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RESUMO

Acidentes que ocorrem durante o transporte de petréleo e derivados tém sido uma
das principais causas de poluigdo ambiental nos ultimos anos. Pesquisas que
estudam as alteragbes na germinagao e na estrutura das plantulas causadas por
poluentes derivados do petréleo sédo raras, sendo pouco conhecidos os efeitos
causados nas plantas ao longo do tempo. O presente estudo teve como objetivo
analisar o efeito da poluicdo por oleo diesel na germinagdo, crescimento e morfo-
anatomia das plantulas de Sebastiania commersoniana (Baill.) L. B. Sm. & Downs
(branquilno) em diferentes periodos apdés a contaminacdo do solo. S.
commersoniana € uma espécie pioneira e nativa que geralmente assume
dominancia sobre outras espécies da mata ciliar. O experimento foi montado em
estufa com quatro tratamentos (solo contaminado 60, 120 e 210 dias antes do
plantio e solo ndo contaminado) e cinco repetigdes com 50 sementes cada. A
porcentagem de germinacgdo e o indice de velocidade de germinagao (IVG) foram
menores no tratamento de 60 dias quando comparado aos demais tratamentos. A
porcentagem de germinacéo foi de 58,4% no tratamento T210, 70% em T120, 32,4%
em T60 e 75,6% no controle. O IVG foi de 20,01 no tratamento T210, 24,07 em
T120; e 10,81 em T60; e 23,67 no controle. O peso fresco e seco das plantulas,
comprimento da raiz, comprimento da parte aérea, diametro do hipocoétilo, area foliar,
area especifica foliar e peso seco dos eofilos foram menores nos tratamentos com
solo contaminado. As raizes das plantulas do solo contaminado apresentaram maior
diametro, formagao de aerénquima, e cilindro vascular mais desenvolvido que nas
plantulas do controle. O Oleo diesel causou alteragcbes na porcentagem de
germinagao, no IVG, no crescimento das plantulas e na morfo-anatomia da raiz e
eofilos, porém quanto maior o tempo apds a contaminacdo, menor foi o efeito
danoso sobre as plantulas.

Palavras-chave: Oleo diesel; germinagdo; morfologia; anatomia; Sebastiania
commersoniana.
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ABSTRACT

Oil spill, especially those occured during transportation, has been one of the major
causes of environmental pollution. There are very few researches on alteration in
germination and structure of the seedlings caused by petroleum derivatives. Long-
term effects of such substances on plants are almost unknown. This study aims to
analyze the effects of diesel fuel pollution on germination, growth and morpho-
anatomy of Sebastiania commersoniana (Baill.) L. B. Sm. & Downs in different
periods after soil contamination. S. commersoniana is a brazilian pioneer and native
species that generally assumes dominance over other riparian tree species. The
experiment was conducted in greenhouse in four different treatments (non-
contaminated soil and other 3 contaminated soils, with 60, 120 and 210 days of
contamination) and 5 repetitions with 50 seeds each. The percentage of seed
germination and the germination speed index (GSIl) were lower in the 60 day
treatment in comparison to the other ones. The percentage of germination was
58,4% in treatment T210, 70% in T120, 32,4% in T60 and 75,6% in the control. The
fresh and dry weight of the seedlings, the root length, the aerial part length, the
hypocotyl diameter, the leaf area and the dry weight of the eophylls were minor in the
treatments with contaminated soil. The seedlings roots in the contaminated soils
presented larger diameter, formation of aerenchyma and more developed vascular
cylinder than the seedlings from the control. The diesel fuel caused alterations in the
percentage germination, in the GSI, in the seedlings growth and in the morpho-
anatomy of the root and eophylls; however, the damage to the seedlings were minor
in those whose soil was less recently contaminated.

Key-words: diesel fuel; germination; morphology; anatomy; Sebastiania
commersoniana.
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|. INTRODUCAO GERAL

O petréleo e seus derivados, entre eles o 6leo diesel, sdo os combustiveis
mais utilizados atualmente devido a amplitude de suas aplicacbes, podendo ser
usado para movimentar automoéveis e também unidades geradoras de energia.
Porém, frequentes acidentes que ocorrem durante o transporte de petroleo e
derivados tém sido uma das principais causas de poluicdo ambiental nos ultimos
anos.

Em julho de 2000, ocorreu um vazamento de petréleo na Refinaria Getulio
Vargas (REPAR), localizada no municipio de Araucaria-PR, provocando o maior
desastre ambiental ja registrado no Parana. Este acidente contaminou drasticamente
o solo, o lencol freatico e os Rios Barigli e Iguagu, causando grande impacto para a
flora e a fauna. Entre os acidentes ocorridos especificamente com 6leo diesel, pode-
se citar o vazamento de cerca de 50 mil litros em fevereiro de 2001 em Morretes-PR,
0 qual provocou um prejuizo incalculavel ao meio ambiente, pois contaminou varios
rios da regido e atingiu um dos trechos da Mata Atlantica mais bem preservados do
Brasil, considerado reserva da biosfera (FOLHA DO PARANA E GAZETA DO
POVO, 2004). Outro acidente marcante e recente ocorreu em novembro de 2004 em
Paranagua, onde mais de 30 quildmetros de areas de mangue, praias, ilhas e rios
foram contaminados com o6leo (ASSOCIACAO BRASILEIRA PARA O
DESENVOLVIMENTO DE LIDERANCAS, 2005).

Acidentes em areas continentais atingem o lencol freatico, contaminando rios
e por consequéncia as plantas que compdem a vegetagao ciliar. A recuperagéo
destas areas afetadas por acidentes decorrentes do vazamento de petroleo é
bastante lenta, pois além da retirada do 6leo da agua e do solo, ha também a reacao
das plantas ao contaminante.

Algumas espécies de plantas s&o capazes de crescer em ambientes
contaminados através do desenvolvimento de mecanismos de desintoxicagao
(ERNST, 1976). Ha uma consideravel variagdo genética, na habilidade de varias
espécies, para tolerar elementos téxicos ndo essenciais (WOOLHOUSE, 1983). Em
algumas espécies, os elementos sdo absorvidos somente até um grau limitado
(TAYLOR, 1978). Em outras os elementos se acumulam na raiz, com pequeno

transporte para o caule. Em outras, ainda, tanto a raiz quanto o caule contém uma



quantidade mais alta de tais elementos, podendo viver com eles. Estas representam
as verdadeiras espécies tolerantes.

Estudos do comportamento de espécies nativas sujeitas a contaminagdo com
derivados de petroleo sdo importantes, porém ainda sdo poucos, principalmente os
que envolvem alteragdes estruturais. Segundo FLORES-AYLAS (1999), espécies
arboreas e nativas utilizadas em programas de revegetagdo apresentam, dentre
outras vantagens, fornecimento de alimentos aos animais silvestres, adaptagao ao
clima do local, garantia ou manutencéo da presencga de polinizadores e predadores
que mantém o equilibrio do ecossistema.

Além de causar efeitos negativos nas plantas, a poluicdo por petroleo e
derivados pode contribuir indiretamente a outros aspectos da deterioracédo do
habitat, como por exemplo, a erosao. Isto pode ocorrer quando a recuperacao da
vegetacao for lenta apés um derramamento. A superficie do solo sem vegetagéao
pode ser exposta para varios agentes de desmatamento antes do estabelecimento
da cobertura de plantas protetoras (KINAKO,1981). Dessa forma € importante saber
apo6s quanto tempo da contaminagdo as sementes germinardo e as plantas
crescerao sem danos morfoldgicos.

Devido a maioria dos acidentes ocorrerem em regides costeiras, pouco se
conhece sobre a recuperacédo da vegetacgao ciliar afetada por estes contaminantes.
Portanto, estudos cientificos de plantas nativas e pioneiras utilizadas para
revegetacdo que sobrevivem em ambientes poluidos devem ser realizados para
fornecer dados que acelerem a recuperagao destas areas degradadas.

WILLIAN et al. (1982) e BONA & SANTOS (2003) verificaram que o solo
contaminado por petroleo fica completamente estéril, sendo necessario introduzir
sementes e mudas para revegetar estas areas. Além disto, WILLIAM et al. (1982)
enfatizam que a germinagdo e o estabelecimento de plantas sdo afetados em
ambientes estressados, diminuindo o vigor e, por consequéncia, reduz as
expectativas para o estabelecimento da cobertura vegetal. Porém, ndo ha
informagdes de como as sementes e plantas jovens de espécies nativas arboreas se
comportam em solo contaminado com derivados de petroleo, e também ainda sao
pouco conhecidos os impactos causados sobre a vegetagao ao longo do tempo, pois

as pesquisas botanicas mostram em sua maioria os efeitos iniciais do vazamento.



Segundo ALMEIDA (2004), a maioria dos programas de revegetacao tem sido
por meio de plantios de mudas, porém alguns estudos indicam que a implantagao de
florestas via semeadura direta no campo pode ser uma alternativa viavel
principalmente devido a reducdo dos custos. A semeadura direta de espécies
florestais € um sistema de regeneracdo em que as sementes sdo espalhadas
diretamente no local a ser florestado, sem a necessidade da formacdo de mudas
(TOUMEY, citado por FLORES-AYLAS, 1999). Os estudos do comportamento de
espécies nativas nascidas em solo contaminado com 6leo diesel, desde a
germinagao até o desenvolvimento da planta, serdo de suma importancia ecologica,
podendo indica-las para planos de recuperagao atraves da semeadura direta.

A escolha da espécie foi baseada em estudos fitossocioldgicos realizados em
florestas de galeria, onde Sebastiania commersoniana (Baill.) L. B. Sm. & Downs
(Euphorbiaceae) geralmente assume o maior indice de Valor de Importancia, se
tornando uma espécie dominante formando 60 a 80% do estrato continuo das
florestas de galeria (SMITH et al., 1988; BARDDAL et al., 2004).

Este trabalho estd sendo realizado almejando contribuir para os planos de
recuperacao de matas ciliares através do estudo da germinacéo e desenvolvimento
da plantula de Sebastiania commersoniana em solo contaminado com 6leo diesel. A
analise de germinagdo fornecera dados que podem viabilizar a utilizagdo da
semeadura direta nas areas a serem revegetadas. O acompanhamento das
plantulas em diferentes periodos apds a contaminagao do solo fornecera subsidios
para indicar a resisténcia da espécie ao contaminante, bem como o momento
adequado para realizar a semeadura.

A analise anatdbmica das plantas jovens nascidas em solo contaminado com
6leo podera identificar as alteragdes celulares e explicar a possivel tolerancia de S.
commersoniana ao poluente. Conhecendo-se as reacbes desta espécie sujeita a
poluicdo do solo, pode-se também colaborar no aperfeicoamento dos processos de
biorremediagao. Por isso, € necessario saber apds quanto tempo da contaminagao a
germinagao ocorre sem danos morfolégicos e quais as alteragdes celulares que

podem ocorrer.



1. OBJETIVOS

1.1.  Objetivos gerais

Os objetivos do presente trabalho sdo analisar o efeito do 6leo diesel na
germinagdo das sementes e na morfologia das plantas de Sebastiania
commersoniana e verificar se o tempo apds a contaminacdo interfere neste

processo.

1.2. Objetivos especificos

a) Calcular a taxa de germinacao (%) e o indice de velocidade de germinagao
(IVG) de sementes de S. commersoniana plantadas em solo contaminado com
6leo diesel;

b) Avaliar a morfologia da planta jovem em quest&o, identificando possiveis
alteragdes causadas pelo 6leo diesel através das seguintes variaveis: peso
fresco e seco da planta jovem inteira, comprimento da raiz e por¢cao aérea,
didmetro do hipocoétilo, peso seco do eofilo e area foliar do eofilo.

c) Mensurar o didmetro total da raiz, raio do coértex, didmetro do cilindro
vascular e espessura do eofilo, avaliando quantitativamente as possiveis
alteracbes anatdmicas ocasionadas pelo oleo diesel.

d) Avaliar qualitativamente os efeitos do 6leo diesel na espécie em questao,
observando o desenvolvimento da planta jovem desde a germinagao e por meio
de analises microscopicas.

d) Analisar se ha diferengas na germinacdo e morfo-anatomia das plantas
jovens quando semeadas em solo contaminado 210, 120 e 60 dias antes do

plantio.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Petrdleo e derivados e seus efeitos nas plantas

O dleo diesel € um combustivel moderadamente volatil e de composig¢ao
complexa. E constituido basicamente por hidrocarbonetos parafinicos, oleofinicos e
aromaticos e, em menor quantidade, por substéncias cuja férmula quimica contém
atomos de enxofre, nitrogénio, metais, oxigénio, entre outros. Estes hidrocarbonetos
sao formados por moléculas constituidas normalmente de 8 a 40 atomos de carbono
(REFINARIA ALBERTO PASQUALINI, 2004). Este combustivel contém
componentes volateis e ndo volateis, sendo que a fragdo volatil corresponde a
aproximadamente 5 a 10% do produto total (ADAM & DUNCAN, 2002). As
substancias fitotoxicas presentes no d6leo diesel sédo relativamente persistentes no
solo, podendo interferir no desenvolvimento normal da planta (ADAM & DUNCAN,
1999).

Certas espécies de plantas possuem capacidade de crescer em solos
contaminados, desenvolvendo mecanismos de desintoxicagcdo, onde os efeitos do
acumulo de substancias toxicas (metais) podem ser minimizados (ERNST, 1976).
Atualmente, existem varios métodos para minimizar os efeitos negativos da
contaminagao do solo. Os métodos que menos afetam os locais danificados séo os
de biorremediagcdo, que incluem a inoculagdo de microorganismos habeis para a
degradacao (microrremediacdo) e o uso de plantas para conter e transformar
poluentes que estdo no solo (fitorremediagdo) (BOLLAG et al, 1994). A
fitorremediagéo utiliza a vegetagdo para aumentar a dissipagao ou estabilizacdo de
contaminantes ambientais (KULAKOW, 2000). Este método nao utiliza biofiltros nem
processos de biodegradagdo, e sim a capacidade da natureza inativar os
contaminantes e assim se recompor (GATLIF, 1994). De acordo com SOUZA (1999),
que desenvolveu um dos poucos trabalhos realizados com espécies nativas do
Brasil usando a biorremediagcdo de area contaminada por residuos oleosos de
petréleo, a fitorremediacao destaca-se pela capacidade das plantas degradarem
contaminantes e absorverem metais pesados pela rizosfera.

As plantas, na maioria das vezes, sd0 0s primeiros organismos a serem

atingidos por derramamento de o6leo (MALALLAH et al., 1996). Os efeitos da



poluicdo nas plantas podem variar de acordo com o tipo e a quantidade de 6leo
envolvido, a idade da planta, a época do ano e as espécies de plantas atingidas
(BAKER, 1970). O dleo pode causar efeitos cronicos ou agudos, podendo causar
interferéncia nas relagdes hidricas da planta. Essa interferéncia, acompanhada das
condicbes anaerodbicas e hidrofébicas, vem a ser o efeito mais importante em
relacdo a germinagao de sementes e ao crescimento das plantas (RACINE, 1994).

O grau de biodegradagdo de hidrocarbonetos em solos contaminados é
extremamente dependente em quatro fatores: criacdo de otimas condicbes
ambientais para estimular a atividade de biodegradagao; os tipos de hidrocarbonetos
predominantes no petroleo; a matriz contaminada; e a biodisponibilidade dos
contaminantes para os microorganismos. A degradagdo de hidrocarbonetos de
petroleo também ¢é afetada pela composicdo molecular dos hidrocarbonetos,
caracteristica com a qual esta diretamente relacionada com a biodisponibilidade
destas combinagdes e como consequéncia, a taxa de biodegradacdo pode ser
alterada (HAUSEMANN, 1995).

A fim de minimizar o impacto ecolégico causado por derramamentos de
petréleo, LINDSTEDT-SILVA (1979) realizou um trabalho que apresenta varios
procedimentos a serem tomados em tal situagao, incluindo protocolos de limpeza do
Oleo para cada habitat. Recomenda-se identificar as areas mais sensiveis ao
derramamento, formulando estratégias de protegdo, para que as areas protegidas
possam servir como centro de repopulacao de areas vizinhas.

Quando um solo contaminado é tratado adequadamente, aperfeicoando o
potencial de biodegradacdo, grande parte dos hidrocarbonetos podem ser
eliminados mais rapidamente. Isto foi observado por CHAINEAU et al. (2003), que
realizaram um estudo com a combinacado do destino e efeitos dos hidrocarbonetos
presentes no solo contaminado com o6leo cru durante 480 dias em uma experiéncia
de campo, cujas taxas de remog&o de hidrocarbonetos, mobilidade dos metabdlitos
e toxicidade potencial foram avaliadas. Foi observado que aproximadamente 76%
dos hidrocarbonetos iniciais foram afastados por biodegradagdo sob &étimas
condigdes. Os resultados sugerem que até em baixas taxas, os hidrocarbonetos
residuais ou subprodutos metabdlicos podem causar perturbacbes sérias no
metabolismo celular da planta devido aos danos estruturais causados. SOUZA

(1999), avaliou treze espécies vegetais nativas sob o efeito da contaminagédo de



residuos oleosos de petréleo, nas quais constatou alteragbes no crescimento de
algumas espécies, mesmo crescidas em solo biorremediado.

A atividade microbiana presente na rizosfera € capaz de reduzir os efeitos
danosos nas plantas causados pelo 6leo (ADAM & DUNCAN, 1999). A
fitorremediacdo de solos contaminados por hidrocarbonetos foi analisada no trabalho
de MURATOVA et al. (2003) em alfafa, Medicago sativa (Fabaceae), e cana,
Phragmites australis (Poaceae). Os resultados mostram que as duas espécies
intensificam o processo de degradagao de poluentes, principalmente a degradagao
de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. A flora bacteriana associada a alfafa
degrada mais rapidamente os hidrocarbonetos do que a flora bacteriana associada a
cana. MARQUEZ-ROCHA et al. (2001) estudaram a biodegradagdo do 6leo diesel
através de um consorcio microbiano, no qual os resultados mostraram que houve
reducao de até 15% na concentragdo de 6leo diesel no solo com inoculagdo de
bactérias em um periodo de cinco semanas.

A concentragdo de 6leo diesel no solo tem alto grau de correlagdo entre a
porcentagem de plantas mortas e murchas apés uma semana do plantio (GREEN et
al., 1996). No trabalho realizado pelos autores com Tradescantia (Commelinaceae),
as plantas que se encontravam em solo com concentragdes mais altas de poluente
nao chegaram a produzir flores ou gemas, além de haver um decréscimo na
concentragdo de clorofila. Este decréscimo também foi encontrado em Vicia faba
(Fabaceae), que é uma eficiente indicadora de poluicdo por hidrocarbonetos
(MALALLAH et al., 1996). Este autor desenvolveu o trabalho investigando a espécie
como bioindicadora de poluicdo por hidrocarbonetos, encontrando niveis maiores de
acgucar, fendis, proteinas e aminoacidos livres nas mudas que cresceram em solo
contaminado.

O decréscimo na concentragdao de clorofila em plantas crescidas em solo
contaminado por petréleo e derivados foi relatado por diversos autores (GREEN et
al., 1996; MALALLAH et al., 1996; SINGH & GAUR, 1988). Por outro lado, em outros
trabalhos realizados com petréleo, foi registrado aumento no teor de clorofila em
plantas submetidas a contaminacdo (MALALLAH et al., 1998; MAYER, 2004 e
OLIVEIRA, 2004). Além da diferengca entre as espécies, outros fatores como

disponibilidade hidrica, condutancia estomatica, macronutrientes, micronutrientes e



condigdes do solo podem influenciar a relacdo do teor de clorofila, capacidade
fotossintética e biomassa (WACHOWICZ & CARVALHO, 2002).

No trabalho de PROFFITT et al. (1995), as mudas de Rhizophora mangle L.
(Rizosphoraceae) e Avicennia germinans L. (Verbenaceae) foram testadas a fim de
analisar os efeitos causados por 6leo lubrificante. Os resultados mostram que ha
forte relacédo entre a contaminagdo do mangue e suas condicbes ambientais, sendo
que a maior mortalidade encontrada foi em mudas de R. mangle mantidas sob
condigdes de campo. Também foram observadas, tendéncias na diminuigdo da area
foliar e da area especifica foliar nas plantas submetidas a contaminagao. Resultados
semelhantes foram observados por FARIAS (2005) com Rhynchospora corymbosa
(L.) Britt., que apresentou menores valores para o comprimento, largura, peso seco e
area foliar em plantas crescidas em solo contaminado por petréleo.

Segundo KINAKO (1981), que realizou experimentos com derramamentos de
6leo no campo em gramineas tropicais, a poluicdo tende a causar uma lenta
recomposicado da vegetacédo nos habitats descobertos. Os resultados mostraram que
houve reducdo no numero de espécies de plantas e a produtividade das areas
afetadas variou de 67 a 92% em um periodo de 10 meses, sendo que o efeito foi
maior em espécies herbaceas. DE JONG (1980) estudou os efeitos de um
derramamento de 6leo cru ocorrido em 1974 no Canada em uma plantagao de trigo.
Houve consideravel redugdao no crescimento e rendimento das, bem como na
germinagao de sementes. O 6leo também reduziu o conteudo de N disponivel no
solo e reduziu a captagdo de agua pelo trigo das camadas contaminadas ou nas
camadas mais subsuperficiais.

O Odleo diesel é fitotéxico para as plantas mesmo em concentragoes
relativamente baixas (ADAM & DUNCAN, 1999). Segundo os autores, que
estudaram dez espécies de Gramineae, quatro Leguminosae, duas Brassicaceae e
duas Linaceae, a tolerancia das espécies estudadas e a habilidade para germinar
variaram consideravelmente entre as espécies, sendo que as maiores diferencas
foram observadas entre as gramineas. As plantas crescidas em solo contaminado
por Oleo diesel apresentaram-se raquiticas quando comparadas com as crescidas
em solo ndo contaminado. Este efeito ndo pode ser atribuido diretamente ao atraso
da emergéncia da radicula, pois algumas espécies germinaram tdo bem quanto os

controles, contudo o desenvolvimento delas foi prejudicado na presenga do



contaminante. As raizes evitam as areas de solo contaminado e tendem a procurar
areas sem contaminacgao, onde a disponibilidade de agua € maior, formando raizes
adventicias. Alteracdo no desenvolvimento das raizes também foi relatada por
BONA & SANTOS (2003), que estudaram a capacidade de adaptagcdo de mudas de
espécies plantadas em areas contaminadas com petroleo na REPAR em Araucaria -
PR. Nesse trabalho foi concluido que, dentre as espécies plantadas, as que mais
possuem potencial para revegetagdo sao Schinus terebinthifolius Raddi
(Anacardiaceae), a pitanga, Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) e o branquilho,
Sebastiania commersoniana (Baill.) L. B. Sm. & Downs (Euphorbiaceae).

As espécies crescidas em solos contaminados com hidrocarbonetos sofrem
atraso na germinagdo e formagéo dos eofilos e redugdo no peso das plantulas. Em
alguns casos, a alta concentragdo de hidrocarbonetos no solo pode até inibir a
germinagdo das sementes. Esta analise foi realizada por CHUPAKHINA &
MASLENNIKOV (2004), que estudaram plantulas com 25 dias de crescimento,
germinadas em solo contaminado por hidrocarbonetos. Resultados semelhantes
foram observados em Schinus terebinthifolius (REZENDE et al., 2005) e Sebastiania
commersoniana (BARDELLI-DA-SILVA et al.,, 2005), que, além de apresentarem
menor porcentagem de germinagcdo em solo contaminado com O6leo diesel,
mostraram redugdo na altura, peso fresco e seco das plantulas, na area foliar
especifica, na area foliar e no peso seco dos eofilos.

O efeito inibitério do 6leo na germinagdo pode ser atribuido pela morte do
embrido devido a entrada de 6leo na semente, ou pela redugdo da absorcéo de
agua e oxigénio devido a camada impermeabilizante formada ao redor da semente
pelo 6leo (BAKER, 1970). Em sementes de dicotileddneas, o 6leo pode penetrar via
micrépila ou através de injurias no tegumento. O tegumento da semente varia muito
entre as espécies e € um requisito essencial para a resisténcia a penetragao de oleo
nas células do embrido (AMAKIRI & ONOFEGHARA, 1984).

ADAM & DUNCAN (2002) realizaram um trabalho envolvendo a germinagao
em Oleo diesel de 25 espécies incluindo gramineas, leguminosas, ervas e espécies
comerciais. Algumas espécies mostraram notavel tolerancia enquanto outras eram
completamente intolerantes com contaminagdo de combustivel diesel. Os resultados
também mostraram que houve atraso na germinagdo em algumas espécies, o que

pode ter sido causado pela fracdo volatil do 6leo diesel. Quando a concentragao de
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hidrocarbonetos volateis que cercam a semente era reduzida, a germinagao
procedeu a uma taxa mais alta. Porém, também foi concluido que o 6leo forma uma
camada ao redor da semente que age como barreira fisica, provocando a redugéo
de agua e transferéncia de oxigénio para a semente. Esta barreira pode ser um fator
adicional dentro da inibicao da germinagéo com oleo diesel.

Certas plantas sdo capazes de absorver hidrocarbonetos, causando redugao
no crescimento da raiz e diminuicdo no tamanho e numero de folhas. Isto foi
observado por ALKIO et al. (2005) em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. crescidas
com fenantrene, um composto de hidrocarboneto aromatico policiclico com trés
anéis de benzeno que é fluorescente quando exposto a luz UV. A partir de analises
realizadas em microscopia fluorescente, foi constatada a presenca de fenantrene no
interior das raizes e folhas de Arabidopsis, sugerindo que a absor¢do do
contaminante ocasionou as alteragdes na raiz e nas folhas.

Alguns trabalhos realizados com plantas submetidas a contaminacao
resultaram na auséncia de alteragbes estruturais em individuos crescidos em solo
contaminado. OLIVEIRA (2004) n&o observou diferengas na disposi¢cao de tecidos,
danos celulares na estrutura interna da raiz e do caule e nem indicio de petrdleo no
sistema vascular de Schinus terebinthifolius. Em Rhynchospora corymbosa, também
nao foram observados sinais de danos nem diferencas na disposi¢cao e formato das
células nas folhas e raizes (FARIAS, 2005). MAYER (2004), analisando
Campomanesia xanthocarpa O. Berg, também n&o registrou danos celulares e
apenas verificou um possivel aumento no numero de elementos de vaso do xilema
em individuos crescidos em solo contaminado.

Por outro lado, MARANHO (2004) estudou os efeitos da poluigdo por petroleo
na estrutura da folha e do lenho de Podocarpus lambertii Klotzsch (Podocarpaceae)
ap6s um ano do acidente ocorrido na Refinaria Getulio Vargas, em Araucaria - PR.
Apesar de ser uma das poucas especies sobreviventes ao acidente, os resultados
mostram que P. lambertti também reagiu a exposigao por petroleo. Nos individuos
expostos a poluigcdo por petréleo, o comprimento, largura e area foliar foram
menores que o controle, enquanto que a densidade estomatica, espessura dos
tecidos foliares (nervura principal, epiderme e mesofilo) e espessura da cuticula se
mostraram superiores ao controle. Quanto as alteragdes no lenho, o comprimento,

didmetro das traqueides, a espessura e grau de lignificagcdo da parede celular das
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traqueides foram menores nos individuos expostos ao contaminante. Alteragdes no
lenho também foram observadas por RODRIGUES (2005), que analisou os efeitos
do solo contaminado com petréleo na estrutura anatdbmica e estado nutricional de
Campomanesia xanthocarpa e Sebastiania commersoniana. O comprimento dos
vasos e 0 numero de vasos por milimetro quadrado foram menores em ambas as
especies em solo contaminado. Todavia, o diametro dos vasos tendeu a ser maior
nessas mesmas condig¢oes.

Estruturas da folha e lenho de S. commersoniana foram analisadas em um
monitoramento da influéncia do derramamento de petréleo ocorrido na REPAR. A
menor area foliar dos individuos submetidos a polui¢cao por petréleo foi compensada
pelo aumento na densidade estomatica e pela maior espessura da epiderme e
mesofilo, principalmente do parénquima clorofiliano palicadico. Uma das respostas
adaptativas as condicdes ambientais do derramamento foi a ocorréncia de canais
traumaticos nas plantas submetidas a contaminagdo. Quanto ao lenho, houve uma
diminuicdo no comprimento e didmetro dos elementos de vaso. As alteragdes
estruturais na folha e no lenho sé&o devido ao estresse hidrico causado pela redugao
da passagem de agua, ocasionando redugao nos elementos de vaso e aumento na
superficie de transpiracdo sem comprometer a capacidade assimilatoria das folhas
(SILVA et al., 2004 e GARCIA et al., 2004).

Alteracdes estruturais em S. commersoniana também sao observadas em
individuos submetidos ao alagamento a fim de elucidar alguns aspectos de
tolerancia da espécie através da morfo-anatomia (KOLB et al., 1998). O alagamento
induziu nas raizes aumento de espacgos intercelulares no parénquima cortical,
reducdo na espessura do cilindro central e aumento na espessura do coértex. As
plantas sujeitas ao alagamento cresceram menos que as controle e desenvolveram
lenticelas hipertroficas caulinares, algumas raizes laterais novas e algumas raizes
adventicias. Foi observado também que as plantas-controle apresentaram aumento
de amido nas células parenquimaticas corticais de caules e raizes, quando
comparadas com as plantas alagadas, sugerindo que o decréscimo nas reservas
durante o alagamento esteja relacionado a grande demanda de carboidratos exigida

para o desenvolvimento das alteragées morfoanatdémicas observadas.
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2.2. Sebastiania commersoniana (Baill.) L. B. Sm. & Downs

A espécie pertence a familia Euphorbiaceae, que é considerada uma das
maiores familias das Angiospermas, reunindo cerca de 300 géneros e 7300 espécies
de arvores, arbustos, ervas e até lianas, distribuidas em todas as partes do mundo,
embora com maior abundancia nas regides tropicais (CRONQUIST, 1969;
MARCHIORI & SOBRAL, 2000). Segundo CRONQUIST (1988), essa espécie
apresenta o seguinte posicionamento sistematico:

Divisao: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Rosidae
Ordem: Euphorbiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Sebastiania
Espécie: Sebastiania commersoniana (Baill.) L. B. Sm. & Downs

A espécie Sebastiania commersoniana, ou branquilho, € uma planta decidua,
helidfita, seletiva higréfita e pioneira, muito indicada para a recomposi¢cao de areas
degradadas ao longo das margens de rios e reservatorios, devido a sua preferéncia
por solos umidos e brejosos. As folhas sdo simples, alternas, coriaceas, glabras e a
face inferior é pubescente com 2-6 cm de comprimento (LORENZI, 1992). Esta
espécie pode atingir até 15 m de altura e fuste irregular de até 50 cm de didmetro
(BACKES & IRGANG 2002). Floresce com maior intensidade de setembro a
novembro e os frutos amadurecem entre janeiro e abril. A emergéncia ocorre dentro
de quinze a vinte dias e, geralmente, € abundante (LORENZI,1992).

Segundo SMITH et al. (1988), S. commersoniana é caracteristica e quase
exclusiva das planicies aluviais, onde, ndo raro, se torna a espécie dominante
formando 60 a 80% do estrato continuo das florestas de galeria. Essa espécie € um
dos elementos que melhor caracteriza o estrato arboreo das florestas ciliares
encontradas em varzeas planas do segundo planalto paranaense, onde, na Bacia
Hidrografica do Rio Tibagi, ocupou a segunda posi¢cdo no indice de valor de
importancia (IVI), com 237 individuos por hectare (SILVA et al., 1992). No Rio Moji-
Guacu, SP, essa espécie é a mais importante nos levantamentos das matas ciliares
(GIBBS & LEITAO-FILHO, 1978). Em estudos fitossocioldgicos realizados em um
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trecho de floresta aluvial do Rio Barigui localizado em Araucaria-PR, verificou-se que
o branquilho é a principal espécie, assumindo também um maior IVl (BARDDAL et
al., 2004).

A ocorréncia da espécie é registrada nas regides sudeste e sul do Brasil,
nordeste da Argentina, leste do Paraguai e Uruguai. A espécie ocorre geralmente
em agrupamentos, chegando a formar populagdes quase puras, e se desenvolve em
ambientes abertos e beira de capdes (LORENZI, 1992).

2.3. Matas ciliares

As matas ciliares sao caracterizadas por apresentarem uma diversidade
fisiondmica e floristica prépria, resultante da alta diversidade de fatores bidticos e
abidticos, que atuam em diferentes intensidades nos diferentes microhabitats,
selecionando e distribuindo espécies vegetais ao longo dos cursos d’agua
(MANTOVANI, 1989). Além de proteger o solo, as matas ciliares ddo as melhores
condigbes tanto para a multiplicacdo de diversidade biolégica quanto para sua
preservacgao historica e ecoldgica e ainda ajudam na dispersdo de animais entre
regides (RODRIGUES & LEITAO-FILHO, 2001).

Segundo REICHARD (1989), a floresta ciliar ou riparia ocorre nas porgdes de
terreno que incluem tanto a ribanceira de um rio ou cérrego, como também as
superficies de inundagcado chegando até as margens do corpo d’agua. Pela prépria
natureza do ecossistema em declive, encontram-se transigdes fisicas, quimicas e
gradientes de umidade do solo e de vegetagao.

Muitas espécies sao restritas a ecossistemas riparios, enquanto outras se
distribuem mais amplamente embora ainda dependa destes ecossistemas. A
recuperagcao de ambientes ciliares poderia aumentar a populacdo de espécies que
utilizam estes ambientes e desta forma aumentar a sua capacidade de colonizar
outras areas. Além disso, a revegetacdo destes ambientes aumenta a qualidade da
agua, estabiliza a superficie do solo e reduz a erosao e o assoreamento (LAMB et
al., 1997). Em ambientes de margem dos rios ou coérregos, dois tipos de plantas
predominam, as tolerantes ou resistentes a disturbios, com sistemas radiculares
extensos e forte habilidade de rebrota e as oportunistas, de rapida recolonizagao de
habitats apos disturbios (FORMAN, 1995).
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2.4. Revegetagao em areas degradadas

O processo de recomposicado floristica de um ecossistema natural, seja
perturbado naturalmente ou por acdo antropica, pode ser realizado utilizando-se
técnicas de restauragao, reabilitacdo e recuperagdo (HERRERA et al.,, 1993). A
restauracao é caracterizada pela manutencdo dos meios de regeneragao bidtica,
podendo recompor-se naturalmente ao longo do tempo, quando somente mantido
em pousio e, melhor ainda, se receber agao antropica; reabilitacdo € a formacao de
um novo ecossistema com caracteristicas desejaveis, porém distintas da original,
recuperagao € a recomposi¢cao de algumas caracteristicas mais importantes, que,
segundo LAMB et al. (1997), € o restabelecimento da condigdo original de um
ecossistema, de forma que este ambiente seja formado pelo mesmo conjunto de
espécies e a mesma estrutura geral da floresta original. Contudo, a recuperagao
verdadeira é praticamente impossivel de ser atingida, mas objetivos mais modestos
podem ser alcangcados, como o restabelecimento de uma comunidade rica em
espécies e representativa de plantas e de animais.

No processo de revegetacdo deve-se priorizar a utilizagdo de espécies
arboreas nativas, principalmente em areas de protecdo. Estas espécies apresentam
uma seérie de vantagens para um programa de recuperagao ambiental, favorecendo
a conservagao e biodiversidade regional, protegendo ou expandindo as fontes
naturais de diversidade genética, ndo sé das espécies vegetais, mas também da
fauna local a elas associadas. O risco de perdas por dificuldade de aclimatagao é
reduzido e as chances de sucesso s&o relativamente maiores devido aos
mecanismos naturais ja existentes, como os agentes polinizadores e dispersores
(OLIVEIRA FILHO, 1994). Plantas tolerantes, que melhoram as condi¢cbes do local
ou aquelas que aceleram o processo de colonizagao atraindo animais dispersores
de sementes, s&o desejaveis. Espécies pioneiras devem ser utilizadas,
indiscutivelmente, bem como espécies que tém maiores dificuldades de se

estabelecerem ou atingirem o local (LAMB et al., 1997).
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ll. CAPITULO 1 — GERMINACAO E DESENVOLVIMENTO DE Sebastiania
commersoniana (Baill.) L. B. Sm. & Downs (EUPHORBIACEAE) EM SOLO
CONTAMINADO COM OLEO DIESEL
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RESUMO

O estudo de espécies nativas resistentes a contaminagao por derivados de petroleo
possui grande importéncia na recuperagao de areas contaminadas. Neste trabalho
foi analisado o efeito da poluicdo por Oleo diesel na germinagdo e no
desenvolvimento de Sebastiania commersoniana (Baill.) L. B. Sm. & Downs, em
diferentes épocas apds a contaminacao. O experimento constou de trés tratamentos:
solo contaminado 60, 120 e 210 dias antes do plantio e controle (sem
contaminacgao). Os tratamentos receberam 92,4 mL de dleo diesel por Kg de solo. A
porcentagem de germinacéo e o indice de velocidade de germinagdo (IVG) foram
menores no tratamento de 60 dias. As plantas do tratamento de 60 dias tiveram os
menores valores de massa fresca e seca, comprimento da raiz e parte aérea,
didmetro do hipocotilo, area e massa seca do eofilo, em relacdo ao controle.
Provavelmente, a fragdo volatii do oleo diesel foi o principal fator inibidor da
germinagao, enquanto que a fracdo nao-volatil, reduziu o crescimento.

Palavras-chave: Germinagdo; crescimento; poluicdo; oleo diesel; Sebastiania
commersoniana
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ABSTRACT

Researches on resistant to petroleum derivates native species have a major role in
the rehabilitation of contaminated areas. The current study aimed to analyze the
effects of diesel fuel pollution on germination and growth of Sebastiania
commersoniana (Baill.) L. B. Sm. & Downs, in different times after contamination.The
experiment had four treatments: contaminated soils (60, 120 and 210 days after
contamination) and non-contaminated one (control). The contaminated treatment
took 92 milliliters of fuel per Kg of soil. The percentage of germination and the
germination speed index (GSI) were minor in the 60 day contaminated soil. The
plants in T60 had the lowest amount of hypocotyl diameter, dry and fresh weight, root
and aerial part length in relation to the control.The volatile fraction of the diesel fuel
was likely the principal inhibitor factor of the germination, while the non-volatile one
had diminished the plantule growth.

Key words: germination; growth; diesel fuel; Sebastiania commersoniana
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1. INTRODUCAO

Acidentes envolvendo derramamento de petréleo e derivados em areas
continentais podem atingir o lengol freatico por percolagdo (CAVALCANTE &
SABADIA, 1992), contaminando rios e, por consequéncia, as plantas que compdem
a vegetacao ciliar. As plantas, na maioria das vezes, s&o 0s primeiros organismos a
serem atingidos por derramamento de 6leo (MALALLAH et al., 1996). Os efeitos da
poluicdo nas plantas podem variar de acordo com o tipo e a quantidade de dleo
envolvido, a idade da planta, a época do ano e as espécies de plantas atingidas
(BAKER, 1970). O 6leo pode causar efeitos cronicos ou agudos, podendo causar
interferéncia nas relagdes hidricas da planta. Essa interferéncia, acompanhada das
condigdes anaerdbicas e hidrofébicas, vem a ser o efeito mais importante em
relacdo a germinagao de sementes e ao crescimento das plantas (RACINE, 1994).

O Oleo diesel, em geral, € uma mistura complexa de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos e outras substancias fitdbxicas que sao relativamente
persistentes no solo, podendo interferir no desenvolvimento normal da planta (ADAM
& DUNCAN, 1999). Este combustivel contém componentes volateis e nao volateis,
sendo que a fragao volatil corresponde a aproximadamente 5 a 10% do produto total
da maioria dos combustiveis de diesel (ADAM & DUNCAN, 2002).

A recuperacgao de areas contaminadas por petroleo é lenta (KINAKO, 1981),
entretanto, certas espécies de plantas possuem capacidade de crescer em solos
contaminados, desenvolvendo mecanismos de desintoxicagdo, cujos efeitos do
acumulo de substéncias toxicas podem ser minimizados (ERNST, 1976). Dentre os
meétodos utilizados atualmente para minimizar os efeitos decorrentes da poluicdo
destaca-se a fitorremediagao, que é um processo no qual se utiliza a vegetagao para
aumentar a dissipacao ou estabilizagao de contaminantes ambientais (KULLAKOW,
2000).

A maioria dos programas de revegetagdo tem sido realizada através do
plantio de mudas, porém alguns estudos indicam que a implantagao de florestas via
semeadura direta no campo pode ser uma alternativa viavel principalmente devido a
reducao dos custos (ALMEIDA, 2004). Estudos da germinagdo de espécies nativas

que se desenvolvem em solo contaminado com 6éleo diesel sdo de suma importancia
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ecoldgica, pois essas plantas poderdao ser indicadas para planos de recuperagao
através da semeadura direta.

A escolha da espécie, como objeto de investigacao, foi baseada em estudos
fitossocioldgicos realizados em florestas de galeria, onde Sebastiania
commersoniana (Baill.) L. B. Sm. & Downs (Euphorbiaceae) geralmente assume o
maior indice de Valor de Importancia, se tornando uma espécie dominante (SMITH
et al., 1988; BARDDAL et al., 2004). Essa espécie ocorre nas regides sudeste e sul
do Brasil, nordeste da Argentina, leste do Paraguai e Uruguai e € muito indicada
para a recomposicdo de areas degradadas ao longo das margens de rios e
reservatorios, devido a sua preferéncia por solos umidos e brejosos (LORENZI,
1992). Novos estudos com essa espécie também sao importantes, visto que BONA
& SANTOS (2003) registraram tolerancia desta aos solos contaminados com
petroleo.

O objetivo do presente trabalho foi analisar o efeito do solo contaminado com
oleo diesel na germinacdo e desenvolvimento de S. commersoniana e verificar se o
tempo apdés a contaminacgao interfere nesse processo. O acompanhamento da
germinagdo e do desenvolvimento da espécie em diferentes periodos apds a
contaminagao do solo fornecera subsidios para indicar a resisténcia da espécie ao

poluente, bem como 0 momento adequado para realizar a semeadura.



27

2. MATERIAL E METODOS

As sementes de Sebastiania commersoniana (Baill.) L. B. Sm. & Downs foram
fornecidas pela Embrapa Florestas, localizada em Colombo — PR. Essas sementes
foram coletadas no dia 06 de janeiro de 2005, a partir de cinco matrizes presentes
na area da Embrapa Florestas, preservadas em camara seca por 15 dias e
conservadas em geladeira. Para a viabilizagdo das sementes, foi feita hidratagdo em
camara umida, por aproximadamente 48 horas antes do plantio.

O experimento foi realizado na estufa do Departamento de Botanica da
Universidade Federal do Parana. Foram montados trés tratamentos (com
contaminagao) e o controle (solo ndo contaminado - TO). A contaminacg&o do solo foi
efetuada da seguinte forma: T210 — solo contaminado 210 dias antes do plantio;
T120 — solo contaminado 120 dias antes do plantio; e T60 — solo contaminado 60
dias antes do plantio. Foram feitas cinco repeticdes (bandejas) para cada tratamento
sendo semeadas 50 sementes em cada repeticdo, totalizando 1000 sementes. A
distribuicdo das bandejas na estufa foi ao acaso para que n&o ocorressem efeitos
diferenciais como luminosidade e disponibilidade de agua.

O solo utilizado pertence a classe dos gleissolos melanicos, caracterizado por
possuir textura argilosa, sendo encontrado em relevo plano de varzeas (FASOLO et
al., 2002). O solo foi coletado a uma profundidade de 0 a 20 cm da superficie, no
Municipio de Araucaria, Parana, Brasil, onde a espécie estudada ocorre
naturalmente. A contaminagdo com o éleo diesel foi feita no solo com 50% de sua
capacidade maxima de retengdo de agua, baseado no trabalho de LI et al. (1997) e
MURATOVA et al. (2003). Cada Kg de solo, umedecido a 50% de sua capacidade
maxima de retencdo de agua, foi contaminado com 92,4 ml de 6leo diesel, sendo
essa a capacidade maxima de retengao de 6leo diesel deste solo. Cada bandeja foi
montada com cerca de 3 quilos de solo contaminado e homogeneizado. Todos os
tratamentos foram mantidos em estufa com nebulizagao intermitente de 15 segundos
a cada 3 horas, com sombrite 50%. As temperaturas maxima e minima foram

registradas diariamente durante todo o experimento (Tabela 1).
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Tabela 1:Temperaturas minima, média e maxima (°C) do interior da estufa durante os meses de
julho de 2004 a margo de 2005

Jul* Ago Set Out*  Nov Dez* Jan Fev Mar

Temperatura Minima 54 2.6 7.4 7.8 10.9 9.8 13.0 12.9 12.7
Temperatura Média 166 185 228 212 234 242 261 268 26.9
Temperatura Maxima 288 328 363 36.6 452 39.0 416 427 429

* Meses da contaminagao

O plantio das sementes foi efetuado no dia 10 de fevereiro de 2005 para
todos os tratamentos. No momento do plantio, a nebulizacdo da estufa foi alterada
para irrigar durante 5 segundos a cada 20 minutos devido a preferéncia de S.
commersoniana por substratos umidos.

Os resultados da analise fisico-quimica do solo contaminado e nao
contaminado estdo representados na Tabela 2. No solo contaminado, houve
redugdo nos niveis de potassio (K*) e fosforo (P) e aumento na porcentagem de
carbono (C). Os outros componentes analisados, como aluminio (Al*®), concentragéo
de aluminio trocavel (H*AI*®), calcio (Ca*?), magnésio (Mg*?), soma de bases (SB),
capacidade de troca catibnica total (T), pH, porcentagem de saturacdo (V), néo

mostraram diferencas expressivas entre o solo contaminado e ndo contaminado.

Tabela 2: Analise fisico-quimica do solo contaminado com éleo diesel e ndo contaminado.

Al H'AI" Ca* Mg*? K SB T Argila
cmol/dm® glkg
Solo Contaminado 0 4.6 12.8 7 0.43 20.23 24.83 400
Solo Controle 0 3.2 12.2 7.4 0.71 20.31 23.51 400
pH P S C \% M Ca/Mg
CaCl, SMP mg/ dm® g/ dm® % %
Solo Contaminado 5.6 6.1 7 - 38.9 81 0 1.8
Solo Controle 6.1 6.6 8.8 - 30.5 86 0 1.6

A coleta de dados para a analise da germinagéao foi efetuada diariamente logo
apés o plantio das sementes até a estabilizacdo da germinacdo. Foram
determinados a porcentagem de germinagdo (%) e o indice de velocidade de
germinagao (IVG), com a seguinte formula sugerida por MAGUIRE (1962): IVG=

Gi1/N;1 + Go/N, + ...+ Gn/Nn, sendo que: Gy, G2 e Gn = numero de plantulas
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computadas na primeira, segunda e ultima contagem; N4, N> € Nn = numero de dias
apos o plantio das sementes.

Para a analise morfolégica das plantas foram coletados 25 individuos inteiros
de cada tratamento (cinco em cada repeticdo) 30 dias apds o plantio. Apds a coleta,
foram mensurados: a massa fresca e seca das plantas inteiras, o didmetro do
hipocotilo (na regido do colo), o comprimento da raiz, o comprimento da parte aérea
(hipocdtilo e caule) e a area e massa seca dos eofilos. Para obtengdo da massa
seca das plantas e dos eofilos, as amostras foram prensadas, colocadas em estufa e
pesadas em balanga analitica de precisdo. O diametro do hipocétilo, do comprimento
da raiz e do caule foram mensurados com o auxilio de paquimetro e régua
milimetrada. A area do eofilo foi obtida através da digitalizagdo com scanner de
mesa dos eofilos secos, utilizando o programa Sigma-Pro Versédo 5.0. As analises
estatisticas dos dados obtidos basearam-se na analise de variancia (ANOVA), sendo

determinado o DMS pelo teste de Tukey, a um nivel de significancia de 5%.



30

3. RESULTADOS

A germinagao iniciou no quarto dia apds o plantio e a expansao total dos
cotilédones foi observada a partir do décimo dia em todos os tratamentos. O pico de
germinagdo, ou seja, o periodo em que houve maior numero de sementes
germinadas, ocorreu no sétimo dia para todos os tratamentos e se tornou
praticamente constante a partir do vigésimo dia. A contaminagdo com oleo diesel,
em diferentes periodos antes do plantio, ndo interferiu nos picos de germinacgao,
mas, sim, no numero de sementes germinadas (Figura 1). A porcentagem de
germinagao de S. commersoniana submetida ao solo contaminado com dleo diesel
variou entre os tratamentos: 58,4% no T210, 70% no T120, 32,4% no T60 e 75,6%
no controle (T0). O numero total de sementes germinadas por tratamento foi de 146
sementes no T210, 175 no T120, 81 no T60 e 189 no TO. O numero de sementes
germinadas foi menor no T60 e T210 em relagao ao controle. O menor tempo apods a
contaminagdo aumentou o efeito negativo sobre a germinagdo das sementes
(Figuras 2 a 6). Os solos que foram contaminados tiveram o banco de sementes
esterilizado, visto que ndo houve germinacdo de outras espécies (Figuras 3 a 5)
enquanto que no solo nao contaminado houve germinagido de varias espeécies além

de S. commersoniana (Figura 6).
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Figura 1: FreqUéncia relativa da germinagcdo de Sebastiania commersoniana cultivada em solo
contaminado com 6leo diesel 210 dias (T210), 120 dias (T120) e 60 dias (T60) apds a contaminacao e
em solo ndo contaminado (TO).
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Figura 2: Numero médio de sementes de Sebastiania commersoniana germinadas em solo
contaminado com 6leo diesel apos 210 dias (T210), 120 dias (T120), 60 dias (T60) da contaminagao
e sem contaminagdo (T0). (Os valores seguidos da mesma letra ndo sdo significativamente
diferentes baseados pelo Teste de Tukey (p<0.05)).
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Figuras 3 a 6: Plantas jovens de Sebastiania commersoniana apos 30 dias do plantio em solo
contaminado com o6leo diesel. 3. solo contaminado 210 dias antes do plantio (T210). 4. solo
contaminado 120 dias antes do plantio (T120). 5. solo contaminado 60 dias antes do plantio (T60). 6.
solo ndo contaminado (T0). Barra =2 cm.
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O indice de velocidade de germinagcéo também variou entre os tratamentos.
Até o sétimo dia, a germinacao foi mais rapida nos tratamentos contaminados e,
apos este periodo, houve consideravel redugédo na germinagéo sob o tratamento T60
(Figura 7). As sementes do tratamento T60 apresentaram menor IVG comparado
aos demais tratamentos e ao controle. O IVG das sementes dos tratamentos de 210

e 120 dias foi, estatisticamente, igual ao controle (Figura 8).
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Figura 7: Germinagdo acumulada de Sebastiania commersoniana em solo contaminado com 6éleo
diesel 210 dias (T210), 120 dias (T120) e 60 dias (T60) apdés a contaminagdo e solo nao
contaminado (TO).
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Figura 8: indice de velocidade de germinacdo (IVG) de Sebastiania commersoniana plantada em
solo contaminado com 6leo diesel: 210 dias antes do plantio (T210), 120 dias antes do plantio
(T120), 60 dias antes do plantio (T60) e em solo ndo contaminado (T0). (Os valores seguidos da
mesma letra ndo sdo significativamente diferentes baseados pelo Teste de Tukey (p<0.05)).
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O tempo apds a contaminagao com oleo diesel interferiu no processo de
germinagao. O solo contaminado 60 dias antes do plantio (T60) teve maior efeito
negativo sobre a germinacédo e o indice de velocidade de germinagédo. Apesar do
tratamento T210 ter sido contaminado trés meses antes de T120, ndo houve
diferencas significativas entre os dois.

As plantas dos tratamentos contaminados apresentaram estadios de
desenvolvimento diferentes do controle apos 30 dias do plantio. Algumas plantas do
tratamento T60 ndo desenvolveram metafilo (segunda folha), ou ainda né&o
chegaram a formar eofilo, enquanto que as plantas do controle tiveram eofilos e
metafilos bem desenvolvidos com o aparecimento das primeiras folhas verdadeiras.
Nos demais tratamentos contaminados (T210 e T120), a maioria das plantas
apresentaram eofilos e metafilos, porém com desenvolvimento inferior ao controle
(Figuras 2 a 5).

As plantas dos tratamentos T210, T120 e T60 tiveram menor indice de massa
fresca em relagdo as plantas do controle, sendo que o tratamento de 60 dias foi o
mais afetado (Figura 9A). Quanto a massa seca, apenas as plantas do T60 foram
diferentes e inferiores as plantas do controle (Figura 9B).

Todas as plantas dos tratamentos contaminados tiveram menor didametro do
hipocotilo e comprimento da parte aérea, sendo as plantas do tratamento T60, as
que apresentaram menor crescimento em altura (Figuras 9C e 9D). O comprimento
das raizes das plantas do solo contaminado (T60) foi cerca de 50% menor em
relagdo as plantas controle. Nos tratamentos T210 e T120 também houve reducéao
significativa no crescimento das raizes, ndo apenas relacionado ao comprimento,
mas também a formacéo de raizes secundarias (Figuras 9E e 10).

A area e a massa fresca do eofilo foram muito afetadas pelo 6leo, sendo
menores no tratamento de 60 dias e maiores no controle (Figuras 9F e 9G).

Analisando-se todas as variaveis, nota-se que houve menor crescimento nas
plantas dos solos contaminados, sendo que o tratamento de 60 dias foi o mais
afetado pelo 6leo diesel, principalmente, em relagao a area foliar, ao comprimento da
parte aérea e a massa seca do eofilo. Um dos efeitos marcantes observados foi a
presenca de necroses cotiledonares em plantulas do tratamento T60, que morreram

antes de formar os eofilos (Figuras 11 e 12).
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Apos 60 dias do plantio as diferengcas no tamanho das plantas foram
claramente visiveis, tanto na parte aérea quanto no sistema radicular. As plantas do
controle cresceram cerca de 50% a mais que as plantas dos tratamentos com
contaminagao (Figura 13). Apds 180 dias do plantio, as plantas dos tratamentos
T210 e T120 apresentaram menor tamanho, menor numero de folhas e folhas com
coloragdo amarelada e com areas necrosadas em relacdo as plantas controle
(Figuras 14 a 16). Foi observado também em T210 e T120 a presenca de
cotilédones necrosados e aparente morte do meristema do apice caulinar (Figuras
14 e 15). Nesse periodo ndo houve registro do tratamento T60, pois ndo restaram

individuos devido ao menor numero de sementes germinadas.
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Figura 9: Efeito do oleo diesel no desenvolvimento de Sebastiania commersoniana em solo
contaminado 210 dias antes do plantio (T210), 120 dias antes do plantio (T120), 60 dias antes do
plantio (T60) e em solo ndo contaminado. (As médias seguidas da mesma letra ndo sao
significativamente diferentes baseadas pelo Teste de Tukey (p<0.05)).
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Figuras 10 a 16: Plantas de Sebastiania commersoniana submetidas a contaminagéo com 6leo diesel.
10. Plantas jovens 30 dias apds o plantio em solo contaminado (T210, T120 e T60) e solo nao
contaminado (TO0). 11. Plantula com necrose cotiledonar (seta) 15 dias apds o plantio no T60. 12.
Plantulas sadias do controle (TO) 15 dias apds o plantio. 13. Plantas com 60 dias em solo
contaminado (T210, T120 e T60) e solo ndo contaminado (T0). 14. Plantas do tratamento T210 apds
180 dias do plantio evidenciando a presenga de cloroses e necroses. 15. Plantas do tratamento T120
apos 180 dias do plantio evidenciando a presenca de cloroses e necroses. 16. Plantas sadias do
controle (TO) apos 180 dias do plantio. (co = cotilédone; eo = eofilo; me = metafilo). Barra= 2 cm.
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4. DISCUSSAO

O grau de biodegradacdo dos hidrocarbonetos depende das condigbes
ambientais e da biodisponibilidade para os microorganismos (HAUSEMANN, 1995).
A atividade microbiana presente na rizosfera é capaz de reduzir os efeitos danosos
do dleo diesel nas plantas (ADAM & DUNCAN, 1999). A temperatura mais baixa no
momento da contaminacédo do tratamento T210 pode ter interferido na volatilizagao
dos componentes do 6leo e no desenvolvimento da flora microbiana, o que pode ter
aumentado os efeitos nas plantas.

O efeito toxico dos hidrocarbonetos na germinacdo de sementes foi
observado por varios autores (BAKER, 1970, AMAKIRI & ONOFEGHARA, 1984, DE
JONG, 1980, ADAM & DUNCAN, 2002, CHAINEAU et al., 2003). O efeito inibitério
do 6leo na germinagao pode ser atribuido pela morte do embrido devido a entrada
de 6leo na semente, ou pela redugcdo da absorgdo de agua e oxigénio devido a
camada impermeabilizante formada pelo d6leo ao redor da semente (BAKER, 1970).
Em sementes de dicotiledéneas, o 6leo pode penetrar via micropila ou através de
injurias no tegumento. O tegumento da semente varia muito entre as espécies e é
um aspecto importante na resisténcia a penetracao de 6leo nas células do embrido
(AMAKIRI & ONOFEGHARA, 1984).

Em estudos que analisaram a viabilidade das sementes de Linun
usitatissimum L., foi observado que apenas 2,5% das sementes tornaram-se
inviaveis apos a embebicdo com 6leo diesel por 48 e 168 horas (ADAM & DUNCAN,
2002). AMAKIRI & ONOFEGHARA (1984), estudando a germinag&o de Capsicum
frutescens L. e duas variedades de Zea mays, mostraram que houve variagao entre
as espécies, sendo que C. frutescens, apresentou 100% de viabilidade apés 32
semanas de embebicdo em d6leo cru, enquanto Z. mays apresentou 10-15%. Isso
indica que a inibicdo da germinagdo pelo 6leo diesel pode estar diretamente
relacionada com a estrutura do envoltério do embrido.

Segundo ADAM & DUNCAN (2002), a reducédo na germinagao provavelmente
se deve a propriedade impermeavel do 6leo diesel. A camada de 6leo ao redor da
semente pode agir como uma barreira fisica, prevenindo ou reduzindo a entrada de
agua e oxigénio. A menor porcentagem de germinagdo das sementes de S.

commersoniana do tratamento T60 pode ter ocorrido devido a redugdo de agua e
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oxigénio e entrada de componentes tdxicos do 6leo na semente com consequente
morte do embrido.

Durante o acompanhamento da germinacdo de S. commersoniana foi
observado o crescimento de algumas gramineas e herbaceas provindas do banco
de sementes do solo controle, o que nao foi constatado nos tratamentos com
contaminacgao. Isto indica que as sementes, do banco de sementes, podem ter sido
esterilizadas pelo oleo diesel. Algumas gramineas podem ser consideradas
intolerantes quando germinadas em solo contaminado com oleo diesel, mesmo em
baixas concentracbes, porém a tolerancia e habilidade para germinar em solo
contaminado com 6leo diesel podem variar bastante entre as espécies. Algumas
espécies de gramineas podem apresentar alto grau de germinagdo, enquanto
outras, baixa germinagdo (ADAM & DUNCAN, 2002).

O dleo diesel, além de afetar a germinacéo, interfere também no crescimento
das plantulas. Foi observado que as plantulas de S. commersoniana do controle
tiveram um crescimento acentuado e constante, enquanto que nos outros
tratamentos o crescimento se estabilizou devido a presenga do 6leo diesel. Segundo
CHAINEAU et al. (1997) os hidrocarbonetos, quando em altas concentracdes,
podem causar inibigcdo no crescimento das plantas.

CHUPAKHINA & MASLENNIKOV (2004) estudaram plantas com 25 dias de
crescimento, e mostraram que, em geral, todas as espécies germinadas em solo
contaminado com hidrocarbonetos, apresentaram atraso no desenvolvimento dos
eofilos e reducédo no peso das plantas. Em solo contaminado com petrdleo, ocorreu
uma tendéncia na diminuigdo da area foliar e area especifica foliar em Rizophora
mangle (PROFFITT et al.,, 1995). Esse efeito negativo também foi registrado nas
plantulas de S. commersoniana no presente trabalho. ADAM & DUNCAN (1999)
afirmam que a parte aérea pouco desenvolvida das plantulas crescidas em solo
contaminado com 06leo diesel ndo pode ser atribuida ao atraso na germinagao, pois
algumas espécies germinam tdo bem quanto o controle, contudo, o desenvolvimento
€ prejudicado com a presenga do contaminante. Isso explica os resultados obtidos
neste trabalho, no qual o tratamento T120, mesmo com porcentagem de germinagao
semelhante ao controle e, ainda, maior IVG em relacdo a T60, sofreu atraso
significativo no crescimento por se desenvolver no solo contaminado com Oleo

diesel.
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A maioria dos estudos relacionados a poluicdo avalia os efeitos sobre as
plantas em diferentes concentragdes de hidrocarbonetos (GREEN et al., 1996,
MALALLAH et al., 1996, CHAINEAU et al., 1997, ADAM & DUNCAN, 2002,
CHUPAKHINA & MASLENNIKOV, 2004). ADAM & DUNCAN (2002) também
estudaram o efeito do tempo apds a contaminagcdo e observaram que no plantio
realizado ap6s 3 semanas da contaminagao do solo com oleo diesel, trés das cinco
espécies analisadas tiveram maior porcentagem de germinagdo quando comparadas
as plantadas logo apds a contaminagdo. Segundo estes autores, quando a
concentracdo de componentes volateis de diesel € mantida ao minimo, ha aumento
significativo na porcentagem de germinacdo. Isso explica o maior efeito do 6leo
diesel sobre o tratamento T60, no qual o plantio foi realizado em época mais recente
a contaminagdo, havendo redugdo na germinagcdo e no crescimento das plantas,
provavelmente devido a maior concentracido de volateis. Porém, a influéncia da
fracdo volatil do 6leo diesel ndo é o unico fator que inibe a germinacao e afeta o
crescimento, pois nos demais tratamentos (T210 e T120), nos quais, provavelmente,
a fragao volatil era praticamente nula, houve baixo crescimento quando comparados
ao controle, indicando que a presencga de substancias oriundas do d6leo diesel que
persistiram no solo geraram alto nivel de toxidez para as plantas. Os resultados de
germinagao e desenvolvimento foram semelhantes nos tratamentos de 210 e 120
dias, indicando que, apds a volatilizagdo, os compostos do Oleo diesel que
persistiram no solo afetaram igualmente a espécie estudada.

Plantas que germinam em altas concentragdes de hidrocarbonetos podem
apresentar redug&o no tamanho das raizes e porcdo aérea (CHAINEAU et al., 1997).
Reducéo no desenvolvimento do sistema radicular também foi observada por ALKIO
et al. (2005) em Arabidopsis thaliana crescidas com fenantreno, um composto de
hidrocarboneto aromatico policiclico com trés anéis de benzeno, que é fluorescente
quando exposto a luz UV. Através de analises realizadas em microscopia
fluorescente, foi constatada a presencga de fenantreno no interior das raizes e folhas
de Arabidopsis, sugerindo que a absor¢gdo do contaminante ocasionou redug¢ao no
crescimento da raiz e diminuicdo no tamanho e numero de folhas (ALKIO et al.,
2005).

A absorc¢ao de agua em solo contaminado é reduzida devido as propriedades

hidrofébicas do 6leo, provocando perturbacbées no desenvolvimento das raizes



40

(AMAKIRI & ONOFEGHARA, 1983; UDO & FAYEMI, 1975) e redugdo de agua e
disponibilidade de nutrientes (BAKER, 1970). Em S. commersoniana, a redu¢ao do
sistema radicular provavelmente foi causada pela agao dos componentes toxicos do
Oleo diesel no meristema apical. Isto foi confirmado por BARDELLI-DA-SILVA
(submetido), onde os apices da maioria das plantas do solo contaminado se
encontravam hipertrofiados, com coloracdo escura e menor atividade meristematica.
O menor crescimento das raizes em solo contaminado pode ter reduzido a absorgao
de agua e nutrientes, afetando o desenvolvimento das plantas.

O dleo é capaz de reduzir o conteudo de nitrogénio disponivel no solo (DE
JONG, 1980), o que pode ocasionar o surgimento de necroses foliares (SILVA,
1991). Estudos sobre os efeitos do derramamento de o6leo em Salix interior,
resultaram em cloroses seguidas de necroses foliares apenas nas regides que
tiveram contato direto com o poluente (GOUDEY et al., 1985). A presenca de
necroses cotiledonares em alguns individuos de S. commersoniana no tratamento
T60 pode ter sido ocasionada pela nutricdo deficiente da plantula devido as
alteracbes radiculares. Outra razao para este sintoma pode ser atribuida pela
toxicidade do 6leo diesel em contato com a superficie cotiledonar, visto que, desde a
germinagao, os cotilédones estiveram susceptiveis ao contato direto com o

contaminante.
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5. CONCLUSAO

No caso de se utilizar Sebastiania commersoniana para revegetar areas
contaminadas com 6leo diesel, o ideal é que a semeadura seja feita a partir de, no
minimo, 210 dias apds a contaminacao, pois até esse periodo, o desenvolvimento

das plantulas foi afetado.
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l1l. CAPITULO 2: EFEITOS DO SOLO CONTAMINADO COM OLEO DIESEL NA
MORFO-ANATOMIA DAS PLANTAS JOVENS DE Sebastiania commersoniana
(Baill.) L. B. Sm. & Downs (EUPHORBIACEAE)
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Resumo

O efeito do solo contaminado por 6leo nas plantas tem sido estudado
frequentemente nos ultimos anos, mas ainda sdo poucos os resultados referentes as
alteragdes morfo-anatémicas. O objetivo do presente trabalho foi analisar o efeito do
Oleo diesel na estrutura de plantas jovens de Sebastiania commersoniana em
diferentes periodos apds a contaminagao do solo. O branquilho, S. commersoniana,
€ uma espécie nativa do Brasil que geralmente assume dominéncia na mata ciliar. O
experimento foi montado em estufa com trés tratamentos (solo contaminado 60, 120
e 210 dias antes do plantio) e solo n&o contaminado (controle) com cinco repetigdes.
As plantas submetidas a contaminagao com 6leo diesel tiveram o sistema radicular e
a porcao aérea menos desenvolvidos. A raiz teve maior diametro, formacédo de
aerénquima cortical, e cilindro vascular mais desenvolvido. O mesofilo dos eofilos
das plantas dos tratamentos contaminados, apos 30 dias do plantio, encontrava-se
indiferenciado em relagao ao controle. No tratamento de 60 dias também ocorreram
deformacdes epidérmicas e reducdo na formacdo de ceras epicuticulares. O dleo
diesel causou alteragdes morfoldgicas nas plantas, mas quanto menor o tempo entre
a contaminacgao e o plantio, maior foi o efeito danoso.

Palavras-chave: Anatomia; poluicédo; dleo diesel; Sebastiania commersoniana
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Abstract

Oil contaminated soil effects on plants have been often studied in the last years;
however there are very few researches on morpho-anatomic alteration. This study
aims to analyze the effects of diesel fuel pollution on the structure of Sebastiania
commersoniana young plants in different periods of time after soil contamination. S.
commersoniana is a Brazil’'s native specie that generally assumes dominance over
riparian tree species. The experiment was done in greenhouse in four different
treatments (non-contaminated soil and other 3 contaminated soils, with 60, 120 and
210 day contamination) and 5 repetitions. The plants under diesel contamination had
their root system and aerial parts less developed. The root presented larger diameter,
formation of cortical aerenchyma and more developed vascular cylinder. The
mesophyll of the eopylls were not different from control in the plants after 30 days
since cultivation. On the other hand, in the 60 day treatment there were epidermal
deformation and reduction in epicuticular waxes formation. The diesel fuel caused
morphological changings on plants; however, the shorter the gap between
contamination and planting, the more the damage.

Key words: Anatomy; pollution; diesel fuel; Sebastiania commersoniana
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1. INTRODUCAO

Uma das principais causas de poluigdo ambiental tem sido os acidentes
ocorridos durante o transporte de petréleo e derivados. Derramamento de petréleo e
derivados em areas continentais atingem o lencgol freatico (CAVALCANTE &
SABADIA, 1992), contaminando rios e por consequéncia as plantas que compéem a
vegetacéo ciliar.

O Oleo diesel, em geral, € uma mistura complexa de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos e outras substancias fitotoxicas que sao relativamente
persistentes no solo, podendo interferir no desenvolvimento normal da planta. O éleo
diesel contém componentes volateis e n&do volateis, sendo que a fragdo volatil
corresponde a aproximadamente 5-10% do produto total (ADAM & DUNCAN, 1999,
2002).

Geralmente, as plantas sdo os primeiros organismos a serem atingidos por
derramamento de 6leo (MALALLAH et al., 1996). Os efeitos da poluigdo nas plantas
podem variar de acordo com o tipo e a quantidade de d6leo envolvido, a idade da
planta, a época do ano e as espécies de plantas atingidas (BAKER, 1970). O éleo
pode causar efeitos cronicos ou agudos, podendo causar interferéncia nas relagdes
hidricas da planta. Essa interferéncia, acompanhada das condi¢gdes anaerdbicas e
hidrofébicas, vem a ser o efeito mais importante em relagdo a germinagéo de
sementes e ao crescimento das plantas (RACINE, 1994). Os hidrocarbonetos podem
ser absorvidos pela planta e ocasionar reducdo no crescimento das raizes e
diminuicdo no tamanho e numero de folhas (ALKIO et al., 2005).

Certas espécies de plantas possuem capacidade de crescer em solos
contaminados, desenvolvendo mecanismos de desintoxicagdo, cujos efeitos do
acumulo de substancias toxicas podem ser minimizados (ERNST, 1976). Entre os
meétodos utilizados atualmente para minimizar os efeitos decorrentes da poluicéo
destaca-se a fitorremediagao, que é um processo no qual se utiliza a vegetagao para
aumentar a dissipacao ou estabilizagdo de contaminantes ambientais (KULLAKOW,
2000).

Pesquisas realizadas com petréleo e derivados que analisam as alteragdes

estruturais das plantas ainda sdo raros. A maioria dos estudos que envolvem
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contaminagao analisam a germinacado, a morfologia externa e o crescimento das
plantas (KINAKO, 1981; AMAKIRI & ONOFEGHARA, 1983; GREEN et al., 1996;
ADAM & DUNCAN, 2002; CHUPAKHINA & MASLENNIKOV, 2004). O efeito da
poluicado por petroleo na estrutura das plantas tem sido mais abordado recentemente
por alguns autores brasileiros (OLIVEIRA, 2004; MAYER, 2004; MARANHO, 2004;
FARIAS, 2005), sendo que alguns estudos analisaram os efeitos em Sebastiania
commersoniana (Baill.) L. B. Sm. & Downs (SILVA et al., 2004; GARCIA et al., 2004;
RODRIGUES, 2005).

O acompanhamento das plantas de Sebastiania commersoniana (Baill.) L. B.
Sm. & Downs em diferentes periodos apés a contaminagdo do solo fornecera
subsidios para indicar a tolerancia da espécie ao contaminante, bem como verificar
se o 6leo diminui a toxidez com o passar do tempo. A analise anatbmica da raiz e
dos eofilos das plantulas nascidas em solo contaminado com 6leo podera identificar
as alteragdes celulares e explicar a possivel tolerdncia de S. commersoniana ao
poluente. Conhecendo-se as reagdes desta espécie sujeita a poluicdo do solo, pode-
se também fornecer subsidios para o aperfeicoamento dos processos de
fitorremediacéao.

S. commersoniana, conhecida popularmente como branquilho, é a espécie
com maior valor de importancia verificada em estudos fitossociolégicos em florestas
ciliares (SMITH et al., 1988; BARDDAL et al., 2004) e é muito indicada para a
recomposi¢cao de areas degradadas ao longo das margens de rios e reservatorios
devido a sua preferéncia por solos umidos e brejosos. A espécie ocorre nas regides
sudeste e sul do Brasil, nordeste da Argentina, leste do Paraguai e Uruguai
(LORENZI, 1992).

O objetivo do presente trabalho € analisar o efeito do solo contaminado com
6leo diesel na morfoanatomia da raiz e eofilos de S. commersoniana, e verificar se o

tempo apds a contaminagéo interfere neste processo.
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2. MATERIAL E METODOS

As sementes de Sebastiania commersoniana (Baill.) L. B. Sm. & Downs foram
coletadas e fornecidas pela Embrapa Florestas, localizada em Colombo — PR. A
coleta das sementes foi realizada a partir de cinco matrizes. Apds a coleta, foram
preservadas em camara seca por 15 dias e conservadas em geladeira. Para a
viabilizacdo das sementes, foi feita hidratacdo por aproximadamente 48 horas antes
do plantio em camara umida.

O experimento foi realizado em estufa no Departamento de Botanica da
Universidade Federal do Parana. Foram montados quatro tratamentos: trés em solo
contaminado com 6leo diesel e um em solo ndo contaminado (TO - controle). A
contaminacgao do solo foi efetuada da seguinte forma: a) solo contaminado 210 dias
antes do plantio (T210); b) solo contaminado 120 dias antes do plantio (T120); e c)
solo contaminado 60 dias antes do plantio (T60). Foram feitas cinco repeti¢cdes
(bandejas) para cada tratamento sendo semeadas 50 sementes em cada repeticao,
totalizando 1000 sementes. A distribuicdo das bandejas na estufa foi ao acaso para
que nao ocorressem efeitos diferenciais como luminosidade e disponibilidade de

agua (Figura 1).

Figura 1: Montagem do experimento com a distribuicdo das bandejas no interior da estufa.
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O solo foi coletado na area no Municipio de Araucaria - PR, onde a espécie
estudada ocorre naturalmente. De acordo com FASOLO et al. (2002), esse solo
pertence a classe dos gleissolos melanicos, caracterizado por possuir textura
argilosa e por ser encontrado em relevo plano de varzeas. A contaminagdo com o
oleo diesel foi feita no solo com 50% de sua capacidade maxima de retencéo (CMR)
de agua, baseado no trabalho de MURATOVA et al. (2003) e LI et al. (1997). Cada
Kg de solo foi contaminado com 92,4 mL de 6leo diesel, sendo essa a capacidade
maxima de retencdo de oleo diesel deste solo com 50% de sua CMR. Cada bandeja
foi montada com cerca de 3 quilos de solo contaminado e homogeneizado. Todos os
tratamentos foram mantidos em estufa com nebulizag¢ao intermitente de 15 segundos
a cada 3 horas, com sombrite 50% e sem controle de temperatura. As temperaturas

maxima e minima foram registradas diariamente durante todo o experimento (Tabela

1),

Tabela 1:Temperaturas minima, média e maxima (°C) do interior da estufa durante os meses de
julho de 2004 a margo de 2005
Jul*  Ago Set Out* Nov Dez* Jan Fev Mar

Temperatura Minima 54 2.6 7.4 7.8 10.9 9.8 13.0 129 127
Temperatura Média 16.6 185 228 212 234 242 261 268 26.9
Temperatura Maxima 288 328 363 366 452 39.0 416 427 429

* Meses da contaminacdo

O plantio das sementes foi efetuado no mesmo dia para todos os tratamentos
no més de fevereiro de 2005. No momento do plantio, a nebulizacdo da estufa foi
alterada para irrigar durante 5 segundos a cada 20 minutos devido a preferéncia de
S. commersoniana por substratos umidos. Antes do plantio, foram coletadas
amostras do solo contaminado e do solo ndo contaminado para analise fisico-
quimica. A analise fisico-quimica foi realizada pelo Departamento de Solos do Setor
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana, seguindo-se as técnicas

usuais. Os resultados da analise do solo encontram-se expressos na Tabela 2.
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Tabela 2: Analise fisico-quimica do solo contaminado com éleo diesel e ndo contaminado.

Al H'AI®  Cca™ Mg*? K* SB T Argila
cmol,/dm?® g/kg
Solo Contaminado 0 4.6 12.8 7 0.43 20.23 24 .83 400
Solo Controle 0 3.2 12.2 7.4 0.71 20.31 23.51 400
pH P S C Vv M Ca/Mg
CaCl, SMP  mg/dm® g/dm° % %
Solo Contaminado 5.6 6.1 7 - 38.9 81 0 1.8
Solo Controle 6.1 6.6 8.8 - 30.5 86 0 1.6

Para a analise morfo-anatébmica, foram coletadas 10 plantas (2 em cada
repeticdo) 30 dias apds o plantio. A terminologia utilizada para descrever o estadio
de desenvolvimento das plantas e estruturas externas ¢ a de com SOUZA (2003).
Para microscopia fotdnica, foram processadas amostras do apice da raiz, a 1 cm do
apice e amostras do terco médio do eofilo. As amostras de raiz e eofilo foram fixadas
em FAA 50 (acido acético, formol e alcool etilico na proporcdo de 1:1:18)
(JOHANSEN, 1940) e conservadas em alcool 70%. As amostras foram desidratadas
em série alcoolico-etilica, infiltradas e incluidas em hidroxietilmetacrilato
(historresina) da marca Leica® seguindo-se as técnicas de FEDER & O’'BRIAN
(1968) e as indicagbes do fabricante. As secgcbes de 6 um de espessura foram
realizadas em micrétomo de rotagao, distendidas em laminas e coradas com azul de
toluidina (O’'BRIAN et al.,, 1965). Algumas secg¢des foram submetidas a testes
microquimicos com lugol (BERLYN & MIKSCHE, 1976), sudam Ill (SASS, 1951) e
cloreto férrico 10% (JOHANSEN, 1940) a fim de detectar a presenga de amido,
lipidios e compostos fendlicos, respectivamente.

A analise anatbmica da raiz e do eofilo foi feita de forma qualitativa e
quantitativa. Para analise qualitativa, foram registradas as alteragbes histologicas
visiveis, enquanto que para analise quantitativa, foi calculada a porcentagem de
espacos intercelulares do cortex da raiz e foram mensurados, com auxilio de ocular
milimetrada, o didmetro total da raiz, o raio do cértex, o didmetro do cilindro vascular

e a espessura do eofilo. As observagdes foram efetuadas em microscopio Olympus
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BX41TF, e o registro fotografico no microscopio foténico Zeiss Axiolab com camera
digital Sony Cyber-shot 7.1.

Para analise em microscopia eletronica de varredura (MEV) também foram
utilizadas amostras do terco médio dos eofilos fixadas em FAA50 e desidratadas em
série alcodlico-etilica. Em seguida, o material foi submetido ao método do ponto
critico no equipamento Balzers CPC 10. Apds o ponto critico, foi efetuada a
metalizagdo com ouro no equipamento Balzers Sputtering SCD 030. A analise e
registro eletromicrografico do material foram efetuados no MEV Jeol JSM-6360LV.

As anadlises estatisticas dos dados obtidos basearam-se na anadlise de
variancia (ANOVA), sendo determinado o DMS pelo teste de Tukey, a um nivel de

significancia de 5%.
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3. RESULTADOS

3.1. Morfologia

Com 30 dias apdés o plantio, as plantas de S. commersoniana que se
desenvolveram em solo contaminado (T210, T120 e T60) apresentaram menor
tamanho em relagédo as do solo ndo contaminado (Figuras 2 a 5). Algumas plantas
do tratamento T60 nao desenvolveram metafilo (segunda folha), ou ainda néao
chegaram a formar eofilo (primeira folha), enquanto que as plantas do controle
tiveram eofilos e metafilos bem desenvolvidos com o aparecimento das primeiras
folhas verdadeiras. Nos demais tratamentos contaminados (T210 e T120), a maioria
das plantas apresentaram eofilos e metafilos, porém com desenvolvimento inferior
ao controle. O 6leo diesel também causou reducdo no desenvolvimento do sistema
radicular, provocando pouca formagao de raizes secundarias. Além disso, foram
observadas com freqliiéncia manchas escuras ao longo das raizes e apices dilatados
(Figura 5). Nas plantas submetidas a contaminacao houve redug¢ao no tamanho das
folhas e ocorreu atraso na formacgao dos eofilos e metafilos. No tratamento T60

foram observadas necroses cotiledonares e morte de algumas plantulas.



55

Figuras 2 a 5: Plantas de Sebastiania commersoniana apos 30 dias do plantio. 2. solo néo
contaminado (T0). 3. solo conaminado 210 dias antes do plantio (T210). 4. solo contaminado 120 dias
antes do plantio (T120). 5. solo contaminado 60 dias antes do plantio (T60), observar plantula com
apice radicular dilatado e necrose cotiledonar (seta). (co = cotilédone; eo = eofilo; me = metafilo).

Barra =2 cm.
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3.2. Anatomia

3.2.1. Raiz

As plantas crescidas em solo contaminado (T210, T120 e T60) apresentaram
pélos radiculares persistentes na raiz principal. Entre as amostras analisadas, foi
observado que houve mais pélos radiculares nas plantas do tratamento T60 e
menos, nas plantas do tratamento T210, ndo sendo observados nas plantas do
tratamento TO (controle).

Através de secgbes longitudinais do apice das raizes foram evidenciadas
diferencas na estrutura dos tecidos meristematicos entre as plantas dos tratamentos
com solo contaminado e nao contaminado. A regido meristematica no apice da raiz €
mais extensa nas plantas do solo ndo contaminado, sendo que a vacuolizagao e
diferenciagao celular ocorrem mais afastadas do promeristema (Figuras 6, 8, 10 e
12). Essa alteragcdo na diferenciagdo celular foi mais marcante nas plantas do
tratamento T60, cujas raizes apresentaram menor crescimento. Nas amostras dos
tratamentos com contaminacao foi frequente a ocorréncia de manchas pardas na
parede das células sub-epidérmicas da raiz. Estas alteragdes na coloracdo da
parede foram identificadas apenas em regides onde houve injurias na epiderme
(Figuras 9, 11 e 13), ndo sendo constatadas no controle (Figura 7).

A raiz de S. commersoniana, em estrutura primaria, apresenta epiderme
unisseriada com presenca de compostos fendlicos e exoderme unisseriada com a
parede periclinal externa ligeiramente espessada e lignificada (Figuras 14 e 15). O
cortex € parenquimatico com espacos intercelulares de pequeno porte e presenca
de canais laticiferos. A endoderme possui estrias de Caspary visiveis e o cilindro
vascular € composto por dois polos de protoxilema (raiz diarca) alternados pelo
floema (Figura 14, 16, 18 e 20).

As seccgbes transversais mostram que as raizes das plantulas do solo
contaminado e ndo contaminado, na mesma regido, resultaram em estadio de
desenvolvimento diferente. Na maioria das plantas submetidas ao solo contaminado,

o0 cortex apresentou células rompidas, indicando principio de formacado de
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aerénquima lisigeno, principalmente nos tratamentos T120 e T60 (Figuras 17,19,21).
A porcentagem de espacos intercelulares do cortex foi de: 10,23% no controle,
11,59% no tratamento T210, 21,63% no tratamento T120 e 20,45% no tratamento
T60. O cilindro vascular da maioria das plantas nos tratamentos com contaminagao
encontrava-se em estadio mais desenvolvido, com o cambio instalado e inicio de
crescimento secundario (Figuras 16,18,20).

Observando-se os resultados dos testes microquimicos, foi constatada a
presenca de compostos fendlicos na epiderme da raiz e eofilo, tanto nas plantas do
controle como nos tratamentos com contaminacdo. Verificou-se também a presenca
de amido no xilema secundario apenas nas raizes dos tratamentos com solo
contaminado, sendo que o amido estava presente em maiores quantidades
principalmente nas raizes que apresentaram cilindro vascular mais desenvolvido.

O diéametro total, o raio do cértex e o didmetro do cilindro vascular da raiz
foram maiores, em relagédo a T0, nas plantas do tratamento T60, quando o plantio foi

realizado em época mais recente da contaminacao do solo (Tabela 3).

Tabela 3: Medidas anatdémicas da raiz de plantas jovens de Sebastiania commersoniana cultivadas em
solo com 6leo diesel: contaminado 210 dias antes do plantio (T210), 120 dias antes do plantio (T120),
60 dias antes do plantio (T60) e em solo ndo contaminado (T0).

Tratamentos
T210 T120 T60 TO
Didmetro total (um) 876,97 +17846 (ab) 78456  +70,69 (b) 909,50 120,52 (a) 646,57 +60,8 (c)
Raio do cortex (um) 2905 82,81 (a) 24734 410 (ab) 30212 #5252 (a) 208,76 424,93 (b)
Didmetro do cilindro g5 6 435 06 (ab) 256,47  +18,12 (b) 292,00  +3275(a) 206,37 +12,89 (c)

vascular (um)

As médias seguidas da mesma letra nas linhas séo significativamente iguais baseadas pelo Teste de
Tukey (p<0.05)



58

Figuras 6 a 13: Secgdes longitudinais do apice da raiz de Sebastiania commersoniana. 6,8,10,12.
Meristema apical em todos os tratamentos. 7,9,11,13. Detalhe da epiderme e cértex em todos os
tratamentos, evidenciando manchas escurecidas (seta). 6,7. Tratamento T0. 8,9. Tratamento T210.
10-11. Tratamento T120. 12-13. Tratamento T60. (cf = coifa; mf = meristema fundamental; pc =
procambio; pd = protoderme; pm = promeristema). Barras = 200 ym (6,8,10,12), 50 ym (7,9,11,13).
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Figuras 14-21: Secgbes transversais da raiz de Sebastiania commersoniana. 14. Vista geral da raiz
em TO0. 15. Detalhe da epiderme e cortex em T0. 16. Vista geral da raiz em T210. 17. Detalhe da
epiderme e cértex em T210. 18. Vista geral da raiz em T120. 19. Detalhe da epiderme e cortex em
T120. 20. Vista geral da raiz em T60. 21. Detalhe da epiderme e cértex em T60. (ca = cambio; cl =
canais laticiferos; cx = cortex; ei = espaco intercelular; en = endoderme; ep = epiderme; ex =
exoderme; fl = floema; pe = periciclo; px = protoxilema; xs = xilema secundario). Barras = 200 ym
(14,16,18,20), 50 ym (15,17,19,21).
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3.2.1. Eofilo

Os eofilos das plantas do solo ndo contaminado (T0) apresentaram epiderme
da face adaxial com células de paredes anticlinais sinuosas e muitas estrias
epicuticulares finas e curtas (Figura 22). Analisando-se a superficie epidérmica do
eofilo em microscopia eletrdbnica de varredura, verificou-se alteragdes celulares,
principalmente, nas plantas do solo contaminado 60 dias antes do plantio. Nas
plantas dos tratamentos contaminados, notou-se alteracdo na forma das células
(amassadas), mas as estrias, em geral, tiveram o mesmo padrdao das plantas do
tratamento controle (Figuras 24, 26, 28). A superficie abaxial encontrava-se
revestida por ceras epicuticulares em forma de cristas onduladas nas plantas do solo
nao contaminado (Figura 23,30). Nos tratamentos T210 e T120, a superficie
epicuticular teve caracteristicas semelhantes as plantas do solo ndo contaminado,
porém com leve redugéo na densidade das ceras (Figuras 25, 27, 31, 32). As plantas
do tratamento T60 foram mais afetadas, apresentando irregularidades na superficie,
com areas proeminentes e retraidas (Figura 29). Neste tratamento também foi
registrada a auséncia de ceras na maior parte da superficie do eofilo (Figuras 29,
33).

A folha (eofilo) de S. commersoniana se caracterizou por possuir epiderme
unisseriada em ambas as faces, mesofilo heterogéneo e dorsiventral com uma
camada de parénquima palicadico e aproximadamente trés camadas de parénquima
lacunoso. Os estObmatos estavam presentes apenas na superficie abaxial (folha
hipoestomatica). A espessura do limbo foi menor e significativamente diferente nas
plantas crescidas em solo contaminado, porém, € importante salientar que os eofilos
se encontravam mais jovens devido ao atraso no crescimento (Figura 34). Os eofilos
das plantas do solo ndo contaminado apresentaram diferenciacdo mais avancada e
maior freqUéncia de espacos intercelulares quando comparados aos tratamentos
com contaminacgao, principalmente, em relagdo ao T60 (Figuras 36, 38, 40, 42).

A nervura central do eofilo possui epiderme unisseriada em ambas as faces,
com dimensdes menores que as demais células epidérmicas. Na face adaxial da
nervura, a camada sub-epidérmica é composta por parénquima palicadico e

colénquima na porgao mais central; ja na abaxial, o colénquima €& distribuido ao
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longo da nervura. O tecido vascular € composto por feixe colateral unico, formado
por xilema e floema (Figura 35). As plantas do solo contaminado tiveram os tecidos
da nervura central menos diferenciados que nas plantas do controle, principalmente
em T60 (Figuras 37, 39, 41).
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Figuras 22 a 29: Superficie do eofilo de Sebastiania commersoniana (MEV). 22,24,26,28. Face
adaxial. 23,25,27,29. Face abaxial. 22-23. Tratamento sem contaminagéo (T0). 24-25. Tratamento
com 210 dias apds a contaminagéo (T210). 26-27. Tratamento com 120 dias apds a contaminagao
(T120), observar redugéo da cera epicuticular. 28-29. Tratamento com 60 dias apds a contaminagao
(T60), observar deformagoes celulares e alteragdes nas estrias e na cera epicuticular.
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Figuras 30-33: Superficie abaxial do eofilo de Sebastiania commersoniana em solo contaminado e ndo
contaminado com oleo diesel (MEV). 30. Tratamento com solo ndo contaminado (T0). 31. Tratamento
com solo contaminado 210 dias antes da semeadura (T210). 32. Tratamento com solo contaminado
120 dias antes do plantio (T120). 33. Tratamento com solo contaminado 60 dias antes do plantio
(T60), observar auséncia de cera epicuticular. (ce = cera epicuticular, es = estbmato).
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Figura 34: Espessura do limbo (um) de Sebastiania commersoniana em solo contaminado com éleo
diesel 210 dias (T210), 120 dias (T120), 60 dias (T60) antes do plantio e solo nao contaminado (TO).
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Figuras 35-42: Secgdes transversais do eofilo de Sebastiania commersoniana em solo contaminado e
ndo contaminado com odleo diesel. 35,37,39,41. Nervura central. 36,38,40,42. Limbo foliar. 35-36.
Tratamento sem contaminagédo (T0). 37-38. Tratamento contaminado 210 dias antes do plantio
(T210). 39-40. Tratamento contaminado 120 dias antes do plantio (T120). 41-42. Tratamento
contaminado 60 dias antes do plantio (T60). (cq = colénquima, eab = epiderme da face abaxial, ead =
epiderme da face adaxial, ei = espaco intercelular, pl = parénquima lacunoso, pp = parénquima
palicadico). Barras = 200 ym (35,37,39,41), 50 um (36,38,40,42).
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4. DISCUSSAO

Segundo RODRIGUES (2005), a contaminagao por petroleo pode causar
alteragdes estruturais significativas no lenho jovem de S. commersoniana e
Campomanesia xanthocarpa, tais como: redugdo no comprimento dos elementos de
vasos, reducdo no numero de vasos por milimetro quadrado compensada pelo
aumento no didmetro dos vasos. A mesma autora também relata que ocorreu
reducdo na espessura da parede de fibras e presenga de grandes maculas
medulares no xilema secundario de S. commersoniana submetidas a contaminacao.
Por outro lado, GARCIA et al. (2004), ao estudar a mesma espécie submetida a
contaminagdo com petroleo, encontrou diminuicdo no diametro e comprimento dos
elementos de vaso, concluindo que o poluente impediu a passagem de agua,
submetendo S. commersoniana a condicdes de estresse hidrico. Resultados
semelhantes foram obtidos por MARANHO (2004), que observou menor
comprimento e didmetro das traqueides, menor espessura e grau de lignificagdo da
parede celular das traqueides em plantas adultas de Podocarpus lambertii expostas
a poluicdo por petréleo por cerca de um ano. Segundo a autora, estas alteragdes
serviram para evitar ou adiar o estado de dessecamento das células ou tecidos, visto
que o petréleo formou uma barreira impermeabilizante na superficie das raizes
restringindo e/ou dificultando a entrada de agua. Plantas expostas a poluigao
tendem a sofrer alteragdes estruturais de forma a minimizar as pressées causadas
pelas condicdes de estresse hidrico (LARCHER, 2000). Isso indica que o estresse
hidrico € um dos fatores causado pelo 6leo diesel, que pode provocar alteragdes na
estrutura celular de S. commersoniana.

A funcao dos pélos radiculares € aumentar a superficie de absor¢ao da planta
(CUTTER, 1986; APEZZATO-DA-GLORIA & CARMELLO-GUERREIRO, 2003). A
maior quantidade de pélos radiculares observadas em S. commersoniana em solo
contaminado pode indicar que ocorreu deficiéncia na absorgdo de agua,
provavelmente pela impermeabilizagao das raizes pelo dleo.

Os espacos intercelulares surgem tanto pelo afastamento das células na
lamela média, como pela destruicdo ou lise das células (CUTTER, 1986). A
formagao de aerénquima pode ser induzida pela planta de forma a evitar o estresse

hidrico (LEVITT, 1980). O acumulo de ar no parénquima cortical esta relacionado a
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diminui¢ao de oxigénio do ambiente, o que resulta na maior produgao de etileno nas
raizes (DREW et al., 1979; DREW, 1987). Esse aumento na produgao de etileno
estimula a produgédo de celulase, levando a desintegracdo das paredes celulares
(MOORE, 1979). O aerénquima lisigeno formado nas raizes de S. commersoniana
indica que ocorreu redugao de oxigénio no solo contaminado.

A regiao meristematica mais curta do meristema apical da raiz nas plantas de
S. commersoniana em solo contaminado pode indicar que ocorreu uma baixa taxa
de crescimento, provavelmente, compensada pelo aumento em diametro da raiz. O
baixo crescimento em comprimento da raiz de S. commersoniana em solo
contaminado foi sugerido no capitulo anterior. Isso pode explicar a maior
diferenciag¢ao dos tecidos condutores nas plantas do solo contaminado.

Segundo ESAU (1976), os fatores ambientais podem induzir alteragbes
estruturais nas folhas, sendo a deficiéncia hidrica um desses fatores. Alteragdes nas
estruturas foliares ocasionadas pela poluicao por petréleo foram observadas em
individuos adultos de S. commersoniana (SILVA et al., 2004) e P. lambertii
(MARANHO, 2004). Em ambos estudos, foram registrados menor area foliar,
aumento na densidade estomatica e maior espessura dos tecidos foliares nas
plantas expostas a contaminagado. Plantas jovens de S. commersoniana também
sofreram diminuicdo da area foliar quando submetidas a contaminagdo com oleo
diesel (capitulo anterior), porém houve reducédo nas espessuras dos tecidos foliares.
Este fato foi ocasionado pela contaminacdo com oleo diesel, que atrasou o
crescimento do eofilo, estando este, com tecidos em diferenciacdo nos tratamentos
contaminados em relagdo ao n&do contaminado, no qual os eofilos estavam ja
diferenciados. O mesmo pode ser atribuido em relagcdo a nervura. MARANHO
(2004), ao estudar as folhas adultas de P. lambertii em solo contaminado com
petroleo, registrou maior espessura na nervura dos individuos expostos a poluigao.
Este fato ndo pdde ser constatado em S. commersoniana no presente trabalho, pois
os eofilos encontravam-se em estadio de desenvolvimento diferente aos das plantas
controle, devido ao lento crescimento.

O solo contaminado 60 dias antes do plantio (T60) teve maior efeito negativo
na estrutura dos eofilos de S. commersoniana, principalmente na formacéo de cera
epicuticular. Erosdo da cera epicuticular € um entre os diversos critérios para um

reconhecimento inicial de danos causados por poluicdo (LARCHER, 2000). A
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qualidade das ceras epicuticulares e epiestomaticas ficou comprometida nas folhas
de Araucaria angustifolia em area poluida por trafego de veiculos (BUNDCHEN,
2001). Resultados semelhantes foram obtidos por SAUTER et al. (1987) em Picea
abies, onde concluiram que algumas substancias das emissdes de motores de
veiculos sdo responsaveis pela degradagao estrutural das ceras epiestomaticas,
culminando com perda da viabilidade dos estdmatos. Apesar dos trabalhos descritos
estarem relacionados a poluigdo por emissdes de motores, os resultados corroboram
com o presente trabalho para S. commersoniana, visto que a volatilizagdo de
componentes combustiveis pode causar alteragbes nas ceras epicuticulares.
Provavelmente, a reducdo na formacao de cera epicuticular dos eofilos de S.
commersoniana no tratamento T60 tenha sido ocasionada pela maior concentracéo
de alguns compostos volateis do éleo diesel.

Alguns trabalhos realizados com plantas submetidas a contaminagdo com
petroleo nao registraram alteragdes estruturais em individuos crescidos em solo
contaminado. Em Rhynchospora corymbosa, que foi a primeira espécie a se
estabelecer ap6s um vazamento de petrdleo, ndo foram registradas alteragdes
estruturais na raiz e nem na folha, concluindo que a espécie € muito resistente a
este poluente (FARIAS, 2005). OLIVEIRA (2004) ndao encontrou diferengas visiveis
na disposicdo dos tecidos, danos celulares, ou indicios de petréleo no sistema
vascular da raiz e caule de mudas de Schinus terebinthifolius plantadas em solo
contaminado. Resultados semelhantes foram observados por MAYER (2004) em
Campomanesia xanthocarpa, porém com aumento no numero de elementos de vaso
do xilema em individuos crescidos em solo contaminado. Vale ressaltar que, em
ambos os trabalhos (OLIVEIRA, 2004; MAYER, 2004), as plantas analisadas tinham
aproximadamente 5 meses de idade quando submetidas a contaminagdo, e que
modificagdes estruturais podem ser mais agudas em plantas em inicio de
desenvolvimento. A exposi¢cao da planta ao poluente desde a emissido da radicula,
fase esta em que a planta se encontra com alto metabolismo e com paredes
celulares mais delgadas, pode afetar de forma significativa o crescimento e as
estruturas internas dos 6rgaos. Isso pode explicar a ocorréncia das frequentes
manchas de coloragédo parda na epiderme e na parede de algumas células corticais
da raiz de S. commersoniana em regidées que sofreram injurias, possibilitando a

entrada de o6leo no interior da planta. Entretanto, para se afirmar que ocorreu
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entrada do contaminante no interior da raiz, seriam necessarias analises mais
especificas.

Entre os raros trabalhos em que foi constatada a presenca de
hidrocarbonetos no interior das plantas pode-se citar o de ALKIO et al. (2005), que
analisaram o crescimento de Arabidopsis thaliana em fenantrene, um composto de
hidrocarboneto aromatico policiclico com trés anéis de benzeno. Através de analises
realizadas em microscopia fluorescente, foi constatada a presenca de fenantrene no
interior das raizes e folhas de Arabidopsis, sugerindo que a absor¢do do
contaminante ocasionou reducao no crescimento da raiz e diminuicdo no tamanho e
numero de folhas. Isso sugere que um dos fatores que pode ter influenciado a
reducdo do crescimento de S. commersoniana é a absor¢do de componentes do

Oleo diesel pelas raizes.
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5. CONCLUSAO

A poluicdo por oleo diesel causou alteragbes anatdémicas na raiz e no eofilo de
plantas jovens de Sebastiania commersoniana (Baill.) L. B. Sm. & Downs, sendo
esses efeitos mais intensos quando a semeadura foi realizada em periodo mais

préximo a contaminagao do solo.
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IV. CONSIDERACOES FINAIS

O efeito do oleo diesel em Sebastiania commersoniana (Baill.) L. B. Sm. &
Downs se deve, entre outros fatores, a impermeabilizagdo da raiz, submetendo a
planta a uma condicdo de estresse hidrico e também uma provavel condicdo de
hipoxia, que provoca a formacao de aerénquima. Todas as variaveis analisadas,
desde a germinagao até a analise morfo-anatémica das plantas jovens, indicam que
o estresse hidrico € o principal fator relacionado as alteracbes decorrentes da
poluicao, pelo fato da redugdo na germinagao e baixo crescimento, bem como maior
formacgao de pélos radiculares.

A absorcdo do dleo diesel pela planta ndo foi comprovada. Portanto, é
necessaria a realizacado de analises em microscopia fluorescente para afirmar se
houve absor¢cdo de hidrocarbonetos do 6leo, o que pode ter influenciado as
alteracgdes registradas.

A volatilizacdo dos compostos do oOleo diesel € um fator relevante, pois,
quanto menor o tempo entre a contaminagao e o plantio, maiores foram os efeitos
negativos nas plantas. Porém, para obter resultados mais precisos quanto a
volatilizagdo, seria necessaria a realizagcdo de um tratamento logo apds a
contaminagdo do solo, além da analise de hidrocarbonetos do solo ao longo do

tempo.
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Anexo 1: Numero de sementes germinadas por dia e a média diaria por tratamento de S. commersoniana em solo contaminado com 6leo diesel em
diferentes periodos (T1 = 210 dias; T2= 120 dias; T3 = 60 dias e T4 = controle)

DIAS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
A 0 0 O 3 6 7 12 18 19 19 20 21 23 23 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
B 0 0 O 0 4 7 15 20 22 26 26 26 27 27 27 27 27 28 28 28 28 28 28 28 28 28 29 29 29 29
2 CcC 0 o0 o0 0 0 6 15 20 21 24 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 26 26 26 26 26 26 26 26
= D 0 0 O 2 4 6 18 26 28 36 36 36 36 37 37 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 39 39 39
E 0 0 O 1 8 11 17 20 23 23 23 23 25 27 27 27 27 28 28 28 28 28 28 28 28 28 28 28 28 28

/ 0 0 O 12 44 74 154 208 226 256 26 26,2 272 278 28 282 282 286 286 286 286 286 288 288 288 288 29 292 292 292
A 0 0 O 0 0 2 11 22 28 33 33 34 35 36 38 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39
B 0 0 O 1 5 9 17 19 24 30 31 31 31 32 32 32 32 32 33 34 34 34 34 34 34 34 34 34 34 34
 €C 0 0 o0 0 3 7 22 28 34 36 36 36 36 36 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37
F D 0O 0 0 4 9 16 21 22 26 29 32 32 34 35 3% 137 37 37 38 38 38 38 138 38 38 38 38 38 38 38
E 0 0O O 3 7 12 20 26 26 26 27 27 27 28 28 28 28 28 28 28 28 28 28 28 28 28 28 28 28 28

/_ 0 0O O 16 48 92 182 234 276 308 318 32 326 334 34 346 346 346 35 352 352 352 352 352 352 352 352 352 352 352
A 0 0 O 0 1 3 6 8 9 10 11 11 12 15 15 15 15 16 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17
B 0 0 O 2 4 6 7 9 11 15 16 17 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19
o c 0 0 o0 0 2 3 5 6 6 7 7 7 7 8 8 12 12 13 13 13 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14
F D o o0 o 2 4 7 10 11 11 12 13 13 14 15 16 16 16 17 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 19 19
E 0 0O O 2 7 8 11 12 12 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13 113 13 13 13 13 13 13 13

/ 0 0O O 12 36 54 78 92 98 114 12 122 13 14 142 15 15 156 16 16 16,2 16,2 162 16,2 16,2 162 16,2 16,2 16,2 16,2
A 0 0 O 0 1 6 20 27 31 32 32 32 33 33 33 33 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32
B 0 0 O 0 5 11 21 26 30 33 34 36 37 40 40 41 41 42 42 42 42 42 42 42 42 42 42 42 42 42
o C 0 0 O 0 0 6 16 23 25 27 27 30 33 36 37 38 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39
- D 0 0 O 0 0 4 14 15 18 27 28 28 29 30 31 31 33 33 33 33 33 33 33 33 33 33 33 33 33 33
E 0 O O 2 3 18 19 24 28 34 39 40 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43 43

/ 0 0O O 04 18 66 178 22 256 294 31 33 344 364 368 372 376 378 378 378 378 378 378 378 378 378 378 378 378 378

t+ Mortalidade de uma plantula
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Anexo 2: Numero de sementes germinadas (NG) e velocidade de germinacédo (VG) diarios e indice de
velocidade de germinagao (IVG) diarios e totais para os tratamentos com solo contaminado

60, 120 e 210 dias antes do plantio (T210, T120 e T60) e solo ndo contaminado (TO).

T210 T120 T60 TO
DIAS NG VG VG NG VG IVG NG VG IVG NG VG IVG

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

4 6 1,5 1,5 8 2 2 6 1,5 1,5 2 0,5 0,5
5 16 3,2 4,7 16 3,2 5,2 12 24 3,9 7 1,4 1,9

6 15 2,5 7,2 22 3,6667 8,8667 9 1,5 54 24 4 59
7 40 5,7143 12914 45 16,4286 15295 12 1,7143 7,1143 56 8 13,9
8 27 3375 16,280 26 3,25 18,5645 7 0,875 79893 21 2,625 16,525
9 9 1 17,289 21 2,3333 20,879 3 0,3333 8,3226 18 2 18,5625
10 15 1,5 18,789 16 16 22479 8 0,8 91226 19 1,9 20,425
11 2 10,1818 18971 5 04545 22933 3 0,2727 9,3953 8 0,7273 21,152
12 1 0,0833 19,054 1 0,0833 23,016 1 0,0833 9,4787 10 0,8333 21,986
13 5 10,3846 19,439 3 0,2308 23,247 4 03077 9,7864 7 0,5385 22,524
14 3 0,2143 19,653 4 0,2857 23,533 5 0,3571 10,144 10 0,7143 23,238
15 1 00667 19,72 3 02 23,733 1 0,0667 10,21 2 0,1333 23,372
16 1 00625 19,783 2 0,125 23,858 4 025 10,46 2 0,125 23,497
17 0 0 19,783 10,0588 23,917 O 0 1046 2 0,1176 23,614
18 2 01111 19,894 O 0 23917 3 0,1667 10,627 1 0,0556 23,67
19 0 0 19,894 2 0,1053 24,022 2 0,053 10,732 O 0 23,67
20 0 0 19,894 1 0,05 24,072 O 0 10,732 O 0 23,67
21 0 0 19,894 0 0 24,072 1 00476 10,78 O 0 23,67
22 0 0 19,894 0 0 24,072 O 0 10,78 0 0 23,67
23 1 0,0435 19,937 O 0 24,072 O 0 10,78 O 0 23,67
24 0 0 19,937 0 0 24,072 O 0 10,78 0 0 23,67
25 0 0 19,937 0 0 24,072 O 0 10,78 0 0 23,67
26 0 0 19,937 0 0 24,072 O 0 10,78 0 0 23,67
27 1 0,037 19,974 O 0 24,072 O 0 10,78 0 0 23,67
28 10,0357 20,01 0 0 24,072 O 0 10,78 O 0 23,67
29 0 0 20,01 0 0 24,072 1 0,0345 10,814 O 0 23,67
30 0 0 20,01 0 0 24,072 O 0 10,814 0 0 23,67
VG 20,01 24,072 10,814 23,67
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Anexo 3: Dados mensurados para analise morfoldgica dos tratamentos com solo contaminado 210
dias e 120 dias antes do plantio (T210 e T120), onde: PF= peso fresco da plantula (g); PS=
peso seco da plantula (g); D= didmetro do hipocétilo (mm); H= comprimento da parte aérea

(cm); R= comprimento da raiz (cm); AFe= area foliar do primeiro eofilo (cm2); PSe=

seco do primeiro eofilo (g); e AEFe= area especifica foliar do eofilo (cmzlg).

peso

T210

T120

PF

PS

D

H

R

AFe

PSe

AEFe

PF

PS

D

H

R

AFe

PSe

AEFe

AMOSTRAS

© O N O g~ O N -

N N N N NN = a4 A4 a4 a4 a4 a4
a A W N 2 O © 0 N O g » O N =~ O

0,1487
0,1813
0,2125
0,1901
0,2216
0,1547
0,2038
0,1933
0,1953

0,186
0,1938
0,1859
0,2224
0,2003
0,2122
0,1904
0,2046
0,1653
0,1755
0,2519
0,1937
0,1702
0,1649
0,1537
0,1897

0,0396
0,0415
0,0541
0,0442
0,047
0,0369
0,0496
0,0382
0,0472
0,0482
0,0468
0,0435
0,0446
0,0438
0,0479
0,041
0,0497
0,0425
0,042
0,0217
0,05
0,0395
0,0332
0,0349
0,0419

1,08
1,38
1,06
1,28
1,22
1.1
1.2
1,28
1,08
1,18
1,24
1,2
1,22
1,18
1,36
1.3
1,06
1,14
1,14
1,32
1,22
1,18
1,02
1,36
1,16

4,872
5,156
5,762
5,184
5,402
4,004
5,664
6,406
4,348
4,47
4,972
5,344
4,776
4,698
4,68
5,172
5,648
4,76
4,28
5,168
5,158
5,752
5,286
4,684
5,61

6,9
6,6
2,7
8,2
54
6,8
9,1
4,7
1"

8,8
7,6
9,9
4,8
4,4
7.1
6,6
6,9
5,9
5,6
12
71
7,3
6,9
9,7
10

0,8518
1,1184
1,2028
0,8874
1,2839
0,9463
1,2883
1,3694
1,0662
0,8618
1,4294
1,2106
1,4849
1,2683
1,1617
1,1684
0,9551
1,1228
1,1184
1,3861
1,2828
1,0606
1,3894
1,0751
1,0962

0,0032
0,0039
0,0049
0,0036
0,0046
0,0029
0,005
0,0045
0,0046
0,0036
0,005
0,0035
0,0055
0,0049
0,0047
0,0041
0,0035
0,0038
0,0038
0,0053
0,0052
0,0036
0,0037
0,003
0,0041

266,2023
286,7684
245,4702
246,4964
279,1042
326,2932
257,6644
304,3105
231,782
239,4008
285,8742
345,8795
269,9822
258,843
247,1725
284,9694
272,8958
295,484
294,3149
261,5201
246,6863
294,6234
375,5104
358,3608
267,362

0,1971
0,1786
0,2065
0,2353
0,2208
0,2129
0,1996
0,1809
0,1728
0,2169
0,1844
0,1776
0,2257
0,192
0,2582
0,201
0,1598
0,1605
0,2097
0,1987
0,193
0,1948
0,1817
0,1859
0,1918

0,0439
0,0408
0,0408
0,0507
0,0483
0,0449
0,0491

0,043
0,0392
0,0532
0,0406
0,0381
0,0504
0,0457
0,0551
0,0448
0,0321
0,0387
0,0464
0,0437
0,0385
0,0423
0,0443
0,0393
0,0334

1,06
0,26
0,18
0,38
11
1,02
1,18
1,26
1,12
1,22
1,32
1,24
1,2
1,06
1,34
1,16
1,08
1,18
1,52
1,28
1,12
1,04
1.1
1,04
1,04

4,726
5,058
5,192
6,864
5,514
5,67
4,834
5,628
4,852
5,984
5,588
5,852
6,354
5,266
5,472
5,954
475
5,272
5,48
4,572
6,912
5,622
5,46
5,382
5,554

5,9
8
12,6
8,8
9,3
14,5
57
7,2
6,9
10,8
4,3
6,1
6,2
7,4
7.2
6,7
75
1"
9,2
5,6
6,5
7,3
75
8,2
6,9

0,7852
1,4172
1,0706
1,4438
1,6559
1,2839
0,8296
1,1817
0,9351
1,6804
0,9063
1,5804
2,0613
1,0984
1,245
1,0007
1,8536
1,1184
1,0851
1,1795
1,5937
0,9685
1,2106
1,4083
1,5293

0,0032
0,0048
0,0037
0,0043
0,0048
0,0047
0,0036
0,0039
0,0029
0,0067
0,0037
0,0047

0,007
0,0044
0,0042
0,0035
0,0051
0,0039
0,0042
0,0046
0,0046
0,0034
0,0039
0,0038
0,0045

245,3781
295,2404
289,3621
335,7695

344,987
273,1658
230,4541
303,0005
322,4634
250,8017
244,9372
336,2586
294,4736
249,6376
296,4304
285,9059
363,4566
286,7684
258,3519
256,4089
346,4659
284,8419
310,4047
370,5971
339,8504
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Anexo 4: Dados mensurados para analise morfolégica dos tratamentos com solo contaminado 60 dias
antes do plantio (T60) e solo ndo contaminado (T0), onde: PF= peso fresco da plantula (g);
PS= peso seco da plantula (g); D= didametro do hipocotilo (mm); H= comprimento da parte
aérea (cm); R= comprimento da raiz (cm); AFe= area foliar do primeiro eofilo (cmz); PSe=
peso seco do eofilo (g); e AEFe= area especifica foliar do eofilo (cmz/g).

T60

TO

PF

PS

D

H

R

AFe

PSe

AEFe

PF

PS

H

R

AFe

PSe

AEFe

AMOSTRAS

24
25

0,1787
0,1637
0,2104
0,1769
0,1837
0,1567
0,2238
0,1737
0,182
0,1427
0,1965
0,1813
0,224
0,1864
0,1388
0,1725
0,1644
0,1689
0,1352
0,211
0,202
0,1713
0,156
,0,1928
0,1704

0,0428
0,0382
0,0416
0,0475
0,0419
0,0354
0,0533
0,0388
0,0439
0,0379
0,0449
0,0349
0,0494
0,0407
0,0388
0,0373
0,034

0,033

0,0292
0,048

0,0519
0,0378
0,0302
0,0427
0,0418

1,18
1,54
1,24
1.1
1,22
1,12
1,42
1,28
1.4
1.1
1,3
1,18
1,24
1,12
1.1
1,22
1,24
1,16
1,18
1,26
1,04

1,26
1,18
1.1

3,908
3,056
4,708
5,14
3,706
4,32
4,588
4,236
3,806
3,468
4,302
3,78
5,026
4,052
4,216
3,854
4,226
4,104
3,432
4,972
5,744
4,498
2,962
4,884
4,41

5,9
54
6,3
4.1
5,1
57
57
5,9
4,7
53

3,8
7,6
5,7

8,6
6,6
7,5
6,7
78
6,8
5,5
5,6
6,2
6,3

0,5064
0,3643
1,0484
1,0562
0,7574
0,8785
1,0218
0,7841
0,8241
0,1733
0,823
0,4842
1,3061
0,7674
0,612
0,9662
1,1995
0,3021
0,4531
0,8841
1,2761
0,8885
0,281

1,0073
0,8996

0,0022
0,001
0,0029
0,0037
0,0033
0,0026
0,0046
0,0028
0,0032
0,0008
0,0029
0,0022
0,0043
0,0025
0,0019
0,0026
0,0039
0,0013
0,0014
0,0026
0,0043
0,0025
0,0008
0,0039
0,0032

230,2017
364,2841
361,5267
285,4599
229,5286
337,8855
222,1245
280,0355
257,5255
216,5713
283,7831
220,1051
303,7423
306,976

322,0805
371,6313
307,5569
232,3764
323,6671
340,0213
296,7686
355,3991
351,2343
258,2909
281,1263

0,2128
0,2489
0,2622
0,2714
0,3077
0,3187
0,2451
0,3317
0,2801
0,2417
0,2725
0,2725
0,3011
0,2644
0,229

0,297

0,2545
0,2468
0,278

0,2036
0,3214
0,2525
0,2654
0,3078
0,2702

0,0417
0,0679
0,0521
0,0626
0,0563
0,0584
0,0494
0,0681
0,0672
0,0523
0,0531
0,0547
0,0616
0,0607
0,0474
0,0552
0,0575
0,0573
0,0481
0,0733
0,0614
0,0513
0,0537
0,0539
0,0522

1,2
1,38
1,14
1,18
1,3
1,5
1,36
1,5
1,46
1,32
1,1
1,38
1,44
1,54
1,18
1,2
1,44
1,28
1,14
1,34
1,32
1,38
1,3
1,38
1,36

6,026
6,984
7,322
7,368
7,212
6,5
6,226
5,972
7,896
7,316
6,244
6,616
5,292
5,712
6,596
7,804
6,774
8,052
6,47
8,94
7,528
7,32
6,172
5,986
7,298

1,3
14,5
11,8
13,6
12,4
12,9
9,7

12,3
1,5
11,8
13,5
12,9

13,3
14,6
12,8
7.1
13,8
14,4
11,6
14,7
13,6
1"
13,9
14,6

2,4056
2,0691
1,9169
2,2879
1,8914
2,2868
1,787
1,345
2,5122
1,8981
1,3816
1,8703
1,8892
2,0746
2,0036
2,5855
2,2179
1,6282
1,3927
3,504
1,847
1,9503
1,6548
1,9114
2,0502

0,006
0,0075
0,0057
0,0076
0,0057
0,0076
0,0064
0,0042
0,0075
0,0057
0,0047

0,007
0,0063
0,0064
0,0059
0,0072

0,008
0,0056
0,0055
0,0128
0,0051
0,0064
0,0064
0,0055
0,0069

400,9346
275,8786
336,3042
301,0371
331,8228
300,891
279,2174
320,2294
334,9637
332,9918
293,9604
267,184
299,868
324,1629
339,5869
359,1012
277,2391
290,745
253,2219
273,751
362,15
304,727
258,5667
347,5238
297,1317




Anexo 5: Dados mensurados para analise anatdmica em todos os tratamentos, onde DT = didmetro total da raiz, RC = raio do coértex, e DC =

didmetro do cilindro central.

Amostra Tratamento TO Tratamento T210 Tratamento T120 Tratamento T60
DT (um) RC (um) DC (um) DT (um) EC (pm) DC (um) DT (um) EC (um) DC (um) DT (um) EC (um) DC (um)

1 688.9 187.32 215.8 830 282.2 249 920 323.7 290.5 1020 323.7 340.3
2 763.6 240.7 215.8 960 398.4 232.4 8134 249 240.7 763.6 232.4 273.9
3 664 207.5 215.8 1200 415 3154 672.3 199.2 249 672.3 207.5 232.4
4 605.9 182.86 207.5 1160 398.4 3071 771.9 249 249 980 332 3154
5 539.5 173.94 182.86 796.8 215.8 232.4 730.4 240.7 232.4 840 273.9 273.9
6 688.9 249 207.5 805.1 249 232.4 840 290.5 257.3 920 323.7 273.9
7 630.8 214.08 223 840 249 290.5 755.3 224 .1 265.6 880 273.9 290.5
8 605.9 216.31 196.24 647.4 207.5 290.5 840 265.6 282.2 980 348.6 3154
9 655.7 224 .1 209.62 7304 207.5 249 7304 182.6 249 1000 365.2 282.2
10 622.5 191.78 189.55 800 282.2 257.3 771.9 249 249 1040 340.3 332

Média 646.57 208.759 206.367 876.97 290.5 265.6 78456  247.34  256.47 909.59  302.12  292.99
Variancia 3696.331 621.4295 166.0775 31847.04 6858.382 1041.004 4996.505 1680.916 328.3757 14525.84 2758.662 1072.388
DP 60.79746 24.92849 12.8871 178.4574 82.81535 32.2646 70.68596 40.99898 18.12114 120.5232 52.52296 32.74733
Ccv 9.403075 11.94128 6.244751 20.34932 28.50787 12.14782 9.009631 16.57596 7.065598 13.25028 17.3848 11.17694
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