disponibilidade no
meio e do metabolismo da planta, fatores esses diretamente relacionados com
mecanismos de tolerancia (Marian et al., 1993).

Espécies de monildfitas podem ser empregadas nos processos de fitorremediagédo
de solos e &gua contaminados (Oliveira et al., 2009). Para uma espécie ser
considerada hiperacumuladora de arsénio deve apresentar Fator de Bioacumulagédo
(FBA) e Fator de Translocacdo (FT) maiores que 1 e a concentracao total de As deve
ser superior a 1000 mg Kg™ na biomassa vegetal. Samambaias do género Pteris e
Pityrogramma calomelanos foram consideradas especies hiperacumuladoras de As
(Gonzaga et al. 2006). Pteris vittata apresentou capacidade para remover arsénio do
solo, podendo acumular acima de 22630 mg Kg™ As, concentrando 2,3% deste
elemento em sua biomassa. Em geral, essas plantas parecem apresentar mecanismos
constitutivos e adaptativos que permitem elevada absor¢édo e sobrevivéncia em solos
com altas concentracdes de As (Oliveira et al., 2009). Entretanto, existe uma espécie
desse grupo, Salvinia auriculata, da familia Salvinaceae, que ndo se comporta como
hiperacumuladora, e sim como bioindicadora (Guimarées et al., 2006).

Salvinia auriculata é uma monilofita livre e flutuante, da familia Salvinaceae,
muito comum em agua doce, com ampla distribuicdo geografica, que sob condicbes
favoraveis € rapidamente disseminada por propagacdo vegetativa, colonizando
extensas superficies de agua em um tempo reduzido. Esta espécie tem sido
considerada como planta daninha, por proliferar de forma indesejada em diversos
ecossistemas aquaticos (Henry-Silva & Camargo, 2006). S. auriculata apresenta
morfologia peculiar, com nds e entre-nds nitidos, sendo que em cada nd se originam
trés folhas, sendo duas verdes e flutuantes em cuja superficie ocorrem inimeros
tricomas hidrofébicos. Uma terceira folha submersa, modificada e adaptada a

absorc¢do de agua e ions, funcionando basicamente como uma raiz (Forno & Harley,
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1979). A alta producdo de biomassa de S. auriculata tem despertado interesse para
uso em beneficio do homem. A utilizacdo de plantas aquéticas como agente
purificador de A&guas contaminadas, justifica-se pela sua intensa absorcdo de
nutrientes e pelo seu crescimento rapido, como também por oferecer facilidades de
sua retirada das lagoas (Thomé, 2008).

Algumas especies vegetais sdo muito sensiveis a poluentes, ndo sendo
apropriadas para a fitorremediagdo, mas podem ser Uteis como bioindicadores de
poluicéo pois, sob efeito de poluentes, apresentam injdrias visiveis como necroses e
cloroses e/ou alteracdes fisioldgicas evidentes (De Temmerman et al., 2004). Os
organismos bioindicadores sdo aqueles que podem ser usados para avaliacdo da
extensdo das mudancas em seu ambiente, pois reagem de forma previsivel e
quantificavel as perturbacdes ambientais, por meio de alteracdes nas suas funcdes
vitais ou composicdo quimica (Arndt & Schweizer, 1991). No meétodo da
bioindicagédo, o comportamento do organismo frente a um agente estressor é utilizado
para avaliar a qualidade de um ambiente. Na Europa, 0 biomonitoramento tem
enfoque na utilizacdo de plantas bioindicadoras para a avaliagdo da qualidade do ar
(Klumpp et al., 2001), enquanto no Brasil, esta metodologia desperta interesse mas
tem sido, ainda, pouco utilizada em programas para a avaliagdo do impacto

ambiental de poluentes.

2. JUSTIFICATIVA

Estudos anatdmicos sdo apropriados para avaliar o efeito de metais em plantas
em areas contaminadas. Simon et al. (2000) recomendaram estes estudos como
ferramenta nos processos de biorremediacdo. Diversos trabalhos retratam a
importancia da analise anatdmica de folhas e raizes de plantas sob efeito de diversos
poluentes (Vitdria et al., 2003, 2006; Santana-Santos et al., 2006; Silva, 2008) na
avaliacdo do potencial de fitorremediacdo ou bioindicacdo das espécies. Ainda sdo
escassos 0s estudos anatémicos sobre efeitos do arsénio em plantas.

A escolha da espécie Salvinia auriculata deve-se ao fato de existirem poucas
informacBes a respeito dos danos causados por As nos diferentes tecidos dessas
plantas e também por ser bastante estudada e recomendada como bioindicadora de
ambientes poluidos, seja por metais pesados, metaloides ou outras substancias. E

uma importante espécie dos ecossistemas aquaticos, sendo responsavel por uma
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grande produtividade priméria, contribuindo para o aumento de nichos, diversidade
faunistica e, portanto, maior complexidade na dindmica do ecossistema. A
importancia das macrofitas aquaticas é amplamente discutida na literatura, sendo sua
utilizacdo como bioindicadoras da qualidade da &gua em ambientes I6ticos e Iénticos
uma das mais relevantes (Pedralli, 1989). S. auriculata tem sido utilizada em varios
programas de monitoramento em corpos d’agua passiveis de eutrofiza¢do, sendo
considerada uma planta bioindicadora para muitos metais pesados como o cadmio
(Almeidaet al., 2007), fltor (Peixoto et al., 2005), zinco (Wolff et al., 2009) e
descrita como fitorremediadora para o chumbo (Wolff et al., 2009), acumulando em
seus tecidos concentracGes consideraveis desse poluente.

Apesar do acumulo de informacfes a respeito da tolerancia de plantas ao As,
ainda ndo se dispbe de informag6es suficientes, tanto do ponto de vista morfologico
quanto fisiologico, que permita compreender o comportamento de Salvinia
auriculata a este poluente, ressaltando, principalmente, as alteragdes estruturais,
sendo este um importante passo na selecdo de espéecies para serem utilizadas como
fitorremediadoras ou bioindicadoras.

Portanto, estudos que avaliem o efeito do As em Salvinia auriculata séo
importantes para utilizacdo da espécie em programas de biomonitoramento. O
conhecimento prévio e especifico das respostas morfoanatémicas da planta ao As é
essencial para a realizacdo de estudos em campo. Existem relatos na literatura da
sintomatologia desta espécie submetida ao arsénio (Guimarées et al., 2006), contudo,
devem ser integrados 0s estudos microscopicos para assegurar uma diagnose

precisa.

3. OBJETIVOS

Considerando o nimero reduzido de informag6es sobre a anatomia de Salvinia
auriculata submetida ao arsénio, o objetivo geral deste trabalho foi caracterizar
anatomicamente S. auriculata em resposta ao As. E como objetivos especificos:
selecionar caracteres relevantes na identificacdo de contaminacdo por As, avaliar as
respostas ao arsénio em S. auriculata, determinar o teor deste elemento acumulado
pela espécie, avaliar os possiveis efeitos sobre o desenvolvimento, o acimulo de

biomassa e as alteracfes morfoanatémicas foliares.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Condicdes de cultivo das plantas

Plantas da espécie Salvinia auriculata Aubl. (Salviniaceae), conhecidas
popularmente como salvinia, foram coletadas no Horto Boténico da Universidade
Federal de Vigosa, sendo o experimento conduzido em casa de vegetacdo, na
Unidade de Crescimento de Plantas — UCP, do Departamento de Biologia Vegetal da
UFV.

As plantas foram inicialmente desinfetadas com solugdo de hipoclorito de sédio
1% e, logo apds, lavadas com &gua corrente e agua destilada. Em seguida, as plantas
foram mantidas em casa de vegetacdo, por cinco dias, em vasos com solucéo
nutritiva de Clark, meia forca ionica, pH 6,5. Apos este periodo de aclimatacéo, as
plantas foram selecionadas pela uniformidade de tamanho e transferidas, para vasos,
contendo 1,0 L de solugdo de Clark, pH 6,5 acrescida de arsénio na forma de
arsenato de sodio (Na;HAsO,.7H,0). Foram utilizadas plantas com trés nos, sendo
dois no6s com folhas completamente expandidas e o terceiro nd, mais apical com
folhas jovens, contados a partir da base para o apice.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
cinco tratamentos, controle e quatro concentracdes de arsénio, sendo 0,5; 1,0; 1,5 e
2,0 mg L™, com cinco repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por um vaso com
duas plantas. As plantas foram cultivadas por 15 dias e o pH da solugéo foi ajustado
a cada dois dias. A solucdo nutritiva foi trocada a cada cinco dias com a finalidade de
se evitar a proliferacdo de algas e permitir a manutencdo da concentragdo do
poluente. Os sintomas visuais dos danos provocados pelo As foram registrados
diariamente por equipamento fotogréafico.

Apos os 15 dias de exposicdo ao As, as plantas foram coletadas e lavadas para a

retirada do excesso de solucdo nutritiva.



4.2. Acumulo de biomassa

O material vegetal foi seco em estufa, durante 72 horas, a 65°C e pesado para a
determinacdo da matéria seca da parte aérea (folhas emersas) e para a parte submersa

(folhas modificadas e rizoma).

4.3. Quantificacdo do arsénio acumulado nas plantas

Para determinacdo dos teores de arsénio total, as amostras secas foram
adicionadas a tubos contendo solucdo nitro-perclérica (1:4 v/v), em bloco digestor
com temperatura controlada até que as solucOes se tornaram transparentes. Tomou-se
0 cuidado para que a temperatura ndo ultrapasse 150°C para evitar a volatilizacdo do
As. Também foram levadas ao bloco digestor amostras contendo apenas solugéo
nitro-perclorica, para servir de controle das analises. Apos resfriamento, as amostras
foram filtradas e diluidas em 25 mL de agua destilada. Os teores de As foram
determinados, por espectrofotometria de absorcdo atbmica com geragdo de hidreto,
no aparelho Atomic Absorption Flame Emission Spectrophotometer, modelo AA-
6701F.

Utilizando-se do teor de As acumulado por unidade de matéria seca, foi
calculado o fator de translocacdo (FT) que é a razdo entre a concentracdo de As na
parte aérea da planta (folha emersa) e a concentracdo de As na parte submersa (folha
modificada e rizoma) (Fayiga & Ma, 2005; Huang et al., 2006). Também foi
expresso o fator de bioacumulacdo (FBA) que é a razdo entre a concentracao de As
na planta e a concentracdo de As no meio de crescimento, podendo ser o solo ou a
agua (Ma et al., 2001; Tu et al., 2002; Huang et al., 2006).

4.4. Analise estrutural

Amostras das folhas emersas e das folhas modificadas, do primeiro n6 (folhas ja
se encontravam expandidas no inicio do experimento) e do quarto n6 (folhas
desenvolvidas durante o experimento), contadas da base para o &pice, foram
coletadas e processadas para analise microscopica. As amostras foram fixadas em
solucdo contendo 4% de paraformaldeido, 2,5% de glutaraldeido em solucdo tampéo
cacodilato de sddio 0,05 M, pH 7,0 (Karnovsky, 1965, modificado), por 24 horas.
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Em seguida, foram lavadas em solugdo tampdo de cacodilato de sddio, a seguir em
agua destilada e desidratadas em série etilica. Apds, amostras foram incluidas em
resina glicol-metacrilato (Historesin — Leica). Cortes com espessura de 5 um foram
obtidos em micrétomo rotativo de avanco automatico (Modelo RM2255, Leica
Microsystems, Inc., Deerfield, USA). Os cortes foram corados com Azul de toluidina
0,025% em Tampdo Mcllvaine, pH 4,0 (Vidal, 1977) e montados em Permount.
Foram feitos cortes das amostras em todas as concentragcdes utilizadas neste
experimento, sendo a concentracdo de 1,5 mg L™ escolhida como referéncia para
mostrar os danos causados em S. auriculata na presenca do As, devido a
concentracdo de 2,0 mg L™ ter afetado severamente a estrutura da planta e causado a
sua morte precocemente.

Para as analises micromorfométricas foram efetuadas medidas das espessuras da
epiderme (faces adaxial e abaxial) e do mesofilo, das folhas emersas da folha jovem.
A espessura do limbo foi obtida pelo somatério desses tecidos. Os cortes foram
analisados e documentados em microscopio de luz (Microscopio AX70TRF,
Olympus Optical, Toéquio, Japdo) equipado com sistema U-Photo, com camera
digital (Spot Insightcolour 3.2.0. Diagnostic Instruments Inc., Nova York, EUA). As
medicdes foram realizadas com o auxilio do software de analise de imagens
AnatiQuanti (Aguiar et al., 2007).

4.5. Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com base no delineamento inteiramente
casualizado, considerando os cinco tratamentos e cinco repeticdes. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), empregando-se o programa Sisvar
(Ferreira, 2003). As medias dos tratamentos foram submetidas ao teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade e quando necessario os dados foram submetidos ao

ajuste de modelos de regressao.



5. RESULTADOS

5.1. Analise macroscopica e acumulo de biomassa

O aspecto geral das plantas de Salvinia auriculata no tratamento controle
(Figuras 1A e 1B) diferiu daqueles observados nas plantas expostas ao As (Figura 1C
a 1F). Sintomas visiveis de toxidez foram observados em decorréncia da presenca de
As, até mesmo na menor dosagem aplicada (0,5 mg L™ de As) (Figura 1C). Foram
identificadas areas necrosadas amarronzadas (Figura 1C) que se concentraram da
margem em direcdo a regido da nervura principal das folhas emersas do primeiro e
do segundo nds, ou seja, aquelas que ja se encontravam expandidas no inicio do
experimento. Em todas as doses de As foi possivel verificar danos, que foram mais
intensos nas maiores concentracoes.

As manchas marrons na superficie da folha surgiram a partir do terceiro dia do
experimento nas concentracbes mais elevadas. No quarto dia, as manchas
apareceram nos demais tratamentos, exceto no controle. A partir do sexto dia foi
possivel observar a morte das folhas que se encontravam expandidas no inicio do
experimento, na maior concentracdo de 2,0 mg L™ de As (Figura 1F). Mesmo com
sintomas de toxicidade ao As, as plantas foram capazes de emitir novas folhas com
aspecto normal, ou seja, sem necroses ou cloroses, porém com pouco
desenvolvimento (Figura 1C).

Com mais detalhes, foi possivel visualizar, diferentemente do controle (Figuras
2A, 2D e 2F), as mudancas nas plantas submetidas ao arsénio (Figuras 2B, 2C, 2E e
2G). Foram observados também tricomas (Figura 2G), com apice retorcido e com
tonalidade marrom escura, coloracdo semelhante a observada nas areas necroticas da
lamina foliar. As folhas do quarto né ndo apresentaram os sintomas encontrados nas
folhas do primeiro n6 porém, as mesmas apresentaram menor crescimento,
verificado pela analise visual (Figura 2C). Nas folhas modificadas do primeiro no
foram observadas mudancas de coloracdo e aspecto gelatinoso, nas concentracfes
mais elevadas do poluente (Figuras 2B e 2E).

As plantas tiveram a biomassa alterada, como evidenciada pela analise de
regressdo. Foram constatadas reduc@es na producdo de massa seca na ordem de 66%
e 93% para a parte aérea e de 67% e 92% para a parte submersa, nas doses de 0,5 e

2,0 mg L™, respectivamente, em relacéo ao controle (Figura 3).
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Figura 1 - Aspecto geral das plantas de Salvinia auriculata no tratamento

controle (A e B) e em diferentes doses de arsénio (C a F): 0,5 mg
L% 10L" 1,5mg L e 2,0 mg L™, respectivamente. Durante 15
dias de exposicdo ao arsénio. Areas necréticas em folhas que se
encontravam expandidas no inicio do experimento(*). Folhas
desenvolvidas durante o periodo experimental com area foliar

reduzida, mas sem necrose (— ).
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Figura 2 — Folhas emersas e folhas modificadas de Salvinia auriculata, controle (A,
D e F) e tratadas com 1,5 mg L™ de As (B, C, E e G). Durante 15 dias de
exposicdo ao arsénio. Observam-se manchas escuras na parte aérea (*) e
mudanca de coloracdo e aspecto gelatinoso na folha modificada (— ).
C: Diminuicdo visual no crescimento tanto da folha emersa como da

folha modificada. A, B, D, E, F e G: primeiro n6. C: quarto no.
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5.2. Acumulo de arsénio e sua distribuicdo nas plantas

O aumento das doses de As resultou no aumento significativo (p < 0,05) dos
teores de As nas diferentes partes da planta. O acimulo de As em S. auriculata
demonstrou que ela remove parte do arsénio em solucdo nutritiva, sendo que a maior
quantidade absorvida se concentra principalmente na parte submersa. Na maior
dosagem de As aplicada foi detectado 0,04 mg/gMS de As na parte aérea e 0,4
mg/gMS de As na parte submersa (Figura 4A e 4B). O acimulo de As foi mais
elevado a medida que aumentou a concentracdo do mesmo na solucdo. A capacidade
de translocar o arsénio absorvido, para a parte aérea da planta foi pequena, ficando
quase todo o arsénio absorvido retido na parte submersa.

O fator de translocacdo de As para a parte aérea das plantas variou entre as
concentragdes utilizadas, sendo o efeito das doses significativo (p < 0,05), o
resultado, FT<1, indicou pouca translocacao para a parte aérea (figura 5). O fator de
translocaco atingiu valor maximo de 12% no tratamento com 1,0 mg L™ de As.

O FBA foi maior que 1 em todas as concentragdes (Figura 6), indicando que
uma quantidade consideravel de As foi acumulada, mas a maior parte desse elemento
absorvido ficou retida na parte submersa. O FBA foi maior na maior concentracao de

As aplicada.

14



— 005 @
)
%o o 294 | y=0,01x2 +0,000x + 0,001
.5 003 R?=0,972
€E ©
- o 002
'g E 0,01
& ’
2
E 0 T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
As (mgL1)
05 -
(7]
S 3 04 -
N o 03 | ¥=009¢ +0,005x+0,016
s E O R2=0,975
€ o
— 7 02
o)
2 o
c + 01
@ = !
wn ©
b a o . .
0 0,5 1 1,5 2 2,5
As (mglL?)
05 ©
(7]
S 04 -
o0 y =0,1x2 + 0,005x + 0,017
Y 0,3 -
:éo = R?=0,976
— 0 02
o
£ 0,1
wv
E 0 T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
As (mglL?)

Figura 4 — Concentracdo de arsénio em plantas de Salvinia

auriculata submetidas a diferentes concentracGes de

arsénio, durante 15 dias de tratamento. A: Parte aérea.

B: Parte submersa. C: Total. Em todos os parametros

0 modelo de regressdo ajustado foi o polinomial

quadratico. Significativo a p<0,05.

15



Fator de translocacao

0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04

0,02

ab

0,5 1 1,5 2

As (mgL?)
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tratadas com diferentes concentraces de arsénio, durante 15
dias de tratamento. Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem significativamente entre si, a 5% de probabilidade,

pelo teste de Tukey.
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Figura

- Fator de bioacumulacdo (FBA) de plantas de Salvinia
auriculata tratadas com diferentes concentrag@es de arsénio,
durante 15 dias de tratamento. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem significativamente entre si, a 5% de

probabilidade, pelo teste de Tukey.
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5.3. Caracterizac¢ao anatdomica

Comparadas ao controle (Figuras 7A, 7C, 7E e 7G) as alteragfes ocorridas na
nervura mediana das folhas emersas de S. auriculata (Figuras 7B, 7D, 7F e 7H)
foram evidentes. P6de-se verificar o desarranjo no aerénquima e colapso de algumas
células da epiderme (Figura 7B). Foi observado, na nervura mediana da folha do
primeiro nd, acimulo de contetdos com coloracdo azul-esverdeada (metacromasia)
nas células do feixe vascular, nas concentragBes mais elevadas de As (Figura 7D).
Verificou-se maior quantidade de células com contetdos mais intensamente corados
pelo azul de toluidina no xilema e maior espessamento da parede dos elementos de
vaso (Figura 7D).

No limbo foliar das folhas emersas de S. auriculata pode-se constatar alterac6es
(Figuras 8B, 8D, 9A, 9C e 9E) diferentemente do controle (Figuras 8A, 8C, 9B e
9D). No primeiro no, a arquitetura do parénquima se modificou com o aumento das
lacunas do aeréngquima (Figura 8B). Houve colapso das celulas da epiderme da face
adaxial da folha e de por¢des do mesofilo, exibindo a regido inferior da folha com
alteracdes menos drasticas (Figuras 9C). Na figura 9A, é possivel visualizar a regido
sadia da folha emersa e a regido afetada. Além de alteracdes nas células da epiderme
verifica-se um acumulo de conteudos fortemente corados (Figura 9E).

As observacdes nas folhas modificadas também diferiram do controle (Figuras
10A e 10C). No primeiro no, as células mais prejudicadas foram as do parénquima
cortical e da epiderme. O sistema vascular e a endoderme se mantiveram integros,
mas parte do cortex e da epiderme se modificou (Figura 10B).

A andlise microscopica das folhas do quarto né ndo mostrou danos significativos
em seus tecidos se comparados aos danos ocorridos nas folhas do primeiro nd. A
principal alteracdo foi a reducdo na espessura das lacunas e do mesofilo. No limbo do
quarto n6 foram observadas compactacdo das lacunas, alteracbes no padrdo de
desenvolvimento dos tricomas com pouco desenvolvimento e compactacdo do
mesofilo (Figuras 7F e 8D). Apesar de ndo haver danos em sua estrutura, as células
apresentaram conteudos fortemente corados pelo azul de toluidina (Figura 7H).
Contudo, no quarto né ndo houve um desarranjo, mas um desenvolvimento reduzido
das células do limbo foliar.

A analise morfométrica mostrou que, nas folhas emersas do primeiro né, ndo

houve diferenca significativa entre a espessura dos tecidos do limbo das plantas
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expostas ao As (Tabela 1). Ja nas folhas emersas do quarto nd, todos os tecidos do
limbo apresentaram menor espessura que o controle. A dose mais baixa de As
aplicada foi suficiente para reduzir em 28% a espessura do limbo do quarto no
(Tabela 2).

Foi possivel verificar alteracGes na folha modificada do quarto n6, com aumento
no nimero de células fortemente coradas pelo azul de toluidina. Aparentemente, 0s
cloroplastos se apresentam alterados, com aumentos perceptiveis em seu tamanho e

namero (Figura 10 D), embora ndo tenha sido feita uma analise quantitativa.
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Figura 7 - Folha emersa de Salvinia auriculata (cortes transversais corados com azul
de toluidina), durante 15 dias de tratamento. A, C, E e G: controle. B, D
F e H: tratamento com 1,5 mg L As. AaD: primeiro n6. E a H: quarto
nd. B: Desarranjo no aerénquima e colapso de algumas células (— ). D
e H: Nervura mediana com deformacdo na parede dos elementos do
xilema com coloragdo esverdeada (— ) e acimulo de substancias (*). F:

Diminuicdo dos espacos das lacunas do aerénquima.

Tabela 1. Morfometria da folha emersa do primeiro né de Salvinia auriculata apos

exposicéo a diferentes doses de arsénio.

Arsénio EAD M EAB Limbo
-1
(mg L") (Hm) (Hm) (Hm) (Hm)
0 38,32 be 247,81 ab 33,42 ab 319,57 ab
0,5 40,74 ab 237,83 be 37.89 bc 316,47 ab
1 34,32 cd 235,02 bc 34.38 ab 303,73 be
15 38,17 bc 235,34 be 33,94 ab 307,45 bc
2 36,76 bc 222,45 cd 38,57 be 297,79 cd
CV% 9,2 5,4 9,6 4,9

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente
entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. EAD: epiderme adaxial; M:
mesofilo; EAB: epiderme abaxial.
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Tabela 2. Morfometria da folha emersa do quarto n6 de Salvinia auriculata ap6s

exposicéo a diferentes doses de arsénio.

Arsénio EAD M EAB Limbo
(mgL™) (m) (1m) (Hm) (Hm)
0 43,99 a 306,08 a 40,13 a 390.21a
0,5 39,57 a 205,61d 33,93b 279.12 ¢
1 34,46 b 267,58 b 36,45 ab 33851b
1,5 33,17 bc 224,14 ¢ 34,73 b 292.05¢
2 29,14 ¢ 200,66 d 27,36 C 257.17d
CV% 9,15 4,71 8,97 3,78

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nédo diferem significativamente

entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. EAD: epiderme adaxial; M:

mesofilo; EAB: epiderme abaxial.
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Figura 8 — Limbo foliar da folha emersa de Salvinia auriculata (cortes transversais
corados com azul de toluidina), durante 15 dias de tratamento. A e C:
controle. B e D: tratamento com 1,5 mg L™ As. A e B: primeiro né. C e
D: quarto no. B: Desarranjo e aumento das lacunas do aerénquima (*); D:

Reducio da espessura do mesofilo (Me) e compactagdo do mesofilo (9).
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Figura 9 — Lamina foliar de Salvinia auriculata em regifes sintomaticas da folha

emersa do primeiro nd (cortes transversais corados com azul de
toluidina). Tratamento com 1,5 mg L™ As. A: Regifo sadia (RS) e
regido afetada (RA). B e D: controle. C: Observam-se alteracdes nas
células da epiderme e parénquima (— ) e acUmulo de conteddos

fortemente corados (*).
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CONTROLE TRATAMENTO (1,5 mg L de As)

L%

Primeiro né

Quarto né

Figura 10 — Folha modificada de Salvinia auriculata (cortes transversais corados
com azul de toluidina). A e C: tratamento controle. Be D: 1,5 mg L™
de As em solucdo nutritiva. B: Células colapsadas (— ). D. Alteracéao
nos cloroplastos (= ) e muitos conteudos fortemente corados pelo

azul de toluidina (*). A e B: primeiro n6. C e D: quarto no.

24



6. DISCUSSAO

O aumento das doses de As na solugdo exerceu efeito negativo sobre o
crescimento das plantas, refletindo na quantidade de biomassa produzida. Em outras
espécies também foi possivel verificar a reducdo na biomassa em resposta ao As (Li
et al., 2006; Singh et al., 2006; Nascimento, 2007; Costa, 2007; Liu et al., 2008). A
reducdo no crescimento e na producdo de biomassa € um efeito geral da toxicidade
dos metais pesados em plantas (Malavolta, 1994). As plantas de S. auriculata,
portanto, ndo apresentaram tolerancia ao As, pois houve redugdo na matéria seca da
parte aérea e da parte submersa, além de lesdes foliares durante o periodo
experimental. As necroses marginais observadas nas folhas emersas também tém
sido relatadas em S. auriculata na presenca de outros poluentes como cadmio
(Almeida et al., 2007), flaor (Peixoto et al., 2005) e zinco (Wolff et al., 2009).

A sensibilidade de S. auriculata ao arsénio foi confirmada, uma vez que a menor
dose deste metaldide, além de causar sintomas visiveis nas folhas expandidas,
influenciou negativamente o crescimento das folhas desenvolvidas durante o
experimento que, apesar de morfologicamente normais e sem sintomas de cloroses
Ou necroses, tiveram o tamanho bastante reduzido. Os dados corroboram os de
Guimardes et al. (2006) que verificaram a sensibilidade de S. auriculata ao arsénio e
indicaram a espécie como modelo para estudos de bioindicagcdo. Estes autores
constataram que as plantas-mde foram capazes de emitir plantas-filha
morfologicamente normais. Em geral, as monilofitas sdo acumuladoras, usadas
principalmente como fitoextratoras, entretanto, S. auriculata é indicada como
bioindicadora. Por ser uma monil6fita aquatica que possui sua estrutura constituida,
basicamente, por aerénguimas bem desenvolvidos, apresentando grande quantidade
de espacos intercelulares, sua massa seca € menor, o que diminui a possibilidade de
acumulo de As. Ao contrario das moniléfitas terrestres, que possuem maior massa
seca e maior possibilidade de acumular As.

As analises morfométricas do presente trabalho mostraram interferéncia negativa
no crescimento das plantas-filha (quarto nd) de S. auriculata, através da reducédo na
espessura dos tecidos. Enquanto no primeiro n6 ndo foi observada reducdo
significativa na espessura dos tecidos, pois estes ndo se desenvolveram em solugédo
nutritiva, no quarto no a reducdo na espessura dos tecidos foi significativa, indicando

que a presenca do As ndo interfere no tamanho das plantas ja desenvolvidas, mas ele

25



interfere no desenvolvimento das plantas que crescem em sua presenca. Essa
interferéncia negativa do As no crescimento das plantas pode ter ocorrido em fungéo
da competicdo deste elemento com o fosforo, uma vez que estes elementos
competem pelo mesmo sitio de absor¢do devido as suas similaridades estruturais
(Planas & Healey, 1978; Sanders, 1979). O crescimento de S. auriculata pode ter
sido influenciado pela absor¢do do As, pois ele substitui o fosforo em processos
essenciais na planta. Essa interferéncia foi observada em Pteris ensiformis (Singh &
Ma, 2006) e Schinus terebinthifolius (Silva, 2008), espécies que apresentaram
capacidade de reter arsénio nas raizes e nas quais a absorcdo de fosforo diminuiu
com o aumento da concentracdo de arsénio. Estudos futuros de quantificacdo de As
nas plantas do quarto n6 sao necessarios para ratificar essas observagdes.

Sintomas de toxidez do As, podem ser também, atribuidos a inducédo de estresse
oxidativo nas raizes, como observado em Eichhornia crassipes (Andrade, 2011). Em
plantas de Cajanus cajan, estudos envolvendo atividades de enzimas antioxidativas,
mostraram queda significativa na acdo destas enzimas ap0s exposicdo ao arsénio
(Felipe, 2007). A queda destas enzimas pode estar relacionada aos danos sofridos por
esta espécie, provocados pelo estresse oxidativo, em funcdo de injurias no sistema
radicular, o que, conseqlientemente, levou a reducdo na biomassa. Estes danos
podem ter influenciado a absor¢éo de agua e nutrientes em S. auriculata, implicando
na diminuicdo do teor de fosforo nas folhas. No sistema radicular das plantas de
Cajanus cajan (Silva, 2008) foram observadas injurias tais como escurecimento,
diminuicdo de raizes laterais e aspecto gelatinoso nas raizes. No presente trabalho,
foram encontradas respostas similares, como escurecimento e aspecto gelatinoso das
folhas modificadas, que em S. auriculata, funcionam como sistema radicular.

Plantas tolerantes, que acumulam poluentes em seus tecidos, como metais
pesados e metaldides, podem ser utilizadas em estratégias efetivas de fitorremediacédo
(Lewis, 1995). Esta capacidade, avaliada por meio dos fatores de bioacumulacéo
(FBA) e de translocacdo (FT), deve ser relacionada com o acimulo de biomassa das
plantas estudadas. S. auriculata ndo demonstrou capacidade para translocacdo do
arsénio, uma vez que apresentou FT<1. Esse comportamento também foi constatado
em Schinus terebinthifolius e Cajanus cajan (Silva, 2008), o que pode estar
relacionado a mecanismos de controle interno, evitando que o As seja translocado
para os tecidos metabolicamente ativos da parte aérea. As plantas de S. auriculata

apresentaram maior quantidade relativa de As na parte submersa, mais
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provavelmente na folha modificada, ja que ela funciona como raiz. De acordo com
Hartley-Whitaker et al. (2001), o arsénio é compartimentalizado, principalmente no
vactolo das células da raiz, complexado com arsenito livre ou conjugado com
glutationas ou outros tiois.

Outros autores também encontraram quantidades maiores de As nas raizes
(Silva, 2008; Melo et al., 2009). Estudos tém demonstrado que 0s metais pesados
também podem ser adsorvidos nas paredes celulares de tecidos radiculares, dentre
eles, o xilema (Vasquez et al. 1992; Wojcik et al. 2005). A adsorcdo dos ions
metalicos na parede celular € uma das estratégias da planta, que evita a translocacdo
destes ions para a parte aérea (Gomes et al., 2011). O aumento na espessura das
paredes celulares pode estar associado ao aumento da lignificagdo em raizes, o que
tem sido verificado em resposta a ions metalicos (Ederli et al. 2004; Lux et al. 2004),
devido a possivel deposicdo do metal. O aumento do nimero de células fortemente
coradas com azul de toluidina sugere a natureza fendlica dos contetdos observados.
O acumulo de fenois tem sido interpretado como mecanismo de defesa das plantas
(Vaughn & Duke, 1984), a poluentes em geral e também a varios outros fatores
causadores de estresse (Silva, 2008). De acordo com Larcher (2000), os mecanismos
de tolerancia das plantas a metais pesados podem variar desde a imobilizacdo do
metal no meio extracelular até imobilizacdo do metal no vacuolo, com o auxilio de
fitoquelatinas. Entretanto, sdo necessarios estudos futuros de histoquimica para
deteccdo do As, possivelmente no vacuolo das células da raiz.

Apesar da menor concentracdo de As na parte aérea, 0s danos causados nessa
regido foram evidentes. O funcionamento das raizes pode ter sido comprometido
pelas alteracdes morfoldgicas obtidas como resposta ao arsénio, interferindo na
absorcao e translocacdo de agua e nutrientes para a parte aérea (Carbonell-Barrachina
et al.,, 1997). Como as folhas submersas absorvem agua e nutrientes (Sculthorpe,
1967), podem concentrar teores consideraveis de ions em seus tecidos, como
acontece nas raizes verdadeiras. Embora apresente FBA > 1, S. auriculata ndo deve
ser considerada bioacumuladora, em razdo de ser uma espécie muito sensivel ao As,
que promove danos severos e podem ocasionar a morte das plantas. Além disso, ela
apresenta uma pequena biomassa. Os resultados indicam que esta espécie poderia
reter este elemento em suas folhas modificadas, mas teve sua biomassa influenciada
negativamente com a exposicdo do arsénio, o que ndo é um bom indicador para uso

em fitorremediacéo.
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Os resultados obtidos apds exposicdo ao arsénio demonstraram alteragdes
anatbmicas mesmo quando ndo foram observadas alteragdes macroscépicas,
reforcando assim, a importancia dos estudos anatdmicos para o diagnéstico da injuria
por poluentes e para o entendimento dos mecanismos de fitoxicidade (Soikkeli,
1981), conforme verificado em outros estudos com outros poluentes (Santos, 2008;
Silva, 2008).

Os cloroplastos em S. auriculata se mostraram aparentemente alterados tanto em
ndmero quanto em tamanho nas folhas submersas. Apesar de ndo terem sido feitas
avaliacdes quantitativas, o aumento no nimero e no tamanho dos cloroplastos foram
evidentes 0 que indica a necessidade de uma andlise ultraestrututral para estudo
dessas alteracBes. A presenca de um numero maior de cloroplastos nas folhas
modificadas pode ser devido a reducdo da biomassa da parte aérea das plantas
cultivadas na presenca do As e maior incidéncia da luz solar sobre essas folhas
induzindo uma maior diferenciagdo dos proplastideos ou uma reversdao de
amiloplastos a cloroplastos.  No tratamento controle, a proliferacdo e o
desenvolvimento da planta foram normais, ocupando toda a superficie da solugéo
nutritiva no balde de cultivo e reduzindo a entrada de luz. Trabalhos de Simola
(1997) e Li et al. (2006) relataram alteracbes estruturais em cloroplastos, apos
exposicdo ao arsénio, como arredondamento da organela, acumulo de amido,
desorganizacdo com ruptura do sistema de membranas, indicando a sensibilidade do
cloroplasto ao arsénio.

A eventual morte das folhas na maior concentracdo de As foi também observada
em S. auriculata exposta a niveis toxicos de cadmio (Oliveira et al. 2001). As
alteracdes causadas por poluentes nas plantas mais citadas na literatura sdo: aumento
ou diminuicdo na producdo de algumas enzimas, alteracfes genéticas, alteracGes
quantitativas e qualitativas de metabdlitos, distarbios na fotossintese, entre outros
(Pasqualini et al., 2003; Gerosa et al., 2003; Klumpp et al., 2006). Como
consequéncia, surgem sintomas como clorose e necrose em tecidos e érgaos, que
podem evoluir e levar as plantas a morte.

As alteracdes na anatomia e na micromorfologia de S. auriculata em resposta ao
arsénio foram evidentes, demonstrando que estas ferramentas podem ser usadas no
prognostico de injuria por As. Sobretudo, € fundamental a utilizacdo desses dados em
conjunto com analises fisiologicas e ultraestruturais, para elucidar a fitotoxidez

causada por este poluente.
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7. CONCLUSOES

- A sensibilidade de S. auriculata foi confirmada, uma vez que a menor dose de
arsénio utilizada foi suficiente para influenciar negativamente o metabolismo desta

espécie, que poderia ser Util em processos de biomonitoramento ambiental.

- S. auriculata apresentou elevado FBA o que indica que esta planta tem alta
capacidade de extrair arsénio da solucdo nutritiva, porém na presenca do poluente,
tem seu crescimento severamente afetado, o que compromete o acumulo de
biomassa. Desta forma ndo se trata de uma espécie indicada para fitorremediagéo de

ambientes contaminados por As.

- As alteragdes anatomicas nas folhas emersas e nas folhas modificadas de S.
auriculata foram evidentes. No primeiro no pbde-se verificar desarranjo no
aerénquima, colapso das células da epiderme da face adaxial da folha e de por¢des do
mesofilo, acimulo de conteddos nas células do feixe vascular, maior espessamento
da parede dos elementos de vaso. No quarto no a principal alteracdo foi a reducéo na
espessura das lacunas e do mesofilo. Essas alteracdes podem ser utilizadas no
diagnostico das injurias e para o entendimento dos mecanismos de fitotoxicidade

pelo As.
- Sao necessarios mais estudos, principalmente ultraestruturais, que possam

elucidar os danos ocorridos na anatomia de S. auriculata € 0os mecanismos de

fitotoxicidade.
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