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RESUMO

Em 2000, ocorreu um vazamento de petroleo na area da Refinaria Getulio Vargas
(REPAR/PETROBRAS), em Araucaria — PR, contaminando o solo em areas de
Floresta Mista existentes no local. Cerca de cinco anos apdés a contaminacao e
aplicagao de processos de biorremediacéo, pretende-se, identificar os efeitos do solo
contaminado por petréleo e do solo biorremediado na germinagao, no crescimento e
na morfoanatomia das plantulas de Campomanesia xanthocarpa. Esta espécie é
arborea, helidfita que ocorre no local do acidente. O experimento foi montado com
solo proveniente da REPAR, seguindo um delineamento inteiramente casualizado
com trés tratamentos: solo contaminado (C), solo biorremediado (BR), solo néo
contaminado (NC); e cinco repeticdes com 50 sementes cada. A porcentagem e a
velocidade de germinacao (IVG), a produgdo de biomassa e o comprimento das
plantulas foram avaliados. As plantulas foram coletadas com 30 e 60 dias de idade,
sendo as amostras fixadas, incluidas em historresina, seccionadas em micrétomo, e
montadas de forma permanente. Ndo houve diferenga significativa na porcentagem
e na velocidade da germinagdo. Em geral, as plantulas em solo biorremediado
tiveram maior crescimento e biomassa em comparagao com o solo ndo contaminado
e com o contaminado. Estes resultados podem estar indicando a redugao dos efeitos
da contaminagdo pelo processo de biorremediagdo. A pléntula € epigea,
fanerocotiledonar, com para-cotilédones e eofilos simples, opostos. O para-
cotilédone e o eofilo apresentam caracteristicas morfologicas e anatdbmicas
semelhantes. O hipocétilo é o principal 6rgado de reserva. Observou-se a presenca
de glandulas e células secretoras com conteudos, em praticamente todas as partes
da plantula, exceto na raiz. A contaminagao afetou a morfologia e a anatomia das
plantulas, principalmente da raiz.

Palavras-chave: Contaminagao; morfologia; anatomia; Campomanesia xanthocarpa.
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ABSTRACT

In 2000, there was an oil spill in the Getulio Vargas refinery (REPAR/PETROBRAS)
area, Araucaria - PR, Brazil, contaminating the soil in areas of Mixed Forest, existing
at the site. About five years after the contamination and implementing processes of
bioremediation, it is intended to identify the effects of soil contaminated by petroleum,
and soil biorremediated, in germination, growth and morfoanatomy of Campomanesia
xanthocarpa seedlings. This is a tree species heliophyla that occurs at the site of the
accident. The experiment was mounted with soil from REPAR, following a completely
randomized design, with three treatments: contaminated soil (C), bioremediated soil
(BR) and uncontaminated soil (NC), and five replicates with 50 seeds each. The
porcentage and speed of germination (IVG), the production of biomass and length of
the seedlings were evaluated. Seedlings were collected with 30 and 60 days old, and
the samples fixed, included in historesin, sectioned in microtome, and mounted on a
permanent slide. There was no significant difference in percentage and speed of
germination. In general, the seedlings in soil bioremediated had higher biomass
growth compared with contaminated and not contaminated soil. These results may
be indicating the reduction of the effects of the contamination by the process of
bioremediation. The seedling is epigeal, phanerocotylar, with paracotyledons and
eophylls simple, opposites. The paracotyledons and eophyll have similar anatomical
and morphological characteristics. The hypocotyl is the main body of reserves. There
was the presence of glands and secretory cells with content, in virtually all parts of
the seedling, except at the root. The contamination affected the morphology and
anatomy of the seedlings, especially the root.

Key-words: Contamination; morphology; anatomy; Campomanesia xanthocarpa.



| INTRODUGAO GERAL

O petroleo é uma mistura complexa de componentes organicos, sendo a
maior parte composta por hidrocarbonetos. Esse é produto da biomassa final de
longos periodos geoldgicos, por complexas reagdes que ocorrem sob condigcbes de
alta pressdo e temperatura, em formacdes sedimentares. Os componentes do
petréleo podem ocorrer de forma gasosa, que € chamado de gas natural, de forma
liquida, chamada de 6leo cru e sdélido ou semi-solido que é chamado de asfaltico
(FREEDMAN, 1993).

Os hidrocarbonetos sao quantitivamente os mais importantes constituintes do
petréleo, eles podem ser classificados em trés grandes grupos: hidrocarbonetos
alifaticos, aciclicos ou aromaticos. O efeito toxico dos hidrocarbonetos pode ser
influenciado por uma série de fatores, tais como: a quantidade de 6leo derramado; o
tipo de 6leo e os componentes toxicos; a frequéncia e o tempo de exposicao;
mudangas no clima e a quantidade de oxigénio (BAKER, 1970; FREEDMAN, 1993).

A polui¢ao por petroleo pode ser causada por qualquer derramamento de 6leo
cru ou produto refinado. Entretanto, os casos mais graves de poluicdo envolvem o
derramamento de petréleo ou fluidos de metais pesados, provindos de tanques ou
perfuragdes em plataformas no oceano, por barcos ou navios (FREEDMAN, 1993).

Os impactos causados por acidentes com petréleo e seus derivados podem
ser evidenciados logo ap6s um derramamento, tendo como consequéncia imediata a
morte da fauna, da vegetacdo e contaminagdao das aguas. Porém, ao longo do
tempo, os efeitos desses acidentes ainda podem permanecer no ambiente,
prejudicando os ecossistemas (FREEDMAN, 1993).

Diversos fatores ambientais podem influenciar na reproducdo e crescimento
das plantas; indiretamente podem afetar os processos fisioldgicos (especialmente
relacionados aos carboidratos e reguladores vegetais) e diretamente, induzir a
injuria. Entre esses, os mais importantes sdo: a intensidade luminosa, o suplemento
de agua, a temperatura, a fertilidade do solo e a poluicdo (KOZLOWSKI &
PALLARDY, 1997).

A extensdo em que as fungdes vitais sdo afetadas pelos poluentes e se ha
danos visiveis, depende de muitas variaveis, tanto bidticas como abidticas. As
variaveis mais importantes a serem considerados sdo as espécies, a forma de

crescimento, a idade, a fase da atividade da planta, o vigor geral do vegetal, as



condigdes climaticas e edaficas, as propriedades quimicas, a concentracédo, o
momento e a duragado do poluente (LARCHER, 2000). Além disso, a contaminagao
por petréleo altera as propriedades fisicas e quimicas do solo, tornando-o
hidrofobico, o que pode resultar na redugao na disponibilidade de agua e nutrientes
para as plantas (BAKER, 1970; LI et al., 1997).

Para uma melhor compreensdo dessas relagbes, € importante considerar
tanto o ambiente em que as plantas estédo sujeitas, quanto a sua estrutura como um
todo. Dentro deste contexto, conhecer a dindmica das espécies em seu habitat é o
primeiro passo para compreender suas alteragdes em relacdo aos fatores de
estresse.

Como organismos sedentarios, as plantas estdo sempre expostas ao estresse
das emissodes locais, e em maior intensidade do que os humanos ou os animais. Por
essa razao, elas podem ser utilizadas como bioindicadores em relagdo a uma
variedade de substancias toxicas. Bioindicadores s&o organismos, ou uma
comunidade de organismos sensiveis a poluicdo, que respondem por meio de
alteracdes dos seus processos vitais (indicadores por meio de respostas), ou pela
acumulagao do poluente (indicadores por meio da acumulagao) (LARCHER, 2000).

A biorremediacdo € uma tecnologia que vem ganhando importadncia na
comunidade cientifica, uma vez que, o aumento da poluicdo esta destruindo os
ecossistemas naturais. O uso de microorganismos no solo para degradar os
contaminantes, como hidrocarbonetos, € uma alternativa que pode minimizar os
prejuizos ambientais.

Uma planta que cresce em condigdes ideais tem um contato adequado entre
a estrutura da raiz e a matriz do solo, o que permite o suprimento de oxigénio e
agua. No entanto, se as raizes crescem em um ambiente poluido por petréleo, as
particulas do solo sdo cobertas com uma camada hidrofébica que reduz a
disponibilidade de agua e aumenta a demanda por oxigénio dos microorganismos no
solo. Isto causa o estresse anoxico e hidrico e, adicionalmente, a natureza
hidrofébica do poluente também causa um estresse quimico (LARCHER, 2000).

KINAKO (1981) examinou os efeitos da poluicdo por 6leo em diversas
especies de plantas e sobre a produtividade de um ecossistema. O poluente reduziu
drasticamente a estrutura e complexidade da comunidade e também deixou um
efeito adverso significante na produtividade da vegetagao. A poluicado também pode

contribuir indiretamente em outros aspectos da deterioragdo do habitat como, por



exemplo, a erosdo. Isto pode ocorrer quando a recuperagado da vegetagao apos um
derramamento de petroleo for lenta. A superficie do solo sem vegetacao pode ser
exposta aos varios agentes climaticos, antes do estabelecimento da cobertura de

plantas protetoras.

PROFFIT et al. (1995) relataram o efeito do 6leo em plantulas de mangue em
diferentes condi¢des ambientais e observaram que houve redugcédo no crescimento
tanto do caule, como na produgdo e tamanho das folhas. ALKIO et al. (2005)
observaram que o hidrocarboneto policiclico aromatico (fenantreno) causou sintomas
de estresse, como reducao do crescimento, deformidade e redugao dos tricomas,
clorose, atraso na florescéncia, aparecimento de manchas brancas, atraso no

desenvolvimento e lesoes necroéticas.

Em julho de 2000, ocorreu um grave acidente ambiental na area da Refinaria
Getulio Vargas (REPAR), pertencente a Petrobras, localizada em Araucéria — PR,
onde foram derramados quatro milhdes de litros de petréleo. O acidente afetou
consideravelmente as formacgdes vegetacionais existentes no local, contaminando
também o solo, a fauna e os rios Barigui e Iguagu. Parte desta area esta sendo
submetida a um processo de biorremediagao, visando baixar os valores de TPH
(Hidrocarbonetos Totais do Petréleo) a um nivel nao toxico.

Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (guabirobeira) é espécie arbdrea, com
ocorréncia desde o estado de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul. De acordo com
REITZ (1977) trata-se de uma espécie helidfita, seletiva higrofita, até mesdfita,
sendo bastante freqliente na Floresta Ombrdfila Mista, especialmente nos solos
umidos da floresta fluvial, nos capdes, e em areas mais abertas da floresta
secundaria. E uma arvore de médio porte, de copa densa e arredondada, casca
pardo-acinzentada. As folhas s&o opostas, simples, ovalado-oblongas, apice
acuminado-agudo, base obtusa, longos peciolos, venagao bem evidente, com veias
laterais conectadas proximo da margem da folha, por uma série de arcos fortemente
curvados. As flores sdo meliferas, de cor branca e os frutos sdo do tipo baga,
globoso, de coloragédo amarelada. C. xanthocarpa pode ser utilizada como espécie
ornamental e é indicada para plantio em areas degradadas (Figura 1).

C. xanthocarpa esta presente na formacéo vegetacional (Floresta Ombrofila
Mista) onde ocorreu o acidente. Apresenta grande importancia, pois, além de ser

espécie frequente na regido da REPAR, seus frutos sao bastante apreciados pela



fauna. Em funcao disso, ha necessidade de compreender melhor a potencialidade
germinativa, crescimento e desenvolvimento da espécie na area afetada pelo
petréleo. Além disso, trabalhos com C. xanthocarpa (BONA & SANTOS, 2003;
MAYER, 2004) registram que a espécie possui potencial para revegetacédo de areas
contaminadas com residuos oleosos.

Este trabalho tem por objetivo estudar a influéncia do solo contaminado por
petréleo e do solo biorremediado, sobre a germinagédo de sementes, crescimento,
desenvolvimento e morfoanatomia de plantulas de Campomanesia xanthocarpa O.

Berg (Myrtaceae).

Objetivos especificos:

. Caracterizar morfologicamente e anatomicamente as plantulas;

o Analisar o comportamento germinativo das sementes em {trés
tratamentos: solo contaminado por petroleo, solo biorremediado e
solo n&o contaminado;

o Avaliar a morfologia e o crescimento das plantulas nos trés
tratamentos, considerando medidas de area foliar, comprimento e
biomassa das plantulas;

o Analisar e descrever as possiveis diferencas qualitativas e
quantitativas na estrutura anatdbmica das plantulas entre os trés

tratamentos.

O presente trabalho foi dividido em trés capitulos para facilitar futuras
publicagdes. O primeiro capitulo consta da descrigdo morfolégica e anatdmica das
plantulas de C. xanthocarpa. Pois, para compreender as variaveis que exercem
influéncia sob as plantulas, relacionadas com a contaminacao, faz-se necessario
entender a estrutura dessas como um todo. No segundo capitulo, pretende-se
compreender o crescimento e a morfologia das plantulas dessa espécie, em solo
contaminado com petréleo e solo biorremediado. O terceiro capitulo, por sua vez,
tem o objetivo de analisar as possiveis diferengas qualitativas e quantitativas na

anatomia das plantulas, crescendo em solo contaminado e biorremediado.



Figura 1 - llustragdo do ramo com folhas e frutos de Campomanesia xanthocarpa O. Berg.
(Myrtaceae).

Fonte: O autor (2008).
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CAPITULO 1

MORFOANATOMIA DA PLANTULA DE Campomanesia xanthocarpa O. BERG.
(MYRTACEAE)



RESUMO

Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (guabirobeira) é espécie arborea, helidfita,
com ocorréncia desde o Estado de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul. Visando
descrever a morfologia e anatomia da plantula desta espécie, sementes foram
coletadas e plantadas, utilizando-se terra preta e vermiculita como substrato.
Plantulas foram coletadas para analise da morfologia desde a protrusdo da radicula
até a fase em que sado omitidos os primeiros pares de eofilos. Para a analise
anatdmica coletaram-se plantulas com sete e 30 dias, sendo as amostras fixadas em
glutaraldeido (1%) + formaldeido (4%), incluidas em historesina, seccionadas em
micrétomo, e montadas de forma permanente. Foram descritas e ilustradas as fases
de desenvolvimento da plantula e as caracteristicas relevantes dos diversos 6rgaos.
A plantula é epigea, fanerocotiledonar, com paracotilédones e eofilos simples,
opostos. Nas plantulas com sete dias, observa-se o inicio da formacdo do cambio
vascular, sendo que as de 30 dias ja se encontram em crescimento secundario. O
paracotilédone e o eofilo apresentam caracteristicas morfolégicas e anatbémicas
semelhantes. O hipocotilo é o principal 6rgao de reserva, contendo graos de amido,
especialmente nas plantulas com sete dias. Observou-se a presenga de glandulas e
células secretoras com diversos tipos de conteudos em praticamente todos os
orgaos, exceto na raiz. A epiderme do paracotilédone, eofilos e hipocétilo apresenta
tricomas tectores unicelulares. Idioblastos com cristais prismaticos sdo comuns no
mesofilo do paracotilédone e eofilo. Diversas caracteristicas observadas podem ter
valor taxonémico e para o entendimento da auto-ecologia da espécie.

Palavras-chave: Plantula; morfologia; anatomia; gabiroba.



1 INTRODUGAO

Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (guabirobeira) € espécie arbdrea que
ocorre desde o estado de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul. Trata-se de uma
espécie helidfita, seletiva higréfita até mesdfita, sendo bastante frequente na
Floresta Ombrofila Mista, especialmente nos solos Uumidos das formagdes aluviais,
nos capdes, e em areas mais abertas das florestas secundarias (REITZ, 1977). Os
frutos desta espécie, tais como de outras do mesmo género, sdo consumidos por
varias espécies de passaros € mamiferos, sendo também usados na produgcao de
doces caseiros, sorvetes, aguardente, licores e refrescos (VALLILO et al., 2004).
Além disso, C. xanthocarpa ¢é indicada para plantios em areas degradas e pode ser
utilizada como espécie ornamental (SOUZA & LORENZI, 2005).

Assim como ocorre com grande parte da flora brasileira, pouco se conhece
sobre os aspectos morfologicos e anatdémicos das plantas de C. xanthocarpa no
inicio do seu desenvolvimento. Tanto o comportamento germinativo da semente,
quanto o desenvolvimento inicial da planta, sdo estagios criticos para o
estabelecimento das espécies vegetais e, portanto, pesquisas sobre estes aspectos
sao muito relevantes para o conhecimento da espécie como um todo.

Nas plantas em geral, o inicio da germinagdo ocorre com a embebigdo da
semente, produzindo um aumento de volume e o rompimento de seus envoltorios. A
radicula cresce dando origem a raiz primaria, que rapidamente penetra no solo e se
ramifica, passando a exercer a fungao de absorgcido. Simultaneamente, produz-se um
crescimento que eleva a plumula, colocando-a em condicbes de iluminagao
adequadas para seu desenvolvimento (BELTRATI & PAOLI, 2003). A fase
compreendida entre a germinagdo consumada da semente até a formagdo da
primeira folha ou eofilo caracteriza o estagio de plantula. Apos esta fase, entre o final
do desenvolvimento do primeiro eofilo na plantula até o momento em que aparecem
os primeiros nomofilos, caracteriza-se o estagio de tirodendro (SOUZA, 2003).

Os trabalhos de morfologia de plantulas tém merecido atengdo ha algum
tempo, tanto com o objetivo de ampliar os conhecimentos morfoanatomicos, quanto
para o reconhecimento e identificagdo de plantulas, dentro de um enfoque ecoldgico
(OLIVEIRA, 1993). Diversos autores relatam que as caracteristicas das plantulas
frequentemente estdo relacionadas com as condi¢des ambientais de ocorréncia das
espécies (VOGEL, 1980; WRIGHT et al., 2000; IBARRA-MANRIQUEZ et al., 2001).
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Portanto, uma anadlise detalhada desta fase possibilita um entendimento da auto-
ecologia e do desenvolvimento inicial das espécies nos ambiente de ocorréncia
natural.

Alguns trabalhos no Brasil tém contribuido para os estudos de taxonomia e
ecologia a partir da andlise de plantulas de espécies nativas. KUNIYOSHI (1983)
analisou o desenvolvimento das plantulas de varias espécies arboreas da Floresta
Ombréfila Mista, além de trazer informagdes sobre frutos e sementes. OLIVEIRA &
PEREIRA (1987) descreveram o desenvolvimento inicial de algumas espécies de
Euphorbiaceae. RESSEL et al. (2004), por sua vez, abordaram os aspectos
morfofuncionais das plantulas de diversos taxons de uma estagao ecoldgica, em
Minas Gerais.

Para algumas familias botanicas comuns no Brasil, tal como ocorre com
Myrtaceae, os trabalhos de morfologia de plantulas sdo muito escassos. Além disso,
a maioria dos trabalhos tem se limitado as caracteristicas morfolégicas, sem abordar
a estrutura dos diversos 6rgdos das plantulas. A analise anatdbmica certamente
permite uma investigacado ainda mais aprofundada das espécies, tal como realizada
por SOUZA & OLIVEIRA (2004), em plantulas de Tabebuia avellanedae Lar. Ex
Griseb e T. chrysotricha (Mart. Ex Dc.) Standl.

O presente trabalho teve como objetivos analisar e descrever a morfologia e a
estrutura anatébmica da plantula de Campomanesia xanthocarpa, considerando seu
desenvolvimento e as caracteristicas que possam ter importancia para a taxonomia

e auto-ecologia da espécie.
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2 MATERIAL E METODOS

Os frutos maduros foram coletados de seis arvores, localizadas no municipio
de Colombo - PR, regido da Floresta Ombrdfila Mista, em dezembro de 2005. Para a
obtencao das sementes foi realizada a despolpa dos frutos em agua corrente, com o
auxilio de uma peneira. Posteriormente, as sementes foram deixadas por algumas
horas sobre jornal, em local sombreado e ventilado, para a secagem.

Foram plantadas 250 sementes, em bandejas plasticas com dez centimetros
de altura, contendo terra preta e vermiculita como substrato. As sementes ficaram
sob nebulizagdo controlada (a cada 30 minutos), em casa de vegetagdo, no
Departamento de Boténica da Universidade Federal do Parana.

Para analise da morfologia foram coletadas as plantulas desde a protruséo da
raiz até o desenvolvimento dos primeiros pares de eofilos (até 60 dias de idade). A
morfologia das plantulas foi ilustrada com auxilio de microscopio estereoscépico. As
descrigdes foram realizadas de acordo com as terminologias de VOGEL (1980) e
SOUZA (2003).

Para analise anatdbmica da raiz primaria, foram realizadas sec¢des do apice
(longitudinal) e da regidao a um centimetro acima do apice (transversal), de plantulas
com 30 dias de idade. O colo e a regido mediana do hipocdétilo foram amostrados em
plantulas com sete e 30 dias. Na regido do n6 paracotiledonar foram feitos cortes
seriados, em plantulas com sete dias. Para a analise dos paracotilédones, foram
amostradas plantulas com 30 dias e, para os eofilos, com 60 dias, de forma a obter
estes orgdos ja expandidos. Para todas estas analises, foram amostradas cinco
plantulas, tomadas aleatoriamente.

Posteriormente, as amostras foram fixadas em glutaraldeido (1%) +
formaldeido (4%) (MCDOWELL & TRUMP, 1976), incluidas em historesina,
seccionadas em microtomo de rotacao, distendidas em laminas e submetidas a
coloragdo com azul de toluidina (O" BRIEN et al., 1965).

As laminas foram analisadas e os tecidos ilustrados com auxilio de camara
clara acoplada ao microscoépio fotbnico, no Laboratério de Botanica Estrutural do
Departamento de Boténica da UFPR. As caracterizagdes anatdbmicas foram descritas
de acordo com as terminologias de VOGEL (1980) e SOUZA (2003).

Foram realizados cortes de material fresco da regido um centimetro acima do

apice da raiz, regiao do colo, regido mediana do hipocotilo e regido mediana dos
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paracotilédones e eofilos. Estes foram submetidos a testes microquimicos com lugol
(BERLYN & MIKSCHE, 1976) para detectar amido; sudam Ill (SASS, 1951) para
detectar substancias graxas e cloreto férrico 10% (JOHANSEN, 1940) para detectar
compostos fendlicos. As laminas foram montadas de forma semipermanente e
analisadas em microscoépio fotbnico no Laboratério de Botanica Estrutural do

Departamento de Botanica da UFPR.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Morfologia e desenvolvimento da pléantula

A plantula de C. xanthocarpa tem desenvolvimento epigeo, fanerocotiledonar,
com paracotilédones foliaceos fotossintetizantes (Figura 1). Estes sao definidos por
VOGEL (1980) como paracotilédones, pois, em diversas espécies devem ser
homdlogos aos eofilos, e ndo diretamente aos cotilédones verdadeiros (haustoriais
ou de reserva), que, em tais casos, foram abortados no processo evolutivo. Na
espeécie estudada isto parece bem evidente quando se considera a grande
semelhanga morfoanatomica entre o paracotilédone e o eofilo.

O desenvolvimento da plantula de C. xanthocarpa inicia-se com a protrusao
da raiz primaria, a partir do rompimento da parede do didsporo, na regidao da
microépila (Figura 1 A). Logo nos primeiros dias (trés a quatro), € possivel observar a
emissdo de raizes secundarias na regidao do colo (Figura 1 B e C). Em seguida,
ocorre a emergéncia do hipocétilo (Figura 1 C), inicialmente curvo, glabro, com
aspecto robusto, e cor amarelada. Nesta fase também sao expostos os
paracotilédones, que inicialmente sdo bem reduzidos. Em poucos dias (dois a trés),
o hipocadtilo torna-se ereto, livrando-se totalmente da parede do diasporo e adquire
cor verde.

Segundo DUCKE (1969), em diversos membros de Myrtales, o hipocétilo tem
aspecto robusto, sendo esta a regiao de reserva, em detrimento dos cotilédones,
formando o tipo de embrido chamado “macropodial”’. De acordo com LANDRUM
(1986), a presenga de hipocétilo robusto é uma caracteristica tipica de embrides dos
géneros de Myrtaceae enquadrados por este autor no “complexo Campomanesia”,
em que os cotilédones tém tamanho reduzido.

ApoOs a expansdo dos paracotilédones (Figura 1 D), o hipocétilo adquire
aspecto lenhoso, coloragdo castanho-escura, e apresenta estrias longitudinais
claras. O colo é bastante distinto, sendo caracterizado por uma pequena constricao
na base do hipocdtilo. Nesta fase, ocorre o desenvolvimento do primeiro par de
eofilos, com filotaxia oposta cruzada, finalizando o estagio de plantula (Figura 1 D).

O paracotilédone e o eofilo maduros tém aspecto muito semelhante entre si
quanto a cor, textura, venacdo e forma do limbo. Ambos sdo curto-peciolados,

glabros, com margem inteira e venagao bem evidente, com veias laterais conectadas
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proximo da margem da folha, por uma série de arcos fortemente curvados, sendo
este o padrdo mais comum entre as Myrtaceae, segundo LANDRUM (1986). O
paracotilédone tem forma ovada com apice agudo e base frequentemente
cordiforme, enquanto que o eofilo é eliptico, com apice agudo a arredondado e base
obtusa segundo a classificagcdo de HICKEY (1979), porém observam-se variagdes
neste padrao (Figura 2). Variagdes morfolégicas no limbo foliar sdo bastante comuns
na maioria das espécies, uma vez que as folhas sofrem influéncia de diversos
fatores ambientais (ESAU, 1974), e até mesmo de aspectos relacionados a fase do
desenvolvimento e ao estado nutricional dos vegetais (CUTTER, 1987).

Os edfilos (Figura 1 D, E) sdo semelhantes morfologicamente aos metafilos,
indicando que a fase de tirodendro, compreendida entre a plantula e o aparecimento
do primeiro metafilo (SOUZA, 2003) é muito curta ou pode até ser desconsiderada
nesta espécie.

Algumas caracteristicas morfologicas das plantulas de C. xanthocarpa, tais
como o desenvolvimento epigeo, fanerocotiledonar, e a presenca de para-
cotilédones, sdo muito comuns em espécies helidfitas. Diversos autores ressaltam a
funcdo dos para-cotilédones como 6rgaos fotossintetizantes, que possibilitam um
rapido estabelecimento da plantula em ambientes com alta incidéncia de luz
(VOGEL, 1980; RESSEL et al., 2004; WRIGHT et al., 2000). A combina¢do destes
caracteres, segundo IBARRA-MANRIQUEZ et al. (2001), € muito comum entre as
espécies que dependem da abertura de clareiras para seu estabelecimento. Tais
caracteristicas coincidem, portanto, com a condicdo ecoldgica em que a espécie

ocorre com maior frequéncia.
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3.2 Anatomia da plantula

Raiz - No apice da raiz primaria, em secgéao longitudinal, identificam-se a coifa
parenquimatica, formada pelo caliptrogénio, e o tecido pré-meristematico, constituido
por células diminutas (Figura 3 A). Logo abaixo, distinguem-se os meristemas
protoderme, com pélos absorventes em formacado (Figura 3 C), o meristema
fundamental cortical e o procadmbio, ou meristema do cilindro central (Figura 3 C).

Em secédo transversal da raiz primaria de plantulas com 30 dias, nota-se que
essa possui epiderme unisseriada, com células de paredes relativamente espessas.
O cortex é formado por exoderme uniestratificada, de paredes celulares pouco
espessas, parénquima de paredes delgadas e endoderme contendo compostos
fendlicos e estrias de Caspary. O cilindro central varia de pentarco a hexarco, com
metaxilema central e corddes floematicos bem delimitados, localizados entre os
polos de protoxilema. Nesta fase ja ha cambio e pouco xilema secundario, (Figura 3
BeD).

Hipocdtilo - O hipocdtilo apresenta coértex parenquimatico, com células
secretoras subepidérmicas e endoderme com amiloplastidios (bainha amilifera). Em
seccgao transversal da regido mediana do hipocotilo, em plantulas com sete dias,
nota-se que este 6rgdo apresenta estrutura de transi¢cdo entre raiz e caule. Isto é
evidente pela disposi¢ao tangencial dos elementos traqueais do xilema primario, na
periferia da medula parenquimatica (Figuras 4 A, B, C, E). A condigao exarca da raiz
passa a endarca, tipicamente caulinar, apenas préximo ao né paracotiledonar. De
acordo VOGEL (1980), esta zona de transi¢do, caracteristica de plantulas, pode ser
mais longa ou mais curta, e até mesmo ocupar todo o hipocétilo. Quando esta zona
€ restrita a uma pequena area € usualmente encontrada na parte superior do
hipocoatilo.

Em plantulas com 30 dias, diferencia-se uma camada subepidermica de
colénquima no cortex do hipocétilo. Ocorre também a instalacdo do cambio e o inicio
da formagao dos tecidos vasculares secundarios. Nesta fase é possivel observar
que o cilindro vascular € anfifléico (Figura 4 A, D), tipo de arranjo em que o floema
ocorre tanto externamente quanto internamente ao xilema, segundo CUTTER
(1987). Esta € uma caracteristica de ocorréncia comum em Myrtaceae. (FAHN,
1982).
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Em plantulas com sete dias, no entanto, ndo se nota a presenca de floema
interno no hipocdtilo, exceto em sua porgao basal, préxima ao colo, indicando que
sua formacgao se da tardiamente em relagcao ao floema “externo”. De acordo com
FAHN (1982), o floema interno pode diferenciar-se tanto do procambio, quanto de
células de parénquima parcialmente diferenciadas. Este ultimo caso é o que
provavelmente ocorre em C. xanthocarpa, uma vez que se observou que o floema
interno forma-se a partir da divisdo de células meristematicas na periferia da medula,
numa fase que coincide, aproximadamente, com o inicio do crescimento secundario
(Figura4 D, E e 5).

Foi observada a presenga de graos de amido nas células parenquimaticas do
cortex e da medula do hipocaétilo, em maior quantidade nas plantulas com sete dias,
quando comparadas as plantulas com 30 dias, nas quais o amido esta concentrado
na camada mais interna do cortex. Essa constatagao, associada ao aspecto robusto
do hipocoétilo, sugere sua fungdo como 6rgao de reserva alimentar da plantula. De
acordo com VOGEL (1980) & BELTRATI & PAOLI (2003), ocorrem diversos tipos de
plantulas em que o hipocétilo apresenta estas caracteristicas, assumindo a funcao
de sustentar o desenvolvimento inicial da plantula. Nestes casos os cotilédones
normalmente sdo muito reduzidos ou ausentes, ndo se desenvolvendo apos a

germinacao.

N6 paracotiledonar - A regido do né caracteriza-se pela presenga de um
traco foliar unilacunar para cada um dos para-cotilédones, e dois tragos caulinares
(Figura 6 A - F). Na axila do para-cotilédone ocorre um par de estipulas (Figura 6 A,
B). Estas morrem logo no inicio do desenvolvimento da plantula, antes mesmo da

emissao dos eofilos, adquirindo coloragcdo castanho-escura.

Paracotilédones e eofilos - Assim como ocorre com o0s aspectos
morfolégicos, o paracotilédone e eofilo maduros de C. xanthocarpa apresentam
caracteristicas estruturais bastante semelhantes (Figura 7 A - F). Ambos tém
epiderme unisseriada, com estdmatos anomociticos na face abaxial (Figura 7 E);
mesofilo heterogéneo dorsiventral, composto de uma camada de parénquima
palicadico e duas a quatro de lacunoso; nervura central com colénquima em posi¢ao
subepidérmica e feixe vascular concéntrico, envolto por uma bainha de

esclerénquima.
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Num sentido classico amplo, os cotilédones podem ser de trés tipos: de
reserva; haustorial; e fotossintetizante (foliaceo). Porém, segundo VOGEL (1980), em
diversas espécies, este ultimo tipo deve ser homologo as folhas dos ramos inferiores
(eofilos), e ndo aos cotilédones propriamente ditos (haustoriais ou de reserva), que,
em tais casos, foram abortados. O autor sugere que para estas espécies seja usado
o termo paracotilédone. Considerando estas informacgdes, diversas evidéncias levam
a crer que, no caso de Campomanesia xanthocarpa, os cotilédones propriamente
ditos podem ter sido perdidos durante o processo evolutivo, tendo os paracotilédones
assumido sua posicao. Dentre as evidéncias estao:

- A grande semelhancga entre para-cotilédone e eofilo, tanto do ponto de vista
morfologico (forma, cor, textura, venagéo), quanto anatémico (epiderme mesofilo,
tipo de feixe vascular), sugere que os dois 6rgaos sdao homdlogos, tal como nos
casos citados por VOGEL (1980);

- O aspecto morfolégico do hipocotilo e a presengca de amido neste 6rgao
sugerem que ele assume a fungdo de sustentar o desenvolvimento inicial da
plantula, tornando desnecessaria a presenca de cotilédones de reserva ou
haustoriais;

- De acordo com LANDRUM (1986), as estruturas embrionarias bem
desenvolvidas do “complexo Campomanesia” - que inclui alguns géneros da subtribo
Myrtiinae — seriam adaptagdes ao aumento da quantidade de reserva no embrido. O
autor descreve, para este complexo, a presenga de hipocétilo robusto, normalmente
muito maior que os cotilédones (que sao as vezes indistintos).

- Nas espécies com este tipo de hipocdtilo, cotilédones vestigiais
(escamiformes) podem estar presentes no embrido, porém estes ndo se
desenvolvem nas plantulas (VOGEL, 1980; BELTRATI & PAOLI, 2003), ao contrario
do que ocorre com os paracotilédones em C. xanthocarpa, que se desenvolvem

plenamente apos a germinacéo.

Estruturas secretoras — C. xanthocarpa apresenta glandulas secretoras,
abundantes em praticamente todos os 6rgaos, com excec¢ao da raiz (Figura 8). Estas
tém conteudo lipidico, conforme verificado através do teste com Sudam IIl. As
células secretoras nos tecidos vegetais podem ser resultados da dissolugéo de
células (lisigenas), ou de sua separacao (esquizdégena). Nos espacgos lisigenos,

células parcialmente desintegradas aparecem ao longo da periferia do espaco
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(ESAU, 1974). Alguns autores classificam a glandula de 6leo das Myrtaceae como
tendo origem lisigena, outros, porém, classificam-nas como esquizégenas (FAHN,
1982). Segundo ESAU (1974), lisigenia e esquizogenia podem ser combinadas na
formacao de espacos secretores.

A formacgao destas estruturas em C. xanthocarpa parece ocorrer como neste
ultimo caso, a partir da combinagado de esquizogenia, em um primeiro momento, e
lisigenia, na fase final do seu desenvolvimento, tratando-se, portanto de gléndula
esquizo-lisigena, conforme representado na (Figura 8 A-G), na qual estédo
representadas a fase de separacgéo das células centrais (Figura 8 D, E) e a presenca
de células rompidas na regiao periférica da cavidade (Figura 8 F), em glandula
plenamente formada (Figura 8 G).

Constatou-se também a presenca de células secretoras, na epiderme, no
cortex e na medula do hipocdtilo, bem como no mesofilo e nervura do para-
cotilédone e ecofilo, sendo mais abundantes nas primeiras camadas do cortex do
hipocotilo, especialmente nas plantulas com sete dias. O conteudo destas células
ocorre de diferentes formas e, segundo o resultado do teste com sulfato ferroso,
trata-se de compostos fendlicos.

De acordo com ESAU (1974), o conteudo de células secretoras é
frequentemente constituido de uma combinacdo complexa de diversas substancias.
Segundo BELTRATI & PAOLI (2003), a presenga de compostos fendlicos em 6rgaos
totalmente diferenciados é relacionada com os mecanismos de interagdo entre
plantas e animais, agindo como dissuasivo alimentar e reduzindo a herbivora. Além
disso, no caso em que as plantas estdo sob estresse hidrico, os compostos fendlicos
acumulados nos vacuolos garantem a manutengdo do arcabougo celular e
integridade dos tecidos.

Idioblastos com cristais prismaticos e drusas ocorrem na nervura, € no
mesofilo do para-cotilédone e do eofilo de C. xanthocarpa. Além disso, a epiderme
apresenta tricomas tectores unicelulares no para-cotilédone, eofilo e hipocétilo.
Nestes tricomas ocorre reagao positiva com Sudam lll, especialmente em sua base,
indicando a presenca de compostos lipidicos. A partir deste mesmo teste, pode-se
constatar ainda a ocorréncia de uma cuticula relativamente delgada sobre a
epiderme dos paracotilédones e eofilos.

A ocorréncia dos tricomas tectores no epicotilo, nos para-cotilédones e nos

eofilos, provavelmente deve ter implicagdes na ecologia da espécie. Diversos
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trabalhos tém relatado a funcéo dos tricomas na defesa da planta contra herbivoria
(PALEARI & SANTOS, 1998; THEOBALD et al., 1979; CUTTER, 1987), além de sua
interferéncia no processo de fotossintese devido a alteragdes na luz absorvida,
regulagdo da temperatura foliar e redugédo da evapo-transpiracdo (SMITH et al.,
1997). A presencga de tricomas tem também importancia em estudos de sistematica
comparativa (THEOBALD et al. 1979), podendo ser utilizada como diagndstico, de

acordo com o tipo e a morfologia.



20

Figura 1 - Estagios de desenvolvimento da plantula de Campomanesia xanthocarpa O. Berg.
(Myrtaceae). A — inicio do desenvolvimento; B — emissao da raiz primaria e do hipocétilo em
plantulas com trés a quatro dias; C — emergéncia dos paracotilédones seis a sete dias apds
a protrusdo da raiz primaria; D — plantula com 30 dias, com paracotilédones totalmente
expandidos e inicio do desenvolvimento dos eofilos; E — plantula com cerca de 60 dias, no
inicio da fase de tirodendro. (cl: colo; d: diasporo; ef: eofilo; ep: epicétilo; hp: hipocétilo; pc:
paracotilédone; r: raiz principal; rp: raiz primaria; rs: raiz secundaria).
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Figura 2 - Variagdes no aspecto morfolégico dos paracotilédones e eofilos maduros de
Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae), (pc: paracotilédone; ef: eofilo).
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Figura 3 - Estrutura anatdbmica da raiz de plantula de Campomanesia xanthocarpa O. Berg.
(Myrtaceae). A — secc¢ao longitudinal do apice, em plantula com sete dias; B — secg¢éo
transversal em plantula com 30 dias; C - sec¢ado longitudinal na zona pilifera em plantula
com sete dias; D — secgao transversal na zona pilifera em plantula com 30 dias. (cb: cambio;
cf: coifa; cp: caliptrogénio; ct: cortex; cv: cilindro vascular; ed: endoderme; ep: epiderme; ex:
exoderme; fl: floema; mc: meristema do cilindro central; mf: meristema fundamental; mx:
metaxilema; pc: periciclo; pm: pré-meristema; pr: protoderme; px: protoxilema; tr: tricoma).
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Figura 4 - Secgado transversal da regido mediana do hipocétiio de Campomanesia
xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae). A - esquema da plantula com 30 dias; B — anatomia do
hipocétilo de plantula com sete dias; C - pormenor anatdmico do cilindro vascular; D —
anatomia do hipocoétilo de plantula com 30 dias; E - pormenor anatdmico da regiao periférica
da medula evidenciando a presenca de floema interno. (cv: cdmbio vascular; cl: colénquima;
cs: célula secretora; ct: cortex; ed: endoderme (bainha amilifera); ep: epiderme; fl: floema; fi:
floema interno; ga: grdaos de amido; gl: glandula; md: medula; mx: metaxilema; px:
protoxilema; tt: tricoma tector; xs: xilema secundario).
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Figura 5 - Seccado transversal da regido mediana do hipocétilo de Campomanesia
xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae), evidenciando a formagao do floema interno (seta) e o
meristema que dara origem a este (seta). fi: floema interno, md: medula; ms: meristema.
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Figura 6 - Seccao transversal do hipocdétilo de plantula com sete dias, de Campomanesia
xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae), na regido do né. A - esquema da regido acima da
inser¢cdo dos para-cotilédones; B - pormenor anatémico da Figura A; C - regido do ndé
cotiledonar; D - disposicao dos podlos de xilema primario no traco foliar; E - esquema do
hipocoétilo abaixo do né; F - pormenor anatdmico da Figura E. (cs: célula secretora; ct: regido
do cértex; cv: cilindro vascular; et: estipula; e: epicétilo; ep: epiderme; fl: floema; gl, gl’, gl”:
ontogénia da glandula secretora; md: regido da medula; mx: metaxilema; pc: peciolo do
paracotilédone; pd: protoderme; tp: traco epicotiledonar; tf: traco foliar).
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Figura 7 - Estrutura anatomica do paracotilédone (A - E) e do eofilo (F) maduros de
Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae). A. secgdo transversal da regido da
nervura central do paracotilédone; B - mesofilo com glandula secretora; C - glandula em
secgao paradérmica; D - secgao transversal do limbo com estdmato e idioblasto contendo
cristal prismatico; E - seccdo paradérmica da face abaxial do paracotilédone; F - seccéo
transversal da regido da nervura central do eofilo. (cl: colénquima; ec: esclerénquima; ep:
epiderme; es: estbmato; fl: floema; gl: glandula secretora; id: idioblasto; pl: parénquima
lacunoso; pp: parénquima palicadico; xI: xilema).



27

25 pm

Figura 8 — Ontogénese da glandula esquisolisigena de Campomanesia xanthocarpa O.
Berg. (Myrtaceae). A, B - fase inicial do desenvolvimento em dois planos transversais
ortogonais. C, D, E - fases subseqlientes com inicio da separagdo das células centrais
(esquisogenia). F, G — fases finais do desenvolvimento (lisigenia), com morte das células
periféricas.
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CAPITULO 2

GERMINAGAO E CRESCIMENTO INICIAL DE Campomanesia xanthocarpa O.
BERG. (MYRTACEAE), EM SOLO CONTAMINADO COM PETROLEO E SOLO
BIORREMEDIADO.
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RESUMO

Em 2000 ocorreu um vazamento de petréleo na area da Refinaria Getulio Vargas
(REPAR/PETROBRAS), em Araucaria - PR, contaminando o solo de remanescentes
da Floresta Ombrdfila Mista existente no local. A maior parte da area afetada vem
sendo biorremediada com microorganismos. Apds cerca de cinco anos da
contaminagao e utilizacdo do processo de biorremediagcdo, pretende-se com este
trabalho, identificar os efeitos do solo contaminado por petrdleo e do solo
biorremediado na germinagdo, no crescimento e na morfologia da pléntula de
Campomanesia xanthocarpa. O. Berg. (Myrtaceae). O experimento foi montado com
solo proveniente da REPAR, seguindo um delineamento inteiramente casualizado
com trés tratamentos: solo contaminado (C), solo biorremediado (BR), solo néo
contaminado (NC); e cinco repeticbes com 50 sementes cada. Foram avaliados a
porcentagem e indice de velocidade de germinacgao (IVG), produgao de biomassa e
comprimento das pléantulas, com 30 e 60 dias. N&do houve diferenga significativa na
porcentagem de germinagao e no indice de velocidade de germinagdo. A produgao
de biomassa total (30 - 60 dias) foi maior no tratamento BR, em relagdo aos demais
tratamentos. Observou-se 0 mesmo comportamento para biomassa da parte aérea
das plantulas com 60 dias, porém, para as plantulas com 30 dias, ndo houve
diferencgas estatisticas. As médias para a biomassa da raiz foram menores em (C) do
que em (BR). O comprimento da parte aérea e o comprimento total da plantula no
tratamento C e NC foram menores, quando comparado ao BR, com 30 e 60 dias.
Para o comprimento da raiz, em ambas as coletas, ndo houve diferengas
significativas. Apesar da porcentagem e da velocidade de germinagédo nao diferirem
estatisticamente, observa-se que, a maioria das variaveis analisadas no tratamento
C foram menores em relagdo aos outros tratamentos. Além disso, foi possivel
constatar alteragbes na morfologia das plantulas do solo contaminado, tais como:
lesdes em “V” e enrugamento nos paracotilédones e eofilos; necrose da raiz principal
e camada impregnada de 6leo mais particulas de solo nos envoltérios da semente.
Os maiores valores no tratamento BR podem ser explicados devido a reducédo dos
efeitos da contaminacéao pelo processo de biorremediagao.

Palavras-chave: Gabiroba; pléntula; contaminagao; biorremediagao.
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1 INTRODUGAO

A ocorréncia de acidentes com derramamento de petréleo tem sido motivo de
preocupacado na comunidade cientifica. Pois, além de ser uma das principais causas
de poluicdo ambiental, causando contaminagao nos rios, afetando a fauna e a flora;
os acidentes com o transporte de petroleo sdo frequentes, principalmente nas
ultimas décadas.

A extensdo em que as funcbes vitais das plantas sédo afetadas pelos
poluentes e se ha danos visiveis, depende da influéncia tanto do ambiente, quanto
das caracteristicas da propria espécie. Entre esses, 0s mais importantes a serem
considerados sdo: as condi¢des climaticas e edaficas; as propriedades quimicas e
fisicas do solo; a concentracdo; o momento e a duracdo do contaminante no
ambiente; as espécies; a forma de crescimento; a idade e a atividade da planta; bem
como, o vigor geral do vegetal (LARCHER, 2000).

Entre todos os problemas provocados pelo fenbmeno de poluigdo ambiental,
a contaminagdo das aguas e a consequente escassez de recursos hidricos de boa
qualidade, talvez sejam um dos mais importantes. Dentro deste contexto, a
contaminagao por petréleo e derivados tem causado bastante preocupacgao, seja
pela frequéncia dos eventos, ou pelo elevado potencial dos poluentes (TIBURTIUS &
ZAMORA, 2004).

O petroleo € um composto natural, com uma mistura de componentes
organicos, principalmente de hidrocarbonetos; sulfuricos; nitrogénio e oxigénio. Esse
€ produzido da biomassa final de um longo periodo de tempo geoldgico, por
complexas reacdes ocorrendo sob condi¢gdes de alta pressdo e temperatura, em
formacdes sedimentares. Os componentes do petroleo podem ocorrer de forma
gasosa ou volatil, liquida denominada de 6leo cru e sélida ou semi-sélida de
natureza asfaltica (BAKER, 1970; FREEDMAN, 1993).

Os impactos causados por acidentes com petréleo e seus derivados podem
ser evidenciados logo ap6s um derramamento, tendo como consequéncia imediata a
morte da fauna, da vegetagdo e a contaminagdo das aguas. Porém, ao longo do
tempo, os efeitos desses acidentes ainda podem permanecer no ambiente,
prejudicando os ecossistemas.

Diversos autores estudaram os efeitos da contaminacédo do solo por petréleo

e seus derivados no crescimento das plantas (GILL et al., 1992; PROFFIT, et al.,
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1995; ADAM & DUNCAN, 1999, 2002; MERKL, et al., 2004; ALKIO et al., 2005;
MAYER et al., 2005; ACHUBA, 2006; AGBOGIDI et al., 2006; BARDELI-DA-SILVA,
2006; PENA-CASTRO et al., 2006).

GILL et al. (1992) pesquisaram o efeito do 6leo cru no crescimento de
Chromolaena odorata (L.) K. & R. Os autores constataram para as plantas
submetidas ao contaminante, reducédo significativa no crescimento, necrose nas
folhas e baixa germinacdo das sementes. PROFFIT et al. (1995) observaram menor
tamanho e coloragdo avermelhada das folhas, e redugdo no crescimento do caule,
em plantas de mangue, submetidas ao efeito do 6leo. ADAM & DUNCAN (1999)
estudaram o efeito do 6leo diesel no crescimento de varias espécies de gramineas e
observaram reducdo na biomassa das raizes das plantas, sob efeito do
contaminante. Estes mesmos autores em 2002, pesquisaram o efeito do éleo sob a
germinagcado de 25 espécies de gramineas, leguminosas e plantas de espécies
comerciais e constatataram atraso na germinagcdo das sementes. MERKL et al.
(2004) pesquisaram o efeito do oleo cru em Brachiaria brizantha (Hochst. ex A.
Rich.) e Cyperus aggregatus (Willd) Endl. e observaram raizes mais grossas, porém,
com menor comprimento. ALKIO et al. (2005) investigaram o estresse causado por
hidrocarbonetos em Arabidopis thaliana (L.) Heynb. cv. Columbia. A espécie
apresentou redugao no crescimento da raiz e do caule, deformidade nos tricomas,
reducido no numero de pélos radiciais, clorose nas folhas, aparecimento de manchas
e lesbes necréticas. MAYER et al. (2005) estudaram o efeito da contaminagéo por
petréleo no crescimento e desenvolvimento de mudas de Campomanesia
xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae). Os individuos crescendo em solo contaminado
tiveram retardo no crescimento durante o inicio do experimento, quando comparadas
com as do solo ndo contaminado. Também foi constatada folhagem amarelada,
ramificacdes superficiais da raiz e maior biomassa das raizes para as mudas do solo
contaminado. ACHUBA (2006) constatou reducao significativa no crescimento das
plantas de Vigna unguiculata (L.) em diferentes concentracdes de dleo cru (0,25%,
1,0% e 2,0%), por outro lado, ndo houve diferengas significativas quando essas
estavam sobre concentragéo de 0,5%. AGBOGIDI et al. (2006) detectaram redugao
significativa na germinagdo das plantas de Dennettia tripetala (Bak.) F. em solo
contaminado com o&leo cru, quando comparado com solo ndo contaminado.
BARDELI-DA-SILVA (2006) investigou o efeito do solo contaminado com éleo diesel

no crescimento de Sebastiania commersoniana (Baillon) Smith & Downs. Ocorreu
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atraso no crescimento, tanto da parte aérea, quanto da raiz, menor biomassa e
reducdo da area foliar com o aumento da concentracdo de 6leo diesel. PENA-
CASTRO et al. (2006) pesquisaram as alteragcbes no crescimento de Cynodon
dactylon L. submetidas a contaminagcédo por petréleo. As plantas tiveram clorose,
menor numero de folhas e interrupcao na ramificagao das raizes.

CHUPAKHINA & MASLENNIKOV (2004) relataram que a poluicdo por
petroleo alterou as condi¢cdes hidricas e propriedades fisicas do solo, reduzindo
drasticamente o conteudo e a movimentagédo do nitrogénio e fosforo. Além disso, o
poluente € fitotdxico, causando a destruicdo dos pigmentos fotossintéticos das
plantas (MALALHAH et al., 1996).

KINAKO (1981) examinou os efeitos da poluigdo por 6leo em varias espécies
de plantas e sobre a produtividade de um ecossistema. O poluente reduziu
drasticamente a estrutura e complexidade da comunidade e também, deixou um
efeito adverso significante na produtividade da vegetagao. A poluicado também pode
contribuir indiretamente para outros aspectos da deterioracdo do habitat, como por
exemplo, a erosdo. Segundo este mesmo autor, isto pode ocorrer quando a
recuperacgao da vegetagao apos um derramamento de petroleo for lenta. A superficie
do solo sem vegetacdo pode ser exposta aos varios agentes climaticos, antes do
estabelecimento da cobertura de plantas protetoras.

Para que ocorra a germinagao das sementes, € necessario que a agua esteja
disponivel no solo, o oxigénio deve estar presente, a temperatura deve estar
adequada, em alguns casos € necessaria luz e as substancias nocivas e inibidoras
devem estar ausentes (BEWLEY & BLACK, 1985). Neste sentido, quando ocorre a
contaminacdo do solo, o ambiente onde as sementes estao presentes pode ser
alterado, prejudicando a germinagao e o desenvolvimento das plantulas.

Em julho de 2000, ocorreu um grave acidente ambiental na area da Refinaria
Getulio Vargas (REPAR), pertencente a Petrobras, localizada em Araucaria — PR,
onde foram derramados quatro milhdes de litros de petroleo. Nesta area ocorrem
formagdes vegetacionais secundarias tipicas da Floresta Ombroéfila Mista, nas suas
formagdes Montana e Aluvial, além de varzeas com vegetacao hidrdfila,
especialmente herbacea (RODERJAN, et al, 2002). O acidente afetou
consideravelmente as formacgdes vegetacionais existentes no local, contaminando
também o solo, a fauna e os rios Barigui e Iguagu. Parte desta area esta sendo

submetida a um processo de biorremediacdo visando reduzir os teores de TPH



36

(Hidrocarbonetos Totais do Petréleo) no solo a um nivel ndo téxico. Neste sentido,
pesquisas vém sendo realizadas, a fim de compreender a influéncia da
contaminagao por petroleo e do processo de biorremediagcdo na flora deste local
(BONA & SANTOS, 2003; MARANHO, 2004; FARIAS, 2005; BARDELLI-DA-SILVA,
2006; REZENDE, 2006).

Dentre as espécies arbdreas presentes nesta area estda Campomanesia
xanthocarpa (guabirobeira). Esta ocorre desde o estado de Minas Gerais até o Rio
Grande do Sul. De acordo com REITZ (1977), trata-se de uma espécie helidfita,
seletiva higréfita até mesdfita, sendo bastante frequiente na Floresta Ombrdfila Mista,
especialmente nos solos umidos da floresta fluvial, nos capdes e em areas mais
abertas da floresta secundaria. C. xanthocarpa apresenta grande importancia, pois,
além de ser espécie frequente na regido da REPAR, seus frutos sdo bastante
apreciados pela fauna. Em fungdo disso, ha necessidade de uma melhor
compreensao acerca da potencialidade germinativa e do crescimento da espécie na
area afetada pelo petréleo. Além disso, trabalhos com C. xanthocarpa (MAYER,
2004), (SOUZA, 1999), registram que a espécie possui potencial para revegetacéo
de areas contaminadas com residuos oleosos. Este trabalho tem por objetivo
estudar a influéncia do solo contaminado por petrdleo e do solo biorremediado,
sobre a germinacdo das sementes, crescimento inicial e morfologia de C.
xanthocarpa.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e montagem do experimento

Os frutos maduros foram coletados de arvores localizadas no municipio de
Colombo-PR., em dezembro de 2005. Para a obtengdo das sementes foi realizada a
despolpa dos frutos em agua corrente, com o auxilio de uma peneira. Para a
montagem do experimento foram coletados em dezembro de 2005, solo
contaminado, solo biorremediado e solo ndo contaminado, a uma profundidade de
20 cm em area da REPAR/Petrobras, Araucaria - PR, onde ocorreu o derramamento

de petroleo em 2000.

Foram montados trés tratamentos: solo contaminado por petréleo (C); solo
biorremediado (BR) e solo ndo contaminado (NC), com cinco repeticbes cada e 50
sementes por repeticao, totalizando 750 sementes (Figural). A semeadura foi
realizada em dezembro de 2005. Os tratamentos permaneceram em casa de
vegetacdo no Departamento de Botéanica da UFPR, com nebulizagdo com intervalos
de 20 a 30 minutos, sendo registradas as temperaturas maximas e minimas

diariamente.

2.2 Analise da germinacéao

Apds a semeadura, realizou-se o acompanhamento diario da germinagao.
Durante este periodo foram obtidos dados para o célculo da porcentagem de
germinacao (%) e do indice de velocidade de germinacéo (IVG), calculado pela
férmula sugerida por MAGUIRE (1962):

IVG = G1/N1 + G2/N2 +...+ Gn/Nn

G1, G2 e Gn = numero de plantulas computadas na primeira, segunda e

enésima contagem;
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N1, N2 e N3 = numero de dias apds o plantio das sementes.

Calculou-se a frequéncia relativa de germinacdo, de maneira a estudar o
comportamento das sementes em processo de germinagdo ao longo do tempo,
através da formula de LABOURIAU & AGUDO (1987):

k
fi=ni/Yni

i=1

em que: ni: numero de sementes germinadas no dia i;
k: ultimo dia de observacgao.

Para verificar a variagdo da germinagcdo das sementes ao longo do tempo,
utilizou-se o indice de sincronizagao, estabelecido por LABOURIAU & AGUDO
(1987):

k
E=)filog2fi
i =1

em que: f i: frequéncia relativa de germinacéo;
log 2: logaritmo de base 2;

k: ultimo dia de observacao.

2.3 Analise do crescimento e da biomassa

Para o estudo do crescimento foram coletadas aleatoriamente dez plantulas
por bandeja, totalizando 50 plantulas por tratamento com 30 e 60 dias de idade.
Essas foram prensadas e desidratadas em estufa. Posteriormente, foi avaliado o
comprimento total da plantula, comprimento da raiz principal e da parte aérea
(hipocotilo e epicotilo); a biomassa total da plantula, biomassa da raiz, da parte
aérea e dos paracotilédones; area cotiledonar e dos eofilos (somados em pares). A

area foliar foi estimada em imagens digitalizadas em scanner de mesa acoplado ao
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computador, com o auxilio do programa Sigma-Scan Pro Versao 5.0. Tanto a
biomassa dos eofilos como a area foliar das plantulas com 30 dias de idade, nao
foram mensuradas, pois, nessa fase as plantulas do tratamento contaminado ainda

nao haviam desenvolvido os eofilos.

2.4 Analise quimica e fisica do solo

No inicio do experimento foram coletadas amostras de solo de cada repeticéo
dos trés tratamentos para analise quimica e fisica, realizada pelo laboratério de
Analises Agronémicas do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Parana. A analise de TPHs (total de hidrocarbonetos do petréleo) foi feita pelo
LACTEC (Tabela 1).

2.5 Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica, utilizando-se do
programa MSTAT-C®. Os dados foram analisados seguindo-se um delineamento
inteiramente casualizado com trés tratamentos e cinco repeticdes cada. Os dados
foram submetidos ao teste de Bartlett para verificar a homogeneidade das
variancias. Posteriormente, realizou-se a analise de variancia (ANOVA) para
detectar as diferengas estatisticas entre as médias testadas. Nos casos em que o
resultado da ANOVA foi significativo, aplicou-se o teste Tukey de comparagao de
médias. Foi utilizado um nivel de probabilidade de 0,05. Para confecgao dos graficos

utilizou-se o programa Excel 2003 para Windows XP (Microsoft Corporation).
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Figura 1 — Area de coleta do solo onde ocorreu o acidente com petréleo e montagem do
experimento (A — F). A, B solo contaminado com petréleo; C, D solo biorremediado; E, F
solo ndo contaminado.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Germinacéao

A emergéncia das plantulas iniciou-se no 11° dia apds a instalagdao do
experimento, nos trés tratamentos (contaminado, biorremediado e né&o
contaminado). O teste de germinagao foi encerrado 35 dias apds a semeadura.
Ocorreu uma alta porcentagem de germinagao de sementes de C. xanthocarpa para
os trés tratamentos, sendo de 92% em solo contaminado por petréleo, 92% em solo
biorremediado e 86% em solo ndo contaminado. Nao houve diferenga significativa
para esta variavel entre os trés tratamentos (Figura 2 A). Para o indice de velocidade
de germinagao, também nao houve diferenca significativa entre as médias (Figura 2
B).
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Figura 2 - A - porcentagem final de germinagéo e B - indice de velocidade de germinagao
(IVG) de Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae), em solo contaminado por
petréleo (C), solo biorremediado (BR) e solo ndo contaminado (NC). Cada coluna representa
a média de cinco repeticoes, barras indicam o desvio padrdo. (ns): ndo significativo,
considerando (a = 0,05).

Para entender melhor a germinagcédo das sementes, o pesquisador deve
considerar ndo apenas a porcentagem final, mas também as curvas de germinacgao,
que representam o comportamento germinativo ao longo do tempo (SANTANA &
RANAL, 2004). Segundo 'NICHOLS & HEYCKER (1968 apud SANTANA & RANAL,

2004) é necessario examinar as curvas de germinagao em detalhe, uma vez que

! NICHOLS, M.A. & HEYDECKER, W. Two approaches to the study of germination data.

Proceedings of the International Seed Testing Association, n. 33, p. 531 — 540, 1968.
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duas ou mais amostras de sementes podem ter precisamente a mesma
porcentagem final de germinacdo, e, no entanto, terem curvas de germinagao
distintas. Tais diferencas trazem importantes implicacbes na interpretacdo dos
resultados.

Apesar de C. xanthocarpa nao apresentar diferengas estatisticas entre os
tratamentos para as variaveis ja descritas, a partir das curvas de germinagao pode-
se observar diferencas no comportamento da espécie entre os trés tratamentos. As
curvas dos tratamentos biorremediado e ndo contaminado seguem praticamente
paralelas, ocorrendo apenas um pequeno atraso da ultima em relagdo a primeira
(Figura 3 A). Por sua vez, a curva do tratamento contaminado, além de atrasada em
relacdo as demais, apresenta uma forma mais irregular. Além disso, embora o indice
de sincronia nao tenha diferido estatisticamente, € no solo contaminado que esta
variavel apresenta maior coeficiente de variagcdo (C=15,5; BR=5,0; NC=8,6),
evidenciando maior heterogeneidade entre as repeticbes, o que pode indicar uma
pequena influéncia da contaminagdo no comportamento germinativo. O indice de
sincronia representa o grau de homogeneidade da germinagédo ao longo do tempo,
sendo os maiores valores representativos de um comportamento mais irregular da

germinacgao (Figura 3 B).
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Figuras 3 - A - porcentagem de germinagdo e B — indice de sincronia da germinacao de
Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae), cada curva e coluna representam a
média de cinco repeti¢bes, barras indicam o desvio padrao. “ns”: diferencas nao significativa
entre as médias, considerando (a = 0,05). (C) - solo contaminado por petréleo, (BR) - solo
biorremediado, (NC) - solo ndo contaminado.

De acordo com SANTANA & RANAL (2004), o comportamento da germinagao

pode ser caracterizado na distribuicdo de frequéncias. Quando a germinagao
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aumenta ao longo do tempo até atingir o maximo e depois declina, a curva
apresenta apenas um valor modal. Por outro lado, a germinagdo pode aumentar,
atingindo o maximo valor de frequéncia, declinar e, em seguida voltar a crescer.
Neste caso, se caracteriza uma curva com mais de um valor modal.

Considerando as frequéncias relativas de germinacdo de C. xanthocarpa,
observa-se que o primeiro pico de germinagao ocorreu no tratamento biorremediado,
no 15° dia, seguido pelo tratamento n&o contaminado, no 16° dia. Para o solo
contaminado, houve um atraso no pico de germinagdo em relagdo aos demais
tratamentos, ocorrendo no 19° dia. Apds atingir esse ponto, ocorreu uma
estabilizagcdo da curva de germinagao nos solos biorremediado e n&do contaminado.
Por sua vez, no solo contaminado nota-se um segundo pico de germinagdo no 28°
dia (Figura 4), demonstrando a maior irregularidade da germinacdo neste
tratamento.

Frequencia de germinagao (%)

1 6 11 16 21 26 31
Dias

Figura 4 - Frequéncia diaria de germinagdo de Campomanesia xanthocarpa O. Berg.
(Myrtaceae), em solo contaminado por petréleo (C), solo biorremediado (BR) e solo nao
contaminado (NC). Cada curva representa a média de cinco repeticoes.

A germinagao das sementes pode ser inibida pelo efeito toxico do petrdleo ou
por condigdes desfavoraveis do solo (MERKL et al., 2004). Em funcédo disso,
diversos autores estudaram os efeitos da contaminagao do solo na germinagao das
sementes, (ADAM & DUNCAN, 1999, 2002; BANKS & SHULTZ, 2005; AGBOGIDI,
et al., 2006, OGBONNA et al., 2007), entretanto, sdo poucos os trabalhos que tratam
de espécies arbdreas.

ADAM & DUNCAN (1999) investigaram o efeito do 6leo diesel na germinagéo
e crescimento de diversas plantas, entre elas gramineas, leguminosas e espécies
agricolas. Em niveis relativamente baixos de o6leo diesel ocorreu um atraso na

germinagcao das sementes e reducdo da velocidade de germinacdo. ADAM &
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DUNCAN (2002) também registraram a inibicdo da germinacdo em fungao de
impedimento fisico de transferéncia da agua e oxigénio em sementes de diversas
espécies de gramineas, leguminosas e de produgdo comercial, que foram
submetidas a contaminacao por 6leo diesel.

BANKS & SHULTZ (2005) estudaram diferentes espécies de plantas,
submetidas a poluicado por dleo (Lactuca sativa L., Panicum miliaceum L., Raphanus
L., Trifolium pratense L. e Tricticum aestivum L.). A maioria das plantas testadas
mostrou geralmente, decréscimo no numero de sementes germinadas com o
aumento da contaminagdo por Oleo, exceto L. sativa, que foi tolerante a
contaminagao por petréleo.

Segundo AGBOGIDI et al. (2006), a redugé&o na porcentagem de germinagao
das sementes de Dennettia tripetala com o aumento da concentragéo de dleo cru,
pode ser atribuido a redugao da tensao do oxigénio no solo contaminado. O estresse
pelo oxigénio que ocorre nas sementes pode afetar o sistema respiratério do
embrido e sua viabilidade. Para algumas sementes de C. xanthocarpa foi observado
a morte do embrido em tratamento com solo contaminado por petréleo. Isso
provavelmente, ocorre devido a penetracdo de d6leo no interior da semente ou
escassez de agua e oxigénio essenciais ao desenvolvimento do embrido (BAKER,
1970; CHAINEAU et al., 1997).

KRAMER & KOZLOWSKI (1960) afirmam que, tanto o excesso de agua reduz
ou inibe a germinagao, mediante a redugdo de abastecimento em oxigénio, como a
escassez de agua no solo. A impermeabilizagao do tegumento das sementes, pela
presenca de contaminante como o 6leo, pode também ser um fator que interfere na
absorcao de agua pela semente.

Uma planta que cresce em condi¢des ideais tem um contato adequado entre
a estrutura da raiz e a matriz do solo, que permite a absorg¢ao de oxigénio e de agua.
No entanto, se as raizes crescem em um ambiente poluido por petréleo, as
particulas do solo sdo cobertas com uma camada hidrofébica, que reduz a
disponibilidade de agua e aumenta a demanda por oxigénio dos microorganismos no
solo. Isto causa o estresse anodxico e hidrico e, adicionalmente, a natureza
hidrofébica do poluente, também causa um estresse quimico (PENA-CASTRO et al.,
2006). Portanto, a presenca de hidrocarbonetos organicos em grande quantidade no
solo pode impedir a absor¢do de agua e nutrientes pelas plantas (BAKER, 1970;
UDO & FAYEMI, 1975; REIS, 1996).
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No caso de C. xanthocarpa, apesar de ocorrerem algumas variagées no
comportamento germinativo, evidentes nas curvas de germinagao, estas sdo de
pequena magnitude, uma vez que nao houve diferenga estatistica para as principais
variaveis analisadas. Isto sugere que, embora a contaminagao possa estar afetando
a germinacgao, esta influéncia ndo é significativa. A alta capacidade germinativa e o
alto vigor das sementes possibilitam que a espécie “escape” dos efeitos negativos do
contaminante. Além disso, nessa fase, a planta depende mais das reservas
presentes no embrido do que do meio externo.

A alta capacidade germinativa das sementes de C. xanthocarpa foi também
relatada por SANTOS et al. (2004), que investigou a germinagcdo de sementes de
Myrtaceae com presenga e auséncia de luz. Estes autores constataram que C.
xanthocarpa foi indiferente a isso, apresentando alta porcentagem de germinagéo
em ambos os casos. SANTOS et al. (2004) também constataram a velocidade média
de germinacao, de diversas espécies de Myrtaceae: Campomanesia guazumifolia
(Camb.) Berg., C. xanthocarpa, Eugenia rostrifolia Legr., Myrcianthes pungens
(Berg.) Legr., e Psidium cattleyanum Sabine. Dentre estas espécies, C. xanthocarpa
foi a que teve maior velocidade média de germinagdo. No presente estudo, essa
espécie também apresentou alto indice de velocidade de germinacao (Figura 2 B).
De acordo com MAGUIRE (1962), a velocidade de germinacdo das sementes,
apresenta-se como uma ferramenta para se avaliar o vigor das sementes; quanto
maior for o valor numérico da expressao, maior sera o vigor da amostra de sementes
analisadas. Com base nos resultados ja descritos tais como, a alta porcentagem e
velocidade de germinagéo, pode-se afirmar que a espécie estudada tem alto vigor e
potencial germinativo. Esse fato, provavelmente, justifica a alta porcentagem de

germinagao em todos os tratamentos testados.

A temperatura tem importante influéncia sobre a germinacgao, tanto quando se
considera a germinacgéo total, como a velocidade de germinagédo. A temperatura
interfere na germinacado, a partir da sua influéncia sobre a velocidade de absorgéo
de agua e por afetar as reagdes bioquimicas (CARVALHO & NAKAGAWA, 1983). A
germinagao da maioria das sementes das arvores pode dar-se ao longo de um
intervalo de temperaturas bastante grande, embora a germinagdo mais rapida das
sementes se de normalmente a temperaturas razoavelmente elevadas, (KRAMER &
KOZLOWSKI, 1960; CARVALHO & NAKAGAWA, 1983). Segundo SANTOS et al.
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(2004), C. xanthocarpa apresentou melhor porcentagem de germinagdo em
temperaturas entre 15° e 30° C. Os dados de temperatura diaria (em casa de
vegetacdo) relatada no presente estudo tiveram um minimo de 17°C, média de 28 °C
e a maxima foi de 39°C (Figura 5). Esses valores de temperatura média coincidem
com os resultados de observado por SANTOS et al. (2004).
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Figura 5 - Valores diarios de temperatura (°C) maxima, média e minima em casa de
vegetacao.
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3.2 Biomassa e crescimento

Considerando-se os resultados de biomassa, nota-se que a contaminagao
nao afetou a maioria das variaveis (Figura 6 A - F e 7 A), com exce¢éo da biomassa
dos paracotilédones e eofilos nas plantulas com 60 dias (Figura 7 B e C). Em
comparagao ao tratamento biorremediado e ao nao contaminado, no solo
contaminado por petroleo houve aumento da biomassa dos paracotilédones e
reducdo na biomassa dos eofilos.

As alteracdes no crescimento e produgdo de biomassa das plantas em solo
contaminado tém sido relatadas por alguns pesquisadores (UDO & FAYEMI, 1975;
MALALLAH et al., 1996; LI et al., 1997; CHUPAKHINA & MASLENNIKOV, 2004;
MAYER, 2004; ALKIO et al., 2005; MERKL et al., 2005; AGBOGIDI et al., 2006;
PENA-CASTRO et al., 2006; REZENDE, 2006; SANTOS, 2006).

MERK et al. (2005) observaram que Brachiaria brizantha e Cyperus
aggregatus apresentaram menor comprimento da raiz e expressivo incremento no
diametro da raiz em solo contaminado, quando comparado com solo controle.
CHUPAKHINA & MASLENNIKOV (2004) estudaram plantas com cerca de 25 dias
de idade em solo contaminado com hidrocarbonetos, os resultados mostram que
todas as espécies que germinaram em solo contaminado tiveram diminuicdo da
biomassa e atraso no desenvolvimento dos eofilos. Observa-se que para C.
xanthocarpa, também houve menor biomassa dos eofilos com 60 dias de idade
(Figura 7 C) e atraso na emissao dos eofilos em solo contaminado.

Nota-se que ha uma tendéncia dos maiores valores de biomassa ocorrerem
no tratamento biorremediado. Para a biomassa da raiz e biomassa total de plantulas
com 60 dias, o solo biorremediado apresentou médias maiores do que os demais
tratamentos (Figura 6 B e F). Enquanto que, a biomassa da parte aérea, das
plantulas com 60 dias, foi maior no tratamento biorremediado apenas quando
comparado ao contaminado, nao diferindo estatisticamente do tratamento né&o
contaminado (Figura 6 D). Essa mesma tendéncia € valida para a biomassa da raiz
das plantulas com 30 dias (Figura 6 A).

Tanto a biomassa da parte aérea, quanto a biomassa total e dos
paracotilédones em plantulas com 30 dias, ndo diferiu estatisticamente entre os

tratamentos (Figuras 6 C, 7 A). Este fato sugere que os efeitos da contaminagéo,



48

assim como os da biorremediacdo tornaram-se mais evidentes, apds 60 dias, fase
em que as plantulas certamente ja ndo contam mais com as reservas do embrido.
Os maiores valores de biomassa encontrados no solo biorremediado podem
estar relacionados com alteragdes tanto nas caracteristicas fisicas, quanto quimicas
do solo. Este foi revolvido, propiciando maior aeracdo e consequentemente,
condigdes mais favoraveis ao desenvolvimento das plantulas. Além disso, a adicéo
de nutrientes no solo, normalmente usados no processo de biorremediacéo, pode
também estar favorecendo o crescimento das plantulas. Considerando os dados da
Tabela 1, nota-se que o valor da saturagdo por bases (V) é maior no solo
biorremediado (89%), quando comparado ao tratamento ndo contaminado (4%) e ao
contaminado (21%). O mesmo ocorre com a capacidade de trocas de cations (T).
Considerando as alteracdes na biomassa de paracotilédones e eofilos nas plantulas
com 60 dias em solo contaminado, nota-se que a biorremediacdo parece ter
minimizado os efeitos do contaminante, uma vez que os valores neste tratamento

equiparam-se aos do solo ndo contaminado.

Tabela 1 — Analise quimica e fisica do solo contaminado (C), biorremediado (BR) e nao
contaminado (NC).

C BR NC
Areia (%) 25 20 26
Silte (%) 25 35 21
Argila (%) 50 45 53
pH CaCl2 42 5,8 3,7
A" (cmolc/dm™ ) 4,1 0 6
Al** + H" (cmolc/dm™ ) 14,10 2,40 17,60
CaMg (cmolc/dm'3 ) 1,3 9,3 2,0
T 17,84 21,21 18,30
V (%) 21 89 4
pH SMTP 4,60 7,00 4,30
C (gdm?®) 26,9 19,6 23,8
N (g Kg) 2,2 1,7 2,4
P (cmolc dm™) 1,60 1,20 3,50
K" (cmolc dm™®) 0,24 0,21 0,10
Ca*? (cmolc dm™) 2,0 16,8 0,4

TPH (mg/Kg ) 5809 2713 243
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Basicamente, a mesma tendéncia geral constatada na biomassa pode ser
observada no comprimento das plantulas. Ou seja, os maiores valores normalmente
ocorrem no tratamento biorremediado quando comparado aos demais, tanto para o
comprimento da raiz como para o comprimento total das plantulas com 30 e 60 dias
(Figura 8 A, B, E e F). Por sua vez, o comprimento da parte aérea nao diferiu entre
os trés tratamentos (Figura 8 C e D). Os mesmos fatores que afetaram a biomassa
podem ter influenciado no comprimento das plantulas, uma vez que, tanto a aeracao
do solo, quanto a maior disponibilidade de nutrientes, provavelmente, favoreceu o
crescimento em comprimento.

A area foliar dos paracotilédones das plantulas com 30 e 60 dias, nao
apresentou nenhuma diferenga estatistica entre os tratamentos (Figura 9 A e B). Ja
a area dos eofilos (60 dias) no solo contaminado foi maior do que no solo néo
contaminado, porém, nao diferiu do solo biorremediado (Figura 9 C).

OGBONNA et al. (2007), estudaram o efeito da biorremediacdo e da
contaminagdo do solo com o6leo cru no crescimento de Abelmoshus esculetus e
concluiram que quando sdo adicionados microorganismos e fertilizantes ao solo
contaminado, as plantas apresentaram maior numero de folhas, maior biomassa,
maior porcentagem de germinacdo e alta porcentagem de degradagcdo dos
hidrocarbonetos presentes no solo, quando comparados com os tratamentos que
nao sofreram biorremediacdo. No caso do presente trabalho, também foi possivel
notar que o valor total de hidrocarbonetos no solo biorremediado foi reduzido,
quando comparado com o contaminado (Tabela 1). Além disso, como ja discutido
anteriormente, a biorremediagdo minimizou o efeito do contaminante sobre a
biomassa dos paracotilédones e eofilos.

Apesar de ndo terem sido observadas muitas alteracbes em termos de
crescimento (biomassa, comprimento e area foliar) no solo contaminado, foram
constatadas alteragdes morfologicas em diversas plantulas neste tratamento. Nota-
se a ocorréncia de lesdes em “V” nos paracotilédones e eofilos (Figura 10 A, B, C),
necrose, morte da raiz principal e formagcdo de novas raizes (Figura 10 D, E, F),
assim como, enrugamento dos paracotilédones e eofilos (Figura 10 G), e, até
mesmo morte do embrido e de algumas pléantulas (Figura 10 H). Também foi
constatado que algumas pléantulas no solo contaminado tiveram um impedimento ou
atraso na expansao dos paracotilédones, quando comparados com as plantulas dos

demais tratamentos. Este fato se deve, provavelmente, a impregnagdo de uma
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camada de oOleo mais particulas de solo ao redor dos tecidos que envolvem a
semente, causando, inclusive, a morte em alguns casos (Figura 10 I).

MAYER (2004), também observou a auséncia de raiz principal, maior
ramificacbes de raizes secundarias e reduc¢do da raiz principal em C. xanthocarpa
crescendo em solo contaminado com petroleo. Segundo o autor, as mudas de C.
xanthocarpa cultivadas em solo contaminado, nos primeiros meses do experimento,
tiveram retardo no crescimento, quando comparado com o tratamento nao
contaminado. Entretanto, no final do experimento, o crescimento foi igualado a ponto
de nao apresentar diferencgas estatisticas.

PENA-CASTRO et al. (2006) estudando a toxicidade do petrdleo em plantas
de Cynodon dactylon, observaram, em todas as concentragcbes de 6leo testadas,
clorose e redugao no numero de folhas e no crescimento da raiz. ALKIO et al. (2005)
observaram lesdes necroticas nas plantas de Arabidopsis thaliana, quando
submetidas a contaminagao por fenatreno, além da redugao do crescimento radicial
e do numero de folhas.

SANTOS (2006) realizou experimento com trés espécies arboreas crescendo
em solo contaminado com petréleo: Podocarpus lambertii Klotz., Allophylus edulis
(A. St. Hil. & al.) Radlk. e Mimosa scabrella Bentham. Tanto P. lambertii quanto M.
scabrella foram afetadas pelo solo contaminado, com redugdo no crescimento e
producdo de biomassa. A. edulis mostrou ser tolerante ao contaminante, nao
sofrendo alteragdes nos parametros analisados. MALALLAH et al. (1996) também
constataram menor biomassa em Vicia faba crescendo em solo contaminado com
6leo cru, quando comparado com o controle.

REZENDE (2006) estudou o crescimento e desenvolvimento de plantulas de
Schinus terebinthifolius Raddi submetidas a exposi¢cdo ao 6leo diesel em tempos
diferentes apds a contaminacéo, cerca de 0, 30, 90 e 180 dias. O 6leo diesel causou
grande reducao na biomassa seca e biomassa fresca, no comprimento das plantas,
na area foliar dos eofilos em todos os tratamentos do solo contaminado, sendo mais
drastico no tratamento de 30 dias.

AGBOGIDI et al. (2006) relataram a redugcédo na porcentagem de germinagao
de sementes, reducao no crescimento e no numero de folhas de Dennettia tripetala,
com o aumento da concentragdo de 6leo cru. Segundo os autores, estas respostas
podem ser atribuidas as alteragcdes na estrutura do solo, criando uma condicdo de

estresse hidrico. Este fato também foi constatado por LI et al. (1997), que relataram
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uma reducdo significativa no crescimento de gramineas, em fungdo da
contaminagao do solo com hidrocarbonetos, cujo solo apresentava baixo conteudo
de agua.

A contaminagdo por hidrocarbonetos no solo com frequéncia pode ter
diversos efeitos, tais como o impedimento na absor¢ao e na manutengéo da agua no
solo. O d6leo pode exercer a fungdo de uma barreira fisica, impedindo tanto a
penetracdo da agua, como a evaporagao dos gases para a atmosfera. As plantas
submetidas a contaminacdo por 6leo podem exibir estresse por déficit hidrico e
hipoxia (LI, 1997). Segundo LARCHER (2000), sob condi¢cbes de falta de oxigénio
no solo o crescimento da raiz das plantas é interrompido, morrem os apices do
sistema radicial e raizes adventicias se desenvolvem. PEZESHKI & DELAUNE
(2001), também afirmam que um dos principias efeitos fisicos da contaminacéo por
petréleo é a pelicula de 6leo que cobre as raizes e altera a passagem de agua e
nutrientes para as plantas.

As respostas morfolégicas das pléantulas de C. xanthocarpa ao contaminante
como, necrose no apice radicial, fomagdo de raizes préximas da superficie,
enrolamento dos paracotilédones e eofilos e lesoes em “V” no apice das folhas,
sugerem que o contaminante afetou a estrutura das plantulas, podendo ter ocorrido
em funcdo das alteracdes fisicas no solo e/ou quimica. Embora, o contaminante
possa ter afetado a estrutura do solo e consequentemente, a morfologia das
plantulas, deve-se considerar que esse pode ter inflenciado de diversas maneiras,
tais como: na absor¢cdo de agua; de oxigénio e principalmente de nutrientes pelas
plantulas. Estes fatos abrangem uma ampla variedade de situagdes que devem ser
avaliadas de forma minuciosa. Para isto, € necessario desenvolver mais estudos
sobre os efeitos do contaminante no solo e na fisiologia das plantas.

A privagao de oxigénio pode aumentar o conteudo de etileno na planta, ja que
este € produzido em maior quantidade quando submetido a condigdes de estresse.
As plantas que liberam o etileno em excesso, podem apresentar sintomas como a
abscisao foliar, senescéncia e necrose nas plantas (TAIZ & ZEIGER, 2004). Este
fato pode estar relacionado com a presenca de lesdes necroéticas nas plantulas de C.
xanthocarpa. Por outro lado, as plantulas desta espécie nao apresentaram
alteracées morfologicas e anatdbmicas relacionadas com a falta de oxigénio, como
por exemplo, a formacao de lenticelas. Outro fato que pode ter contribuido na morte

e necrose das raizes, € a absorgcao dos nutrientes. Como ocorreram alteragdes na
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estrutura do solo, devido a contaminagdo, provavelmente, essas devem ter
influenciado na absorg¢ao ou na disponibilidade dos nutrientes.

As alteragbes morfologicas observadas nas plantulas de C. xanthocarpa no
solo contaminado irdo provavelmente, afetar o seu crescimento. Portanto, o fato de
nao terem sido notadas grandes alteragbes no crescimento, nao indicam

necessariamente a auséncia de influéncia do contaminante.
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Figura 6 - Biomassa das plantulas de Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae)
com 30 (A, C e E) e 60 (B, D e F) dias, em solo contaminado por petréleo (C), solo
biorremediado (BR) e solo ndo contaminado (NC). Cada coluna representa a média de cinco
repeticdes, barras indicam o desvio padrdo. (ns): ndo significativo, considerando (a = 0,05).
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Figura 7 - Biomassa das plantulas de Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae)
com 30 (A) e 60 (B e C) dias, em solo contaminado por petréleo (C), solo biorremediado
(BR) e solo nao contaminado (NC). Cada coluna representa a média de cinco repeticoes,
barras indicam o desvio padrao. (ns): nao significativo, considerando (a = 0,05).
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Figura 8 - Comprimento das plantulas de Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae)
com 30 (A, C e E) e 60 (B, D e F) dias, em solo contaminado por petréleo (C), solo
biorremediado (BR) e solo ndo contaminado (NC). Cada coluna representa a média de cinco
repeticdes, barras indicam o desvio padrdo. (ns): nao significativo, considerando (a = 0,05).
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Figura 9 — Area foliar das plantulas de Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae)
com 30 (A) e 60 (B e C) dias, em solo contaminado por petréleo (C), solo biorremediado
(BR) e solo nao contaminado (NC). Cada coluna representa a média de cinco repetigoes,
barras indicam o desvio padrao. (ns): ndo significativo, considerando (a = 0,05).
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Figura 10 — Morfologia das plantulas de Campomanesia xanthocarpa O. Berg.
(Myrtaceae) crescendo em solo contaminado com petréleo. A, B, C - lesdes em “V” nos
paracotilédones e eofilos (seta); D, E, F - necrose no apice da raiz principal e formacéao de
raizes secundarias; G - enrugamento dos paracotilédones e eofilos; H - estrutura
compactada do solo contaminado por petréleo e mortalidade de algumas plantulas (seta);
| - camada impregnada de 6leo e particulas de solo nos envoltérios da semente (seta).
(ef): eofilo; (pc): paracotilédone; (hp): hipocdtilo; (rp): raiz principal e (rs): raiz secundaria.
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4 CONCLUSAO

A contaminacdo por petréleo n&o alterou a porcentagem final de germinagao
das sementes de C. xanthocarpa e também, ndo teve influencia significativa na
producao de biomassa e no comprimento das plantulas, exceto a biomassa e area
foliar do eofilo. Por outro lado, nota-se que o contaminante afetou a estrutura
morfologica das pléntulas, principalmente da raiz.

As alteragdes morfolégicas nas plantulas do tratamento contaminado, tais
como: necrose e morte da raiz, o enrugamento e as lesbes em “V’ nos
paracotilédones e eofilos, assim como, o atraso na expansao dos paracotilédones
sugerem que o contaminante exerceu influencia negativa sobre as pléntulas.
Provavelmente, a contaminagao por petroleo causou modificagdes na estrutura fisica
do solo, como por exemplo, a compactacdo e a aglomeragdo de particulas
impregnadas de 6leo. Além disso, o efeito toxico do contaminante pode ter alterado
quimicamente o solo. Este por sua vez, deve ter influenciado na disponibilidade de
nutrientes, ou na absor¢ao destes pelas plantulas.

A biorremediacao do solo amenizou o efeito do contaminante e resultou em

aumento na biomassa e no comprimento das plantulas.
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CAPITULO 3

MORFOANATOMIA DE Campomanesia xanthocarpa O. BERG. (MYRTACEAE)
CRESCENDO EM SOLO CONTAMINADO COM PETROLEO E SOLO
BIORREMEDIADO
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RESUMO

O efeito da contaminacdo por 6leo na estrutura das plantas tem sido pouco
abordado no Brasil. O objetivo desse trabalho foi analisar a influéncia do solo
contaminado com petroleo na estrutura interna de plantulas de Campomanesia
xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae) e verificar se a biorremediagao diminui os efeitos
negativos do contaminante. Essa & espécie nativa, helidfita, ocorrente desde o
estado de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul. O solo foi coletado na area da
REPAR (Petrobras) no municipio de Araucaria, PR., onde ocorreu um vazamento de
petréleo em 2000. O experimento foi montado em casa de vegetagdo com trés
tratamentos, solo contaminado (C), solo biorremediado (BR) e solo ndo contaminado
(NC), e, cinco repeticbes cada. Foram plantadas 50 sementes em cada bandeja,
totalizando 750 sementes. Coletou-se 10 plantulas por tratamento com trinta dias de
idade. As plantulas foram seccionadas na regido do apice da raiz, regido um
centimetro acima do apice radicial, regido do colo, regido mediana do hipocdtilo e
dos paracotilédones. As amostras foram fixadas com glutaraldeido (1%) +
formaldeido (4%) e processadas em historesina. Posteriormente, foram seccionadas
em microtomo de rotagao, distendidas em laminas, submetidas a coloragado com azul
de toluidina e montadas de forma permanente. Para os testes microquimicos,
utilizou-se lugol, sudam e cloreto férrico. Em solo contaminado a espécie apresentou
alteragdes significativas, principalmente na raiz. Foram constatadas necrose e morte
de raizes, deformacodes e bifurcagdo do apice radicial, presenca de uma camada de
mucilagem envolvendo a raiz e alteragbes na anatomia das células de alguns
tecidos. No solo biorremediado, a regidao do colo apresentou maior diametro total e
espessura do cortex. C. xanthocarpa apresenta amido e 6leo em praticamente todos
os 6rgaos. Os compostos fendlicos estao presentes em todos os 6rgaos analisados
para os trés tratamentos. No entanto, nas plantulas do tratamento contaminado,
esses compostos sdo mais escassos do que nos demais tratamentos. O solo
contaminado com petroleo causou efeitos negativos na anatomia das plantulas. No
entanto, a biorremediacdo do solo favoreceu o desenvolvimento das plantulas e
diminuiu o efeito do contaminante.

Palavras-chave: Anatomia; poluigdo; biorremediagdo; Campomanesia xanthocarpa.
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1 INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, a poluicdo do solo, das aguas e da atmosfera vém se
agravando, com consequente prejuizo para os ecossistemas. Com o aumento da
demanda de combustiveis fosseis, o risco de acidentes torna-se cada vez maior.
Considerando a grande variedade de contaminantes que acumulam no solo, nas
aguas continentais, nos oceanos e até mesmo nos organismos, o petrdleo e seus
derivados estédo entre os mais perigosos.

O petréleo € uma mistura complexa de hidrocarbonetos com componentes
organicos, sulfuricos, nitrogénio e oxigénio. Os hidrocarbonetos sao quantitivamente
0s mais importantes constituintes do petréleo e, segundo FREEDMAN (1993),
podem ser classificados em trés grandes grupos: hidrocarbonetos alifaticos, aciclicos
e aromaticos.

O efeito toxico dos hidrocarbonetos pode ser influenciado por uma série de
fatores como: a quantidade de d6leo derramada; o tipo de 6leo e os componentes
toxicos; a frequéncia e o tempo de exposi¢ao; as mudancgas no clima e a quantidade
de oxigénio (BAKER, 1970; FREEDMAN, 1993).

Um grave acidente ambiental ocorreu na Refinaria Getulio Vargas pertencente
a Petrobras em julho de 2000, no municipio de Araucaria do Estado do Parana.
Houve o rompimento de um ducto e foram derramados cerca de quatro milhdes de
litros de petroleo afetando, além da vegetacgao local (vegetagao natural de Floresta
Ombréfila Mista), os rios Barigui e Iguagcu. A area contaminada vem sendo
biorremediada com adi¢do de microorganismos no solo, visando minimizar os efeitos
do contaminante. A biorremediagdao € uma nova tecnologia que pode ser efetiva no
tratamento de solos contaminados, sendo baseada na habilidade dos
microorganismos de degradar os constituintes do petréleo e de utilizar o carbono
como fonte de energia (LI et al., 1997; HUTCHINSON et al., 2001; AL-ZALZALEH &
SHABBIR, 2004; MERKL et al., 2004).

Como organismos sedentarios, as plantas estado sempre expostas ao estresse
das emissoes locais de poluentes em maior intensidade do que os animais. Por essa
razao, elas podem ser utilizadas como bioindicadoras em relacédo a uma variedade
de substancias toxicas. Bioindicadores sdo organismos ou uma comunidade de

organismos sensiveis a poluicdo. Esses respondem por meio de alteragdes dos seus
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processos vitais (indicadores por meio de respostas) ou pela acumulacdo do
poluente (indicadores por meio de acumulagao) (LARCHER, 2000). Por outro lado,
determinadas espécies vegetais podem ter a capacidade de estabilizar a
contaminagcdo do solo com petréleo, por exemplo, fazendo associacdo com
microorganismos, podendo ser utilizadas para descontaminagdo de ambientes
poluidos, sendo denominadas fitorremediadoras (PILON-SMITS, 2005).

O impacto causado pela poluicdo depende de muitas variaveis tais como: a
quantidade e o tempo de duracao do poluente; fatores intrinsecos como a idade da
planta e o0 estagio de crescimento; respostas bioquimicas, morfolégicas e
fisiolégicas; além de fatores ambientais (BAKER, 1970; CRAWLEY, 1997; MERKL et
al., 2004). Diversos autores relatam o efeito do o6leo na morfologia e
desenvolvimento do vegetal (BAKER, 1970; PEZESHIKI & DELAUNE, 1993;
BARGAGLI, 1995; VARTAPETIAN & JACKSON, 1997; ADAM & DUNCAN, 1999 e
2002; BONA & SANTOS, 2003; CHUPAKHINA & MASLENNIKOV, 2004;
MARANHO, 2004; GISBERT et al., 2006; MERKL et al., 2004; ALKIO et al., 2005;
AGBOGIDI et al., 2006; KECHAVARIZI et al., 2006; PENA-CASTRO et al., 2006).

Segundo ALKIO et al. (2005), os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
causam sintomas de estresse como redugao do crescimento, deformidade e reducéo
dos tricomas, clorose, atraso na florescéncia, aparecimento de manchas brancas,
atraso no desenvolvimento e lesdes necroéticas. Além disso, pode ocorrer redugédo no
crescimento da raiz, no desenvolvimento dos pélos radiculares, no tamanho e
numero de folhas e tricomas.

As plantas podem sofrer modificagbes variaveis em sua estrutura, quando
submetidas ao estresse anaerdbico tais como, alteracdo no numero de estdmatos e
aumento de espacgos intercelulares, para facilitar a entrada e distribuicdo do
oxigénio, além de aumento no numero de raizes adventicias (VARTAPETIAN &
JACKSON, 1997).

AGBOGIDI et al. (2006) afirmaram que a contaminagdo com 6leo cru pode
causar a reducao da expansao celular, do crescimento dos cotilédones, da
fotossintese e da translocacdo de fotoassimilados nas plantas. Os poluentes tém
diversos efeitos na fotossintese, respiracao, abertura dos estdématos, metabolismo,
transporte de carboidratos, migracdo de reguladores vegetais para regides
meristematicas, transpiracao, permeabilidade de membrana e atividade enzimatica
(KRAMER & KOZLOWSKI, 1960). O petrdleo pode afetar as plantas cobrindo as
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raizes e as folhas, causando assim uma redugao na transpiragcao e na fotossintese
em funcao do bloqueio fisico dos estdbmatos e das raizes (PEZESHKI & DELAUNE,
1993).

RODRIGUES (2005) fez analises anatébmicas do lenho de Campomanesia
xanthocarpa O. Berg. e Sebastiania commersoniana (Baillon) Smith & Downs, sob
efeito da contaminacdo por petréleo, as quais revelaram alteragdes estruturais no
xilema destas espécies. Em solo contaminado, as duas espécies apresentaram
menor numero de elementos de vaso e estes tiveram tendéncia de menor
comprimento e maior didmetro.

MARANHO (2004) estudou o efeito da contaminacéo do solo por petréleo em
Podocarpus lambertii e observou que a cuticula das folhas dos individuos coletados
na regido exposta a poluigdo por petréleo foi, em média, 75% mais espessa do que
nas folhas dos individuos controle. Para esse mesmo autor, as alteracbes ocorridas,
tanto nas folhas, como no lenho dos individuos expostos a poluigdo por petroleo,
podem refletir os efeitos e/ou as adaptagdes das plantas para a sobrevivéncia sob
condicdes de estresse hidrico.

Os solos contaminados com materiais hidrofébicos, como os hidrocarbonetos
organicos, tornam-se repelentes a agua (LI et al., 1997). Se o teor de agua no solo é
muito maior que a capacidade de campo, o ar € deslocado do espaco
correspondente aos poros nao capilares e o crescimento da raiz e a absor¢ao de
agua ficam impedidos por déficit aerébio. Se o teor de agua é muito baixo, esta fica
tdo fortemente aderida as particulas do solo que se torna indisponivel as raizes.
(KRAMER & KOZLOWSKI, 1960).

Sao inumeros os acidentes ambientais e os efeitos da contaminagao sobre a
vegetacdo. No entanto, sdo poucos os trabalhos que relatam a influéncia da
contaminagao por petréleo na morfoanatomia das plantas. Em fungdo disso, o
presente estudo tem como objetivo analisar o efeito do solo contaminado com
petréleo na morfologia e estrutura interna de plantulas de Campomanesia
xanthocarpa e verificar se a biorremediagao diminuiu esses efeitos. Esta é espécie
nativa, helidfita, ocorrente desde o estado de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul,
presente na formagdo vegetacional Floresta Ombréfila Mista em que ocorreu o
acidente. Apresenta grande importancia, pois, além de ser espécie frequente na

regido da REPAR, seus frutos sdo bastante apreciados pela fauna.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e montagem do experimento

Foram coletados frutos maduros de arvores localizadas no municipio de
Colombo-PR, em uma éarea de Floresta Ombroéfila Mista, préxima a Embrapa
Florestas. Os frutos foram despolpados em agua corrente com o auxilio de uma
peneira para a extracdo das sementes. Estas, posteriormente, foram deixadas ao ar
livre para secagem.

O solo foi coletado em dezembro de 2005 na REPAR/Petrobras. Este foi
peneirado, homogeneizado e distribuido em bandejas plasticas. O experimento
consistiu de trés tratamentos com cinco repeticbes cada: tratamento (C) - solo
contaminado com petréleo; tratamento (BR) - solo biorremediado; tratamento (NC) -
solo ndo contaminado.

O experimento foi montado em casa de vegetagcdo do Departamento de
Botanica da Universidade Federal do Parana, em dezembro de 2005. Foram
plantadas cerca de 50 sementes em cada bandeja e estas ficaram sob controle de

nebulizacdo a cada 30 minutos.

2.2 Estudo mofoanatdmico

Foram coletadas aleatoriamente duas plantulas (com 30 dias de idade) de
cada uma das cinco repeticoes (bandejas). Dessas, foram seccionadas e fixadas as
seguintes partes: apice da raiz, regido a um centimetro do apice, regido do colo,

regido mediana do hipocotilo e dos paracotilédones (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema da plantula de Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae)
mostrando as regides que foram seccionadas. A — regido mediana do paracotilédone; B —
regido mediana do hipocdtilo; C — regido do colo; D — regido a um centimetro do apice; E —
regido do apice da raiz.

As amostras foram fixadas em glutaraldeido (1%) + formaldeido (4%)
(McDOWELL & TRUMP, 1976) e incluidas em historresina, seccionadas em
micrétomo de rotacdo, distendidas em laminas e submetidas a coloragdo com azul
de toluidina (O" BRIEN et al., 1965). Para os testes microquimicos foram realizados
cortes a méao livre. tilizou-se lugol (BERLYN & MIKSCHE, 1976) para detectar amido;
sudam Il (SASS, 1951) para detectar substancias graxas e cloreto férrico 10%
(JOHANSEN, 1940) para detectar compostos fendlicos.

As laminas foram analisadas qualitativamente e quantitativamente e os
tecidos fotografados ao microscopio fotbnico da marca Zeiss com camera fotografica
Sony Cyber Shoot 2000, no Laboratério de Boténica Estrutural do Departamento de
Botanica da UFPR. As caracterizagbes tanto morfolégicas, como anatdmicas, foram
descritas de acordo com as terminologias de VOGEL (1980) e SOUZA (2003).
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As secgdes anatdbmicas foram mensuradas com o auxilio de ocular
micrometrada, sendo registrado da raiz, do hipocdtilo e do colo - o diametro total, a
espessura do cortex, o diametro do cilindro vascular e da medula e a espessura da
epiderme; e dos paracotilédones, a espessura total do mesofilo, a espessura do
parénquima palicadico, do parénquima lacunoso, da epiderme e o numero de
estdmatos por mm?2. Foram mensurados também os espacgos lacunares da raiz. Para
tanto, utilizou-se microscopio fotbnico com camara clara acoplada para fazer as
lustragdes que foram digitalizadas e analisadas no programa Sigma-Scan Pro
Versao 5.0. A contagem dos estdmatos foi realizada em microscopio com camara
clara acoplada, onde se projetou a imagem da epiderme sobre uma area conhecida.
Para isto, a epiderme da face abaxial dos paracotilédones foi coberta com trés
camadas de esmalte incolor que apos seco foi retirado com auxilio de pinga. Os
moldes retirados foram montados em laminas com agua. Para cada repeticao foi
considerado o valor médio das duas plantulas coletadas por bandeja, tendo sido

medidos dez cortes por plantula.

2.3 Microscopia eletrénica de varredura

Para analise em microscopia eletrénica de varredura (MEV) utilizaram-se trés
amostras do terco médio dos paracotilédones, tanto da face adaxial como da
abaxial, de plantulas cultivadas em solo contaminado, biorremediado e nao
contaminado. Estas foram fixadas em F.A.A. 50 e desidratadas em série alcodlico-
etilica. Em seguida, o material foi submetido ao método do ponto critico no
equipamento Balzers CPC 10. As amostras foram aderidas em suporte metalico com
fita adesiva de cobre. Posteriormente, efetuou-se a metalizagdo com ouro no
equipamento Balzers Sputtering SCD 030. A analise e registro eletromicrografico do
material foram efetuados no MEV Jeol JSM-6360LV.
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2.4 Analise quimica e fisica do solo

No inicio do experimento foram coletadas amostras de solo de cada repeticéo
dos trés tratamentos para analise quimica e fisica, realizada pelo laboratério de
Analises Agronémicas do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Parana. A analise de TPH (total de hidrocarbonetos do petrdleo) foi feita pelo

LACTEC (Instituto de Tecnologia para o Desenvolvimento) (Tabela 1).

2.5 Estatistica

Os resultados morfométricos foram submetidos a analise estatistica no
programa MSTAT-C®. Os dados foram analisados estatisticamente seguindo um
delineamento inteiramente casualizado, com trés tratamentos e cinco repeticoes
cada. Os dados foram submetidos ao teste de Bartlett para verificar a
homogeneidade das variancias. Posteriormente, realizou-se a analise de variancia
(ANOVA) para observar se houve diferencas estatisticas entre as médias testadas.
Nos casos em que o resultado da ANOVA foi significativo, aplicou-se o teste Tukey
de comparacdo de médias. Foi utilizado um nivel de probabilidade de 0,05. Para
confecgdo dos graficos utilizou-se o programa Excel 2003 para Windows XP

(Microsoft Corporation).
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3 RESULTADOS

3.1 Anatomia da raiz

3.1.1 Raiz

Em seccdo transversal da raiz a um centimetro do apice, a espessura da
epiderme, o diametro total da raiz e o didmetro do cilindro vascular né&o
apresentaram diferencgas estatisticas entre os tratamentos (p>0,05) (Figura 2 A-C).
Observou-se que a espessura do cortex no solo biorremediado foi maior em relagao
aos demais tratamentos, sendo que o contaminado € o ndo contaminado foram
iguais (Figura 2 D). Porém, ndo foi avaliado se estas diferengas sdo devidas ao
maior didmetro ou a maior quantidade de células. A area de espaco intercelular do
cortex da raiz também foi igual nos trés tratamentos (Figura 2 E). No entanto, é
possivel notar que as células da regido do cortex, no tratamento contaminado, sao
mais compactadas (Figura 3 A, B) que as células corticais dos demais tratamentos
(Figura 3 C-F). As células da exoderme no solo contaminado sao pouco
diferenciadas, quando comparadas com os demais tratamentos (Figura 3 B, D, F).
Além disso, as células da endoderme nos tratamentos ndo contaminado e
biorremediado apresentam conteudo escuro, tratando-se de compostos fendlicos
(Figura 3 C, E). Nas células do tratamento contaminado este conteudo parece ser
mais escasso (Figura 3 A).

As raizes analisadas estavam em inicio de crescimento secundario em todos
os tratamentos. Porém, houve um atraso no desenvolvimento dos tecidos
secundarios nas plantulas do solo contaminado, quando comparado aos demais
tratamentos (Figura 3 A, C, E).

Em solo contaminado observou-se uma camada conspicua de substancia
envolvendo a superficie da raiz, mais intensamente na regido do apice, podendo se
tratar de mucilagem formada pela raiz em resposta ao estresse causado pela
contaminacgao (Figura 4 A, B, C, D e E). Esta camada nao foi observada nos demais
tratamentos (Figura 5 A, B). Também é possivel notar que houve deformagdes das
raizes, especialmente na regido do apice, nas plantulas do tratamento contaminado,
0 que nao ocorreu nos demais tratamentos (Figura 4 B, C e 5 A, B). Além disso, as

células do apice radicial em solo contaminado, apresentaram a parede celular com
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coloracdo mais escura que o normal, conteudo mais denso e formato mais irregular,
quando comparadas aquelas dos demais tratamentos (Figuras 4 C, D, E, F e 5 C-E).
Além disso, ocorreu também a formacédo de raizes secundarias muito proximas ao
apice, provenientes do periciclo, nas plantulas do tratamento contaminado (Figura 4
G) e, até mesmo, a bifurcagdo do apice da raiz principal, nesse mesmo tratamento
(Figura 4 A). E possivel ainda notar que a regido do cilindro vascular e do cértex
(meristema fundamental cortical), nas plantulas do solo contaminado, apresentam
forma mais irregular (Figura 4 A, B, C) quando comparadas com as dos solos

biorremediado (Figura 5 A, D) e ndo contaminado (Figura 5 B, F).
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Figura 2 — Parametros anatdmicos da raiz a um centimetro do apice das plantulas de
Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae) com 30 dias, em solo contaminado por
petréleo (C), solo biorremediado (BR) e solo ndo contaminado (NC). Cada coluna representa
a média de cinco repeti¢des, barras indicam o desvio padréo. ns: nao sao significativamente

diferentes, considerando (a = 0,05).
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Figura 3 - SeccOes transversais da raiz a um centimetro do apice de Campomanesia
xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae) cultivadas em solo contaminado com petréleo (A, B), solo
biorremediado (C, D) e solo ndo contaminado (E, F). A, C, E — regido evidenciando a ed:

endoderme; ct: cortex; fl: floema; mx: metaxilema; px: protoxilema, pc: periciclo. B, D, F —
regido evidenciando a ep: epiderme; ex: exoderme e ct: cortex.
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Figura 4 - Secgdes longitudinais do apice da raiz de Campomanesia xanthocarpa O. Berg.
(Myrtaceae) em solo contaminado por petroleo. A - setas indicando a bifurcacédo do apice e
acumulo de mucilagem. B - sinuosidade no apice e acumulo de mucilagem (seta). C -
presenca de mucilagem (seta) e células da coifa com parede mais espessa. D, E — presenca
de mucilagem e parede celular mais espessa (seta); F - setas evidenciando parede celular
mais espessa; G — formacdo de raiz secundaria. ep: epiderme; ex: exoderme; ed:
endoderme; ct: cortex; cv: cilindro vascular; cf: coifa; pm: promeristema.
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Figura 5 - Secgbes longitudinais do apice da raiz de Campomanesia xanthocarpa O. Berg.
(Myrtaceae). A — estrutura geral do apice em solo biorremediado. B - estrutura geral do
apice em solo nao contaminado. A, C, E - solo biorremediado. B, D, F — solo néao
contaminado. C, E — meristema apical evidenciando ep: epiderme; ex: exoderme; ed:
endoderme; ct: cértex; pc: précambio; cf: coifa; pm: promeristema. D, F — meristema apical
evidenciando o mf: meristema fundamental; cv: cilindro vascular e ed: endoderme.
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3.1.2 Colo

A espessura da epiderme na regido do colo foi menor no tratamento
biorremediado em relacdo ao ndo contaminado, porém, no solo contaminado a
epiderme nao diferiu em relagdo aos demais tratamentos (Figura 6 A). Tanto o
diametro total, quanto a espessura do cortex da regiao do colo, foram maiores em
solo n&o contaminado do que no solo biorremediado e contaminado (p<0,05) (Figura
6 B, C). Por outro lado, o didmetro do cilindro vascular ndo apresentou diferenca
estatistica entre os trés tratamentos (Figura 6 D). Para a morfologia das células da
raiz nessa regiao, nao foi observada nenhuma alteragao significativa (Figura 7 A-F).
No entanto, nota-se que houve, tal como na raiz, um atraso no desenvolvimento do
cilindro vascular em solo contaminado, quando comparado aos demais tratamentos
(Figura 7 A, C, E). Além disso, é possivel notar que as células na periferia do floema
apresentam conteudo escuro (compostos fendlicos) no solo biorremediado e néo
contaminado. Entretanto, € possivel notar que embora ocorra conteudo escuro
(compostos fendlicos) na periferia do floema das pléantulas dos trés tratamentos, tal

conteudo é mais escasso no solo contaminado.
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Figura 6 - Valores das meédias para regido do colo das plantulas de Campomanesia
xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae) com 30 dias, em solo contaminado por petréleo (C), solo
biorremediado (BR) e solo ndo contaminado (NC). Cada coluna representa a média de cinco
repeticbes, barras indicam o desvio padrdo. ns: ndo sao significativamente diferentes,
considerando (a = 0,05).
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Figura 7 - Secgdes transversais da regido do colo de Campomanesia xanthocarpa O. Berg.
(Myrtaceae) cultivadas em solo contaminado com petréleo (A, B), solo biorremediado (C, D)
e solo ndo contaminado (E, F). A, C, E — regido evidenciando a ep: epiderme; cb: cambio; ct:
cortex; fl: floema; mx: metaxilema; px: protoxilema. B, D, F — regido evidenciando fi: floema
interno; cs: célula secretora e md: medula.
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3.1.3 Hipocatilo

Na regido do hipocdtilo a espessura da epiderme no tratamento nao
contaminado é maior em relagdo ao biorremediado, mas n&o difere do solo
contaminado (Figura 8 A). Por outro lado, tanto o didmetro total, quanto o didmetro
da medula e a espessura do cortex nao diferiram estatisticamente entre os trés
tratamentos (Figura 8 B-D). O diametro do cilindro vascular no tratamento n&o
contaminado apresentou média maior do que as do tratamento contaminado, n&o
diferindo do biorremediado (Figura 8 E). Quanto a morfologia das células da
epiderme e do cortex nessa regidao, nado foi observada nenhuma alteracéo
significativa (Figura 9 A-F). Por outro lado, as células do xilema secundario no solo
contaminado sdo menores do que nos demais tratamentos (Figura 9 B, D, F). Além
disso, como observado na regiao do colo, as células contendo compostos fendlicos
sdo mais escassas no tratamento contaminado do que nos demais (Figura 9 B, D,
F).
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Figura 8 - Valores das médias para regidao do hipocétilo das plantulas de Campomanesia
xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae) com 30 dias, em solo contaminado por petréleo (C), solo
biorremediado (BR) e solo ndo contaminado (NC). Cada coluna representa a média de cinco
repeticbes, barras indicam o desvio padrdo. ns: ndo sao significativamente diferentes,
considerando (a = 0,05).
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Figura 9 - Secgdes transversais da regiao mediana do hipocétilo de Campomanesia
xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae) cultivadas em solo contaminado com petréleo (A, B), solo
biorremediado (C, D) e solo ndo contaminado (E, F). A, C, E — regido evidenciando a ep:
epiderme; ct: cortex; gl: glandula; cs: célula secretora. B, D, F regido evidenciando ct: cortex;
cb: cambio; xs: xilema secundario; fl: floema: fi: floema interno; cs: célula secretora e md:
medula.
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3.1.4 Paracotilédones

Nos paracotiliédones n&o houve diferenga significativa no numero de
estdmatos, nas espessuras da epiderme e do parénquima lacunoso, entre os trés
tratamentos (Figura 10 A-C). No entanto, a espessura do parénquima palicadico em
solo contaminado com petréleo foi menor do que nos demais tratamentos (p<0,05), e
o biorremediado nao diferiu do ndo contaminado (Figuras 10 D). Portanto, espera-se
que a espessura total dos paracotilédones seja menor no tratamento contaminado.
Isto parece ocorrer quando se considera a média absoluta neste tratamento (Figura
10 E). Porém, nao foi possivel confirmar este fato porque as varidncias nao foram
homogéneas. Na regido do mesofilo dos paracotilédones as células do parénquima
palicadico apresentam menor tamanho em solo contaminado quando comparado
com os demais tratamentos (Figura 11 B, D, F). Além disso, nota-se que o tecido
vascular na nervura central dos paracotiliédones é menos espesso no solo
contaminado, quando comparado com o solo biorremediado e ndo contaminado
(Figura 11 A, C, E). As células do xilema tém, em geral, paredes mais finas no solo
contaminado, do que nos demais tratamentos (Figura 11 A, C, E). Na regido da
nervura central dos paracotilédones dos trés tratamentos nota-se que ocorrem
células com compostos fendlicos, tanto na periferia dos tecidos vasculares, quanto
logo abaixo das células da epiderme, na face abaxial (Figura 11 A, C, E). No
entanto, esse conteudo € mais escasso nas células do solo contaminado (Figura 12
A).

A epiderme do paracotilédone, em vista frontal, apresenta células de formato
irregular, com paredes anticlinais sinuosas em ambas as faces do limbo (Figura 12
A-F e 13 A-F). Também se observa a presencga de estrias epicuticulares na parede
celular (Figura 12 D). Na face abaxial é possivel notar o aparato estomatico, do tipo
anomocitico, e a presenca de glandulas secretoras de 6leo (Figura 13 B, D, E, F).
Tanto na face adaxial, quanto na face abaxial, observa-se a presencga de tricomas
tectores unicelulares, principalmente sobre as nervuras (Figuras 12 A, F e 13 A-C).
Na face abaxial e na adaxial, em todos os tratamentos, ndo foram constatadas

quaisquer alteracdes na estrutura das células.
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Figura 10 - Valores das médias para regido dos paracotilédones das plantulas de
Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae) com 30 dias, em solo contaminado por
petréleo (C), solo biorremediado (BR) e solo ndo contaminado (NC). Cada coluna representa
a media de cinco repeticdes, barras indicam o desvio padr&o. ns: ndo sao significativamente,
diferentes considerando (a = 0,05).
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Figura 11 - Seccbes transversais da regiao mediana do paracotilédone de Campomanesia
xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae) cultivadas em solo contaminado com petréleo (A, B), solo
biorremediado (C, D) e solo ndo contaminado (E, F). A, C, E — regido da nervura central
evidenciando a cf: composto fendlico; cl: colénquima; ep: epiderme; gl: glandula; xI: xilema.
B, D, F — regido do mesofilo evidenciando a epd: epiderme da face adaxial; epb: epiderme
da face abaxial; es: estdmato; id: idioblasto; pl: parénquima lacunoso e pp: parénquima
palicadico.
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Figura 12 - Superficie adaxial dos paracotilédones de Campomanesia xanthocarpa O. Berg.
(Myrtaceae) cultivadas em solo contaminado com petréleo (A, B), solo biorremediado (C, D)
e solo ndo contaminado (E, F). A, F - parede celular e tricoma tector. B, C, E — sinuosidades
na parede celular (seta). D — parede celular evidenciando as estrias epicuticulares (seta).
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Figura 13 - Superficie abaxial dos paracotilédones de Campomanesia xanthocarpa O. Berg.
(Myrtaceae) cultivadas em solo contaminado com petréleo (A, B), solo biorremediado (C, D)
e solo nao contaminado (E, F). A, C — regido da nervura central evidenciando os tricomas. B,
D, E, F — regido evidenciando as células da epiderme. es: estdmato; gl: glandula; tr: tricoma
tector.
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3.2 Testes microquimicos

C. xanthocarpa apresenta glandulas secretoras em praticamente todos os
orgaos, exceto na raiz. Essas tém conteudo lipidico, como verificado através do teste
com Sudam Ill. Com base neste mesmo teste, pode-se constatar a ocorréncia de
uma cuticula relativamente delgada sobre a epiderme do hipocétilo (Figura 14 A, B).
Apesar de C. xanthocarpa apresentar tricomas do tipo tector, com o teste de Sudam
[l foi possivel notar a presenga de um conteudo de natureza lipidica nos tricomas do
hipocotilo (Figura 14 A, B) e nos paracotilédones.

Através do teste com Lugol foi observada a presenca de amido nas células
parenquimaticas do cortex e da medula do hipocaétilo (Figura 14 C, D), bem como
nos paracotilédones das plantulas de C. xanthocarpa.

Constatou-se a presenca de células secretoras na epiderme, no cértex e na
medula do hipocétilo, assim como no mesofilo e na nervura central do
paracotilédone. O conteudo destas células ocorre de diferentes formas e,
considerando o resultado do teste com sulfato ferroso, se trata de compostos
fendlicos (Figura 14 E, F).

A espécie apresentou resultado positivo para todas as substancias quimicas
testadas, nos trés tratamentos (Figura 14 A-F). No entanto, o conteudo escuro
(compostos fendlicos) na regido um centimetro do apice, regido do colo, regido do
hipocétilo e dos paracotilédones, foi mais escasso no solo contaminado quando
comparados com o biorremediado e o nao contaminado (Figuras 3 A, C, E; 7 A, C,
E;9A,C,Ee11A,C,E).
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Figura 14 - Testes microquimicos na regido do hipocétilo da plantula de Campomanesia
xanthocarpa O. Berg. (Myrtaceae) em solo nao contaminado. A e B - epiderme e tricoma
tector com lipidio (seta); C e D — parénquima cortical com amido (seta); E e F — epiderme e
parénquima cortical com compostos fendlicos (seta).
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4 DISCUSSAO

A contaminacao por petréleo pode causar diversas alteragdes no crescimento,
na morfologia e na anatomia das plantas. Por outro lado, apesar de serem
freqUentes os acidentes com derramamento de petroleo, que causam grandes
prejuizos a vegetacdo, sao poucos os trabalhos que abordam a influéncia do
contaminante na estrutura interna das plantas. Além disso, quando ocorre um
derramamento por petroleo, a estrutura fisica e quimica do solo pode ser alterada.
Por isso, torna-se dificil compreender quais as variaveis que podem estar afetando a
fisiologia e a anatomia das plantas. Com base nos resultados obtidos no presente
trabalho, pode-se dizer que C. xanthocarpa foi afetada pela contaminacéo por
petroleo. Esse fato € evidente quando se considera que houve a formacido de
camada conspicua envolvendo o apice, alteragdes significativas na anatomia dos
tecidos, atraso na maturagcao das células, necrose e morte da raiz, deformagdes e
bifurcacdo do apice radicial.

A camada conspicua de substancia que envolve a raiz de C. xanthocarpa,
observada no presente trabalho, assim como no trabalho de MAYER (2004), pode
ter sido formada em resposta ao estresse causado pela contaminagao, uma vez que
esta afetou a estrutura do solo, agregando as particulas. De acordo com TAIZ &
ZEIGER (2004) e TORREY & CLARKSON (1975), a coifa secreta um material
gelatinoso, chamado mucigel, que freqientemente envolve o apice radicial. A fungéo
precisa do mucigel ndo é bem conhecida, mas tem sido sugerido que ele lubrifica a
penetracdo da raiz através do solo, protege o apice radicial da dessecagao, promove
a transferéncia de nutrientes a raiz e tem influéncia a interagdo entre raizes e
microorganismos do solo.

A toxicidade do petrdleo provavelmente € responsavel pela necrose e pela
morte das células do apice radicial, observadas em C. xanthocarpa. Além disso,
como ocorreram alteragdes na estrutura do solo, como compactagéo e aglomeragéo
de particulas, a contaminacdo por petréleo pode ter interferido na absorcdo dos
nutrientes pelas raizes. Segundo MERKL et al. (2005), durante a degradagao dos
hidrocarbonetos, o consumo de nutrientes aumenta e as plantas tém que competir
com os microorganismos por esses. ALKIO et al. (2005) afirmam que a imobilizagéo
de nutrientes e a toxicidade dos metais causam disturbio em alguns processos

metabdlicos da planta. Esses mesmos autores observaram que a contaminacgao tem



92

sido a causa da redugdo da expansao e do alongamento celular, redugdo no
tamanho das folhas, na fotossintese e translocacao de fotoassimilados, em diversas
plantas.

Como ocorreu a morte do apice radicial das plantulas de C. xanthocarpa no
solo contaminado com petréleo, estas tiveram que investir na formagcao de novos
apices. A bifurcagao do apice €, portanto, uma das respostas das plantulas ao efeito
da contaminacdo. Além disso, ocorreu a formacdo de novas raizes secundarias
proximas a superficie do solo. Esses resultados provavelmente indicam que as
plantulas sofreram deficiéncia na absor¢ao dos nutrientes ou até mesmo de agua.

Alguns autores como BAKER (1970); LI et al. (1997) e PENA-CASTRO et al.
(2006) afirmam que o petrdleo pode alterar as propriedades do solo, tornando-o
hidrofdbico, gerando um estresse hidrico e de oxigénio nas plantas. Segundo
KRAMER & KOZLOWSKI (1960), a deficiéncia de oxigénio no solo provoca, com
freqUéncia, a paralisagdo do crescimento da raiz e, a0 mesmo tempo, dano ou a
morte dos sistemas radiciais. Esta situacdo pode ser determinada por inundacgéao,
por uma ma drenagem, ou pela compactagdao do solo. Pode-se dizer que a
interferéncia na estrutura do solo, em fungdo da contaminagao por petrdleo, € um
dos fatores que causaram estresse para as plantulas de C. xanthocarpa. AGBOGIDI
et al. (2006) também relataram a susceptibilidade de Dennettia tripetala (Bak.) F. ao
Oleo cru. Esses autores sugerem que as alteragdes nas plantas em altura, tamanho
e numero de folhas, em solo contaminado com 6leo podem ser atribuidos a
alteragao na estrutura do solo, criando uma condigdo de estresse, em consequéncia
do déficit hidrico. GILL et al. (1992) constataram que a contaminagdo com 6leo cru
pode impedir a passagem de agua e oxigénio, bloqueando as particulas do solo. O
autor relatou deformidade nos estdmatos, distorcao nas células da epiderme e na
regido do cortex da raiz, do caule, do peciolo, e no mesofilo da folha.

Quando ocorrem alteragdes na estrutura fisica do solo, como compactagao e
aglomeracdo das particulas, as plantas podem ter dificuldades na penetragcdo da
raiz. As deformacgdes na raiz das plantulas de C. xanthocarpa, observadas no solo
contaminado, podem ser uma consequéncia do estresse imposto pelo contaminante.
GILL et al. (1992) constatou alteracdes significativas na raiz de Chromolaena
odorata (L.) K. & R. cultivadas em solo contaminado com déleo, observando, inclusive

deformacdes nas suas células.
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Analisando a anatomia das plantulas de C. xanthocarpa, cultivadas em solo
contaminado, foi possivel notar que essas tiveram um atraso no seu
desenvolvimento, quando comparado com as plantulas cultivadas nos demais
tratamentos. Além disso, constatou-se que o xilema secundario no hipocdtilo teve
menor espessura € que as células da raizes sdo mais compactas no solo
contaminado. Esses fatores sugerem que o contaminante causou um atraso no
crescimento das pléntulas. MERKL et al. (2005) também constatou menor
crescimento da raiz das plantas de Cyperus aggregatus (Willd.) Endl. sob influéncia
da contaminacéo por dleo.

A presencga dos hidrocarbonetos do petréleo no solo € um fator negativo para
o crescimento e desenvolvimento das plantas (LI et al., 1997). PENA-CASTRO et al.
(2006) estudaram a toxicidade do petréleo em plantas de Cynodon dactylon L. e, em
todas as concentracbes testadas foi observado clorose nas folhas, interrupcdo no
crescimento, principalmente das raizes, e decréscimo no numero de folhas. ALKIO
et al. (2005) pesquisaram a influéncia dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
em Aradbidopsis thaliana (L.) Heyhn. e observaram que estes causam sintomas de
estresse, tais como: redugao do crescimento; deformidade e reducido dos tricomas;
clorose; atraso na florescéncia; aparecimento de manchas brancas; atraso no
desenvolvimento e lesdes necroéticas

Os menores valores de espessura total e espessura do cortex, constatados
para a regiao do colo, assim como os observados para a espessura do cilindro
vascular do hipocétilo, das plantulas crescendo em solo contaminado, indicam que o
contaminante afetou o desenvolvimento dos tecidos. Segundo KRAMER &
KOZLOWSKI (1960), um dos fatores que mais afetam o desenvolvimento das
plantas esta relacionado com a agua. O déficit de agua reduz mais o crescimento
das células, do que a sua divisdo ou diferenciagao. A absor¢cao permanente de agua
€ essencial a continua expansao da célula, uma vez que o crescimento das células
cessa mesmo quando estas se encontram ligeiramente plasmolisadas. LARCHER
(2000) também afirma que a primeira e mais sensivel resposta ao déficit hidrico é a
diminuicdo da turgescéncia celular e, associada a esse evento, a diminuigdo do
processo de crescimento (particularmente o crescimento em extens&o). Por outro
lado, as diferencas observadas na anatomia das plantulas podem ter ocorrido em

funcdo da menor disponibilidade de nutrientes no solo contaminado. Como sao
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muito complexos os efeitos do contaminante e as plantas estdo sujeitas as varias
interacdes do meio, torna-se dificil a interpretacéo dos resultados.

Além dos aspectos fisicos da influéncia do contaminante sobre as plantulas,
discutidos anteriormente, ndo se deve descartar a hipétese da contaminacao ter
afetado quimicamente a fisiologia das plantulas.

A parede celular da regiao do apice radicial de C. xanthocarpa crescendo em
solo contaminado apresentou uma coloragdo mais escura. Isto sugere que ocorreu
maior espessura da parede celular. BARDELI-DA-SILVA (2006) estudou a
morfoanatomia de Sebastiania comersoniana (Baillon) Smith & Downs crescendo em
diferentes periodos apds a contaminacdo do solo por 6leo diesel. Este autor
constatou que, nas amostras dos tratamentos com contaminagéo, foi frequente a
ocorréncia de manchas pardas na parede das células subepidérmicas e do cortex da
raiz. Segundo BARDELI-DA-SILVA (2006) durante as fases iniciais do
desenvolvimento da planta, a atividade metabdlica é alta e as paredes celulares sao
mais delgadas. Isso pode permitir maior sensibilidade a injurias, causando
alteragdes nas estruturas internas dos 6rgaos, possibilitando a entrada de 6leo no
interior da planta. No entanto, esse fato requer analises mais especificas e de longo
prazo. Segundo BURKEN (2003), em plantas sob estresse de contaminagao, os
compostos organicos podem ser conjugados e alocados para os locais que causam
menos danos, como 0s vacuolos ou a parede celular, alterando as caracteristicas
dos mesmos.

Por outro lado, a camada escura presente na parede celular dos apices
radiciais das plantulas de C. xanthocarpa pode n&o estar necessariamente
relacionada com a impregnagdo do 6leo, mas sim com o grau de diferenciagao
celular, principalmente quando se considera que houve necrose dos apices radiciais.
Como o contaminante afetou a estrutura morfolégica da raiz, inclusive levando-a a
morte, provavelmente deve ter interferido em nivel celular.

A menor quantidade de compostos fendlicos nos tecidos das plantulas do solo
contaminado, quando comparado ao biorremediado e ao nao contaminado,
provavelmente ocorreu em funcdo das plantulas daquele estarem em fase mais

inicial de desenvolvimento.
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5 CONCLUSAO

O solo contaminado por petréleo teve influéncia negativa na estrutura das
plantulas de C. xanthocarpa, causando, principalmente modificagdes na raiz, tais
como: necrose, morte celular; e deformagdes na raiz. Além disso, como resposta a
contaminagao, ocorreram a bifurcacdo do apice radicial e a formagdo de uma
camada de mucilagem nesta regido. De modo geral, pode-se dizer que o petrdleo
causou alteragdes principalmente na estrutura fisica do solo e consequentemente
nas plantulas. No entanto, a interpretacdo desses efeitos é de dificil compreensao,
quando se considera que as plantas s&o sujeitas a muitas alteracbes ambientais.
Por outro lado, a biorremediacdo do solo diminuiu o efeito do contaminante,
considerando que muitas das variaveis analisadas neste tratamento tém valores
aproximados aos do solo ndo contaminado ou, em muitos casos, maiores do que
este tratamento. Nota-se ainda que no solo biorremediado ndo foram observados os

sintomas presentes nas plantulas do solo contaminado.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando os efeitos negativos do solo contaminado em C. xanthocarpa,
ja descritos anteriormente, como alteragbes na morfologia, na anatomia, biomassa e
crescimento, pode-se dizer que esta € uma espécie sensivel ao contaminante. Tal
sensibilidade parece estar mais evidente na raiz, indicando que este € um 6rgao
bastante relevante para estudos de contaminagao e de biorremediacéo.

No presente trabalho, os efeitos negativos causados pela contaminagao por
petroleo parecem estar relacionados com a estrutura fisica do solo, como a
compactagcao e a aglomeracdo de particulas. Entretanto, sdo muitos os fatores
intrinsecos e extrinsecos que podem exercem influéncia sobre as plantas. Além
disso, é importante lembrar que a fase de plantula € um periodo critico de
desenvolvimento.

A biorremediagao do solo amenizou o efeito do contaminante favorecendo o

desenvolvimento das plantas em fase inicial de crescimento.
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