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1. Resumo

Nas Ultimas décadas tém ocorrido varios acidentes com petroleo e seus derivados,
contaminando extensas areas do planeta. A biorremediacdo € uma das técnicas empregadas
para minimizar os efeitos danosos do contaminante e facilitar a recomposicdo da vegetacao
natural. Apesar de ser amplamente utilizado, pouco se sabe sobre o efeito do solo
biorremediado na germinacao e desenvolvimento de plantas. Deste modo, o presente estudo
tem como objetivo analisar o efeito do solo contaminado por petrdleo e do solo
biorremediado na germinagdo, no desenvolvimento e na morfoanatomia de Mimosa
pilulifera Bentham. O experimento foi realizado com solo proveniente da &rea da
REPAR/PETROBRAS, municipio de Araucéria-PR, que foi contaminada por petrdleo, e
parte desta area vem sendo biorremediada com microorganismos. O experimento constou de
trés tratamentos: solo contaminado com petréleo (SC) - TPH = 13.651 mg kg™; solo
biorremediado (SB) - TPH = 2.004 mg kg™ e solo ndo contaminado (SNC) - TPH= 1.354 mg
kg™®, que foram montados em bandejas, mantidas em estufa com nebulizacdo. Para cada
tratamento foram feitas cinco repeticbes com 50 sementes cada. ApOs a semeadura, O
experimento foi monitorado diariamente para avaliar a porcentagem e a velocidade de
germinacdo. Para a andlise do desenvolvimento, plantas apos 30, 60 e 90 dias da semeadura
tiveram suas raizes, parte aérea e eofilo mensurados e pesados. Para a avaliacdo anatémica
foram coletadas e fixadas amostras de raiz, hipocétilo, cotilédone e eofilo das plantulas apds
30 dias da semeadura. Estas foram processadas para microscopia foténica e eletronica de
varredura. A porcentagem de germinacao, indice de velocidade de germinacdo e biomassa
radicular ndo diferiram estatisticamente entre os tratamentos. Por outro lado, a biomassa
aerea do SC foi estatisticamente menor em relacdo aos demais tratamentos, apdés 30 e 90
dias. O comprimento aéreo foi menor no SC, apo6s 30, 60 e 90 dias e no SB foi menor
somente apds 90 dias. Apds 30 dias da semeadura, a biomassa e a area foliar do eofilo foram
significativamente menores no tratamento SC. O comprimento radicular das plantas do
tratamento SC foi menor somente apds 60 dias, e o do tratamento SB foi maior ap6s 30 dias.
Apos 90 dias, ndo foi observada diferenca significativa no comprimento radicial entre os
tratamentos. Anatomicamente, foram observadas reducdo no apice meristematico e maior
quantidade de pélos radiciais nas plantas do tratamento com solo contaminado. O solo
contaminado e solo biorremediado ndo interferiram na germinagdo de Mimosa pilulifera,
mas reduziram o desenvolvimento da planta.

Palavras-chave: hidrocarbonetos, biomassa, plantula.



2. Abstract

In the last few decades some accidents with oil and its derivatives have occurred,
contaminating extensive areas of the planet. The biorremediation is one of the techniques
used to minimize the harmful effect of the contaminant and to facilitate the resetting of the
natural vegetation. Although widely used, little is known on the effect of the bioremediated
ground in the germination and development of plants. For this purpose, the present study
aims to analyse the effect of the oil contaminated ground and the bioremediated ground in
the germination, development and morphoanatomy of Mimosa pilulifera Bentham. The
experiment was carried through with ground proceeding from the area of the
REPAR/PETROBRAS, in Araucaria-PR, that was contaminated by oil and part of this area
is being remediated with microorganisms. The experiment consisted of three treatments:
ground contaminated with oil (SC) - 13,651 TPH = mg kg™; bioremediated ground (SB) -
2,004 TPH = mg kg™ and noncontaminated ground (SNC) - 1,354 TPH= mg kg™, that was
mounted in trays and kept in a greenhouse with nebulization. For each treatment five
repetitions with 50 seeds each had been made. After the sowing, the experiment was
monitored daily to evaluate the percentage and the speed of germination. For the analysis of
the development, plants 30, 60 and 90 days after sowing had their roots, aerial part and
eophyll measured and weighed. For the anatomical evaluation, samples of root, hypocotyl,
cotyledon and eophyl of seedlings 30 days after sowing were collected and fixed. These
were processed for photonic and electronic scanning microscopy. The percentage of
germination, the index of germination speed and the biomass of the roots did not differ
statistically between the treatments. On the other hand, the aerial biomass of the SC was
statistically lesser in relation to the other treatments, after 30 and 90 days. The aerial length
was lesser in the SC, after 30, 60 and 90 days and in the SB it was lesser only after 90 days.
And 30 days after the sowing, the biomass and the foliar area of the eophyll was
significantly lesser in treatment SC. The length of the roots of the plants in treatment SC was
lesser only after 60 days, and in treatment SB it was bigger after 30 days. After 90 days,
significant difference in the length of the roots between the treatments was not observed.
Anatomically, reduction in the meristematic apex and bigger amount of radicular hairs in the
plants of the treatment with contaminated ground were observed. The contaminated ground
and the bioremediated ground did not interfere in the the germination of Mimosa pilulifera,
but it the development of the plant was reduced.

Key words: hydrocarbons, biomass, seedlings.



3. Introducdo Geral

Todos os anos, cerca de 600 mil toneladas de petroleo sdo derramados em acidentes
ou descargas ilegais, com graves consequéncias econémicas e ambientais (AMBICENTER,
2004). Em relacdo aos vazamentos de 6leo no Brasil, os acidentes vém acontecendo ha
muitos anos. Em 1975, cerca de seis milhdes de litros de petréleo contaminaram a baia de
Guanabara. Outro episodio aconteceu em 1983, quando um milhdo e meio de litros de 6leo
vazaram do oleoduto Rio-Santos, atingindo o canal Bertioga e mais 17 praias. Na recente
histdria dos desastres das companhias de petrdleo, o afundamento da P3s, no litoral do Rio de
Janeiro, a maior plataforma flutuante do mundo, lancou em 2001 aproximadamente 1,3
milhGes de litros de petréleo na superficie da agua, intoxicando a fauna e a flora da regiao
(LIBRERIA, 2004). Em 2002, regibes proximas a empresa INGRAX, municipio de Pinhais-
PR, foram contaminadas por 15 mil litros de 6leo (SOUZA FILHO, 2006). Em 2004, o rio
Guaeca, em S&o Sebastido-SP, foi contaminado por 6leo devido ao rompimento de um
oleoduto (SOUZA FILHO, 2006). Apesar de a maioria dos acidentes com petroleo ocorrer
em areas litoraneas, em 2000 houve um grave acidente continental na Refinaria Presidente
Getalio Vargas (REPAR/PETROBRAS), localizada no municipio de Araucéria, Parana
(AMBICENTER, 2004). Esse episddio provocou a contaminacao dos rios Barigli e Iguacu e
do solo, afetando a flora e a fauna da regido. Em grande parte da area contaminada na
REPAR, o petrdleo superficial e a vegetacdo morta foram removidos mecanicamente e desde
entdo o solo vem sendo biorremediado com microorganismos.

O petréleo é constituido por uma grande diversidade de compostos que formam
mistura bastante complexa. Entre os principais componentes do petroleo destacam-se 0s
hidrocarbonetos, que podem atingir até 98% da composicdo (CLARK e BROWN, 1977). O
petréleo é ainda composto por alcanos, cicloalcanos, pequenas quantidades de alcenos,
acidos nafiténicos, enxofre, nitrogénio, oxigénio e menores quantidades de vanadio, niquel,
sodio, célcio, cobre e uranio (BAKER, 1970; POSTHUMA, 1997). Acredita-se que quanto
maior a concentracdo de compostos aromaticos nos derivados de petroleo, maior a
toxicidade em relagdo a planta (BAKER, 1970). Isso acontece porque a viscosidade, a tensdo
superficial do dleo e a solubilidade em relacdo a agua influenciam na quantidade de 6leo que
se propagara e penetrara na planta, determinando o grau da toxicidade (BAKER, 1970).
Moléculas pequenas de hidrocarbonetos apresentam baixa viscosidade e podem penetrar com
maior facilidade nos tecidos vegetais, impedindo a regeneracdo das folhas e das raizes
(BAKER, 1970; PEZESHKI et al., 2000). Por outro lado, moléculas de hidrocarbonetos



grandes apresentam maior viscosidade, com conseqliente menor penetracdo nos tecidos
vegetais (BAKER, 1970). Deste modo, petroleo mais pesado apresenta menor toxicidade as
plantas quando comparado ao petréleo mais leve (DORN et al., 1998).

O impacto causado por derramamento de 6leo é, muitas vezes, dificil de interpretar,
devido a falta de caracterizacdo do local antes do derramamento e da metodologia
empregada para a retirada do 0leo (PEZESHKI et al., 2000). Segundo BAKER (1970) e
PEZESHKI et al. (2000), a estacdo do ano, o tipo de solo e éleo e o tempo que 0s vegetais
ficam expostos ao 6leo interferem nos impactos causados nas plantas. O efeito do éleo em
diferentes estacdes do ano foi registrado por ALEXANDER e WEBB (1984), que
observaram reducdo da biomassa de Spartina alterniflora Loisel somente quando a
contaminacgdo ocorreu durante a estacdo de crescimento. Segundo TAIZ e ZEIGER (1998),
durante a estagé@o de crescimento, as plantas estéo ativas e, desse modo, qualquer interrupg¢ao
nos processos fisiologicos basicos e/ou danos nos tecidos vegetais podem gerar uma reducéo
no crescimento e baixa producgédo de biomassa.

A penetracdo do 6leo no solo esta relacionada com a capacidade de permeabilidade
do contaminante e o tipo de solo (BAKER, 1970; HUGUENIN et al., 1996). Alguns estudos
indicaram que a granulometria e a composicao do solo (areia, argila, silte) influenciam no
grau de degradacéo do petrdleo. Segundo PEZESHKI et al. (2000), a resposta diferencial ao
tipo de substrato esta relacionada a area dos espacos entre os grdos. Dessa forma, substrato
arenoso permite a penetragdo mais rapida e mais profunda do 6leo do que substratos
argilosos (PEZESHKI et al., 2000). Se ocorrer alta permeabilidade, a resisténcia do ambiente
reduzira e havera aumento do efeito toxico (HUGUENIN et al., 1996). Depois que o0 0leo
penetra no solo, a temperatura do solo, especialmente em regides articas e tropicais, pode ser
alterada. O aumento da temperatura, em solo tropical, pode resultar em déficit hidrico e
reducdo no crescimento das plantas (HUGUENIN et al., 1996).

O oleo também pode interferir na disponibilidade de agua, de oxigénio e de
nitrogénio do solo (RANWELL, 1968; COWELL, 1969; BAKER, 1970; De JONG, 1980;
BOSSERT e BARTHA, 1985; HUGUENIN et al., 1996; MARTINEZ e LOPEZ, 2001;
ROY et al., 2003). De acordo com ROY et al. (2003), os hidrocarbonetos presentes no solo
tornam este hidrofébico e hidrorrepelente por décadas, diminuindo a capacidade de retencéo
de dgua. A baixa disponibilidade de 4&gua € uma conseqléncia importante, que pode interferir
na germinacdo e no crescimento das plantas (RACINE, 1994). O 6leo, que cobre a superficie

do solo, também restringe 0o movimento do oxigénio e pode resultar em condicGes



anaerdbicas e degradacdo microbiana lenta, provocando maior persisténcia do 6leo no solo
(HUGUENIN et al., 1996). Também existe interacdo entre o 6leo e o teor de nitrogénio
disponivel no solo, ou seja, com o aumento da contaminacdo pelo 6leo, os niveis de
nitrogénio no solo diminuem, pois, provavelmente, os microorganismos decompositores de
6leo imobilizam esse nutriente (De JONG, 1980).

Hidrocarbonetos de petroleo sdo fontes quase puras de carbono e, durante a
degradacdo microbiana, 0os microorganismos competem com as plantas pelos nutrientes
disponiveis (MERKL et al., 2004). Sendo assim, nas primeiras semanas do crescimento
vegetal, a quantidade de nutrientes e de energia armazenadas na semente pode ter papel
importante na sobrevivéncia e no crescimento da planta (MERKL et al., 2004). Entretanto,
componentes do 6leo também podem penetrar na semente e alterar reagdes metabolicas ou
matar o embrido (BAKER, 1970; ADAM e DUNCAN, 2002; ACHUBA, 2006). Além disso,
0 Oleo pode formar uma camada hidrofébica ao redor da semente, dificultando e/ou
impedindo a absorcdo de agua e oxigénio, que sdo essenciais para a germinacdo (BAKER,
1970; LARCHER, 2000; MERKL et al., 2005). De modo geral, a presenca de petroleo e 6leo
diesel pode gerar baixa germinagéo e baixa velocidade de germinacdo (ADAM e DUNCAN,
2002; BONA e SANTOS, 2003; CHUPAKHINA e MASLENNIKOV, 2004; MENDEZ-
NATERA et al.,, 2004; BARDELLI-DA-SILVA, 2006; REZENDE, 2006). Entretanto,
ADAM e DUNCAN (2002) e REZENDE et al. (2005) nao observaram interferéncia do
contaminante na germinagao.

Plantas sob influéncia de solo contaminado por petroleo e seus derivados podem
apresentar tendéncia a desenvolver caracteristicas xeromorficas (SANTOS et al., 2004;
SILVA et al., 2004; GARCIA et al., 2004; MARANHO, 2004; MARANHO et al., 2006).
Nas raizes de plantas em solo contaminado por petréleo e 6leo diesel foi observada maior
ramificagdo (ADAM e DUNCAN, 1999; OLIVEIRA, 2004; MAYER et al., 2005), maior
area de espacos intercelulares (BARDELLI-DA-SILVA, 2006 e REZENDE, 2006), o que
pode demonstrar falta de oxigénio e ainda diminui¢cdo do comprimento (MERKL et al.,
2005). Também foram detectados, nas plantas em solo contaminado por petréleo, diminuicéo
do didmetro e comprimento das traqueides (MARANHO, 2004) e menor comprimento e
didmetro dos elementos de vaso (GARCIA et al., 2004 e RODRIGUES, 2005). Em folhas,
foi relatada diminuicdo da area foliar (SILVA et al., 2004; OLIVEIRA, 2004; MARANHO
et al.,, 2006; BARDELLI-DA-SILVA, 2006 e REZENDE, 2006), aumento do indice
estomatico e da espessura da cuticula (MARANHO et al., 2006).



A diminuicdo no desenvolvimento e a baixa producdo de biomassa, de plantas em
solo contaminado por petréleo e seus derivados, foram registradas por ADAM e DUNCAN
(1999), CHUPAKHINA e MASLENNIKOV (2004), GALLEGOS MARTINEZ et al.,
(2000), MERKL et al. (2004), BARDELLI-DA-SILVA (2006), REZENDE (2006) e
WHITE et al., (2006). A inibi¢do do crescimento e da biomassa das plantas pode ser causada
pela absorcdo de pequenas moléculas tdxicas do petroleo (BOSSERT e BARTHA, 1985)
que podem alterar a integridade da membrana plasmatica das células (BAKER, 1970; REIS,
1996), e/ou estresse hidrico (TAIZ e ZEIGER, 1998; PENA-CASTRO, 2006). Segundo
ALKIO et al. (2005), a absorcdo de fenantreno pela planta pode ocasionar redugdo do
crescimento das raizes, inibicdo do desenvolvimento de pélos radiciais, diminuicdo do
tamanho e do nimero de folhas, deformacdo dos tricomas e necrose foliar.

A biorremediagdo é definida como o uso de organismos vivos para remover
poluentes ambientais do solo, 4gua e ar (PANDEY et al., 2000; COLLIN, 2001). Segundo
MERKL et al. (2004), a biorremediacdo, em geral, é uma tecnologia promissora para 0s
tropicos devido ao fato de as condicdes climaticas favorecerem o aumento da atividade
microbiana. DORN e SALANITRO (2000) demonstraram reducdo na toxicidade de solos
contaminados com petréleo que foram biorremediados. Segundo os autores, a diminuicdo da
toxicidade facilitou a colonizagéo de invertebrados e a reintroducédo das plantas. GOGOSZ et
al. (2006) relataram que o processo de biorremediacdo reduziu os efeitos do solo
contaminado com petr6leo sobre o desenvolvimento de Campomanesia xanthocarpa. O.
Berg. BAEK et al. (2004) detectaram menor interferéncia no crescimento de Zea mays L. e
Phaseolus nipponensis Ohwi do solo biorremediado quando comparado com o solo
contaminado por 6leo cru.

Dentre as muitas espécies utilizadas para revegetar areas contaminadas com petréleo,
as Fabaceae (Leguminosae) sdo consideradas as mais adequadas, devido a interacdo com
microorganismos fixadores de nitrogénio (GUDIN e SYRATT, 1975; MERKL et al., 2005).
Espécies dessa familia sdo freqlientemente utilizadas no processo de recuperacao de solo
contaminado com petroleo e seus derivados (ADAM e DUNCAN, 2002), sendo encontradas
em solo contaminado da Europa (GUDIN e SYRATT, 1975). Mimosa pilulifera Bentham
pertence a familia Fabaceae (Leguminosae) (APG IlI, 2003) e é conhecida popularmente
como bracatinga-de-arapoti (FOWLER e CARPANEZZI, 1998). Esta espécie caracteriza-se
por ser um arbusto de até cinco m de altura e apresentar copa densa, a qual cobre
rapidamente o solo (FOWLER e CARPANEZZI, 1998) (Fig. 1 e 2). Mimosa pilulifera



coloniza terrenos Umidos, rasos e muito alterados mecanicamente. Ocorre de Minas Gerais
até o Rio Grande do Sul e regides adjuntas do Uruguai e Argentina (BARNEBY, 1991).

As plantas sdo bons indicadores da qualidade do ambiente (LARCHER, 2000) e ha
poucas informagBes do efeito de solos contaminados e solos biorremediados sobre espécies
nativas do Brasil. Desse modo, o presente estudo tem como objetivo analisar a germinacéo, o
crescimento e a estrutura morfoanatdémica das plantulas de Mimosa pilulifera crescendo em

solo contaminado com petrdleo e solo biorremediado.

1

Figuras 1e 2: Mimosa pilulifera Benta. 1: Vista geral; 2: Detalhe de ramos floridos.

3. Material e Métodos

3.1. Apresentacgéo da dissertacéo

Os resultados serdo apresentados em forma de capitulo, cada capitulo sendo um
artigo, que estd organizado de acordo com as normas da revista a qual serd submetido. O
capitulo 1, ‘Germinacdo e desenvolvimento de Mimosa pilulifera Bentham (Leguminosae)
em solo contaminado por petréleo e solo biorremediado’, estd de acordo com as normas da
revista inglesa Chemosphere (anexo 1), ISSN: 0045-6535, com fator de impacto de 2,297. O
capitulo 11, “Estrutura das plantulas de Mimosa pilulifera Bentham (Leguminosae) crescendo
em solo contaminado com petréleo e solo biorremediado’, esta de acordo com as normas da
revista Rodriguésia (anexo I1), ISSN: 0370-6583. A revista é brasileira e esta classificada
como Qualis A. Dessa forma, o item material e métodos, que aqui segue, esta descrito de

maneira sucinta, pois os detalhes estdo inseridos nos materiais e métodos dos capitulos.



3.2.Experimento

O solo foi coletado na Refinaria Presidente Getulio Vargas, REPAR/PETROBRAS,
localizada no Municipio de Araucaria-Parana. Essa area, onde se encontram remanescentes
da Floresta Ombroéfila Mista, em 2000 foi contaminada por quatro milhdes de litros de
petréleo (Fig. 3). Apos a contaminacgdo do solo na REPAR, o excesso de petrdleo foi retirado
mecanicamente, sendo que algumas areas ficaram isoladas e nao sofreram intervencéo (Fig.
4 e 5). Na maior parte do local, o petréleo superficial e a vegetacdo morta foram removidos
mecanicamente e desde entdo o solo vem sendo biorremediado com microorganismos (Fig.
6). Para a montagem do experimento foi coletado solo da area da REPAR (Fig. 7, 8 e 9),
apos cinco anos da contaminagdo em areas proximas, cerca de cinco metros uma da outra. A
coleta do solo contaminado foi realizada na area que ndo sofreu intervencdo, o solo
biorremediado foi coletado na &rea onde a vegetacdo foi retirada e aplicada a técnica de
biorremediag&o e o solo ndo contaminado, em uma &rea recoberta pela vegetacéo nativa (Fig.
8). O solo foi peneirado, homogeneizado e distribuido em bandejas pléasticas (Fig. 9). O teor
de hidrocarbonetos totais do petroleo (TPH) foi determinado pelo LACTEC (Instituto de
Tecnologia para o Desenvolvimento).

O experimento teve um delineamento inteiramente casualizado com trés tratamentos
e cinco repeticdes (bandejas), sendo que cada repeticdo possuia 50 sementes. O experimento
ficou em casa de vegetacdo com nebulizacdo intermitente (Fig. 10), no Departamento de
Botanica da UFPR, onde a temperatura variou de 9,6°C a 33,2°C.

Para a obtencdo dos dados sobre a germinacdo foram calculados a porcentagem de
germinacdo (%G) e o indice de velocidade de germinacdo (IVG). Para a mensuragdo das
variaveis morfoldgicas e a analise do desenvolvimento das plantulas, foram coletados seis
exemplares de cada repeticdo ap6s 30, 60 e 90 dias da semeadura. A morfologia das
plantulas foi descrita de acordo com SOUZA (2003). Para as analises morfoanatdmicas, as
plantulas foram coletadas 30 dias ap0s a semeadura, fixadas e processadas de acordo com
técnicas convencionais para microscopia fotdnica e eletrdnica.

A analise dos dados obtidos foi realizada através do programa MSTAT-C®.
Inicialmente foi realizada analise de variancia dos tratamentos, pelo teste de Bartlett, para
verificar a homogeneidade. As variaveis homogéneas tiveram as médias dos tratamentos
testadas pelo teste de F. Quando as médias apresentavam diferenca estatistica entre 0s
tratamentos, elas foram comparadas pelo teste de Tukey a um nivel de significancia de 5%.
Para a confec¢do dos graficos, utilizou-se o programa Excel 2003 para Windows XP.
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Figura 3: Imagem via satélite do petrdleo invadindo o rio Barigiii. 4: Area que foi isolada
para a ndo-intervencéo. 5: Detalhe do solo contaminado por petréleo. 6: Area biorremediada.
7: Coleta do solo. 8: Coleta do solo ndo contaminado. 9: Bandejas com solo. 10:
Experimento montado em estufa.



Capitulo |

GERMINACAO E DESENVOLVIMENTO DE Mimosa pilulifera
Bentham (LEGUMINOSAE) EM SOLO CONTAMINADO POR
PETROLEO E SOLO BIORREMEDIADO



RESUMO

Germinacdo e desenvolvimento de Mimosa pilulifera Bentham, (Leguminosae) em solo
contaminado por petrdleo e solo biorremediado.

A contaminacdo de ambientes por petréleo e seus derivados vem acontecendo ha déecadas. A
biorremediacdo é uma técnica que visa remover o contaminante através de organismos vivos.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do solo contaminado por petréleo e do solo
biorremediado na germinacdo e desenvolvimento de Mimosa pilulifera Bentham
(Fabaceae/Leguminosae). O experimento foi realizado com solo proveniente da area da
REPAR/PETROBRAS, municipio de Araucéria-PR, Brasil, que em 2000 foi contaminado
por petroleo, e parte da area vem sendo biorremediada com microorganismos. Em casa de
vegetacdo, foram montados trés tratamentos (solo contaminado com petr6leo-SC, solo
biorremediado-SB e solo ndo contaminado-SNC), com cinco repeticbes. Avaliaram-se a
porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de germinagdo, biomassa e area foliar dos
eofilos, biomassa e comprimento da parte aérea e da raiz, apos 30, 60 e 90 dias da
semeadura. A porcentagem e velocidade de germinagdo nédo diferiram estatisticamente entre
os tratamentos. A biomassa e a area foliar do eofilo foram menores em solo contaminado por
petroleo. O comprimento e a biomassa aérea foram menores apds 30, 60 e 90 dias nas
plantas do tratamento com solo contaminado, enquanto que no solo biorremediado foram
menores ap0s 90 dias da semeadura. O comprimento radicial das plantas em solo
contaminado foi menor apds 60 dias, enquanto que no solo biorremediado foi maior apds 30
dias e igual ap6s 60 e 90 dias. A biomassa radicial foi igual em todos os tratamentos. A
germinacdo das sementes ndo foi afetada pelo solo contaminado nem pelo solo
biorremediado. Por outro lado, o desenvolvimento das plantulas foi mais afetado pelo solo
contaminado do que pelo solo biorremediado.

Palavras-chave: biomassa, hidrocarbonetos, hipocétilo, plantula, raiz.



ABSTRACT

Germination and development of Mimosa pilulifera Bentham (Leguminosae) in ground
contaminated by oil and bioremediated ground.

The environmental contamination by oil and its derivatives has been happening for decades.
The bioremediation is a technique that aims to remove the contaminant through living
organisms. The objective of this work was to evaluate the effect of the ground contaminated
by oil and the bioremediated ground in the germination and development of Mimosa
pilulifera Bentham (Fabaceae/Leguminosae). The experiment was carried through with
ground proceeding from the area of the REPAR/PETROBRAS, in Araucéria-PR, Brazil,
which in 2000 was contaminated by oil and part of the area is being bioremediated with
microorganisms. In a vegetation house, three treatments were mounted (petroleum
contamitated soil-SC, bioremediated soil -SB and noncontaminated soil -SNC), with five
repetitions. The percentage of germination, the index of germination speed, the biomass and
the foliar area of the eophylls, the biomass and the length of the aerial part and of the root
were evaluated 30, 60 and 90 days after sowing. The percentage and the speed of
germination did not differ statistically in the treatments. The biomass and the foliar area of
the eophyll were lesser in ground contaminated by oil. The length and the aerial biomass
were lesser in the plants of the treatment with contaminated ground after 30, 60 and 90 days,
whereas in the bioremediated ground, after 90 days were lesser. The length to the roots of the
plants in contaminated ground was lesser after 60 days, whereas in the bioremediated
ground it was bigger 30 days and equal after 60 and 90 days. The biomass of the roots was
equal in all treatments. The germination of the seeds was not affected by the contaminated
nor by the nocontaminated ground. On the other hand, the development of seedlings was
more affected by the contaminated ground than on the bioremediated ground.

Key words: biomass, hydrocarbons, hipocotyl, seedling, root.
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1. Introducéo

A demanda da exploracdo de petréleo e de seus derivados aumenta
concomitantemente ao desenvolvimento da sociedade. Isso acarreta um maior nimero de
acidentes ambientais, 0s quais contaminam extensas areas do planeta (Hutchinson et al.,
2001). Apesar de a maioria dos acidentes com petroleo ocorrer em areas litoraneas, em 2000
ocorreu um grave acidente continental na Refinaria Presidente Getllio Vargas
(REPAR/PETROBRAS), localizada no municipio de Araucéria, Parana, Brasil. Apds um
ano e meio da contaminacao, parte da area vem sendo biorremediada com microorganismos.

A biorremediacdo é uma técnica desenvolvida para remocdo de contaminantes do
solo, ar e agua, por meio de organismos vivos (Pandey et al., 2000; Collin, 2001). Os
microorganismos degradam hidrocarbonetos e utilizam o carbono como fonte de energia
para seu crescimento (Merkl et al., 2004). Essa técnica pode ser efetiva no tratamento de
solos contaminados com hidrocarbonetos de petrdleo (Al-Zalzaleh e Shabbir, 2004),
principalmente nas regides tropicais, em razdo de as condi¢Bes climaticas favorecerem o
aumento da atividade microbiana (Merkl et al., 2004). Alguns estudos confirmam a
diminuicdo da toxicidade do solo contaminado por petréleo depois de biorremediado (Dorn e
Salanitro, 2000; Baek et al., 2004).

Os efeitos do solo contaminado por petréleo e seus derivados nas plantas variam
muito de acordo com a concentracdo do petroleo, o tempo de exposi¢do ao contaminante e a
espécie vegetal (Baker, 1970; Kinako, 1981; Webb, 1994; Lin e Mendelssohn, 1996; Dorn e
Salanitro, 2000; Pezeshki et al., 2000; Adam e Duncan, 2002; Baek et al., 2004; Merkl et al.,
2004; Merkl et al., 2005; Rezende, 2006; Bardelli-da-Silva, 2006; Santos, 2006). De maneira
geral, o solo contaminado por petréleo ou seus derivados tem efeito negativo na germinacao
de sementes (Adam e Duncan, 2002; Méndez-Natera et al., 2004; Rezende, 2006; Bardelli-

da-Silva, 2006; Achuba, 2006). A interferéncia negativa do solo contaminado na germinagao
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pode ser ocasionada pelo efeito toxico do petrdleo, que pode inibir as atividades da amilase e
amido fosforilase e, desse modo, afetar a assimilagdo do amido (Achuba, 2006), ou por
condicOes desfavoraveis do solo (Racine, 1994; Merkl et al., 2004). Algumas espécies de
gramineas apresentam tegumento seminal resistente a penetracdo do 6leo diesel, fazendo
com que a contaminagédo do solo ndo interfira no processo de germinacdo (Adam e Duncan,
2002).

A maioria das pesquisas relata diminui¢do do crescimento e da producédo de biomassa
de plantas em solo com petréleo (Kinako, 1981; Chaineau et al., 1997; Li et al., 1997; Adam
e Duncan, 2002; Chupakhina e Maslennikov, 2004; Merkl et al., 2004; Merkl et al., 2005). A
absorcdo de moléculas toxicas do petrdleo por plantas em solo contaminado (Bossert e
Bartha, 1985) pode modificar a permeabilidade e a estrutura da membrana citoplasmatica
(Pefa-Castro et al., 2006). A perda da capacidade seletiva da membrana impede a planta de
absorver agua, causando estresse hidrico (Taiz e Zeiger, 1998). Entretanto, a presenca de
petréleo no solo pode estimular o crescimento e a producdo de biomassa de algumas espécies
de plantas (Merkl et al., 2004), uma vez que 0 estresse causado pelo petréleo pode estimular
a sintese de substancias reguladoras de crescimento (Baker, 1970).

Além dos efeitos diretos do petréleo nas plantas, o petroleo também altera as
propriedades do solo, tendo como consequéncia a reducdo da disponibilidade de agua,
nutrientes e oxigénio (Ranwell, 1968; Cowell, 1969; Baker, 1970; De Jong, 1980; Bossert e
Bartha, 1985; Pezeshki et al., 2000; Martinez e Lopez, 2001). Os compostos organicos
polares, presentes no petrdleo, sdo os provaveis responsaveis pela hidrorrepeléncia dos solos
contaminados (Morley et al., 2005). Os microorganismos e as plantas competem pelos
nutrientes disponiveis no solo (Dindal, 1990) e em solos contaminados com hidrocarbonetos,
a populacdo de microorganismos aumenta, com consequente redugdo na disponibilidade de

nutrientes para as plantas (De Jong, 1980; Merkl et al., 2004). Desse modo, solos
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biorremediados com microorganismos devem apresentar teores reduzidos para muitos
nutrientes, entre 0s quais se destaca o nitrogénio, o qual é um dos nutrientes mais restritivos
ao crescimento das plantas (Marschner, 1995). O movimento do oxigénio pode ser
restringido pela camada de 6leo que cobre a superficie do solo, resultando em condi¢es
anaerobicas para as raizes (Pezeshki et al., 2000). O oxigénio é determinante no crescimento
e na atividade dos microorganismos aerdbicos do solo, os quais degradam varios compostos
organicos (Yateem et al., 1999). Portanto, em solos contaminados com baixa aeragdo a
degradacdo microbiana deve ser lenta.

Fabaceae/Leguminosae se caracteriza por apresentar uma associagdo simbiotica com
microorganismos fixadores de nitrogénio, e por essa razdo é considerada adequada para
revegetar areas contaminadas com petréleo (Gudin e Syratt, 1975; Adam e Duncan, 2002).
Mimosa pilulifera Bentham (Fabaceae/Leguminosae) é nativa da éarea de estudo e
caracteriza-se por colonizar terrenos Umidos, rasos e muito alterados mecanicamente (Fowler
e Carpanezzi, 1998).

Ainda ha poucas informacGes sobre o impacto da contaminacao do solo com petréleo
na germinacédo, desenvolvimento e estabelecimento de espécies nativas do Brasil. Portanto, o
presente trabalho tem como objetivo testar o grau de toxicidade do solo contaminado e do

solo biorremediado na germinacéo e no desenvolvimento de Mimosa pilulifera.

2. Material e Métodos

Para a montagem do experimento, o solo foi coletado na area da
REPAR/PETROBRAS, municipio de Araucéria, Parana, Brasil. Esta area, em 2000, foi
contaminada com quatro milhGes de litros de petroleo. Na maior parte do local, o petroleo
superficial e a vegetagdo morta foram removidos mecanicamente e desde entdo o solo vem

sendo biorremediado com microorganismos. Porém, algumas areas contaminadas ficaram
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isoladas e ndo foram submetidas a biorremediacdo. O solo da &rea é caracterizado por ser
gleisolo hidromorfico que apresenta horizonte glei e carater franco argilo siltoso (Carvalho et
al., 2003). Algumas caracteristicas fisico-quimicas do solo estdo presentes na Tabela 1. O
petréleo que vazou na area é caracterizado como tipo cusiana com perfil parafinico, na faixa
predominante de compostos de Cip a Cis (Petrobrés, 2003) e é um petroleo pesado
(informag0des pessoais).

Tabela 1

Atributos fisico-quimicos e teor de hidrocarbonetos totais do petréleo (TPH) do solo
contaminado por petroleo (SC), solo biorremediado (SB) e solo ndo contaminado (SNC).

SC SB SNC

Areia 24,8 19,7 26,1

Textura (%) Silte 50,0 45,0 52,5
Argila 25,2 35,2 21,3

pH 4,20 5,80 3,70
Aluminio (cmolc dm®) 4,10 0,00 6,00
Célcio (cmolc dm™) 2,00 16,80 0,40
Magnésio (cmolc dm®) 1,50 1,80 0,20
Potassio (cmolc dm™) 0,24 0,21 0,10
Fésforo (mg dm™) 1,60 1,20 3,50
Carbono (g dm™) 26,9 19,6 23,8
TPH (mg kg™ 13651 2.004  1.354

Para a montagem do experimento foi coletado solo contaminado com petroleo, solo
biorremediado e solo ndo contaminado em areas proximas, cerca de cinco metros uma da
outra. A coleta foi realizada em 2005 (cinco anos ap6s a contaminac¢do), numa profundidade
de zero a 30 cm. O solo foi peneirado, homogeneizado e distribuido em bandejas pléasticas.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com trés tratamentos (solo
contaminado por petréleo (SC); solo biorremediado (SB) e solo ndo contaminado (SNC)) e

cinco repeticdes (bandejas) com 50 sementes cada, totalizando 750 sementes. As sementes
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de M. pilulifera foram fornecidas pela Embrapa Floresta, Municipio de Colombo-PR, Brasil.
Para a superacdo da dorméncia tegumentar, as sementes foram imersas em agua, com
temperatura inicial de 80° C, durante 18 horas (Fowler e Carpanezzi, 1998). Apds a
semeadura o experimento foi mantido em casa de vegetacdo com nebulizacdo intermitente
(15 segundos a cada 30 minutos) e temperatura média de 22° C (minima 9,6° C e maxima
33,2°C).

Para a analise da germinacdo foram calculados a porcentagem de germinacgédo (%G) e
o indice de velocidade de germinacdo (IVG), considerando o inicio da germinacdo apds a
emissdo da raiz primaria (Souza, 2003). O I\VG foi calculado através da formula sugerida por
Maguire (1962): IVG = G1/N; + G2/N; + ...+ Gn/Nn; Onde: IVG = indice de velocidade de
germinacdo; G, G, e Gn = numero de plantulas computadas na primeira, segunda e ultima
contagem; N1, N> e Nn = nimero de dias ap6s o plantio das sementes.

Para a analise do desenvolvimento das plantas foram coletados seis exemplares de
cada repeticdo apds 30, 60 e 90 dias da semeadura. Para cada planta foram mensurados: a
biomassa e area foliar do primeiro eofilo, 0 comprimento da parte aérea (base do hipocétilo
até a gema apical), o comprimento da raiz principal e a biomassa da parte aérea e da raiz. A
area foliar dos eofilos foi calculada com o material desidratado utilizando-se o programa
Sigma-Pro Versdo 2.1 com a imagem escaneada das folhas. Para mensurar 0 comprimento
foi utilizada uma régua milimetrada. Para obter a biomassa, as plantas foram prensadas em
papel jornal, desidratadas em estufa e pesadas em balanga de precisdo. A morfologia das
plantas foi descrita de acordo com Souza (2003).

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente no programa MSTAT-C® .
Primeiramente verificou-se a variancia dos tratamentos quanto a homogeneidade pelo teste

de Bartlett. Posteriormente as varidveis foram testadas pelo teste F. Quando as analises dos
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resultados demonstraram diferenca estatistica entre as médias dos tratamentos, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey num nivel de significancia de 5%.

3. Resultados e Discussao

A porcentagem e a velocidade de germinagdo (IVG) de M. pilulifera ndo foram
afetadas significativamente pelo solo contaminado e nem pelo solo biorremediado (p>0,05)
(Fig. 1 e 2). Embora existam muitos estudos que relatam reducdo da germinacdo (Adam e
Duncan, 2002; Chupakhina e Maslennikov, 2004; Méndez-Natera et al., 2004; Baek et al.,
2004) e do IVG (Bardelli-da-Silva, 2006 e Rezende, 2006) em solo contaminado por
petréleo e seus derivados, os resultados podem diferir de acordo com a espécie, a

concentracgéo e o tipo de 6leo (Adam e Duncan, 2002; Merkl et al., 2004).
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Fig. 1 e 2. Germinacdo de Mimosa pilulifera Bentham em solo ndo contaminado - controle
(SNC), solo biorremediado (SB) e solo contaminado por petroleo (SC). 1. Porcentagem de
germinacdo. 2. Indice de velocidade de germinacdo. Cada coluna representa a média de
cinco repeticdes * desvio padrdo. ™- ndo significativo.

Achuba (2006) acredita que a baixa germinacgéo de Vigna unguiculata (L.) Walp., em
solo contaminado por petroleo, pode estar associada a reducdo de atividades enzimaticas.
Baker (1970) relaciona a reducéo na germinacéo a barreira fisica formada pelo contaminante
nas sementes, impedindo a passagem de oxigénio e agua ao embrido. Adam e Duncan (1999;

2002) relataram baixa porcentagem de germinacdo em algumas espéecies de gramineas em

solo contaminado por oleo diesel; entretanto, ndo registraram interferéncia na germinagéo
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para outras espécies. Os autores acreditam que a presenca de tegumento resistente nas
sementes pode ser uma barreira fisica a penetragdo do dleo. Reducdo na porcentagem de
germinagdo e IVG em solo contaminado por o6leo diesel, 30 dias antes do experimento,
foram relatados por Bardelli-da-Silva (2006) em Sebastiania commersoniana (Baill.) L.B.
Sm. & Downs e por Rezende (2006) em Schinus terebinthifolius Raddi. Segundo esses
autores, a fracdo volatil do contaminante interferiu negativamente na germinacéo, tanto que
esse efeito foi reduzido 180 dias ap6s a contaminacdo. Além disso, Rezende et al. (2005) ndo
detectaram alteracdo na porcentagem e IVG de S. terebinthifolius em solo com petréleo.
Dorn e Salanitro (2000) constataram que a germinacao de Zea mays L., Triticum aestivum L.
e Avena sativa L. foi mais afetada em solo contaminado por éleo leve quando comparada a
contaminac&o por 6leo pesado e menos afetada em solo biorremediado.

O fato de o solo contaminado e de o solo biorremediado da area da REPAR néo
alterar a porcentagem e a velocidade de germinacdo de M. pilulifera, provavelmente, se
deve: (1) ao teor de o TPH ndo ser fitotdxico; (2) ao tipo de petrdleo e (3) a auséncia de
compostos volateis, pois o solo foi contaminado ha cerca de cinco anos. Outro fator que
pode ter contribuido para esses resultados é a rapida germinacdo de M. pilulifera, ja que as
sementes ficaram pouco tempo em contato com o solo contaminado e o solo biorremediado,
0 que pode minimizar o efeito tdxico do petrdleo. Ainda, acredita-se que, tanto tempo apds a
contaminacdo, as moléculas de hidrocarbonetos restantes estdo adsorvidas as particulas do
solo e dificilmente penetrariam na semente.

Mimosa pilulifera apresentou desenvolvimento mais lento em solo contaminado por
petréleo quando comparado ao tratamento com solo biorremediado e com solo néo
contaminado (Tabela 2 e Fig. 3, 4 e 5). O desenvolvimento das plantas de M. pilulifera, em
solo contaminado foi prejudicado a partir do sétimo dia da semeadura, durante a expanséo do

primeiro eofilo. No decorrer do experimento a interferéncia no desenvolvimento das plantas
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em solo contaminado ficou mais evidente. Em solo biorremediado, as plantas tiveram o
desenvolvimento afetado apenas ap6s o 15° dia da semeadura, durante a expansao do terceiro
par de eofilos (Tab. 2).

Tabela 2

Desenvolvimento das plantulas de Mimosa pilulifera Bentham, em solo contaminado por

petroleo (SC), solo biorremediado (SB) e solo ndo contaminado (SNC), 90 dias apo6s a
semeadura.

SC SB SNC
Dias
Protruséo da
] 2 2 2
radicula
Epicotilo Inicio da expanséo 15 10 10
. Inicio da expansédo 3 3 3
Cotilédones
Expansao completa 5 5 5
o ) Inicio da expansdo 7 7 7
Primeiro eofilo
Expansédo completa 18 10 10
) Inicio da expanséo 16 9 9
Segundo eofilo
Expansdo completa 60 30 30
) ) Inicio da expansdo 40 17 15
Terceiro eofilo
Expansao completa 70 50 40
] Inicio da expansdo 90 70 50
Quarto eofilo
Expansdo completa 85 70
) ) Inicio da expanséo 80 65
Quinto eofilo
Expansdo completa 90
Sexto eofilo Inicio da expansao 80
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SNC

Fig. 3-5. Plantulas de Mimosa pilulifera Bentham, em solo ndo contaminado (SNC), solo
biorremediado (SB) e solo contaminado (SC). 3, 4 e 5. 30, 60 e 90 dias apds a semeadura,
respectivamente. (Co: cotilédone; Eol: primeiro eofilo; Eo2: segundo eofilo, Eo3: terceiro
eofilo; Eo4: quarto eofilo; Ep: epicotilo, Hp: hipocotilo). Barra: 5cm.

19



Chupakhina e Maslennikov (2004) detectaram desenvolvimento tardio da primeira e
segunda folha de Vicia sativa L., Panicum miliaceum L. e Hordeum vulgare L. em solo
contaminado por 6leo bruto, e relacionaram este resultado com a concentracdo do poluente.
Bardelli-da-Silva (2006) registrou que ap6s 30 dias da contaminacao do solo por 6leo diesel,
Sebastiania commersoniana teve desenvolvimento lento e que algumas plantas nao
desenvolveram o eofilo e metafilo. Dorn e Salanitro (2000) observaram que o
desenvolvimento de Zea mays, Triticum aestivum e Avena sativa foi menos afetado em solo
biorremediado, quando comparado com o solo contaminado.

O solo contaminado e o solo biorremediado nédo interferiram no desenvolvimento dos
cotilédones de M. pilulifera. Segundo Bardelli-da-Silva (2006), em plantulas de Sebastiania
commersoniana, houve necroses cotiledonares ocasionadas pela volatilizagédo dos compostos
toxicos do 6leo diesel. Alkio et al. (2005) observaram necroses cotiledonares e foliares em
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. causados pela absor¢do de fenantreno. Chupakhina e
Maslennikov (2004) verificaram que plantas submetidas ao solo contaminado por 6leo diesel
tendem acumular antocianina, acido ascorbico e riboflavonodides, sendo que a antocianina é
fortemente associada ao estresse causado pelo dleo no solo. Rezende (2006) observou em
Schinus terebinthifolius, em solo contaminado por dleo diesel, eofilos e cotilédones com
coloracdo levemente avermelhada, que se deve ao acimulo de antocianinas. Todavia, ndo foi
observada alteracdo na coloracdo dos cotilédones e eofilos de M. pilulifera em solo
contaminado.

A biomassa e a é&rea foliar do primeiro eofilo de M. pilulifera foram
significativamente menores nas plantas do solo contaminado, ap6s 30 dias do plantio
(p<0,05) (Fig. 6 e 7). O primeiro eofilo do tratamento com solo contaminado apresentou
reducdo de 85,5% na biomassa (p<0,05) (Fig. 6), quando comparado ao tratamento com solo

ndo contaminado. Por outro lado, a biomassa do primeiro eofilo das plantas do solo
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biorremediado foi estatisticamente semelhante ao tratamento com solo contaminado e ao
tratamento com solo ndo contaminado (p>0,05) (Fig. 6). A area foliar do primeiro eofilo foi
40% menor nas plantas do tratamento com solo contaminado e 35% menor nas plantas do
tratamento com solo biorremediado, quando comparadas as plantas do tratamento com solo
ndo contaminado (p<0,05) (Fig. 7). Apds 60 dias da semeadura, a maioria das plantas do
solo ndo contaminado, j& ndo apresentava o primeiro eofilo e, por este motivo, ndo foi

mensurada a biomassa e area foliar.
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Fig. 6 e 7. Eofilo de Mimosa pilulifera Bentham em solo ndo contaminado - controle (SNC),
solo biorremediado (SB), solo contaminado por petrdleo (SC), apds 30 dias da semeadura. 6.
Biomassa. 7. Area foliar. Cada coluna representa a média de cinco repeticdes + desvio
padrdo. As médias seguidas da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes baseadas
pelo teste de Tukey (p<0.05).

Rezende (2006) observou em plantulas de Schinus terebinthifolius e Bardelli-da-Silva
(2006) em plantulas de Sebastiania commersoniana reducdo da area e da biomassa foliar,
quando submetidas ao solo contaminado com 6leo diesel. Merkl et al. (2005) registraram
reducdo do tamanho das folhas de Calopogonium mucunoides Desv., Centrosema
brasilianum (L.) Benth. e Stylosanthes capitata Vogel (Fabaceae/Leguminosae), quando
germinadas em solo contaminado com petréleo. Proffitt et al. (1995) relataram diminuicao
da éarea foliar e da &rea foliar especifica em mudas de Rizophora mangle L. crescendo em

solo contaminado por petroleo. Exemplares adultos de S. commersoniana (Silva et al., 2004)
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e de Podocarpus lambertii Klotzsch ex Endl. (Maranho et al.,, 2006), que sofreram
diretamente o impacto do derramamento de 6leo, apresentaram menor &rea foliar. Proffitt et
al. (1995), Silva et al. (2004), Merkl et al. (2005), Rezende (2006), Bardelli-da-Silva (2006)
e Maranho et al. (2006) sugerem que a baixa disponibilidade de dgua e de nutrientes, em solo
contaminado, foi a maior responsavel pela reducdo na diminuicdo da biomassa e da area
foliar. Contudo Alkio et al. (2005) sugerem que a diminuicdo do tamanho e nimero de
folhas de Arabidopsis thaliana, em solo com fenantreno foi causada pelo efeito toxico do
contaminante absorvido pela planta. Entretanto, ndo foram observadas alteracdes na area
foliar em plantas de S. terebinthifolius (Oliveira, 2004), Campomanesia xanthocarpa (Mayer
et al., 2005) e Rhynchospora corymbosa (L.) Britton (Farias, 2005) em solo contaminado por
petroleo.

Mimosa pilulifera apresentou menor comprimento da parte aérea em solo
contaminado por petréleo, quando comparada as plantas do solo ndo contaminado (Fig. 8).
As plantas em solo contaminado apresentaram reducdo de 17% apds 30 dias da semeadura,
33,4% apds 60 dias e 40,5% apds 90 dias, em relacdo as plantas do tratamento com solo nao
contaminado (p<0,05) (Fig. 8). Por outro lado, as plantas do solo biorremediado
apresentaram reducdo no comprimento aéreo (20,1%) somente apds 90 dias da semeadura,

quando comparadas as plantas do tratamento com solo ndo contaminado (p<0,05) (Fig. 8).
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Fig. 8. Comprimento da parte aérea de Mimosa pilulifera Bentham, apos 30, 60 e 90 dias da
semeadura, em solo ndo contaminado (SNC), solo biorremediado (SB) e solo contaminado
por petréleo (SC). Cada coluna representa a média de cinco repeti¢bes + desvio padrdo. As
médias seguidas da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes baseadas pelo teste de
Tukey (p<0.05).

O menor comprimento da parte aérea de M. pilulifera em solo contaminado resultou
na reducdo da biomassa aérea (Fig. 9). A biomassa aerea de M. pilulifera no tratamento com
solo contaminado reduziu em 50,4% apds 30 dias da semeadura, 61,5% apds 60 dias e
67,5% apos 90 dias, em relacdo as plantas do solo ndo contaminado (p<0,05) (Fig. 9). As
plantas do solo biorremediado apresentaram reducdo significativa na biomassa aérea de

25,3% apos 30 dias e 32,5% apos 90 dias da semeadura, em relacdo as plantas do solo nao

contaminado (p<0,05) (Fig. 9).
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Fig. 9. Biomassa da parte aérea de Mimosa pilulifera Bentham, apds 30, 60 e 90 dias da
semeadura, em solo ndo contaminado (SNC), solo biorremediado (SB) e solo contaminado
por petroleo (SC). Cada coluna representa a média de cinco repeticdes + desvio padréo. As
médias seguidas da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes baseadas pelo teste de
Tukey (p<0.05).

A reducdo no desenvolvimento aéreo de plantas em solo contaminado com petréleo e
seus derivados foi relatada por varios pesquisadores (De Jong, 1980; Adam e Duncan, 1999;
Chupakhina e Maslennikov, 2004; Merkl et al., 2004; Bardelli-da-Silva, 2006; Rezende,
2006). Os diferentes niveis de interferéncia do solo contaminado no desenvolvimento aéreo
podem estar relacionados a espécie, a concentracdo do Oleo e ao tempo de exposicdo ao
contaminante (Baker, 1970; Kinako, 1981; Webb, 1994; Lin e Mendelssohn, 1996; Dorn e
Salanitro, 2000; Pezeshki et al., 2000; Adam e Duncan, 2002; Rezende, 2006, Bardelli-da-
Silva, 2006; Santos, 2006). Baek et al. (2004) observaram que Zea mays foi mais sensivel a
contaminagdo do solo por 6leo cru que Phaseolus nipponensi Ohwi. Merkl et al. (2004)
observaram que gramineas sdo mais sensiveis a contaminacdo do solo por petréleo que as
leguminosas. Segundo 0s mesmos autores, 0 crescimento aéreo € pouco afetado em baixas
concentragbes do contaminante. Mayer et al. (2005) registraram a recuperagdo do

comprimento aéreo de Campomanesia xanthocarpa, em solo contaminado com petrdleo,

apos um ano do plantio. Merkl et al. (2005) relataram diminui¢do de 48% do comprimento
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da parte aérea em Calopogonium muconoides, 75% em Centrosema brasilianum e 26% em
Stylosanthes capitata e que Cyperus aggregatus (Willd.) Endl. recuperou a biomassa aérea
ap6s 180 dias. Santos (2006) verificou que Mimosa scabrella Benth. recuperou a biomassa
aerea, apds a fertilizagdo com nitrogénio, fésforo e potassio no solo contaminado com
petréleo e que o crescimento de Allophylus edulis (A. St.-Hil., Cambess. & A. Juss.) Radlk.
ndo foi alterado pelo petréleo. De Jong (1980) acredita que o baixo crescimento das plantas
em solo contaminado se deve a baixa infiltracdo de agua no solo e a pouca disponibilidade
de nitrogénio, provocada pela imobilizagdo dos microorganismos decompositores de 6leo.

O comprimento da raiz de M. pilulifera, em solo contaminado foi significativamente
menor, apds 30 e 60 dias da semeadura (p<0,05), enquanto em solo biorremediado e em solo
ndo contaminado ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) (Fig. 10). Apds 90 dias da
semeadura, o comprimento radicial ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos
(p>0,05) (Fig. 10). A biomassa da raiz de M. pilulifera também néo diferiu estatisticamente

entre os tratamentos (p>0,05) (Fig. 11).
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Fig. 10. Comprimento da raiz de Mimosa pilulifera Bentham, apds 30, 60 e 90 dias da
semeadura, em solo ndo contaminado (SNC), solo biorremediado (SB) e solo contaminado
por petréleo (SC). Cada coluna representa a média de cinco repeti¢bes + desvio padrdo. As
médias seguidas da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes baseadas pelo teste de
Tukey (p<0.05).
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Fig. 11. Biomassa da raiz de Mimosa pilulifera Bentham, ap6s 30, 60 e 90 dias da
semeadura, em solo ndo contaminado (SNC), solo biorremediado (SB) e solo contaminado
por petrdleo (SC). Cada coluna representa a média de cinco repeticdes + desvio padrdo. ™-
ndo significativo.

Merkl et al. (2004) relataram, em solo com 6leo cru, menor comprimento e biomassa
nas raizes das leguminosas Centrosema brasilianum, Stylosanthes capitata e Mimosa
orthocarpa Spruce ex Benth., enquanto que Desmodium glabrum (Mill.) DC. e Mimosa
camporum Benth. apresentaram reducdo na biomassa da raiz. Os autores acreditam que o
6leo no solo pode proporcionar condi¢Bes que, dependendo da espécie, podem ser favoraveis
ao desenvolvimento radicial. Baker (1970) relatou aumento no comprimento radicial de
Festuca rubra L. e Puccinellia maritima (Huds.) Parl., em solo contaminado por éleo bruto,
que, segundo o autor, se deve provavelmente ao aumento de nutrientes acrescidos pelo 6leo
e/ou pela matéria organica dos organismos em decomposicdo, mortos em consequéncia da
contaminagéo. Dorn e Salanitro (2000) observaram em Triticum aestivum e em Avena sativa,
e Baek et al. (2004) em Phaseolus nipponensis e Zea mays, reducdes severas no

comprimento das raizes, em solo contaminado com d4leo, enquanto que a diminui¢do do

comprimento radicial foi menos acentuada em solo biorremediado.
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Santos (2006) acredita que a diminuicdo da biomassa radicial de Mimosa scabrella,
em solo contaminado por petréleo, foi causada pela falta de micronutrientes e/ou a baixa
capacidade do solo de reter agua. Mayer et al. (2005) observaram, em solo contaminado por
petréleo, maior biomassa nas raizes de Campomanesia xanthocarpa, o que provavelmente
esta relacionado com a maior ramificagdo do sistema radicial. Maior formacdo de raizes
adventicias também foi observada por Adam e Duncan (1999) em gramineas crescendo em
solo com 6leo diesel, 0 que pode estar relacionado tanto a falta de oxigénio e dgua (Larcher,
2000) quanto a reducdo de nutrientes como foi sugerida por Mayer et al. (2005).

De modo geral, o estresse no solo aumenta a alocagdo de carbono da parte aérea das
plantas para as raizes, resultando num maior desenvolvimento das raizes e reduzindo o
desenvolvimento da parte aérea (Li et al., 1994; Li et al., 1997). Segundo Kechavarzi et al.
(2007), esta alocacdo é uma estratégia para que as raizes alcancem areas nao contaminadas.
Mimosa pilulifera teve o desenvolvimento da parte aérea mais afetado pela presenca do
petréleo no solo do que o desenvolvimento radicial. A alocacdo de carbono para o sistema
radicial foi registrada por Li et al. (1997) em Hordeum vulgare, e por Merkl et al., (2005) em

Cyperus aggregatus.

4. Concluséao

O solo contaminado e o solo biorremediado, da &rea da REPAR, néo foram fitotoxico
para germinacdo de Mimosa pilulifera, porém, fora fitotoxico para o desenvolvimento da
plantula, embora o solo biorremediado apresentasse menor fitotoxicidade que o solo

contaminado.
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Capitulo 11

ESTRUTURA DAS PLANTULAS DE Mimosa pilulifera Bentham
(LEGUMINOSAE) CRESCENDO EM SOLO CONTAMINADO
COM PETROLEO E SOLO BIORREMEDIADO
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RESUMO

Estrutura das plantulas de Mimosa pilulifera Bentham (Leguminosae) crescendo em solo
contaminado com petrdleo e solo biorremediado.

A intensidade dos acidentes causados por derramamentos de petréleo tem levado
pesquisadores a estudar os efeitos desse poluente sobre o0s vegetais. A maioria desses
trabalhos se refere aos efeitos na germinacdo e desenvolvimento vegetal. Pouco se sabe
sobre os efeitos na estrutura de tecidos e células. Este trabalho teve como objetivo analisar o
efeito do solo contaminado por petroleo e solo biorremediado na anatomia de plantulas de
Mimosa pilulifera Bentham (Leguminosae). O experimento foi realizado com solo da area da
REPAR/PETROBRAS, municipio de Araucéria-PR, onde ocorreu um vazamento de
petroleo. O experimento constou de trés tratamentos: solo contaminado com petréleo, solo
biorremediado e solo ndo contaminado, com cinco repeticfes. Apos 30 dias da semeadura
foram coletadas 10 plantulas por tratamento. Foram analisados anatomicamente a raiz,
hipocotilo, cotilédone e eofilo e foram realizados testes microquimicos com sudan 111, lugol
e cloreto férrico. Mensuraram-se o diametro do cilindro vascular e a espessura do cortex da
raiz, o didametro do hipocétilo e a espessura dos cotilédones e eofilos. Constatou-se que a
estrutura da raiz e do eofilo de M. pilulifera sofreu interferéncia do solo contaminado e do
solo biorremediado, porém as alterac6es foram menores em solo biorremediado do que em
solo contaminado.

Palavras-chave: raiz, hipocétilo, cotiledone, eofilo, hidrocarbonetos.

ABSTRACT

Structure of the Mimosa pilulifera Bentham (Leguminosae) seedling growing in petroleum
contaminated soil and bioremediated soil.

The demand and transport of oil and its derivatives have provoked accidents, contaminating
extensive areas of the planet. There are some studies on the plants in the contaminated
environment. However, the majority of them are relative to the effect in the germination of
the seed and the vegetal development. Little is known on the effect of the hydrocarbons in
the structure of the tissues and vegetal cells. This work intends to analyse the effect of the
ground contaminated by oil and the bioremediated ground on the anatomy of seedlings of
Mimosa pilulifera Bentham (Leguminosae). The experiment was carried through with
ground proceeding from the area of the REPAR/PETROBRAS, located in Araucéria-PR,
where a leak of oil ocuurred in 2000. The experiment consisted of three treatments:
petroleum contaminated soil (SC), bioremediated soil (SB) and noncontaminated soil (SNC),
with five repetitions. Thirty days after sowing, 10 seedlings were collected for treatment.
The root, the hipocotyl, the cotyledon and the eophyll were analysed anatomically and were
submitted to microchemical tests with Sudan Il1, lugol and ferric chloride. The diameter of
the vascular cylinder and the thickness of the cortex of the root, the diameter of the
hippocotyl and the thickness of the cotyledons and eophylls were measured. It was observed
that the structure of the root and of the eophyll of M. pilulifera had suffered interference
from the contaminated soil and the bioremediated soil, however the alterations were lesser in
bioremediated soil than in contaminated soil.

Key words: root, hippocotyl, cotyledon, eophyll, hydrocarbons.
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Introducéo

A composigdo quimica do petroleo é bastante complexa devido a diversidade de
compostos, porém entre 0s seus principais componentes estdo os hidrocarbonetos (Clark &
Brown 1977). O petréleo também é constituido por alcanos, cicloalcanos, alcenos, &cidos
nafiténicos, enxofre, nitrogénio, oxigénio, e menores quantidades de vanadio, niquel, sédio,
calcio, cobre e urdnio (Baker 1970; Posthuma 1997). Sabe-se que moléculas de
hidrocarbonetos pequenas, com baixa viscosidade, penetram com maior facilidade nos
tecidos vegetais. Por outro lado, moléculas grandes apresentam maior viscosidade com
consequente menor penetracdo nos tecidos vegetais (Baker 1970). Deste modo, o petréleo
mais pesado apresenta menor toxicidade as plantas quando comparado ao petroleo mais leve
(Dorn et al. 1998). A toxicidade do petrdleo em relacdo as plantas pode ocorrer através do
contato direto ou absorcdo de algum composto, como foi registrado por Alkio et al. (2005).
Estes autores detectaram fenantreno (composto presente no petréleo) no interior de
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., e registraram redugdo no crescimento das raizes,
diminuicdo no tamanho e nimero de folhas, deformacgdo de tricomas, reducdo de pélos
radiciais e &reas necrosadas com morte celular.

Muitos outros fatores, ocasionados pela contaminacdo do ambiente por petréleo,
podem interferir na toxicidade as plantas, como por exemplo o tipo de solo, a estacdo do ano
e o tempo que as plantas ficam expostas ao Oleo (Baker 1970; Webb 1994; Lin &
Mendelssohn 1996; Pezeshki et al. 2000). O petroleo também altera as propriedades do solo,
reduzindo a disponibilidade de &gua, de nutrientes e de oxigénio (Ranwell 1968; Cowell
1969; Baker 1970; De Jong 1980; Bossert & Bartha 1985; Pezeshki et al. 2000; Martinez &
Lopez 2001). Os compostos organicos polares, presentes nos hidrocarbonetos, sdo 0s
provaveis responsaveis pela hidrorrepeléncia dos solos contaminados (Morley et al. 2005),

limitando dessa maneira a absor¢do de agua e de nutrientes pela planta. Caracteristicas
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relacionadas a baixa disponibilidade de 4gua, como maior ramificacdo da raiz, aumento da
espessura da parede celular, maior area de espacos intercelulares, reducdo da area foliar,
maior espessura dos tecidos foliares e maior densidade estomética foram registradas nas
plantas em solo contaminado por petréleo e seus derivados (Adam & Duncan 1999;
Maranho 2004; Garcia et al. 2004; Oliveira 2004; Rodrigues 2005; Santos 2006; Bardelli-da-
Silva 2006; Rezende 2006; Maranho et al. 2006). A baixa disponibilidade de nutrientes
também esta relacionada com a degradacdo dos hidrocarbonetos por microorganismos, pois
durante esse processo 0s microorganismos competem com as plantas por nutrientes (De Jong
1980; Merkl et al. 2004). Desse modo, solos biorremediados com microorganismos devem
apresentar teores reduzidos para muitos nutrientes. O petroleo também pode formar uma
camada hidrofébica na superficie do solo, restringindo 0 movimento de oxigénio, resultando
em condicBes anaerdbicas para as raizes (Pezeshki et al. 2000). Mayer et al. (2005) sugerem
a maior ramificacdo das raizes com a falta de oxigénio e Larcher (2000), com a reducgdo da
disponibilidade de nutrientes.

Existem algumas formas de diminuir o impacto causado pela contaminagéo
ambiental por petroleo e seus derivados, sendo uma delas a biorremediacdo. A
biorremediacdo tem como objetivo retirar o contaminante do ambiente (solo, ar e dgua) por
meio de organismos vivos (Pandey et al. 2000; Collin 2001). Ha relatos da diminuicdo da
toxicidade do solo biorremediado, na germinacgdo e desenvolvimento de plantas (Dorn &
Salanitro 2000), porém sdo raros o0s estudos que relatam a interferéncia do solo
biorremediado em nivel celular.

O presente trabalho foi desenvolvido com Mimosa pilulifera Bentham,
Fabaceae/Leguminosae, que coloniza terrenos Umidos, rasos ou muito alterados
mecanicamente (Fowler & Carpanezzi 1998). Essa espécie foi selecionada porque é nativa

do local de estudo, que pertence &8 REPAR/PETROBRAS, municipio de Araucaria-PR. O
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estudo da estrutura da plantula poderd indicar o grau de estresse provocado pelo solo
contaminado e pelo solo biorremediado. Diante disso, e considerando-se a escassez de
estudos anatdmicos em plantas submetidas a contaminacdo por petroleo, o presente trabalho
tem o objetivo de averiguar se ha alteracfes na estrutura da raiz, hipocétilo, cotilédone e
eofilo de M. pilulifera, sob a influéncia do solo contaminado por petréleo e do solo

biorremediado.

Material e Métodos

O solo para montagem do experimento foi coletado na éarea da
REPAR/PETROBRAS que, no ano 2000, foi contaminado com quatro milhdes de litros de
petréleo. Em 2005, foi coletado solo contaminado com petroleo, solo biorremediado e solo
ndo contaminado, numa profundidade de zero a 30 cm, em areas proximas cerca de 5 m uma
da outra. O solo contaminado foi coletado de uma area em que se retirou mecanicamente o
excesso de petréleo e posteriormente foi isolada, ndo sofrendo intervencdo. Nas areas com
solo biorremediado o petréleo superficial e a vegetagdo morta foram removidos
mecanicamente e 0 solo vem sendo biorremediado com microorganismos. O solo nédo
contaminado foi coletado de uma area que ndo foi atingida pelo 6leo e é recoberta pela
vegetacao nativa.

O solo coletado ¢ caracterizado como gleisolo hidromorfico, que apresenta horizonte
glei com carater franco argilo siltoso (Carvalho et al. 2003). Informacdes mais detalhadas
sobre as caracteristicas fisico-quimicas e o teor de hidrocarbonetos totais do solo estdo
presentes na Tabela 1. O petroleo existente nesse solo foi caracterizado como do tipo cusiana
com perfil parafinico, na faixa predominante de compostos de Cypa Ci4 (Petrobras 2003) e é

um petroleo pesado (informacdes pessoais).

38



Tabela 1 - Atributos fisico-quimicos e teor de hidrocarbonetos totais do petréleo (TPH) do
solo contaminado por petroleo (SC), solo biorremediado (SB) e solo ndo contaminado
(SNC).

SC SB SNC

Areia 24,8 19,7 26,1

Textura (%) Silte 50,0 45,0 52,5
Argila 25,2 35,2 21,3

pH 4,20 5,80 3,70
Aluminio (cmolc dm™) 4,10 0,00 6,00
Calcio (cmolc dm™) 2,00 16,80 0,40
Magnésio (cmolc dm™) | 1,50 1,80 0,20
Potéssio (cmolc dm™) 0,24 0,21 0,10
Fésforo (mg dm™) 1,60 1,20 3,50
Carbono (g dm™) 26,9 19,6 23,8
TPH (mg kg™) 13651 2.004  1.354

O solo coletado foi peneirado, homogeneizado e distribuido em bandejas pléasticas.
As bandejas foram vedadas e levadas para casa de vegetacdo, com nebulizacdo intermitente
de 15 segundos a cada 30 minutos. As temperaturas maximas e minimas foram registradas
diariamente, tendo a média de 22° C (minima 9,6° C e maxima 33,2° C). O experimento foi
analisado atravées de um delineamento inteiramente casualizado, com trés tratamentos e cinco
repeticbes. Os tratamentos consistiam de solo contaminado por petréleo (SC), solo
biorremediado (SB) e solo ndo contaminado (SNC) e em cada repeticdo foram semeadas 50
sementes, totalizando 750 sementes. As sementes de M. pilulifera foram fornecidas pela
Embrapa Florestas, Municipio de Colombo-PR. Para a superacdo da dorméncia tegumentar,
as sementes foram imersas em agua, com temperatura inicial de 80° C, durante 18 horas
(Fowler & Capanezzi 1998), e em seguida semeadas. As plantas foram coletadas 30 dias
apos a semeadura, quando a maioria apresentava o eofilo completamente expandido. Foram

analisadas duas plantas por bandeja, totalizando 10 plantas por tratamento.
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As amostras foram fixadas parte em FAA 50 (Johansen 1940) e parte em fixador de
Trump (McDowell & Trump 1976). Raizes laterais, incluindo a regido pilifera, foram
clarificadas em solucdo de hipoclorito a 20%, coradas com azul de astra (Bukatsch 1972
apud Kraus & Arduin 1997) (1% em solugdo aquosa) e montadas em gelatina glicerinada,
entre 1dmina e laminula, para observacdo dos pélos radiciais. Para analise anatdmica foram
processadas amostras da raiz principal (&pice radicial e a um centimetro do apice), da regido
mediana do hipocétilo e do ter¢o médio do cotilédone e eofilo.

As amostras foram processadas segundo técnicas usuais para inclusdo em
hidroxietilmetacrilato (historresina - Leica®). As seccGes foram obtidas em micrétomo de
rotacdo, distendidas em laminas e coradas com azul de toluidina (O’Brien et al. 1965), azul
de astra e safranina (Bukatsch 1972 apud Kraus & Arduin 1997) e, em seguida, montadas
em resina Permount®. Também foram feitas sec¢bes para testes microquimicos com lugol
para deteccdo de amido (Johansen 1940), cloreto férrico para compostos fendlicos (Johansen
1940) e Sudam Il para substancias graxas (Sass 1951). A partir das laminas permanentes
foram mensurados: o raio do cortex e o didmetro do cilindro vascular da raiz a 1 cm do
apice; o diametro do hipocétilo e a espessura dos cotilédones e eofilos. As mensuracdes
foram feitas com auxilio de microscopio com ocular micrometrada.

Para andlise da superficie foliar e avaliacdo do indice estomatico, foram preparadas
amostras do terco médio do eofilo e processadas para Microscopia Eletrdnica de Varredura
(MEV). As amostras foram fixadas em FAASO e desidratadas em série etilica. Em seguida, o
material foi submetido ao método do ponto critico no equipamento Balzers CPC 10. Apds o
ponto critico, foi efetuada a metalizacdo com ouro no equipamento Balzers Sputtering SCD
030. A andlise e o registro eletromicrografico do material foram efetuados no MEV Jeol

JSM-6360LV. A contagem estomatica foi feita em imagens com ampliacdo de 300x.
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Os dados morfométricos obtidos foram analisados estatisticamente no programa
MSTAT-C®. Primeiramente verificou-se a varidncia dos tratamentos quanto a
homogeneidade pelo teste de Bartlett. Posteriormente, as varidveis foram testadas pelo teste
F. Quando as analises dos resultados demonstraram diferenca estatistica entre as médias dos
tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a um nivel de significancia de

5%.

Resultados e Discussao

As raizes de M. pilulifera, em solo contaminado por petréleo, apresentaram maior
densidade de pélos, sem relacdo as raizes de solo biorremediado e de solo ndo contaminado
(Fig. 1, 2 e 3). A maior quantidade de pélos radiciais de M. pilulifera pode indicar que houve
deficiéncia na absorcdo de &gua, uma vez que a funcdo dos pélos radiciais é, justamente,
aumentar a superficie de absorcdo da planta (Esau 1998). De acordo com Rosane (1954 apud
Cutter 1986), a vantagem bioldgica dos pélos radiciais é proporcionar o contato com fontes
diferentes de 4gua. A maior densidade de pélos radiciais em M. pilulifera também pode estar
relacionada a baixa disponibilidade de fésforo. Segundo Ma et al. (2001), em Aradopsis
thaliana, a baixa disponibilidade de fosforo estd relacionada a maior densidade de pélos
radiciais, que sdo importantes para a absorcao de fésforo. Bardelli-da-Silva (2006) observou
maior formagdo de pélos radiciais em Sebastiania commersoniana (Baill.) L. B. Sm. &
Downs, em solo contaminado por dleo diesel, que relacionou a baixa disponibilidade de agua
no solo. Alkio et al. (2005), através de analises em microscopia de fluorescéncia,
constataram a presenca de fenantreno no interior das raizes de Arabidopsis thaliana,
sugerindo que a absor¢do do contaminante ocasionou deformacao nos pélos radiciais.

Em secg¢des longitudinais do apice radicial de M. pilulifera observou-se que a regido

meristematica € menor nas plantas em solo contaminado por petrdleo. Por outro lado, nas
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plantas que se desenvolveram em solo ndo contaminado e solo biorremediado, a regido
meristematica € mais extensa a partir do promeristema e mostra maior nimero de células em
mitose (Fig. 4, 5 e 6). Resultados semelhantes também foram encontrados em S.
commersoniana, que cresceram em solo contaminado por 6leo diesel (Bardelli-da-Silva
2006). Achuba (2006) registrou reducdo no tamanho das células e na atividade mitética no
meristema apical radicial de Vigna unguiculata (L.) Walp. em solo com petréleo. O autor
acredita que esse efeito foi causado por particulas toxicas presentes no petroleo.

A raiz principal de M. pilulifera, cerca de 1 cm do &pice, apresenta epiderme
unisseriada (Fig. 7). O cértex é formado por parénquima com reduzidos espacgos
intercelulares e endoderme com paredes delgadas e estrias de Caspary. O cilindro vascular €
tetrarco e as células parenquimaticas do floema apresentam graos de amido (Fig. 7). Apés 30
dias da semeadura, as plantas de todos os tratamentos j& apresentavam inicio de instalacdo
do cambio na raiz principal (Fig. 7). Na raiz, na regido préxima ao colo, a epiderme é
gradativamente eliminada, o cdrtex parenquimatico apresenta poucos espacos intercelulares
e cilindro vascular com crescimento secundario completamente desenvolvido (Fig. 7).

A raiz de M. pilulifera a 1 cm do &pice, em solo contaminado por petréleo e em solo
biorremediado, ndo apresentou alteracdes na disposicdo, contetido e formato das células (Fig.
7, 8 € 9). O raio do cértex e o didametro do cilindro vascular das raizes também nao foram
alterados pela presenca do petréleo no solo (p>0,05) (Fig.10 e 11). Em solo contaminado por
petroleo, as raizes de Schinus terebinthifolius Raddi (Oliveira 2004) e de Rynchospora
corymbosa (L.) Britton (Farias 2005) também nédo apresentaram diferencas na disposi¢do dos
tecidos e nem danos celulares. Ja as raizes de S. commersoniana (Bardelli-da-Silva 2006) e
de S. terebinthifolius (Rezende 2006), em solo com oOleo diesel, apresentaram maior
didmetro, maior porcentagem de area lacunar cortical e cilindro vascular mais desenvolvido

na mesma regido, ou seja, a 1 cm do apice. De acordo com 0s mesmos autores, a formacéo de
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aerénquima nas raizes provavelmente de deve a falta e oxigénio nos solos contaminados,
uma vez que o acumulo de ar no parénquima cortical esta relacionado a diminuicdo de
oxigénio do ambiente, o que resulta na biossintese de etileno nas raizes (Drew et al. 1979;
Drew 1987). Kawase & Whitmoyer (1980) citam que a presenca de etileno é fundamental no
desenvolvimento de aerénquima do tipo lisigeno, pelo fato de o gas aumentar a atividade da

celulase, que atua na desestruturacéo da parede celular.
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Figuras 1 - 9 - Raiz de Mimosa pilulifera Bentham, apds 30 dias da semeadura. 1 - 3 - raiz
com pélos radiciais. 4 - 6 — apices da raiz em sec¢des longitudinais. 7 — 9 — detalhes das
raizes em secgdes transversais. 1, 4 e 7 - solo ndo contaminado. 2, 5 e 8 - solo
biorremediado. 3, 6 e 9 - solo contaminado com petréleo. (Cf: coifa; En: endoderme; Ep:
epiderme; Ex: exoderme; Mf: meristema fundamental; Pc: procambio; Pm: promeristema).
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Figura 10 e 11 - Raiz de Mimosa pilulifera Bentham, apds 30 dias da semeadura, em solo
ndo contaminado (SNC), solo biorremediado (SB) e solo contaminado por petréleo (SC). 10
- espessura do cortex. 11 - diametro do cilindro vascular. Cada coluna representa a media de
cinco repeticdes e as barras indicam o desvio padréo. ™- ndo significativo.

Para M. pilulifera, o estresse causado pelo solo contaminado e solo biorremediado da
area da REPAR ndo alterou a quantidade de compostos fendlicos nas plantas, provavelmente
devido ao baixo teor de TPH presente nesses solos. Segundo Larcher (2000), os compostos
fenolicos sdo caracteristicos nas plantas que crescem em ambientes estressados. Schinus
terebinthifolius, desenvolvida em solo contaminado por petréleo ha trés anos, também na
area da REPAR (Oliveira 2004) e por 6leo diesel (Rezende 2006), apresentou maiores
quantidades de células contendo compostos fenolicos no floema, parénquima axial e radial e
nas raizes. Mayer (2005) também registrou um provavel aumento de compostos fendlicos e
reducdo de amido nas raizes de plantas de Campomanesia xanthocarpa O. Berg que
cresceram em solo contaminado com petroleo, na area da REPAR. Os diferentes efeitos da
contaminacdo do ambiente nas plantas podem estar relacionados ao intervalo de tempo apés
a contaminacdo. Provavelmente, com o passar do tempo, o teor de TPH do solo diminui
devido a atividade microbiana (Merkl et al. 2004), bem como diminuem 0s compostos

volateis presentes no 6leo diesel (Adam e Duncan 2002), e com isso também diminui o

estresse sobre as plantas.
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Em seccdo transversal, o hipocétilo tem contorno sinuoso, a epiderme € unisseriada,
finamente cuticularizada e apresenta tricomas tectores simples (Fig. 12). O cortex €
composto de colénquima nos angulos e parénquima circundando todo o cilindro vascular. O
parénquima cortical é rico em células secretoras com compostos fendlicos, porém néo foi
observada diferenga na concentracdo desses compostos entre os tratamentos. Na regido do
hipocétilo, o cambio estd completamente instalado e ha tecido secundario vascular
diferenciado (Fig. 12). As células parenquimaticas do xilema e floema apresentam pequena
quantidade de grdos de amido, que é semelhante nas plantas de todos os tratamentos. A
estrutura celular do hipocotilo de M. pilulifera ndo sofreu alteracdo no solo contaminado por
petr6leo nem no solo biorremediado (Fig. 12-14). O diametro do hipocotilo das plantas de M.
pilulifera ndo apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos (p>0,05) (Fig. 20).

Exemplares adultos de Podocarpus lambertii Klotzsch ex Endl. (Maranho 2004) e S.
commersoniana (Garcia et al. 2004), que sofreram o impacto direto do petroleo,
apresentaram traqueides com menor comprimento e didmetro, menor espessura e grau de
lignificagdo da parede celular. Mudas de Mimosa scabrella Benth., em solo contaminado por
petréleo, tiveram menor didametro do caule, reducdo do comprimento de vaso, do diametro e
da espessura da parede celular de traqueides, enquanto que essas alteragdes ndo foram
registradas em Allophylus edulis (Saint Hilaire) Radlkofer (Santos 2006). O lenho jovem de
S. commersoniana e C. xanthocarpa, em solo contaminado por petrdleo, apresentou reducdo
no comprimento dos elementos de vasos, reducdo no nimero de vasos por milimetro
quadrado compensada pelo aumento no didmetro dos vasos, além de maiores concentracdes
de compostos fendlicos e menores concentragdes de amido em C. xanthocarpa (Rodrigues
2005). Plantas de C. xanthocarpa, com cinco meses de idade, cultivadas em solo

contaminado por petréleo, ndo sofreram alteracdo no didmetro do caule (Mayer et al. 2005).
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Como constatado por Adam & Duncan (2002), o efeito do 6leo nas plantas é especifico, isto
é, cada espécie responde diferentemente a contaminacdo do ambiente por petréleo.

As células epidérmicas, tanto da face adaxial quanto da face abaxial do cotilédone de
M. pilulifera, apresentam paredes anticlinais retas a levemente curvas (Fig. 15 e 16). Porém,
as células epidérmicas da face adaxial apresentam projecBes na parede anticlinal. Ao
contrario do que foi descrito por Parras (1984) para Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir, M.
pilulifera ndo apresenta tricomas nos cotilédones. O cotilédone € anfiestomatico com
estdbmatos paraciticos (Fig. 15 e 16). A regido da nervura central € plana na face adaxial e
ligeiramente saliente na face abaxial. A epiderme é unisseriada, com conteddo mucilaginoso
abundante e a cuticula é lisa e delgada. O mesofilo apresenta duas camadas de células de
parénquima palicadico e seis a sete camadas de parénquima lacunoso, onde ocorre grande
quantidade de grdos de amido e idioblastos lipofilicos (Fig. 17). A vascularizacdo do
cotilédone € feita pela nervura central, que possui um unico feixe vascular de maior porte, e
duas nervuras laterais, cada uma com um feixe de pequeno porte (Fig. 17). N&o foram
registradas alteragBes na estrutura dos cotilédones nas plantas dos diferentes tratamentos
(Fig. 17-19), e a espessura dos cotiledones também néo foi alterada pelo solo contaminado

nem pelo solo biorremediado (p>0,05) (Fig. 21).
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Figuras 12-19 — Mimosa pilulifera Bentham, apds 30 dias da semeadura. 12- 14 - Hipocotilo
em seccdo transversal. 12 - solo ndo contaminado. 13 - solo biorremediado. 14 - solo
contaminado por petréleo. 15-19 — cotilédone. 15 e 16 — epiderme das faces adaxial e
abaxial, em vista frontal, de solo n&o contaminado. 17-19 — limbo em secgéo transversal de
solo ndo contaminado, de solo biorremediado e de solo contaminado por petréleo,
respectivamente. (Ca: cdmbio; Co: colénquima; Ep: epiderme; Epd: epiderme da face
adaxial; Epb: epiderme da face abaxial; Fl: floema; Fv: feixe vascular; Pl: parénquima
lacunoso; Pp: parénquima palicadico; XI: xilema).
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Figura 20 e 21 - Mimosa pilulifera Bentham, ap6s 30 dias da semeadura, em solo nédo
contaminado (SNC), solo biorremediado (SB) e solo contaminado por petroleo (SC). 20 -
didmetro do hipocotilo. 21- espessura do cotiledone. Cada coluna representa a média de
cinco repeticdes e as barras indicam o desvio padrdo. ™- ndo significativo.

Os eofilos de M. pilulifera apresentam estdmatos paraciticos (Fig. 22-29) em ambas
as faces e maior quantidade de tricomas na face abaxial. Esses tricomas sdo pluricelulares,
ramificados ou ndo (Fig. 22 e 23), e raramente glandulares. A presenca de tricomas
estrelados, em folhas adultas de M. pilulifera, é citada por Cabrera & Zardini (1978). A
estrutura da cera epicuticular (Fig. 24-27) e dos tricomas foram visualmente semelhante
entre os tratamentos.

O eofilo de M. pilulifera possui epiderme unisseriada, cuticularizada, com células
que apresentam contedo mucilaginoso, em ambas as faces. A espessura da cuticula foi
semelhante entre os tratamentos (Fig. 30-32). O mesofilo é dorsiventral, composto de duas a
trés camadas de células, sendo uma camada de parénquima palicddico e uma a duas de
parénquima lacunoso (Fig. 30-32). O eofilo apresenta pequena curvatura na face adaxial,
sobre a nervura central, e uma proeminéncia na face abaxial. O sistema vascular é
constituido por um feixe colateral maior na nervura central e feixes colaterais menores no

restante do limbo. No eofilo também ocorrem idioblastos lipofilicos (Fig. 30).
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A estrutura celular dos eofilos (Fig. 24-32) e o indice estomatico, tanto da face
abaxial quanto da face adaxial de M. pilulifera, ndo foram alterados em solo contaminado
nem em solo biorremediado (p<0,05) (Fig. 33 e 34). A espessura dos eofilos de M. pilulifera
foi 42,44% menor em solo contaminado por petréleo, quando comparada com as plantas em
solo ndo contaminado (p>0,05) (Fig. 35). A espessura dos eofilos das plantas em solo
biorremediado foi estatisticamente semelhante ao tratamento com solo ndo contaminado
(p<0,05) (Fig. 35). A diminuicdo na espessura do eofilo de M. pilulifera, em solo
contaminado, provavelmente se deve ao menor crescimento e biomassa da parte aérea, além

da menor area (Capitulo 1).
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Figuras 22-32 - Eofilo de Mimosa pilulifera Bentham, ap6s 30 dias da semeadura. 22-23-
tricomas dos eofilos em solo ndo contaminado. 24-26 - vista frontal da epiderme da face
adaxial. 27-29 - vista frontal da epiderme da face abaxial. 30-32 - secgdes transversais. 24,
27 e 30 - solo ndo contaminado. 25, 28 e 31 - solo biorremediado. 26, 29 e 32 - solo
contaminado por petréleo. (Epb: epiderme da face abaxial; Epd: epiderme da face adaxial,
Fv: feixe vascular; Id: idioblasto; PIl: parénquima lacunoso; Pp: parénquima palicadico).
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Figuras 33 e 34 - indice estomatico do eofilo de Mimosa pilulifera Bentham, apés 30 dias
da semeadura, em solo ndo contaminado (SNC), solo biorremediado (SB) e solo
contaminado por petréleo (SC), das faces adaxial (28) e abaxial (29). Cada coluna representa
a média de cinco repeticdes e as barras indicam o desvio padréo. - ndo significativo.
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Figura 35 - Espessura do eofilo de Mimosa pilulifera Bentham, ap6s 30 dias da semeadura,

em solo ndo contaminado (SNC), solo biorremediado (SB) e solo contaminado por petr6leo
(SC). Cada coluna representa a média de cinco repeticdes e as barras indicam o desvio
padrdo. As médias seguidas da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes baseadas
pelo teste de Tukey (p<0.05).

Como nao foram detectadas alteracfes nas células, nos tricomas e nas céras
epicuticulares de M. pilulifera, é provavel que o nivel de toxicidade do solo contaminado por
petréleo seja baixo para essa espécie. Alkio et al. (2005) detectaram deformacBes nos

tricomas e lesdes nas folhas de Arabidopsis thaliana, provocadas pela penetracdo do

fenantreno na planta. Os eofilos de S. commersoniana que cresceram em solo recém-
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contaminado por 6leo diesel apresentaram deformacdes epidérmicas e redugdo das ceras
epicuticulares (Bardelli-da-Silva 2006). O referido autor acredita que esse efeito se deve aos
componentes volateis do 6leo diesel. Eofilos de S. terebinthifolius, em solo contaminado
com 6bleo diesel, apresentaram, principalmente na face abaxial, células deformadas, cuticula
alterada e maior nimero de camadas de células de parénquima lacunoso, além de algumas
células do mesofilo com compostos fenodlicos (Rezende 2006). Segundo Adam & Duncan
(2002), os compostos volateis presentes no 6leo diesel sdo 0s provaveis responsaveis pela
maior alteracdo nas células da face abaxial. Provavelmente, o solo contaminado utilizado no
experimento com M. pilulifera ndo apresenta composto volateis. Este fato pode estar
relacionado a auséncia de alteracdes na superficie epidérmica. Folhas adultas de P. lambertii,
expostas a contaminacdo do solo por petréleo, sofreram aumento na espessura do limbo
devido ao aumento no tamanho e nimero de células do parénquima, além de maior indice
estomatico (Maranho et al. 2006). Folhas de S. commersoniana, expostas ao derramamento
de petrdleo, apresentaram maior indice estomatico, maior espessura da epiderme das faces
adaxial e abaxial e ocorréncia de canais traumaticos, sendo essas alteragdes, de acordo com
0s autores, respostas adaptativas as condicGes de estresse hidrico causado pela contaminacao
do solo por petrdleo (Silva et al. 2004).

A menor espessura do primeiro eofilo de M. pilulifera, em solo contaminado por
petréleo, relacionada a menor biomassa e area foliar (Capitulo 1), pode estar evidenciando
mais uma deficiéncia nutricional do que estresse hidrico. Isso porque o experimento foi
desenvolvido em ambiente constantemente Umido e pela auséncia de caracteristicas

anatdbmicas xeromorficas nos eofilos.
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Conclusao
O solo contaminado por petroleo e o solo biorremediado da &rea da REPAR afetaram
negativamente a estrutura da raiz e do eofilo das plantulas de M. pilulifera, evidenciando-se,

entretanto, que o solo biorremediado foi menos fitotoxico.
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Guide for Authors

Submission of Papers

All manuscripts should be submitted electronically through Elsevier Editorial System (EES)
which can be accessed at http://ees.elsevier.com/chem.

With the submitted manuscript authors are requested to provide full contact details of four
potential reviewers including email addresses. The suggested reviewers should not be
people at the same institution as the author, Chemosphere Editors or Editorial Board
members, and at least two should be from other geographic regions.

During submission papers should be marked for the attention of a subject Editor or the
relevant section, if possible. Failure to provide this information will significantly delay

processing of the manuscript.

IMPORTANT INFORMATION BEFORE SUBMISSION.

1. Submission of a paper implies that it has not been published previously, that it is not under
consideration for publication elsewhere, and that if accepted it will not be published
elsewhere in the same form, and/or similar content, in English or in any other language,
without the written consent of the Publisher. By the same token, papers previously published
in proceedings or any other journal in any other language should not be submitted without
significant modification.

2. Manuscripts submitted under multiple authorship are reviewed on the assumption that all
listed authors concur with the submission and that a copy of the final manuscript has been
approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities in the

laboratories where the work was carried out.

3. It is understood that with submission of this article the authors have complied with the
institutional policies governing the humane and ethical treatment of the experimental

subjects, and that they are willing to share the original data and materials if so requested.

4. Conflict of Interest/Full Disclosure: To allow scientists, the public and policy makers to
make more informed judgements about published research, Chemosphere adopts a strong
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policy on conflicts of interest and disclosure. Authors should acknowledge all sources of
funding and any direct financial benefits that could result from publication. Editors likewise
require reviewers to disclose current or recent association with authors and any other special

interest in this work.

Types of Contributions

Chemosphere accepts Research Papers, Review Papers, Short Communications, Letters to
the Editor, Replies and Discussion Papers. Please note that papers with a routine nature and
lacking originality, novelty and uniqueness will not be accepted for publication.
A Short Communication should be of significant scientific merit (a novel finding that

warrants immediate publication).

Manuscript Preparation

General: Manuscripts must be in double-spaced form with wide margins. A font size of 12
pt is required. The corresponding author should be identified (include a Full postal address,
Fax number and E-mail address). The Editors reserve the right to adjust style to certain

standards of uniformity.

Line Numbers: To facilitate the review process continuous line numbers should be inserted

in the text of the manuscript.

Paper Length: The Editors generally encourage brevity for all Research Papers. Short
Communications must not exceed 4 printed pages and will be given priority for rapid
publication. Research papers should not exceed 6000 words. Word counts include text,
references, figures and tables. Each figure or table should be considered equal to 300 words.
The number of figures and/or tables should not exceed seven. Every page of the manuscript,
including the title page, references, tables, etc. should be numbered. However, in the text no

reference should be made to page numbers; if necessary, one may refer to sections.

Abstracts: Abstracts should not exceed 250 words, and should not contain any references.

Keywords: 4-6 keywords must be included on a separate line below the main abstract and

labelled 'Keywords'. To optimise searching, avoid key words already used in the title.

66



Text: Follow this order when composing manuscripts: Title, Authors, Affiliations, Abstract,
Keywords, Text, Acknowledgements, Appendix, References, Figure Captions, Figures and
then Tables. Do not import the Figures or Tables into your text. The corresponding author
should be identified with an asterisk and footnote. All other footnotes (except for table
footnotes) should be identified with superscript Arabic numbers.

Units: Use Sl Units. If other units are necessary, include the conversion factor and add the

non-standard unit in parenthesis. Units should be in the form, e.g. g cm™ rather than g/cm.

Symbols: Define in text. Place extensive list of symbols in an appendix.

Maths: Avoid double suffix. Punctuate carefully. Stack numerators over denominators e.g.
dy dx and not dy/dx = a + bx.

Abbreviations: Please follow the standard guide for abbreviation as given in"Guidelines for
use of technical abbreviations and acronyms in  Chemosphere”  at
http://www.elsevier.com/framework_products/promis_misc/362abbreviations.htm.

References: All publications cited in the text should be presented in a list of references
following the text of the manuscript. In the text refer to: The author's name (without initials)
and year of publication (e.g. "Since Peterson (1993) has shown that..." or "This is in
agreement with results obtained later (Kramer, 1994; Tusseau-Vuillemin et al., 1998; Brito
and Melo, 1999)"). Please follow the chronological order. For three or more authors use the

first author followed by "et al." in the text.

The list of references should be arranged alphabetically by authors' names. The manuscript
should be carefully checked to ensure that the spelling of authors' names and dates are
exactly the same in the text as in the reference list. The Harvard system of references must
be used. International abbreviations should be used for journal names as determined by ISI.
For a listing please refer to: http:/library.caltech.edu/reference/abbreviations. If the journal
is not included in the ISl list, a second consultation on http://in-cites.com/journal-
list/index.html is recommended. References should therefore be given in the following form:
Journal article: Tusseau-Vuillemin, M., Mortier, L., Herbaut, L., 1998. Modeling nitrate
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fluxes in an open coastal environment. Transport versus biogeochemical processes. J.
Geophys. Res. 103, 7693-7708.

Book: Cressie, N., 1991. Statistics for Spatial Data. John Wiley, New York.
Article or chapter in edited book: Jeffries, P., Barea, J.M., 1994. Biochemical cycling and
arbuscular mycorrhizas in the sustainability of plant-soil systems. In: Gianinazzi, S.,
Schuepp, H. (Eds.). Impact of Arbusuclar Mycorrhizas on Sustainable Agriculture and

Natural Systems. Birkhauser Verlag, Basel, Switzerland, pp. 101-115.

Format for personal communication: Smith, J.,, Personal communication.
References to personal correspondence or to unarchived material obtained from the World
Wide Web are discouraged. "Anonymous™ is not acceptable as an author. Citations in other
languages are discouraged.

Ilustrations:

- All illustrations must be readable when reduced to a width of 75 mm (single column figure)
or 160 mm (double column figure

- Photographs, charts and diagrams are all to be referred to as "Figure(s)" and should be
numbered consecutively in the order to which they are referred. They should accompany the
manuscript, but should not be included within the text.

- All illustrations should be clearly marked with the figure number. All figures are to have a
caption.

- Line drawings: Lines should be black, of an adequate thickness (around 1 pt) and curves
should be smooth. Particularly, lines of spectra should be of sufficient thickness. Shading
(tints) that simulate grey should not be used and replaced by line shading (hatched)
Photographs: Photographs are to be avoided, if possible. Original photographs must be
supplied as they are to be reproduced (e.g. black and white or colour). If necessary, a scale
should be marked on the photograph. Please note that photocopies of photographs are not
acceptable.

Colour: Colour illustrations will be accepted; however, the authors will be expected to make
a contribution towards the extra printing cost. Apply to the Author Services at the Publisher
for details of cost. If, together with your accepted article, you submit usable colour figures
then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in colour on
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the web (e.g., Science Direct and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in colour in the printed version. For colour reproduction in print, you will
receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article.
Please note: Because of technical complications which can arise by converting colour figures
to 'grey scale' (for the printed version should you not opt for colour in print) please submit in

addition usable black and white prints corresponding to all the colour illustrations.

Tables: Tables should be numbered consecutively and given a suitable caption. Footnotes to
tables should be typed below the table and should be referred to by superscript lowercase
letters. No vertical rules should be used. Tables should not duplicate results presented

elsewhere in the manuscript (e.g. in graphs).

Multimedia Files: Elsevier now accepts electronic supplementary material to support and
enhance your scientific research. Supplementary files offer the author additional possibilities
to publish supporting applications, movies, animation sequences, high-resolution images,
background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be published
online alongside the electronic version of your article on Science Direct: =+
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly
usable, please ensure that data are provided in one of our recommended file formats. Authors
should submit the material in electronic format together with the article and supply a concise
and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork

instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Miscellaneous
Be careful about the use of significant figures; provide concise description about QA/QC of
your data; use periods for your decimal points; define acronyms when they first appear in the

text; be consistent in the format of your unit expressions.

Language editing

Information on author-paid and pre-accept language editing services available to authors can
be found at http:/www.elsevier.com/locate/languagepolishing.

Authors in Japan kindly note: upon request Elsevier Japan will provide a list of people who

can check and improve the English of an article (before submission). Please contact our
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Tokyo office: Elsevier Japan K.K., 1-9-15 Higashi Azabu, Minato-ku, Tokyo 106-0044,
Japan; tel.: +81-3-5561-5032; fax: +81-3-5561-5045; e-mail: jp.info@elsevier.com.

Proofs
PDF proofs will be sent by e-mail to the corresponding author. To avoid delay in
publication, only necessary changes should be made, and corrections should be returned

promptly.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-
mail or, alternatively, 25 free paper offprints. The PDF file is a watermarked version of the
published article and includes a cover sheet with the journal cover image and a disclaimer

outlining the terms and conditions of use.

Copyright

All authors must sign the "Transfer of Copyright" agreement before the article can be
published. This transfer agreement enables Elsevier Ltd to protect the copyrighted material
for the authors, without the author relinquishing his/her proprietary rights. The copyright
transfer covers the exclusive rights to reproduce and distribute the article, including reprints,
photographic reproductions, microfilm or any other reproductions of a similar nature, and
translations. It also includes the right to adapt the article for use in conjunction with
computer systems and programs, including reproduction or publication in machine-readable
form and incorporation in retrieval systems. Authors are responsible for obtaining from the

copyright holder permission to reproduce any material for which copyright already exists.

Disclosure Politics

US National Institutes of Health (NIH) voluntary posting (" Public Access") policy
Elsevier facilitates author response to the NIH voluntary posting request (referred to as the
NIH "Public Access Policy"; see http://www.nih.gov/about/publicaccess/index.htm) by
posting the peer-reviewed author's manuscript directly to PubMed Central on request from
the author, 12 months after formal publication. Upon notification from Elsevier of
acceptance, we will ask you to confirm via e-mail (by e-mailing us at

NIHauthorrequest@elsevier.com) that your work has received NIH funding and that you
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intend to respond to the NIH policy request, along with your NIH award number to facilitate
processing. Upon such confirmation, Elsevier will submit to PubMed Central on your behalf
a version of your manuscript that will include peer-review comments, for posting 12 months
after formal publication. This will ensure that you will have responded fully to the NIH
request policy. There will be no need for you to post your manuscript directly with PubMed

Central, and any such posting is prohibited.

Online Publication

Your article will appear on Elsevier's online journal database ScienceDirect as an "Avrticle in
Press” within approximately 4-6 weeks of acceptance. Articles in Press for this journal can
be viewed at http://www.sciencedirect.com/science/journal/00456535. An Article in Press
may be cited prior to its publication by means of its unique digital object identifier (DOI)

number, which does not change throughout the publication process.

Author Services

For queries relating to the submission of articles (including electronic submission) and the
status of accepted manuscripts, please contact Author Services, Log-in Department, Elsevier
, The Boulevard, Langford Lane, Kidlington, Oxford OX5 1GB, UK. E-mail:
authors@elsevier.co.uk, Fax: +44 (0) 1865 843905, Tel: +44 (0) 1865 843900.
Authors can also keep a track on the progress of their accepted article, and set up e-mail
alerts informing them of changes to their manuscript's status, by using the "Track a Paper"

feature.
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Encaminhamento dos manuscritos

Os manuscritos devem ser enviados em 3 vias impressas e em CD-ROM a:
Revista Rodriguésia

Rua Pacheco Le&o 915

Rio de Janeiro - RJ

CEP: 22460-030

Brasil

e-mail: rodriguesia@jbrj.gov.br

Os artigos devem ter no maximo 30 paginas digitadas, aqueles que ultrapassem este
limite poderdo ser publicados apds avaliacdo do Corpo Editorial. O aceite dos trabalhos
depende da decisdo do Corpo Editorial.

Todos os artigos serdo submetidos a 2 consultores ad hoc.

Aos autores sera solicitado, quando necessario, modificacdes de forma a adequar o trabalho
as sugestdes dos revisores e editores. Artigos que ndo estiverem nas normas descritas serdo
devolvidos.

Serdo enviadas aos autores as provas de pagina, que deverdo ser devolvidas ao Corpo
Editorial em no maximo 5 dias Uteis a partir da data do recebimento. Os trabalhos, apos a
publicacao, ficardo disponiveis em formato digital (PDF, AdobeAcrobat) no site do Instituto

de Pesquisas Jardim Boténico do Rio de Janeiro (http://rodriguesia.jbrj.gov.br).

Formato dos manuscritos

Os autores devem utilizar o editor do texto Microsoft Word, versdo 6.0 ou superior,
fonte Times New Roman, corpo 12, em espaco duplo.

O manuscrito deve ser formatado em tamanho A4, com margens de 2,5 cm e
alinhamento justificado, exceto nos casos indicados abaixo, e impresso em apenas um lado
do papel. Todas as paginas, exceto a do titulo, devem ser numeradas, consecutivamente, no
canto superior direito. Letras maiGsculas devem ser utilizadas apenas se as palavras exigem
iniciais mailsculas, de acordo com a respectiva lingua do manuscrito. N&do serdo
considerados manuscritos escritos inteiramente em maiusculas.

Palavras em latim devem estar em italico, bem como os nomes cientificos genéricos e

infragenéricos.
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Utilizar nomes cientificos completos (género, espécie e autor) na primeira mencao,
abreviando o nome genérico subseqlientemente, exceto onde referéncia a outros géneros
cause confusdo. Os nomes dos autores de taxons devem ser citados segundo Brummitt &
Powell (1992), na obra “Authors of Plant Names”.

Primeira pagina - deve incluir o titulo, autores, instituicdes, apoio financeiro, autor e
endereco para correspondéncia e titulo abreviado. O titulo devera ser conciso e objetivo,
expressando a idéia geral do conteudo do trabalho. Deve ser escrito em negrito com letras
maiulsculas utilizadas apenas onde as letras e as palavras devam ser publicadas em

maiusculas.

Segunda pagina - deve conter Resumo (incluindo titulo em portugués ou espanhol),
Abstract (incluindo titulo em inglés) e palavras-chave (até 5, em portugués ou espanhol e
inglés). Resumos e abstracts devem conter até 200 palavras cada. O
Corpo Editorial pode redigir o Resumo a partir da traducdo do Abstract em trabalhos de

autores ndo fluentes em portugués.

Texto — Iniciar em nova pagina de acordo com seqiiéncia apresentada a seguir: Introducéo,
Material e Métodos, Resultados, Discussdo, Agradecimentos e Referéncias Bibliograficas.
Estes itens podem ser omitidos em trabalhos sobre a descricdo de novos tdxons, mudancas
nomenclaturais ou similares. O item Resultados pode ser agrupado com Discussdo quando
mais adequado. Os titulos (Introducao, Material e Métodos etc.) e subtitulos deverdo ser em
negrito. Enumere as figuras e tabelas em arabico de acordo com a seqiiéncia em que as
mesmas aparecem no texto. As citagOes de referéncias no texto devem seguir 0s seguintes
exemplos: Miller (1993), Miller & Maier (1994), Baker et al. (1996) para trés ou mais
autores ou (Miller 1993), (Miller & Maier 1994), (Baker et al. 1996).
Referéncia a dados ainda ndo publicados ou trabalhos submetidos deve ser citada conforme o
exemplo: (R.C. Vieira, dados ndo publicados). Cite resumos de trabalhos apresentados em
Congressos, Encontros e Simpdsios se estritamente necessario.

O material examinado nos trabalhos taxondmicos deve ser citado obedecendo a
seguinte ordem: local e data de coleta, fl., fr., bot. (para as fases fenoldgicas), nome e
numero do coletor (utilizando et al. quando houver mais de dois) e sigla(s) do(s) herbario(s)

entre paréntesis, segundo o Index Herbariorum.
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Quando ndo houver numero de coletor, o nimero de registro do espécime,
juntamente com a sigla do herbario,devera ser citado. Os nomes dos paises e dos
estados/provincias deverdo ser citados por extenso, em letras mailsculas e em ordem
alfabética, seguidos dos respectivos materiais estudados.

Exemplo:
BRASIL. BAHIA: llhéus, Reserva da CEPEC, 15.X11.1996, fl. e fr., R. C. Vieira et al.
10987 (MBM, RB, SP).

Para numeros decimais, use virgula nos artigos em Portugués e Espanhol (exemplo:
10,5 m) e ponto em artigos em Inglés (exemplo: 10.5 m). Separe as unidades dos valores por
um espaco (exceto em porcentagens, graus, minutos e segundos).

Use abreviacfes para unidades métricas do Systeme Internacional d"Unités (SI) e
simbolos quimicos amplamente aceitos. Demais abrevia¢Ges podem ser utilizadas, devendo

ser precedidas de seu significado por extenso na primeira mencéo.

Referéncias Bibliograficas - Todas as referéncias citadas no texto devem estar listadas neste
item. As referéncias bibliograficas devem ser relacionadas em ordem alfabética, pelo
sobrenome do primeiro autor, com apenas a primeira letra em caixa alta, seguido de todos 0s
demais autores. Quando houver repeticdo do(s) mesmo(s) autor(es), 0 nome do mesmo
devera ser substituido por um travessdo; quando o mesmo autor publicar varios trabalhos
num mesmo ano, deverdo ser acrescentadas letras alfabéticas apds a data. Os titulos de
periodicos ndo devem ser abreviados.

Exemplos:

Tolbert, R. J. & Johnson, M. A. 1966. A survey of the vegetative shoot apices in the family
Malvaceae. American Journal of Botany 53(10): 961-970.

Engler, H. G. A. 1878. Araceae. In: Martius, C. F. P. von; Eichler, A. W. & Urban, I. Flora
brasiliensis. Munchen, Wien, Leipzig, 3(2): 26-223.

. 1930. Liliaceae. In: Engler, H. G. A. & Plantl, K. A. E. Die Naturlichen
Pflanzenfamilien. 2. Aufl. Leipzig (Wilhelm Engelmann). 15: 227-386.

Sass, J. E. 1951. Botanical microtechnique. 2ed. lowa State College Press, lowa, 228p.
Cite teses e dissertacGes se estritamente necessario, isto é, quando as informacdes

requeridas para o bom entendimento do texto ainda ndo foram publicadas em artigos
cientificos.
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Tabelas - devem ser apresentadas em preto e branco, no formato Word for Windows. No
texto as tabelas devem ser sempre citadas de acordo com os exemplos abaixo:

“Apenas algumas espécies apresentam indumento (Tab. 1)...”
“Os resultados das analises fitoquimicas sdo apresentados na Tabela 2...”

Figuras - ndo devem ser inseridas no arquivo de texto. Submeter originais em preto e branco
e trés copias de alta resolucdo para fotos e ilustracBes, que também podem ser enviadas em
formato eletronico, com alta resolucdo, desde que estejam em formato TIF ou compativel
com CorelDraw, versdo 10 ou superior. llustracbes de baixa qualidade resultardo na
devolucéo do manuscrito.

No caso do envio das cdpias impressas a numeragdo das figuras, bem como textos
nelas inseridos, devem ser assinalados com Letraset ou similar em papel transparente (tipo
manteiga), colado na parte superior da prancha, de maneira a sobrepor o papel transparente a
prancha, permitindo que os detalhes aparecam nos locais desejados pelo autor. Os graficos
devem ser em preto e branco, possuir bom contraste e estar gravados em arquivos separados
em disquete (formato TIF ou outro compativel com CorelDraw 10). As pranchas devem
possuir no méaximo 15 cm larg. x 22 cm comp. (também serdo aceitas figuras que caibam em
uma coluna, ou seja, 7,2 cm larg.x 22 cm comp.). As figuras que excederem mais de duas
vezes estas medidas serdo recusadas.

As imagens digitalizadas devem ter pelo menos 600 dpi de resolugéo.

No texto as figuras devem ser sempre citadas de acordo com os exemplos abaixo:
“Evidencia-se pela anélise das Figuras 25 e 26....”

“Lindman (Fig. 3) destacou as seguintes caracteristicas para as espécies...”

Apos feitas as correcdes sugeridas pelos assessores e aceito para a publicacdo, o autor deve
enviar a versao final do manuscrito em duas vias impressas e em uma eletrénica.
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Tabela Alll. 1: Namero de sementes germinadas por dia e a soma de sementes germinadas
por repeticdo de Mimosa pilulifera em solo contaminado com petréleo, solo biorremediado e
solo ndo contaminado.

Solo Contaminado Solo Biorremediado Solo ndo Contaminado

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

1 2 2 2 0 5 1 1 5 0 1 1 5 2 3 4
2 25 27 4 10 23 23 24 19 14 24 20 23 19 25 21
3 13 15 2 19 13 12 11 15 16 16 18 9 14 14 11
4 3 2 13 4 1 0 1 2 8 3 1 7 4 1 4
5 0 0 2 2 2 3 1 0 2 0 0 0 1 4 0
6 1 0 2 1 2 0 0 1 0 0 0 1 2 0 1
7 0 0 2 0 1 0 0 0 2 0 0 0 0 0 1
8 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Soma 40 45 43 47 42 40 38 42 42 44 40 45 43 47 42

Tabela Alll. 2: Porcentagem de germinacdo (%) e indice de velocidade de germinacao (IVG)
de Mimosa pilulifera em solo contaminado com petroleo, solo biorremediado e solo néo
contaminado.

Solo Contaminado  Solo Biorremediado  Solo ndo Contaminado

% VG % VG % VG
1 90 21,96 88 19,08 84 19,475
2 72 12,9 84 15,02 94 21,217
3 62 9,179 84 20,167 86 17,8
4 92 21 76 17,117 90 21,417
5 88 19,75 80 17,2 80 17,250
Média 80,8 16,958 82,4 17,717 86,8 19,432
EP 3,86 1,61 3,86 1,61 3,86 1,61
DP 13,16 5,62 4,56 1,99 5,40 1,91

Tabela Alll. 3: Andlise de variancia dos dados referentes as variaveis de germinacao de
Mimosa pilulifera.

Fonte de Quadrado Médio
variacio GL Porcentagem de | Indice de velocidade
¢ germinacio de germinacio
Tratamento 2 48,267 8,032
Erro 12 74,4 13,037
Total I e Dt
Cocficiente de 10,35 20,02
variacio (%)
Q“"q(‘;?)d"ad" 4,913 5,723
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Tabela Alll. 4: Area foliar (cm?) e biomassa foliar (g) do primeiro eofilo de Mimosa pilulifera, aps 30 dias da semeadura, em solo contaminado
com petrdleo, solo biorremediado e solo ndo contaminado.

Solo Contaminado Solo Biorremediado Solo ndo Contaminado
Area foliar  Biomassa foliar ~ Areafoliar  Biomassa foliar  Area foliar  Biomassa foliar
(cm?) C), (cm?) ) (cm?) @

1 0,74 0,28 0,87 0,283 1,86 0,532
2 0,86 0,196 0,90 0,406 1,40 0,510
3 1,14 0,258 0,64 0,274 1,41 0,496
4 0,57 0,243 0,94 0,332 1,09 0,450
5 0,79 0,288 1,27 0,336 1,20 0,472
Média 0,82 0,253 0,92 0,326 1,39 0,492
EP 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02
DP 0,02 0,04 0,02 0,05 0,03 0,03

Tabela Alll. 5: Anélise de variancia dos dados referentes as varidveis: area foliar e biomassa do eofilo de Mimosa pilulifera.

Fonte de Quadrado Médio
.~ GL T . -
variacao Area foliar Biomassa
Tratamento 2 0,005 0,075
Erro 12 0,001 0,002
Total I e e
Coeficiente de 23,52 11,58
variacio (%)
Qui-quadrado 0,493 0,999

o)
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Tabela Alll. 6: Comprimento aéreo (cm) e biomassa aerea (g), de Mimosa pilulifera, apos 30, 60 e 90 dias da semeadura, em solo contaminado

com petrdleo, solo biorremediado e solo ndo contaminado.

Solo Contaminado

Solo Biorremediado

Solo ndo Contaminado

Comprimento aéreo

Biomassa aérea (g)

Comprimento aéreo

Biomassa aérea (g)

Comprimento aéreo

Biomassa aérea (g)

(cm) (cm) (cm)

30 60 90 30 60 90 30 60 90 30 60 90 30 60 90 30 60 90

1 230 212 243 06 051 064 263 332 326 100 137 158 255 347 366 116 125 2,56
2 208 193 257 063 049 081 257 260 280 0,75 106 121 258 298 340 131 154 164
3 242 193 195 064 051 047 268 293 333 101 1,17 164 2,78 280 475 139 1,10 2,00
4 18 2,18 216 053 061 055 205 223 303 072 100 100 268 302 415 131 115 250
5 210 2,10 240 064 060 075 270 283 303 102 0,77 138 235 312 340 128 1,47 1,39
Média 215 205 230 061 054 064 253 278 309 09 107 136 259 308 387 129 130 2,02
EP 0,10 0,13 0,27 00 o008 0,15 0,10 0,13 0,27 0,05 0,08 015 0,0 0,13 0,17 0,05 0,08 0,15
DP 0,22 012 025 005 019 0,14 0,27 040 021 0,15 0,22 0,26 0,16 025 058 0,08 0,06 0,52

Tabela Alll. 7: Anélise de variancia dos dados referentes as varidveis ao desenvolvimento da parte aérea de Mimosa pilulifera.

Quadrado Médio
Fonte de variacao GL Comprimento aéreo Biomassa aérea

30 dias 60 dias 90 dias 30 dias 60 dias 90 dias

Tratamento 2 0,281 1,394 3,081 0,585 0,756 2,361
Erro 12 0,049 0,079 0,147 0,011 0,036 0,118
Total I et Bl Bl Bt Bt Bt
Coeficiente de | 4 ;g 10,67 12,40 11,07 119,43 | 2565

variac¢io (%)
Q“"q(‘;(i‘)drad“ 0,037 4749 | 4507 4522 | 4577 | 5486
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Tabela Alll. 8: Comprimento (cm) e biomassa radicular (g) de Mimosa pilulifera, apds 30, 60 e 90 dias da semeadura, em solo contaminado com
petrdleo, solo biorremediado e solo ndo contaminado.

Solo Contaminado Solo Biorremediado Solo ndo Contaminado

Comprimento Biomassa radicular Comprimento Biomassa radicular Comprimento Biomassa radicular

radicular (cm) (9) radicular (cm) (9) radicular (cm) (9)
30 60 90 30 60 90 30 60 90 30 60 90 30 60 90 30 60 90
1 11,37 9,32 128 084 122 114 1295 1188 1263 0,73 107 1,38 1043 10,98 1550 0,64 1,28 1,08
2 11,42 9,58 130 086 09 108 1245 1207 1145 0,79 1,14 125 1052 13,67 1400 0,69 110 140
3 11,05 11,2 110 o067 1,02 1,10 12,17 13,10 1400 064 142 2,11 9,03 13,18 12,80 0,68 1,04 1,66
4 9,68 9,00 120 060 106 09 11,63 13,15 1450 0,75 1,15 1,40 9,22 10,9 1350 0,71 130 140
5 9,05 9,58 11,9 092 09% 161 1025 1232 1260 O,70 1,71 161 7,12 11,83 13,00 053 1,07 1,25
Média 1051 9,74 12,14 0,78 104 1,18 11,89 125 1304 0,72 130 155 926 1212 13,76 0,65 1,16 1,36
EP 053 042 047 004 008 0,12 053 042 047 004 008 0,12 053 042 047 004 0,08 0,12
DP 1,08 0,85 0,8 014 011 025 103 059 122 006 027 034 138 125 1,08 0,07 0,12 0,21
Tabela Alll. 9: Anélise de variancia dos dados referentes as variaveis ao desenvolvimento radicular de Mimosa pilulifera.
Quadrado Médio
Fonte de variacao GL Comprimento radicular Biomassa radicular

30 dias 60 dias 90 dias 30 dias 60 dias | 90 dias

Tratamento 2 8,626 11,251 3,293 0,021 0,082 0,173

Erro 12 1,379 0,881 1,096 0,009 0,033 0,074

Total 14 | mmmmmmemm | mmmmmmmmem | mmmmmmmeen | cmmmemmeen | mmemeeos | oo

Coeficiente de | ) 15 8,19 8,06 13,2 1549 | 20,04

variacio (%)
Q“"q(‘)‘(i‘)dmd" 0359 | 1,976 | 0635 | 3104 | 3617 | 0,799
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Tabela Alll. 10: Espessura do cortex da raiz (EC), didmetro do cilindro vascular da raiz (DCV) e diametro total do hipocotilo (DT) de Mimosa
pilulifera apds 30 dias da semeadura, em solo contaminado com petréleo, solo biorremediado e solo ndo contaminado.

Solo Contaminado Solo Biorremediado Solo ndo Contaminado
EC DCV DT EC DCV DT EC DCV DT
um

323,7 1079 3800 3320 1162 4399 340,3 1494 4034
3735 1328 406,7 448,2 116,2 4316 3735 1411 346,8
332,0 116,2 3752 2739 83,00 4215 423,3 149,4 400,1
356,0 116,2 3569 340,3 132,8 3569 3735 157,7 41372
5 323,7 2241 3335 356,9 1245 4532 4150 224,10 4333
Media 341,88 139,44 3705 350,26 11454 420,6 38512 164,34 3994
EP 19,37 1598 1456 19,37 1598 14,56 19,37 1598 14,56
DP 22,2 48,18 27,28 63,05 18,93 3747 34,02 3392 32,10

A wWDN PR

Tabela Alll. 11: Espessura do cotilédone (EC), espessura do eofilo (EE), indice estomatico (IE) da epiderme da face adaxial (AD) e da epiderme
da face abaxial (AB) de Mimosa pilulifera apds 30 dias da semeadura, em solo contaminado com petréleo, solo biorremediado e solo ndo
contaminado.

Solo Contaminado Solo Biorremediado Solo ndo Contaminado
EC EE IE EC EE IE EC EE IE
AD AB AD AB AB AB
um mm? pm mm?’ um mm?

3154 19,47 1333 120 390,1 116,2 143,3 1533 381,8 1245 163,3 153,33
381,8 90,3 160 173,3 3818 107,9 120 1133 2988 116,2 96,6  133,3
356,9 116,2 1933 237,3 4150 132,8 146 86,6 307,1 1494 146,6 120
323,7 107,9 120  1106,6 381,6 1245 100 133,3 4150 1328 1333 1133
240,7 1328 120 133,3 3486 132,8 1333 48,6 3755 1245 100 166,6
Média 323,7 7453 1453 154,8 383,42 122,84 128,53 110,6 355,24 129,48 128 137,3

EP 19,92 9,07 1,81 2,74 19,92 9,07 1,81 2,74 1992 9,07 1,81 2,74

DP 53,47 3094 2139 53,13 23,77 10,82 1893 40,9 50,28 1259 21,13 22,39

O~ wNPE-
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Tabela Alll. 12: Andlise de variancia dos dados referentes as variaveis: espessura do cortex da raiz, diametro do cilindro vascular da raiz e
diametro do hipocétilo, espessura do cotilédone, espessura do eofilo e indice estomatico da epiderme da face adaxial e da face abaxial de Mimosa

pilulifera.
Quadrado Médio
Fon.te (~ie GL Espessura Dla.n}etro Didmetro | Espessura Espessura indice estomatico
variacao , do cilindro do do
do cortex C o do eofilo
vascular | hipocotilo | cotiledone Adaxial | Abaxial
Tratamento 2 2629,28 3100,05 3169,352 4462,803 4497,185 72,873 437,453
Erro 12 1875,11 1276,762 1059,531 1984,090 410,890 109,646 249,8
Total 14 | mmmmmmmmem | mmmmmmmmem | mmmemmmmee | mmmmemmeeo | mmemmeemon | mmemeemes | moemeeeees
Coeficiente
de variacao 12,06 25,63 8,20 12,58 18,61 20,18 30,67
(%)
Qui-
quad{ado 3,841 2,798 0,359 2,334 4,905 0,951 2,401
)
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