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SILVA, MARCELLE ALMEIDA, Efeito do solo contaminado por 6leo diesel na germinagéo e
fisiologia de Hymenaea courbaril L e Jatropha curcas L. 2016. Orientadora: Rejane Jurema
Mansur Custdédio Nogueira. Co-orientadora: Marilia Regina Costa Castro Lyra.

RESUMO

Obijetivou-se neste estudo, analisar o efeito do solo contaminado por éleo diesel na germinacao e
fisiologia de Hymenaea courbaril L. e Jatropha curcas L. Os experimentos foram conduzidos
em casa de vegetacdo do Laboratorio de Fisiologia Vegetal - UFRPE. Para a montagem dos
experimentos foram utilizadas sementes e plantas propagadas sexuadamente. O experimento de
germinacdo avaliou: a porcentagem de germinacdo (%G), indice de velocidade de germinacéo
(IVG) e Tempo Médio de Germinacdo (TMG). O delineamento experimental foi em esquema
fatorial (2x3), 2 espécies (H. courbaril e J. curcas) e 3 tratamentos, T30 (solo contaminado ap6s
30 dias), T60 (solo contaminado ap6s 60 dias) e TO (solo sem contaminagdo), com 3 repeticdes.
O segundo experimento utilizou plantas de H. courbaril e J. curcas e avaliou, as trocas gasosas
(Fotossintese — A; Transpiracdo — E; Condutancia Estomatica — gs); relacdes hidricas (Potencial
Hidrico Foliar - Wy; Teor Relativo de Agua — TRA); pigmentos fotossintéticos (Clorofila a; b;
total e carotendides); indice de clorofila-SPAD; danos protoplasmaticos e solutos organicos
(carboidratos, aminoacidos, proteina e prolina). O delineamento experimental foi em esquema
fatorial (2x3x2), 2 espécies (H. courbaril e J. curcas); 3 tratamentos: TO (100% da capacidade
méaxima de retencdo de agua no solo — sem contaminacéo); T1 (50% da capacidade maxima de
retencdo de agua no solo + adicdo de 23mL de Gleo diesel por kg de solo) e T2 (50% da
capacidade maxima de retencdo de dgua no solo + 46,2mL de dleo diesel por kg de solo); e 2
avaliacOes (3horas e 192horas ap6s contaminagdo), com 5 repeticdes. A %G, IVG e TMG de
sementes de H. courbaril L. e J. curcas L. foram afetados, ndo ocorrendo germinabilidade para
nenhuma das espécies em nenhum dos tratamentos com contaminacdo. Ja para as sementes do
TO (H. courbaril L. e J. curcas), estes apresentaram %G de 84,51% e 82,29%, indice de
velocidade de germinacdo de 17,29 e 12,02 (plantula/dia) e tempo médio de germinacdo de 1,41
e 3,04 (dia), respectivamente. Para as plantas de H. courbaril e J. curcas, estas apresentaram
diferencas ap6s 3h de imposicdo ao estresse para as trocas gasosas (A, E e gs), com percentuais
de 127% e 169%; 96,24% e 190%; 401,5% e 651,87% para T1 e T2, respectivamente, quando
comparados ao T0. O Wy apresentou reducdes ap6s 3h para H. courbaril e J. curcas com médias:
-2,63 MPa, -2,75 MPa e -2,3MPa; -1,35 MPa, -2,05 MPa e -2,53MPa para TO, T1 e T2,
respectivamente. Ap6s 192h ambas as espécies recuperaram seu status hidrico e aumentaram seu
Y com médias: -1,05MPa e -1,5MPa; -1,16 MPa e -0,65 MPa, para os tratamentos T1 e T2 para
H. courbaril e J. curcas, respectivamente. Os solutos demonstrando que as espécies
apresentaram mecanismos de tolerancia apés 3h e fechamento estoméatico com o prolongamento
do estresse. Os pigmentos fotossintéticos e indice de clorofila-SPAD, apresentaram acréscimo
apos 192h. Os danos protoplasmaticos também apresentaram aumentos, sendo mais
pronunciando nas plantas de J. curcas apos 192h. Diante do exposto, sugere-se utilizar plantas ao
invés de sementes em areas contaminadas por 6leo diesel.

Palavras chave: Fotossintese, pigmentos fotoprotetores, ajustamento osmético e mecanismos de
tolerancia.



SILVA, MARCELLE ALMEIDA, Effect of soil contaminated by diesel oil in the germination and
physiology Hymenaea courbaril L. and Jatropha curcas L. 2016. Orientadora: Rejane Jurema
Mansur Custodio Nogueira. Co-orientadora: Marilia Regina Costa Castro Lyra.

ABSTRACT

The object of this study was to analyze the effect of soil contaminated by diesel oil in the
germination and physiology of Hymenaea courbaril L. and Jatropha curcas L. The experiments
were conducted in a greenhouse of the Plant Physiology Laboratory - UFRPE. For the assembly of
the experiments were used seeds and plants propagated sexually. The germination experiment
evaluated: germination percentage (%G), germination speed index (GSI) and mean time
germination (MTG). The experimental design was a factorial (2x3), two species (H. courbaril and
J. curcas) and 3 treatments, T30 (contaminated soil after 30 days), T60 (contaminated soil after 60
days) and TO (without soil contamination), 3 replications. The second experiment used plants of H.
courbaril and J. curcas and evaluated, gas exchange (photosynthesis - A; Transpiration - E;
Stomatal Conductance - gs); water relations (Potential Hydride Leaf - WYw; Relative Water Content
- RWC); photosynthetic pigments (chlorophyll a, b, total and carotenoids); index chlorophyll-
SPAD; protoplasmic damage and organic solutes (carbohydrates, amino acids, protein and proline).
The experimental design was in a factorial design (2x3x2), 2 species (H. courbaril and J. curcas); 3
treatments: TO (100% of the maximum water holding capacity of the soil - without contamination);
T1 (50% of maximum water holding capacity of the soil + addition of 23 mL of diesel per kg of
soil) and T2 (50% of maximum water holding capacity of the soil + 46,2mL of diesel per kg of
soil); and 2 times (3hours and 192hours after contamination), 5 repetitions. The %G, IVG and
TMG H. courbaril and J. curcas in seed were affected, germination does not occur for any of the
species in no of contamination treatments. For the seeds of TO (H. courbaril and J. curcas), they
presented %G 84.51% and 82.29%, germination speed index of 17.29 and 12.02 (seedling / day )
and mean germination time of 1.41 and 3.04 (day), respectively. For H. courbaril plants and J.
curcas, they show differences 3h after application to stress to gas exchange (A, E and gs), with
percentages of 127% and 169%; 96.24% and 190%; 401.5% and 651.87% for T1 and T2,
respectively, when compared to TO. The Ww showed reductions after 3h in H. courbaril and J.
curcas with average: -2.63 MPa and -2.75 MPa -2,3MPa; -1.35 MPa to -2.05 MPa and -2,53MPa
TO, T1 and T2, respectively. After of 192h, both species recovered their water status and increased
their Wy with average: -1,05MPa and -1,5MPa; -1.16 MPa and -0.65 MPa for the T1 and T2
treatments for H. courbaril and J. curcas, respectively. The solutes demonstrated that the species
showed tolerance mechanisms after 3h and stomatal closure with stress prolonged. Photosynthetic
pigments and chlorophyll index-SPAD showed an increase after 192h. Protoplasmic damage also
showed increases, being more pronounced in J. curcas plants after 192h. Given the above, it is
suggested to using plants instead of seeds in contaminated areas with diesel oil.

Key-words: Photosynthesis, photoprotective pigments, osmotic adjustment and tolerance
mechanisms
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INTRODUCAO

A revolugdo industrial transformou o mundo, modificando a economia, a politica, a
sociedade, a cultura e o ambiente. O homem avangou com novas invengdes e tecnologias e como
consequéncia desta industrializagdo houve um aumento da poluicdo que se origina
principalmente da queima de combustiveis fosseis, que € até o presente, a alavanca da economia
mundial (OLIVEIRA, 2004).

No século XX, com a expansdo do setor petroquimico ocorreu 0 aumento na producgéo de
compostos quimicos, compreendendo os combustiveis e diversos outros derivados do petroleo

muito utilizados na industria moderna (ROSA, 2006).

O petrdleo e seus derivados, dentre eles o 6leo diesel, sdo os combustiveis mais usados na
atualidade, devido a intensidade de suas aplicacBes, sendo utilizados para movimentar
automdveis e também unidades propulsoras de energia. Contudo, repetidos acidentes que
ocorrem durante a conducao do petroleo e seus derivados tém sido uma das principais causas de

poluicdo ambiental nos ultimos tempos (SILVA, 2006).

A industria petrolifera possui atividades que apresentam perigo para 0 meio ambiente,
pois pode originar a contaminacdo dos meios terrestre, aquatico e atmosférico, por varios

compostos organicos ao longo de sua cadeia produtiva (ROSA, 2006).

Kinako (1981) ja chamava a atengdo para a contaminagao por petroleo e seus derivados,
por causarem efeitos negativos nos ecossistemas e colaborarem indiretamente em varios outros
aspectos para o desgaste do habitat. Apds um vazamento, a superficie do solo fica exposta a
varios agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, e isto prejudica o estabelecimento da cobertura

vegetal que os protege.

Neste contexto, tecnologias que visam a descontaminagdo dessas areas tornaram-se de
suma importancia. Inicialmente, a descontaminacdo era realizada através de varios métodos, tais
como, escavacao, incineracdo, extracdo com solvente, oxidorreducdo, dentre outros bastantes
onerosos. Poréem, segundo Dinardi et al. (2003), algumas dessas técnicas deslocam o material
para locais afastados, ocasionando riscos de contaminacdo secundaria e aumentando 0s custos
para o tratamento. Por isso, em anos recentes, passou-se a dar primazia por métodos que alterem

menos 0 ambiente e que sejam mais econdmicos.
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A fitorremediacéo e/ou biorremediagdo surgiram a partir dos anos 90 e despontaram
como alternativas promissoras para agregar um conjunto de tecnologias ambientais e
financeiramente viaveis (MONTEIRO, 2003). A fitorremediacdo utiliza sistemas vegetais e sua
microbiota para extrair, conter, imobilizar ou degradar contaminantes da agua e do solo
(MCCUTCHEON; SCHNOOR, 2003), podendo também estar associada & biodegradacao,
estimulando o crescimento e a atividade dos microrganismos capazes de degradar compostos no
ambito da rizosfera das plantas. O uso de sistemas baseados em plantas para a remediacéo de
solos contaminados transformou-se em uma intensa area de pesquisas cientificas e nos dltimos

anos, vem sendo potencializada em nosso meio (ANSELMO; JONES, 2005).

Os elementos e compostos alvos da fitorremediacdo sdo os metais pesados: chumbo,
zinco, cobre niquel, mercdrio e selénio (Pb, Zn, Cu, Ni, Hg, Se); compostos inorganicos
(NOs", NH*, PO,*); elementos quimicos radioativos, tais como: uranio, césio e estroncio (U, Cs,
Sr); hidrocarbonetos derivados do petréleo — BTEX (benzeno, tolueno, etil-benzeno e os
xilenos); pesticidas e herbicidas (atrazine, bentazona, compostos clorados e nitro-aromaticos);
explosivos trinitrotolueno e 2,4 dinitrotolueno (TNT, DNT); solventes clorados, como
tricloroetano e tetra-cloro-etileno (TCE e PCE); e residuos organicos industriais, como
pentaclorofenol e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PCP, PAHS), entre outros (JIAN et
al., 2013).

O desempenho da fitorremediacdo pode ser afetado de diversas formas, e isso
compreende as propriedades do solo, as constituintes fisico-quimicas do poluente e a espécie
vegetal que serd utilizada. Desse modo, é imprescindivel o estudo mais aprofundado dessa
tecnologia em regiGes tropicais, com enfoque no ajustamento as condi¢des edafoclimaticas, bem

como 0 seu controle no crescimento e metabolismo dos vegetais e microrganismos.

O Brasil possui um grande potencial para o desenvolvimento dessas técnicas, em virtude
da grande quantidade de fenogendtipos que podem ser testados e por atualmente existirem mais
de 250.000 espécies de plantas superiores catalogadas (NULTSCH, 2000), que se dividem em
um numero maior das quais apenas uma pequena porcentagem foi pesquisada até 0 momento, e
levando-se em conta que mais 170.000 espécies estdo presentes nos tropicos e subtropicos, 0
emprego dessa tecnologia em paises de clima tropical € muito apropriado devido a nossa

biodiversidade vegetal e de microorganismos (ROSA, 2006).
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Contudo, a existéncia de diversas lacunas para o entendimento dos mecanismos envolvidos
nos processos fisioldgicos e bioguimicos das plantas em areas contaminadas com petréleo e/ou
seus derivados, associados ao processo de germinacdo e caracteriza¢do quantitativa e qualitativa
ao longo desenvolvimento das plantulas, séo de suma importancia, pois irdo contribuir para a

sustentabilidade dos programas de conservagéo e recuperacdo da biodiversidade vegetal.

Diante do exposto, a presente pesquisa teve por objetivo, avaliar o efeito do solo
contaminado por dleo diesel na germinacdo e na fisiologia de plantas jovens de Hymenaea

courbaril L. e Jatropha curcas L. submetidas a diferentes tempos de exposi¢do ao contaminante.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONSIDERACOES SOBRE AS ESPECIES ESTUDADAS

2.1.2 Hymenaeae courbaril L.

O jatoba (Hymenaea courbaril L.) é uma espécie pertencente a familia Fabaceae e a
subfamilia Caesalpinioideae; caracteriza-se por ser uma arvore semidecidua de carater
oportunista (heliofila ou escidfita), seletiva e xerofita. No Brasil, a Hymenaea courbaril possui
uma distribuicdo ampla, ocorrendo desde a floresta amazonica até a floresta estacional
semidecidual no sudeste do pais, sob a forma de diversas variedades, sendo Hymenaea
courbaril var. altissima, Hymenaea courbaril var. courbaril., Hymenaea courbaril var.
longifolia, Hymenaea courbaril var. stilbocarpa, Hymenaea courbaril var. subsessilis,
Hymenaea courbaril var. villosa , as mais comuns (CASTELLEN, 2005).

E considerada uma arvore de grande porte, podendo ultrapassar os 30m de altura, dotada
de copa ampla e densa, com troncos retos, mais ou menos cilindricos podendo chegar a 2m de
didametro, com casca cinza prateada. Possui folhas alternas, compostas de textura coriacea e
inflorescéncia em paniculas terminais. Seus frutos sdo vagens curtas, lenhosas, indeiscentes em
formato cilindrico (ovoides a oblongos); duros, de cor verde quando imaturos e marrom-escuros
ap0s maturacdo, suas sementes sdo duras, e germinam entre 12 a 18 dias, apresentando de 2 a 6

sementes, que estdo em envoltas por uma farinha comestivel de grande valor nutritivo,
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consumida pelo homem e por animais, como alimento, principalmente roedores. (LORENZI,
1998; CARVALHO FILHO et al., 2003; GORCHOV et al., 2004)

Sua floracdo ocorre durante a estacdo seca ou na fase de transi¢do para chuvosa. Para
uma boa germinagdo devem ser semeadas em canteiros contendo substrato argiloso e cobertas
com mais ou menos 1 cm de terra. Como se trata de sementes grandes podem ser semeadas
diretamente em recipientes individuais, como saco de polietileno ou formas alternativas. O
desenvolvimento das mudas € rapido, ficando prontas para serem plantadas no campo em menos
de 6 meses (LORENZI, 2002). Souza et al. (1996) acrescentam que as arvores podem alcancar a
altura de 8 metros em cinco anos.

Possui dispersdo zoocérica, ocorrendo em virtude da agilidade de roedores e outros
mamiferos que, em busca de sua polpa farindcea adocicada, com sabor e odor peculiares
(ALMEIDA et al., 2005), quebram as vagens e ingerem as sementes, sendo estas escarificadas
pelos &cidos e enzimas presentes em seu sistema digestivo (MOREIRA et al., 2011).

A germinacao e epigea, sendo o primeiro par de folhas, denominadas eofilos, unifoliolado
e oposto, diferente das folhas subsequentes, também e caracteristica dessa espécie a presenca de
um colar entre a base do hipocotilo e a raiz, junto ao solo (MELO et al., 2004).

Segundo Rizzini et al. (1997), o género Hymenaea possui madeira de boa qualidade e
suas cascas possuem muito tanino. Sua resina € bastante Gtil para fabricacdo de vernizes, sua
extracdo € realizada por meio de um processo de “sangria” através do tronco ou por escavagao do
solo. Apos producdo da resina, esta pode converter-se em ambar, através de processos quimicos
durante longos anos. Seu cha da casca também é um excelente medicamento para a préstata,
podendo ser ingerido varias vezes ao dia, e a resina pode ser aplicada em forma de emplastro
sobre as partes doloridas do corpo.

De acordo com Bontempo (2000), a casca em cozimento € aconselhada para combater
hemoptises, hematuria (emissdo de urina com sangue), diarréia, disenteria, célicas ventosas, e
acrescenta que o vinho de jatoba retirado do caule é um poderoso fortificante.

Na medicina popular os nativos na Amazodnia costumam retirar a seiva dessa grande
arvore e bebé-la para tratamento das afec¢fes pulmonares, devendo, entretanto, fazé-lo em
pequenas doses, pois como € adstringente, causa obstipacdo intestinal (MARTINS, 1989); o
autor ainda acrescenta que da casca, pode ser feito cha pelo método de decoccdo para lavar

ferimentos e para irritagcdes vaginais.
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Sua madeira possui diversas utilizages: obras hidraulicas, carrogarias, postes, tonéis,
dormentes, construcbes variadas, madveis, laminados, esteios, tacos, mourdo e estaca de cerca,

especialmente em localidades onde a espécie é abundante (ALVINO et al., 2005).

2.1.3 Jatropha curcas L.

A espécie Jatropha curcas L. (pinhdo-manso), pertence a familia Euforbiaceae,
conhecida popularmente como pinh&o-do-paraguai, purgueira, pinha-de-purga, grao-de-maluco,
pinhdo-de-cerca, pinhdo-bravo, figo-do-inferno, pinhdo-das-barbadas, dentre outros (GUSMAO,
2010). O género Jatropha possui 175 espécies distribuidas na América Tropical, Asia e Africa
(AUGUSTUS et al., 2002). Acredita-se que Jatropha curcas L. proceda da América do Sul,
possivelmente originaria do Brasil, foi introduzida por navegadores portugueses, em fins do
século XVIII, nas ilhas de Cabo Verde e em Guiné, de onde mais tarde foi difundida pelo
continente africano (ARRUDA et al., 2004).

Embora seja uma planta conhecida e cultivada no continente americano desde a época
pré-colombiana, e esteja distribuida em todas as regides tropicais e até em algumas temperadas, o
pinhdo-manso é uma espécie que ainda Se encontra em processo de “domestica¢do” e, segundo
Sato et. al. (2009), somente nos ultimos 30 anos & que esta comegou a ter seus aspectos
agrondmicos pesquisados.

O pinhdo-manso € uma planta arbustiva, de crescimento rapido, que pode atingir até 5m
de altura com didmetro do tronco de 20 cm. Suas raizes sao tipo pivotantes, curtas e pouco
ramificadas; seu caule € liso, possui lenho mole e medula desenvolvida com xilema pouco
resistente e floema com longos canais gque se estendem até as raizes (OPENSHAW, 2000).

As folhas sdo de coloracdo verde-brilhante, largas e alternadas, com trés a cinco lI6bulos e
pecioladas. As nervuras sdo esbranquicadas e salientes na face inferior. Possui estdmatos
distribuidos na fase abaxial e adaxial, sendo uma espécie do tipo anfiestomatica. E uma planta
monoica, isto é, possui flores de sexo separado, porém na mesma planta. As flores sdo pequenas
de coloracdo amarelo-esverdeadas, pentameras, unissexuais em paniculas terminais ou axilares.
As flores masculinas sdo em maior nimero, estando localizadas nas extremidades superiores das
ramificagdes, enquanto que as flores femininas s&o em menor ndmero, e Se encontram nas

ramificagdes (ARRUDA et al., 2004). O fruto de pinhdo-manso é uma capsula ovoide com
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didmetro de 1,5cm a 3,0cm, trilocular com uma semente escura em cada loco, que inicialmente é
esverdeada, passando a coloracdo amarela, em seguida castanha e, por fim, preto, quando atinge
0 estadio de maturacdo. E formado por um pericarpo ou casca dura e lenhosa, lisa, dentro das
quais se encontra uma améndoa branca e rica em 6leo (BRASIL, 1985).

As culturas destinadas a producdo de energia, de modo geral, podem ser classificadas em
trés grupos, de acordo com o tipo de matéria-prima energética que delas pode ser obtida: 1)
Etanol: derivado da fermentacdo de culturas ricas em celulose, aglUcar e amido; 2) Biomassa:
oriunda de espécies com alta producdo de matéria seca, usada em processos como combustao,
pirdlise e gaseificacdo; e 3) Biodiesel: baseado em culturas vegetais, principalmente, oleaginosas
das quais se extrai 0 6leo e o transesterifica (VENTURI e VENTURI, 2003).

Plantas de Jatropha curcas sdo consideradas opcdo agricola para areas aridas, semi-aridas
e na recuperacéo de areas degradadas, promovendo a integracdo do acesso a producao com renda
(venda do 6leo das sementes para fins combustiveis); suprimento de energia (o 6leo pode ser
utilizado em motores e maquinas para a geracao de eletricidade); contribui no desenvolvimento
rural (com o emprego da mao-de-obra familiar), com consequente fixacdo do homem no campo;
seguranca alimentar, pois permite o uso de culturas anuais alimenticias em consorcio; além de
melhorias ambientais, como a formagdo de um microclima que favorece o desenvolvimento de
outras culturas nas entrelinhas (SATO et al., 2009).

Todas as partes da planta tém utilizacdo econdmica: na medicina tradicional, para a
producdo de sabdo, iluminacdo através de lamparinas, geradores de eletricidade, combustivel
para fogdes, extratos da semente como molusquicida, inseticida e nematicida. E considerada
planta melifera, podendo ser utilizada como cerca-viva de pastagens e campos agricolas, pois
ndo ¢ palatdvel, mourdes de cerca “vivos”, suporte para plantas trepadeiras, como no caso da
baunilha (Vanilla aromatica (SATO et al., 2009).

A torta € rica em nitrogénio, sendo utilizada como adubo organico, podendo também ser
utilizada como racdo animal, porém, devido a sua toxidez (ndo sO a torta, mas a planta toda
apresenta diversos compostos toxicos, tanto para os animais como para 0 homem), esta se torna
inviavel. No entanto, estudos sobre a desintoxicacdo estdo sendo realizados em Vvarios paises,
como é o caso do Brasil, em trabalho realizado por Avila et al. (2006). A madeira do pinh&o-

manso pode ser utilizada como material carburante de fornalhas, assim como as cascas dos



20

frutos, porém o uso mais difundido na atualidade é do Oleo extraido da semente para fins
combustiveis (ARRUDA et al., 2004).

2. GERMINACAO

A germinacdo é uma sequéncia de eventos fisioldgicos influenciada por fatores externos
(ambientais) e internos (dorméncia, inibidores e promotores da germinacdo) as sementes: cada
fator pode atuar por si ou em interacdo com os demais (IPEF, 2010).

A germinacgdo é um fendmeno bioldgico que pode ser considerado pelos botanicos como
a retomada do crescimento do embrido, com o subsequente rompimento do tegumento pela
radicula. Entretanto, para os tecnélogos de sementes, a germinacdo € definida como a
emergéncia e o desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido, manifestando a sua
capacidade para dar origem a uma plantula normal, sob condi¢des ambientais favoraveis (IPEF,
2010).

Para que todo este fenbmeno ocorra, a germinacdo se divide em quatro estagios: 1)
embebicdo da semente; 2) alongamento das celulas; 3) divisdo celular e, 4) diferenciacdo das
células em tecidos. Entretanto, para que todos estes eventos acontecam, alguns pré-requisitos
devem ser atendidos, como por exemplo, a semente deve estar viavel, a semente deve estar livre
de dorméncia, as condicdes abioticas (dgua, temperatura, luz e oxigénio) devem estar adequadas
e 0 ambiente deve estar ausente de organismos patogénicos (LABOURIAU, 1983).

Considerando que a germinacdo compreende uma série de reacdes bioquimicas, que
envolvem processos funcionais catalisados por reagdes enzimaticas e estruturais, em particular
de bio-membranas, torna-se simples entender a importancia da temperatura desde sua ag¢éo sobre
a velocidade de absorcdo de agua, porcentagem de sementes germinadas, uniformidade e
velocidade do processo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; SILVEIRA et al., 2004).

Para uma boa germinacdo, a temperatura 6tima para as sementes da maioria das espécies
esta entre 15°C e 30°C (COPELAND; MCDONALD, 1985). Com relacdo as espécies arboreas
tropicais e subtropicais, a germinacdo tem acontecido com maior eficacia na faixa de 20°C a
30°C (BORGES; RENA, 1993). As espécies florestais apresentam desempenho mutavel para a

germinacgdo com relagéo a sensibilidade a luz. Porém, de modo geral, acompanham o padrdo das
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demais sementes, podendo ser influenciadas positiva ou negativamente, ou ainda, apresentarem
desempenho indiferente (OLIVEIRA et al., 2003).

Segundo Carvalho e Nakagawa (2000) apesar de ser um fator fundamental para a
germinacdo, visto que a atividade respiratoria € uma das primeiras alteracdes ocorridas a partir
da embebicdo das sementes, 0 oxigénio € exigido em baixas quantidades quando comparados
com os niveis em que ocorre na atmosfera.

Dentre os fatores abioticos ja citados, a dgua é o que mais influencia o procedimento de
germinacdo. Com a entrada de &gua, por embebicdo, ocorre a reidratacdo dos tecidos e,
consequentemente, 0 aumento da respiracdo e de todas as outras atividades metabdlicas, que
decorrem do fornecimento de energia e nutrientes necessarios para a retomada do crescimento
por parte do eixo embrionario (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Entretanto, quando ocorre a contaminacdo do solo com petroleo e/ou seus derivados, este
se torna hidrofdébico, reduzindo a disponibilidade de agua presente no ambiente. O decréscimo
do potencial hidrico do meio pode retardar ou diminuir a taxa de germinacdo de diversas
espécies, pois intervém na embebicdo e no alongamento celular do embrido (RACINE, 1994).
Em contrapartida, o excesso de umidade, em geral, provoca reducdo na germinacdo, visto que
impede a penetracdo do oxigénio e diminui todo o processo metabolico resultante (IPEF, 2010).

Assim sendo, 0 movimento da dgua para o interior da semente é devido tanto ao processo
de capilaridade quanto de difusdo e ocorre do sentido do maior para 0 menor potencial hidrico.
Desta maneira, a embebicdo € fundamentalmente um processo fisico relacionado as
caracteristicas de permeabilidade do tegumento e das propriedades dos coldides que constituem
as sementes, cuja hidratagdo é uma de suas primeiras consequéncias (IPEF, 2010).

O processo de germinacdo estabelece a fase do ciclo de vida que origina a distribuicéo
dos vegetais, e 0 estudo sobre a ecologia desse processo e 0 conhecimento sobre a biologia das
sementes pode ser de grande importancia para a compreensao das fases do desenvolvimento das
comunidades vegetais, sua sobrevivéncia e regeneracdo natural (VAZQUEZ-YANES;
OROZCO-SEGOVIA, 1993), pois, segundo Rezende (2006) a revegetacdo de &reas degradadas
depende diretamente do banco de sementes presente em seu solo.

Rosa (2006) avaliando o efeito do solo contaminado por petréleo na germinacédo e
estabelecimento de plantulas observou que o contaminante pode atrasar a revegetagdo por

décadas.
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Rezende (2006) trabalhando com germinacdo de Schinus terebinthifolius em solo
contaminado com o6leo diesel oriundo de Araucéria-PR, local de ocorréncia natural da espécie e
classificado como gleissolo melénico (solo que apresenta, em alguns casos, acumulo superficial
de matéria orgéanica), realizou um experimento por um periodo de 30, 90, 180 dias (T30, T90,
T180) apos contaminagdo e solo sem contaminacdo (T0). Os resultados obtidos mostraram que o
6leo diesel causou reducdo na germinacdo das sementes apenas no tratamento T30. O nimero de
sementes germinadas nos tratamentos T180, T90 e TO foram semelhantes. A germinabilidade
(%G) foi maior no tratamento TO (53,6%), seguida do tratamento T90 (53,2%) e T180 (50%) e
foi menor no tratamento T30 (29,6%). O indice de velocidade de germinagdo foi maior no
tratamento T90 (12,77), sequido por TO (12,48) e T180 (12,18) e foi menor no tratamento T30
(6,82).

Efeito do solo, contaminado com ¢éleo usado, na germinacdo, altura e biomassa de seis
espécies de plantas herbaceas (Medicago truncatular, Mermis bromous Triticum sativa,
Agropyron deserterum, Secal seral e Linum ussitasimum), foi investigado, por meio da
realizacdo de um experimento, onde foi realizado o teste de fitotoxicidade e inibi¢cdo do
crescimento. Neste estudo, utilizou-se um solo artificial com uma textura leve incluindo 85% de
areia, 10% silte e 5% de argila. A exposicdo ao solo contaminado foi realizada utilizando-se
quatro concentragdes (25, 50, 75, 100 g de Oleo usado por kg de solo). Os resultados
apresentados apontaram declinio na germinacéo, altura e biomassa seca para todas as espécies
quando comparadas ao tratamento controle com efeitos mais inibitorios e mais negativos para a
espécie Medicago truncatular e menor efeito inibitério para Linum ussitatisimum (SHARIFI et
al., 2007). Deve-se levar em consideragdo que areas atingidas por derramamento de 6leo também
irdo depender diretamente do banco de sementes presente naguele solo.

Vavrek e Campbell (2000) iniciaram seu estudo quantificando a importancia do banco de
sementes para recuperacdo de uma area contaminada por Oleo diesel. Na area de estudo foi
encontrado um banco de sementes de 24 espécies diferentes. Ao analisar a germinacéo
constatou-se que 50% das espécies tiveram sua germinacao atrasada pelo 6leo. 1sso mostra que o
banco de sementes de é&reas contaminadas sofre com o derramamento, mas, contribui

potencialmente para sua regeneracdo apds um derramamento de 6leo.
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PETROLEO

De forma simplificada, podemos definir petréleo como uma mistura complexa de
hidrocarbonetos, contaminantes organicos e impurezas inorganicas como agua, sais e
sedimentos. O petréleo é uma mistura liquida e oleosa, insoltvel em agua e menos denso que ela.
Sua coloragdo varia entre pardo-escuro e negro e € encontrado em jazidas no subsolo da crosta
terrestre. E uma mistura complexa de inimeros compostos organicos, com predominancia quase
absoluta de hidrocarbonetos. Sua composicao quimica varia de acordo com sua procedéncia. O
petroleo liquido ¢ também chamado “6leo cru” para distingui-lo do 6leo refinado, produto
comercial mais importante. Seus subprodutos sdo utilizados para a fabricacdo de tecidos
sintéticos, borracha sintética, sabdes, detergentes, tinta, plasticos, medicamentos, inseticidas,
fertilizantes, dentre outros (PORTAL SAO FRANCISCO, 2010).

Classificado em trés grupos, de acordo com o tipo predominante de hidrocarboneto
presente em sua constituicdo: parafinicos (predominancia de alcanos normais e ramificados com
1 a 42 atomos de carbono), nafténicos (predominancia de cicloalcanos) e aromaticos
(predominancia de anel benzénico) (PERISSE, 2007). Apesar das diferencas, existe uma
composic¢do elementar média do petréleo.

Sao frequentemente divididos em fragdo alifatica (cerca de 60%), fracdo aromatica (20 a
45%), fracdo polar e asfaltenos (0 a 40%). A fracdo alifatica contém uma série dominante de
hidrocarbonetos saturados lineares, mas também contém hidrocarbonetos ramificados e varios
hidrocarbonetos ciclicos e policiclicos (naftenos) (PAVANELLI, 2007). Os compostos
aromaticos sdo o0 segundo grupo constituinte mais representativo. A fracdo aromatica contém
hidrocarbonetos aromaticos alquilados desde um ou dois anéis conjugados até os poliaromaticos
(HPASs). A fracdo polar € um complexo contendo muitos anéis aromaticos heterociclicos que
constituem derivados de porfirina e compostos alifaticos contendo nitrogénio e enxofre
(NICODEM et al., 2001).

Os hidrocarbonetos presentes no petréleo estdo classificados como aromaticos,
parafinicos, nafténicos e olefinicos de acordo com as formas de ligacdo dos seus atomos de
carbono (Meirelles, 2014), todas essas substancias presentes no petréleo encontram-se em
proporcdes que variam de acordo com o tipo do petroleo. Ha ainda uma quantidade de gases e

solidos dissolvidos ou dispersos nesta mistura liquida, composto principalmente por metano,
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etano e propano. Os sélidos sdo hidrocarbonetos que contém acima de 18 atomos de carbono
além das resinas e asfaltenos que se decompde antes de vaporizar. Impurezas ou contaminantes
sdo encontrados no petréleo, derivam de elementos como enxofre (sulfetos, dissulfetos,
benzotiofenos e mercaptanas), oxigénio (acidos nafténicos), nitrogénio (piridina e pirrol), e
metais (ferro, zinco, cobre, chumbo, molibidénio, cobalto, arsénio, manganés, cromo, sddio,
niquel e vanadio). Outras impurezas inorganicas importantes sdo agua, sais, argila, areia e
sedimentos (TORRES; GAMA, 2005).

Entretanto, a constituicdo do petrdleo pode ser modificada consideravelmente de acordo
com o local, tipo de 6leo e o tempo. A indUstria petrolifera caracteriza o petroleo especialmente
por suas composicdes fisicas e quimicas gerais (NICODEM et al., 2001).

Antes do estabelecimento da atividade poluidora humana no planeta, ja havia
possibilidade de extravasamento natural do petréleo nos oceanos, praias, solos e corpos d’agua
continentais, pois, devido a sua origem nas bacias, 0 mesmo tende a subir sob a forma liquida a
superficie terrestre ou serem liberados no fundo dos oceanos. A poluicdo por hidrocarbonetos
obteve um aumento volumétrico desde o inicio da expansdo do petréleo para as mais diversas
finalidades (MENDONCA FILHO et al., 2003).

Ha alguns anos a industria do petréleo vem apresentando problemas relacionados a
ampliacdo em seu setor, que vem causando prejuizos irreparaveis ao ambiente, ou que exigem
um elevado investimento para reparar e consertar as injurias causadas ao meio ambiente
(MENDONGCA FILHO et al., 2003).

O cenario apresentado ap6s um acidente mostra que o 6leo que € derramado comeca a
sofrer a acdo do ambiente, e como consequéncia a acdo dos efeitos fisicos, quimicos e
bioldgicos. O procedimento automatico da degradacdo é chamado de intemperismo (GUEDES et
al., 2003). Essa degradacdo constitui elementos que apresentam diferentes pressdes de vapor e
taxas de volatilizacdo para cada elemento que ira ser definido. AplOs estes processos, 0S
constituintes mais volateis irdo se espalhar pelos poros do solo e os ndo volateis permanecerdo
no solo, originando a contaminacao (FINE et al., 1997).

Dentro deste contexto, os Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) apresentam
alta volatilidade. Contudo, a volatilidade deste constituinte diminui com o aumento do peso
molecular, ou seja, HPAs de pesos moleculares mais baixos sdo mais volateis e possuem maiores

pressBes de vapor que 0s mais pesados. Para 0 meio atmosférico a consequéncia ocasionada por
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estas propriedades, fazem com que estas substancias (HPAS), sejam encontradas tanto na forma
gasosa quanto adsorvidas no material particulado. Cada componente possui uma concentracao
em ambas as fases, isso em funcdo de sua volatilidade e afinidade pelas superficies das particulas
atmosféricas (NETTO et al., 2000).

OLEO DIESEL

O oleo diesel é um combustivel derivado do petréleo, constituido por hidrocarbonetos
(compostos organicos que contém atomos de carbono e hidrogénio), parafinicos, oleofinicos e
aromaticos e por substancias que possuem em sua formula atomos de enxofre, nitrogénio, metais,
oxigénio, em menores qualidades (SILVA, 2006).

Os HPAs sdo compostos que possuem duplas e simples ligacdes que se alternam em dois
Ou mais anéis com seis atomos de carbono, ou seja, anéis de benzeno. Ao contrério dos
compostos insaturados, o benzeno é estavel e devido ao seu odor, todos os compostos formados
por ele sdo conhecidos como hidrocarbonetos aromaticos. Compostos formados por dois ou mais
anéis de benzeno sdo mais resistentes a biodegradacdo, pois ficam intimamente adsorvidos nos
sedimentos, resistindo por muitos anos no ambiente (ROSA, 2006).

Alguns exemplos mais comuns de HPAs presentes no petroleo e derivados, considerados
prioritarios pela United States Environmental ProtectionAgency -USEPA, devido aos efeitos
sobre o bem estar humano, sdo: naftaleno, acenaftileno, acenafteno, antraceno, fenantreno,
fluoreno, benzo-antraceno, criseno, fluoranteno, pireno, benzo-pireno, benzo-fluoranteno, benzo-

fluoranteno, dibenzo-antraceno, benzo-perileno e indeno-pireno.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) foram o0s primeiros compostos
observados, por serem considerados poluentes organicos prioritarios em estudos ambientais.
Estes contaminantes organicos sdo 0s mais comuns e abundantes no meio ambiente e por seus
efeitos bioldgicos em termos de potencial carcinogénico, mutagénico, teratogénico e demais
efeitos toxicos que estes causam a saude no geral (AZEVEDO et al., 2013).

As fontes naturais mais comuns de HPAs compreendem: carvao, petroleo bruto, vulcdes
e incéndios. Os HPAs ndo sdo potencialmente toxicos apenas nas suas formas naturais, mas

também podem produzir produtos cancerigenos ap0s reagirem com outras substancias
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atmosféricas, como, por exemplo, o éxido de nitrogénio formando os nitro-HPAs (AZEVEDO et
al., 2013).

Geralmente, os HPAs encontram-se no solo adsorvido no material constituinte e ficam
aderidos nas camadas superficiais. Estes compostos possuem as meias vidas relativamente
elevadas em funcgéo de seu peso molecular. Tal fato indica que sua degradacéo € lenta. Devido a
essas propriedades fisico-quimicas e da abundante distribuicdo ambiental, o risco de
contaminacdo para 0 meio ambiente é bastante significativa (NETTO et al., 2000).

Para a vegetacdo que esta sofrendo com os efeitos toxicos provocados por estes
hidrocarbonetos, em especial pelos HPAs, os sintomas mais comuns sdo: redugdes no
crescimento do caule e raiz, tricomas deformados, reducéo nos pelos radiculares, degradacéo na
clorofila, retardamento na floracdo e surgimento de pontos brancos que se manifestam em les6es
e necrose. A nivel celular, as plantas apresentam estresse oxidativo, como producéo de espécies
reativas de oxigénios (ROS) até a morte celular (ALKIO et al., 2005).

Smith et al. (1981) em seu estudo em uma area contaminada, j& apontava que uma
excelente forma de avaliar os sintomas ocasionados por contaminacdo com petréleo e/ou seus
derivados €, medir a taxa de crescimento, a fixacdo de COz e a reducdo da produtividade das

comunidades vegetais.

O ESTRESSE ANTROPOGENICO

O sol, o ar, a agua e o solo, fornecem em conjunto, a energia, 0s nutrientes e 0 meio
necessario para a sobrevivéncia das plantas. Entretanto, ao mesmo tempo, o habitat contém
substancias fitotoxicas em concentragdes capazes de causar danos. Alguns dos elementos
quimicos e componentes normalmente presentes na natureza sao potencialmente perigosos para
as plantas, como SO; (didxido de enxofre) proveniente de emissdes vulcanicas, o gas H.S (acido
sulfidrico) em 4&reas pantanosas, 0s Oxidos de nitrogénio produzidos pelo processo de
denitrificacdo microbiana nos solos e de descarga elétricas nas tempestades, bem como o0s sais e

as particulas de poeira transportadas pelo ar (LARCHER, 2006).
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Tabela 1. Concentracdo tipica e tempo de residéncia de poluentes atmosféricos. Segundo
Freedman (1989), Lahmann (1990), Legge e Krupa (1990), Kuttler (1991). Valores muito
divergentes de residéncia sdo encontrados na literatura. Retirado do Livro de Ecofisiologia
vegetal de Larcher (2006)

Compostos quimicos Concentracao tipica (ppm) Tempo de residéncia
Ar limpo Ar poluido médio na atmosfera
CO2 340 400 2-6 anos
CcoO 0,1 40-70 2-6 meses
SO? 0,0002 0,2 1-10 dias
H.S 0,0002 0,5-2 dias
NH3 0,01 0,1 2-14 dias
N20 0,25 4-10 anos
NO <0,002 1-2 3-6 dias
NO: <0,004 0,2 5-10 dias
O3 0,02 0,5 Dias-meses
CHs 1-1,7 3 4-10 anos
Outros Hidrocarbonetos <0,02 0,3 Aprox. 2 dias

Atualmente como resultado da atividade humana, as plantas sdo expostas mais que no
passado a quantidades enormes de substancias potencialmente danosas. A situacdo tornou-se
mais séria desde 0 momento em que estas substdncias se apresentaram como substancias
estranhas para as plantas (xenobiéticas) e, até o0 momento, as plantas ndo possuem respostas
adequadas para esta nova situacdo (Tabela 1). Uma grande variedade de substancias fitotdxicas
entram na atmosfera, na agua e no solo como consequencia de processos industrias, do trafego,
do uso de agentes quimicos na agricultura e de uso domestico e, especialmente por meio do
excessivo consumo de combustiveis fosseis. Alem desses tipos de injuria, a vegetacdo pode ser
exposta a excessiva aplicacdo de biocidas e fertilizantes, os quais causam eutrofizacdo do solo e
da &gua e a entrada de NHsz (amonia) e metano na atmosfera — como resultado da criagdo
intensiva e em larga escala de animais. O crescimento sem precedentes do trafego comercial, o

rapido crescimento das atividades de recreacdo, os acidentes catastréficos (com reatores
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nucleares e tanque de 6leo) e os conflitos bélicos apresentam consequéncias degenerativas muito
mais extensas que no restrito local onde acontecem, alastrando-se para todo ecossistema, para o
continente e, finalmente, atingindo uma escala global (LARCHER, 2006).

Um dos elementos mais nocivos e abundantes na atmosfera sdo os HPAs. Ao longo das
décadas as particulas em suspensdo aumentaram consideravelmente devido as acg0es
antropogénicas. Estas acdes tornaram a identificagdo e o monitoramento destes contaminantes
organicos, outrora citados, uma funcdo prioritaria, especialmente os contaminantes do tipo HPAs
(AZEVEDO et al., 2013), que como visto, sdo de grande risco para a saide humana e 0 meio

ambiente como um todo.

EFEITOS DA CONTAMINACAO POR PETROLEO E SEUS DERIVADOS NA
FISIOLOGIA DO DESENVOLVIMENTO

As plantas respondem a essas mudangas no ambiente, sendo desta maneira um
termbmetro para averiguar a qualidade do nosso meio (LARCHER, 2000). A maior parte das
plantas ndo tolera a contaminagdo com petroleo, o que leva a diminuicdo da diversidade das
espécies vegetais em regides contaminadas (XIONG et al., 1997).

As plantas, na maior parte das vezes, sdo 0S organismos que primeiro séo atingidos pelo
vazamento de 6leo (MALALLAH et al., 1996). Segundo, Baker (1970), as consequéncias
ocasionadas pela poluicdo nas plantas podem variar de acordo com o tipo, quantidade de 6leo
envolvido, a idade da planta, a época do ano e as espécies atingidas.

O acumulo de 6leo pode causar efeitos cronicos ou agudos, e promover interferéncia na
fisiologia das plantas. Essa interferéncia, agregada as condi¢des anaerdbicas e hidrofébicas, vem
a ser o efeito danoso mais importante em relacdo a germinacdo de sementes e ao
desenvolvimento das plantas (RACINE, 1994).

Para algumas espécies, os elementos podem ser absorvidos somente até certo limite
(TAYLOR, 1978). Em outras, os elementos se acumulam na raiz, com pequeno transporte para o
caule. Ainda, em outros casos, tanto a raiz quanto o caule acumulam uma quantidade mais
elevada destes elementos, podendo de certa maneira, conviver com eles. Estas representam as

verdadeiras espécies tolerantes (SILVA, 2006).
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Segundo Wachowicz e Carvalho (2002), além da diferenca entre as espécies, outros
fatores como disponibilidade hidrica, regulacdo estomatica, macronutrientes, micronutrientes e
condi¢cbes do solo podem influenciar certas variaveis como teor de clorofila, capacidade
fotossintética e alocacdo de biomassa.

Algumas espécies de plantas possuem capacidade de crescer e se desenvolver em solos
contaminados, adquirindo desta forma, meios capazes de desintoxicacdo, onde os efeitos do
acimulo de substancias toxicas (metais) podem ser mitigados através de certas estratégias
tolerancia desenvolvidos pelas plantas (ERNST, 1975).

Uma forma de se avaliar os sintomas causados pelo petréleo e seus constituintes e
verificar o grau de injurias gerados por estes contaminantes é, analisar a taxa de fixacdo de CO. e
a diminuicdo na produtividade das plantas (SMITH et al., 1981). Sabe-se que a poluicdo
ambiental altera a composicdo de proteinas em algumas espécies (TAIZ; ZEIGER, 2004).

De acordo com Green et al. (1996), a concentracdo de 6leo diesel no solo tem grande
capacidade de conexdo entre a percentagem de mortalidade e flacidez das plantas apds uma
semana de sua semeadura. Em pesquisa realizada pelos autores acima citados, com Tradescantia
uma planta da familia Commelinaceae de estrato herbaceo, que se encontrava em solo com
concentracBes muito altas de poluente, ndo houve emissdo de flores ou gemas, além de haver
uma reducdo na concentracdo dos teores de clorofila. Estas mesmas reducdes nos teores de
clorofila também foram observadas em Vicia faba (herbacea) pertencente a familia Fabaceae,
excelente indicadora de poluicdo por hidrocarbonetos (MALALLAH et al., 1996). A reducédo na
concentracdo de pigmentos fotossintéticos em plantas crescidas em solo com poluentes foi
relatada por diversos autores (GREEN et al., 1996; MALALLAH et al., 1996).

Estes mesmos autores desenvolveram uma pesquisa averiguando a espécie Vicia faba
como bioindicadora de poluicdo, onde verificaram niveis mais elevados de acucar, fendis,
proteinas e aminoacidos livres nas plantas que se desenvolveram bem em solo contaminado.

Estudos realizados sobre os efeitos do petrdleo em Salix interior (herbacea) pertencente a
familia Salicaceae, indicaram uma grande reducdo nas trocas de CO> associada com cloroses e
necroses foliares (GOUDEY et al., 1985).

Trabalhos com plantas aquaticas como a macrofita Spartina alterniflora da familia

Poaceae mostraram que houve tolerancia a contaminacdo com petroleo, mesmo havendo uma
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pequena reducdo na taxa fotossintética e na biomassa seca (DELAUNE et at., 1979; SMITH et
al., 1981).

Diversos sdo os trabalhos realizados com gramineas e herbaceas, porém, arvores da
familia Salicaceae (&4lamo e salgueiro em particular) sdo frequentemente utilizados como
fitorremediadoras (Schnoor, 1995), pois, essas arvores possuem rapido crescimento, boa
capacidade de enraizamento e alta habilidade de transpirar grandes quantidades de agua.

Para as espécies arboreas, Campomanesia xanthocarpa (Myrtaceae) e Schinus
terebinthifolius (Anacardiaceae) a contaminacdo por petréleo aumentou o teor de clorofila e ndo
alterou a matéria seca das plantas (MAYER et al., 2003; OLIVEIRA, 2004). Ja para as espécies
de Eucalyptus cultivadas em solo com altas concentracbes de chumbo, destacaram-se com
potencial para plantas fitorremediadoras (NALON, 2008).

O processo de fitorremediacdo do solo estd correlacionado especialmente com espécies
vegetais (estratos arbustivo, herbaceo e arboéreo) tolerantes a contaminacdo, pois, estas
desenvolvem mecanismos de manutencdo para tolerar e/ou promover em suas raizes um local
propicio para abrigar decompositores que irdo auxiliar no processo através de um consorcio entre
as raizes e os microorganismos (KRUGER et al., 1997).

Segundo Pandey et al. (2016) existem varias culturas energéticas no mundo, as quatro
culturas energéticas mais promissoras sdo: Miscanthus, Ricinus, Jatropha e Populus, e sdo
consideradas nesta revisdo como promissoras para alcancar a demanda de energia com a seu
potencial fitorremediador. Essas quatro culturas energéticas também atuam como potencial de
sumidouros de carbono e oferecer um lucro adicional de créditos carbono.

De acordo com Silva (2006) poucas sédo as informagdes de como as sementes e as
plantas jovens de espécies nativas arbdreas se comportam em solo contaminado com petréleo e
seus derivados, e também ainda sdo pouco conhecidos os impactos causados sobre a vegetacao
ao longo do tempo, pois as pesquisas botanicas mostram em sua maioria os efeitos iniciais do
vazamento.

Tal fato sugere que pesquisas sobre o desempenho de espécies nativas nascidas em solo
contaminado com 6leo diesel, desde a germinacdo até o desenvolvimento da planta, serdo de
grande importancia ecoldgica, podendo indica-las para planos de recuperacdo através da

semeadura direta.
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Diante do contexto, estudos que avaliem o comportamento de plantas nativas e pioneiras
resistentes a ambientes poluidos devem ser realizadas para fornecerem dados que aperfeicoem a

recuperacgdo destas areas degradadas.

FITORREMEDIACAO

A fitorremediacao tem por alicerce o uso de plantas e seus microrganismos integrados,
técnicas agrondmicas e de manejo do solo para extrair ou tornar menos toxicos os contaminantes
no solo (WHITE Jr. et al., 2006). Segundo Moreno e Courseuil (2001), a biomassa vegetal
representa 99% da massa viva do planeta, sendo assim, é natural que as plantas estejam
envolvidas em inUumeras situacBes que tém relacdo com o destino de residuos quimicos
descartados no ambiente.

Ainda que a relacdo entre o desempenho agrondmico e o potencial de remediacdo tenha
sido particularmente determinada, um melhor desenvolvimento da planta certamente deve
melhorar o processo de fitorremediacdo (WILTSE et al., 1998). De acordo com 0s mecanismos
que envolvem o processo de fitorremediacdo, a acdo sobre os compostos poluentes pode ser
direta da planta com remocdo ou captura dos contaminantes seguido de degradacao (fitoextracéo
in planta), ou ex planta, onde as raizes da planta podem liberar compostos que estimulem a
atividade microbiana na rizosfera (CARMAN et al., 1998; SALT et al., 1998).

Naturalmente a fitorremediacdo € uma das taticas de gerenciamento que tem sido
aplicada na recuperacao de locais contaminados por substancias inorganicas e/ou organicas. Essa
biotecnologia vem apresentando bons resultados para metais pesados, hidrocarbonetos de
petréleo, agrotoxicos, explosivos, solventes clorados e subprodutos tdxicos da inddstria
(PEDROTI, 2007). Esse mecanismo esta fundamentado em tecnologias naturais de
amortecimento tais como: diluicdo, dispersdo, adsorcdo, e biodegradacdo, que podem
dependendo das condigdes do local restringir e diminuir consideravelmente a extensdo do
contaminante (MORENO E CORSEUIL, 2001).

Entretanto, a fitorremediacdo tem suas limitagdes como qualquer outra técnica. Plantas
s80 organismos Vivos que necessitam de oxigénio, dgua e nutrientes. E dentro deste contexto, o
tipo de substrato, o pH, a salinidade e a concentracdo do poluente devem estar dentro dos limites,

para que as plantas sobrevivam a estes ambientes (CUNNINGHAM et al., 1995).
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Muitas pesquisas envolvendo o processo de fitorremediagcdo de solos estdo sendo
realizadas e direcionadas para identificacdo de espécies de plantas e de microorganismos com
potencial fitorremediador (PAVANELLI, 2007).

Assim, para que uma espécie seja selecionada como fitorremediadora, caracteristicas
como, adequacdo da espécie ao solo selecionado e as condic¢des climaticas do local, além da
finalidade da area a ser remediada, outras caracteristicas também devem ser consideradas, tais
como: ciclo de vida da planta, sistema radicular, potencial de formacdo de simbiose com
microorganismos e resisténcia (ROSA, 2006).

Com relacdo ao ciclo de vida, as espécies perenes possuem crescimento radicular regular
proporcionando aos microrganismos da rizosfera que continuem ativos. Por possuirem pratica
simplificada, sem necessidade de semeadura a cada ciclo como ocorre com as espécies anuais
sua utilizacdo é bastante vantajosa, pois, em areas propensas a erosdo isto poderia ser um
prejuizo (HUTCHINSON et al., 2003). Para as espécies arbdreas, estas proporcionam uma
diversidade de atividades ambientais como sequestro de carbono atmosférico (créditos de
carbono), acréscimo da biodiversidade, promove a estética e associada a isso a remediacdo da
area ao qual ira favorecer seu uso na fitorremediacdo (ROOCKWOOD et al., 2001; ROSA,
2006)

Contudo, as espécies de ciclo curto, sdo mais rapidas na producéo da biomassa e por isso,
se destacam em projetos de fitorremediagdo devido a urgéncia de descontaminacdo da area, por
exemplo, proximo a centros urbanos onde o0s riscos a satde humana assumem carater prioritario.

Embora as plantas tenham a capacidade de degradar ou sequestrar muitos compostos
toxicos, elas sdo sensiveis a muitos outros. Os herbicidas, por exemplo, sdo, por definicdo,
toxicos as plantas, geralmente mesmo em baixas concentracdes. Muitos contaminantes
apresentam toxicidade especifica, inibindo a acdo de enzimas metabolicas (DAVIS et al., 2002).

Dependendo da técnica a ser empregada, a fitorremediacao pode ser classificada, de acordo
com a nhatureza quimica e propriedades do poluente. Os vegetais podem remediar os solos
contaminados utilizando os seguintes mecanismos: fito-extracéo, fito-estabilizacéo, rizofiltracdo,
fitodegradacao, fito-estimulacéo e fitovolatizacdo (MORENO E CORSEUIL, 2001). A imagem a

seguir (Figura 1) ilustra os mecanismos envolvidos no processo de fitorremediacéo.
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Figura 1 - Mecanismos envolvidos no processo de fitorremediacdo. Fonte: Cunningham et al.,
1995.

A fitoextracdo ou fitoacumulagdo é a absorcdo do metal contaminante pelo sistema
radicular das plantas e translocacdo para a parte aérea. E utilizada normalmente para metais
pesados (Cd, Ni, Cu, Zn, Pb), e também para outros compostos inorganicos (Se) e organicos
(MCGRATH, 1998)

A fitoestabilizacéo utiliza plantas para restringir a mobilidade e bio-disponibilidade dos
metais. As plantas que sdo empregadas devem possuir a capacidade de tolerar elevados niveis de
metais e reté-los no solo (CARL MA et al., 1997).

A rizofiltracdo é um procedimento que usa plantas terrestres para absorver, concentrar e
precipitar os contaminantes particularmente metais pesados ou elementos radiativos, através do
seu sistema radicular em ambiente aquético (GLASS, 1998).

A fitodegradacgdo é o processo no qual as plantas possuem a habilidade de degradar
poluentes organicos. Em certos casos, 0s poluentes se transformam em moléculas simples que
séo usadas para o crescimento das plantas, (CARL MA et al., 1997).

A fitoestimulacéo utiliza as raizes em crescimento (extremidades e ramificaces laterais)
para causar a propagacdo de microrganismos degradadores na rizosfera, que usam os metabdlitos
liberados das plantas como fonte de carbono e energia. Além disso, as plantas podem expelir
enzimas biodegradativas (POMPEO, 1996).
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A fitovolatizacdo é um método que envolve a introducdo nas plantas do gene bacteriano
associado a reductase do ion de mercurio, que reduz o cation ao metal (Hg), o qual é volatil a
temperatura ambiente (BROOKS, 1998).

Os contaminantes que ficam adsorvidos no solo podem sofrer transformacoes
metabolicamente pela acdo de enzimas ou por microrganismos (coldnias de bactérias ou fungos
micorrizicos) ligados simbioticamente com as raizes (MORENO & CORSEUIL, 2001),
mostrando que a rizodegradacdo e fitoacumulacdo sdo os tipos de fitorremediagdo mais

conhecidos.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas, sementes e mudas jovens de Jatoba (Hymenaea courbaril L.) e Pinhéo-
Manso (Jatropha curcas L.) procedentes do municipio de Areia localizado na microrregido do
Brejo Paraibano e campo experimental do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Alagoas — UFAL, respectivamente. O solo para montagem dos experimentos foi oriundo do
Campus Avancado da UFRPE - Estacdo Experimental de Cana-de-acUcar do Carpina
(EECAC/UFRPE), localizada no municipio de Carpina, Zona da Mata Norte de Pernambuco. O
poluente (6leo diesel) utilizado foi adquirido por meio de compra em posto de gasolina proximo
a UFRPE.

3.1 Experimento I: Efeito do solo contaminado com 6leo diesel na germinacdo de sementes
de jatoba (Hymenaea courbaril L.) e pinhdo-manso (Jatropha curcas L.). O experimento

foi realizado entre os meses de julho a setembro de 2012.
3.1.1 Local de Estudo
Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo do Laboratorio de Fisiologia

Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
Recife-PE, no periodo de julho de 2012 a Janeiro de 2013.
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3.1.2 Beneficiamento das Sementes

Apo6s a aquisicdo das sementes para desenvolvimento dos experimentos iniciou-se as
medidas biométricas de 250 sementes por espécie: comprimento longitudinal e comprimento
distal com um paquimetro da marca DIGIMESS, com precisdo de 0,002 mm. O peso foi
realizado em balanga de precisdo de 0,0001g. Para a mensuracdo do comprimento longitudinal
das sementes, fixou-se uma das faces do paquimetro, numa extremidade longitudinal da semente
e a outra na extremidade oposta. O comprimento distal também foi mensurado no sentido
transversal, com as faces do paquimetro nas duas extremidades da parte mediana das sementes.
Apos a realizacdo das medidas as sementes de H. courbaril foram submetidas a tratamento com
acido sulfarico concentrado no periodo de meia hora com a finalidade de quebrar a dorméncia
tegumentar e homogeneizar a germinacéo, sendo as sementes lavadas posteriormente em agua
corrente por 20 minutos (CARVALHO, 1994). Para as sementes de Jatropha curcas nao foi
necessario nem tipo de procedimento de quebra de dorméncia, essas foram apenas higienizadas
com hipoclorito de sodio a 5% por um periodo de 3 minutos visando a diminuicdo de
microrganismos patogénicos no ambiente onde foram coletadas, minimizando desta forma, a

probabilidade de infec¢bes por patdgenos.

3.1.3 Preparo do Solo, Montagem e Conducdo do Experimento

O solo para montagem do experimento foi seco ao ar, peneirado, homogeneizado e
colocado em bandejas com capacidade para 8 kg. O solo foi umedecido com 100% de sua
capacidade méxima de retengdo de agua (CMRA) ap6s drenagem livre, para posterior aplicagdo
do tratamento almejado, segundo metodologia descrita por Souza et al. (2000). Foi utilizado para
este experimento 50% da CMRA, adotando por base os trabalhos de Rezende (2006) e Silva
(2006), que também utilizaram 50% da CMRA, tomando por base os trabalhos de Muratova et
al. (2003) e Li et al. (1997) que utilizaram 40% e 70% de CMRA, respectivamente. Para a
quantidade de éleo diesel por kg de solo, esta também foi determinada com base no trabalho de
Rezende (2006) e Silva (2006), que apos umedecer o solo com 50% da CMRA, obteve como
resultado 92,4 mL de 6leo diesel por kg de solo, sendo essa a capacidade maxima de retencéo de

6leo diesel no solo. Para o experimento de germinacdo tomando como base os periodos de
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contaminacdo (30, 90 e 180 dias e 210, 120 e 60 dias apo6s contaminacdo do solo com oleo
diesel) utilizados pelos autores supracitados foi determinado que fosse adicionado metade do
valor encontrado (92,4 mL), ou seja, para cada 1 kg de solo foi adicionado 46,2 mL de dleo
diesel. Em seguida, as bandejas foram cobertas com plastico para manter o ambiente Umido até o

momento da semeadura.

- -
0 \ A
\
) :
| — AR

Figura 2: Preparo do solo para montagem do experimento de germinacdo. (A) solo seco, (B)
solo sendo umedecido com 50% CMRA, (C) solo sendo umedecido com ¢éleo diesel e (D) solo
coberto com pléstico para manter o solo imido até momento da semeadura.

Antes da contaminacdo com o 6leo diesel amostras de solo foram coletadas e submetidas
a analises quimicas e fisicas (Tabela 2). A anélise foi realizada pela Empresa de Analises e
Controle de Qualidade LTDA (Laboratdrio de Analises Agropecuérias — AGROLAB), localizada
em Recife-PE. O delineamento experimental foi composto por 2 espécies (H. courbaril e J.
curcas), 3 tratamentos e 5 repeticdes. Os tratamentos diferiram pelo tempo de contaminacdo, ou
seja, tratamento controle (TO) - solo sem contaminagéo (SSC), 30 (T30) e 60 (T60) dias antes do
plantio. A semeadura das sementes foi feita em julho de 2012 para todos os tratamentos ao
mesmo tempo. Para cada repeticdo (bandeja) foram plantadas 28 sementes de H. courbaril
totalizando um n = 84 sementes por tratamento e para as sementes de J. curcas foram plantadas

32 sementes por bandeja, totalizando um n = 96 sementes por tratamento. O experimento foi
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analisado de acordo com um Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), em esquema fatorial
2X3.

Tabela 2. Caracteristicas fisicas e quimicas do solo antes da contamina¢do com o0leo diesel. O
solo foi coletado em uma profundidade de 0-20 cm da Estacdo Experimental de Cana-de Acucar
- EECAC fazer Carpina / UFRPE localizados na cidade Carpina, Zona da Mata Norte de
Pernambuco, Brasil.

Analises Profundidade do solo 0-20 cm
Quimica
Condutividade elétrica 0.83dS m-1
pH 4.0
Ca* 0.81 cmolc kg-1
Mg?* 0.41 cmolc kg-1
Na* 0.32 cmolc kg-1
N 1.80 g kg-1
P 41 mg kg-1
K* 0.06 cmolc kg-1
Al%* 3.10 cmolc kg-1
Matéria Organica 38.27 gkg-1
Fisica
Porosidade Total 45%
Densidade Aparente 1.42 gcm3
Densidade Real 2.58 gcm3
Areia 69.1%
Silte 10.4%
Argila 20.5%
Classificagao Textural Franco-Argilo-Arenoso

Curva de Retencdo da Umidade
Umidade em 1.5 MPa 14%
Umidade em 0.03 MPa 18.9%
Agua (il 4.9%
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3.1.4 Analise da Germinacéao (%G, IVG e TMG)

As bandejas foram regadas diariamente com a finalidade de manter os 50% da CMRAS.
Apos a semeadura, a avaliacdo da germinacgéo foi feita diariamente durante 30 dias consecutivos.
A germinacdo foi avaliada mediante contagem diéria do nimero de plantulas emergidas, usando-
se como critério botanico o surgimento do epicoétilo na superficie da bandeja. Depois de 30 dias
da semeadura foram feitas as selecGes de 60 plantulas (30 plantulas de H. courbaril e 30
plantulas de J. curcas), nessa mesma data avaliaram-se a porcentagem de germinacdo (numero
de sementes emergidas em relacdo ao numero das semeadas) e o indice de velocidade de
emergéncia (IVE), conforme Vieira e Carvalho (1994): em que, E1, E2, ... En sdo 0s nimeros de
plantulas emergidas, computadas na primeira, segunda e ultima contagem e N1, N2, ... Nn sdo 0s

nameros de dias da semeadura a primeira, segunda e ultima contagem, respectivamente.

IVE= EL+E2=..En
NI N2 Nn

O Tempo médio de germinacdo foi obtido através de contagens didrias das sementes
germinadas até o trigésimo dia ap6s a semeadura e calculado através da formula abaixo, proposta

por Labouriau (1983), sendo os resultados expressos em dias.

TMG = (ni*ti) /) ni, em que:

TMG = tempo médio de germinacao (dias),
ni = numero de sementes germinadas no intervalo entre cada contagem;
ti = tempo decorrido entre o inicio da germinacéo e a décima

contagem.

Diariamente, foram tomadas medidas da temperatura do ar (Tar °C) e umidade relativa do

ar (UR%) no interior da casa de vegetacdo com o auxilio de um datalogger da marca ONSET.



39

3.1.5 Anadlise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey com nivel de probabilidade a 5% com o auxilio do

software Assistat versdo 7.5 beta (2008).

3.2 Experimento I1: Caracterizacao Fisioldgica e Bioguimica no desenvolvimento inicial de
plantas jovens de jatoba (Hymenaea courbaril L.) e pinhdo-manso (Jatropha curcas L.)

submetidas a deficit hidrico e contaminagdo com 6leo diesel

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacdo do Laboratério de Fisiologia Vegetal
do Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE. Para o
desenvolvimento deste experimento foram utilizadas as mesmas espécies (H. courbaril e J.
curcas) e 0 mesmo solo para montagem do experimento de germinacdo. Foram selecionadas as
plantulas mais uniformes do tratamento controle (TO) do experimento de germinagdo. As mudas
de H. courbaril e J. curcas tinham 2 meses de idade e foram selecionadas quanto a sanidade e
altura, com aproximadamente 22 cm e 17 cm, respectivamente.

As plantas foram transferidas para vaso de polietileno, uma planta por vaso, com
capacidade para 3 kg de solo. Durante o periodo de aclimatagdo de 60 dias, os vasos foram
mantidos na capacidade de pote (100%) determinada previamente pelo método gravimétrico,
segundo metodologia descrita por Souza et al. (2000). O solo para montagem do experimento foi
0 mesmo utilizado para o experimento de germinagdo. Também se tomou como base os trabalhos
de Rezende (2006) e Silva (2006), tanto para percentual de agua retida (50% CMRA) como
quantidade de 6leo por kg de solo (46,2 mL).
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Figura 3: Transplantio de mudas de jatoba (Hymenaea courbaril L.) e pinhdo-manso (Jatropha
curcas L.). Em A e B, avalia¢des biométricas das mudas; e em D, replantio das mudas em local
determinado.

Apos esse periodo foram realizadas as diferenciagGes dos tratamentos. O delineamento
experimental utilizado foi em esquema fatorial, constituido de 2 espécies (H. courbaril e J.
curcas), 3 tratamentos TO — controle (100% da capacidade maxima de retencdo de agua no solo —
solo isento de contaminacdo), T1 (50% da capacidade maxima de retencdo de agua no solo +
adicdo de 23 mL de diesel por kg de solo) e T2 (50% da capacidade méaxima de retencdo de agua
no solo + 46,2 mL de diesel por kg de solo) e 2 epocas de avaliacdo (3 e 192h apds contaminacéo
do solo) com 5 repeticdes, totalizando 60 unidades experimentais.

A superficie dos vasos foi coberta com circunferéncias de plastico branco para minimizar
a perda de agua do solo por evaporacdo. Foi feita a reposicdo da agua evapotranspirada
diariamente através do método da pesagem dos vasos. Para esse procedimento foi utilizada uma
balanca da marca Filizola com capacidade para 15 kg.

Diariamente, foram tomadas medidas da temperatura do ar (Tar °C) e umidade relativa do

ar (UR%) no interior da casa de vegetacdo com um datalogger da marca ONSET.
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3.2.1 Curso Diério das Trocas Gasosas

Antes da diferenciacdo dos tratamentos foi realizada a avaliacdo da taxa de
fotossintese liquida realizada a cada 2h (09:00h, 11:00h, 13:00h, 15:00h e 17:00h). Apoés
avaliacdo do curso diario foi determinado que as avaliagfes fossem feitas entre 11:00h e 13:00h,
horario onde se contatou uma maior abertura estomatica (Figura 5), utilizando-se um analisador
portatil de CO; a infravermelho (IRGA, ADC modelo LCi Pro, Hoddesdon, UK).

Curso Diario da Taxa Fotossintética

16,00 4
14,00 4
12,00 4
10,00 4

8,00 A1

—&—Hymenaea courbaril

—i—Jatropha curcas
6,00 4

A (pmol CO2m-25-1)

4,00 1
2,00 A1

0,00 d

09:00 11:00 13:00 15:00 17:00

Horarios de Avaliacao

Figura 4. Curso diario da taxa fotossintética de plantas jovens de jatoba (Hymenaea
courbaril L.) e Pinhdo-Manso (Jatropha curcas L.) cultivadas em casa de vegetacdo. Letras
minusculas e iguais comparam as espécies dentro dos tratamentos (horario de avaliacdo). Medias
seguida de mesma letra ndo diferem entre si, a 5 % de probabilidade, pelo teste Tukey.

3.2.2 Descricdo as Variaveis Fisioldgica

Todas as variaveis fisiologicas e bioquimicas descritas a seguir foram realizadas as 3h e
192h apds contaminacdo do solo com o6leo diesel. As épocas escolhidas obedeceram como
critérios o estresse inicial e o tardio, ou seja, quando as plantas ainda ndo apresentavam e quando
apresentavam sintomas visiveis de toxicidade. A diferenciacdo dos tratamentos foi feita no dia 8

de janeiro as 09:00h da manha e o final do periodo experimento foi dia 16 de janeiro.
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3.2.3 Trocas Gasosas

As trocas gasosas foram realizadas entre 11:00h e 13:00h, horario previamente
determinado com sendo o de maior abertura estomatica determinado ap0ds realizacdo do curso
diério das trocas gasosas (Figura 4). Foram avaliadas a fotossintese (A), transpiracdo (E) e a
condutancia estomatica (gs) em folhas maduras e completamente expandidas, localizadas no
terco médio superior das plantas, utilizando-se o medidor portatil de CO; a infravermelho
descrito anteriormente. Simultaneamente foram registrados no interior da casa de vegetacdo 0s
valores de temperatura do ar (Tar) e umidade relativa do ar (UR), registrados por um termo-
higrometro digital da marca Incoterm (modelo 7429).

3.2.4 Medidor Portétil de Clorofila (MPC) — SPAD

O indice de clorofila das folhas foi estimado meia hora antes da realizacdo das trocas
gasosas entre 11:30 e 12:00 horas, com o Medidor Portéatil de Clorofila, modelo SPAD-502 “Soil
Plant Analiser Development” (Minolta, Japao). Foram realizadas dez leituras nas mesmas partes

das folhas utilizadas na avaliagdo das trocas gasosas.

3.2.5 Potencial Hidrico Foliar

As folhas para determinacdo do potencial hidrico foliar (Wwf) foram coletadas ap6s
realizacdo das trocas gasosas entre 12:00h e 13:00h. As mesmas folhas utilizadas para a
realizacdo das medidas com o IRGA foram destacadas, envolvidas em filme plastico e
armazenadas em recipiente refrigerado para a determinacdo do potencial hidrico foliar (Ww),
utilizando-se a camara de pressédo de Scholander, segundo metodologia descrita por Scholander
etal., (1965).

3.2.6 Teor Relativo de Agua

O Teor Relativo de Agua (TRA) foi determinado em folhas laterais as folhas usadas para

as avaliacOes das trocas gasosas e do potencial hidrico. Foram retirados seis discos do limbo
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foliar sem a nervura central, com diametro de 1,0 cm. Os discos foram imediatamente pesados
para obtencdo do peso da matéria fresca (PF). Em seguida, foram acondicionados em placas de
Petri, com papel filtro, contendo 5 ml de agua deionizada, as quais foram mantidas em geladeira
por um periodo de 24 horas.

Ap0s esse periodo, 0 excesso da agua foi retirado com papel absorvente e os discos foram
novamente pesados para obtencdo do peso da matéria turgida (PT), em seguida estes foram
colocados em saco de papel e posteriormente levados a estufa de circulacéo forcada de ar a 65°C,
até atingirem peso constante, obtendo-se assim 0 peso da matéria seca (PS). De posse desses
dados, o TRA foi calculado utilizando-se a férmula descrita em Cairo (1995) como segue:

rRA=F=PS 100
PT — PS

3.2.7 Determinacéo dos Pigmentos Fotossintéeticos
Clorofila a, Clorofila b, Clorofila total e Carotenoides

Para determinacdo das concentracfes dos pigmentos fotossintéticos foram utilizadas as
mesmas folhas onde foram realizadas as medidas com o IRGA. As folhas coletadas foram postas
em sacos plasticos e condicionadas em isopor com gelo. No laboratério, as mesmas foram
rapidamente lavadas para remover poeira e outras sujeiras, secas em papel absorvente, em
seguida foram separadas e pesados em balanca analitica cerca de 100 mg de matéria fresca do
limbo foliar. Os limbos foliares separados e pesados foram picotados em pequenos fragmentos e
acondicionados em tubos de ensaio, na sequéncia foram adicionados em cada tubo 10 mL do
extrator escolhido (acetona pura). Para evitar reacdes do material com a luz, os tubos foram
previamente envoltos em papel aluminio e permanecerem em local escuro e refrigerado
(geladeira).

Apos um periodo de 24 horas quando os fragmentos estavam completamente
despigmentados, as amostras foram retiradas da geladeira e conduzidas para realizagdo das
leituras em espectrofotdmetro nos devidos comprimentos de onda de 662, 645 e 470 nm, para a

determinacdo da clorofila a, b e carotendides, respectivamente, de acordo com a metodologia
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descrita por Lichtenthaler e Buschmann (2001) e os valores estimados de acordo com as

seguintes formulas:

Cla(mg/l) = 11,24 x Ass1.6 — 2,04 X Asss8
Clo (mg/l) = 20,13 X Asasa.8 — 4,19 X Ass1.6
Cliotal (mg/l) = 18,1 X Asass + 7,1 X Ass16
Carotendides (mg/l) = (1000 x Aa7o — 1,90 [Cla] — 63,14 [Cl])/214

3.2.8 Danos na Membrana (vazamento de eletrolitos)

O grau de integridade das membranas foi estimado pala analise de vazamento de
eletrdlitos (ALVES et al., 2009, com modificagdes). Foram coletadas dez amostras de folhas
localizadas abaixo das folhas onde foram realizadas as avaliagdes das trocas gasosas, com area
de 0,5 cm? (0,5 cm base x 1,0 cm altura) de cada repeticdo, essas amostras foram colocadas em
tubo de ensaio com 10 mL de agua destilada e incubada em banho-maria a 25°C por 24h.

Apos o periodo de incubacdo foi determinada a condutividade elétrica do extrato (C1)
com condutivimentro (PHTEK CD 203), expresso em uS.cm™. Em seguida, as mesmas amostras
foram colocadas em banho-maria a 100°C por 1h. Apds resfriamento até temperatura ambiente
foi realizada a leitura da condutividade elétrica do extrato (C2). O percentual de vazamento de
eletrdlitos, proporcional principalmente aos danos na membrana plasmatica, foi estimado pela

seguinte formula:
%DM: (C1/C2)x100
3.2.9 Solutos Organicos
Carboidratos soluveis totais, Aminoacidos livres, Prolina livre e Proteinas Sollveis
Para a quantificacdo dos solutos organicos, foram coletadas 1 g de matéria fresca do

limbo foliar, que foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente

conservadas em freezer -80 °C. Para o preparo dos extratos, as amostras foram maceradas em
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cadinho de porcelana com pistilo, em nitrogénio liquido, até a obtencdo de um po6 fino onde foi
adicionado 4 mL de solucdo tampéao fosfato de potéassio 100 mM, pH 7,0 contendo EDTA a 0,1
mM. O material foi filtrado em um tecido de musselina, colocado em eppendorfs e centrifugado
a 15000 rpm por 10 min, em centrifuga marca Minispin. O precipitado foi descartado e o
sobrenadante utilizado para as andlises dos teores de carboidratos solUveis totais, prolina livre e
aminoacidos livres.

Os carboidratos sollveis totais foram determinados pelo método do fenol-acido sulfirico
(DUBOIS et al., 1956) utilizando-se D-(+)-glucose como padrdo, fazendo leitura em
espectrofotdbmetro a 490 nm. A concentra¢do de prolina livre foi determinada pelo método da
ninhidrina e acido fosforico a 520 nm, segundo a metodologia de Bates (1973), utilizando-se a
prolina como padrdo. Os aminoacidos livres analisados pelo método da ninhidrina (YEMM,;
COCKING, 1955), utilizando-se glicina ou leucina como padréo, com as leituras realizadas na
faixa de 570 nm. Quanto aos teores de proteina, estes foram quantificados, aplicando-se a
metodologia da ligacdo ao corante coomassie brilliant blue (BRADFORD, 1976), utilizando

albumina sérica bovina como padréo.

3.2.10 Anélise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey com nivel de probabilidade a 5% com o auxilio do
software Assistat versdo 7.5 beta (2008).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento |I: Efeito do solo contaminado por dleo diesel na germinacdo de sementes de

jatoba (Hymenaea courbaril L.) e pinhdo-manso (Jatropha curcas L.).

Os resultados estdo apresentados de forma a discutir em primeiro lugar os dados biométricos,
porcentagem de germinacéo, indice de velocidade de germinacdo e tempo médio de germinacao

de sementes de Jatoba (Hymenaea courbaril) e Pinhdo-Manso (Jatropha curcas).



46

Durante o periodo experimental foram monitoradas as condi¢Ges ambientais no interior
da casa de vegetacdo (médias da temperatura e umidade relativa do ar) medidas com um
datalogger, aproximadamente 96 medidas ao dia e estas variaram de 27,69°C a 30,39 e de 58% a
78%, respectivamente (Figura 7).

4.1.1. Anélises Morfo-biométricas

Na biometria das sementes de H. courbaril e J. curcas, foi verificado que os
comprimentos longitudinal, distal e pesos obtiveram médias de 25,04 mm, 17,50 mm e 4,68 g e
17,46 mm, 10,82mm e 0,671g respectivamente (Tabela 3). Estes resultados caracterizam uma
alta variabilidade biométrica entre as sementes de ambas as espécies. Essa distin¢cdo quanto ao
comprimento, largura e peso sdo muito relevantes, pois refletem a qualidade fisioldgica das

sementes e sua eficiéncia germinativa (SARUKHDN, 1984).

Tabela 3. Dados biométricos de sementes de jatoba (Hymenaea courbaril L) e pinhdo-manso
(Jatropha curcas L.) com as médias, desvios padrdo e amplitude maximos e minimos dos
comprimentos longitudinal, distal e peso.

Sementes de Hymenaea courbaril

Variaveis Médias Desvio Padrao Amplitude de
Variacédo
Comprimento Longitudinal 25,04 +1,92 21,10 - 28,90
(mm)
Comprimento Distal (mm) 17,50 +1,56 14,56 - 21,66
Peso (g) 4,68 10,67 2,91 -5,97
Sementes de Jatropha curcas
Variaveis Médias Desvio Padrdo Amplitude de
Variagdo
Comprimento Longitudinal 17,46 +0,84 15,61 — 19,88
(mm)
Comprimento Distal (mm) 10,82 +0,48 9,35-12,27

Peso (q) 0,67 +0,11 0,355 — 0,849
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Segundo Oliveira (2007), o tamanho da semente, em muitas espécies, € indicativo de sua
qualidade fisioldgica, e as sementes pequenas, dentro de um mesmo grupo, apresentam menor
taxa de germinagdo e vigor do que as medianas e grandes. Essas caracteristicas biométricas
demonstram sua habilidade para desenvolver fungdes vitais, compreendendo germinacgéo, vigor e
longevidade. Assim, sementes com maior peso e tamanho, frequentemente, foram mais bem
nutridas durante o seu desenvolvimento, possuindo embriGes mais bem formados e com maior
quantidade de substancias de reserva, sendo, consequentemente, mais vigorosos (CARVALHO E
NAKAGAWA, 2000).

4.1.2. Anélise da Germinacéo

A germinabilidade de sementes de H. courbaril e J. curcas foram totalmente inibidas
pelo solo contaminado com oleo diesel para ambos os tratamentos (T30) e (T60) (Tabela 4).
Apesar de muitos estudos relatarem que houve reducdo da germinabilidade (ADAM; DUNCAN,
2002; BAEK et al., 2004; REZENDE, 2006 e INCKOT, 2007), em solo contaminado por
petréleo e seus derivados, estes ndo apresentaram auséncia na germinagdo como ocorreu no
presente estudo. Tal fato pode estar atrelado as espécies escolhidas e ao tipo de solo utilizado,
pois resultados podem diferir de acordo com a espécie, o tipo de solo a concentracdo e o tipo de
contaminante utilizado (ADAM; DUNCAN, 2002; MERKL et al., 2004). Muitos foram os
trabalhos desenvolvidos com sementes pertencentes a diferentes grupos: nativas, exéticas,
oleaginosas com potencial de producdo de biodiesel, gramineas e florestais (Schinus
terebinthifolius — Aroeira-da-praia, Ricinus communis - Mamona, Helianthus annuu - Girassol,
Glicine max - Soja, Acacia holosericea - Acacia, Brachiaria brizantha, Tibouchina granulosa -
Quaresmeira, Typha latifolia — TabUa, Sebastiania commersoniana, dentre outras), que
obtiveram éxito no processo germinativo, porém nao foi verificado na literatura trabalhos de
germinacdo com contaminacgao por petroleo e ou seus derivados para as espécies de Hymenaea
courbaril e Jatropha curcas. Desta forma, os resultados aqui observados indicam intolerancia
germinativa das espécies a contaminacgéo do solo utilizado (solo franco-argilo-areanoso) por um

periodo de incubacao de 30 e 60 dias.
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Tabela 4: Valores médios de percentual de germinacdo (%G), indice de velocidade de
germinacdo (IVG) e tempo médio de germinacdo (TMG) de sementes de Hymenaea courbaril e
Jatropha curcas, submetidas a diferentes épocas apds contamina¢do do solo com 6leo diesel

Sementes de Hymenaea courbaril

Tratamentos Germinabilidade (%) 1VG (plantula/dia) TMG (dia)
TO (SSC) 84,51 17,29 1,407
T30 0 0 0
T60 0 0 0
Sementes de Jatropha curcas
Tratamentos Germinabilidade (%) 1VG (plantula/dia) TMG (dia)
TO (SSC) 82,29 12,02 3,037
T30 0 0 0
T60 0 0 0

Para as sementes de Hymenaea courbaril e Jatropha curcas no tratamento controle,
como podemos verificar a germinagdo ocorreu entre 0 15° e 4° dia ap6s semeadura (Figura 8),
respectivamente. Diante da germinabilidade das sementes do tratamento sem aplicacdo do 6leo
diesel podemos afirmar que as sementes encontravam-se em perfeitas condi¢des de sanidade e
vigor, pois o tratamento sem contaminacdo apresentou percentual de germinagdo (%G) de
84,51% e 82,29%, indice de velocidade de germinacdo (IVG) de 17,29 e 12,02 (plan/dia) e
tempo médio de germinacdo (TMG) de 1,407 e 3,037 (dia) (Tabela 5). Estas médias de %G, IVG
e TMG encontrados no presente estudo para as espécies em condi¢des 6timas, corroboram com
as médias encontradas por diversos autores (VANZOLINI 2010; BRAGA 2010; DOURADO,
2009; SILVA, 2008; CARPANEZZI; MARQUES, 1981; CRUZ et al., 2001; CARVALHO,
2000), que avaliando o comportamento germinativo das sementes observaram os mesmos valores

das variaveis aqui analisadas.
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Figura 5: Germinagdo acumulada de sementes de Jatobd (Hymenaea courbaril L.) e Pinhdo-Manso
(Jatropha curcas L.) em solo sem contaminacdo com 6leo diesel.

A literatura reporta que a toxicidade causada por hidrocarbonetos no processo
germinativo de sementes foi verificada por diversos autores (BAKER, 1970, ADAM &
DUNCAN, 2002, REZENDE, 2006, SILVA, 2006, INCKOT, 2007). A forte inibicdo causada
pelo 6leo na germinagdo pode esta atrelada a morte do embrido em virtude da penetracdo do 6leo
na semente, ou pela diminuicdo da absorcdo de agua e oxigénio devido a impermeabilidade
superficial causada pelo 6leo em volta da semente (BAKER, 1970).

Segundo Amakiri e Onofeghara (1984) citado por Silva (2006), em sementes de
dicotiledbneas, o Oleo pode penetrar via micropila (pequenos orificios que atravessam a
membrana do Ovulo para permitir a fecundacdo ou alimentacdo) ou através de algum dano
causado no tegumento. O revestimento tegumentar das sementes varia muito entre as espécies
denotando uma caracteristica de resisténcia muito importante que confere protecdo a diversos
tipos de injdrias que podem ocasionar disturbios as células do embrido ndo permitindo a
germinacao.

Segundo Adam e Duncan (2002) a composicdo do 6leo diesel contém componentes
volateis (hidrocarbonetos leves), com capacidade de penetracdo através do protoplasma das
células. As pequenas moléculas de hidrocarbonetos que entram nas plantas acarretar efeitos
nocivos, explicando auséncia e/ou atraso na germinacao dependo da espécie envolvida.

Em seu estudo com Schinus terebinthifolius, Rezende (2006) e Sebastiania

commersoniana, Silva (2006), observaram que os solos contaminados que ficaram por periodos
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de 180 e 90 e 120 e 210 dias, respectivamente, encubados em estufa volatilizaram uma maior
quantidade de hidrocarbonetos de baixo peso molecular, esclarecendo o motivo de um maior
numero de sementes germinadas, %G e IVG mais altos em rela¢do aos tratamentos T30 e T60,
respectivamente, que obtiveram um menor percentual de germinacdo. Uma possivel explicacéo
para a germinagcdo das espécies supracitadas pode esta relacionada ao tipo de solo que foi
utilizado, solo da Regido de Araucaria-PR do tipo gleissolos melanicos, caracterizado por
possuir textura argilosa, sendo encontrado em relevo plano de varzeas. Este tipo de solo possui
teor de matéria organica relativamente alta e, em consequéncia, a capacidade de troca de cations
também é alta. Apresentam baixo teor de fésforo natural (REZENDE, 2006; FASOLO et al.,
2002).

Como podemos verificar mesmo usando metade da quantidade de 6leo diesel utilizada
por Rezende (2006) e Silva (2006), os periodos de incubacdo de 30 e 60 dias ndo foram
suficientes para uma maior volatilizacdo dos hidrocarbonetos do solo. Tal fato pode esta
relacionada ao tipo de solo utilizado por estes autores.

Outra possivel explicacdo para auséncia da germinacao para os tratamentos (T30 e T60)
do presente estudo pode esta aliada com a barreira fisica ocasionada pelo 6leo diesel. Os
tratamentos T30 e T60, por terem tido um curto espaco de tempo entre a contaminagdo e a
semeadura e sendo o 6leo diesel hidrofobico, pode ter recoberto as sementes, acarretando com
iSs0 um obstaculo a entrada de agua e oxigénio para o interior da semente (REZENDE, 2006).
Sabe-se que para gque ocorra a germinacdo, a semente deve passar pelas fases de embebicéo e
troca de gases (Labouriau, 1983), indicando que a auséncia da germinacdo apresentada pelas
espécies nos tratamentos T30 e T60 foram significativamente afetadas pelo tempo de aplicagdo

do contaminante.
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4.2 Experimento 11: Caracterizacdo Fisiologica e Bioquimica no desenvolvimento inicial de
plantas jovens de jatoba (Hymenaea courbaril L.) e pinhdo-manso (Jatropha curcas L.)

submetidas a diferentes dosagens com 6leo diesel.

4.2.1 Condigdes climaticas na ocasido das coletas

Apos diferenciacdo dos tratamentos TO (controle), T1 (23 mL de diesel por kg/solo) e T2
(46,2 mL por kg/solo) verificou-se que a Tar média no momento da primeira (3h) e segunda
coletas (192h) nos horérios entre 11:00 e 13:00h foram de: 37,26°C e 39,24 °C variando de
32,62°C a 39,34°C e 36,1°C e 40,7°C, respectivamente. A UR média nas mesmas condigdes foi
de 44% e 40% variando de 38% a 57% e 36% a 48%, respectivamente. Estes valores de elevadas
temperaturas e baixa umidade, refletem as condic¢des das altas intensidades luminosas e elevada

demanda evaporativa.

4.2.2 Andlise das Variaveis Fisiologicas

De maneira geral todos os parametros estudados foram afetados significativamente pela

contaminacdo do solo com 6leo diesel.

4.2.3 Avaliacdo das Trocas Gasosas

Fotossintese (A), Transpiracdo (E) e Conduténcia Estomatica (gs)

Avaliando conjuntamente as variaveis das trocas gasosas para as plantas de H. courbaril
e J. curcas, a fotossintese — A, transpiracdo - E e condutancia estomatica- gs apresentaram apés
3h de imposicdo do estresse comportamentos similares, ou seja, as primeiras horas apds
aplicacdo do 6leo diesel promoveu um elevado incremento para essas varidveis nos tratamentos
T1 e T2, onde as plantas de H. courbaril e J. curcas aumentaram suas taxas em: 127% e 169%;
96,24% e 190% e 401,5% e 651,87%, respectivamente, em relacdo ao tratamento controle (TO).
No entanto, apesar das plantas apresentarem tdo elevadas taxas de A, E e gs nas primeiras horas

apos a aplicacdo do estresse, o fechamento estomatico foi inevitavel (condutancia estomética = 0
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mol H.0.m2.s) ocorrendo apés 192h para os mesmos tratamentos. Os valores obtidos para as
espécies de H. courbaril e J. curcas foram de: 0,1797 e 0,4477; 0,6602 e 0,3495 umol de CO..
m?s? para a fotossintese, 0,3395 e 0,1764; 0,2016 e 0,2155 mmol de H.O.ms? para
transpiracéo, respectivamente (Figura6A e B, 7A e B e 8A e B).

Um fato que merece destaque sdo as plantas do tratamento controle (TO) que
apresentaram reducdes drasticas das trocas gasosas em relacdo aos demais tratamentos na
primeira avaliacdo. Essas reducdes possivelmente estdo atrelado as condi¢Bes climaticas,
temperatura e umidade relativa do ar (37,26°C e 44%), respectivamente, no momento das
avaliagOes.

Em condi¢Bes naturais e agriculturaveis, as plantas estdo frequentemente expostas as
flutuacBes climéticas. Alguns fatores dessa natureza, como a temperatura e a umidade do ar
podem se tornar estressantes em poucos minutos; enquanto outros como a disponibilidade de
agua no solo, podem levar dias ou até mesmo semanas para se manifestar ou ainda, fatores tais
como, a deficiéncia nutricional no solo que necessita de meses para ser visualizada (TAIZ;
ZEIGER, 2004).

Uma possivel explicacdo para as elevadas taxas fotossintéticas nas primeiras horas apés
aplicacdo do O&leo diesel pode esta relacionada com as elevadas concentracdes dos
hidrocarbonetos presentes em sua composic¢do. Por ser um combustivel derivado do petroleo,
constituido basicamente por hidrocarbonetos, atomos de carbono, hidrogénio e em baixas
concentracfes por enxofre, nitrogénio e oxigénio e por seu carater hidrofobico, o 6leo diesel
pode ter tornado as moléculas de d4gua mais disponiveis para as plantas nas primeiras horas,
promovendo um obstaculo entre a interface solo/ar. Este fato proporcionou as plantas uma
momentanea disponibilidade hidrica, onde era de se esperar que as trocas gasosas nao fossem

inicialmente afetadas.
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Figura 6: Taxas fotossintéticas em mudas de Hymenaea courbaril L. (A) e Jatropha curcas
L.(B) submetidas a diferentes concentracfes de 6leo diesel no solo. Letras mindsculas e iguais
comparam 0s tratamentos e letras mailsculas e iguais comparam as épocas (3h e 192h) apds
contaminacdo com oOleo diesel. Medias seguida de mesma letra ndo diferem entre si, a 5 % de
probabilidade, pelo teste Tukey.
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Figura 7: Taxas transpiratorias em mudas de Hymenaea courbaril L. (A) e Jatropha curcas
L.(B) submetidas a diferentes concentragdes de 6leo diesel no solo. Letras mindsculas e iguais
comparam o0s tratamentos e letras maiusculas e iguais comparam as épocas (3h e 192h) apos
contaminagdo com Oleo diesel. Medias seguida de mesma letra ndo diferem entre si, a 5 % de
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Figura 8: Condutancia Estomatica em mudas de Hymenaea courbaril L. (A) e Jatropha curcas
L.(B) submetidas a diferentes concentracfes de 6leo diesel no solo. Letras mindsculas e iguais
comparam 0s tratamentos e letras mailsculas e iguais comparam as épocas (3h e 192h) apds
contaminacdo com oOleo diesel. Medias seguida de mesma letra ndo diferem entre si, a 5 % de
probabilidade, pelo teste Tukey.

Entretanto, com o prolongamento do estresse, os hidrocarbonetos foram adsorvidos aos
pélos radiculares e a superficie de absorcdo de agua pelas raizes, foi suprimida acarretando,
deficiéncia hidrica, respiratoria e nutricional as plantas (BAKER, 1970). Segundo Larcher (2006)

quando a disponibilidade de agua no solo é menor que a exigida pela planta, todos 0s processos
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metabdlicos do vegetal sdo comprometidos, ocorrendo decréscimo da pressao de turgor e como
consequencia provocando a murcha das folhas, paralisando a acdo mecanica da agua para o
interior da célula que iria proporcionar a redugdo do volume celular. Este efeito causado pela
baixa disponibilidade hidrica sobre o desenvolvimento dos vegetais vai depender da magnitude e
duracdo do estresse, bem como da capacidade genética das plantas em responderem as mudancas
ambientais (SILVA; NOGUEIRA, 2003).

4.2.4 Estimativa de Pigmentos Fotossintéticos

Medidor portatil de clorofila (MPC) — SPAD

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que apds 3h e 192h de aplicacao
do estresse, foram verificadas diferencas significativas no indice de clorofila (Figura 9). Apo6s
3h de exposicdo ao Oleo diesel as plantas de H. courbaril no tratamento T1 apresentou a melhor
média para o teor de clorofila, 49,03, enquanto nos tratamentos TO e T2 foram observadas as
menores médias, 44,26 e 41,30, respectivamente (Figura 9A), uma reducdo aproximada de 10%
e 16% na estimativa do indice de clorofila dessas plantas em relacdo as plantas do T1. Para
plantas de J. curcas ndo foram verificadas diferencas significativas para as primeiras 3h apos
imposicgéo do estresse (Figura 9A e B).

O contrario foi visto ap6s 192h, quando as plantas de H. courbaril e J. curcas
apresentaram aumentos significativos em relacdo a seus indices de clorofila. Para as plantas de
H. courbaril foi verificado um aumento na ordem de 22,12% para o tratamento T2 em relacdo as
plantas do tratamento TO (Figura 9A).

Ja para plantas de J. curcas diferencas significativas foram verificadas para as plantas do
tratamento T1 (39,06) e T2 (39,10) em relacdo ao tratamento controle que obteve a menor média
(30,50) (Figura 9B).
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Figura 9: indice de clorofila SPAD (medidor portatil de clorofila-MPC) em mudas de
Hymenaea courbaril L. (A) e Jatropha curcas L.(B) submetidas a diferentes concentracGes de
6leo diesel no solo. Letras minusculas e iguais comparam os tratamentos e letras maiusculas e
iguais comparam as épocas (3h e 192h) apds contaminacdo com 6leo diesel. Medias seguida de
mesma letra ndo diferem entre si, a 5 % de probabilidade, pelo teste Tukey.

A avaliacgdo do indice de clorofila da folha é uma caracteristica bastante importante para
os estudos da fisiologia vegetal, pois pode ser indicadora de senescéncia foliar (Noodén et al.,
1997), teor de nitrogénio nas folhas (Esposti et al. 2011), além de poder ser alterada em resposta
aos estresses ambientais (NEUFELD et al., 2006). Técnicas empregadas para avaliacdo do teor
de clorofila demandam destruicdo das folhas, o que é desvantajoso em pesquisas que buscam
determinar o efeito da ontogénese das folhas no grau de coloracédo verde, além de serem técnicas
demoradas e de alto custo (CARVALHO, 2012). Por isso 0 MPC esta sendo bastante utilizado,
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pois fornece leituras que podem ser relacionadas com o teor de clorofila presente na folha sem
destrui-las, com medicdes rapidas e praticas a um baixo custo (SINGH et al., 2010).

Com os resultados obtidos pode-se perceber nas avaliaces com MPC, que as plantas ndo
sofreram com deficiéncia de nitrogénio (N), elas fecharam os estdmatos para impedir a saida do
vapor de agua (transpiracdo), em virtude da indisponibilidade de absor¢do da mesma pelas
raizes. Por possuir em sua composicdo nitrogénio, a aplicagdo do Oleo diesel aumentou a
concentracdo deste elemento no solo, sendo este absorvido pela planta. O nitrogénio € um
elemento essencial (N), requerido em maior concentragdo pelas plantas e constituinte de muitos
compostos, inclusive proteinas e acidos nucleicos e que possui uma grande mobilidade dentro da
planta, alem de fazer parte da composi¢do do anel porfirico das clorofilas, este anel é composto
por uma molécula de magnésio (Mg) rodeada por moléculas de nitrogénio (N). Observou-se que
a medida que as folhas foram ficando velhas, sintomas como clorose (amarelecimento das folhas
velhas) e necrose foram evidenciadas com consequente abscisdo foliar, esses sintomas indicam
deficiéncia de nitrogénio (LACERDA, 2002), e como as avalia¢cdes eram realizadas sempre nas
folhas do terco médio superior ndo foi constado declinio no indice de clorofila pelo MPC, devido

a esta eficiente mobilidade desse elemento em migrar das folhas velhas para as folhas jovens.

4.2.5 Concentragdo dos Pigmentos Fotossintéticos

Clorofila a, Clorofila b, Clorofila Total e Carotendides

Para os teores de clorofila a, apds 3h de imposicdo do estresse ndo foram verificadas
diferencgas significativas para nenhuma das espécies em nenhum dos tratamentos. De forma
contraria, apds 192h, observou-se que plantas de H. courbaril aumentaram seus teores de
clorofila a para o tratamento T2 com incrementos na ordem de 150% em relacdo ao tratamento
TO (Figura 10A e B).

Ja para a clorofila b e clorofila total apenas as plantas de H. courbaril apés 3h de
aplicacdo do estresse apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos. Foram
verificados incrementos na ordem de 87,93% e 81,91% para o tratamento T2, respectivamente,
em comparacdo aos tratamentos TO. Apds 192h foi verificado que plantas de H. courbaril e J.

curcas aumentaram em 111,71% e 122,52% e 54,27% e 26% as concentracdes de clorofila b e
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clorofila total, respectivamente para o tratamento T2 em relagcdo aos tratamentos TO (Figura 11A
e B e Figura 12A e B).
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Figura 10: Teores de clorofila a em mudas de Hymenaea courbaril L. (A) e Jatropha curcas
L.(B) submetidas a diferentes concentracbes de 6leo diesel no solo. Letras mindsculas e iguais
comparam 0s tratamentos e letras mailsculas e iguais comparam as eépocas (3h e 192h) apos
contaminacdo com oOleo diesel. Medias seguida de mesma letra ndo diferem entre si, a 5 % de
probabilidade, pelo teste Tukey.
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Figura 11: Teores de clorofila b em mudas de Hymenaea courbaril L. (A) e Jatropha curcas
L.(B) submetidas a diferentes concentracdes de 6leo diesel no solo. Letras minusculas e iguais
comparam 0s tratamentos e letras maiusculas e iguais comparam as épocas (3h e 192h) apo6s
contaminacdo com Gleo diesel. Medias seguida de mesma letra ndo diferem entre si, a 5 % de
probabilidade, pelo teste Tukey.
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Figura 12: Teores de clorofila total em mudas de Hymenaea courbaril L. (A) e Jatropha curcas
L.(B) submetidas a diferentes concentragdes de 6leo diesel no solo. Letras mindsculas e iguais
comparam 0s tratamentos e letras maiusculas e iguais comparam as épocas (3h e 192h) apos
contaminagdo com Oleo diesel. Medias seguida de mesma letra ndo diferem entre si, a 5 % de
probabilidade, pelo teste Tukey.

Para os carotenoides diferencas significativas s6 foram verificadas para as plantas de H.
courbaril. Estas diferencas foram observadas as 3h e 192h de imposicdo ao estresse com
incrementos na ordem de 142,20% e 81,64% para o tratamento T2 em comparacao ao tratamento
TO (Figura 13A e B). Comparando as épocas (3h e 192h) em relacdo a clorofila a (Figura 10A e
B), clorofila b (Figura 11A e B), clorofila total (Figura 12A e B) e carotendides (Figura 13A e
B) dentro dos tratamentos verificou-se diferenca significativa para o tratamento T2 em plantas de

H. courbaril e para os tratamentos T1 e T2 em J. curcas que elevaram seus teores de clorofila a
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em 62,54% e 38,01% e 45,54%, respectivamente, em relacdo & primeira avaliagdo. Para a
clorofila b e clorofila total estas se comportaram de forma semelhante. Foi verificado para o
tratamento T2 um incremento na ordem de 49,17% e 53,15 para plantas de H. courbaril e de
57,26% e 78,29% e 44,13% e 55,70% para plantas de J. curcas para os tratamentos T1 e T2,
respectivamente. Com relacdo aos carotenoides apenas plantas de H. courbaril apresentaram
diferencas significativamente para as épocas dentro dos tratamentos com percentuais de 97,34%,

55,82% e 48% para os tratamentos TO, T1 e T2, respectivamente.
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Figura 13: Teores de carotendides em mudas de Hymenaea courbaril L. (A) e Jatropha curcas
L.(B) submetidas a diferentes concentracdes de 6leo diesel no solo. Letras minusculas e iguais
comparam 0s tratamentos e letras maiusculas e iguais comparam as épocas (3h e 192h) apos
contaminagdo com o6leo diesel. Medias seguida de mesma letra ndo diferem entre si, a 5 % de
probabilidade, pelo teste Tukey.
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Os resultados demonstram que as plantas ndo apresentaram degrada¢do dos pigmentos
fotossintéticos. Tal comportamento pode ser explicado pelo curto periodo experimental. O
decréscimo na concentracdo de clorofila em plantas que se desenvolveram em solo contaminado
por petréleo e derivados foi relatado por diversos autores (GREEN et al., 1996; MALALLAH et
al., 1996). Entretanto, plantas de H. courbaril e J. curcas apresentaram aumentos em seus teores
de clorofila a, b, total e carotenoides.

Comportamento similar ao obtido na presente pesquisa foi observado por Oliveira (2008),
trabalhando com Schinus terebinthifolius com solo de uma &rea onde houve derramamento de
aproximadamente 4 milhdes de litros de petrleo, dos quais 2 milhdes e 700 mil litros
penetraram no solo. A autora observou aumento nos teores de clorofilas a, b e total nas plantas
em solo contaminado com petrdleo. Resultados semelhantes para o teor de clorofila a, b e total
também foram relatados por Mayer (2004) para Campomanesia xanthocarpa e Malallah et al.

(1998) para Launaea mucronata e Picris babylonica, com solo contaminado por petréleo.

4.2.6 Danos Protoplasmaticos — Percentual de Vazamento de Eletrdlitos (VE)

Apobs 3h de exposicdo ao estresse por 6leo diesel as espécies avaliadas ndo apresentaram
diferencas significativas de percentual para vazamentos de eletrdlitos em relacdo ao tratamento TO,
apesar das plantas do tratamento T1 para ambas as espécies apresentarem médias mais elevada,
estas ndo foram significativas (Figura 14A e B). Com o prolongamento do estresse diferencas
estatisticas s6 foram verificadas para plantas de J. curcas que apresentaram aumentos de 90,90% e
54,48% para os tratamentos T1 e T2 em relagdo ao TO (Figura 14B), respectivamente. Quando
comparamos as épocas, percebemos que os tratamentos elevaram seus percentuais de vazamento de
eletrdlitos com o prolongamento do estresse. Estes percentuais foram na ordem de 111,36% e
149,45%, respectivamente para plantas de J. curcas. Um foto curioso que merece destaque € para as
plantas de H. courbaril que mesmo néo diferindo estatisticamente apresentaram valores mais
elevados para percentual de vazamento de eletrélitos nas primeiras 3h apds aplicagdo do dleo diesel.
Com o0 aumento da imposicdo do estresse (192h) esses valores decresceram evidenciando um

possivel mecanismo de tolerancia tardio da planta (Figura 14A).
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Figura 14: Percentual de vazamento de eletrélitos em mudas de Hymenaea courbaril L. (A) e
Jatropha curcas L.(B) submetidas a diferentes concentracfes de dleo diesel no solo. Letras
mindsculas e iguais comparam os tratamentos e letras maiusculas e iguais comparam as épocas
(3h e 192h) apo6s contaminagdo com o6leo diesel. Medias seguida de mesma letra ndo diferem
entre si, a 5 % de probabilidade, pelo teste Tukey.

O vazamento de eletrdlitos esta ligado diretamente a morte celular, pois este € desencadeado
pela toxicidade idnica que acarreta desestabilizacdo da membrana plasmatica e o consequente
vazamento de eletrolitos citoplasmaticos (MENGEL e KIRKBY, 2001). Tal fato pode explicar o
motivo das plantas de J. curcas terem sofrido com sintomas visuais (pontuacGes enegrecidas e
posterior necrose) mais bem mais expressivos que as plantas de H. courbaril.
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4.2.7 Avaliacdo das Relacgdes Hidricas

Potencial Hidrico foliar (Pwr)

De modo geral, observou-se que para o potencial hidrico foliar nas primeiras 3h ap06s
imposicao do estresse as espécies estudadas reduziram bastante seu potencial hidrico foliar. Para
as plantas de H. courbaril e J. curcas estes valores foram de -2,63 MPa, -2,75 MPa e -2,3 MPa e
-1,35 MPa, -2,05 MPa e -2,53MPa para os tratamentos TO, T1 e T2, respectivamente. Com 0
prolongamento do estresse as espécies conseguiram recuperar o status hidrico e aumentaram seu
potencial alcancando valores de -1,2 MPa, -1,05 MPa e -1,5MPa e -1,16 MPa e -0,65 MPa, para
os tratamentos TO, T1 e T2 para plantas de H. courbaril e T1 e T2 para plantas de J. curcas
(Figura 15A e B). Apenas o tratamento controle das plantas de J. curcas ndo conseguiram se
recuperar com o prolongamento do estresse, fato comprovado pelos altos valores das trocas
gasosas (Figura 15B). Se formos comparar em termos percentuais as espécies (H. courbaril e J.
curcas) recuperam em 54,37%, 61,81% e 34% e 43,41% e 74,38%, para os tratamentos TO, T1 e

T2 e T1e T2, respectivamente.
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Figura 15: Potencial hidrico foliar em mudas de Hymenaea courbaril L. (A) e Jatropha curcas
L.(B) submetidas a diferentes concentracdes de 6leo diesel no solo. Letras minusculas e iguais
comparam 0s tratamentos e letras maiusculas e iguais comparam as épocas (3h e 192h) apos
contaminagdo com Oleo diesel. Medias seguida de mesma letra ndo diferem entre si, a 5 % de
probabilidade, pelo teste Tukey.

Correlacionando os dados de potencial hidrico foliar com os dados das trocas gasosas,
pode-se perceber que as plantas submetidas a imposicdo do estresse obtiveram os menores
valores de potencial nas primeiras 3h de imposi¢do do estresse, corroborando com o fato das
plantas estarem com o0s estdmatos abertos e transpirando normalmente, como foi constatado
pelos elevados valores das trocas gasosas (A, E) nas primeiras 3h de aplicacdo de 6leo diesel no

solo (Figura 6A e B e Figura 7A e B, respectivamente). Com o prolongamento do estresse
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ocorreu fechamento estomatico, mecanismo utilizado pelas plantas para minimizar a perda de
agua na forma de vapor (transpiracdo), promovendo com isto, o restabelecimento do potencial
hidrico das plantas (Figura 15A e B). Este mecanismo confere as espécies estudadas eficiente
mecanismo de tolerancia a baixa disponibilidade hidrica, independente do tipo e do grau de
estresse a que esta sendo submetida.

A baixa disponibilidade hidrica causada pela adi¢do de 6leo diesel ao solo foi observada
por diversos autores (SILVA, 2006; REZENDE, 2006; OLIVEIRA, 2008) que trabalhando como
Sebastiania commersoniana e Schinus terebinthifolius, constataram que o 6leo diesel promoveu
a impermeabilizacdo da raiz, submetendo a planta a uma condicdo de estresse hidrico e também
uma provavel condigdo de hipdxia. Esses autores analisaram desde a germinagdo até a analise
morfo-anatdbmica das plantas jovens e comprovaram que o estresse hidrico é o principal fator
relacionado as alteracGes decorrentes da poluicdo, pelo fato da reducdo na germinacdo e baixo

crescimento, bem como de pélos radiculares.

Teor Relativo de Agua (TRA)

Com relacdo ao teor relativo de &gua, verificou que ap6s 3h de imposicdo do estresse
apenas as plantas de J. curcas apresentaram diferengas significativas (Figura 16B). Essas
diferengas foram observadas para os tratamentos T1 (91,38%) que obteve a melhor média em
relacdo ao T2 (84%) que apresentou a menor média. Ap6s 192h de exposicdo, reducBes foram
verificadas para ambas as espécies no tratamento T2 em relacdo ao tratamento TO, com
percentuais de decréscimo na ordem de 10,03% e 9,72% para as plantas de H. courbaril e J.
curcas, respectivamente (Figura 16A e B). Confrontando as épocas de avaliacao, verificou-se
que apenas o tratamento T2 para plantas de H. courbaril apresentou diferenca significativa com
reducdo entre a primeira e a segunda avaliacdo de 13,79%. Para as plantas de J. curcas, estas
apresentaram diferencas significativas com aumento de 7,11% para o TO e reducdo de 11,44%
parao T1.

Pode-se verificar com os resultados obtidos que ap6s 3h de exposi¢cdo ao estresse, plantas
H. courbaril e J. curcas, apresentaram para os tratamentos com adicdo de 6leo diesel (T1 e T2),
aumento na sua pressao de turgescéncia, tal fato pode ser explicado pelas elevadas taxas de

fotossintese e transpiragdo e baixos valores de potencial hidrico. De forma contraria, apds 192h,
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0 conteudo de &gua nas folhas foi reduzido para os mesmos tratamentos e as taxas fotossintéticas
e transpiracionais cessaram por completo (Figura 6A e B e Figura 7A e B, respectivamente)
com restabelecimento do potencial hidrico (Figura 15A e B). Os resultados verificados na
presente pesquisa evidenciam que as plantas buscaram mecanismos fisioldgicos de tolerar a

situacdo imposta com baixo e alto potencial hidrico.
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Figura 16: Teor relativo de dgua em mudas de Hymenaea courbaril L. (A) e Jatropha curcas
L.(B) submetidas a diferentes concentracdes de 0leo diesel no solo. Letras minudsculas e iguais
comparam o0s tratamentos e letras maiusculas e iguais comparam as épocas (3h e 192h) apos
contaminagdo com Oleo diesel. Medias seguida de mesma letra ndo diferem entre si, a 5 % de
probabilidade, pelo teste Tukey.
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Explicando os mecanismos utilizados pelas plantas para os periodos de aplicacdo do 6leo
diesel (3h e 192h), estas toleraram com baixo potencial hidrico (3h) utilizando-se de acumulos de
solutos de baixo peso molecular (carboidratos, proteina, prolina e aminoacidos) para captar agua
do solo. Com o prolongamento do estresse (192h), o Gleo aderido as raizes diminuiu a
capacidade de absorcdo de &gua, criando um ambiente xerofitico. Diante tais circunstancias as
plantas utilizaram-se do mecanismo de fechamento estomatico para impedir a saida da agua,
buscando manter seu status hidrico e tolerando com altos potenciais a situacdo imposta
(PIMENTEL, 2004 e NOGUEIRA et al., 2005). Como podemos perceber as variaveis potencial
hidrico foliar e teor relativo de agua muda muito com as flutuaces de umidade do solo e do ar,
devendo ser entendida como um indicativo do grau de turgescéncia celular, enquanto o potencial

hidrico da uma ideia de fluxo energético da agua (CAIRO, 1995).

4.2.8 Quantificacdo dos Solutos Organicos

Carboidratos soltveis totais (CHO), Aminoéacidos livres (AA), Prolina livre (PROL)
e Proteina Solaveis (PRO)

De forma geral, observou-se um aumento considerdvel nas concentragbes de
carboidratos, aminoacidos e prolina nas folhas para as duas espécies apos 3h de aplicacdo do
diesel, quando comparados com os valores ap6s 192h (Figura 17A e B). Avaliando o estresse
em curto prazo (3h) diferencas significativas sé foram verificadas para plantas de J. curcas, entre
os tratamentos T1 (67,95 umol/gMF) e T2 (79,15 umol/gMF) que n&o deferiram estatisticamente
do TO (69,33 umol/gMF) (Figura 19B). Apds 192h de exposicao ao estresse foram as plantas de
H. courbaril que apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos. Como se pode
verificar o tratamento T1 obteve a maior concentracdo de carboidratos e este aumento foi na
ordem de 23,% e 40,77% em relagdo os tratamentos TO e T2, respectivamente (Figura 17A).
Avaliando-se as épocas dentro dos tratamentos verificaram-se aumentos das concentracfes de
carboidratos apos 3h e reducdo ap6s 192h para todos os tratamentos em ambas as espécies. Estes
incrementos foram na ordem de 31,80%, 12,99% e 45,98% e 18,18%, 32,40% e 44,92%, para 0s
tratamentos TO, T1 e T2 em plantas de H. courbaril e J. curcas, respectivamente (Figura 17A e
B).
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Figura 17: ConcentracGes de carboidratos solUveis totais em mudas de Hymenaea courbaril L.
(A) e Jatropha curcas L.(B) submetidas a diferentes concentra¢@es de 6leo diesel no solo. Letras
mindsculas e iguais comparam os tratamentos e letras maiusculas e iguais comparam as épocas
(3h e 192h) apo6s contaminagdo com 6leo diesel. Medias seguida de mesma letra ndo diferem
entre si, a 5 % de probabilidade, pelo teste Tukey.

Para os teores de aminoacidos, apos 3h de aplicacdo do diesel pode-se constatar que as
espécies (H. courbaril e J. curcas) apresentaram aumentos consideraveis em suas concentracoes
para o tratamento T2 em relacdo ao tratamento TO. Em termos percentuais este incremento foi na
ordem de 48,79% e 36,59%, respectivamente (Figura 18A e B). Ja para a segunda avaliacdo
(192h) diferencas so foram verificadas para plantas de H. courbaril entre 0s mesmos tratamentos
com aumentos na ordem de 62,04%, respectivamente (Figura 18A). Avaliando as épocas (3 e
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192h) dentro dos tratamentos, apenas as plantas de H. courbaril apresentaram diferengas
significativas. Este comportamento assemelha-se aos encontrados para 0s carboidratos na mesma
espécie para as mesmas condi¢fes (Figura 19A). Em termos percentuais estas reducdes apos
192h de exposicdo ao estresse foram na ordem de 48,79%, 60,66% e 44,23% para 0s tratamentos
TO, T1e T2, respectivamente (Figura 18A).
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Figura 18: Concentracdes de aminoacidos livres em mudas de Hymenaea courbaril L. (A) e
Jatropha curcas L.(B) submetidas a diferentes concentracfes de 6leo diesel no solo. Letras
mindsculas e iguais comparam os tratamentos e letras maiusculas e iguais comparam as épocas
(3h e 192h) apds contaminacdo com oOleo diesel. Medias seguida de mesma letra ndo diferem
entre si, a 5 % de probabilidade, pelo teste Tukey.
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Figura 19: Concentracdes de prolina livre em mudas de Hymenaea courbaril L. (A) e Jatropha
curcas L.(B) submetidas a diferentes concentragdes de 6leo diesel no solo. Letras minusculas e
iguais comparam o0s tratamentos e letras maiusculas e iguais comparam as épocas (3h e 192h)
apos contaminacdo com oOleo diesel. Medias seguida de mesma letra ndo diferem entre si, a 5 %

de probabilidade, pelo teste Tukey.

As concentracdes de prolina livre também apresentaram aumentos nas primeiras horas

apos aplicacdo do estresse com consequentes reduc@es com o prolongamento do mesmo. Tanto
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as plantas de H. courbaril como J. curcas apresentaram elevados incrementos para 0s
tratamentos com contaminacdo por éleo diesel apds 3h e estas diferencas foram verificadas para
0 tratamento T2 em relacdo ao tratamento TO. Estes aumentos foram na ordem de 83,75% e
204%, respectivamente. Comparando-se as épocas dentro dos tratamentos verificou-se que com
o0 prolongamento do estresse as concentragc6es de prolina foram reduzidas e estas foram na ordem
de 70,97%, 73,56% e 78,40% e 40,25%, 57,68% e 40,59% para os tratamentos TO, T1 e T2 para

plantas de H. courbaril e J. curcas, respectivamente (Figura 19A e B).
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Figura 20: Concentragdes de proteina livre em mudas de Hymenaea courbaril L. (A) e Jatropha
curcas L.(B) submetidas a diferentes concentracdes de 6leo diesel no solo. Letras minudsculas e
iguais comparam os tratamentos e letras maiusculas e iguais comparam as épocas (3h e 192h)
apos contaminagdo com oOleo diesel. Medias seguida de mesma letra ndo diferem entre si, a 5 %
de probabilidade, pelo teste Tukey.
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Com relacdo as proteinas soluveis verificou-se que as plantas de H. courbaril e J. curcas
apresentaram diferencas significativas com a aplicacdo do contaminante (Figura 20A e B). Para
as plantas de H. courbaril apds 3h de imposicdo do estresse diferenca significativa s6 foram
verificadas para o tratamento T2, com decréscimo na de 58% quando comparados aos
tratamentos controle e o T1 que obtiveram médias semelhantes (Figura 20A). Ap6s 192h, as
diferencas tornaram bem mais destacadas. Os Tratamentos Tle T2 apresentaram um elevado
acréscimo nas concentragcdes de proteinas solGveis quando comparados ao tratamento controle
(TO). Em termos percentuais, estes incrementos foram na ordem de 87,5% e 75,1%,
respectivamente (Figura 20A). Pode-se verificar que com o prolongamento do estresse, o
tratamento T2 investiu recursos para sintese de proteinas. Quando analisamos as épocas de
avaliacdo (3h e 192h) dentro do mesmo tratamento, verificamos que com a extensdo do periodo
de estressante, as plantas dos tratamentos com adicdo do poluente investiram na sintese de
proteinas, evidenciando um possivel mecanismo de regulacdo (Figura 20A).

Para as plantas de J. curcas, ap6s 3h de imposicdo ao estresse ndo foram verificadas
diferencas significativas entre os tratamentos. Entretanto, apds 192h, diferencas sé foram
apresentadas para o tratamento T2 com incrementos nas concentrac@es de proteinas na ordem de
35% quando comparado aos tratamentos controle (TO) e o T1 que ndo diferiram
significativamente. Analisando as épocas de avaliacdo (3h e 192h) dentro do mesmo tratamento,
so foi verificada diferenga significativa para o tratamento T2, que obteve aumento com o
prolongamento do estresse.

Estes resultados sugerem que as espécies estudadas tentaram um mecanismo de regulacao
se ajustando osmoticamente com aumento dos solutos (carboidratos, aminoacidos e prolina) nas
primeiras horas ap6s imposicdo do estresse, confirmando os elevados valores das trocas gasosas
e a reducdo no potencial hidrico, utilizando-se do mecanismo de tolerancia com baixo potencial.

Diversos autores (HOPKINS, 1995; 2001; LARCHER, 2004; PIMENTEL, 2004) relatam
ajustamento osmoético em espécies submetidas a baixa disponibilidade hidrica . Essa
peculiaridade proporciona um aumento na capacidade de tolerar pequenos periodos de seca, pois
viabiliza a absorcdo de agua do solo, por diferenca de concentracdo, conservando as células
turgidas e os estdbmatos abertos para a realizacdo das trocas gasosas mesmo em ambientes com
deficiéncia hidrica (PIMENTEL, 2004; TAIZ e ZEIGER, 2004; LACHER, 2006).
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Ja a sintese de proteinas (Figura 20) fez o inverso, decresceu nas primeiras horas (3h) e aumento
com o prolongamento do estresse. 1sso pode ser evidenciando pelos pigmentos fotossintéticos,
que apresentaram aumentos significativos ap6s 192h de aplicacdo do estresse. Tal fato pode esta
atrelada ao complexo coletor e transportador de elétrons onde iremos encontrar varias proteinas
responsaveis pela protecdo e transferéncias de elétrons e moléculas através da maquinaria

fotossintética.
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5 CONCLUSOES

O oleo diesel impediu a germinacao de sementes de Hymenaea courbaril e Jatropha curcas. O
tempo apo6s a contaminagdo do solo inviabilizou a germinagdo para os tratamentos T30 e T60
(solo contaminado 30 e 60 dias apos aplicagdo 6leo diesel), demonstrando que estas espécies sao

suscetiveis a contaminacgdo por 6leo diesel pelos periodos empregados;

Hymenaea courbaril e Jatropha curcas mostraram mecanismos de tolerancia a contaminacao por
6leo diesel, apresentando alteragdes significativas em todos os parametros correlatos: trocas
gasosas, relagdes hidricas e solutos organicos, com elevacdo das médias apds 3h de adicdo do
diesel para os tratamentos (T1 e T2), e posterior declinio com o prolongamento do estresse
(192h);

O solo contaminado com 6leo diesel aumentou os teores de pigmentos fotossintéticos e o indice
de clorofila (MPC) nas plantas dos tratamentos T1 e T2 ap6s 192h de imposicdo do estresse, tal
fato sugere que o aumento da concentracdo de proteinas sollveis ap6s 192h de aplicacdo do

estresse estejam correlacionados ao aumento nos teores de clorofila a, b, total e carotenoides;

Plantas de Hymenaea courbaril sdo mais tolerantes, por terem sofrido menos injurias visiveis que

plantas de Jatropha curcas;

Sugere-se que se utilizem plantas jovens ao invés de sementes em area contaminadas por 6leo

diesel.
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