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RESUMO

A contaminacdo por petrdleo ¢ um dos impactos ambientais mais preocupantes no mundo todo,
e a busca por alternativas eficientes e que ndo causem mais impacto para a descontaminagio
dos locais degradados, tem crescido nas ultimas décadas. A fitorremediacao vem sendo uma
ferramenta promissora de remediagdo de areas contaminadas, porém, ainda sdo necessarios
muitos estudos prévios para levantamento de espécies aptas e os efeitos dos contaminantes em
diversos niveis nas diferentes espécies. De modo geral, o presente estudo teve como objetivo
avaliar o desenvolvimento de Mimosa oblonga, Cyperus virens e Typha dominguensis em solo
contaminado com petroleo. No primeiro e segundo capitulo analisamos as espécies M. oblonga
e C. virens respectivamente, quanto a germinacdo, crescimento, sobrevivéncia, biomassa,
tamanho de raiz e andlise de potencial fitorremediador. No terceiro capitulo, foi avaliado se
espécimes de Typha dominguensis que se desenvolveram em solo contaminado por petrdleo
podem ser afetadas quanto ao seu desenvolvimento em pardmetros anatdmicos e morfologicos
como tamanho e quantidade de folhas e se apresentam compostos fendlicos em suas folhas,
além disso, foi avaliado o potencial de acimulo de BETEX. Como resultado observamos que
M. oblonga apresenta altas taxas de germinacdo e auséncia de toxicidade nas variaveis
estudadas. C. virens apresentou germinacao significaticamente baixa nos tratamentos com
contaminag¢ao, assim como crescimento, tamanho de raiz e biomassa, no entanto, os individuos
jovens apresentaram altas taxas de crescimento, € sobrevivéncia mesmo no solo com
contaminac¢do mais alta de petrdleo. Esses achados em nosso trabalho juntamente com o fato
de que ambas as espécies promoveram uma grande redugdo de petréleo do solo, fazem de M.
oblonga e C. virens fortes op¢ao para utilizagdo em processos de fitorremediagdo. Os resultados
no terceiro capitulo com 7. dominguensis indicaram que os individuos que crescem no ambiente
contaminado com petroleo apresentam folhas maiores, produgdo de compostos fendlicos e
formagdo de aerénquimas como alteracdo anatomica, além de ndo ser uma espécie capaz de
absorver o petroleo do solo, no entanto tem se desenvolvido bem no ambiente e demonstrado
alta capacidade de responder positivamente ao estresse, também sendo uma boa opc¢do para

utilizacdo em processos de recuperacao de areas degradadas.

Palavras-chave: Morfologia; Typha dominguensis; Cyperus virens; Mimosa oblonga;

crescimento.



ABSTRACT

Petroleum contamination is one of the most worrying environmental impacts worldwide, and
the search for efficient alternatives that do not cause more impact for the decontamination of
degraded sites has grown in recent decades. Phytoremediation has been a promising tool for
remediation of contaminated areas, however, many previous studies are still necessary to survey
suitable species and the effects of contaminants at different levels in different species. In
general, the present study aimed to evaluate the development of Mimosa oblonga, Cyperus
virens and Typha dominguensis in oil-contaminated soil. In the first and second chapter we
analyzed the species B. oblonga and C. virens respectively, regarding germination, growth,
survival, biomass, root size and phytoremediation potential analysis. In the third chapter, it was
evaluated whether specimens of Typha dominguensis that developed in soil contaminated by
oil can be affected in terms of their development in anatomical and morphological parameters
such as size and number of leaves and if they present phenolic compounds in their leaves, in
addition, it was evaluated the potential for accumulation of BETEX. As a result, we observed
that M. oblonga presents high germination rates and absence of toxicity in the variables studied.
C. virens showed significantly lower germination in contaminated treatments, as well as
growth, root size and biomass, however, young individuals showed high growth rates, and
survival even in soil with higher oil contamination. These findings in our work, together with
the fact that both species promoted a great reduction of oil in the soil, make M. oblonga and C.
virens strong options for use in phytoremediation processes. The results in the third chapter
with 7. dominguensis indicated that individuals growing in an environment contaminated with
oil have larger leaves, production of phenolic compounds and formation of aerenchyma as an
anatomical alteration, in addition to not being a species capable of absorbing oil from the soil,
however, it has developed well in the environment and demonstrated a high ability to respond

positively to stress, also being a good option for use in recovery processes of degraded areas.

Keywords: Morphology; Typha dominguensis; Cyperus virens; Mimosa oblonga; growth.
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1 INTRODUCAO GERAL

E uma preocupagdo mundial a contaminagdo por petroleo decorrente dos crescentes
avancos da industrializagdo global dos Gltimos anos, que ocasionam eventos de derramamentos,
que geralmente ocorrem como resultado da extragdo, manuseio, producdo, utilizagdo e
transporte de petréleo bruto (VARJANI et al., 2017). A liberagdo desse composto
petroquimico contamina extensas aéreas e ecossistemas diversos, tanto terrestre quanto
aquatico. E se tratando de um composto altamente toxico para o meio ambiente, os acidentes
com petroleo necessitam de uma atencao especial para controle e mitigacdo de impactos
(BANKS et al., 2005; OSSE et al., 2018).

Nas plantas o do petrdleo geralmente causa efeitos negativos, como baixas taxas de
germinagdo, crescimento ¢ rendimento, alteracdes morfologicas e anatomicas e até a morte
(ADAM et al., 2002; MERKL et al., 2005; SHAHSAVARI et al., 2013 , XIE et al., 2017 ).
Naturalmente os efeitos variam de acordo com a composi¢do, concentracao, espécie vegetal
presente, idade das plantas e tempo de exposi¢do no local afetado (ADAM et al., 2002; BAEK
etal.,2004; MERKL et al., 2005; NAIDOO, 2010; ZENGEL et al.,2015). No entanto, mesmo
com tais adversidades, algumas plantas toleram a contaminacao por petroleo, conseguindo se
responder de maneira positiva ao estresse, e se estabelecer com sucesso na revegetacao de locais
contaminados por meio da dindmica natural do ecossistema, podendo ser utilizadas em
processos de remediacao de contaminagao.

A remediagdo de locais contaminados com petréleo tem sido estudada a décadas, e
vem ganhando importancia inclusive por conta dos altos gastos para a atenuacdo de
contaminagdo, que pode chegar a bilhdes de dolares em todo o mundo (KUIPER et al.,
2004, STROUD et al.,2007; API, 2018). Ao mesmo tempo em que estudos sobre os efeitos do
petroleo sdo realizados, ha ainda esforcgos significativos para o desenvolvimento de tecnologias
que possam recuperar os ambientes degradados (XIE et al., 2018), principalmente tecnologias
eficientes e mais baratas.

Fitorremediacdo ¢ uma tecnologia verde, eficiente e de baixo custo de remediagdo
bioldgica, na qual algumas plantas podem ser utilizadas para reduzir, remover, imobilizar ou
promover a reducdo de diferentes tipos de contaminantes do solo e agua (ANTONIADIS et al.,
2017). O processo de fitorremediacao ¢ diferente em cada espécie, e varia de acordo com o tipo
de contaminante e a concentragdo da contaminagdo, além de depender diretamente da selecao
de espécies de plantas que possam crescer e se estabelecer no meio contaminado (WANG et

al.,2009). No caso de compostos xenobioticos, como o petroleo, o processo de fitorremediacdo
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pode envolver tanto a secrecdo de enzimas especificas que degradam o poluente, quanto a
interacdo planta-microrganismos, onde os exsudatos radiculares ricos em nutrientes fornecem
nitrogénio e carbono, estimulam toda a comunidade microbiana degradadora de
hidrocarbonetos de petréleo (WELLER ef al.,2007; LIU et al.,2013) Além disso, de uma forma
de troca mutua, alguns microrganismos podem inclusive fornecer nutrientes € hormonios de
crescimento, favorecendo o crescimento das plantas, e ao mesmo tempo, aumentando a
biodisponibilidade dos hidrocarbonetos (ALARU et al., 2014; REMIGI et al., 2016; JEREZ et
al., 2016; Saadani et al., 2016)

A identificacdo de espécies representativas de todo ecossistema, principalmente
espécies nativas, que podem ser utilizadas com sucesso em processos de fitorremediagao de
petroleo ¢ um dos pontos mais importantes na atualidade, visando mitigar os impactos de
contaminagoes, restaurando a fungdo do ecossistema por meio de crescimento e protegdo do
solo (COVRE, 2020). Para identificar estas espécies, ¢ necessario estudos e testes de
fitorremediagdo principalmente com plantas que apresentam ocorréncia natural em locais
contaminados, visando compreender os mecanismos utilizados por elas, bem como se possuem
um potencial de reduzir a quantidade de petroleo do solo.

No ano de 2000 na Refinaria Getulio Vargas - PETROBRAS (Repar) no Estado do
Parand, ocorreu a ruptura de duto, onde aproximadamente 4 milhdes de litros de o6leo foi
derramado, afetando uma area de 2,5 km2 O acidente foi considerado um dos maiores
derramamento de 6leo ocorrido em agua doce brasileira (SILVA, 2009). No decorrer dos anos
alguns estudos foram realizados no local para analisar o comportamento natural da revegetagao
apds o acidente, e trés levantamentos de composi¢ao floristica do local foram realizados
(FUMPAR, 2001; BARDELLI DA SILVA, 2014; SOUSA, 2020). Como resultado ha uma
linha do tempo das modificacdes floristicas da area afetada, com espécies que cresceram e se
estabeleceram de forma natural na area degradada, no entanto nao se sabe ainda se essas plantas
possuem potencial fitorremediador e quais os efeitos do petrdleo nessas espécies.

Essas espécies que apresentam crescimento natural na area degradada da REPAR sdo
importantes para serem investigadas, e podem acrescentar em conhecimentos a respeito dos
mecanismos utilizados para sobrevivéncia das plantas em um ambiente contaminado. Dessa
forma, neste estudo avaliamos Cyperus virens, Mimosa oblonga ¢ Typha dominguensis que
além de serem espécies com muita abundancia na 4rea degradada da REPAR, sdo espécies
nativas, ¢ além de avalia-las em diferentes niveis de petroleo, analisamos ainda se possuem
potencial de reduzir o grau de contaminagdo do solo, contribuindo para o equilibrio do

ambiente.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar as espécies Cyperus virens, Mimosa oblonga e Typha dominguensis diante da
contaminagao por petroleo, além de avaliar o potencial dessas espécies em reduzir a quantidade

de petroleo do solo.

2.1 OBJETIVO ESPECIFICO

a. Avaliara germinagdo, crescimento inicial e sobrevivéncia de M. oblonga e C. virens em
concentracdes crescentes de petroleo.

b. Avaliar crescimento e desenvolvimento de individuos jovens de C. virens e M. oblonga
em concentragoes crescentes de petroleo.

c. Analisar a redugdo da quantidade de petroleo do solo apds o cultivo de C. virens e M.
oblonga.

d. Avaliar as alteracOes anatomicas e morfoldgicas de 7. dominguensis no ambiente
contaminado com petréleo.

e. Avaliar se T. dominguensis ¢ capaz de absorver BTEX do solo.
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3 APRESENTACAO DA DISSERTACAO

A dissertacdo ¢ composta por trés capitulos:

O capitulo I “Germinagdo, desenvolvimento e potencial de fitorremedia¢ao de Mimosa
oblonga Benth em solo contaminado com petrdleo” trata-se da avaliagao de M. oblonga desde
seu desenvolvimento inicial a partir da germinacdo, até a avaliacdo de individuos jovens em
substrato contaminado com 2% e 4% de petréleo, em experimentos distintos, além da analise
de degradacdao de hidrocarbonetos totais do solo em ambos os experimentos utilizando
cromatografia gasosa.

No capitulo II “Germinacdo, desenvolvimento e potencial de fitorremediacdo de
Cyperus virens Michx em solo contaminado com petroleo” utilizamos a mesma abordagem do
primeiro capitulo, mas neste segundo capitulo avaliamos a espécie C. virens.

No capitulo Il “Efeitos da poluicdo por petréleo em folhas e raizes de Typha
domingensis Pers. (TYPHACEAE)” ¢ apresentado um estudo realizado na area de acidente da
Repar, onde foi avaliada a espécie 7. dominguensis do local de maior concentracao de petrdleo
comparada a individuos de um ambiente controle adjacente. Avaliamos aspectos morfoldgicos,
anatomicos, histologicos e capacidade de absor¢do de petroleo utilizando método de
cromatografia para determinagao de auséncia ou presenc¢a de hidrocarbonetos BTEX nas folhas
e andlise de fluorescéncia para detec¢do de compostos xenobidticos nas raizes. O capitulo foi

submetido a revista Acta Botanica Brasilica (ISSN1677-941X).
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 AREA DE ESTUDO E HISTORICO

A darea de estudo esta localizada na extensdo da Refinaria Presidente Gettlio Vargas
(REPAR), na regiao metropolitana de Curitiba no municipio de Araucaria, PR, nas coordenadas
25°34°02,5° S € 49°20°53,5”” W, em uma altitude média de 920 m.

Em 16 de julho de 2000, ocorreu a ruptura do oleoduto Ospar, localizado em uma area
adjacente da Refinaria Presidente Getulio Vargas (REPAR). Esta ruptura causou um dos
maiores acidentes ecologicos do Brasil, onde houve o derramamento de cerca de 4 milhdes de
litros de petroleo cru (FUNPAR, 2013). O 6leo escoou do ponto da ruptura e passou pela
encosta do corrego Arroio Saldanha afetando diretamente a bacia do Rio Barigui, o principal
afluente do Rio Iguagu, percorrendo cerca de 40km a jusante. No Ponto Zero, o petroleo
contaminou terrenos com diferentes caracteristicas geologicas de diversas formas: (a)
totalmente livre, no caso das encostas, (b) completamente canalizado pelo arroio Saldanha, (c)
afetado por represamentos que criaram verdadeiras piscinas, € (d) extravasando o canal deste
arroio e contaminando os banhados ao longo do mesmo (MELO et al., 2006).

Os maiores impactos foram vistos proximo aos 2,25 km de extensao do corrego Arroio
Saldanha, onde o 6leo foi inicialmente drenado desde uma nascente até sua foz, na margem
direita do Rio Barigui. Solo, 4gua e comunidades bidticas foram intensamente contaminados.
Dos 4 milhdes de litros de 6leo derramados, cerca de 800 mil litros evaporaram, 2,2 milhdes de
litros ficaram na 4rea interna da refinaria e 1 milhdo de litros foram para os rios Barigui e
Iguagu. Do total derramado foram recuperados aproximadamente 2,85 milhoes de litros. J4, os
litros restantes, que nao foi possivel recolher, percolaram pela drenagem dos terrenos adjacentes
e o maior volume deste ficou retido ao longo do arroio Saldanha, principalmente na varzea
formada junto ao rio Barigui (FUNPAR, 2013).

Cerca de 2.000 pessoas foram mobilizadas para conter a polui¢do na época e diferentes
técnicas foram aplicadas para avaliagdo e remediacdo ao longo dos anos. As comunidades
vegetacionais foram impactadas de diversas maneiras, tanto pela contaminacao direta do 6leo,
quando pelas a¢des de controle e remocao do poluente, onde foi utilizado maquindrio para
contengao. Foram ainda instaladas manilhas para inundac¢do controlada do banhado, como
forma de remediacdo, e todos esses sucessiveis acontecimentos pds polui¢cdo transformou o
Ponto Zero um campo experimental, pois mesmo apds 19 anos do derramamento, em um tltimo
levantamento realizado, foi verificado que o 6leo ainda persiste de forma heterogénea no solo

da varzea da REPAR (SOUSA, 2020).
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No decorrer dos anos foram realizados alguns estudos, e destacamos aqui os
levantamentos floristicos da area afetada apos o acidente, e as coletas para determinacao de
concentracao de petroleo no decorrer dos anos.

O primeiro levantamento floristico na drea de varzea da Repar foi em 2001, um ano apds
o acidente, realizado pela FUNPAR. Mesmo muito recente apos o acidente, foi registrado um
total de 30 espécies, 18 géneros e 10 familias, sendo as mais abundantes Cyperaceae (10 spp.),
Asteraceae e Poaceae (5 spp. cada) (FUNPAR, 2001). As espécies mais abundantes foram
Heteranthera reniformis Ruiz & Pav (28,65%) Cyperus virens Michx (8,66%), Cyperus
lanceolatus Poir. (7,77%), Cyperus hermaphroditus (Jacq.) Standl. (7,74%) e Rhynchospora
corymbosa (L.) Britton (7,68%), totalizando juntas 60,5% do total.

Em 2012 um outro estudo foi realizado por Bardelli-da-Silva (2014), que registou 46
espécies pertencentes a 37 géneros e 25 familias, destacando como de maior riqueza Asteraceae
(11 spp.), Cyperaceae (4 spp.), Poaceae e Polygonaceae (3 spp. cada). As espécies mais
abundantes foram Typha domingensis Pers. (17,68%), Hymenachne pernambucensis (Spreng.)
Zuloaga (12,28%), Mimosa oblonga Benth. var. oblonga (11,25%), Mikania micrantha Kunth
(8,36%) e Schoenoplectus californicus (C. A. Mey.) Sojak (5,58%), totalizando 55,15% da
cobertura.

Em 2019, o estudo mais recente, realizado por Souza (2020), foi registrado 42 espécies,
reunidas em 33 géneros e 23 familias, dentre as quais apresentaram maior riqueza Asteraceae
(7 spp.), Onagraceae ¢ Rubiaceae (4 spp. cada), Poaceae, Polygonaceae e Solanaceae (3 spp.
cada). As espécies mais abundantes foram Typha domingensis Pers. (16,26%), Mimosa oblonga
Benth. var. oblonga (13,16), Hymenachne pernambucensis (Spreng.) Zuloaga (11,41%),
Mikania micrantha Kunth (9,11%) e Neocabreria serrulata (DC.) R. M. King & H. Rob.
(9,04%), totalizando 58,98%.

As Unicas espécies registradas nos trés levantamentos foram Hymenachne
pernambucensis (Spreng.) Zuloaga, Ludwigia elegans (Cambess.) H. Hara, Ludwigia sericea
(Cambess) H. Hara, Polygonum persicaria L.,e Typha domingensis Pers.

As modificagdes floristicas mais evidentes no passar dos anos foi o aumento de riqueza
geral e a redugdo da abundancia da familia Cyperaceae, sendo elas as mais frequentes na area
no primeiro levantamento realizado em 2001.

A determinagdo de concentracdo de petréleo mais proxima da data do acidente foi do
ano de 2003 e 2004 em campanhas realizadas por Melo (2006). Os resultados da concentracao
de petréleo tiveram variagdes entre 511,70 e 151.039,00 mg/kg de solo.
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Em 2012 e em 2019 os estudos apontaram uma queda consideravel na concentragdo de
petroleo da area contaminada, com variagdes entre 183,84 e 6.444,62 mg/kg de solo.

Importante ressaltar que a legislacdo brasileira ndo tem valores de risco definidos para
o petroleo, ndo sendo possivel avaliar o risco de acordo com a concentragdo tampouco valores
de interveng¢ao, no entanto, de acordo com o 6rgdo de protecao ambiental do estado de Sao
Paulo (CETESB), os valores de intervencao em areas contaminadas com hidrocarbonetos totais
de petroleo no solo sdo de 1.000 mg/kg, valor este determinado pelos riscos potenciais diretos

ou indiretos a satde humana.

4.2 EFEITO DO PETROLEO NO AMBIENTE

As atividades antrdpicas e os agentes relacionados a elas, levam a contaminagao de
extensas areas e do meio ambiente em todo o mundo, e € hoje um dos principais problemas
enfrentados pela sociedade. Os hidrocarbonetos totais de petréleo (HTPs) ¢ um desses agentes
antropogénicos que contaminam o0s ecossistemas aquaticos e terrestres durante seu uso,
producdo, uso operacional e transporte (MUKHERJEE et al., 2017) causando consequéncias
desastrosas a animais, humanos, plantas e microorganismos.

O petrdleo ¢ uma mistura complexa de hidrocarbonetos e nao hidrocarbonetos de origem
porfirinas metalicas, &cidos € compostos organometalicos, sendo os HPAs (hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos) considerado o mais toxico de derramamentos de 6leo, sendo o principal
contribuinte de mutagenicidade e teratogenicidade em humanos (VAN HAMME et al., 2003;
HARITASH et al., 2009). A contaminagdo por petrdleo é considerada de grande risco ndo
apenas aos seres humanos, mas para animais e todo o meio ambiente ( Cocarta et al., 2017 )

Na agua, a presenga de contaminagdo por HTP pode influenciar pH, temperatura,
oxigénio dissolvido, solidos totais e turbidez, além do acimulo de xenobioticos (OGOKO,
2016; ALIL 2019). Teores baixos de oxigénio dissolvido bloqueia a superficie aquatica e a
degrada¢do microbiana, induzindo assim a eutrofizacdo (BOROWIK et a!/., 2019)

No solo o petroleo altera as propriedades quimicas, incluindo a condutividade, teores de
matéria organica, aumento da quantidade de carbono organico, diminui¢dao do pH, aumento de
acidos organicos, enquanto os teores intercambiaveis de Fe e Mg aumentam, assim como a
disponibilidade de fosforo (NG et al., 2014). Na superficie forma uma camada impermeavel
que impede a circulagdo livre da 4gua e as trocas gasosas entre solo e ar. Além de sufocar
plantas, o solo se torna anaerdbico para atividades metabdlicas e o numero de bactérias tendem

a diminuir (STRECHE, 2014). Além disso, os HPAs acabam sendo absorvidos pela matéria
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organica do solo, causando toxicidade aos microrganismos e plantas, afetando o ciclo de
nutrientes do solo e causando um desiquilibrio dos microrganismos das fung¢des do ecossistema
(CHEN, 2018; WEl et al.,2020). Entao, a agao deste contaminante nao sé altera toda a estrutura
e composicao de flora e fauna, mas afeta todas as fungdes ecoldgicas do solo como um todo.

Os riscos ecologicos derivados deste contaminante ¢ pauta de preocupagdao mundial. Os
HTPs tém forte toxicidade carcinogénica e teratogénica, e 16 deles sdo classificados como
poluentes prioritarios de controle propostos pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (EPA).

Alguns mecanismos de remediagcdo podem ser utilizados para remog¢ao do petroleo,
como lixiviacao, evaporacao e degradacao por microrganismos nativos do solo, no entanto a
eficiéncia desses mecanismos estad diretamente ligada a concentragdo e composi¢ao do petréleo
(BRASSINGTON et al., 2007). No entanto, os diferentes métodos ndo apresentam resultados
consistentes quando a area possui grande profundidade e um solo argiloso (STRECHE et al.,
2014). O desenvolvimento de tecnologias eficazes e estratégias de restauracao para superar essa

poluicdo antropogénica sao, portanto, de grande importancia, mas permanecem desafiadores.

4.3 EFEITO DO PETROLEO NAS PLANTAS

Em algumas espécies, o efeito do petroleo vai desde a reducao da germinacao, da taxa
de crescimento e até¢ a morte. O grau de efeito varia com a composi¢ao, espécie € concentracao
do contaminante (ZAVALA-CRUZ et al., 2005; ADAMS et al., 2008; SHAHSAVARI et al.,
2013).

Para algumas sementes que germinam em um ambiente contaminado com petroleo,
além da redugdo da germinagdo, outros sintomas sao comumente visualizados na etapa de
germinagdo, como estresse oxidativo, transferéncia de contaminagdo para o embrido, inibigdo
de alongamento da raiz, indisponibilidade nutricional, reducdo de fotossintese e respiragao,
estomatos reduzidos, inibi¢ao de formagao de folhas, lesdes e deformagdes (UDO et al., 1975;
ADAM et al., 2002; CHEN et al., 2013; KAUR et al., 2017). Esses efeitos ocorrem por conta
do estresse ambiental causado pelo petréleo, que leva a falta de oxigénio, restri¢cdes hidricas
nutricionais e energéticas. (DIMITROW et al., 2000)

Os compostos hidromorficos presentes no petroleo criam um ambiente hidrofobico, com
uma alta capacidade de limitagdo da absorcao de dgua pelas plantas, enquanto os componentes

de baixo peso molecular pode acabar penetrando nas células resultando em colapso celular.
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(SHAHSAVARI et al.,2013). A limitacao hidrica por si s6 ja seria suficiente para causar a
morte de plantas, porém ¢ apenas um dos diferentes estresses causados por este contaminante.

O desenvolvimento das plantas pode ser afetado ainda pelas alteragdes nas propriedades
fisicas do solo (compactacao e reducao da reten¢do de 4gua), nas propriedades quimicas do solo
(alteracoes de pH, salinidade e fertilidade) e nas alteragdes biologicas (toxicidade aos
organismos do solo).

A contaminacdo por petrdleo pode gerar ainda inumeras alteracdes fisioldgicas,
bioquimicas, morfologicas e anatdmicas nas plantas. Dentre as alteracdes podemos destacar a
diminui¢ao de biomassa e clorofila, peroxidacao lipidica gerada por espécies reativas de
oxigénio, danos a membrana e quebra de proteinas (KIM et al., 2004 ; WANG et al., 2008;
KANG et al.,2013; HAGHOLLAHI etal.,2016). Muitos desses aspectos podem ser utilizados
para avaliar a tolerancia e sensibilidade de plantas ao estresse.

Em nivel morfologico, ¢ muito comum encontrar em outros estudos a altera¢do no
comprimento da planta, espessura de caule, quantidade de folhas, necroses e volume de parte
aérea e deraiz, causados principalmente pela diminuicao de disponibilidade de agua e nutrientes
(GOGOSZ et al.,2010; PEREZ-HERNANDEZ et al.,2017; HUSSAIN et al.,2018a; DA
SILVA E MARANHO, 2021). Ja na anatomia, as alteragdes vao desde caule, folha até raizes,
causando altera¢des no tamanho e quantidade de células, compactacao e desestruturacao celular
(BONA et al., 2011) e de modo geral, ha muitos estudos que trazem os efeitos nocivos do

petréleo em varias espécies (Quadro 1)

Quadro 1. Estudos recentes sobre alguns efeitos causados pela contaminagdo por petrdleo nas plantas.

Espécie Concentracdo  Efeitos Referéncia

de HTP
Cedrela 18.940, O petréleo estimulou e aumentou a Pérez-Hernandez,
odorata, Haematoxylum 44.000e57.000 taxa de germinagao de S. I., Ochoa-Gaona,
campechianum, Swietenia mgkg—1) macrophylla e C. odorata, aceleroua  S., Adams
macrophylla e Tabebuia germinag¢ado de 7. rosea e ndo afetoua Schroeder, R.H. et
rosea germinagdo de H. campechianum. al. (2013).

Altura e biomassa reduziram em todas
as espécies na presenga do petroleo.
C. odorata e T. roseaa apresentaram
alta mortalidade diante da

contaminagdo pelo petroleo.
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Amorpha fruticosa 0gkg—1(como Diminuigdo dastaxas fotossintéticas,a Han, G., Culi,
controle), 5,10, condutancia estomatica ¢ a taxa de B.X., Zhang,
15e20gkg—1 transpiragdo. Declinio dos teores de XX.etal. (2016).
clorofila a clorofila b e clorofila total.
Mirabilis jalapa (2%, p/p)por Alteragdo da oxidagdo e Chen, S., Ma, H.,
24 h desintoxicagdo, organizagdo da parede Guo, Z. et al.
celular, metabolismo de aminoacidos e (2017).
carboidratos, transporte e processo de
proteina alteracdes do metabolismo que
resultar na produgdo e secre¢do de
carboidratos de baixo peso molecular,
aminoacidos e proteinas funcionais.
Cedrela odorata, 18.000 mg, Diminuigao de altura e biomassa, Pérez-Hernandez,
Haematoxylum, 31.700 mge degradacdode 32,5 % de petroleo pela 1., Ochoa-Gaona,
campechianum, 47.100 mg H. campechianum, alta taxa de S., Adams,
Swietenia macrophyllae  kg-—1) sobrevivéncia e vigor. R.H. etal. (2017)

Tabebuia rosea

Medicago sativa e Setaria

Cinco niveis

Reducao de biomassas vegetais total,

Xie, W., Zhang,

uiridis entre 0 ¢ 2,0%  aérea e subterranea. Promog¢do na Y., Li,R. et al
(p/p) emergéncia de Setaria uiridis. (2017)
Medicago sativa e grama  1,0% Consorcio entre as duas espécies XIE, Wenjun et
cerda melhorou a degradagdo de petroleo, al. (2018).
crescimento dos individuos e
comunidade microbiana.
Serapilheira 4,5% A contaminacgdo por petrdleo inibiu Zhang, X., Liu, Z.
de Bothriochloa significativamente a decomposi¢ao (2019).
ischaemum geral e a liberagdo de nutrientes.
Vigna radiata Sgkg—1 Minimizou significativamente o Ali et al. (2020).
comprimento da raiz e da parte aérea
da planta em além de minimizar a
atividade fotossintética, condutancia
estomatica, taxa de transpiracdo e
contetdo de clorofila.
Laguncularia racemosa 10 gkg ! Reduziu a biomassa vegetal em 83,6% Moradi et
induziu o estresse oxidativo. al. (2020).
Sorghum bicolor e Sinapis 15 gkg ! Diminuigao da taxa de germinagdo, do Hawrot-Paw et
alba comprimento da raiz e a alturada parte  al. (2020).
aérea da planta.
Oryza sativa, Sorghum, 10 gkg—1 Reduziu a biomassa seca de todas as  Ruley et al.
Tagetes, e espécies. (2020).
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Hyparrhenia rufa
Rhizophora mangle L 10540,33 mg/g- Deformagdes nas folhas e VERANE et al.,
1 aparecimento de novos brotos tantonos  (2020).

experimentos

Medicago, festuca e 0,0a2,0gkg-1 Inibi¢do do crescimento, biomassa, YUAN,

Lolium multiflorum clorofila, e propriedades quimicas do  Longmiao et al.
solo. Aumento de enzimas (2023)
antioxidantes.

*HTP: Hidrocarbonetos totais de petroleo.

Por fim, um ambiente contaminado por petroleo torna-se indspito para o crescimento e
desenvolvimento de muitas espécies de plantas, tanto pela reducdo de nutrientes quanto pelo
comprometimento da capacidade das plantas em absorver nutrientes essenciais para a sua
sobrevivéncia. Os efeitos podem ser fitotoxicos diretos em contato com a planta ou indiretos
através do solo, e enquanto alguns efeitos sdo imediatos, outros sdo cumulativos ¢ demoram
mais para aparecer, permitindo que algumas espécies inclusive, desenvolvam alguns
mecanismos de adaptacao a contaminagao (ANOLIEFO et al., 2003; DA SILVA CORREA et
al.,2022).

4.4 FITORREMEDIACAO

Fitorremediagdo ¢ uma tecnologia sustentavel, eficaz e de baixo custo onde ¢ utilizada
plantas tolerantes na descontaminagio de ambientes poluidos. E uma tecnologia que utiliza os
processos naturais das plantas e sua flora microbiana para sequestrar poluentes organicos e
inorganicos em qualquer tipo de substrato, sendo um processo promissor ¢ amplamente
estudado.

Os gastos para descontaminagao ambiental chegam nos bilhdes de dolares, e como os
processos naturais e biologicos sdo basicamente, alimentados por energia solar, a
fitorremediacdo passa a ser mais barata comparada a outros processos que utilizem
maquindrios, engenharia e outros tipos de tratamento. (GLASS, 1999; TSAO, 2003; API,
2018).

A fitorremediacao por si sO se trata entdo, da utilizacao de plantas para descontaminar
um ambiente, e a partir deste termo, ha algumas técnicas especificas dependendo da estratégia

e capacidade das plantas utilizadas (Quadro 2).
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Tabela 2. Técnicas de fitorremediagdo

Técnica Descricio
Fitofiltra¢do Absorc¢ao de poluentes pelas raizes em dgua contaminada
Fitoextragdo Actmulo de poluentes na biomassa vegetal
Fitoestabilizagdo Limitando a mobilidade e biodisponibilidade de poluentes no solo
pelas raizes das plantas
Fitodegradagao Degradacdo do poluente por enzimas vegetais dentro de tecidos
vegetais
Fitovolatiliza¢do Conversao de poluentes para a forma volatil e sua posterior
liberagdo para a atmosfera
Rizodegradac¢do Degradacao de poluentes na rizosfera por microrganismos
Fitodesaliniza¢do Remocgdo do excesso de sais de solos salinos por halofitas

A fitorremediagdo de compostos organicos pode incluir vias de degradacao, absorc¢ao,
acumulo e promoc¢ao do aumento de atividades naregiao da rizosfera(NEWMAN et al., 2004).
Esse aumento da atividade na rizosfera ¢ promovido pelas plantas, e leva ao aumento de
reservatorio de carbono orginico no solo, melhorando assim a atividade metabolica dos
microrganismos € promovendo na regido da rizosfera a degradacdo de compostos como o
petréleo, processo este conhecido como rizodegradagao.

A absorcao de HTP pelas plantas representa uma fracdo muito baixa ou até inexistente
(FISMES et al., 2004). A degradacdo parte da diversidade microbiana do solo, que permite
multiplas vias de degradacdo, onde os diversos tipos de contaminantes sao utilizados como
fonte de carbono (CHAINEAU et al., 1995), e essa degradagio leva a atenuagdo do poluente
ou o transforma em um intermedidrio na forma¢ao de outros metabolitos (HARITASH e
KAUSHIK et al., 2009), ou seja, a redu¢do de HTP do solo depende diretamente da relacao
entre microrganismos e plantas.

Naturalmente, os processos que ocorrem no interior € na regido da rizosfera de uma
planta variam de acordo com a espécie e o tipo de poluente. Normalmente espécies nativas sao
as mais utilizadas, pois demonstram ja uma capacidade natural as condigdes ambientais por
estarem ja bem adaptadas e aclimatadas, e refor¢cando a ndo propagagdo de espécies exaticas.
Além disso, outros requisitos também sdo importantes, como: grande biomassa, sementes com
boa capacidade de germinacao, resiliéncia a ambientes pobres, crescimento rapido e raizes
profundas (PENG et al., 2009).

Muitas sdo as pesquisas que demonstram a eficiéncia e os efeitos positivos na utilizagao

de plantas como ferramenta de remediacdo de petréleo, como com azevém perene, alfafa,
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Mirabilis jalapa , trigo, milho e Capim cerdas (PENG et al., 2009 ; SHAHSAVARI, 2013;
JONES et al.,2004 ; PHILLIPS et al.,2012; XIE et al., 2017). Além de imobilizar, conter ou
degradar o poluente, a remediagdo promove ainda os processos naturais de crescimento de
microorganismos, melhorando a qualidade do solo como um todo e favorecendo o

estabelecimento de outras plantas (FRICK et al., 1999 ; LOPEZ et al., 2004).

4.5 ESPECIES ESTUDADAS

M. oblonga ¢ endémica do Brasil, encontradano Sudeste e Sul. Cresce em mata ciliare
ambientes imidos (JORDAO et al., 2018). Apesar de ndo haver estudos sobre esta espécie na
utilizagdo de descontaminagdo de solo, faz parte do grupo das leguminosas, caracterizadas pela
forte associacdo simbiodtica com microorganismos fixadores de nitrogénio, proporcionando
melhor fertilidade do solo e reducdo de erosdo. Além disso hd também associa¢do com fungos
e micorrizas, aumentando a superficie de absorcdo, favorecendo um rapido crescimento
(FRANCO et al., 1992; ADAM et al., 2002), o que as torna adequadas para revegetagao de
areas contaminadas com petréleo, visto que ainda apresentam forte resiliéncia a diferentes
biomas (URQUIAGA et al., 2000).

C. virens ¢ endémica do Brasil e ¢ uma espécie que faz parte da familia Cyperaceae, que
no geral, sdo frequentemente submetidas a estresse eco fisioldgicos por estarem em pantanos
(NAWAZ et al., 2014).

As gramineas no geral possuem uma morfologia radicial que as tornam adequadas a
processos de fitorremediacdo, como maior zona de rizosfera e sistemas radicial ramificados,
além disso, demonstram rapido crescimento e nao necessitam de manutengoes a longo prazo no
ambiente de estresse (MERKL et al., 2005 ). Muitas espécies de Cyperus ja tem sido estudada
em locais contaminados e tem se mostrado efetivas candidatas para remediagdo de petroleo
(BASUMATARY et al.,2012; BASUMATARY et al., 2013; YAVARI, 2015; HUSSAIN et
al.,2018b), eja tem sido inclusive cultivada em areas contaminadas, demonstrando uma potente
remogado de hidrocarbonetos de petrdleo, e boa capacidade de sobrevivéncia mesmo em areas
fortemente poluidas (BASUMATARY et al., 2012; BARUAH et al., 2014; CHAKRAVARTY
etal. 2021).

Algumas espécies de Cyperus também sdo importantes para remediagao de zonas
umidas contaminadas com metais pesados, como por exemplo, Cyperus alopecuroides,
Cyperus articulatus e Cyperus malaccensis, que ja foram utilizadas (GALAL et al., 2017,
GALAL et al., 2021; GAO, 2021).
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T. dominguensis popularmente conhecida como Taboa, ¢ uma espécie cosmopolita,
nativa da América do Sul e faz parte da familia Typhaceae. E perene, herbacea, rizomatosa,
vive em ambientes alagados e pode atingir até¢ 3m de altura.

O género Typha possui distribuicdo global com crescimento em uma variedade de
habitats aquaticos em todos os continentes (SMITH, 1987), sendo frequentemente dominante
na area de ocupacdo, seu crescimento acelerado forma grupos muito grandes e persistentes,
gerando inclusive problemas econdmicos e ecoldgicos por se tornar uma erva daninha.
(MORTON, 1975; FINLAYSON et al., 1983; GRACE et al., 1986; THIERET et al., 1996;
AUDU et al., 2012). Apesar disso, as Typhas fornecem uma variedade de servigcos
ecossistémicos, como ciclagem de nutrientes, melhoria da qualidade da agua e da
biodiversidade, e até mesmo como sumidouro de nutrientes através da absor¢do, podendo
reduzir a eutrofizagdo (GE et al., 2017 ;VROOM et al., 2018 ).

Espécies de Typha sdo amplamente utilizadas em avaliagdes de fitotoxicidade de
diversos poluentes por ser uma planta de fcil cultivo e podem ser inclusive utilizadas como
espécies de teste padrao para avaliacao de riscos ecoldgicos de contaminantes (SESIN et al.,
2021). O crescimento vigoroso dessas espécies, mesmo em locais contaminados, as tornam
particularmente adequadas para fitorremediar 4areas degradadas (MARECIK ef al.,
2012 ; RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al.,2017).

Espécies de Typha ja tem sido estudadas quanto ao potencial de remediacdo de
ambientes perturbados com os mais diversos contaminantes, principalmente 7. domingensis, T.
latifolia e T. angustifolia.

T. latifolia ja foi estudada para remediagdo de metais pesados (BONANNO, 2010;
SALEM et al., 2014; MORARI et al., 2015; KLINK, 2017; HEJNA et al., 2020; ABBAS et
al.,2021; HAGHNAZAR, et al., 2023), T. angustifolia tem o potencial de acumular Cu, Zn e
Ni ao méaximo do ambiente em todas as condigdes testadas por Chandra et al. (2010), e T.
domingensis apresenta alta capacidade de fitorremediacdo de mercurio (GOMES et al., 2014).

T. angustifoliae T. domingensis sdo espécies parafiléticas (ZHOU et al., 2018) e um
estudo comparativo entre essas espécies aponta as caracteristicas compartilhadas por elas, como
como alta tolerancia a condi¢des toxicas, grande produgdo de biomassa e crescimento rapido,
fazem de Typhas em geral 6timas opcdes para remediacdo e recuperacdo de ambientes

degradados (BONANNO et al., 2017).
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CAPITULO 1

GERMINACAO, DESENVOLVIMENTO E POTENCIAL DE FITORREMEDIACAO
DE Mimosa oblonga Benth EM SOLO CONTAMINADO COM PETROLEO

1 INTRODUCAO

A crescente utilizagdo do petréleo traz uma preocupagdo ambiental de magnitude
mundial frente aos inimeros acidentes ambientais que contaminam extensas areas como
resultado de sua extragdo, producao e transporte (HUTCHINSON ez al., 2001; EPSTEIN et al.,
2002; EKPERUSI et al., 2015; VARJANI et al., 2017).

O petroleo ¢ um composto altamente toxico que pode causar varios efeitos sobre
organismos vivos e seus ambientes, apresentando um efeito cumulativo na cadeia alimentar
(HUSSAIN et al., 2018). Ao mesmo tempo em que estudos sobre seus efeitos sao realizados,
ha ainda esforgos significativos para o desenvolvimento de tecnologias que possam recuperar
os ambientes degradados (XIE et al., 2018), principalmente tecnologias mais baratas, visto que
a descontaminacao de locais contaminados podem chegar a bilhdes de dolares (KUIPER et al.,
2004, STROUD et al., 2007; API, 2018).

Nas plantas os efeitos da contaminagao podem ser varios, desde reduc¢ao na germinacao,
na taxa de crescimento e até morte (ADAM et al., 2002; MERKL et al., 2005). Tais efeitos
podem variar de acordo com a concentragao de petroleo, tempo de exposi¢cdo ao contaminante
e a espécie (ADAM et al., 2002; BAEK et al., 2004; MERKL et al., 2005; NAIDOO, 2010;
ZENGEL et al., 2015). No entanto, mesmo com tais adversidades, algumas plantas toleram a
contaminagao por petréleo, conseguindo se estabelecer com sucesso na revegetacao de locais
contaminados através da dinamica natural do ecossistema, e embora mais investigacdes sejam
necessarias para entender o comportamento dessas espécies, muitas podem ser uteis na
remediagao de locais contaminados por meio da fitorremediagao.

Fitorremediacdo ¢ uma tecnologia promissora, onde € utilizado o maquinario natural de
algumas espécies de plantas, juntamente com a associagdo com microrganismos do solo para
reduzir a contaminagdo do solo (ANTONIADIS et al., 2017). No entanto ¢ necessario muito
estudo para identificar espécies aptas a serem utilizadas com sucesso neste processo de
descontamina¢do do solo, bem como para identificacdo de espécies representativas dos
diferentes biomas, visando mitigar os impactos de contaminagdes por petroleo, contribuindo

assim para a restauragdo das funcdes do ecossistema (COVRE, 2020). Para identificar estas
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espécies, sdo necessario estudos e testes de fitorremediagdo principalmente com plantas que
apresentam ocorréncia natural em locais contaminados, visando compreender os mecanismos
utilizados por elas, bem como se possuem um potencial de diminuir a quantidade de petrdleo
do solo.

No ano de 2012, a espécie Mimosa oblonga Benth. (Fabaceae) foi identificada em uma
area contaminada por petroleo na Refinaria Gettlio Vargas - PETROBRAS (REPAR) (SILVA,
2014), no Estado do Parand, onde ocorreu no ano de 2000 a ruptura de um duto, onde
aproximadamente 4 milhdes de litros de 6leo foi derramado, afetando uma érea de 2,5km?. O
acidente foi considerado um dos maiores derramamento de 6leo ocorrido em agua doce
brasileira (SILVA, 2009). Na varzea atingida, M. oblonga passou a fazer parte da formagao
pioneira apds o acidente, e foi considerada uma das espécies de maior abundancia, em dois
levantamentos seguidos realizados na area, um em 2012 por Silva (2014) e outro em 2019 por
Sousa (2020).

A alta frequéncia em um local contaminado aliada a outras caracteristicas bioldgicas,
destaca esta espécie como uma candidata promissora para utilizagdo em ambientes degradados.
M. oblonga ¢ endémica do Brasil, encontrada no Sudeste e Sul em mata ciliar e ambientes
imidos (JORDAO et al., 2018). Faz parte do grupo das leguminosas, caracterizadas pela forte
associacao simbidtica com microrganismos fixadores de nitrogénio, proporcionando melhor
fertilidade do solo e redugao de erosdao. Além disso ha também associagdo com fungos e
micorrizas, aumentando a superficie de absorcao, favorecendo um réapido crescimento
(FRANCO et al., 1992; Adam et al., 2002), e ainda apresentam forte resiliéncia a diferentes
biomas e contaminac¢des (URQUIAGA et al., 2000; INCKOT et al., 2011).

Neste estudo avaliamos a espécie M. oblonga em uma abordagem combinada,
analisando sua germinacdo e desenvolvimento inicial e em um solo contaminado com petroleo
e analisamos individuos jovens da espécie transplantados para o solo contaminado, além disso,

analisamos se esta espécie tem potencial de reduzir petrdleo do solo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Experimentol - Andlise de germinagdo e desenvolvimento inicial de M. oblonga em solo
contaminado com petroleo.

Sementes de M. oblonga foram coletadas em 2021, em uma area contaminada da
REPAR, em Araucéria, Parand, Brasil. Foram separadas dos frutos e triadas para sele¢ao de
sementes sadias e de tamanho semelhante. Antes da instalagdo do experimento, foram
adicionadas em dgua a 70° e mantidas por 48 horas para superacdo de dorméncia (FOWLER et
al.,2000). As sementes que flutuaram nao foram utilizadas por indicar a inviabilidade.

Como substrato utilizamos casca de pinus compostada sem adi¢ao de adubos quimicos
da marca GHG. O substrato foi dividido em trés por¢des para formagao dos trés tratamentos:
sem contaminacao (TO0), substrato contaminado a 2% de petrdleo (T2) e com 4% de petroleo
(T4). Nas porgdes de contaminacdo o petroleo foi homogeneizado manualmente (mg de
petroleo/kg de substrato). Os substratos foram adicionados em recipientes plasticos sem
drenagem com as dimensdes: 12,03 cm de largura, 16,42 cm de comprimento e 5,21 cm de
altura, e receberam 250g de substrato cada. A concentracao foi determinada de acordo com a
revisdo de Kaur et al. (2017), onde em uma proposta de padronizagdo, 1% e 2% sao
consideradas concentracdes baixas e, 5% concentragdo média. O petroleo utilizado neste estudo
foi fornecido pela REPAR.

As sementes foram semeadas diretamente no substrato e os recipientes foram cobertos
pelas tampas até o comeco da germinagdo. Foram mantidos em ambiente interno, com regas de
20 ml sempre que necessario. Os recipientes foram distribuidos aleatoriamente e regularmente
alternados de local entre eles. Foi utilizado dez recipientes para cada tratamento contendo dez
sementes em cada. Para mensuragao da quantidade de volatilizagdo natural do petroleo,
adicionamos ao experimento dez recipientes de cada tratamento com contaminag¢io, mas sem
as sementes.

Apds o plantio, a avaliacdo da germinacdo e desenvolvimento inicial foi realizada
diariamente durante 120 dias. As sementes foram consideradas germinadas quando a radicula
se mostrou visivel. A porcentagem de germinacao (PG) foi calculada como PG =Ng x 100/ N,
onde Ng ¢ o total de sementes germinadas e Ns ¢ o Total de sementes semeadas. O indice de
velocidade de germinagdo (IVG) foi calculado pela formulalVG = ) (ni/ti), em que: ni =
nimero de sementes que germinaram no tempo “1”; ti = tempo apo6s instalacdo do teste; 1 = 2

—10 dias.
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Diariamente foram monitoradas as etapas de desenvolvimento de todos os individuos
(Observacao e expansao de edfilos e metafilos) e a porcentagem de sobrevivéncia (considerada
viva a plantula verde ereta e turgida. E neste caso, o total de sementes germinadas foi
considerado como 100% para taxa de sobrevivéncia). A cada 30 dias o comprimento de parte
area total foi medido com régua milimetrada de todos os individuos. Apos 120 dias de
semeados, todos os individuos foram avaliados quanto a biomassa fresca, tamanho da parte
aérea e raiz e quantidade de folhas. A estimativa de area foliar (EAF) do edfilo e do 1° e 2°
metafilos de todos os tratamentos foi medida com régua milimetrada e obtida a partir da
formula: EAF = (C x L)/2, onde C ¢ o comprimento e L a largura das folhas, e para analise

estatistica foi utilizado a média de trés individuos de cada repetigao.

2.2 Experimento II - Desenvolvimento e sobrevivéncia de individuos jovens de M. oblonga
em solo contaminado com petroleo.

Individuos saudaveis de M. oblonga com quatro meses de idade, cultivados em solo sem
contaminac¢do, foram selecionados para este teste.

Foi utilizado substrato de casca de pinus compostada sem adi¢cao de adubos quimicos
da marca GHG. O petréleo, que foi adquirido diretamente da REPAR, foi misturado
manualmente ao substrato, cada concentragdo separadamente em trés porcdes para cada
espécie: sem contaminacdo (TO0), substrato contaminado a 2% de petroleo (T2) e T4 com 4%
de petréleo (T4) em mg de petrdleo/kg de substrato.

Os substratos foram adicionados em vasos plasticos sem drenagem de 2 Litros contendo
20 cm de diametro e 12 cm de altura onde foi adicionado 750 g de substrato.

Os individuos foram adicionados aos vasos preparados em um delineamento
inteiramente casualizado com cinco repetigdes de cada tratamento, contendo quatro individuos
em cada uma, e mais cinco repeticdes de cada tratamento com petrdleo, mas ndo cultivados,
para determinagao de volatilizagdo natural do petréleo.

Os vasos foram mantidos em ambiente interno com iluminag¢@o natural e regas na mesma
propor¢do sempre que necessario para manter o solo umido.

O teste foi conduzido por 120 dias, e a cada 30 dias do teste, todos os individuos foram
medidos quanto altura da parte aérea com régua milimetrada. Ao final dos 120 dias de teste os
individuos foram retirados dos substratos, lavados em agua corrente e secos com papel
absorvente. Foram medidos quanto ao comprimento de raiz e pesados para determinagado de

biomassa fresca.



43

2.3 Anélise de potencial fitorremediador de petroleo

Amostras do solo foram coletadas no inicio para determinacao de concentragdo inicial
e ao final dos 120 dias de teste nos dois experimentos em cada tratamento com contaminagao.

Ao final do teste, tanto nos tratamentos com plantas quanto nos tratamentos sem planta,
os substratos foram separadamente misturados e homogeneizados para obten¢do de uma
amostra de cada tratamento em cada experimento. Todos os testes foram realizados utilizando
cromatografia gasosa de acordo com o método EPA 8015D:2003.

A porcentagem de redugdo de HTP foi calculada de acordo com a seguinte féormula:
Degradacao de HTP (%) = ((T1 — TF) / T1) x 100 onde T1 ¢ a concentracdo inicial de HTP
utilizado no tratamento e TF ¢ a concentracao final de HTP ao final do experimento em cada
tratamento. A eficiéncia da fitorremediagao foi calculada como: (CFC — CFS) onde CFC ¢

referente a concentragao final com planta e CFS ¢ a concentracdo final sem planta.

2.4 Analise Estatistica

Os dados foram comparados utilizando anélise de variancia com permuta¢do (ANOVA). A
analise foi realizada para testar se as variaveis apresentam diferenca significativas entre si.
Como as varidveis expostas nao atingiam os pressupostos de homoscedasticidade e normalidade
dos residuos, foi utilizado teste Nemenyi para avaliacdo de diferencga entre tratamentos. A
significancia estatistica das analises foi definida em p < 0,05. Todos os testes e graficos foram

gerados utilizando o programa RStudio.

3 RESULTADOS

3.1  Experimento | - Analise de germinacao e desenvolvimento inicial de M. oblonga em
solo contaminado com petroleo.

A germinagaode M. oblonga ¢ do tipo epigea e fanerocotilar, ou seja, os cotilédones e
a plimula sio conduzidos acima da superficie do solo, mediante crescimento do hipocétilo. E
do tipo fanerocotiliar pois o cotilédone emerge do envoltoério da semente, ficando
completamente exposto. Possui dois cotilédones opostos e persistentes e colo bem marcado
desde o inicio da germinagdo. O e6filo € composto por uma Unica folha composta bipinada com
cinco ou seis pares de foliolos, e os metafilos apresentam um par de folhas compostas bipinada.

As folhas sdo curtas-pecioladas e os foliolos sdo oblongos, membrandceos e glabros (Figura 1).
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Figura 1 Plantula de Mimosa oblonga. A. plantula completa (CT- Cotiledone; EO — edfilo expandido; M1 —
primeiro metafilo expandido; M2 — segundo metafilo visivel). B. Detalhes da folha composta (primeiro metafilo)

C. detalhe da folha composta (e6filo). D. sementes de M. oblonga.
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A germinagdo de M. oblonga iniciou ap6s 24 horas apds a semeadura e até o 28° dia
foram observadas novas sementes germinadas, com taxas acima de 95% em todos os

tratamentos, sem diferenca significativa entre eles (P> 0,05) (Figura 2).
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Figura 2. Sementes germinadas de Mimosa oblonga em concentragdes crescente de petréleo em solo nao
contaminado (T0), e solo contaminado com 2% (T2) e 4% (T4). Letras iguais ndo possuem diferenga significativa

(P<0,05).
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No entanto, a velocidade de germinagao foi diferente entre os tratamentos (Fig. 3). O
tratamento controle demonstrou maior indice de germinagdo entre o 2° ao 3° dia, enquanto os
tratamentos com contaminagao tiveram seus picos de germina¢do um pouco mais tardio, do 2°
ao 4° dia, com germinagdes mais distribuidas no decorrer dos dias. Os valores de IVG dos
tratamentos demonstraram diferenca, enquanto o TO obteve um IVG de 45,41, os demais

apresentaram um indice menor (T2: 31,75 e T4: 34,58).

Figura 3. Indice de velocidade de germinagdo (IVG) de M. oblonga ao longo de 10 dias apos semeadura nos

tratamentos sem contaminante (TO) e com concentracdes crescentes de petroleo, com 2% (T2) e 4% (T4).
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O desenvolvimento inicial apds a germinagdo de M. oblonga foi desigual entre os
tratamentos desde a protusao da radicula. O desenvolvimento foi mais lento principalmente no
tratamento T4. Neste tratamento nem a visualiza¢do do segundo metéfilo foi concluida em 70%
dos individuos até os 120 dias observados (Tab. 1).

Comparado ao tratamento sem contaminacdo, as plantas dos tratamentos T2 e T4
demonstraram no geral um desenvolvimento mais lento, provavelmente afetado pelo petroleo.
Porém, no inicio o tratamento T4 apresentou um desenvolvimento mais rapido comparado ao
T2 até a expansdo do primeiro metafilo, inclusive em algumas etapas, até mais rapido que o

tratamento TO.

Tabela 1 Etapas de desenvolvimento de Mimosa oblonga emrelagdo ao tempo em solo ndo contaminado (T0), e

solo contaminado com 2 (T2) e 4% (T4). Considerado quando 70% dos individuos concluiram cada etapa do

desenvolvimento até 120 dias.

TO T2 T4
Etapas do desenvolvimento
Dias
Protusdo da radicula - 3 6 4
Cotilédone visivel Inicio 6 7 6
Expansao 12 10 12
Inicio 26 29 25
Eofilo
Expansao 40 48 37
Inicio 50 61 58
Primeiro metafilo
Expansao 70 81 75
) Inicio 66 84 -
Segundo metafilo
Expansao 113 115 -
Inicio 114 117 -

Terceiro metafilo
Expansao - - -

Desde o inicio do crescimento apos a germinag¢do, o comprimento da parte aérea do
tratamento sem contaminagao (T0), foi maior que o restante dos tratamentos com diferengas

significativas (P<0,05) aos 30, 60 e 90 dias apos o inicio do experimento (Fig.4 A, 4B e 4C).
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Figura 4. Comprimento de parte aérea de Mimosa oblonga aos 30 (A), 60 (B), 90 (C) e 120 (D) dias de

crescimento, em solo ndo contaminado (T0), e solo contaminado com 2 (T2) e 4% (T4) de petrdleo. Letras

diferentes significam diferenca significativa (P<0,05).
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Com relacao a sobrevivéncia, o tratamento com o maior nimero de mortes foi 0 T2 com

uma taxa de sobrevivénciade 80,21%. O tratamento T4 foi quem demonstrou maior taxa de

sobrevivéncia 87,76% e o tratamento TO apresentou 83,67% de sobrevivéncia ao final do

experimento aos 120 dias.

O comprimento das raizes demonstrou inibi¢ao de forma dependente do aumento das

concentracdes de petroleo, com resultados significativos entre os tratamentos TO e T4 (P<0,05)

(Fig. 5A). No entanto na biomassa ndo houve uma diferenca significativa entre os valores dos

tratamentos (P>0,05).
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Figura 5. Comprimento de raiz de Mimosa oblonga (A) e biomassa fresca (B) apds 120 dias de germinago e

desenvolvimento em solo ndo contaminado (TO0) e solo contaminado com 2% (T2) e 4% (T4) de petrdleo. Letras

diferentes significam diferenca significativa (P<0,05).
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A estimativa de area foliar foi estatisticamente significante (P<0,05) no edfilo e no
primeiro metafilo (Fig. 6A-B). Porém, a quantidade de folhas ndo variou estatisticamente

(P>0,05) (Fig. 6D).

Figura 6. Estimativa de area foliar (EAF) do eo6filo, 1° metafilo e 2° metafilo (A, B e C respectivamente) e
quantidade de folhas (D) de Mimosa oblonga dos tratamentos controle, (T0) e solo contaminado com 2 (T2) e 4%

(T4) de petrdleo. Letras diferentes significam diferenca significativa (P<0,05).
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3.2 Experimento 2 - Desenvolvimento e sobrevivéncia de individuos jovens de M. oblonga
em solo contaminado com petroleo.

Apo6s 120 dias de experimento os individuos de M. oblonga apresentaram danos visiveis
nas folhas. Em todos os tratamentos os individuos apresentaram perda de folhas, morte de
alguns metéfilos, perda dos cotilédones que ainda estavam presentes durante o plantio e necrose

de folhas ou alguns foliolos (Fig. 7).

Figura 7. Individuos de Mimosa oblonga antes do plantio do experimento II (A) e individuos apds plantio nos

vasos do experimento Il (B, C e D), evidenciando a perda de algumas folhas e necrose de alguns foliolos.
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Durante o periodo de teste, M. oblonga demonstrou um elevado valor de individuos
mortos até o final do experimento, com um total de 16 mortes dos 20 individuos do tratamento
T4, ou seja, apenas 20% dos individuos do T4 sobreviveram até o final dos 120 dias. Nos
tratamentos T2 e TO um total de 40% e 85% sobreviveram respectivamente.

Com relagao ao comprimento de parte aérea, houve uma diferenca significativa apenas
aos 30 e 60 dias entre os tratamentos T2 e T4, sendo que o tratamento T4 apresentou as maiores

taxas de crescimento, inclusive maiores que o tratamento controle TO (Fig. 8).

Figura 8. Comprimento de parte aérea de Mimosa oblonga aos 30, 60,90 e 120 dias de crescimento nas figuras
A, B, C e Drespectivamente,emsolonao contaminado (T0),e solo contaminado com2 (T2) e 4% (T4) de petrdleo
no experimento 2. Letras diferentes significam diferenca significativa (P<0,05).
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Com relagdo a biomassa e comprimento de raiz, nao houve diferenga significativa entre

os tratamentos (P>0,05).
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Figura 9. Biomassa (A) e comprimento de raiz (B) de Mimosa oblonga apds 120 dias de experimento em solo
nao contaminado (TO0), e solo contaminado com 2 (T2) e 4% (T4) de petrdleo no experimento 2. Letras
diferentes significam diferenca significativa (P<0,05).
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2.4 3.3 Analise de potencial fitorremediador de petroleo

A andlise cromatografica do solo mostrou uma taxa de degradac¢do elevada de
concentracdo de petroleo em todos os tratamentos com planta em relacdo aos tratamentos nao
cultivados no experimento I, e embora com variagdes entre os tratamentos, no experimento Il
os resultados foram inversos (Tab 2). O potencial fitorremediadorde M. oblonga foi observado
em maior taxa no tratamento com 2% de petroleo do experimento I, onde houve uma reducao
de 42% de petroleo de solo comparativamente ao seu respectivo tratamento ndo cultivado. No
entanto, no experimento Il a maior redugdo ocorreu no tratamento T4 nao cultivado, com uma
diferencade 16,58% de seu respectivo tratamento cultivado. A porcentagem de degradacao nos
vasos cultivados declinou com o aumento da concentragao de petrdleo, e a mesma tendencia
foi observada para vasos nao cultivados. Os resultados apresentados demonstram ainda que a
porcentagem de reducdo de HTP no tratamento de menor concentracao de 2% foi maior do que

a redugdo no maior nivel de contaminagao 4%.
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Tabela 2 Concentracido inicial e final de petroleo nos tratamentos com contaminagdo crescente de 2 (T2) e 4%

(T4), comparativamente em vasos cultivados com Mimosa oblonga e ndo cultivados dos experimentos I e IL

Tratamento  Concentracio Concentracao Reducio (%) Potencial
inicial (mg/kg) final (mg/kg) fitorremediador (%)
Experimento 1
Cultivado 11.044.,9 55,56 42,00
T2 24.854,7 Nao
21.484.5 13,56
cultivado
Cultivado 26.341,8 31,81 20,83
T4 38.629,3 Nao
34.389,3 10,98
cultivado

Experimento 2

Cultivado 49388 67,90 -
T2 15.387,7 Nio
) 4.125,1 73,19
cultivado
Cultivado 19.607,8 47,05 -
T4 37.036,4 Nao
) 13.466,8 63,63
cultivado

4 DISCUSSAO

A fitorremediagdo tem ganhado cada vez mais atenc¢ao nos ultimos anos (GERHARDT
etal.,2017), e como as respostas das espécies variam muito de acordo com o contaminante e a
concentracao utilizada (SHAHSAVARI et al.,2013), estudos comparativos entre diferentes
abordagens para analisar o desenvolvimento das espécies em um ambiente contaminado €
importante para testar a real eficiéncia de um espécie a ser utilizada em processos de
fitorremediagdo. Um bom estabelecimento em locais contaminados s6 é possivel com
comunidades de espécies que conseguem se desenvolver de forma eficiente, para isso, ¢
importante testar sua capacidade de germinacdo e seu desenvolvimento inicial, bem como
analisar um plantio de individuos jovens em um solo contaminado, especialmente com espécies
que ja apresentam crescimento natural em d4reas degradadas, agregando ndo s6 em
conhecimento a respeito das plantas e suas adaptagdes a ambientes contaminados, mas também
sobre novas espécies aptas a serem utilizadas em processos de remediagdo de contaminantes

utilizando diferentes abordagens.



53

A germinagao da semente, primeiro estagio vegetativo de vida de uma planta, tem sido
estudada utilizando diferentes espécies em solo contaminado com petroleo, e ¢ comum ver em
outros estudos que a presenca do petroleo e seus derivados causam redu¢do na germinagao
(KROENING et al.,2001; ADAM et al., 2002; ISSOUFTI et al., 2006; TANG et al., 2011).
Sharonova et al. (2012) relacionam resultados com baixa germinagdo a uma barreira fisica que
o contaminante pode causar ao redor das sementes, dificultando a entrada de dgua e oxigénio.

Em nosso estudo, o petroleo ndo afetou a germinacdo de sementes, podendo ser
observado taxas acima de 90% em todos os tratamentos e sem diferenca significativa entre eles.
No caso de M. oblonga, o tegumento € tao resistente que em testes de germinagao ¢ necessaria
a utilizacdo de métodos como a escarnificagdo das sementes, necessaria para superacao de
dorméncia e aceleracio da etapa da germinagio (MONTANO-ARIAS et al., 2021). Isso refor¢a
que o tegumento desta espécie é resistente, ja que conferiu resisténcia até mesmo na germinagao
dessas sementes, podendo fornecer uma barreira protetora, protegendo o embrido antes do
contato com o contaminante ¢ ndo comprometendo as fungdes fisioldgicas no interior da
semente.

Embora ocorra variagdes na escala de inibi¢ao de germinagao entre diferentes espécies,
que podem responder a estimulos externos de maneira diferente, tais variagdes podem ainda
estar ligadas a concentragao de petroleo (ADAM et al.,2002). Nossos resultados podem indicar
ainda que as concentracdes utilizadas neste estudo foram muito baixas para causar forte inibigao
na germinacdo de M. oblonga, principalmente por se tratar de uma espécie de rapida germinacdo
(1 a 3 dias), neste caso as sementes ficam pouco tempo em contato com o petroleo antes de
germinarem, reduzindo o periodo de exposicdo ao contaminante. Isso mostrou que a
germinacao de M. oblonga nao ¢ um indicador sensivel a contaminagdo por petroleo.

Apds a germinacgdo hd o desenvolvimento dos eofilos e primeiros metéfilos, que em
nosso estudo demonstraram um desenvolvimento tardio nos solos contaminados, e apesar da
quantidade de folhas ndo ter sido prejudicada, os resultados de EAF dos edfilos também
demonstraram diferenca entre os tratamentos com contamina¢ao com relagdo ao tratamento
controle. Embora alguns estudos demonstrem que um solo biorremediado pode colaborar na
reducdo desses efeitos do contaminante sobre o desenvolvimento dos edfilos (DORN et al.,
2000; INCKOT et al., 2011), a restricdo no crescimento ¢ desenvolvimento dos eofilos e
metéfilos ¢ um fator comum em outros testes com outras espécies como em Vicia sativa L.
e Hordeum vulgare L. (CHUPAKHINA et al., 2004).

Esse desenvolvimento mais lento dos tratamentos com petréleo pode estar relacionado

a varias restri¢des causadas pelo contaminante, dentre elas, as restri¢des hidricas e nutricionais
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(NOGUEIRA et al.,2011). Em experimentos realizados por MERCKL et al. (2005A), foi
observado que a disponibilidade de agua pode ser mais critica em recipientes impregnados por
petréleo, o que acabou afetando tanto o crescimento quanto a sobrevivéncia de trés espécies de
leguminosas (Calopogonium mucunoides Desv., Centrosema brasilianum (L.) Benth e
Stylosanthes capitata Vogel).

Os problemas relacionados ao ambiente contaminado e o estresse hidrico, podem causar
uma redugdo significativa em elementos essenciais, como fosforo, potdssio e nitrogénio
(DIMITROW et al., 2000). Tais deficiéncias podem ter sido responsaveis pela diminui¢do de
comprimento de parte aérea observada no teste de germinagao, que seguiu de forma linear e
dependente da concentracdo em todos os eventos de medida. No entanto, no teste com os
individuos jovens, observamos uma estagnada de crescimento, e embora os resultados tenham
demonstrado maior crescimento no tratamento T4 até os 90 dias, houve uma estagnacao até este
periodo, so6 aos 120 dias é que os individuos apresentaram crescimento, € entdo, mesmo que
ndo estatisticamente diferente entre eles, o tratamento TO ja apresentou maiores taxas de
crescimento comparado aos demais.

Apesar do comprimento de parte aérea de ambos os experimentos ter apresentado
variacOes entre os tratamentos no decorrer dos 120 dias, a biomassa, nao foi alterada em
nenhum experimento. No entanto, o petroleo pode reduzir drasticamente, tanto o crescimento
vegetal quanto a biomassa, sendo esses fatores utilizados como indicadores de toxicidade de
hidrocarbonetos em alguns estudos. Xie et al. (2017) observaram que Medicago sativa e Setaria
uiridis Beauv avaliadas em cinco niveis entre 0 e 2,0% tiveram a biomassa e crescimento
significativamente reduzidos. Em Cedrela odorata, Haematoxylum campechianum, Swietenia
macrophylla e Tabebuia rosea também foi observado a diminui¢do de altura e biomassa em
solo contaminado com 1,8%, 3,1% ¢ 4,7% (PEREZ—HERNANDEZ etal., 2017).

Os fatores que levam a diminui¢do de crescimento e tantos outros resultados negativos
nas plantas, podem interferir também diretamente na sobrevivéncia dos individuos, € o sucesso
de qualquer técnica onde ¢ utilizado plantas, depende diretamente da capacidade de
sobrevivénciadas espécies em solos contaminados (CHAKRAVARTY et al., 2021). Em nosso
experimento de germinagdo, M. oblonga apresentou bons resultados, com uma porcentagem de
sobrevivénciade 83,67%, 80,21% e 87,76% nos tratamentos TO, T2 e T4 respectivamente, no
entanto, no experimento I os resultados foram gradativos dependente da concentragdo de
petréleo no solo, com 85% de sobrevivénciano tratamento T0, 40% no tratamento T2 e apenas
20% no tratamento T4. Esses resultados indicaram que a manipulacao inicial dos individuos do

experimento Il pode ter os deixado vulneraveis aos efeitos toxicos da contaminagao do petroleo,
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visto que tais efeitos ndo foram observados durante o desenvolvimento inicial apos o
experimento de germinacao.

As lesdes e necroses foliares observadas nos individuos jovens sdo respostas comuns
em outras espécies sob condicdo de estresse com petroleo, como Triticum
aestivum, Deschampsia caespitosa ¢ Canavalia ensiformis (NAKATA et al., 2011;
BALLIANA et al., 2017). No entanto, observamos em nosso estudo que as lesdes estavam
presentes inclusive nos individuos do tratamento controle, sendo possivel que foram causadas
pela sensibilidade da manipulagdo inicial para plantio e troca de vasos. Tais efeitos ndo foram
observados em nosso experimento de germinagao, onde os individuos ndo foram manipulados
e sim germinados diretamente no solo, e um estudo recente de Inckot et al. (2023) onde foi
avaliado germinagdo e desenvolvimento inicial de individuos de Mimosa bimucronata , M.
flocculosae M. scabrellavar. aspercarpa também ndo foi observado lesdes e necroses nos
individuos, corroborando ao fato de que o petroleo ndo causou tais efeitos, pode ter
intensificado as lesoes e levado os individuos a morte, mas nao foi a causa inicial.

A reducio de petrdleo do solo ocorreu em niveis mais elevados no experimento com os
individuos jovens, no entanto em comparagao entre solo cultivado e ndo cultivado, a diferenca
foi muito maior no experimento de germinagdo, com potencial de fitorremediacao de 42,00% e
20,83% de seus respectivos vasos nao cultivados nos tratamentos T2 e T4 respectivamente.

A capacidade das plantas em reduzir petréleo do solo esta relacionada ainda a um dos
mecanismos mais importantes da fitorremediagdo de solo contaminado com petroleo, o
estimulo das plantas ao crescimento e atividade de degradadores simbiontes (FRICK et al.,
1999; YATEEM et al., 2008), e as leguminosas (Fabaceae) ja tem sido amplamente estudadas
e conhecidas pelo alto potencial de associagdo com bactérias e fungos que melhoram tanto a
eficiéncia das plantas na absor¢ao de nutrientes quanto favorecer seu crescimento em um
ambiente de estresse (FRANCO et al., 2000; ADAM et al., 2003; BENTO et al., 2012).

A redugdo de petroleo é observada também em outros estudos com outras espécies,
alguns inclusive relacionam a redu¢do de concentragdao com relagdo ao tempo, Cai et al. (2016)
observaram que aos 30 dias houve a degradacdo de 6,9%, e ao final de 90 dias houve a redugao
méxima de 64% de petréleo utilizando Festuca arundinaceae. Estudo de Al-Mansoory et
al. (2017) utilizando Ludwigia octovalvis (Jacq.) também observaram uma grande reducao da
concentracdo do petrdleo, 79,8% apds 72 dias de exposi¢cdo a uma mistura de solo com
concentracao de 2 g/kg de gasolina.

Nos estudos de Silva (2014) realizados na area de varzea degradada da Repar-Petrobras,

juntamente com o levantamento floristico da area apontando M. oblonga como uma das
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espécies de maior frequéncia no local, foi constatado valores entre 439,00 e 6.444,62 (mg/kg)
de petréleo em 30 diferentes pontos amostrais. A maior concentragao encontrada foi no ponto
amostral 20, com cerca de 6.444,62 (mg/kg), ou seja, 2,58% a mais de petroleo, comparada a
nossa concentracdo maxima obtida no inicio do tratamento T4. Estes dados aliados aos nossos
resultados, indicam que M. oblonga tem a capacidade de sobreviver a niveis altos de petroleo,
conseguindo se estabelecer com sucesso em um solo degradado mesmo em concentragdes

elevadas.

5 CONCLUSOES

Nossos estudos indicaram que a espécie M. oblonga respondeu de maneira positiva ao
estresse causado pela contaminacdo por petroleo, mesmo no maior nivel de contaminagdo
utilizada em nossos testes. Nao demonstrou toxicidade na germinagdo e desenvolvimento
inicial, apresentou altos indice de sobrevivéncia e biomassa em seu desenvolvimento inicial em
solo contaminado. Os individuos jovens apresentaram certa sensibilidade apds o transplante
para os vasos contaminados, no entanto os resultados ndo apresentaram diferencas
significativas. O potencial de fitorremediacao desta espécie ndo apresentou taxas elevadas, no
entanto a reducdo de petréleo do solo chegou a 67,90% em vaso cultivado, tendo estdo esta
espécie forte potencial de utilizagdo em locais contaminados, especialmente a partir de

semeadura direta.
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CAPITULO 11

GERMINACAO, DESENVOLVIMENTO E POTENCIAL DE FITORREMEDIACAO
DE Cyperus virens Michx EM SOLO CONTAMINADO COM PETROLEO

1 INTRODUCAO

O petréleo ¢ um composto altamente toxico que causa inimeros problemas ambientais,
além de oferecer perigo a fauna, flora e ao ser humano (TANG et al., 2011; VARJANI et al.
2017). Por isso, atualmente existe uma grande necessidade de remediacdo dessas areas
contaminadas principalmente com tecnologias eficientes e sustentdveis para recuperar os
ambientes degradados por petroleo.

Nas plantas o petréleo pode causar diversos problemas, como afetar o crescimento, a
germinacao, as taxas de rendimento levando até a morte (SHAHSAVARI et al., 2013 , XIE et
al.,2017). No entanto, o cultivo de algumas espécies pode colaborar na degradagdo de varios
contaminantes organicos do solo, principalmente pelo estimulo da atividade microbiana da
rizosfera (HALL et al., 2011).

A fitorremediagdao surge como uma ferramenta com intimeros beneficios, muito
eficiente e com baixo custo, em que ¢ utilizado plantas para realiza¢ao reducao do contaminante
do solo (ANTONIADIS et al.,2017). A identificacdo de espécies que podem ser utilizadas com
sucesso em processos de fitorremediacao de petroleo sao de extrema necessidade na atualidade,
visando mitigar os impactos de contaminagdes, restaurando a fungdo do ecossistema por meio
de crescimento e protecdo do solo (COVRE, 2020). Para identificar estas espécies, € necessario
estudos e testes de fitorremediagdo principalmente com plantas que apresentam ocorréncia
natural em locais contaminados e espécies nativas, que ja apresentam uma alta adaptabilidade
ao climae aregido, e assim, € necessario entao procurar compreender os mecanismos utilizados
por esses individuos, bem como se sao potencialmente utilizaveis na descontaminacao de outros
locais degradados.

As espécies de Cyperaceae, no geral, sdo frequentemente submetidas a estresse eco
fisiologicos por estarem em pantanos (NAWAZ et al., 2014), além disso, algumas espécies de
Cyperus ja tem apresentado sucesso na fitorremediacao de metais pesados (GALAL et al.,

2017; GALAL et al., 2021; GAO, 2021) e inclusive mostrado efetividade na remediagado de
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solos contaminados com petroleo (BASUMATARY et al., 2012; BARUAH et al.,2013;
YAVARI et al., 2015; Hussain ef al., 2018). Caracteristicas como sistema radicular extensos,
crescimento rapido e o fato de ndo necessitarem de manutencdo a longo prazo, fazem das
Cyperus candidatas adequadas para utilizacdo em processos de fitorremediacao. Cyperus virens
Michx € uma graminea nativa e apresentou crescimento natural em uma area apos um ano de
um grave acidente de derramamento de petréleo, ocorrido em 2000 na Refinaria Getulio Vargas
— PETROBRAS. Um ano apds esse acidente poucas espécies conseguiram se estabelecer
novamente na area afetada, e C. virens foi uma dessas espécies, que inclusive apresentava
indices altos de frequéncia comparado as outras poucas espécies do local (FUNPAR, 2001).
No entanto, os estudos com foco na avaliacao das respostas fitotoxicas de C. virens em
solos contaminados ¢ limitado. Por isso, o objetivo desde estudo foi de avaliar os efeitos do
petroleo em C. virens desde os seus primeiros estagios de vida, a partir da germinagao, e testar
os efeitos fitotoxicos do petrdleo em individuos jovens também em um experimento paralelo.
Além disso, avaliamos se C. virens tem potencial fitorremediador de solo contaminado com

petréleo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Experimento I — Andlise de germinacdo e desenvolvimento inicial de C. virens

Sementes de C. virens foram coletadas na drea da REPAR no ano de 2022. Antes do
plantio foram triadas de modo que fosse selecionada apenas sementes aparentemente saudaveis,
e foram adicionadas em um recipiente com agua para teste de flutuacdo. Sementes que
flutuaram foram descartadas.

Para o teste utilizamos casca de pinus compostada sem adi¢cdo de adubos quimicos como
substrato. Dividimos inicialmente em trés porg¢des, tratamento controle TO, e tratamentos com
2% e 4% de petroleo como T2 e T4 respectivamente. O petroleo, que foi fornecido pela
Refinaria REPAR, foi homogeneizado ao substrato manualmente, até que o substrato estivesse
todo envolto pelo contaminante. Para a mistura nas concentracgdes dos tratamentos T2 e T4 o
petrdleo foi misturado ao substrato em mg de petroleo por kg de substrato (20.000 mg kg —!
(T2) e 40.000 mg kg —' (T4). Foi adicionado 250g substratos a potes plasticos sem drenagem
com capacidade de 500g.

As sementes foram colocadas acima do substrato preparado e deixadas para germinar

em ambiente interno com luz natural, temperatura ambiente e regas sempre que necessario para
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manter o solo humido. Foi estabelecido cinco repeticdoes de cada tratamento contendo 30
sementes em cada, totalizando 150 sementes por tratamento e ainda cinco repeti¢des de cada
tratamento com contaminacdo, mas ndo cultivados, para determina¢do de volatilizagao natural
do petrdleo ao final do experimento. O experimento foi avaliado durante um periodo de 240
dias.

Ap6s o plantio das sementes a contagem de germinagdes foi realizada todos os dias e a
porcentagem de germinagao (PG) foi calculada como PG = Ng x 100/ Ns , onde Ng total de
sementes germinadas e Ns Total de sementes semeadas. O indice de velocidade de germinagao
(IVG) foi calculado pela formulaIlVG = ) (ni/ti), em que: ni = nimero de sementes que
germinaram no tempo “i”’; ti = tempo ap0ds instalagao do teste, e foi considerado 95 dias apos a
semeadura.

A cada 30 dias o comprimento de parte aérea foi medido com régua milimetrada em todos
os individuos. E ao final do experimento os individuos foram avaliados quanto a biomassa

fresca (pesados em balancga digital) e tamanho de raiz.

2.2 Experimento Il — Analise de desenvolvimento de individuos jovens de C. virens

Individuos saudaveis de C. virens com oito meses de idade, cultivados em ambiente sem
contaminagao por petréleo, foram selecionados e adicionados a vasos preparados com substrato
de casca de pinus compostada. O petréleo foi misturado manualmente ao substrato, cada
concentracdo separadamente em trés porgdes para cada espécie: sem contaminagdo (TO),
substrato contaminado a 2% de petroleo (T2) e T4 com 4% de petroleo (T4) em mg de
petroleo/kg de substrato. Os substratos foram adicionados em vasos plasticos sem drenagem de
2 Litros contendo 20 cm de diametroe 12 cm de altura onde foi adicionado 750g de substrato.

O experimento foi realizado em um delineamento inteiramente casualizado com cinco
repeti¢oes de cada tratamento contendo quatro individuos em cada uma, e mais cinco repeti¢des
de cada tratamento com petroleo, mas ndo cultivados, para determinacao de volatilizagao
natural do petrdleo. Os vasos foram mantidos em ambiente interno com iluminagao natural e
regas na mesma propor¢ao sempre que necessario para manter o solo imido e o teste foi
conduzido por 120 dias.

A cada 30 dias do teste, todos os individuos foram medidos quanto altura da parte aérea
com régua milimetrada. Ao final dos 120 dias de teste os individuos foram retirados
cuidadosamente dos substratos, lavados em dgua corrente e secos com papel absorvente. Foram

medidos quanto a comprimento de raiz e pesados para determinagao de biomassa fresca.
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2.3 Analise de potencial de fitorremediacdo do solo

Inicialmente foi realizada a coleta do substrato homogeneizado com petroleo antes de serem
adicionados aos vasos, para determinacdo de concentracdo inicial do petroleo nos tratamentos
T2 e T4. Outra analise foi realizada ao final do experimento, onde o substrato foi
homogeneizado novamente, cada tratamento separadamente para obtengao de concentragdo
final, tanto dos vasos cultivados quanto dos vasos nao cultivados.

O teste para determinacdo de concentracdo de petroleo foi realizado utilizando

cromatografia gasosa de acordo com o método EPA 8015D:2003.

2.4 Analise estatistica

Os dados foram comparados utilizando analise de variancia com permutacao (ANOVA). A
analise foi realizada para testar se as varidveis apresentam diferengas entre tratamentos. Como
as variaveis expostas ndo atingiam os pressupostos de homoscedasticidade e normalidade dos
residuos, foi utilizado teste Nemenyi para avaliagdo de diferenca entre tratamentos. A
significancia estatistica das analises foi definida em p < 0,05. Todos os testes e graficos foram

gerados utilizando o programa RStudio.

3 RESULTADOS

3.1 Experimento I — Analise de germinagao e desenvolvimento inicial de C. virens

C. virens possui a germinacao do tipo hipogea e folhas do tipo linear. As sementes
comegaram a germinar ap6s o 15° dia de semeadas e foi observado novas germinagdes até os
95 dias de teste.

A germinacdo entre os tratamentos apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos TO e T2 (P<0,05) (Fig. 1). A quantidade de sementes germinadas no tratamento
controle (T0) acabou sendo maior comparada aos tratamentos com contaminagdo. No total das
150 sementes germinadas em cada tratamento apenas 66,66% germinaram no TO e 35,33% e
44% nos tratamentos T2 e T4 respectivamente, ou seja, o tratamento controle germinou cerca
de duas vezes mais a quantidade de sementes do tratamento T2, apresentando assim uma

diferenca significativa entre ambos.
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Figura 1. Resultado da germinacdo de Cyperus virens em concentragdes crescente de petréleo em solo nao

contaminado (T0), e solo contaminado com 2 (T2) e 4% (T4) de petroleo. Letras diferentes significam diferenca

significativa (P<0,05).
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O IVG (Indice de velocidade de germinagdo) apresentou diferencas entre os tratamentos
(Fig. 2), sendo que o resultado foi dependente da concentragdo de petréleo, o tratamento TO

apresentou IVG cerca de duas vezes maior que o T4.

Figura 2. Indice de velocidade de germinagio (IVG) de Cyperus virens submetidas a tratamento de solo nio
contaminado (T0) e solo contaminado com 2 (T2) e 4% (T4) de petroleo.
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O crescimento de C. virens s6 apresentou diferencas significativas (P<0,05) aos 60, 210
e 240 dias de experimento (P<0,05). A diferenca significativa nesses trés periodos ocorreu
principalmente pela diferenga do TO com os tratamentos com maior contaminagao T4, sendo o
TO com o maior indice de crescimento. Nos outros periodos, inclusive quando TO apresentou

taxas menos elevadas de crescimento os resultados ndo foram significativos. Em todos os



68

periodos medidos, o0 comprimento do tratamento T4, com a maior concentragdo de petrdleo, se

manteve com crescimento abaixo dos demais.

Figura 3. Comprimento de parte aérea de Cyperus virens aos 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 250 dias de
crescimento em solo ndo contaminado (T0), e solo contaminado com 2 (T2) e 4% (T4) de petrdleo. Letras

diferentes significam diferenca significativa (P<0,05).
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Os resultados de comprimento de raiz e biomassa obtidos ao final dos 240 dias de
experimento (Fig. 4) foram semelhantes aos encontrados nas medi¢des de tamanho, onde a
diferenca significativa ocorreu entre os tratamentos TO e T4 (P<0,05), sendo que a biomassa

foi consideravelmente reduzida dependente da concentracao de petrdleo do solo.

Figura 4. Comprimento de raiz ¢ Biomassa de Cyperus virens ao final dos 240 dias de experimento em solo
controle (T0) e contaminado com2 (T2) e 4% (T4) de petroleo. Letras diferentes significam diferenca significativa
(P<0,05).
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3.2 Experimento II — Analise de desenvolvimento de individuos jovens de C. virens

Apds 120 dias de experimento nao foram observados sintomas visiveis de toxicidade do
petréleo em individuos de C. virens. A espécie demonstrou um bom desenvolvimento em solo
contaminado apds o plantio (Fig 5). No inicio do experimento os individuos tinham uma média
semelhante entre os tratamentos, com valores entre 4,6 cm e 5,52 cm de altura. 90 dias apos o
inicio do teste os individuos ja apresentavam uma meédia cinco vezes maior nos tratamentos TO,

T2 e T4 com valores de 25,23cm / 22,90cm e 23,97cm respectivamente.
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Figura 5. Imagens de desenvolvimento de individuos de Cyperus virens aos 40 dias de experimento (A), 90 dias

de experimento (B) e 120 dias de experimento (C).
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Durante todo o periodo analisado os valores de comprimento ndo foram significativos

(P>0,05).

Figura 6. Comprimento de parte aérea de Cyperus virens aos 30, 60, 90 e 120 dias de crescimento no
Experimento Il em solo ndo contaminado (T0), e solo contaminado com 2 (T2) e 4% (T4) de petroleo. Letras
diferentes significam diferenca significativa (P<0,05).
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Com relacdo a biomassa, C. virens apresentou uma reducdo significativa nos
tratamentos com contaminacao T2 e T4 em comparacao com o tratamento controle, assim como
o comprimento de raiz, que observamos uma diferenga significativa entre os tratamentos T2 e
TO (Fig 7). Para entender esta reducado, visto que o comprimento nao havia sido afetado, foi
realizada a contagem de nimero de folhas de todos os individuos ao final do teste, que revelou

também uma diferenca significativa (P<0,05) (Fig. 7C).
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Figura 7. Biomassa (A) e comprimento de raiz (B) e quantidade de folhas (C) de Cyperus virens. Letras
diferentes significam diferenca significativa (P<0,05).
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Com relagao a sobrevivéncianos individuos de C. virens, o menor indice de sobrevivéncia
foi no tratamento T2, com um total de 75% de sobrevivéncia, ja nos tratamentos TO e T4 houve

uma porcentagem de sobrevivéncia de 95% e 90% respectivamente.

3.3 Potencial de fitorremediagao do solo

A reducdo de petrdleo ocorreu em maior propor¢ao nos vasos cultivados em comparagao
com seus respectivos tratamentos ndo cultivados. A maior taxa de redugdo ocorreu nos
tratamentos T2 em comparagdo com os tratamentos T4 e a maior reducdo foi observada no
tratamento T2 de C. virens no experimento II, onde utilizamos os individuos jovens, com uma
reducdo de 70,05% de petrdleo. O tratamento onde C. virens apresentou maior potencial de
fitorremediagdo foino T2 do experimento I apds o teste de germinagdo, com uma diferenca de

10,56% de seu respectivo tratamento ndo cultivado.
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Tabela 1. Concentracdo inicial, final e potencial de fitorremediacdo de petroleonostratamentos com contaminagao

crescentede 2 (T2) e 4% (T4), comparativamente em vasos cultivados com Cyperus virens e nao cultivados.

Tratamento Concentracao Concentracado  Reduc¢io (%) Potencial de
inicial (mg/kg) final (mg/kg) fitorremediacio
Experimento 1
Cultivado 10449.,8 65,32 10,56
T2 30130,1 Nao
) 13631,2 54,76
cultivado
Cultivado 26217,6 46,15 3,25
T4 48687,1 Nao
) 27802,5 42,90
cultivado

Experimento 11

Cultivado 5774,8 70,05 3,14
T2 192822 Nio
5380,6 66,91
cultivado
Cultivado 14830,3 62,03 5,11
T4 39060,1 Nio
16826.,6 56,92
cultivado

4 DISCUSSAO

Levando em conta que as espécies apresentam particularidades quanto aos seus
processos de desenvolvimento, avaliamos neste estudo a capacidade de C. virens de sobreviver
e se desenvolver em dois experimentos distintos, no primeiro a espécie foi testada quanto a sua
capacidade de germinagdo e desenvolvimento inicial em solo contaminado com petroleo, na
segunda abordagem avaliamos seu desenvolvimento e testamos sua capacidade de
sobrevivéncia em solo nas mesmas condi¢des de contaminacdo com petréleo, utilizando
individuos jovens que cresceram em um ambiente limpo. Assim, com uma abordagem
combinada, testamos a viabilidade de utilizagdo desta espécie para processos de
fitorremediagdo a partir de sua germinacgdo e/ou utilizagdo de individuos jovens, bem como a
capacidade de C virens em ambos os experimentos em reduzir o petroleo do solo.

A contaminagdo por petroleo causa efeitos adversos nas propriedades fisico-quimicas e
biolégicas do solo, obstrui os poros do solo, reduz a porosidade e infiltragdo de agua,
dificultando a disponibilidade de nutrientes e dgua para as plantas (YAVARI et al., 2015; HAN
et al.,2016; NDIMELE et al.,2018; DEVATHA et al., 2019). Esses fatores dificultam todo o

processo de desenvolvimento e crescimento nas plantas, por isso, € comum ver na literatura
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trabalhos que relatam redugdo de germinagdo, comprimento de raiz e parte aérea, biomassa e
sobrevivéncia.

A exposicao de sementes de C. virens em solo contaminado com petréleo foi realizada
para caracterizar os efeitos desse contaminante nos estagios iniciais de desenvolvimento. A
germinacao das sementes ¢ uma etapa muito importante do crescimento e estabelecimento das
plantas, e nesta etapa mais vulneravel ¢ onde testamos a sensibilidade particular das espécies
(BANKS et al., 2005). Os resultados mostraram diferenca significativa na germinagdo de
sementes entre solo controle e solo contaminado T2, e a velocidade de germinagao também foi
afetada de acordo com a concentragdo de petroleo, sendo este um fator ja observado em outros
estudos (ADAM et al., 2002; ACHUBA, 2006; CHEN et al.,2013). Naturalmente os resultados
podem variar de acordo com a espécie e concentracdo do petroleo, Vigna radiata L. por
exemplo, foi testada em quatro concentragdes distintas de petroleo (1,0 %, 1,5 %, 2,0 % ¢ 2,5%
p/p TPH) em estudos de MASAKORALA et al. (2013), e apresentou taxa de germinacao de
100%.

No entanto, ¢ importante levar em consideragdo, que C. virens ¢ uma espécie que se
propaga, além das sementes, através de rizomas, € o ponto chave para o bom estabelecimento
dessa espécie em locais contaminados pode estar relacionada a sua reprodu¢do vegetativa bem -
sucedida aliada a uma grande quantidade de sementes dispersas, que apds germinadas
conseguem se estabelecer e manter a presencga e a densidade no ambiente. Muitas espécies de
Cyperus dependem mais da reproducao assexuada do que sexuada, e este fato ja ¢ conhecido e
estudado a muitos anos (THULLEN ez al., 1979; HORAK et al., 1986; HORAK et al., 1987,
STOLLER et al., 1987, LAPHAM et al., 1990; HOLT, 1994; ABAD et al., 1998; RANSOM
et al., 2009; KING et al., 2012).

A sensibilidade de C. virens no experimento I foi observada no parametro de
crescimento, biomassa ¢ tamanho de raiz, onde o tratamento controle apresentou maiores
indices comparado aos tratamentos com contaminacdo. No entanto no experimento Il o
comprimento nao foi afetado, e visivelmente os individuos estavam semelhantes, mas o
comprimento de raiz, quantidade de folhas e principalmente biomassa tiveram impacto negativo
da contaminagdo por petrdleo. Entdo a contaminagao por petréleo nao afetou as folhas no
crescimento, mas sim no desenvolvimento.

Devido a toxicidade do petroleo as propriedades fisico-quimicas e bioquimicas do solo
sdo deterioradas, levando a escassez de oxigénio, agua e nutrientes (DUTTA et al.,
2017 ; AHMED et al.,2018 ), restringindo o crescimento e a produtividade das plantas (HUNG

et al., 2020), por isso, a redugcdo do comprimento de parte aérea, raiz ¢ biomassa ¢ comumente
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observado em outros estudos com contaminagado de petréleo (ZAMANI et al., 2017; RULEY
et al.,2020; MORADI et al., 2020; HAWROT-PAW et al., 2020; GRIFONI et al., 2020).

As raizes estdo em contato direto com os poluentes, e por isso, além de serem
consideradas importantes no ponto de vista fitotoxico das plantas, o comprometimento de seu
crescimento e desenvolvimento afeta significativamente a absor¢ao de 4gua e nutrientes e como
um ciclo, afeta a parte aérea e a biomassa das plantas. No entanto, sdo as raizes as responsaveis
pela alteracdo do comportamento bioldgico do solo, bem como composicao e até a degradacao
do contaminante (NEERGAARD et al., 2000; ATKINSON, 2000), realizada pela propria
planta ou por microrganismos que vivem na rizosfera e degradam o petroleo.

Com relacdo a sobrevivéncia nos individuos de C. virens observada em nosso
experimento II, o menor indice de sobrevivéncia foi no tratamento T2, com um total de 75% de
sobrevivéncia, ja nos tratamentos TO ¢ T4 houve uma porcentagem de sobrevivénciade 95% e
90% respectivamente. A morte de plantas em um ambiente contaminado por petroleo é
normalmente atribuida a deficiéncia de dgua e nutrientes (CHAKRAVARTY et al., 2021),
porém ¢ um fator muito importante para o estabelecimento da espécie em local contaminado.
Um estudo recente de Chakravarty et al. (2021) com Cyperus brevifolius em solo contaminado
com 11,333 + 5,271 g/kg de petroleo, demonstrou que 50% dos individuos sobreviveram apos
60 dias de experimento.

A redugdo de concentragao de petroleo do solo indica o potencial da planta em remover
ou promover a remog¢ao do poluente do solo contaminado. Nosso estudo revelou que em ambos
os experimentos aqui avaliados, C. virens demonstrou grande potencial de redugado do petroleo,
chegando a uma reducdo de 62,03-70,05% do valor de concentracdo inicial no solo
contaminado com 2%, e em todos os solos cultivados os valores foram maiores que seus
respectivos solos nao cultivados. No entanto, o potencial fitorremediador apresentou taxas
menos elevadas, sendo a maior taxa observada no Experimento I com 10,56% no tratamento
com 2% de petréleo. Estudos de Basumatary et al. (2013) utilizando Cyperus rotundus foi

observado que apos 180 dias de experimento a espécie reduziu cerca de 32,6-50,01%.

5 CONCLUSAO

A germinagdo e desenvolvimento de C.virens apds a germinacdo apresentaram
resultados significativos, com taxas mais elevadas no tratamento controle em comparagdo com

os tratamentos com contaminacao em todas as varidveis observadas, no entanto no experimento
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utilizando individuos jovens, C. virens apresentou rapido crescimento em todos os tratamentos,
sem diferencas significativas, no entanto, na biomassa, comprimento de raiz e quantidade de
folhas, foi evidenciando sinais significativos de toxicidade. A redu¢do de petroleo do solo foi
elevada em todos os vasos cultivados, no entanto com taxas de potencial de fitorremediagao
baixas, sendo a maior taxa observada no experimento I no tratamento com 2% de petréleo, uma
reducdo de 10,56%. A alta capacidade de crescer e sobreviver ao ambiente contaminado desta
espécie, mesmo com sinais de toxicidade, favorece a ocupacdo e estabelecimento de C. virens
em locais com contaminag¢ao de petroleo, e fazem desta espécie uma forte op¢ao para utilizagdo

em processos de fitorremediacao.
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CAPITULO 111

EFEITOS DA CONTAMINACAO POR PETROLEO EM Typha domingensis PERS.
(TYPHACEAE)

1 INTRODUCAO

O aumento da industrializagdo global, juntamente com a utilizagdo crescente de
petroleo, mostraum desafio o controle de contaminagdes advindos de sua extragao, produgao e
transporte no mundo todo (VARJANI et al., 2017; HUNG et al., 2020). O petréleo € formado
em sua maioria por compostos toxicos, e oferece perigo e possui efeitos nocivos tanto nos seres
vivos quanto em seus ambientes. Tais efeitos tém sido estudados a décadas, bem como
alternativas que possam colaborar em uma neutralizacdo dos ambientes contaminados (OSSE
et al.,2018; UKALSKA-JARUGA et al., 2020).

A tendenciados ultimos anos € a procura por alternativas sustentaveis, e que além disso
envolva umatecnologia eficaz e barata para a remediacao dos ambientes afetados. Nas plantas,
o petroleo normalmente apresenta efeitos negativos, como baixa germinagdo, reducdo de
crescimento ou rendimento e até a morte (XIE et al., 2018; Hung et al., 2020), sendo que tais
efeitos dependem da composigao do petroleo, concentracao e espécies de plantas presentes no
local (SHAHSAVARI et al., 2013; XIE et al., 2017).

No entanto, tecnologias utilizando algumas plantas para remediagdo de solo tem sido
utilizada em pesquisas por todo o mundo, e consiste na aplicagdo de algumas espécies
especificas de plantas que detém o potencial de reduzir ou eliminar o contaminante ( XIE et al.,
2018). A remediacdao de solos contaminados por petroleo pode ser realizada através da
fitorremediagao, técnica que consiste na utilizagao do sistema natural das plantas para reduzir
ou eliminar o contaminante do ambiente (CUNNINGHAM et al., 1995; NDIMELE, 2010). A
remediacdo pode ocorrer através de alguns mecanismos, como: (i) fitoestabilizagdo,
aprisionamento do poluente nas raizes da planta; (i1) fitoextracdo, absor¢do e armazenamento
do contaminante nos tecidos da planta; (ii1) fitovolatizag¢do, absor¢cdo e bioconversao do
poluente a compostos volateis, eliminados nos processos de transpiracao da planta; e (iv)
fitoestimulagdo (ou rizodegradagao), aumento da oxigenagdo do solo e producdo de exsudatos
pelas raizes, favorecendo o crescimento de microorganismos que degradam o contaminante

(CUNNINGHAM et al., 1996).
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Porém, poucos estudos tém investigado os efeitos da contaminagao do petroleona area
contaminada, sendo que a maior parte dos estudos sao realizadas em laboratorio com plantas
cultivadas em solucdes nutritivas e ambiente controlado, poucos sdo os estudos em campo
(HUNT et al., 2019).

Em 16 de julho de 2000, na Refinaria Presidente Getulio Vargas (REPAR), localizada
no municipio de Araucaria (Regido Metropolitana de Curitiba, Parana - Brasil), ocorreuum dos
maiores desastres ambientais brasileiros. A partir da ruptura de um oleoduto, vazaram cerca de
quatro milhdes de litros de 6leo cru que escoaram por uma encosta e atingiram corpos d’agua
proximos, contaminando banhados adjacentes (Maranho et al. 2006; Maranho et al. 2009),
ocasionando a morte da vegetagao quase que totalmente.

Apds doze anos do acidente, ocorreu uma notavel modificagdo floristica na area, houve
um aumento na cobertura vegetal da espécie Typha domingensis, que antes do acidente ja existia
na area com uma cobertura aproximada de 5,8%, posteriormente ao acidente essa cobertura
passou a ser 85% (RP Sousa unpubl. res.), mesmo com o petroleo em altas concentragdes no
local, com valores entre 200 e 6.400 mg/kg de solo.

T. domingensis € uma planta que apresenta muitos pontos favoraveis para utilizagao em
locais degradados, da familia Typhaceae, ¢ perene, de grande porte, rizomatosa e amplamente
distribuida no mundo. Apresenta excelentes resultados na remediacdo de metais pesados e
conseguem crescer € se estabelecer bem em habitats com altos niveis de elementos toxicos
(KLINK et al., 2013; KUMARI et al., 2015; PARZYCH et al.,2016; BONANNO ¢
CIRELLI, 2017; YANG e SHEN, 2020). A partir dessas questdes, pretendemos entender quais
adaptagdes anatomicas 7. domingensis adotou para sobreviver ao ambiente, e se tem capacidade

de absorver o petréleo do solo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

Este estudo foi realizado em uma area situada na Refinaria Presidente Getulio Vargas
(REPAR), localizada no municipio de Araucdria, Parand - Brasil, entre as coordenadas
geograficas 25°35°17.2”S € 49°20°56.70 (figura 1), onde individuos de 7. domingensis foram
coletados em dois pontos para analise, um ponto sem contaminagao de petréleo (Ponto I) € um
ponto com a maior concentragao de petroleo da area contaminada (Ponto II) (Figura 1), com

concentracdo de 6.400 mg/kg de solo (Fig. 1).

Figura 2. Imagem aérea da area atingida por petroleo na Repar, Araucaria, Parana - Brasil. Locais amostrais do
estudo: A localizagdo da area I refere-se ao local de maior concentracdo de petroleo da area do acidente (area

contaminada); ¢ Il area controle adjacente a areca contaminada. Fonte: Google Earth.

« u A

Contaminated area

Non-contaminated
area

2.2 Amostras vegetais, andlise morfologica e anatdomica

Para analise morfologica foram analisados 20 individuos da area ndo contaminada e 20
individuos da area contaminada. Foi quantificado o nimero de folhas de cada individuo e o
comprimento das cinco maiores folhas de cada individuo foi medido.

Foram coletadas amostras de folhas e raizes, de individuos de solo controle (area I) e

solo contaminado (Area II), para as anélises anatdmicas. As amostras foram fixadas em FAA
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50% (Johansen 1940) e em Karvovsky (Karnovsky 1965), emblocadas em historresina Leica,
seccionadas em microtomo, e coradas com azul de toluidina (O'Brien et al. 1964).
Para a detecg¢@o de compostos fenolicos e de lipideos totais nas folhas foram realizados

os teste histoquimicoscom cloreto férrico (Johansen 1940) e Sudam III (Sass 1951).

2.3 Analise de absor¢ado de petrdleo

Para detectar a presenga de compostos xenobiOticos no interior dos tecidos das raizes
foi utilizada metodologia proposta por Wild et al. (2005). Os cortes foram montados em laminas
e analisadas em microscopia de fluorescéncianos filtros RPF e Texas Red para observacdo de
autofluorescéncia desses compostos.

Para analisar a presenc¢a de hidrocarbonetos monoaromaticos BTEX (benzeno, tolueno,
etilbenzeno e isomeros de xileno) volateis, folhas de 7. domingensis, de ambas as areas
estudadas, foram submetidas a Cromatografia em fase Gasosa com Detector de lonizagao por
Chama (CG-DIC). As amostras foram obtidas por headspace automatizado com temperatura de
80°C e tempo de equilibrio de 30 minutos. A andlise cromatografica foi realizada nas seguintes
condig¢des de analises: coluna capilar de silica fundida Rtx-1 (30 m x 0,32 mm x 3,0 um). O gés
hélio foi aplicado como gés de arraste com vazdo de 1,5 ml min™!, estando o injetor a 250°C e
o detectora 280°C. A rampa de aquecimento empregada na andlise tinha temperatura inicial de

50°C (apos 1 minuto) com aquecimento de 8°C por minutos até 200 °C.

2.4 Analise estatistica
Teste de homogeneidade das variancias de Levene (p < 0.05) foi aplicado para verificar
se havia diferenca entre o nimero de folhas € o comprimento das cinco maiores folhas entre os

dois ambientes estudados ao nivel de confianca de 95%

3 RESULTADOS

A diferencga da quantidade de numero de folhas por individuo das duas areas estudadas
ndo apresentou um valor significativo (P<0,05) (Figura 2A). No entanto, no comprimento das
folhas dos cinco maiores individuos, foi observado uma alterag@o significativa entre a area
controle e a area com contaminacao de petroleo (P>0,05) (Figura 2B-C-D). Neste resultado foi

possivel observar um aumento de comprimento dos individuos da area contaminada.
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Figura 2. Resultado das analisesmorfologicas de 7. dominguesnis de areanao contaminada (I) e area contaminada
competroleo (I). A. Valores de P e darazdo F para a analise de comparagio de médias do niimero de folhas por
individuo da area ndo contaminada e area contaminada. B. Grafico da média do comprimento da folha das cinco
folhas maiores porindividuo nas areas CT (contaminada com petroleo) e NC (ndo contaminada). C. Valores de P
e darazdo F para a analise de comparacao de médias do comprimento, da folha, das cinco folhas maiores de cada
individuo das areas de maior concentracdo de petrdleo e de menor concentracdo. D. Grafico da média do

comprimentoda folha das cinco folhas maiores por individuo nas areas CT (contaminada com petroleo) e NC (ndo

contaminada).

@ Non-contaminated area (I) Contaminated area (II) @ Non-contaminated area (I) Contaminated area (IT)
Mean 12.7 leaves 13.1 leaves Mean 208.8 cm 2234 cm
Standard deviation 22 22 Standard deviation 11 26
Standard error 05 05 Standard error 25 58
F-Ratio 0.33 F-Ratio 3.41685
P-Value 0.5704 P-Value 0.0007
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Na por¢ao distal de 7. domingensis, as caracteristicas apresentadas sdo: Epiderme
unisseriada; regido cortical externa composta por células justapostas e auséncia de drusas ou
rafides; e medula, composta por vasos do xilema e parénquima medular (Fig. 3A-B). Nos
individuos coletados na area contaminada foi observado a presenca de aerénquimas através do

aumento dos espagos intercelulares e do colapso de células (Fig. 3C-E).
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Figura 3. Imagens de raizes de 7. dominguensis em solo contaminado (A, C e E) e ndo contaminado (B, D e F)
de modo comparativo, evidenciando o aerénquima (ae) formado nas raizes do local contaminado (C e E). Barras

de escala: A,B,Ee F200um; Ce D 500um.
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As folhas de ambos os locais apresentam epiderme unisseriada e fibras nas camadas
subepidérmicas, em ambas as faces, o parénquima paligadico nas duas faces, e internamente a
ele ha o parénquima clorofiliano regular, e a presenca de aerénquimas. Os feixes vasculares

estdo dispostos nas regides onde encontra-se o parénquima regular, alguns feixes localizaram-
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se proximos ao parénquima pali¢cadico, e sdo conectados a epiderme por uma bainha de fibras.
Entre as folhas de ambos os locais estudados nao foram observadas diferencas anatomicas.

O teste histoquimico com cloreto férrico detectou uma presenga maior de compostos
fenolicos no parénquima nos individuos de local contaminado (Fig. 4A), mas o teste
histoquimico para a detecgdo de lipideos totais, Sudan III (Sass 1951), ndao detectou a presenca

desses compostos nos tecidos vegetais das folhas de 7. domingensis

Figura 4. Imagens de folhas de 7. dominguensis apos teste histoquimico com cloreto férrico para deteccéo de
compostos fenolicos. A. Folhade local contaminado evidenciando a presengade compostos fendlicosna epiderme.

B. Folha de local ndo contaminado. Barras de escala: 200 um

A andlise de cromatografia para os padroes de compostos monoaromaticos BTEX, nao

evidenciaram a presenca desses compostos nas folhas de individuos em solo contaminado com
petroleo (Fig. 5B). Inclusive na comparagdo entre as amostras, & possivel observar que os
individuos de locais contaminados (linhas rosas) e os individuos de locais ndo contaminado

(linhas pretas) sao similares (Fig.5A).
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Figura 5. Resultados do teste de cromatografia gasosa para detecg¢do de compostos monoaromaticos BTEX
(benzeno, tolueno, etilbenzeno e isdmeros de xileno) em folhas de 7. dominguensis. A. Sobreposi¢io das amostras
de local ndo contaminado (emrosa) com amostras de local contaminado (em preto). B. Resultado negativo para

padrdes BTEX.
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A andlise em microscopia de fluorescéncia revelou a auséncia de compostos
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, houve apenas a autofluorescéncia das paredes

celulares na regido do cilindro vascular das raizes (Fig. 6A-B).

Figura 6. Imagem da porcao distal deraizde 7. domingensis coletada em um local com contaminagdo de petrdleo
observada com microscopia de fluorescéncia, evidenciando apenas a autofluorescéncia das paredes celulares na

regido do cilindro vascular, sem evidéncias de absor¢io se compostos xenobioticos. Barras de escala: A. 500 um;
B.200pm
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4 DISCUSSAO

A utilizagdo de plantas para remediar um ambiente tem sido ja muito utilizada em locais
contaminados, mas a eficiéncia desta utilizacao varia de acordo com a espécies, ja que podem
demonstrar diferentes niveis de tolerancia e diferentes respostas a contaminagdo
(SHAHSAVARI et al., 2013; ZENGEL et al., 2015; GERHARDT et al., 2017), portanto, ¢
importante também avaliar as espécies em diferentes circunstancias, e estudar essas espécies no
ambiente contaminado onde germinaram e se desenvolveram de forma espontanea ¢ uma
alternativa para analisar in situ as respostas morfologicas e anatomicas.

Apds a contaminagao por petroleo, as condigdes fisicas, quimicas e biologicas do solo
sdo alteradas. A caracteristica hidrofobica do petréleo faz com que a 4gua nao se espalhe de
forma homogénea, diminuindo a disponibilidade de 4gua e a condutividade hidréulica,
resultando em um estresse hidrico para as plantas (DE FARIAS et al., 2009; HERNANDEZ-
ORTEGA et al., 2014). A dificuldade em absorver dgua normalmente gera problemas na
diminuicdo de fotossintese e como consequéncia, a diminui¢do do crescimento das plantas e
reducdo de biomassa, sendo este um resultado constante em alguns estudos (CUI et al., 2014;
XIE et al., 2017; PEREZ-HERNANDEZ et al., 2017; ODUKOYA et al., 2019; DUAN et al.
2023).

No entanto, observamos um aumento significativo no comprimento dos individuos que
cresceram na area contaminada, enquanto o nimero de folhas ndo foi afetado. E possivel, entao,
que a alta concentragdo de petroleo tenha aumentado a taxa de desenvolvimento. Resultados
semelhantes foram encontrados em um estudo com Ricinus communis, no qual parametros
como altura da planta, perimetro do caule, area foliar, massa fresca e seca e comprimento da
raiz melhoraram em baixas concentragdes de petrdleo (1%) em comparagdo com o tratamento
controle (Vwioko et al. 2005).

Esses fatores indicam que essas espécies que apresentam melhora em seus parametros
em um solo contaminado, podem estar utilizando componentes organicos para produzir algum
metabolito intermedidrio que acaba estimulando o crescimento e desenvolvimento
(KVESITADZE et al., 2009 ; AL-THANI et al., 2020). Esses metabolitos intermediarios sao
pequenas unidades de moléculas organicas que podem ser incorporadas nas plantas apos o
processo de fitotransformacao, que ¢ um processo realizado por algumas espécies capazes de
secretar algumas substancias para fora do sistema radicular que degradam os compostos
organicos como o petroleo, e apos essa degradacao externa, essas pequenas moléculas se tornam

metabolitos uteis para as plantas (YASSEN, 2014).
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Outra explicagdo possivel para este fato ¢ a rizodegradagdo, mecanismo que tem como
foco principal a atividade das raizes, que colaboram com o aumento da atividade bacteriana e
fungica e foi descrito originalmente por Lorenz Hiltner em 1904 (CURL et al., 2012). Essa
grande relacdo simbiotica torna a area da rizosfera um local de troca, onde a planta fornece
compostos para bactérias e fungos, enquanto recebe outros compostos que otimizam seu
crescimento (SUSARLA et al., 2002; GERHARDT et al.,2009). Inclusive, muitos subprodutos
de bactérias degradadoras de petréleo, por exemplo, acabam virando produto disponivel e
assimilavel para plantas, processo este conhecido como fistoestimulagdo, que quando eficiente,
colabora para uma modulacdo hormonal e de producao de metabolitos da propria planta,
levando a uma producao maior de biomassa e crescimento (FINKEL ez al., 2020; WANG et
al., 2021; LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2022), explicando inclusive, os maiores indices de
crescimento dos individuos em solo contaminado obtidos em nosso trabalho, sendo este um
parametro importante a ser considerado.

Além das alteracdes morfoldgicas, o petroleo também pode modificar aspectos internos
das plantas, como fisiologia e anatomia (OLARANONT et al.,2018 ). O estresse abiotico
causado pelo petroleo pode aumentar a produgao de metabolitos secundarios como os
compostos fendlicos, que servem como um suporte protetor para as plantas, para que possam
crescer e se desenvolver normalmente sob diferentes estresses (ZAYNAB et al.,2018 ), como
estresses ambientais e nutricionais (TRAN et al., 2020 ) e poluentes organicos (WAHMAN et
al., 2022; KOSESAKAL et al., 2023). Os compostos fenolicos no geral sido relacionados a
processos antioxidadentes, moleculares, bioquimicos, fisiologicos e de defesa (KIANI et
al.,2021). As plantas aumentam a concentragdo desses compostos fenolicos para evitar estresse
oxidativo causado pela contaminagao.

No teste histoquimico no presente estudo foi observada a presengca de compostos
fendlicos nas folhas de 7. domingensis. Esse resultado indica que, apesar de dominar a area
contaminada com petroleo, 7. domingensis pode sofrer um certo grau de estresse causado pelo
poluente, visto que a maioria dos fenois sdo considerados metabolitos de estresse (SHEPPARD
etal.,1976; STRACK et al.,2003). A presencade fendlicos pode estar funcionando como um
antioxidante para eliminagao dos efeitos negativos do petrdleo, visto que 7. domingensis nao
apresentou resultados de toxicidade nos parametros estudados. Resultado esse observado em
outros estudos que utilizaram desta técnica para analisar outras espécies em um ambiente com
petroleo (BONA et al., 2011; BALLIANA et al., 2017).

A presenga de compostos fendlicos em espécies submetidas aum ambiente contaminado

por petroleo também pode estar relacionada ao aumento da resisténcia a contaminacao. Estudos
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de Malallah ef al. (1998) concluiram que baixos niveis de fenois sdo associados a uma baixa
resisténcia a contaminagao por petroleo em Sonchus oleraceous, Launeae mucronata e Picris
babylonica, enquanto Bona et al. (2011) relacionaram a presenga de altos teores de fenois ao
aumento da resisténcia de Sebastiania commersoniana ao petroleo.

Em nivel anatdmico os contaminantes podem afetar as plantas de diferentes formas,
podendo variar de acordo com o contaminante € a concentracdo. Em 7. latifolia os metais
pesados podem alterar toda a estrutura da epiderme dos 6rgdos vegetativos. Em estudos de
Hadad et al. (2010) T. dominguensis apresentou alteracdes anatOmicas em resposta a toxicidade
de metais pesados, como aumento de estela e dos vasos de xilema, tendo uma influéncia positiva
na condutancia hidraulica das raizes, relacionada também a uma resposta adaptativa para
melhorar a absor¢cdo dos metais pesados, que se encontrava em maiores concentragdes nas
plantas com maior nimero de vasos de conducao.

Embora outros estudos demonstrem que a toxicidade do petroleo possa causar
modificagdes significativas, como nimero de estomatos reduzido, reducdo e compactagao de
células, deformagdes estruturais; enegrecimento de epiderme, cortex, feixes vasculares e
medula, diminui¢cao do comprimento dos feixes vasculares e cuticula espessa (BARUAH et al.,
2014; PUNWONG et al., 2017; DA SILVA CORREA et al., 2022), neste presente estudo foi
possivel observar apenas a presenca de aerénquima no mesofilo dos individuos coletados no
ambiente contaminado.

A presenga de aerénquima em 7. dominguensis mostra uma adaptacdo para
armazenamento de oxigénio em seu interior, frente ao ambiente anoxico causado pelo petroleo
para sobreviver nas condigdes de estresse. E uma adaptagdo registrada em outras espécies
submetidas a contaminagdo com petroleo, como Sebastiania commersoniana e Canavalia
ensiformis (BONA et al., 2011; BALLIANA et al., 2017), sendo considerada uma estratégia
vantajosa para sobreviver a contaminagao.

Para entender a auséncia de modificagdes significativas de toxicidade nos individuos de
T. dominguensis e verificar se ¢ uma espécie capaz de absorver o petroleodo solo, utilizamos
metodologia de absor¢do de compostos xenobidticos nas plantas a partir da técnica de
fluorescéncia, que ¢ uma ferramenta util nas avaliagdes de fitorremediagao, pois além de avaliar
se a espécie estudada ¢ capaz de absorver os compostos xenobioticos, permite entender em qual
estrutura da raiz a absor¢ao esta limitada, como apenas superficialmente ou no interior de seus
vasos de condugao (WILD et al., 2005). Essa analise em microscopia de fluorescéncia, segundo
metodologia de Wild ef al. (2005), denotaria fluorescéncia azul na presenga de hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos. Em nossos estudos as raizes de 7. dominguensis coletadas do solo
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contaminado ndo apresentaram a fluorescéncia desses compostos. Nos estudos de Wild et al.
(2005), pioneiro dessa técnica, foi observado antraceno e fenantreno se movendo de maneira
simplastica nas células epidérmicas para entrar nas células do cortex, e ambos os contaminantes
chegaram a passar através das células do cortex de Zea mays e Triticum aestivum.

A auséncia de fluorescéncia nas raizes juntamente com os resultados de cromatografia
gasosa, onde também nao foi evidenciado a presenga de compostos xenobioticos nas folhas dos
individuos do solo contaminado com petréleo, corrobora ao fato de que 7. domingensis nao
absorve e ndo armazenar o petroleo em seus tecidos.

No entanto, o género 7Typha ¢ considerado um dos mais promissores para
fitorremediacao (GAZZONI et al., 2010; BONANNO et al., 2017; SESIN et al., 2021). Um
estudo comparativo de Bonanno et al. (2017) avaliando T. domingensis, T. latifoliae T.
angustifolia sob estresse de metais pesados, concluiu que as caracteristicas compartilhadas
dessas espécies, como alta tolerancia a condig¢des toxicas, grande produ¢do de biomassa e
crescimento rapido, fazem das espécies de 7Typha uma das melhores opgdes para
fitorremediacao de ambientes.

A capacidade de T. domingensis, T. latifoliae T. angustifolia de acumular metais
pesados € extensamente observada em outros estudos (BONANNO et al., 2010; CHANDRA et
al.,2010; SALEM et al.,2014; GOMES et al., 2014; MORARI et al., 2015; KLINK, 2017,
HEJNA et al.,2020; ABBAS et al.,2021; Haghnazar et al.,2023). T. latifolia ¢ capaz ainda de
remover e degradar diesel e biodiesel em 60% e 40% respectivamente (GAZZONI et al., 2010),
e T. domingensis apresentou alta capacidade de fitorremediagdo petréleo em um estudo de
Rehman ef al., (2019), onde associada a microrganismos promoveu a degradacao de 90% de
petréleo, porém a degradagdo nao foi eficiente nos tratamentos utilizando apenas a planta ou
apenas os microrganismos, corroborando com nosso estudo em que demonstramos que 7.
domingensis ndo possui potencial de absorver e armazenar petroleo.

Levando em conta a recomendagdo de alguns autores, ¢ possivel classificar a
concentracdo de petréleo em baixo (0,5, 1 e 2%), médio (3 e 5%), alto (até 10%) e muito alto
(15%) (SHARONOVA et al., 2012; POTASHEV et al., 2014; KAUR et al., 2017). Segundo
esta escala, 7. domingensis utilizada em nosso estudo estd em um ambiente com alta
concentracdo de petréleo, e apesar de demonstrar alteragcdes como presenga de compostos
fendlicos e aerénquimas, se estabeleceu de forma dominante na drea contaminada. O fato de T.
dominguensis nao absorver e ndo armazenar petréleo em seus tecidos pode ser ainda
responsavel pelo nao comprometimento de seu crescimento e desenvolvimento, porém ¢ uma

espécie que apresenta forte interagdes com microorganismos, sendo este o ponto chave para
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promogao da degradacao de petréleo do solo e utilizagdo de subprodutos para otimizagao do

seu bom desenvolvimento.

5 CONCLUSAO

Verificamos que plantas de 7. domingensis crescendo em solo contaminado com
petréleo ndo apresentaram alteragdes no tamanho e quantidade de folhas em comparagdo com
aquelas encontradas em solo nao contaminado. Apesar de apresentarem compostos fenolicos e
aerénquima em suas raizes, nao foram encontradas outras alteragdes estruturais anatomicas
graves. Embora 7. domingensis ndo absorva petréleo, acreditamos que ela use subprodutos ou
relagdes simbioticas para o seu desenvolvimento e crescimento. Portanto, recomendamos para
estudos futuros os microorganismos presentes no solo e raizes de 7. domingensis em ambientes
contaminados, bem como uma avaliagcdo da absor¢do de subprodutos resultantes da degradagao

do petroleo nesta espécie.
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CONSIDERACOES FINAIS

As espécies respondem de maneiras diferentes ao estresse causado por contaminacao de
petrdleo. No entanto, as trés espécies aqui estudadas apresentaram tolerancia ao petréleo.

M. oblonga apresentou altas taxas de germinacgao e bom desenvolvimento de individuos
apos a germinacdo. A espécie se mostrou sensivel apds manipulagdo e troca de vasos no
experimento com os individuos jovens, desenvolvimento mais lento do e6filo e metafilos no
experimento [ e variagdes no comprimento de raizes, no entanto a partir de uma semeadura
direta pode ser utilizada com sucesso em ambientes contaminados com petroleo.

C. virens apresentou resultados significativos quanto a germina¢ao, com baixas taxas
principalmente no tratamento com 2% de petroleo, no entanto os resultados como um todo de
M. oblonga e C. virens deve ser levado em conta, como o baixo nimero de mortes tanto no
experimento de germinacao de M. oblonga quanto no experimento utilizando individuos jovens
de C. virens,abiomassade M. oblonga que nao foi alterada em nenhum experimento e o rapido
crescimento de C.virens. Além disso, ambas apresentaram eficiéncia no processo de redugao
de petroleo do solo, mesmo no maior nivel de contaminagdo utilizado nos testes.

T. dominguensis também apresenta bons resultados no ambiente contaminado, sem
alteragdes na quantidade e tamanho das folhas, e presenga de aerénquima e compostos fenolicos
intimamente ligados a um mecanismo de bom desenvolvimento e estabelecimento na area
degradada da Repar. A espécie ndo apresentou capacidade de absor¢ao de BTEX, o que pode
estar inclusive ndo comprometendo seu crescimento. E uma provavel espécie com fortes
interagdes com microrganismos que colaboram para a restauragao do solo e otimiza o bom
desenvolvimento desta espécie.

No geral, as poucas diferengas nas varidveis aqui estudadas e a presenca e abundancia
natural dessas espécies na area contaminada, sdo fortes indicativos que M. oblonga, C. virens e
T. dominguensis sdo espécies aptas a serem utilizadas em processos de fitorremediacao, e
juntamente com 0s processos quimicos e bioldgicos que promove no solo, contribuem para a

restauracao e equilibrio do ecossistema natural sem causar danos colaterais adjacentes.
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