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RESUMO

O presente estudo comparou o comportamento da espécie Crotalaria spectabilis, quando
germinada em substrato com diferentes percentuais de petréleo, quanto a germinagéo e indice
de velocidade de emergéncia (IVE); massa fresca total da plantula (MF), nimero de folhas
(NF), comprimento da parte aérea, assim como variaveis de raiz, volume, area, comprimento
e caracteristicas anatdmicas. Dessa forma as investigacOes realizadas neste trabalho,
objetivaram dar suporte a outros estudos concomitantes, a cerca de espécies com potencial
fitorremediador. Testou-se sete concentracdes diferentes de petroleo (0,1, 2, 3, 4, 8, 10%). O
experimento foi conduzido em casa de vegetacao climatizada e as plantulas foram coletadas
18 dias ap0os a semeadura. Os resultados indicaram que a crotalaria € afetada, ainda que de
formas diferentes, em todos os niveis de contaminacéo, sendo o nivel de 10% o mais severo,
inibindo totalmente a germinagdo. Em niveis mais baixos 1 e 2% a espécie apresentou
adaptacOes positivas, apresentando médias maiores para todos a varidveis mensuradas.
Enquanto que para niveis maiores de contaminacdo 3, 4 e 8% apenas as caracteristicas
referentes aos pélos tiveram variacao positiva, excetuando-se o nivel de 8%, para o qual as
plantulas apresentaram numero reduzido de pélos estando os mesmos deformados. Além disso
0s cortes anatdbmicos indicaram a presenca do 0leo no interior do tecido radicular nos niveis
de 3,4 e 8%, e também no caule para o nivel de 8%. Com isso, pode-se inferir que a espécie
em estudo, tem potencial para ser utilizada em areas contaminadas com petroleo em niveis
inferiores a 4%, ja que a mesma possui mecanismos de adaptacdo, muito embora necessite de

estudos mais aprofundados para verificar seu efetivo carater fitorremediador.

Palavras chave: Leguminosae, Fitorremediacéo, Petréleo, Crotalaria spectabilis.
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ABSTRACT

The present study compared the behavior of Crotalaria spectabilis Roth (Fabaceae) species,
when germinated on substrate with different percentages of oil, for germination and
emergence rate index (EVI), total fresh weight of seedlings (MF), number of leaves (NF),
shoot length, and further root variables, volume, area and length. Thus the investigations
carried out in this paper, aimed to support other concurrent studies, some species with
phytoremediation potential. Was tested seven different concentrations oil (0, 1, 2, 3, 4, 8 and
10 %). The experiment was conducted in a greenhouse and the plants were collected 18 days
after sowing. The results indicated that crotalaria is affected, though in different forms, at all
levels of contamination, being the level of 10%, the most severe, completely inhibiting
germination. At lower levels 1 and 2% species showed positive adaptations, with higher
averages for all the variables measured, showing no structural differences in their tissues
compared to control (0 %). While for higher contamination levels 3, 4 and 8 % only features
pertaining to hair had positive growth, except for the level of 8 %, for which the seedlings,
showed number reduced of hairs, being the same deformed. Thus, can inferred that the specie
under study, should to be used in contaminated areas with oil levels below 4%, since the same
has adaptation mechanisms, although further studies need to verify your character
phytoremediation.

Keywords: Leguminosae, Phytoremediation, Oil.
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1. INTRODUCAO

O derramamento de petréleo no meio ambiente representa um fator de risco aos
ecossistemas e a salde humana, além de ser um dos maiores contaminantes de solos em todo
0 mundo (BANKS & SCHULTZ, 2005). Os hidrocarbonetos do petréleo, quando no solo,
afetam de forma negativa o ecossistema (HUTCHINSON & FREEDMAN, 1978; HURTIG &
SAN SEBASTION, 2002). A descontaminacdo de solos contaminados com petroleo pode ser
por meio de métodos fisico-quimicos e/ou bioldgicos. As técnicas que aplicam métodos
bioldgicos sdo denominadas de biorremediacdo, que sdo um processos, Nos quais se utilizam
de agentes bioldgicos capazes de modificar ou reduzir poluentes alvos (CUNNINGHAM et
al., 1996; HOLLINGER et al., 1997; MARIANO, 2006). O uso de processos biotecnolédgicos
vem sendo utilizado ha varios anos em outros paises e, em certos casos, apresenta menor
custo (WATTS et al., 2000) e maior eficiéncia na remogdo dos contaminantes do que as
técnicas fisicas e quimicas, sendo atualmente utilizada em escala comercial no tratamento de
diversos residuos e na remediacdo de areas contaminadas (BANFORTH & SINGLETON,
2005). A atenuacao dos poluentes, pelas técnicas da biorremediacdo, pode ser in situ, como
atenuacdo natural, bioaumentacdo, bioestimulacdo e fitorremediacdo, ou ex situ, como
“landfarming”, compostagem e biorreatores.

Dentro da biorremediacdo, a fitorremediagdo é uma das técnicas mais estudadas
(COUTINHO & BARBOSA, 2007). A fitorremediacdo € caracterizada pelo uso de plantas
para direta ou indiretamente remover, degradar ou inativar contaminantes de solo presentes na
area de atuacdo do sistema radicular. Dessa forma, todo o sistema de cultivo, desde a escolha
das plantas ao manejo da irrigacdo e de adubacdo, visa maximizar o efeito da remediagéo
(CUNNINGHAM et al., 1996). Entretanto, de acordo com SANTOS et al. (2004), no Brasil,
essa técnica € ainda incipiente, tendo seu uso difundido nos EUA e na Europa, principalmente
na remediacdo de metais pesados; estudo esse que tém identificado algumas espécies de
comprovada eficiéncia.

A maioria das pesquisas em fitorremediacdo estuda a utilizacdo de plantas
denominadas “hiperacumuladoras”, que tém a capacidade de estocar grandes quantidades de
metais pesados sem uso aparente em seu metabolismo (WEIS & WEIS, 2004). Varias
espécies de Poaceae, Fabaceae, Mimosaceae, e Caesalpiniacae tém sido estudadas devido ao
seu potencial de degradacédo do petroleo (BIZAO, 2012).



Embora ja existam alguns estudos relativos ao potencial de uso da fitorremediacéo
para a recuperacdo de solos contaminados com petroleo, ainda se tem um limitado numero de
espécies de plantas investigadas quanto ao impacto da contaminacédo do solo com petréleo na
sua germinacdo, desenvolvimento e estabelecimento. Dessa forma, objetiva-se estudar o
processo de germinacdo da espécie Crotalaria spectabilis Roth (Fabaceae) associada a

diferentes percentuais de petroleo no substrato.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Petrdleo

O petréleo, um combustivel féssil, pode ser encontrado naturalmente em determinadas
camadas sedimentares conhecidas como “rochas reservatorio”, resultantes da transformacéo e
decomposicdo da matéria organica de plantas aquéticas e animais pré-historicos ao longo do
tempo (PEDROZO et al., 2002). O petrdleo é, naturalmente, uma substancia oleosa,
inflaméavel, com cheiro caracteristico e em geral, menos denso que a 4gua, € com cor variando
entre 0 negro e o castanho escuro.

A composi¢do quimica e a natureza fisica do petréleo podem variar significantemente
e a relacdo desses com a sua idade geoldgica ndo estd, ainda, totalmente esclarecida. A
composicdo natural do mesmo pode variar entre os diferentes reservatorios dos paises
produtores; em geral, é dada por uma mistura complexa de hidrocarbonetos e
heterocompostos (ndo hidrocarbonetos) que se constituem de pequenas quantidades de
compostos organicos contendo enxofre, nitrogénio e oxigénio, assim como baixas
concentracfes de compostos organicos metalicos, principalmente niquel e vanadio. Ja os
hidrocarbonetos sdo compostos formados exclusivamente de hidrogénio e carbono e
representam mais de 90% da composi¢do da maioria dos petréleos (ANDRADE et al., 2010;
PEDROZO et al., 2002).

De forma geral, encontram-se trés principais grupos de hidrocarbonetos no petroleo:
parafinicos, nafténicos e aromaticos (PEDROZO et al., 2002). Dentre esses, 0 grupo dos
aromaticos é 0 que exige maior preocupacdo ambiental e que, normalmente, apresentam 0s
principais compostos a serem identificados e quantificados antes e durante um processo de

remediacdo. Esses compostos sdo definidos como hidrocarbonetos monoaromaticos, cujas

2



estruturas moleculares possuem como caracteristica principal a presenca do anel benzénico
(ANDRADE et al., 2010).

Esses compostos aromaticos séo toxicos tanto ao meio ambiente como ao ser humano,
nos quais atuam como depressores do sistema nervoso central e apresentam toxicidade
crbnica mais significativa que os hidrocarbonetos alifaticos (também presentes no petréleo e
derivados), mesmo em concentragdes da ordem de pg L (WATTS et al., 2000). Os
hidrocarbonetos de petroleo afetam as plantas quimica e fisicamente (PEZESHKI et al.,
2000).

De acordo com PEZENHKI et al. (2000) o efeito direto do 6leo tende a ser mais
severo sobre a parte aérea das plantas, agindo, frequentemente, na toxidade dos tecidos ou
inibindo as trocas gasosas (respiracdo, transpiracdo e fotossintese). No solo, pode levar ao
stress de oxigénio nas raizes, por reduzir as trocas gasosas entre o solo e a atmosfera, afetando
a seletividade i6nica das membranas, e ainda pode afetar a rebrota de novas plantulas, pela
sensibilidade ao contato com o éleo a medida que emergirem.

O grau de impacto ambiental e persisténcia do petréleo no ambiente dependem de
fatores como a estacdo do ano, o tipo e quantidade de 6leo derramado, espécies de organismos
atingidos, solo, condicdes hidrograficas e meteoroldgicas, clima, frequéncia e duracdo da
exposicdo ao petroleo e praticas utilizadas na tentativa de contengdo e descontaminagéo
(BAKER, 1970; PEZESHKI et al., 2000).

Atualmente existem leis que regulamentam a prevencéo, o controle e a fiscalizacdo da
poluicdo causada pela exploracdo, refino, transporte e armazenamento do petréleo, sendo

estas relacionadas de forma direta ou indireta com a conservacgdo do Meio Ambiente.

Legislacéo

No Brasil, a publicacdo da Lei n° 6.938 (BRASIL, 1981), de 31 de agosto de 1981
(reviséo de 12 de abril de 1990), com fundamento nos incisos VI e VII do art. 23 e no art. 235
da Constituicdo Federal, estabelece a Politica Nacional do Meio Ambiente, seus fins e
mecanismos de formulacdo e aplicacdo, constitui o Sistema Nacional do Meio Ambiente

(Sisnama) e institui o Cadastro de Defesa Ambiental.

O Decreto n° 2.870 (BRASIL, 1998), de 10 de dezembro de 1998, promulga a
convencao internacional sobre preparo, resposta e cooperacdo em caso de polui¢do por 6leo,
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assinada em Londres, em 30 de novembro de 1990. Este decreto define os procedimentos a
serem adotados no que diz respeito a planos de emergéncia para poluicdo por 6leo, aos
relatorios sobre poluicdo por 6leo, a colaboracdo das partes ao ser recebido relatorio de um
caso de poluicdo por 6leo, a cooperacdo internacional na resposta a poluicdo, a incentivos a
pesquisa e desenvolvimento e a cooperacdo técnica, bem como a elaboracdo de sistemas
nacionais e regionais de preparo e resposta, trazendo ao pais a obrigatoriedade de um plano
nacional de contingéncia, que deve contemplar toda a infraestrutura necessaria para responder

adequadamente a essas ocorréncias.

A Lei n®9.966 (BRASIL, 2000), de 28 de abril de 2000, dispde sobre a prevencao, o
controle e a fiscalizacdo da poluicdo causada por lancamento de 6leo e outras substancias
nocivas ou perigosas, estabelecendo os principios basicos a serem obedecidos na
movimentacdo de 6leo e outras substancias nocivas ou perigosas em portos organizados,
instalacfes portudrias, plataformas e navios em aguas sob jurisdigdo nacional. Inferindo sobre
os sistemas de prevencdo, controle, combate da poluicdo, transporte, descarga de 6leo e/ou

substancias nocivas ou perigosas e lixo. Dispondo ainda sob as infragdes e sancdes.

A Resolucdo CONAMA n° 269 (CONAMA, 2000), de 14 de setembro de 2000,
determina que a producdo, importacdo, comercializacdo e uso de dispersantes quimicos para
as acOes de combate aos derrames de petréleo e seus derivados no mar somente poderao ser
efetivados apds a obtencdo do registro do produto junto ao Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). Ela condiciona, também, a
utilizacdo de dispersantes quimicos em vazamentos, derrames e descargas de petroleo e seus

derivados no mar aos critérios dispostos no regulamento anexo a mesma Resolucéo.

A Resolugdo CONAMA n° 293, de 12 de dezembro de 2001, dispde sobre o conteido
minimo do Plano de Emergéncia Individual para incidentes de poluicdo por 6leo, originados
em portos organizados, instalacbes portuarias ou terminais, dutos, plataformas, bem como

suas respectivas instalacdes de apoio, e orienta a sua elaboracéo.

O Decreto n° 4.136, de 20 de fevereiro de 2002, dispde sobre a especificacdo das

san¢Oes aplicaveis as infracdes as regras de prevencdo, controle e fiscalizacdo da poluicéo
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causada por lancamento de 6leo e outras substancias nocivas ou perigosas em &aguas sob

jurisdicdo nacional, prevista na Lei n® 9.966, de 28 de abril de 2000, e da outras providéncias.

O Decreto n° 4871 (BRASIL, 2003), de 06 de novembro de 2003, colocou em vigor o
Plano de Area, para a consolidacdo dos Planos de Emergéncia Individuais nas areas de

concentragéo sujeitas a riscos de poluicao.

A Resolucdo CONAMA n° 398, de 11 de junho de 2008, Revoga a Resolucdo
CONAMA n° 293/01 e dispde sobre o conteddo minimo do plano de Emergéncia individual
para incidentes de poluicdo por 6leo em &guas sob jurisdi¢do nacional, originados em portos
organizados, instalacdes portuarias, terminais, dutos, sondas terrestres, plataformas e suas
instalacdes de apoio, refinarias, estaleiros, marinas, clubes nauticos e instalagdes similares, e

orienta a sua elaboragéo.

Ainda sob este &mbito, inserem-se também as Cartas de Sensibilidade Ambiental a
Vazamentos de Oleo - Cartas SAO. De acordo com o Ministério do Meio Ambiente &
Secretaria de Qualidade Ambiental (2013), as Cartas de SAO constituem ferramentas
essenciais e fonte priméria de informagdes para o planejamento de contingéncia e para a
implementacdo de agdes de resposta a incidentes de poluicdo por 6leo, permitindo identificar
0s ambientes com prioridade de protecdo e as eventuais areas de sacrificio, possibilitando o
correto direcionamento dos recursos disponiveis e a mobilizacdo adequada das equipes de
contencdo e limpeza. Além disto, as mesmas tém um enorme potencial para emprego no
planejamento ambiental da zona costeira e marinha, reforcando os instrumentos politicos e
administrativos de ordenamento territorial.

Sendo assim, as cartas de sensibilidade, ora especificadas, destinam-se a
caracterizagdo das areas costeiras e marinhas sob jurisdicdo nacional, por meio da
disponibilizagdo de documentos cartograficos que sirvam como uma ferramenta critica no
planejamento e resposta a incidentes com derramamento de dleo. As cartas SAO auxiliam a
reduzir as consequéncias ambientais de vazamentos de Oleo e orientam os esforcos de
contencdo e limpeza/remocao, pela identificacdo da sensibilidade dos ecossistemas costeiros e

marinhos, de seus recursos bioldgicos e das atividades socioeconémicas que caracterizam a



ocupacdo dos espagos € 0 uso dos recursos costeiros e marinhos nas areas representadas
(Ministério do Meio Ambiente & Secretaria de Qualidade Ambiental, 2013)

A Lei N° 9.966, de 28 de abril de 2000, atribuiu ao Ministério do Meio Ambiente
responsabilidades na identificacdo, localizacdo e definicdo dos limites das 4reas
ecologicamente sensiveis com relacdo a poluicdo causada por lancamento de 6leo e outras
substancias nocivas ou perigosas em aguas sob jurisdicdo nacional. Além disto, a Resolucao
CONAMA n° 398, de 11/06/2008, insere as Cartas SAO no contetdo minimo dos Planos de
Emergéncia Individuais (PEI) para determinados empreendimentos. Por sua vez, o Decreto n°
4.871, de 06/11/2003, estabelece que os Planos de Area para o combate & poluigdo por dleo
em &guas sob jurisdicdo nacional deverdo conter mapas de sensibilidade ambiental, conforme
as especificacdes e normas técnicas para elaboracdo das Cartas SAO (Ministério do Meio
Ambiente & Secretaria de Qualidade Ambiental, 2013).

2.2. Métodos de remediacao de solos

Frequentes derramamentos de petroleo nos solos brasileiros vém motivando o
desenvolvimento de novas técnicas para o tratamento de descontaminacdo destes
(ANDRADE et al., 2010). Muitos processos fisicos, quimicos e bioldgicos estdo sendo usados
para remediar solos contaminados. Tais processos atuam removendo ou estabilizando o
contaminante. A estabilizacdo ndo reduz a quantidade do poluente, mas pode alterar suas
propriedades quimicas facilitando seu sequestro ou adsorcao, reduzindo os riscos ao ambiente
(CUNNINGHAM et al., 1995).

As técnicas disponiveis para a remediacdo podem ser divididas em dois grupos, as
técnicas in situ e as ex situ. As técnicas ex situ, devido a riscos ambientais que envolvem
escavacdo, manipulacdo, transporte e armazenamento de materiais contaminados, tém sido
preteridas em funcdo das in situ (PROCOPIO et al., 2009). Nesse dmbito, o uso da
fitorremediacdo, desponta por se tratar de uma técnica in situ e de baixo custo quando
comparada a outras tecnologias da engenharia.

De acordo com PILON-SMITS (2005) a fitorremediacdo vem ganhando popularidade
junto as agéncias governamentais e industriais nos ultimos dez anos, baseada em parte ao
relativo baixo custo, combinado com os limitados recursos financeiros disponiveis para

limpeza ambiental.



2.2.1. Fitorremediagao

Fitorremediacdo é definida como o uso de plantas e seus microrganismos associados
para limpeza ambiental (RASKIN et al., 1994; SALT et al., 1995; SALT et al., 1998). A
fitorremediacdo de hidrocarbonetos de petroleo presume-se baseada na estimulacdo da
degradacdo microbiana na rizosfera. As plantas podem melhorar a degradagéo microbiana por
fornecimento de oxigénio na zona de raiz ao longo do sistema radicular e agregados de solo
solto. E necesséario oxigénio molecular para a oxidacdo do substrato que é a etapa inicial na
degradacdo da maioria dos hidrocarbonetos (YEUNG et al., 1997). Esse processo € de
ocorréncia natural, no qual plantas e microbiota da rizosfera degradam e sequestram poluentes
organicos e inorganicos, sendo considerada como uma tecnologia eficiente para uma
variedade destes compostos (PILON-SMITS, 2005). As substancias-alvos da fitorremediacéo
incluem metais (chumbo, zinco, cobre, niquel, mercurio e selénio) compostos inorganicos
(nitrato e amonio), elementos quimicos radioativos (uranio, césio e estréncio),
hidrocarbonetos derivados de petroleo (benzeno, compostos aromaticos tolueno, etilbenzeno,
xileno e volateis tipicamente encontrado na producdo de petréleo), pesticidas e herbicidas
(atrazine, bentazona, compostos clorados e nitro aromaticos), explosivos, solventes clorados e
residuos organicos industriais (PILON-SMITS, 2005).

Em locais contaminados com petréleo, a fitorremediagdo pode ser aplicada a niveis de
contaminacdo moderada ou apos a aplica¢do de outras medidas de reparacdo como um passo
de refinamento para degradar ainda mais hidrocarbonetos residuais e para melhorar a
qualidade do solo (FRICK et al., 1999).

Os mecanismos pelos quais as plantas podem afetar a massa de contaminantes no solo,
sedimentos e &gua estdo divididos dentro das seguintes nomenclaturas: fitoextracéo,
fitovolatilizacdo, fitoestabilizacdo, fitodegracdo, rizodegradacdo, rizofiltracdo e controle

hidraulico; embora haja semelhancas e sobreposicao entre eles.

Fitoextracdo

Refere-se a habilidade das plantas em remover e acumular em seus tecidos metais e
outros compostos do subsolo, sem degrada-los (SUSARLA et al., 2002; ANDRADE et al.,
2007).



Fitovolatilizagcdo

E a liberacdo de poluentes por parte das plantas para a atmosfera na forma de géas
(PILON-SMITS, 2005). A volatilizacdo pode ocorrer pela biodegradacédo na rizosfera ou apos
a passagem na propria planta. No caso da absorcdo do poluente pela planta, este pode passar
por diversos processos metabdlicos internos, sendo liberado a partir da superficie das folhas.
(ANDRADE et al., 2007).

Fitoestabilizacao

Aproveita as alteraces induzidas pela presenca da planta na quimica e na ecologia do
solo. Essas alteracbes podem levar a imobilizacdo de um contaminante no solo por meio de
absorcdo, acumulacédo e adsorcdo em raizes, ou a precipitacdo dentro da zona radicular, assim
como, prevenir a migracdo de contaminantes através do vento, da erosdo hidrica, lixiviacao,

bem como evitando a dispersdo do solo (U. S. EPA, 2000).

Fitodegradacao
E a degradacio de contaminantes absorvidos pelas plantas através de processos
metabdlicos em seu interior, ou a degradacé@o de contaminantes externos a planta, por meio do

efeito de compostos (tais como enzimas) produzidos por elas (U. S. EPA, 2000).

Rizodegradacao
Refere-se a quebra de contaminantes no interior da zona radicular da planta, ou
rizosfera (U. S. EPA, 2000).

Rizofiltracéo

Neste caso, 0 contaminante € removido da fase dissolvido e concentra-se no sistema de
raizes. Rizofiltragdo é tipicamente explorada em &guas subterraneas, agua de superficie, ou
em &guas residuais para a remocao de metais ou de outros compostos inorgéanicos (U. S. EPA,
2000).

Entretanto é valido ressaltar que tecnologias ndo biologicas e bio/fitorremediacdo nédo
sdo mutuamente excludentes, porque a distribuicdo e concentragdo de poluentes sdo

heterogéneas para muitos locais. A solucdo de remediacdo mais eficiente e com melhor custo-
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efetivo, pode ser uma combinacdo de diferentes tecnologias, tais como escavacgao dos pontos
contaminados seguido por um polimento do local com o uso de plantas. Como uma
remediacdo integrada, requer esforcos multidisciplinares do conhecimento de uma equipe de
cientistas (PILON-SMITS, 2005).

2.3. Espécies da familia Leguminosae utilizadas em fitorremediacéo

Vérias plantas foram identificadas por seu potencial para facilitar a fitorremediacéo de
areas contaminadas com hidrocarbonetos de petréleo (FLICK et al., 1999). Na maioria dos
estudos, gramineas e leguminosas tém sido apontadas por seu potencial nesse sentido
(APRILL & SIMS, 1990; GUNTHER et al., 1996; REILLEY et al., 1996).

As leguminosas possuem uma vantagem sobre as plantas ndo leguminosas na
fitorremediacéo por causa de sua capacidade de fixar nitrogénio, ou seja, as leguminosas ndo
tém que competir com microrganismos e outras plantas por reservas limitadas de nitrogénio
disponivel no solo, em locais contaminados com 6leo (GUDIN & SYRATT, 1975 apud
FRICK et al., 1999).

Muitas espécies de plantas sdo consideradas sensiveis aos contaminantes do petréleo
(HUANG et al. 2004). Entretanto, as leguminosas sdo apontadas por GUDIN & SYRATT
(1975) apud ADAM & DUNCAN (2002) como as mais abundantes recolonizadoras de areas
contaminadas por hidrocarbonetos de petroleo.

LINDINO et al. (2012) estudaram a capacidade da especie C. spectabilis em acumular
cadmio (Cd) e chumbo (Pb), visando utiliza-la em programas de fitorremediacdo. Embora
seus resultados ndo tenham demonstrado eficiéncia na absorgdo de Cd, a C. spectabilis
apresentou capacidade de armazenar o0 metal pesado toxico Pb nos tecidos vegetais dos 6rgaos
aéreos, 0 que, segundo o autor, pode tornar esta espécie de grande importancia para
programas de fitorremediag&o de &reas contaminadas com esse metal.

Crotalaria spectabilis € uma planta de ciclo anual, da familia Leguminosae,
subfamilia Papilionoideae, originaria da india, que apresenta adaptacdo as regides tropicais e
subtropicais (PENTEADO, 2007). O género Crotalaria ¢ um dos maiores da familia
Leguminosae, com aproximadamente 600 espécies (MONDIN, 2003), é conhecida como

crotaléria, guizo-de-cascavel e chocalho-de-cascavel (CALEGARI et al., 1992).



Trata-se de uma espécie anual, de rapida germinacdo, porém de crescimento inicial
lento. Possui raiz pivotante profunda, podendo romper camadas compactadas. E uma planta
semi-arbustiva, de porte pequeno (0,60 m a 1,50 m) e ramificada. Apresenta bom
comportamento nos diferentes tipos de textura de solo, inclusive nos solos relativamente
pobres em fésforo (BARRETOS & FERNANDES, 2001).

Possui ampla utilizagdo na agricultura como cobertura morta, para fixacdo de
nitrogénio, pois forma nodulos de fixacdo de N em uma associacdo com bactérias do tipo
Rhizobium. Além disso, é utilizada no controle de nematoides e na reciclagem de nutrientes
(SILVEIRA & RAVA, 2004); sendo por isso, utilizada como planta melhoradora do solo.
Suas fibras de celulose sdo de alta qualidade, préprias para a industria de papel e outros fins
(PENTEADO, 2007). ANDRADE & PONTE (1999) estudaram a possibilidade de controle do
nematoide Meloidogyne incognita na cultura do quiabo, pelo uso da C. espectabilis na
modalidade de plantio em camalhdes ou consorciado, obtendo resultados positivos tanto no
controle do M. incognita, assim como incrementos na producao.

E considerada a espécie mais toxica de crotalaria, s ingerida pelos animais na falta de
outras forrageiras, pois possui o alcaloide monocrotalina, de efeito hepatotoxico
(BARRETOS & FERNANDES, 2001).
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3. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em casa de vegetacao climatizada com temperatura e umidade
controladas, na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro localizado, no municipio de
Seropédica-RJ (Latitude 22°48°00°’S; Longitude 43°41°00”’W; Altitude de 33,0 m). De
acordo com CARVALHO et al. (2006), o clima é do tipo Aw na classificagdo de Képpen.

O ensaio caracterizou-se por seis tratamentos, distinguindo-se entre eles pelas
concentracOes de petrdleo de 0, 1, 2, 3, 4, 8, e 10% (p/v). O petréleo utilizado foi cedido pela
Petrobras — Petréleo Tabit da Plataforma FPSO Cidade de Angra dos Reis/RJ, Brasil.

Foram utilizadas sementes comerciais (BRSeeds) de Crotalaria spectabilis, com as
seguintes especificacdes: pureza de 99,2% e viabilidade de 60%. Utilizou-se como substrato a
areia lavada na seguinte composicéo: 8,9% areia fina, 15,55 % areia media e 75,55 % areia
grossa, esses percentuais foram obtidos por mensuracdes diretas através do uso de peneiras
granulométricas com malhas correspondentes a cada classe de areia.

Nos tratamentos com petroleo, os percentuais de contaminacdo por petroleo foram
calculados, considerando-se que 1% de petroleo corresponderia a ImL para cada 100g de
areia (p/v), sendo assim, a partir dessa relacéo calculou-se os demais percentuais. O petroleo
foi entdo adicionado & areia e homogeneizado manualmente, com o auxilio de luvas para
protecdo das maos.

Em cada recipiente foram semeadas 15 sementes a uma profundidade de
aproximadamente 1,5 cm. Ap6s a semeadura foi feita uma rega manual, aplicando-se 150 mL
de 4gua em cada recipiente.

As plantulas foram coletadas 18 dias apds a semeadura, suas raizes foram lavadas para

remocdo da areia. Posteriormente foram realizadas as seguintes mensuragoes:

Massa fresca total - Cada plantula foi pesada individualmente em balanca analitica.

Comprimento da parte aérea - Foram medidas diretamente por uma régua com precisdo

igual a 0,005 m.

NuUmero de folhas - Contagem direta.
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Comprimento, area de superficie, volume - Na coleta do experimento, as raizes foram
lavadas em agua corrente, separando-se trés plantulas (quando existentes) representativas de
cada concentragdo para as posteriores avaliagdes de comprimento (mm planta?), area de
superficie (mm? planta), volume (mm? planta™) por meio de digitalizacio de imagens em
scanner tridimensional, desenvolvido para este fim, acoplado a um computador dotado do
Software WinRhizo versdo 3.2, que utiliza como principio a metodologia proposta por
Tennant (1975).

indices de germinacgdo - Os efeitos de niveis de petroleo na germinagio e indice de
velocidade de emergéncia (IVE) em casa de vegetacdo foram avaliados 18 dias apos
semeadura (DAS) e, em seguida, as percentagens de plantulas emergidas foram calculados.
Para a determinacdo do IVE, as plantulas com cotilédones completamente abertos foram
contados diariamente. O calculo do IVE foi baseado no teste de germinacdo adaptado de
MAGUIRE’s (1962) equagdo (Eql):

VE = By + B2/ + 4 B2y (1)

Onde: E1, E2 ... En corresponde ao nimero de sementes emergidas, € N1, N2 ... Nn ao

numero de dias apds o inicio do ensaio.

Anatomia da raiz - O material vegetal das plantulas germinadas em substrato contaminado
com petroleo foi preservado em solucéo de etanol 70% em agua (v/v) com 10% de glicerol.
Foram realizados cortes anatdmicos a méo livre do material vegetal, manualmente
com auxilio de ldaminas de aco descartaveis. Os cortes mais finos sofreram descoloracdo ao
hipoclorito de sédio comercial a 50% em &gua, seguido de neutralizacdo com &cido acético.
Em seguida foi feita a coloragdo usando-se corantes usuais em anatomia vegetal como
safrablau (solucdo composta por dois tipos de corantes: o azul de astra 1% em agua (9 partes),
que cora paredes celuldsicas em azul, e a safranina aquosa 1% em (1 parte), que cora paredes
lignificadas, suberificadas e cutinizadas em vermelho), segundo BUKATSCH (1992); a fim
de evidenciar os diferentes tecidos e estruturas anatomicas. O material corado foi utilizado na
confeccdo de laminas semi-permanentes, usando-se gelatina glicerinada como meio de

montagem para posterior observacdo ao microscépio éptico (Olympus SC30) em diferentes
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aumentos. Os materiais processados resultantes foram fotografados em cémera fotogréafica
digital acoplada ao microscapio.
As observag6es microscopicas foram realizadas no laboratério de Bioensaios do IFRJ

campus Nilopolis.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

AlteracOes nas caracteristicas de germinacdo podem ser consideradas como um dos
principais indicativos de tolerancia ou susceptibilidade das plantas ao seu desenvolvimento e
potencial fitorremediador em solos contaminados com petréleo. Diversos autores (BAKER,
1970; ADAM & DUNCAN, 2002; ACHUBA, 2006) relatam que componentes do 6leo
podem penetrar nas sementes e alterar reacdes metabolicas ou até mesmo matar o embrido.
BANKS et al. (2005) encontraram uma correlagdo negativa entre percentuais de solo
contaminado com petréleo e nimero de plantas germinadas. Entretanto, neste trabalho,
Crotalaria scpectabilis apresentou um comportamento diferenciado (Tabela 1), onde a
concentracdo de 1% de petroleo parece favorecer a germinacdo, em detrimento do tratamento
controle (0% de petrdleo). O efeito negativo do 6leo sobre a germinacdo aparece nas
concentracOes de 2, 8 e 10%, sendo que nesta Ultima ndo foi observado a germinacdo de
nenhuma plantula. As concentragdes intermediarias apresentaram valores compativeis com o
observado para o controle. Esse efeito negativo pode estar relacionado com o fato do 6leo ser
capaz de formar uma camada hidrofobica ao redor da semente, dificultando ou impedindo a
absorcédo de agua e oxigénio, que sdo essenciais para a germinacdo (BAKER, 1970; ADAN &
DUNCAN, 2002; MERKL et al., 2005). De modo geral, a presenca de petroleo e dleo diesel
pode gerar baixa germinacao e baixa velocidade de germinacdo (ADAM & DUNCAN, 2002;
MENDEZ NATERA et al., 2004).

Nas condicdes de 1 e 2% de petroleo o indice de velocidade de germinacdo (IVE)
(Tabela 1) foi superior aos demais tratamentos, sendo entretanto, o indice do tratamento
controle superior aos de 3, 4 e 8%.
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Tabela 1: Porcentagem de germinacdo e indice de velocidade de emergéncia (IVE) de

sementes de Crotalaria scpectabilis germinadas em areia contaminada com diferentes niveis

de petroleo.
Variaveis
Tratamentos
Germinagao (%) IVE
0% 40 7,1554
1% 60 11,632
2% 23 11,182
3% 40 4,4945
4% 40 2,6082
8% 13 1,1035
10% 0 -

Com a relacdo ao desenvolvimento das plantas (Tabela 2) é valido ressaltar que os
tratamentos com maior IVE, foram também aqueles que apresentaram maior comprimento de
parte aérea e massa fresca total. BAMIDELE & AGBOGIDI (2000) e BAKER (1970)
relataram que o petréleo bruto em determinadas concentracdes pode estimular a sintese de
substancias reguladoras de crescimento, devido ao estresse causado por ele, favorecendo o
crescimento das plantas. Isso explicaria o fato das plantas crescidas nas concentragdes de 1 e
2% terem alcancado médias para massa fresca e comprimento da pare aérea superiores ao do
controle. Quanto as que apresentaram médias inferiores para producdo de biomassa,
BOSSERT e BARTHA (1985) atribuem esse fenémeno a absorcdo de pequenas moléculas
toxicas do petroleo; que podem alterar a integridade da membrana plasmatica das células
(BAKER, 1970; REIS, 1996), e/ou estresse hidrico (TAIZ e ZEIGER, 1998; PENA-
CASTRO, 2006). ASLI & NEUMANN (2010), em estudo com substancias hamicas, que
podem possuir carater hidrofobico (KAISER & ZECH, 2000) tal qual o petréleo;
relacionaram a inibicdo do desenvolvimento da parte aérea ao acumulo das mesmas na
superficie da parede celular das células da epiderme; promovendo incrustacdo parcial dos
poros da parede celular, o que levaria a reducBes na condutividade hidraulica na raiz,
crescimento de folhas, transpiracéo e resisténcia das plantas ao déficit hidrico.

A reducdo da biomassa foi também encontrada para Panicum maximum e Brachiaria
brizantha em torno de 85 e 99 % respectivamente, em comparagdo com o tratamento controle,
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por HERNANDEZ —VALENCIA E MAGER (2003) em solo contaminado com petréleo. Ja
MERKL et al. (2004), embora tenham relatado boas taxas de germinacdo e de crescimento
para leguminosas sob condicGes de solo contaminado por petroleo; em um trabalho sequencial
(MERKL et al. 2005) as mesmas especies selecionadas previamente; ndo resistiram a um
periodo entre 6 ou 8 semanas em solo contaminado. Os autores presumem trés possiveis
explicacbes; tempo de exposicdo ao Oleo, superior ao testado previamente, forma do
recipiente, desfavorecendo o arranjo das raizes em funcao da presenca do éleo e o terceiro,

fertilizacdo, pelo excesso ou falta de nutrientes em fungéo das caracteristicas do solo.

Tabela 2: Desenvolvimento das plantas (médias dos valores de comprimento da parte aérea,
NF - numero de folhas e MF - massa fresca total) de plantas de C. scpectabilis germinadas e

crescidas em areia contaminada com diferentes niveis de petroleo.

Comp. Parte aérea NF MF
Tratamentos
(mm) (unidade) (9)
0% 48,99 3,70 0,2136
1% 49,02 3,61 0,2467
2% 49,82 2,75 0,1873
3% 44,50 3,03 0,1699
4% 45,91 3,00 0,1648
8% 26,80 1,50 0,0918

Diversos autores, em estudo com as mais variadas espécies observaram uma maior
ramificacdo nas raizes de plantas crescidas em solo contaminado por petréleo e 6leo diesel
(OLIVEIRA, 2004; ADAN & DUNCAN, 1999). NOGUEIRA et al. (2011) trabalhando com
Allophylus edulis, encontraram maior comprimento radicular em plantas crescidas em solo
contaminado por petréleo em relacdo a solo ndo contaminado. O maior crescimento das raizes
em solo contaminado se deve ao fato de que o petroleo aderido nas mesmas, diminui a
capacidade de absor¢do de agua, criando um ambiente xerofitico (OLIVEIRA, 2004), onde o
crescimento maior das raizes visa a busca por agua por parte do vegetal.

Entretanto, neste trabalho, apenas a concentracdo de 1% parece ter estimulado o
crescimento radicular (Tabela 3), superando para todas as variaveis (comprimento, area de

superficie e volume de raizes); que apresentaram comportamento semelhante, o tratamento
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controle. Esse comportamento pode ser um indicativo de que concentragdes mais elevadas de
petréleo possam ocasionar toxidez para essa espécie. Segundo ALKIO et al. (2005), em
estudo com Arabdopsis, a absorcdo pela planta de fenantreno, um composto aromatico
presente no petrdleo, pode ocasionar reducdo do crescimento das raizes, inibicdo do
desenvolvimento de pélos radiculares, diminuicdo do tamanho e do numero de folhas,
deformacgédo dos tricomas e necrose foliar. A inibicdo do desenvolvimento de pélos foi
observada também neste trabalho, o que fica evidente nos cortes anatdmicos de raiz (Figura
1).

Tabela 3: Médias das variaveis associadas as raizes de plantula de Crotalaria scpectabilis

avaliadas pelo Software WinRhizo crescidas em areia contaminada com diferentes niveis de

petréleo.
Variaveis de raiz
Tratamentos Comprimento Area de superficie Volume
(mm) (mm?) (mm?)

0% 2402,1 121692,2 490587,0
1% 31141 148330,5 562226,9
2% 998,6 53490,5 228017,6
3% 1051,1 54774,3 227143,3
4% 752,7 49432,3 258346,2
8% 600,4 45853,1 293188,5

Com relacdo as estruturas anatdbmicas € possivel observar alteracdes progressivas tanto
para raiz como para o caule. A Figura 1 mostra em detalhes os pélos radiculares. Nela, é
possivel identificar goticulas de 6leo aderidas a superficie dos mesmos a partir da
concentracdo de 2%, mais evidentes em 4%, conforme mostra a Figura 1c. Esse efeito é
progressivo com o0 aumento das doses. As imagens referentes a concentracdo de 1% foram
omitidas por ndo terem apresentado diferencas visiveis em relacdo ao tratamento controle
(0%), o mesmo foi feito para o tratamento de 3%, pois 0 mesmo se assemelha ao de 4%.
Outra caracteristica interessante a ser ressaltada, € quanto as caracteristicas dos pélos, até a
dose de 4% parece haver um tendéncia de aumento dos mesmos. NOGUEIRA, et al. (2011),

acreditam que o maior desenvolvimento de pélos radiculares em solo contaminado possa
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minimizar o stress causado pela contaminacdo, devido a restricio de agua e fdsforo.
Entretanto esse comportamento se inverte na dose de 8%, onde eles se tornam mais espacados
e com deformidades, principalmente o aparecimento de pelos mais curtos. A reducéo

progressiva do nimero de pélos também foi observada por ALKIO et al. (2005).

200 pm

S -

200 wm

Figura 1: Corte transversal da raiz de plantulas de Crotalaria spectabilis, coletadas 18 dias
apos a semeadura a- substrato ndo contaminado (0%); b- substrato contaminado com 2% de
petréleo; c- substrato contaminado com 4% de petrdleo (1c- goticulas de 6leo); d- substrato

contaminado com 8% de petroleo.
A raiz de C. spectabilis; em corte transversal, apresenta estrutura anatémica tipica de

uma eudicotiledénea em crescimento primario, com arranjo tetrarco do cilindro vascular

conforme mostrado na Figura 2.
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Figura 2: Corte transversal da raiz de plantulas de Crotalaria spectabilis, mostrando sua
estrutura anatdmica tipica das familias de Eudicotiled6neas, desenvolvidas em substrato ndo
contaminado (4%).

Farias, et al. (2009) em estudo com Erythrina crista-galli L., da familia leguminosae,
em solo contaminado com diferentes niveis de petroleo, relataram o aparecimento de
alteracBes na organizacdo da epiderme, bem como para a forma e compactacdo das células
que constituem o cértex. Os autores também relataram fortes alteragdes na estrutura do
cilindro central; neste trabalho, em 8%, o cilindro vascular parece estar menos lignificado,
entretanto essa alteracdo pode ser decorrente do menor desenvolvimento da plantula como um
todo, e consequentemente da raiz, devendo ser considerado que este tratamento também
apresenta o menor valor de IVE (Tabela 1), o que indica que trata-se de plantas mais jovens e
portanto em estadio inicial de desenvolvimento (Figura 2). A auséncia de modificacdes
expressivas no cilindro central, neste trabalho, se deve possivelmente ao tempo de exposicao
ao 6leo que no caso do trabalho desenvolvido por Farias et al. (2009), as plantas cresceram

por 60 dias em solo contaminado, enquanto que neste trabalho o periodo foi apenas de 18
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dias. Diferentemente deste estudo, NOGUEIRA et al. (2011) observaram deformagdes nas
células epidérmicas.

A Figura 3, mostra em detalhes a entrada das goticulas de 6leo no interior do tecido
vegetal. Em 3 e 4%, o 6leo pode ser visualizado na periferia do cértex, no apoplasto celular.
Em 8% o cortex ja aparece todo tomado pelo dleo, preenchendo tanto os espacos

extracelulares (apoplasto) como os intracelulares (simplasto).

Figura 3: Corte transversal da raiz de plantulas de Crotalaria spectabilis, coletadas 18 dias
apos a semeadura a- substrato contaminado com 0% de petréleo; b- substrato contaminado
com 2% de petr6leo; c- substrato contaminado com 3% de petroleo; d- substrato contaminado

com 4% de petréleo; e- substrato contaminado com 8% de petrdleo

Nos cortes de caule a 4% (Figura 4) observa-se que o 6leo ainda ndo esta presente;
entretanto a 8%, novamente € possivel se observar a presenca do 6leo no apoplasto do
parénquima cortical. A presenca do 6leo na parte aérea da planta indica que 0 mesmo atingiu

o cilindro vascular da célula.
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Figura 4: Corte transversal do caule de plantulas de Crotalaria spectabilis, coletadas 18 dias

apos a semeadura. a e b- substrato ndo contaminado (0%); c- substrato contaminado com 4%
de petréleo; d- substrato contaminado com 8% de petréleo, onde se observa a presencga de

goticulas de 6leo (seta) no parénquima.
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5. CONCLUSOES

A avaliacdo dos dados demonstra que a espécie Crotalaria spectabilis é sensivel ao
niveis de contaminacdo por petréleo, apresentando maior severidade no nivel de 10%, com
inibicdo total da germinagdo. Em 1 e 2% a espécie apresentou adaptacBes positivas, com
médias maiores para todos a variaveis mensuradas. Nos niveis de 3, 4 e 8% de contaminacéo
apenas as caracteristicas referentes aos pélos da epiderme tiveram variagdo positiva,
excetuando-se o nivel de 8%, para o qual as plantulas apresentaram nimero reduzido de pélos
estando os mesmos deformados.

Dessa forma pode se inferir que a mesma tem possibilidades de germinar e se
desenvolver em areas contaminadas com petréleo com niveis inferiores a 4%, muito embora

necessite de estudos mais aprofundados para verificar seu carater fitorremediador.
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