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RESUMO

Regides com atividades petroliferas, como a planicie de inundacdo (virzea) dos rios
Urucu e Amazonas, estio constantemente sob o risco de acidentes. Entretanto, os estudos
sobre a toxicidade de petréleo em plantas aquéticas focam principalmente espécies marinhas e
salobras. Estudos sobre o efeito da contaminacio de dguas continentais sdo escassos €, em se
tratando de plantas amazbnicas, sdo mais raros ainda. As varzeas possuem uma grande
diversidade de macrofitas aqudticas que sdo responsdveis pela maior parte de sua
produtividade priméria e servem de hdabitat para diversas espécies de animais. A
contaminacgdo destas plantas por petrleo poderia desencadear uma série de efeitos diretos e
indiretos em todo o ecossistema. A recuperacido de dreas impactadas por poluentes exige a
escolha de métodos que ndo agridam as espécies vegetais predominantes. Métodos quimicos e
fisicos, muitas vezes, podem ser mais prejudiciais que o préprio poluente, por isso a
fitorremediacdo € uma alternativa promissora para recuperacdo destes ambientes. Para que
seja possivel a utilizagdo da fitorremediacdo na varzea amazoOnica € necessirio que se
determine a toxicidade do petréleo, especialmente nas fases criticas como a germinacio e o
rebrotamento de espécies de plantas nativas abundantes. No presente estudo foi avaliado, em
casa de vegetacdo, o efeito do petréleo cru de Urucu sobre o rebrotamento e desenvolvimento
de Echinochloa polystachya e Eichhornia crassipes com a finalidade de contribuir para as
estimativas de danos no caso de contaminacéo da virzea por petrdleo, e como uma tentativa
de encontrar espécies com potencial para atuar na fitorremediacdo do ambiente aquético e
terrestre contaminado. Para que os objetivos fossem alcancados foram delineados quatro
experimentos, adicionando diferentes dosagens de petréleo sobre o substrato de cada uma das
espécies. As duas espécies mostraram alta sensibilidade ao petréleo, porém, E. polystachya
foi particularmente afetada apresentando mortalidade mesmo em tratamentos com baixissimas
dosagens como 1,5 mL petréleo 2L solo. Se estes resultados se confirmarem em campo o
prejuizo de um derramamento de petréleo serd catastréfico, pois esta espécie € considerada
fundamental para a ciclagem de carbono e nutrientes da varzea. Experimentos utilizando o
plantio direto de E. polystachya em solo contaminado mostraram que esta planta tem
potencial para ser utilizada para fitorremediacdo de solos com até 0,66 mL de petréleo m?
solo. Estes resultados permitirdo o desenvolvimento de métodos em campo para remediagdo
com baixo custo, pois o plantio € feito por meio do colmo de plantas adultas, ndo havendo a
necessidade de producio e estoque de mudas.
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ABSTRACT

Regions with petroliferous activities, as Urucu and Amazonas River floodplains
(varzea) are constantly under risk of accidents. However, the studies about the oil toxicity in
aquatic plants focus mainly on brackish and salt marsh species. Studies about the effects of
contamination in freshwater habitats are scarce and, even scarcer are those dealing with
Amazonian plant species. The varzeas have a large diversity of aquatic macrophytes which
are responsible by most of the primary productivity and are used as habitat for several animal
species. The contamination of these plant species by oil spills could start a series of direct and
indirect effects in the ecosystem, among them the impact over the associated fauna. The
recovery of areas contaminated for pollutants demand the selection of methods that avoid
endanger the predominant plant species. Many times chemical and physical methods for
restoration are more harmful than the pollutant itself; therefore, the phytoremediation is an
alternative that has shown promising results for environmental recovery. In order to use
phytoremediation in Amazonian varzea it is necessary to establish the toxicity of the oil,
especially in the critical phases as germination and vegetative propagation of the selected
plant species. This study have assessed, in greenhouse, the effects of the Urucu crude oil on
the vegetative propagation and development of the abundant native plant species E.
polystachya and E. crassipes as a mean to contribute for damage estimates related to oil spill
events, and as an attempt to find species able to act in the phytoremediation of contaminated
aquatic and terrestrial environments. To accomplish these aims four experiments were
performed, utilizing the two plant species and adding different volumes of oil in their media
(soil or water). Both plants have shown high sensitivity to the oil. E. polystachya was
particularly affected with high mortality levels even in treatments with lower dosages as 1.5
mL oil 2 L™ soil. If these results may confirm in field experiments, the damage of oil spilling
would be catastrophic, since this specie plays a key role for the carbon and nutrient budgets
and cycles. The direct plantation of E. polystachya in contaminated soil have shown that the
specie has potential to be used for phytoremediation of contaminated soils with up to 0,66 mL
oil m™ soil. These results will allow the development of field methods of remediation with
low cost. As the plantation is made by means of the cut of adult plant stems, there is no need
of production and supply of seedlings.
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1. INTRODUCAO

Atualmente o petréleo e seus derivados sdo as formas de energia mais utilizadas no
mundo. Mais de 65 milhdes de barris de petréleo sdo extraidos por dia para suprir a demanda
energética mundial. Essa crescente demanda tem justificado a exploragdo em dreas de dificil
acesso como a regido amazdnica, onde tém sido encontradas grandes reservas de petrdleo nas
proximidades do Rio Urucu, tributdrio do Rio Amazonas (Val & Almeida-Val, 1999). O
Estado do Amazonas é, atualmente, o terceiro maior produtor de gds natural, produzindo uma
média de 9,7 milhdes m’ dia'l, e o segundo maior produtor terrestre de petréleo do Brasil,
produzindo cerca de 56,5 mil barris de 6leo diariamente (Casteldes, 2002, Conpet, 2005;
Petrobras, 2006).

A extracdo, o armazenamento e especialmente o transporte de petréleo sdo atividades
que trazem um risco em potencial e podem causar danos irrepardveis ao ambiente (Val &
Almeida-Val, 1999; Keramitsoglou, 2003). O petréleo extraido de Urucu é transportado por
navios petroleiros pelo Rio Solimdes, por cerca de 650 Km, até a Refinaria Isaac Sabba,
localizada as margens do Rio Negro, em Manaus (Val & Almeida-Val, 1999). A Refinaria
possui capacidade de producdo didria de 46 mil barris e cerca de 92% de sua capacidade é
ocupada pelo petréleo de Urucu, o qual é extremamente leve e de alta qualidade (Petrobras,
2006). Os principais derivados produzidos pelo petréleo de Urucu sdo o gas liquefeito do
petréleo (G.L.P.), nafta petroquimica, gasolina, querosene de aviagdo, Oleo diesel, Oleos
combustiveis, dleo leve para turbina elétrica e 6leo para geracdo de energia. A regido
Amazodnica ji € auto-suficiente em petrdleo e parte de sua producdo é exportada para outras
refinarias da Petrobras, localizadas em diferentes regides do Brasil (Petrobras, 2006).

O impacto ambiental da exploragdo e transporte do petréleo é tido como uma
conseqiiéncia inevitdvel da industrializacdo e desenvolvimento econdmico de um pais (Osuji
& Onajake, 2006). Entretanto, diante de eventos de graves propor¢des como o derramamento
de petrdleo pelo petroleiro Exxon Valdez no Alasca em 1989, cujos indmeros efeitos foram
monitorados e relatados ao longo de 14 anos, constatou-se a necessidade de se prever
impactos ecoldgicos decorrentes do derrame de petrdleo e derivados (Peterson et al., 2003).
Os efeitos do petrdleo sobre a fauna e flora em ambientes marinhos e terrestres sdo bem

documentados, entretanto, em ambientes aqudticos continentais existem poucos estudos



realizados, por isso, o derramamento de petréleo pode se tornar um sério problema para as
areas alagaveis expostas a esse risco (Val & Almeida-Val, 1999).

Acidentes envolvendo derramamentos de petroleo e derivados vé€m ocorrendo
freqiientemente nos ultimos anos no Brasil e no mundo. O derramamento de petréleo de
grande ou pequeno porte pode ocorrer em dreas continentais, costeiras ou até mesmo no
mangue. Estes derramamentos, em sua maioria, geram efeitos negativos na flora e fauna local
das dreas atingidas (Muratova et al., 2003). Na regido amazonica ji ocorreram derramamentos
de petréleo em paises limitrofes, como o Peru e a Venezuela, entretanto, praticamente
inexistem informagdes sobre os impactos provocados. Couceiro et al. (2006; 2007) avaliaram
os efeitos do derramamento de petréleo no Lago Cururu em Manaus (AM), ocorrido em
agosto de 1999, devido ao rompimento de um oleoduto. Este estudo concluiu que a riqueza da
entomofauna litoral no solo do lago poluido era menor que no controle ndo perturbado
(Igarapé Cristalino), devido aos efeitos diretos e indiretos dos residuos de petréleo. Ja a
riqueza de macrdfitas aqudticas mostrou-se maior no lago Cururu que no controle, porém,
similar ao Igarapé Bom Jardim (nivel intermedidrio de poluicdo) devido ao alto grau de
eutrofizacdo dos dois igarapés, ndo sendo possivel a separacdo do efeito de eutrofizacdo do
efeito da contaminacgéo por petréleo (Forsberg et al., 2001).

Na possibilidade de ocorrer um derramamento de petrdleo acredita-se que as dreas
mais afetadas serdo as planicies de inundag@o mais férteis, as varzeas, dos rios Solimdes e
Urucu, pois, nesses ambientes a ciclagem de nutrientes depende do pulso de inundagdo (Junk
et al., 1989) e, por isso, os nutrientes, assim como os poluentes, sdo reincorporados ao
ambiente a cada ciclo de inundacdo do rio. A contaminag¢do das virzeas prejudicaria

importantes atividades econdmicas como a pesca e o turismo.

1.1. Impactos do petréleo sobre o ambiente

O derramamento de petrdleo e as modificacdes ambientais decorrentes podem
influenciar a composi¢do da comunidade de plantas aquaticas, pois o efeito varia com o tipo
de 6leo e a espécie de planta. Os 6leos leves, como o de Urucu, atuam em nivel celular,
alterando a permeabilidade da membrana ou interrompendo vérios processos do metabolismo
da planta. Deste modo, seus efeitos parecem ser imediatamente toxicos as plantas, enquanto
que Oleos mais pesados recobrem as plantas provocando asfixia e impedindo a troca de gases

(Pezeshki et al., 2000).



O 6leo pode causar efeitos toxicos fisicos e quimicos nas plantas (Lin & Mendelssohn,
1996). Os impactos quimicos do dleo nas plantas variam com o tipo e a quantidade de dleo
(Pezeshki et al., 2000). Alguns estudos com Spartina alterniflora mostraram que os 6leos
refinados e leves sdo mais toxicos que os 6leos crus e pesados, pois penetram nas plantas e,
subseqiientemente, impedem a regeneragdo de folhas e raizes (Pezeshki et al., 1995; 1997
apud Pezeshki et al., 2000). Os impactos fisicos do 6leo sobre as folhas e sobre a superficie
do solo parecem ocorrer antes dos impactos quimicos (Lin & Mendelssohn, 1996). O
recobrimento da superficie foliar pelo 6leo causa a obstru¢do dos poros impedindo a
transpiracdo e a fotossintese, aumentando a temperatura interna da planta (Pezeshki &
DeLaune, 1993). A gravidade dessas alteracdes depende da espessura da lamina de 6leo que
recobre as plantas, a qual varia com a quantidade de O6leo derramado, as condicdes
hidroldgicas, o tipo de d6leo e a possibilidade de dispersdo. A cobertura total da superficie
foliar pelo dleo provoca o fechamento dos estdmatos e pode causar a morte das plantas
(Pezeshki et al., 2000; 2001). Quando o 6leo bloqueia os estdmatos a difusdo de oxigénio para
as raizes diminui, devido ao interrompimento do transporte de oxigénio atmosférico pelas
folhas, aumentando o estresse de oxigé€nio das raizes, comum em plantas aquaticas. Da
mesma forma, se o 6leo atinge o substrato ele ird restringir o movimento de oxigénio dentro
do solo, podendo resultar no aumento de atividades anaerdbicas e, assim, aumentar o estresse
de oxigénio nas raizes (Ranwell, 1968).

Os efeitos do 6leo sobre as folhas parecem ser mais imediatos que os efeitos sobre o
solo, porém, estes podem persistir por mais tempo quando ocorre o contato do petréleo com
novas raizes (Lin & Mendelssohn, 1996). O tipo de solo e a quantidade de matéria organica
sdo importantes na determinagdo da contaminagdo desse compartimento. Solos ricos em
matéria orginica, como os da varzea, proporcionam um maior tempo de exposi¢do das plantas
as toxinas, pois a matéria orgénica 14bil, forma assimildvel pelas plantas, pode ser utilizada
como substrato para as bactérias consumidoras de hidrocarbonetos. Este efeito é agravado
porque a matéria organica contaminada torna-se menos vidvel as plantas resultando em seu
acimulo no solo (Pezeshki et al., 2000). Lin & Mendelssohn (1996) encontraram 279 vezes
maior quantidade de 6leo em solos com matéria orginica que em solos sem esta.

Em longo prazo, a contaminacio no solo afeta a produtividade total do sistema, pois
causa danos as plantas aqudticas que contribuem para a base de detritos da teia alimentar dos
ecossistemas aquaticos (Pezeshki et al., 2000). A textura do solo pode afetar a concentracio

residual de 6leo no solo e na vegetagdo, devido as diferencas do tamanho e espagamento dos



poros. Substratos com areia possuem poros maiores, permitindo uma penetragdo do 6leo mais
riapida e profunda que em solos de textura fina (Pezeshki et al, 2000). Na Amazbnia o
petréleo, provavelmente, ficaria acumulado sobre o solo da varzea, pois de acordo com Irion
et al. (1997) o solo da varzea é composto principalmente por silte (granulos de 2 a 63um) e
argila (granulos < 2 um), sedimentos finos ricos em elementos essenciais as plantas. Este
acumulo resultaria em uma prolongacgéo dos efeitos do petréleo sobre a vegetacao.

Estudos em regides temperadas (Pezeshki et al., 2000) mostraram que a sazonalidade
influencia o impacto do 6leo na vegetagdo, havendo para S. alterniflora maior efeito em maio,
periodo de crescimento das plantas, que em novembro, final do periodo de crescimento. Além
disso, na maioria dos estudos, as plantas mostraram-se mais sensiveis a limpeza do dleo no
periodo de crescimento que durante a pré-dorméncia e dorméncia. Outros estudos mostraram
uma diminui¢do da floragdo e da viabilidade das sementes, com reducdo da taxa de
germinacgéo (Pezeshki et al., 2000).

Na Amazonia, a vegetacdo das dreas alagaveis € estruturada pelo pulso de inundagéo
(Junk et al. 1989), notadamente em funcdo da marcada sazonalidade de crescimento e
decomposicdo das macrofitas aquaticas. Assim, por exemplo, plantas como E. polystachya
que rebrotam durante a fase terrestre, podem ser fortemente afetadas por um derramamento de
petréleo nesse periodo, com conseqii€éncias mais graves do que aquelas da fase aquatica,

quando as plantas sdo adultas.

1.2.  Potenciais riscos de contaminagdo da vdrzea

As dreas alagdveis associadas aos grandes rios sdo de extrema importincia nas regides
tropicais. Na Amazonia brasileira as virzeas ocupam cerca de 200.000 km’e representam um
dos ecossistemas mais produtivos do mundo, promovendo o enriquecimento regular de
matéria organica para os rios (Junk et al., 1989), por isso, sua contaminagéo seria prejudicial a
todo ecossistema aqudtico. Segundo Melack & Forsberg (2001) a produtividade primadria
deste ecossistema depende basicamente de quatro grupos de produtores: fitoplancton (2%),
algas perifiticas associadas a floresta alagdvel e associadas as herbdceas aquaticas (5%),
floresta alagdvel (28%) e as herbiceas aquéiticas (65%). As herbdceas aqudticas (Junk &
Piedade, 1993) contribuem de forma capital aos balangos de carbono e as cadeias alimentares
de detritos da varzea. Supde-se, entdo, que os efeitos da contaminacio de petrdleo possam ser

catastroficos.



As herbaceas aqudticas sdo encontradas, geralmente, em ambientes de dgua branca,
ricos em nutrientes, como o Rio Amazonas. A distribui¢do desse grupo de plantas na planicie
de inundacio depende da duracio das fases aquitica e terrestre, da estabilidade fisica do
habitat, que ¢é influenciada pelos processos de sedimentacdo e erosdo, dos processos
sucessionais relacionados com o periodo de vida e idade das plantas e de impactos humanos
(Junk & Piedade, 1997). A taxa de crescimento de macrdfitas aquaticas flutuantes €
diretamente proporcional a intensidade e quantidade de luz e nutrientes disponiveis (Petrucio
& Esteves, 2000). As raizes geralmente constituem o principal 6érgdo da planta envolvido na
absorcdo, entretanto, em plantas aqudticas, as folhas estabelecem contato direto com a dgua e,
portanto, teoricamente, também podem absorver como as raizes (Oliveira et al, 2001). Assim,
o petrdleo pode afetar as plantas fisicamente agindo como uma barreira sobre as folhas
impedindo a penetracdo da luz e quimicamente ao ser absorvido pelas folhas e raizes.

Na vérzea proxima a Manaus foram identificadas 388 espécies de plantas herbaceas,
pertencentes a 64 familias e 182 géneros. Dentre as espécies mais abundantes encontram-se as
aquaticas flutuantes Pistia stratiotes, Scirpus cubensis, Eichhornia crassipes e Salvinia
auriculata; as semi-aquaticas Echinochloa polystachya, Hymenachne amplexicaulis, Leersia
Hexandra, Oryza perennis e Paspalum repens; e as terrestres Alternanthera pilosa, A.
brasiliana, Paspalum conjugatum, Ludwigia densiflora e Sorghum arundinaceum (Junk &
Piedade, 1997). Estas plantas compdem uma comunidade de estrutura complexa que poderia
ser modificada pela entrada de fatores estressantes ndo previsiveis, como um derramamento
de petrdleo.

Os poucos estudos realizados com a utiliza¢do de petréleo de Urucu mostram a alta
toxicidade deste petréleo sobre as plantas aquaticas. Crema (2003) observou que a dosagem
de 3L de petréleo m? de dgua (cerca de 4775 mL por unidade amostral) provocou a morte de
Eichhornia crassipes. Ja Prado & Rubin (2003) demonstraram que quantidades de 1mL L' de
dgua (140 mL por unidade amostral) foram limitantes para o desenvolvimento desta mesma
espécie, ap6s 90 dias de exposicdo. Para Pistia stratiotes, Silva (2005) observou a mortalidade
de todos os individuos apds 98 dias de exposi¢do a 0,3L de petréleo m™ de dgua (cerca de
477,5 mL L™ dgua). Somente Victério et al. (2006) encontraram aumento de biomassa total
ap6s a exposicio por 20 dias de Egeria densa a dosagens de petréleo 0,061L m™ e 0,122L m™
de 4gua, sugerindo que essa planta é beneficiada pela exposi¢cdo ao petréleo.

Espécie-chave pode ser definida como uma espécie cuja posi¢do no sistema € critica,

sendo capaz de deslocar o cardter de um habitat de um estado para outro qualitativamente



diferente (Ricklefs, 1993), ou ainda cuja presenca ou abundancia pode ser utilizada para
avaliar até que ponto o recurso de uma drea ou hébitat pode ser explorado (Allaby, 1994). O
estudo destas espécies ¢ importante porque, devido a seu papel no ecossistema, podem indicar
o funcionamento e a integridade deste. A selecdo e o estudo de espécies indicadoras, sejam
animais ou vegetais, sdo necessdrios se quisermos descrever o nivel de conectividade, o nivel
do distirbio de unidades da vegetagdo, a integridade hidroldgica, a qualidade da dgua e o
nivel de intoxicacdo (Junk & Piedade, 2004). Por isso, foram escolhidas para este estudo
espécies consideradas fundamentais para o ecossistema de véarzea, uma de habito aquético, E.
crassipes, e outra de habito semi-aqudtico, E. polystachya, para que pudesse ser avaliado o

efeito do petrdleo em dois diferentes meios passiveis de contaminacao.

1.3. Descricdo das macrdfitas aqudticas utilizadas

1.3.1. Echinochloa polystachya (H.B.K.) Hitchcock (canarana)

E. polystachya (Poaceae) € um capim emergente, perene e C4 (Piedade ef al., 1992).
Esta planta possui ampla distribui¢do nas Américas, ocorrendo do México a Argentina
(Hitchcock, 1936), no Brasil € mais freqiiente na Amazdnia. Os elevados valores de produgdo
priméria liquida (108 t ha™ ano™) desta planta, distribuidos em 65% de caules, 30% de folhas
e 5% de raizes (Piedade, 1988), fazem com que ela se destaque e tenha grande importancia
ecoldgica na virzea. A produtividade dessa espécie estd acima da faixa sugerida para
macrdfitas aqudticas (8 a 60 t ha™), sendo 4 vezes maior que a sugerida para florestas tropicais
chuvosas (Lieth, 1975). Essa biomassa é aproveitada para o alimento de capivaras e algumas
tartarugas; as folhas sdo consumidas por invertebrados terrestres e as raizes proporcionam
substrato para invertebrados aqudticos e hébitat para peixes jovens (Piedade et al., 1992).

Na Amazonia, E. polystachya forma bancos grandes e homogéneos em dguas ricas em
nutrientes (Piedade et al., 1991, Piedade, 1993). Seu ciclo de vida é regulado pelo pulso de
inundagdo e apresenta duas fases distintas, uma terrestre e outra aqudtica. A fase terrestre se
inicia com a reducdo do nivel da dgua e a exposicdo dos sedimentos, que na regido de Manaus
ocorre de outubro a novembro. Neste periodo, novas raizes sdo formadas nos antigos nés e
estas, quando em contato com o sedimento, formam novos individuos. As plantas crescem
verticalmente atingindo cerca de 1 a 2 m de altura no inicio da fase aquatica. O florescimento
inicia-se na fase aqudtica e se estende de margo a setembro. Apds o florescimento, com o
nivel da dgua alto, os individuos continuam a crescer, porém com uma taxa reduzida. Com a

queda do nivel da 4gua, as por¢des superiores dos colmos sdo expostas ao ar, e com a



exposicdo dos sedimentos em outubro/novembro, inicia-se uma nova fase vegetativa (Piedade
etal., 1992).

Em seu ambiente natural de ocorréncia, E. polystachya, além da reproducdo sexuada,
apresenta propagacdo vegetativa, por meio da rebrota dos nés presentes no colmo. Os caules,
de até 15m de comprimento, t€m como funcdo principal manter as folhas acima da crescente
coluna de dgua. Contudo, ao serem depositados nos sedimentos, quando da descida das dguas,
também tem funcdo propagativa. Estudos prévios mostram que a concentracdo de elementos
quimicos ¢ muito semelhante entre as diferentes partes do colmo e entre os periodos do ano
(Piedade et al., 1997), de tal forma que cada propagulo vegetativo tem porcdes adequadas e
equipardveis de nutrientes para o seu rebrotamento (Piedade et al., 1992).

Alguns estudos realizados com esta espécie no México, em solos contaminados com
hidrocarbonetos de petrdleo intemperizados, mostram que a planta é capaz de sobreviver
nestes ambientes, embora possa apresentar uma reducio de até 53% em sua biomassa (Rivera-

Cruz et al., 2004a; 2004b; 2005)

1.3.2. Eichhornia crassipes (Mart.) Solms (aguapé, mureru, jacinto da dgua)

A herbacea aqudtica livre flutuante, E. crassipes (Pontederiaceae) é estolonifera,
perene, nativa da Amazonia (Pott & Pott, 2000) e uma das macroéfitas aquaticas mais comuns
nos ambientes aqudticos brasileiros, principalmente devido a eutrofizagdo destes por esgotos
domésticos, industriais e residuos agricolas (Esteves, 1982). E. crassipes tem uma alta
capacidade de estocar nutrientes, apresentando uma média de 518 g de peso seco m™ de
biomassa aérea e 470 g de peso seco m™” de biomassa submersa em represas no Estado de Sao
Paulo (Esteves, 1982). As plantas sdo comumente utilizadas para forrageio de peixes, aves,
capivaras e porcos e, em condi¢des naturais, servem como alimento para o peixe-boi (Colares
& Colares, 2002). Além disso, sdao habitats de peixes, alevinos, insetos € outros organismos
aquéticos. Segundo Hoehne (1948), E. crassipes floresce quase o ano todo e na frutificagdo o
eixo floral se inverte e libera as sementes na 4gua, onde estas permanecem até a proxima seca.
Entretanto, durante o periodo de cheia do rio a planta forma grandes bancos por meio da
propagacdo vegetativa com a produg@o de estoldes que desenvolvem novas touceiras, que
mais tarde podem se soltam e flutuar livremente. A espécie pode duplicar de biomassa a cada
13 dias (Junk & Howard-Willians, 1984).

E. crassipes é considerada uma das macroéfitas aqudticas mais estudadas em todo o

mundo, porém, poucos estudos sdo desenvolvidos com esta espécie em seu ambiente natural,



e pouco se sabe sobre as respostas destas plantas relacionadas as alteracdes das condigdes
ambientais (Esteves, 1982; Thomaz & Bini, 2003; Thomaz et al., 2006).

1.4. Métodos de remocgdo e limpeza do petroleo

A variagdo de respostas das plantas a descontaminag@o de petrdleo pode ser atribuida
tanto a sensibilidade da espécie, quanto a forma de limpeza utilizada. Segundo Peterson et al.
(2003), para as comunidades costeiras, as tentativas de limpeza do 6leo podem ser mais
prejudiciais que o préprio derramamento, pois seu impacto, devido aos métodos quimicos e
fisicos empregados sdo prolongados, gerando uma cascata de impactos indiretos,
especialmente na cadeia tréfica, acarretando em perda de hébitats. Segundo Couceiro et al.
(2006) a retirada das plantas aqudticas durante a remocdo do petréleo no Igarapé Cururu em
Manaus (AM, Brasil) foi um dos fatores que pode explicar a reducdo de insetos aquaticos
neste local.

A limpeza do 6leo sé € indicada em locais onde seu acimulo superficial é grande, em
dreas afetadas por vazamentos extensos ou cronicos, ou para prevenir que o 6leo atinja outras
dreas mais sensiveis, como as areas alagiveis. Atualmente, as metodologias de limpeza sio
classificadas em mecénicas, queimadas em campo, quimicas e biorremediacdo. Os métodos
fisicos, que necessitam de trdfego de mdquinas e o constante pisoteio humano, sdo os mais
prejudiciais a vegetacdo (Pezeshki et al., 2000). As queimadas em campo vém demonstrando
grande potencial para aplicagdo em areas alagaveis. Bryner et al. (2003) observaram que uma
lamina de 2 cm de dgua foi capaz de proteger a vegetacdo do estresse térmico e eliminar o
6leo superficial. Este método, contudo, tem influencias negativas pela producdo de gases
téxicos aos animais (Newman et al., 2000; Peterson et al., 2003) e gases de efeito estufa.
Burridge & Shir (1995) estudaram o efeito de dispersores de 6leo sobre Phyllospora comosa,
a qual apresentou significativa reducdo da taxa de germinacdo, porém, o efeito do 6leo sobre a
mesma mostrou ser mais prejudicial que o do dispersor de 6leo. A escolha do método
adequado deve considerar o potencial dano que causard as dreas alagdveis durante a limpeza e
os efeitos toxicos do 6leo ao ambiente, em curto e longo prazo (Pezeshki et al., 2000), pois
estas areas sdo particularmente vulnerdveis a danos mecénicos durante as operagdes de
remocao (Pezeshki et al., 2001).

As plantas, na maioria das vezes, s30 0s primeiros organismos a serem atingidos por
derramamento de 6leo (Mallah er al., 1996). Os efeitos da polui¢do nas plantas podem variar
de acordo com o tipo e a quantidade de dleo envolvido, a idade da planta, a época do ano e as

espécies de plantas atingidas (Baker, 1970). Algumas espécies sdo capazes de crescer sobre



ambientes contaminados, desenvolvendo mecanismos de desintoxicacdo por meio dos quais
os efeitos do excesso das substincias toxicas podem ser minimizados (Larcher, 2000). A
fitorremediacdo € o processo que utiliza plantas e a microbiota associada as raizes destas para
remover, restaurar, conter ou tornar inofensivos os contaminantes ambientais, com o objetivo
de recuperar dreas degradadas (Cunningham et al., 1995; Adam & Duncam, 2002). Estudos
atuais comprovam que solos contaminados por 6leo degradam o poluente mais rdpido com o
auxilio das plantas (Muratova et al., 2003). O uso de sistemas vegetativos para a remediacdo
de ambientes aqudticos contaminados ndo é novo, porém, a utilizacdo de plantas para
remediar solo contaminado € recente e tem se tornado uma érea de intenso estudo cientifico
(Adam & Duncan, 2002).

O solo contaminado por déleo pode se tornar completamente estéril, sendo preciso
introduzir sementes e mudas para sua revegetacio e quando a contaminagdo é extremamente
alta, a mortalidade das plantulas pode atrasar por décadas a reinstalacdo da vegetacdo (Adam
& Duncam, 2002). Porém, plantas que t€ém capacidade de crescer em solo contaminado
conseguem reduzir o poluente orginico, principalmente pela criacio de um ambiente
favordvel para a proliferacdo de microorganismos na rizosfera. Estes processos de degradacio
sdo influenciados ndo apenas pelos microorganismos da rizosfera, mas também pelas
propriedades unicas das plantas hospedeiras (Adam & Duncam, 2002). Dessa forma, é
relevante a identificacdo de espécies resistentes para utilizagdo na recuperacdo de dreas
contaminadas.

Além de financeiramente vantajosa em relacdio a outros métodos cldssicos de
recuperagdo ambiental, a fitorremediacdo € o método menos perturbador ao ambiente, pois
ndo necessita desocupagdo do local, possui uma maior probabilidade de aceitagdo publica,
evita a escavagdo e trafego pesado, além de dispor de um potencial versatil para tratar uma
diversa gama de materiais perigosos (Macek et al., 2000).

No presente trabalho, as espécies nativas, Echinochloa polystachya e Eichhornia
crassipes foram testadas com a finalidade de analisar a resisténcia destas plantas a exposicao
ao petréleo cru de Urucu e sua capacidade de crescer em ambientes contaminados por este

dleo.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do petrdleo cru proveniente de Urucu (Coari, AM — BR) sobre duas
espécies de herbaceas aqudticas nativas da Amazonia, Echinochloa polystachya e Eichhornia
crassipes. Para atingir esse objetivo foram feitas as seguintes perguntas: (1) o petréleo altera o
tempo de sobrevivéncia das plantas? (2) quais seriam as respostas das plantas expostas a
diferentes dosagens de petréleo? (3) seria possivel a utilizacdo dessas espécies para a
bioindica¢do e/ou fitorremediagdo de ambiente aquitico e terrestre contaminado com
petréleo? (4) existe influéncia do periodo de coleta/plantio para o estabelecimento de E.

polystachya em solo contaminado por petrdleo?
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3. MATERIAIS E METODOS

Para que os objetivos fossem alcancados foram delineados quatro experimentos que
serdo apresentados em quatro artigos:

I. Determinacdo da dosagem letal média (DLsy) para Echinochloa polystachya (H.B.K.)
Hitchcock e Eichhornia crassipes (Mart.) Solms. expostas ao petréleo cru de Urucu
(objetivo 1);

II. Respostas da herbdcea aquética amazonica Eichhornia crassipes (Mart.) Solms ao
tempo de exposicao e a dosagem do petrdleo cru de Urucu. (objetivos 2 e 3);
III. Respostas da herbacea aqudtica amazodnica Echinochloa polystachya (H.B.K.)
Hitchcock ao tempo de exposicdo e a dosagem do petréleo cru de Urucu. (objetivo 2);
IV. Estabelecimento de Echinochloa polystachya (H.B.K.) Hitchcock em solo contaminado
com petréleo cru de Urucu (objetivos 3 e 4).
As macrdfitas aquéticas Echinochloa polystachya (Fig. 1A) e Eichhornia crassipes
(Fig.1B) utilizadas nos experimentos, foram escolhidas devido a sua ampla distribuicdo na
planicie de inundacdo, por serem nativas da AmazOnia e por serem fundamentais para o

ecossistema, sobretudo para a ciclagem de nutrientes.

Figura 1. Bancos de macroéfitas aqudticas na Ilha de Marchantaria. A) Echinochloa
polystachya; B) Eichhornia crassipes.

As plantas foram coletadas manualmente com o auxilio de tesoura de poda e tercado,
na Ilha da Marchantaria (03°15°S, 60°00°"W), localizada no Rio Solimdes, Amazdnia Central,

préxima a Manaus, Amazonas-Brasil (Fig. 2), durante o ano de 2006. Esta ilha é inundada
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anualmente pelas d4guas do Rio Solimdes. Para que fosse possivel a realizagdo das coletas foi
necessario o transporte até a [lha por meio de canoa de aluminio com motor de popa. Apos a
coleta, as plantas foram devidamente acondicionadas em bandejas plasticas com dgua do
proprio rio para minimizar o estresse do transporte do campo para o Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazdnia - INPA, Manaus, AM.

5000

Figura 2. Imagem Landsat da 4rea de coleta, Ilha de Marchantaria, 1999. No detalhe o

posicionamento da Ilha em relagdo ao Municipio de Manaus

O Clima na Amazdnia Central é quente e imido e caracterizado por uma baixa
periodicidade termal ao longo do ano. A média de temperatura € de 26,6°C. As temperaturas
mais altas ocorrem entre agosto e novembro, com as médias variando entre 27,2 e 27,6°C.
Entre janeiro e abril ocorrem as temperaturas mais baixas, com médias entre 25,9 e 26,1°C. A
umidade relativa permanece alta durante todo o ano, com média de 75,6°C em setembro e
86,7% em abril (Salati & Marques, 1984; Ribeiro & Adis, 1984). Durante os meses de seca a
evapotranspiracdo pode exceder a precipitacdo. A precipitagdo é claramente periddica, com
uma média anual de 2100mm. A estagdo mais chuvosa ocorre entre dezembro e abril e o
periodo mais seco entre junho e outubro (Irion et al., 1997).

O petréleo utilizado foi proveniente da Base Petrolifera de Urucu, Amazonas e foi
gentilmente cedido pela Petrobras através do Projeto PIATAM (Potenciais Impactos e Riscos
Ambientais na Industria do Petréleo e Gids no Amazonas). As dosagens de petréleo foram

escolhidas por meio da realizagdo de um estudo prévio com dosagens agudas, até 300 mL de
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petréleo 3,5L" de solo (Lopes et al., 2005). Os experimentos foram realizados na Casa de
Vegetacdo do Projeto INPA/Max-Planck entre abril e novembro de 2006 (Fig. 3 A e B), por
meio do plantio das plantas coletadas em frascos plasticos de 18,5 cm altura x 20 cm didmetro
com 2 litros de solo da varzea para E. polystachya, e 2 litros de dgua do poco artesiano do
INPA, Manaus, Amazonas, para E. crassipes. As plantas foram irrigadas diariamente com

dgua proveniente do poco do INPA.

Figura 3. Casa de Vegetacdo onde foram realizados os experimentos com: A) Echinochloa
polystachya; B) Eichhornia crassipes.

Para que fosse obtida a biomassa (peso seco), apds as coletas e tendo as partes
separadas em folhas normais, folhas com comprometimento fitossanitario (menos de 30% de
area verde) e raizes, as plantas foram secas em estufa de ventilagcdo forcada (Memmert) a
65°C até peso constante e em seguida pesadas em balanca analitica modelo Belmarq 210 A,
com precisao de 0,0001g.

Os resultados serdo apresentados em forma de artigo de revista cientifica. Os Artigos I,
IL, IIT e IV que se seguem, estdo de acordo com as normas da revista Environmental Pollution
ISSN: 0269-7491 (Anexo A). A revista estd classificada na categoria de Ciéncias Ambientais,
com fator de impacto 2,451 (JCR-2005).

Detalhes especificos da metodologia utilizada em cada experimento foram descritos

em cada um dos artigos.



ARTIGO I

DETERMINACAO DA DOSAGEM LETAL MEDIA (DLs;) PARA
Echinochloa polystachya (H.B.K.) Hitchcock e Eichhornia crassipes (Mart.)
Solms. EXPOSTAS AO PETROLEO CRU DE URUCU

Conte transversal da folha
de Eichhornia crassipes
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Determinaciao da dosagem letal média (DLsy) para Echinochloa polystachya
(H.B.K.) Hitchcock e Eichhornia crassipes (Mart.) Solms. expostas ao
petroéleo cru de Urucu

Aline Lopes®

“ Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia. Departamento de Ecologia. Manaus, Brasil
alopes@inpa.gov.br

A mortalidade de Eichhornia crassipes e Echinochloa polystachya aumenta com a dosagem
do petréleo e com o tempo de exposigdo.

Resumo

As dosagens letais médias (DLsg) foram determinadas para as macroéfitas aqudticas
Eichhornia crassipes e Echinochloa polystachya em um experimento realizado em casa de
vegetacdo no qual foram utilizadas 10 dosagens de petréleo cru, oriundo de Urucu,
distribuidas entre 0 e 300 mL 2L de substrato. Para E. crassipes a DLsy em 126 dias de
exposicdo ao petréleo foi calculada em 8,57 mL de petréleo 2L de dgua, enquanto que para
E. polystachya, com uma quantidade muito préxima a esta (8,91mL de petréleo 2L de solo)
foram necessarios somente 4 dias para atingir o0 mesmo nivel de mortalidade, mostrando que
esta planta € extremamente sensivel ao petréleo. O petrdleo provocou uma redugdo
significante do nimero de folhas de ambas as espécies. Além disso, para E. crassipes, houve
uma inibi¢do do crescimento das raizes e das folhas, bem como modificagdes anatomicas

foliares nas dosagens mais elevadas de petréleo.

Palavras-chave: areas alagdveis, macrofitas aqudticas, petréleo, fitorremediacdo, dose letal

média.

1. Introducao

O derramamento de petréleo e as mudangas que este ocasiona no ambiente sdo fatores
que afetam a composi¢do da comunidade de plantas aquaticas (Pezeshki et al., 2000), pois a
susceptibilidade a esse poluente varia com a espécie considerada. Burk (1977), em um estudo
de 4 anos, verificou que em um derramamento de petréleo em ambiente de dgua doce pelo

petroleiro Santa Barbara, nos USA, 18 espécies de plantas foram eliminadas, 14 espécies
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tiveram sua abundéncia relativa diminuida, e 23 espécies ndo tiveram alteracdo significativa
ou até mesmo aumentaram sua abundancia relativa.

A ocorréncia de derramamentos de petréleo no solo pode resultar, entre outras
respostas, em um aumento substancial de matéria organica (Alkinluyi & Odeyemi, 1984,
1987), em alteracdes no pH do solo e na introdu¢@o de metais pesados como cobre, niquel e
mercdrio, os quais prejudicam a biota do solo devido a sua toxicidade (Ekundayo &
Obuekwe, 2000). Quando ocorre um derramamento de petréleo no ambiente terrestre ele afeta
diretamente o ecossistema através da contaminacdo do solo. J4 em ambientes aquéticos, o
6leo flutuante na superficie da dgua é disperso pela a¢do do vento e das ondas para a regido
litoranea, afetando também o ambiente terrestre e a vegetacdo (Pezeshki, et al., 2000). No
caso da regido amazodnica essa dispersdo poderia ser maximizada pela oscilagcdo do nivel da
dgua, devido ao pulso de inundagdo (Junk et al., 1989).

O transporte de petréleo cru de Urucu (Coari-AM) até a Refinaria em Manaus, AM, se
da pelo Rio Solimdes, onde ocorrem ambientes com composi¢do floristica variada, dentre
estes, a varzea baixa (Wittmann et al., 2002) que possui uma grande densidade de herbéceas
aqudticas, algumas das quais chegam a produzir cerca de 100 t ha” ano” de matéria seca
(Piedade et al., 1991). A maior parte desta biomassa ndo € aproveitada por herbivoros e se
decompde causando alteragdes quimicas no ambiente. A grande densidade destas plantas faz
com que o ciclo biogeoquimico das dreas alagaveis seja dependente da quantidade e da
qualidade da matéria organica produzida por elas (Furch & Junk, 1997).

As herbdceas aqudticas amazdnicas sdo muito importantes para o ecossistema
aquatico, pois suas partes submersas formam um ambiente complexo, composto de caules e
raizes que sdo colonizados por algas e invertebrados (Junk, 1973), e no qual estdo associadas
muitas espécies de peixes (Junk et al., 1984; Sanchez-Botero & Araujo-Lima, 2001; Claro-Jr
et al., 2004). Entretanto, sdo praticamente inexistentes estudos acerca da toxicidade do
petréleo sobre essas plantas.

Diversas pesquisas t€m utilizado plantas aqudticas para detectar possiveis
contaminagdes (Watmough & Hutchinson, 1996; Martins et al., 1999) e encontrar meios que
possibilitem a descontamina¢do do ambiente (Dushenkov et al., 1997; Gisbert et al., 2003;
Kirk et al., 2005). Dentre as plantas aqudticas que t€m sido estudadas e sugeridas como
alternativas para solucdo destes problemas, destaca-se Eichhornia crassipes (aguapé), que
apresenta grande capacidade de absorver e tolerar elevadas quantidades de fons de metais

pesados, sendo uma das mais promissoras para esse prop6sito (Harley, 1990).
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As gramineas sdo comumente utilizadas para a fitorremediacdo devido ao seu
crescimento rdpido e pela sua extensiva ramifica¢do radicular que proporciona uma ampla
superficie para a microbiota, facilitando a interacdo planta-microbiota (Hutchinson et al.,
2001; Glick, 2003). Entretanto, essas vantagens podem ser neutralizadas pelo efeito téxico do
contaminante, alterando ndo somente o acimulo de biomassa como também a morfologia das
plantas (Merlk et al., 2005). Assim, ¢ indispensavel que sejam desenvolvidos estudos que
prevejam os impactos do petréleo sobre a virzea amazodnica, principalmente sobre plantas de
grande importancia ecolégica como Eichhornia crassipes e Echinochloa polystachya.

Neste estudo foram determinadas as dosagens letais médias para as espécies FE.
crassipes e E. polystachya expostas ao petréleo cru de Urucu. Adicionalmente, foram
avaliadas as mudancas no incremento de folhas, no comprimento das folhas e das raizes das
plantas. Além disso, foi realizada a andlise anatomica das folhas de E. crassipes com

modifica¢des anatdmicas visiveis e associdveis a exposicio ao petrdleo.

2. Materiais e Métodos

As macréfitas aquéticas Eichhornia crassipes (flutuante) e Echinochloa polystachya
(emersa) foram coletadas manualmente na Ilha de Marchantaria (03°.15’°S, 060°.00°W), na
Amazodnia Central, Amazonas-Brasil. O solo utilizado no plantio de E. polystachya foi
coletado no mesmo local. O experimento foi realizado na Casa de Vegetacdo do Projeto
INPA/Max-Planck, Manaus, Amazonas, Brasil. A &4gua utilizada nos experimentos foi
proveniente do poco artesiano do mesmo local.

As herbaceas aquaticas utilizadas foram escolhidas devido a sua ampla distribui¢do na
planicie de inundacdo, por serem nativas da AmazOnia e por serem fundamentais para o
ecossistema de vdrzea.

Foi utilizado no experimento petréleo cru, proveniente da Base Petrolifera de Urucu,
Amazonas, Brasil. Este petrdleo é considerado leve e de alta qualidade (ver Tabela 1 para

composi¢io).
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Tabela 1
Composic¢ao do 6leo cru de Urucu (Petrobrds, 1997 apud Brauner et al., 1999)
Niimero de octanos motores (destilacido entre 16-180°C) 38,0

Tipos de hidrocarbonetos (% total; destilag@o entre 16 - 180°C)

Parafina 64,8
Nafta 20,2
Aromatico 15,0

Tipos de hidrocarbonetos (% total; destilagdo entre 144 - 244°C)

Saturados 85,7
Aromaticos 13,2
Oleaginosos 1,1

2.1. Desenho Experimental

Individuos jovens de E. crassipes, em um total de 130 plantas, com tré€s a cinco folhas
de aproximadamente 4 x 7 cm, foram lavados em 4gua corrente, no laboratdrio, para a retirada
do sedimento das raizes e colocados em frascos com 2 litros de 4gua, onde permaneceram por
30 dias para crescimento e aclimatacdo. Sempre que necessario foi completado o nivel da
dgua para repor as perdas por evapotranspiragdo. A irrigacdo das plantas com dgua de poco
artesiano foi didria, durante todo o periodo experimental.

Para E. polystachya foram coletadas plantas adultas, das quais foi cortado um colmo
de 15 cm contendo um né. Estes propdgulos foram plantados em frascos com 2 litros de solo
da varzea (70,5% de argila, 17,92% de silte, 8,97% de area grossa, 2,61% de areia fina), onde
permaneceram por 30 dias para crescimento. Para o experimento foram selecionadas 130
plantas jovens com, no minimo, 30 cm de altura.

Ap6s o periodo de aclimatacdo e crescimento foi colocado petréleo nos frascos
evitando o contato direto com as folhas. O petrdleo foi adicionado na superficie do solo e da
dgua, sem revolver os substratos. As herbiceas foram distribuidas aleatoriamente, por sorteio,
em 9 tratamentos (Tabela 2) mais um controle (sem petrdleo).

A cada 7 dias foram contadas as folhas normais e com comprometimento fitossanitario
(folhas com menos de 30% da area verde) e medido o comprimento e largura das folhas. No
inicio e no final do experimento foi medido o comprimento das raizes de E. crassipes.

As andlises anatdomicas das folhas de E. crassipes foram realizadas apds 90 dias de
exposicdo ao petrdleo, por meio da coleta de folhas que apresentavam alteracdes visiveis e
folhas do tratamento controle, armazenando-as em etanol 70%. Foram realizadas seccoes

transversais no bulbo e na regidio mediana das folhas para montagem de laminas
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semipermanentes. Os cortes histolégicos foram diafanizados com hipoclorito de sdédio,
lavados em 4gua destilada, corados com Safrablau (Azul de Astra 70% e Safranina 30%),
montados sob 1dmina e laminula com uma gota de glicerina e lutados com esmalte incolor. As
observacdes das laminas foram feitas utilizando microscépio 6ptico da marca Leica, nas
objetivas de 5x a 40x. Foram feitas fotomicrografias com microscopio 6ptico Zeiss MC 63

nas objetivas de 2,5x, 20x e 40x.

Tabela 2

Dosagens de petréleo aplicadas baseadas no volume por unidade amostral, volume por
unidade de area superficial, massa por peso da dgua e peso seco do solo seco e a porcentagem
de dleo em relacdo ao volume de substrato.

mL dleo Loleom? mgéleo mgéleo g g 6leo mL™!
2L" solo superficial g’ 4gua solo seco  substrato (%)
0 0 0 0 0

1,5 0,07 0,56 0,55 0,0006

3 0,15 1,13 1,09 0,0011

6 0,31 2,35 2,28 0,0023

12,5 0,66 4,7 4,56 0,0047

25 1,32 9,4 9,12 0,0094

50 2,64 18,8 18,24 0,0188

100 5,29 37,6 36,47 0,0376

200 10,59 75,2 72,94 0,0752

300 15,89 112,8 109,45 0,1128

Para a obtencdo da curva de DLsy as plantas permaneceram nos tratamentos, sendo
observada a mortalidade, por 132 dias para E. crassipes e 49 dias para E. polystachya. As
demais medidas foram feitas por 35 dias para E. polystachya e 90 dias para E. crassipes. Essa
diferenca no tempo de observacdo se deve a ripida mortalidade de E. polystachya em
comparacdo com E. crassipes. Apesar da dosagem letal média ser um método normalmente
utilizado para avaliar a mortalidade em populacdes animais, foi utilizado neste estudo por
permitir a modelagem da mortalidade, integrando a dosagem de petréleo e o tempo de
exposicdo e permitindo, com isso, uma melhor avaliagdo dos impactos ao longo do tempo.
Adicionalmente, este método permite determinar a dosagem critica do petrdleo para as
populacdes de plantas.

As unidades amostrais consistiram em 260 frascos de 20cm de didmetro e 18,5cm de
altura distribuidos em um experimento fatorial inteiramente casualizado 2x10 (espécies x

dosagens de petréleo) com 13 réplicas para cada tratamento.
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2.2. Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando os programas: Systat 10.2
(Wilkinson, 1998); Microsoft Office Excel 11.0 (Microsoft Corporation, 2003) e Trimmed
Sperman-Karber Method (Hamilton et al., 1977).

Para avaliar o efeito do tempo e da dosagem de petréleo sobre o comprimento das
folhas e o incremento no nimero de folhas das plantas foi realizada Andlise de Varidncia
bifatorial com medidas repetidas (ANOVAmr), respeitando-se os pressupostos de
homocedasticidade e esfericidade. Para andlise do efeito do petréleo sobre o comprimento das
folhas foram utilizados somente dados até o 35° dia de exposi¢ao das plantas ao petréleo, para
minimizar o efeito da redu¢do do nimero de amostras devido a mortalidade nos tratamentos
de maior concentracdo. Além disso, para E. polystachya foram utilizados somente os dados
das dosagens até 6mL, devido a alta mortalidade das plantas desde o inicio do experimento.
Foi utilizado Teste T pareado para cada grupo de tratamento, para avaliar o efeito do petrdleo
sobre o comprimento da raiz de E. crassipes. O calculo da DLsy dosagem capaz de matar
50% da populagido testada, foi obtido pelo método estatistico de Spearman-Karber, com

intervalo de confianca de 95% (Hamilton et al., 1977).

3. Resultados

Setenta dias apds a aplicacdo do petréleo foi observada a morte de todas as plantas de
E. crassipes expostas as concentracdes de 200 e 300mL de petrdleo. Ja E. polystachya se
mostrou ainda mais sensivel ao petréleo, pois, ap6s quatro dias de exposi¢do morreram todas
as plantas das dosagens de 100, 200 e 300mL e apds 35 dias ji4 haviam morrido todas as
plantas expostas a dosagens acima de 12,5 mL de petréleo (Fig. 1). Foram observadas em E.
crassipes vérias modificacdes nas plantas expostas ao petrdleo, entre elas a diminui¢do do
tamanho geral da planta, encurtamento do bulbo, diminui¢do da édrea foliar e espessura da

folhas.
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Fig. 1. a) Echinochloa polystachya ap6s 2 dias de tratamento nas dosagens de 0, 1,5, 6 e 25 mL
de petrleo 2 L' solo; b) Eichhornia crassipes 48 dias apés a aplicacio de petréleo nas
dosagens, respectivamente de 0, 100, 200 e 300 mL 2 L' de dgua.

A andlise anatdmica das folhas de E. crassipes mostrou um aumento no tamanho das
lacunas de aerénquima nos tratamentos com 50 mL e 100 mL de petréleo e em dosagens
maiores ocorreu o desaparecimento desse tecido (Fig. 3 a-d). Houve ainda um deslocamento
das lacunas do aerénquima nos tratamentos de 50 mL e 100 mL (Fig. 2b-c), as quais estavam
organizadas na regido central da folha no tratamento controle (Fig. 2a). O parénquima
palicadico foi gradualmente reduzido com o aumento da dosagem de petréleo, ndo podendo
mais ser visualizado no tratamento de 300mL (Fig. 2d). Apesar de nado ter sido feita a
contagem de estomatos pdde-se perceber a diminui¢do destes com o aumento da dosagem de
petréleo. Notamos ainda que no tratamento controle (Fig. 2a) os feixes vasculares se
posicionavam na linha central da ldamina foliar e sofreram uma dréstica desorganizagdo devido

a exposicdo ao petrdleo (Fig. 2b-d).
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Fig. 2. Seccdes transversais das folhas de Eichhornia crassipes apés 90 de exposi¢cdo ao
petréleo cru de Urucu, nas dosagens de: a) 0 mL; b) 50 mL; ¢)100 mL; d) 300 mL 2 L2 de
dgua. ei (epiderme inferior); es (epiderme superior); pp (parénquima paliciddico); ph
(parénquima homogéneo); ae (lacuna do aerénquima); e (estomato) fx (feixes vasculares).
Aumento de 400x para o controle e 200x para os demais tratamentos.

A principal mudanca observada no bulbo de E. crassipes, além das alteracdes
morfolégicas como a drastica reducdo do tamanho e espessura do bulbo, foi a diminui¢do do
tamanho celular com o aumento da dosagem de petrdleo (Fig. 3a-d). Além disso, houve o
desaparecimento do tecido aerenquimatoso nos tratamentos com maiores dosagens de
petréleo (Fig. 3b-d).

A ANOV Amr mostrou que o incremento de folhas de E. crassipes ao longo de 35 dias
foi afetado pela dosagem de petréleo (F (9, 120) = 9.127, p < 0,0001), pelo tempo de exposi¢cao
(F (5, 600y = 18,848, p < 0,0001) e pela interacdo entre a dosagem e tempo de exposi¢cao (F s,
600) = 6,557, p < 0,0001). Neste mesmo periodo de tempo E. polystachya também foi afetada
por todos esses fatores, porém, como mostra a figura 4, esses efeitos foram mais acentuados,
tendo a dosagem apresentado F (o 129) = 23,135 (p < 0,0001), o tempo de exposi¢ao F (s ¢00) =
625,647 (p < 0,0001) e a interacdo entre a dosagem e o tempo de exposicdo F s, ¢00) = 12,222
(p <0,0001).
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Fig. 3. Seccdes transversais do bulbo de Eichhornia crassipes apés 90 dias de exposi¢do ao
petréleo cru nas dosagens de: a) 0 mL; b) 50 mL; ¢)100 mL; d) 300 mL 2 L2 de agua. ae
(lacuna do aerénquima); ph (parénquima homogéneo). Aumento de 25x.
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Fig. 4. Efeito da dosagem do petrdleo e do tempo de exposi¢do (dias) sobre o nimero de
folhas de: a) Eichhornia crassipes; b) Echinochloa polystachya Valores médios com erro
padrdo (n=13).
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Como o comprimento e a largura das folhas de E. crassipes mostraram-se fortemente
correlacionados (r = 0,89), s6 serdo apresentados os resultados para o comprimento. Houve
uma reducdo do comprimento das folhas de E. crassipes devido a dosagem do petréleo (F (o,
119) = 2,842, p = 0,005) e ao tempo de exposicdo (F (s, 505 = 48,216, p < 0,0001), havendo
ainda uma interagdo significativa entre estes fatores (F 45, 505y = 4,103, p < 0,0001). Na figura
5a podemos notar que o padrdo de estabiliza¢do do crescimento das folhas € muito semelhante
nos tratamentos de 0 e 1,5 mL, enquanto que hd uma acentuada reducdo do crescimento nas
dosagem acima de 25 mL. Nao houve efeito significativo da dosagem do petréleo sobre o
comprimento das folhas de E. polystachya (F 3,21y = 1,48, p = 0,249), embora o tempo de
exposicdo tenha apresentado um efeito significativo (F s, 105) = 26,469, p < 0,0001). Como
mostra a figura 5b, ndo houve interagdo significativa entre a dosagem de petréleo e o tempo

de exposi¢do (F s, 105y = 1,391, p = 0,165).
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Fig. 5. Efeito da dosagem do petrdleo e do tempo de exposicdo (dias) sobre o comprimento de
folhas: a) Eichhornia crassipes; b) Echinochloa polystachya. Valores médios com erro padrao
(n=13).
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O petréleo de Urucu provocou uma inibicao do crescimento das raizes de E. crassipes,
exceto na dosagem de 12,5 mL onde houve estimulacdo do crescimento, assim como no
controle (fig. 6). Nas demais dosagens ndo houve diferenca significativa entre o comprimento

inicial e o comprimento final da raiz.
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Fig. 6. Efeito da dosagem do petréleo sobre o comprimento das raizes ao término do
experimento. Valores médios com erro padrdo (n = 13). * indica os tratamentos onde houve
diferenga significativa entre o valor inicial e final do comprimento da raiz (o = 0,05).

A figura 7a mostra a curva ajustada para os valores de DLsg para E. crassipes ao longo
do tempo de observagdo, sendo a equagdo para a curva exponencial de melhor ajuste: y =
286,719 (R* = 0,91). Apesar da espécie E. polystachya ter sido acompanhada por 49
dias, a DLs s6 pode ser calculada para os quatro primeiros dias (Fig. 7b) pelo fato de apds
este periodo a planta ter atingido 100% de mortalidade em quase todos os tratamentos. Para
essa espécie a curva que melhor se ajustou aos dados também foi a exponencial y = 570,45¢

1,0659)(‘ (R2 — 0’97)'
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Fig. 7. Toxicidade do petréleo cru de Urucu expressa em valores de DLso, para: a) F.
crassipes; b) E. polystachya ao longo do tempo de exposi¢do. Valores com intervalo de
confiancga de 95%, (--- curva de tendéncia exponencial).
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4. Discussao

O efeito dos hidrocarbonetos derivados do petréleo sobre a mortalidade das plantas
vendo sendo relatado por vérios autores (Mendelssohn & McKee, 1988; Pezeshki et al., 2001;
Lin et al., 2002), como uma medida eficiente do impacto do petréleo sobre o ecossistema
atingido. A magnitude deste impacto para o ambiente pode ser avaliada por meio de
alteracdes no crescimento e desenvolvimento das plantas.

Devido a alta mortalidade de E. polystachya nao foi possivel avaliar o efeito do
petréleo sobre o crescimento desta espécie, ja que as andlises foram realizadas somente com
dosagens até 6mL de petréleo por unidade amostral, sugerindo que dosagens superiores a esta
sejam limitantes para esta espécie. Para E. crassipes o petrleo causou uma redugdo do
tamanho das folhas e, embora algumas tenham sobrevivido por mais tempo, estas
apresentaram modificacdes anatomicas e morfolégicas, como a redugcdo do nimero de
estomatos, distribui¢do irregular das lacunas do aerénquima ou até mesmo a sua auséncia. A
reducdo da espessura e das lacunas do aerénquima ocorreu no bulbo das plantas expostas a
dosagens acima de 12,5 mL por unidade amostral. O aerénquima € uma adaptacio das plantas
aquaticas para a flutuacdo e permite que as partes fotossintetizantes fiquem acima da coluna
de dgua (Junk & Piedade, 1997). A perda desta adaptacdo, tanto na lamina foliar quanto no
bulbo, pode causar o afundamento da planta, aumentando ainda mais a sua contaminagéo e
resultando na sua morte.

Os 6leos leves, como o de Urucu, atuam em nivel celular, alterando a permeabilidade
da membrana ou interrompendo vérios processos do metabolismo da planta, deste modo, seus
efeitos parecem ser imediatamente toxicos as plantas (Pezeshki & DeLaune, 1993). Neste
estudo foram encontradas modificagdes anatdmicas que sugerem uma dristica modificacido do
metabolismo das plantas. A redugdo do tamanho das folhas e a diminui¢cdo e perda do
parénquima palicddico em E. crassipes, resultantes da exposi¢do ao petréleo, indicam o alto
grau de estresse causado pelo poluente e podem ser considerados fatores muito importantes
para a conseqiiente morte das plantas.

O parénquima pali¢adico fica posicionado geralmente na superficie adaxial das folhas,
consiste de células alongadas, ricas em cloroplastos, dispostas perpendicularmente a
superficie do limbo foliar, apresentando espacos intercelulares (Souza, 2003). Este tecido € o
principal responsavel pela fotossintese dos traquedfitos. De acordo com Justo et al. (2005) € o

tecido que apresenta maior plasticidade em resposta aos fatores ambientais para diversas
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espécies de plantas. A diminuicdo da espessura e até mesmo a perda deste tecido em
decorréncia da exposi¢do ao petréleo indica que ainda que a planta produza novas folhas elas
terdo suas funcdes comprometidas, pois ndo realizardo fotossintese.

Lin et al. (2002) encontraram um efeito inibitério do 6leo N° 2 em dosagem acima de
114 mg g'1 de solo (200 mL por unidade amostral) sobre o comprimento das raizes de
Spartina alterniflora. O mesmo ocorreu no presente estudo com E. crassipes em dosagens de
petréleo muito inferiores a esta, 0,53 a 112,8 mg g'1 de dgua. A diminuicdo do comprimento
das raizes poderia reduzir a absorcdo de nutrientes, aumentando o estresse das plantas e
prejudicando o seu desenvolvimento.

Os resultados indicam que o petrdleo cru causa efeitos mais severos a Echinochloa
polystachya que a Eichhornia crassipes. Assim, apds 126 dias de exposi¢cdo, a dose letal
média calculada para E. crassipes foi 8,57 mL de petréleo em 2 L de dgua, e para E.
polystachya foram necessarios somente 4 dias de exposi¢do para atingir indice semelhante,
8,91 mL de petrdleo em 2 L de solo. Uma das possiveis explicacdes para esse fato, além da
sensibilidade da espécie, é que na dgua o 6leo forma uma camada flutuante ndo solivel (Val
& Almeida Val, 1999) que nio dissolve na coluna d’4dgua tendo pouco contato com as raizes,
enquanto que no solo, além da parte soltivel em 4gua, a parte insoldvel do petréleo penetra no
solo recobrindo as raizes e ficando disponivel para ser absorvido pela planta. As implicagées
desta diferenca na sensibilidade das espécies, no caso de um derramamento de petréleo na
varzea, é que o petréleo causaria danos imediatos a E. polystachya, enquanto que para E.
crassipes os danos seriam evidencidveis apenas com uma exposicao mais prolongada.

Experimentos realizados com a ingestdo oral do petréleo cru de Urucu por
Hoplosternum littorale (tamoatd), que possui respiracdo aérea facultativa, mostram que uma
Unica ingestdo de 3 mL kg1 provoca um efluxo de Na®, resultando em uma redugio de 7%
deste no plasma em 72 horas apés a ingestdo, provocando também efluxo de K* e sua redugio
no plasma em 24 horas apds a ingestdo. Porém, nenhuma morte foi observada durante o
tempo de exposi¢do, 72 horas (Brauner et al., 1999). No presente estudo, neste mesmo
periodo de tempo, houve a morte de 80% dos individuos de E. polystachya submetidos a
dosagens entre 1,5mL e 300mL de petréleo. Assim, mesmo que o petréleo ndo seja
imediatamente letal para os peixes, provocaria perda de habitat e acimulo de matéria organica
morta no ambiente, cuja decomposicdo poderia reduzir ainda mais a disponibilidade de
oxigénio, que ji é baixa na varzea. Além disso, essa matéria organica morta estaria

contaminada por metais pesados como cobre, niquel, vanddio e mercirio que sdo comumente
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encontrados no petréleo cru (Osuji & Adesiya, 2005) e quando houvesse a decomposicio,
estes elementos toxicos seriam incorporados ao ambiente, ou poderiam entrar na cadeia
trofica pela ingestdo de invertebrados que se alimentam das macroéfitas aquéticas e dos peixes
que deles se alimentam.

Considerando o potencial uso deste estudo para avaliagdo do impacto do petrdleo
sobre a varzea, quais seriam as implicagcdes da mortalidade destas macroéfitas aquéticas? Além
dos peixes como o Arapaima gigas (pirarucu), que possui respiragio aérea obrigatéria, € com
isso podem se contaminar com a fracdo flutuante do 6leo, alguns peixes da Amazdnia se
alimentam de invertebrados terrestres que ficam sobre as macroéfitas aqudticas durante o
periodo de inundacdo da varzea, como o Parauchenipterus galeatus (cangati), o Mylossoma
duriventre (pacti-manteiga) e o Triportheus elongatus (sardinha) (Claro-Jr et al., 2004) e a
morte destas, ou mesmo a contaminagdo das folhas pelo petrdleo, causaria o aumento do
contato corporal do peixe com o 6leo. Outros animais, como o peixe-boi (Trichechus
inunguis), utilizam E. polystachya (13,8%) e E. crassipes (11,2%) como um dos principais
itens de sua alimentag@o (Colares & Colares, 2002) e a morte dessas plantas poderia provocar
uma reducdo dréstica na oferta de alimento para este mamifero. Além disto, um dos efeitos
preocupantes da morte destas plantas, principalmente de E. polystachya, seria a incorporacio
de uma enorme quantidade de biomassa morta ao sistema, aliada a quantidade de carbono que
deixaria de ser fixada por estas plantas, calculada por Piedade et al. (1991) em 3,99 Kg de
carbono m™. Assim, um derramamento de petrdleo nas varzeas, além de causar danos a flora,
indireta ou diretamente causaria danos também a fauna desses ambientes. Adicionalmente,
impactos de grande magnitude poderiam ser desencadeados por mudancas nos balancos de
carbono, com conseqiiéncias eventualmente alarmantes, dada & reconhecida importancia das

dreas alagdveis nos balangos globais de carbono (Richey et al., 2002).

5. Conclusao

A dosagem e o tempo de exposi¢cdo sdo dois fatores importantes na determinagdo do
efeito do petréleo sobre E. polystachya e E. crassipes. A determinacdo da dose letal média
(DLsp) mostrou ser um método eficiente para avaliar a influéncia destes fatores sobre a
vegetacdo dos ecossistemas expostos ao risco de contaminacgio por esse poluente. Em baixas

dosagens E. crassipes sobreviveu por um longo periodo de tempo, entretanto, para E.
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polystachya, foram necessdrios apenas poucos dias para que houvesse uma massiva
mortalidade.

Apesar de E. crassipes ter sobrevivido durante um longo periodo de tempo em
ambiente contaminado, as plantas foram extremamente afetadas pelo petrdleo, fato que pode
ser observado pelas modifica¢des anatdmicas e morfoldgicas das folhas.

O presente estudo mostrou ainda que, o petrdleo proveniente de Urucu além de causar
uma alta mortalidade de E. crassipes e E. polystachya, causa uma inibi¢do do crescimento
destas espécies. Através deste estudo poderdo ser delineados experimentos que possam
esclarecer as modificacdes no metabolismo das plantas que geram essa inibicdo de
crescimento, entre elas, medidas de taxa de fotossintese, quantificagdo de nutrientes e metais
pesados na biomassa viva e no substrato. Além disso, esses resultados poderdo auxiliar na

determinagdo do impacto do petréleo nas dreas alagaveis.
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Respostas da herbacea aquatica amazonica Eichhornia crassipes (Mart.)

Solms. ao tempo de exposicao e a dosagem do petréleo cru de Urucu.
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A exposicdo de Eichhornia crassipes ao petroleo cru de Urucu causa redugdo da proporgdo
de biomassa viva em relacdo a biomassa total, podendo auxiliar nas estimativas do dano do
petroleo para as dreas alagdveis.

Resumo

Foi estudado o efeito do petréleo cru de Urucu sobre a producdo de biomassa de uma
herbicea aquaética flutuante, Eichhornia crassipes, em um experimento realizado em casa de
vegetacdo. Foram utilizadas 6 dosagens de petrdleo cru de Urucu, distribuidas entre 0 e 300
mL de petréleo 2L de dgua e as plantas foram avaliadas apés 1, 5, 10, 15 e 20 dias de
exposicdo. Vinte dias apds a aplicagdo do petréleo houve uma significativa diminui¢do do
numero de folhas, do comprimentos das folhas, da biomassa aérea, da proporcdo de biomassa
aérea viva/total e aumento da biomassa aérea morta como resposta ao aumento da dosagem do
petréleo. O aumento do tempo de exposicdo causou a diminui¢do da biomassa aérea, da
proporcdo de biomassa aérea viva/total, comprimento das folhas, e aumento do nimero de
folhas comprometidas e biomassa aérea morta. Foi verificado um efeito de interacdo entre a
dosagem e o tempo de exposicdo que contribuiu para o aumento do nimero de folhas
comprometidas. A biomassa total, assim como a biomassa submersa e o comprimento das
raizes ndo foram afetados pela exposicdo ao petrdleo. Concluiu-se que E. crassipes possui

uma baixa tolerancia ao petréleo cru de Urucu.

Palavras-chave: éreas alagdveis, macrdfitas aqudticas, fitorremediagdo, petrdleo.

1. Introducao

Nas regides tropicais, as dreas alagadas associadas aos grandes rios, sdo de extrema

importancia. Na Amazonia brasileira as virzeas, regides periodicamente alagadas por rios de
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dgua branca, ocupam cerca de 200.000 km® e representam um dos ecossistemas mais
produtivos do mundo, recebendo regularmente nutrientes dos rios e promovendo o
enriquecimento destes com matéria organica (Junk et al., 1989). Segundo Melack & Forsberg
(2001) a produtividade primdria deste ecossistema depende basicamente de quatro grupos
vegetais: fitoplancton (2%), algas perifiticas associadas a floresta alagdvel e algas perifiticas
associadas as herbiceas aqudticas (5%), floresta alagavel (28%) e as macroéfitas aqudticas
(65%), que sdo, portanto, as principais produtoras.

As macrdfitas aqudticas sd@o encontradas em ambientes de dgua branca, ricos em
nutrientes, como o Rio Solimdes. A distribuicdo desse grupo de plantas na planicie de
inundag@o depende da duracdo das fases aqudtica e terrestre, da estabilidade fisica do hébitat
(influenciada pelos processos de sedimentacdo e erosdo), dos processos sucessionais
relacionados com o periodo de vida e idade das plantas e de impactos humanos (Junk &
Piedade, 1997). Embora algumas plantas aquaticas possam produzir cerca de 100 t ha™ ano™
de matéria seca, a maior parte desta biomassa nao é aproveitada por herbivoros e se decompde
causando alteragcdes quimicas no ambiente, por isso, o ciclo biogeoquimico das &reas
alagiveis dependem da quantidade e da qualidade da matéria orginica produzida por estas
plantas (Furch & Junk, 1997).

O derramamento de petréleo representa um sério risco para a integridade das dreas
alagiaveis em todo o mundo, pois nesses ambientes a ciclagem de nutrientes depende da
variagc@o do nivel da dgua (pulso de inundag@o), o que implica na reincorporagdo ao ambiente
dos nutrientes e poluentes a cada ciclo (Furch & Junk, 1997). Entretanto, embora existam
estudos prévios acerca da toxicidade do petrdleo sobre as plantas aqudticas, sdo raros estudos
com plantas amazonicas.

A maior parte dos estudos com plantas aquaticas (Mendelssohn & McKee, 1988; Lin
& Mendelssohn, 1996; 1998; Lin et al., 2002) tém investigado os efeitos de hidrocarbonetos
de petréleo em ambientes marinhos enfocando a espécie dominante do Golfo dos Estados
Unidos, Spartina alterniflora. Os impactos quimicos do éleo nas plantas variam com o tipo e
a quantidade de dleo (Pezeshki et al., 2000). Alguns estudos com S. alterniflora mostram que
os Oleos refinados e leves sdo mais toxicos que os 6leos crus e pesados, pois aparentemente
penetram nas plantas e, conseqiientemente, impedem a regeneracdo de folhas e raizes
(Pezeshki et al., 2000).

Os o6leos leves como o de Urucu atuam em nivel celular, alterando a permeabilidade

da membrana ou interrompendo vérios processos do metabolismo da planta (Pezeshki et al.,
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2000). Dessa forma, seus efeitos parecem ser imediatamente mais toxicos as plantas. Além
disso, as plantas aqudticas sofrem, naturalmente, limitacdo de absor¢do de oxigénio pelas
raizes (Armstrong, 1979), que é um dos mais importantes fatores limitantes para o seu
crescimento em dreas alagadas (Mendelssohn & McKee, 1988; Pezeshki et al., 1989). Quando
o O6leo bloqueia os estdmatos a difusdo de oxigé€nio para as raizes diminui, devido ao
interrompimento do transporte de oxigénio atmosférico pelas folhas, aumentando ainda mais
o estresse de oxigénio das raizes.

Segundo Peterson et al. (2003), para as comunidades costeiras, as tentativas de
limpeza do dleo podem ser mais prejudiciais que o proprio derramamento, pois seu impacto,
devido aos métodos quimicos e fisicos empregados, é prolongado, gerando uma cascata de
impactos indiretos, especialmente sobre a cadeia tréfica, devido a perda de hébitat. Como
opcdo a utilizagdo de tais métodos, passou-se a dar preferéncia, atualmente, a fitorremediacao
para restabelecer e limpar a contaminacdo de petrdleo das areas alagaveis (Lin et al., 2002).

Estudos de dosagem-resposta sdo importantes especialmente se quisermos utilizar
plantas para a fitorremediagdo, pois o sucesso deste método em determinada drea depende da
identificacdo de plantas resistentes e da determinacdo da concentracdo de hidrocarbonetos que
permitird o sucesso do transplante e estabelecimento das plantas no substrato contaminado.

Neste estudo foi avaliado o efeito do petréleo de Urucu sobre o crescimento da
herbacea aqudtica E. crassipes, com trés objetivos principais: (1) Avaliar a magnitude das
respostas das plantas expostas a diferentes dosagens de petréleo; (2) Avaliar o efeito do tempo
de exposicdo sobre as respostas das plantas; (3) Avaliar o potencial da espécie para

bioindicag¢do e/ou fitorremediacdo em caso de vazamento de petréleo.

2. Materiais e Métodos

As macrdfitas aqudticas foram coletadas manualmente na Ilha de Marchantaria
(03°.15’S, 060°.00’W), Amazonas, Brasil. O experimento foi realizado na Casa de Vegetacdo
do Projeto INPA/Max-Planck, Manaus, Amazonas, Brasil e a dgua utilizada proveniente do
poco artesiano localizado no mesmo local.

O petréleo utilizado foi proveniente da Base Petrolifera de Urucu, Amazonas, Brasil.

Este petrdleo € considerado leve e de alta qualidade (ver artigo 1 para composic¢io).
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A herbacea aquitica Eichhornia crassipes foi escolhida devido a sua ampla
distribuicdo na planicie de inundagdo, por ser nativa da Amazdnia e por ser uma das espécies

fundamentais para o ecossistema aquatico amazdnico.

2.1. Desenho experimental

Foram coletados individuos jovens de E. crassipes com, em média, trés folhas de
aproximadamente 4 x 7 cm, os quais foram lavados com dgua corrente no laboratério para a
retirada do sedimento das raizes e colocados em frascos com 2 litros de dgua. Sempre que
necessario foi completado o nivel de 4gua para repor as perdas por evapotranspiracao.

Apds o periodo de aclimatagdo e crescimento de 30 dias, foi colocado petrdleo na
superficie da 4gua sem que houvesse contato direto deste com as folhas. As herbédceas foram
distribuidas aleatoriamente por sorteio nos tratamentos (Tabela 1). Para melhor controle foi
medido o pH da dgua durante o experimento.

As unidades amostrais consistiram em 300 recipientes plasticos de 20 cm de didmetro
e 18,5cm de altura distribuidos em um experimento fatorial inteiramente casualizado 6x5

(dosagens de petrdleo, tempos de retirada), com 10 réplicas para cada tratamento.

Tabela 1

Numero de plantas mortas apds a exposi¢do ao petrdleo, de acordo com as dosagens de
petréleo aplicadas baseadas no volume por unidade amostral e o tempo (dias) de retirada de
cada planta para biomassa.

Dosagem de petréleo (mL 2L de sgua)

tempo 0 6 25 50 150 300
1 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 2
10 0 0 1 1 2 6
15 0 0 1 2 5 7
20 0 0 0 0 6 10

2.2. Pardmetros das respostas das plantas a toxidade

2.2.1. Mortalidade
A planta foi considerada morta quando apresentou menos de 30% de drea total
verde. A mortalidade foi estimada pelo nimero de plantas que morreram em cada
lote de 10 individuos, de acordo com o tratamento. A taxa de mortalidade em
cada tratamento foi utilizada para indicar a sensibilidade da espécie ao petrdleo.

2.2.2. Nimero de estoloes
Estolao é um caule rastejante capaz de desenvolver raizes nos entrends. O

numero de estoldes foi utilizado como um indicativo da capacidade reprodutiva
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da planta. Esta medida foi feita pela contagem direta do niimero de estoldoes em
cada unidade experimental.
2.2.3. Numero de folhas sauddveis e com comprometimento fitossanitdrio.
A contagem do numero de folhas indica o quanto a planta investiu em
manuten¢do e producio de folhas. Além disso, foi verificado o nimero de folhas
com comprometimento fitossanitdrio (folhas com menos de 30% da area verde).
2.2.4. Comprimento da folha e da raiz
Foi medido o comprimento da maior folha de cada planta e o comprimento da
raiz no inicio e ao término de cada etapa do experimento.
2.2.5. Biomassa aérea
A biomassa aérea foi coletada, separada em componentes mortos e vivos, e seca
em estufa de ventilacio forcada a 65°C até atingir peso constante.
2.2.6. Biomassa submersa
A biomassa submersa foi coletada, havendo a lavagem das raizes e secagem até

peso constante. Ndo foi separado o material morto do vivo.

2.3. Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Systat 10.2 (Wilkinson,
1998). A sobrevivéncia das plantas foi analisada utilizando o estimador nao-paramétrico
Kaplan-Meier. Este método estima a probabilidade de ocorréncia de eventos ao longo de um
periodo de tempo curto, de dias ou meses com intervalos de tempo ndo necessariamente
igualmente espagados (Ayres & Ayres Jr., 1998). Para modelar a mortalidade das plantas em
funcdo dos fatores testados foi utilizado o método de superficie de resposta. Este método
permite o agrupamento de n varidveis independentes, definindo um espaco de resposta n-
dimensional com cada uma das varidveis em um eixo (Doehlert, 1970; Barros-Neto, 2003),
permitindo assim que a interacdo entre esses fatores seja analisada coletivamente (Doehlert,

1970). As varidveis sdo escalonadas de forma que suas grandezas ndo interfiram no
— X_Xl
desenvolvimento do processo de otimizagdo, segundo a fungdo: " AX/2, onde: X, € a

variavel escalonada; X; é o valor inicial; AX € o passo.

O efeito dos tratamentos foi analisado utilizando um modelo linear geral. Para os
dados de crescimento foi utilizada Analise de Variancia bifatorial (ANOVA). Para os dados
de biomassa foi utilizada Andlise de Covaridncia (ANCOVA), mantendo-se o tempo como

co-varidvel e testando-se previamente a homogeneidade entre os dngulos e o paralelismo entre
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os interceptos. Para estas andlises foram excluidas as plantas mortas e as expostas a dosagem
de 300mL devido & morte de todas as plantas nos tratamento de 20 dias (Tabela 1). Quando
houve diferencgas significativas entre os tratamentos (0<0,05), aplicou-se o teste a posteriori
de Tukey para comparagdo das médias. Para a andlise das dosagens em cada um dos tempos
foi excluida a dosagem de 300mL nos tempos 15 dias e 20 dias devido a alta mortalidade de
plantas neste tratamento. As diferencas significativas sdo relatadas no nivel de 0,05 de
probabilidade, a menos que indicadas de outra maneira. Os dados de biomassa foram

normalizados utilizando log(g) para obedecer aos pressupostos dos métodos empregados.

3. Resultados

A andlise de sobrevivéncia mostrou que a dosagem de petréleo diminui
significativamente a sobrevivéncia de E. crassipes (too4) = 3, 282, p = 0,001) ao longo do
tempo de exposicdo. Na figura 1 podem ser vistas as diferengas entre as plantas apds 20 dias
de tratamento. Enquanto que a planta do tratamento controle apresenta um eixo de
inflorescéncia a do tratamento de 300mL estd com comprometimento fitossanitario acentuado.

Na figura 2 é apresentada a superficie de resposta, na qual sdo ilustradas as curvas com
o percentual de morte em fungdo da dosagem de petréleo e do tempo de exposicdo. A
mortalidade foi modelada pela equacdo polinomial de segundo grau: Morte = 0.984 + 2.6%x +
0.814%y - 0.095%x*x + 2.651*x*y - 0.45*%y*y, onde a mortalidade é expressa em fungdo da
dosagem de petréleo (x) e do tempo de exposicdo (y). Por meio desta modelagem pode-se
estimar que dosagens de 30mL em 51,5 dias de exposi¢cdo sejam limitantes para esta espécie

causando quase 100% de mortalidade.

Fig. 1. Eichhornia crassipes ap6s 20 dias exposicdo ao petrdleo de Urucu. As dosagens estdo
indicadas ao lado de cada pote (mL 2L de agua).
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Fig. 2. Efeito da dosagem do petrdleo e do tempo de exposicdo sobre a mortalidade (%) de
Eichhornia crassipes. Os pontos escuros sao as dosagens e tempos amostrados.

Houve um aumento significativo do nimero de plantas com estoldoes ao longo do
tempo de exposicdo independentemente da exposicdo ao petrdleo (Tabela 2). No inicio do
experimento nenhuma planta apresentava estoldo, com 20 dias de exposi¢do a média de
plantas com estoldo que era de 0,16 (£0,37) no quinto dia, aumentou para 0,29 (£0,46). O
incremento de folhas de E. crassipes foi afetado pela dosagem de petréleo, havendo uma
tendéncia de diminui¢do com o aumento do tempo de exposicdo (Tabela 2). A dosagem de
petréleo, apds um dia de exposicdo, provocou diminuicdo do nimero de folhas nos tratamento
de 50 e 300 mL de petréleo (F (s, say = 2,768, p = 0,027) em relacdo ao controle, apds 5 dias
houve uma reducio do nimero de folhas nos tratamentos de 150 e 300mL (F (5 52y = 5,921, p
< 0,001). Com 10 dias de exposi¢ao ao 6leo, as plantas tiveram um menor nimero de folhas
nos tratamentos de 150 mL e 300 mL de petréleo (F (s 44y = 5.650, p < 0,001) quando
comparado com o controle. Apés 15 e 20 dias de exposi¢do ndo houveram diferencas
significativas entre os tratamentos (Fig. 3).

Além do efeito da dosagem de petrdleo e do tempo de exposi¢do houve interacio esses
fatores que resultou no incremento de folhas com comprometimento fitossanitario (Tabela 2;
Fig. 4). A andlise do efeito da dosagem do petréleo, nos diferentes tempos, mostrou que o

petréleo causa um aumento de folhas com comprometimento apds 5 dias de exposicdo (F (s s
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= 5,402, p < 0,001) no tratamento de 300mL em relacdo ao controle. Apds 10 dias de
exposicdo houve diferenca significativa do nimero de folhas com comprometimento em
relacdo ao controle nas dosagens de 150 e 300 mL (F (s 44y = 4,362, p = 0,003). Com 15 de
exposicdo ao petréleo houve um aumento de folhas com comprometimento nos tratamentos
com dosagens acima de 25mL de petrdleo (F 4, 37y = 4,614, p = 0,004), sendo 0 mesmo padrio

observado ap6s 20 dias de exposicao (F (4, 39) = 4,994, p = 0,004).
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Fig. 3. Efeito da dosagem do petréleo (mL 2L dgua) e do tempo de exposicio (dias) sobre o
nimero de folhas de Eichhornia crassipes. Valores médios com erro padrdo. * indicam
valores com diferenca significativa (o0 = 0,05) em relacdo ao controle. # foi excluida a
dosagem de 300mL nestes tempos devido a alta mortalidade das plantas.

Houve reducdo do comprimento da folha de E. crassipes em resposta ao tempo de
exposicdo e a dosagem de petréleo (Tabela 2), porém essa reducdo foi menor no tratamento
controle (de 7,4 £ 0,9 cm para 5,0 + 1,0 cm ap6s 20 dias) e no tratamento de 6 mL (de 7,7 +
1,1 cm para 4,9 + 1,9 cm apds 20 dias) que nos tratamentos de 25 mL, S0mL e 150 mL (de
8,0 £ 0,8 cm para 3,7 = 0,7 cm ap6s 20 dias). Quando analisado cada tempo separadamente
nao houve efeito significativo da dosagem nos tratamentos (Fig. 5). J4 o comprimento da raiz
de E. crassipes manteve-se estivel, ndo sendo afetado nem pela dosagem do petréleo, nem

pelo tempo de exposicdo (Tabela 2) e apresentou em média 13,5 + 4,3 cm.
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Fig. 4. Efeito da dosagem do petréleo (mL 2L dgua) e do tempo de exposicio (dias) sobre o
numero de folhas de Eichhornia crassipes com comprometimento fitossanitario. Valores
médios com erro padrdo. * indicam valores com diferenca significativa (o = 0,05) em relacio
ao controle. # foi excluida a dosagem de 300mL nestes tempos devido a alta mortalidade das
plantas.
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5. Efeito da dosagem do petréleo (mL 2L dgua) e do tempo de exposicdo (dias) sobre o

comprimento maximo de folhas de Eichhornia crassipes. Valores médios com erro padrdo. #
foi excluida a dosagem de 300mL nestes tempos devido a alta mortalidade das plantas.



45

Tabela 2

Resultados da ANOVA para as varidveis dependentes em relagdo aos fatores dosagem de
petréleo (Dose) e tempo de exposicdo (Tempo), e as interagcdes entre os fatores (interagdo).
g.l. (graus de liberdade)

Varidvel dependente Fator gl F )4

Dose 4 0,124 0,974

o - Tempo 4 4,330 0,002

N*de estoloes Interagdo 16 1,037 0,419
Erro 207

Dose 4 10,341 < 0,0001

o Tempo 4 2,343 0,056

N* de folhas Interacio 16 0,764 0,724
Erro 207

" Dose 4 16,987 < 0,0001

N mder£ ‘,’Zﬁn oM Tempo 4 73,382 <0,0001

ﬁt’; e Interacio 16 2,015 0,013
Erro 207

Dose 4 4,372 0,002

. Tempo 4 53,967 <0,0001

Comprimento da folha o 7o 16 1,674 0,053
Erro 207

Dose 4 0,346 0,846

Comprimento mdximo  Tempo 4 0,648 0,628

da raiz Interacdo 16 0,832 0,647
Erro 207

A dosagem de petrdleo e o tempo de exposicio causaram uma diminui¢io da biomassa
drea das plantas (Tabela 3). Apds 10 dias de exposi¢do houve uma redugdo significativa no
tratamento de 300mL em relag¢do ao controle (F (s 43y = 3,008, p = 0,002). (Fig. 6).

Na figura 7 podemos observar o efeito significativo tanto da dosagem de petrdleo
quanto do tempo de exposi¢do sobre a producdo de biomassa aérea morta de E. crassipes
(Tabela 3). O petréleo causou um aumento na producio de biomassa aérea morta a partir de 5
dias de exposi¢do na dosagem de 300 mL (F (s 23y = 3,667, p = 0,014). Apds 10 dias de
exposi¢do houve aumento da biomassa morta nos tratamentos de 150 e 300 mL (F (s, 36 =
3,996, p = 0,006). Com 15 dias de exposi¢do houve um aumento significativo na biomassa
morta nos tratamentos acima de 25 mL (F 4, 3y = 8,934, p< 0,0001), o mesmo foi verificado
com 20 dias de exposi¢do (F 4, 37y = 7,255, p < 0,0001). Ndo houve efeito significativo do

tempo e da dosagem do petréleo sobre a biomassa submersa de E. crassipes (Tabela 3)
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Fig. 6. Efeito da dosagem do petréleo (mL 2L"! dgua) e do tempo de exposicdo (dias) sobre a
biomassa aérea (g) de Eichhornia crassipes. Valores médios com erro padrdo. * indicam
valores com diferenca significativa (¢ = 0,05) em relacdo ao controle. # foi excluida a
dosagem de 300mL nestes tempos devido a alta mortalidade das plantas.
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Fig. 7. Efeito da dosagem do petréleo (mL 2L dgua) e do tempo de exposicdo (dias) sobre o
biomassa aérea morta de Eichhornia crassipes.Valores médios com erro padrdo. * indicam
valores com diferenca significativa (o0 = 0,05) em relacdo ao controle. # foi excluida a
dosagem de 300mL nestes tempos devido a alta mortalidade das plantas.
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Nao houve efeito significativo nem da dosagem de petrdleo, nem do tempo de
exposicdo sobre a biomassa total de E. crassipes (Tabela 3). Como o efeito da dosagem do
petréleo sobre a biomassa total muitas vezes € mascarado porque enquanto a biomassa viva
diminui a biomassa morta aumenta, alguns autores utilizam a propor¢do biomassa viva/total
para avaliar o efeito do petrdleo sobre a biomassa das plantas (Lin e Mendelssohn, 1996).
Quando foi analisado o efeito do petrdleo cru de Urucu sobre a proporcido de biomassa aérea
viva/total de E. crassipes, houve um efeito tanto da dosagem quando do tempo de exposicao
que provocou uma diminui¢do na propor¢do de biomassa viva em relagio a morta (Tabela 3).
Além disso, houve um efeito significativo desta diminui¢@o a partir de 5 dias de exposicdo no
tratamento de 300mL em relacdo ao controle (F (s, 5oy = 3,806, p = 0,005). Apds 10 dias de
exposicdo houve redugdo da proporcdo de biomassa viva/total nos tratamentos de 150 e 300
mL (F (5, 43y = 5,608, p < 0,0001), enquanto que apds 15 dia a redugdo foi significativa nas
dosagens de 25 e 50 mL e de petrdleo (Fu, 36) = 5,291, p= 0,002) e apds 20 dias nos
tratamentos com mais de 25 mL de petréleo (F ¢, 33) = 6,949, p < 0,0001 (Fig. 8).
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8. Efeito da dosagem do petréleo (mL 2L 4gua) e do tempo de exposicdo (dias) sobre a
proporcdo de biomassa aérea viva/total de Eichhornia crassipes. Valores médios com erro
padrdo. * indicam valores com diferenca significativa (o0 = 0,05) em relacéo ao controle. # foi
excluida a dosagem de 300mL nestes tempos devido a alta mortalidade das plantas.
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Tabela 3
Resultados da ANCOVA para as varidveis dependentes em relacdo ao fator dosagem de
petréleo (Dose) e a co-varidvel tempo de exposicdo (Tempo). g.1. (graus de liberdade)

Varidvel dependente Fator gl F p

Dose 4 4,380 0,002

Biomassa aérea  Tempo 1 58,256 <0,0001
Erro 223

Biomassa aérea Dose 4 21,920 <0,0001

mortd Tempo 1 55,826 <0,0001
Erro 147

Dose 4 1,340 0,255

Biomassa submersa Tempo 1 0,066 0,797
Erro 223

Dose 4 1,119 0,348

Biomassa total Tempo 1 0,475 0,491
Erro 223

Propor¢do biomassa Dose 4 18,778 <0,0001

] . Tempo 1 167,380 <0,0001

aérea viva/total

Erro 223

4. Discussao

Diversos estudos mostraram que o petréleo pode afetar as plantas retardando a
germinagdo de sementes, reduzindo o crescimento, densidade, taxa fotossintética, biomassa
ou resultando na mortalidade completa das mesmas (Mendelssohn & Mckee, 1988; Lin &
Mendelssohn, 1996; Pezeshki et al, 2000; Li et al., 2002). Apesar de E. crassipes ser muito
tolerante a ambientes poluidos por diferentes tipos de efluentes, tais como cana-de-agtcar,
esgoto doméstico, agroindustriais e de piscicultura (Harley, 1990; Esteves, 1992; Esteves,
1998; Pott & Pott, 2000), este estudo mostrou claramente que o petrdleo cru de Urucu,
quando derramado na superficie da d4gua causa impactos significativos sobre a sobrevivéncia e
crescimento desta planta.

Os hidrocarbonetos derivados do petréleo podem afetar as plantas interrompendo a
relacdo planta-dgua, agindo diretamente sobre o metabolismo, por exemplo, sobre a absorcao
de nutrientes, intoxicando as células e reduzindo as trocas gasosas de oxigénio nas raizes (Lin
e Mendelssohn, 1996; Ko & Day, 2004). Neste estudo, o impacto do petréleo sobre E.
crassipes durante os 20 dias de exposicdo foi expresso pela redu¢do do nimero de folhas, da
proporcdo de biomassa aérea viva/total, aumento do nimero de folhas com comprometimento
fitossanitdrio e da biomassa aérea morta. Houve ainda uma interacdo entre a dosagem de
petréleo e tempo de exposicdo que causou aumento mais acentuado de folhas com
comprometimento fitossanitario nos tratamentos com maiores dosagens de petréleo, como o

de 150 mL (média de 4,5 folhas aos 10 dias) que no tratamento controle (média de 1,3 aos 10
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dias) ou mesmo no tratamento de 6 mL (média de 2,5 folhas aos 10 dias). Porém, nao foi
observado efeito sobre o comprimento maximo da raiz, biomassa submersa e total das plantas.

A intensidade do dano do petrdleo depende dos fatores bidticos e abidticos envolvidos,
incluindo o tipo e a quantidade do 6leo, as espécies e a extensdo da lamina de 6leo, a estacio
em que ocorreu o derramamento e as condi¢des climdticas (Burk, 1977; Mendelssohn e
Mckee, 1988, Lin & Mendelssohn, 1996; Pezeshki et al, 2000). Crema (2003) observou que a
dosagem de até 3L de petréleo de Urucu m™ de dgua (cerca de 4775 mL por unidade
amostral), inicialmente, ndo afetavam o crescimento de Eichhornia crassipes, s6 encontrando
biomassa morta apds 45 dias de exposi¢do. J4 Prado & Rubin (2003) demonstraram que
quantidades de 1mL do mesmo petréleo L de dgua (140 mL por unidade amostral) foram
limitantes para o desenvolvimento desta mesma espécie, apds 90 dias de exposi¢do. No
presente estudo os efeitos do petrdleo jd ficaram evidentes em dosagens de 25 mL de petrdleo
2L7" de 4gua com apenas 15 dias de exposicdo. Essa diferenca na reposta das plantas pode
estar relacionada as condigdes experimentais. Prado & Rubin (2003) utilizaram seis
individuos em cada unidade experimental, ou seja 23,33 mL de petréleo por individuo, muito
proximo ao valor encontrando no presente estudo, no qual cada unidade experimental
continha apenas um individuo. Crema (2003) realizou seu estudo em Rio Claro, Sdo Paulo,
onde as condi¢des ambientais de temperatura e qualidade da dgua sdo diferentes da regido
amazodnica, o que pode haver causado um aumento no tempo de sobrevivéncia das plantas.

As folhas de E. crassipes contém de 11 a 15% de proteina (Junk, 1979) e servem de
alimento para diversas espécies de animais, dentre eles o peixe-boi e algumas espécies de
tartarugas (Piedade et al., 1992; Colares & Colares, 2002). Além disso, a espécie possui um
apelo paisagistico muito positivo, e produz sombra na superficie da lamina de &4gua,
impedindo o crescimento explosivo de algas. O efeito da penetracdo da luz faz-se sentir
diretamente sobre a fotossintese e o balangco de oxigénio dissolvido e indiretamente sobre as
comunidades animais que sdo predadas por peixes ou outros animais que se orientam
visualmente (Beyruth, 1992). Portanto, a reducdo do comprimento da folha e
consequentemente da biomassa aérea desta planta, resultantes da exposicdo a dosagens de 300
mL de petréleo, causaria efeitos negativos indiretos a todo o ecossistema aquético.

A penetragdo do petréleo na raiz pode causar uma grande mortalidade inicial quando
as plantas s@o expostas a altas dosagens, e efeitos em longo prazo sobre o crescimento destas.
Lin e Mendelssohn (1996) encontraram efeito do petréleo da Louisiana sobre a biomassa das

raizes de S. alterniflora e S. patens apés um ano da aplicagdo. Entretanto, no presente estudo
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ndo foi encontrada relacdo entre o comprimento e a biomassa das raizes e a dosagem de
petréleo. Isso pode ter acontecido devido ao tempo de exposicdo que foi apenas de 20 dias,
pois em outro estudo com a mesma espécie, em 126 dias de exposi¢do (ver artigo 1) houve
uma reducdo significativa do comprimento da raiz.

Lin e Mendelssohn (1996) demonstraram que uma dosagem de 8 L m? de solo
(400mL por unidade amostral) de petréleo cru do sul da Louisiana nio afetaram a biomassa
total de S. alterniflora um ano apds a aplicagdo, porém quando testado o impacto do 6leo N° 2
sobre a mesma espécie foram necessarios 1,2 L. m? de solo (50 mL por unidade amostral)
para causar reducdo de biomassa total, apés 3 meses da exposi¢do (Lin et al., 2002). No
presente estudo com 20 dias de monitoramento, em dosagens de no méaximo 300 mL por
unidade amostral, o petréleo também nao causou redugdo da biomassa total da planta, porém
houve uma grande diminui¢do da proporcdo de biomassa aérea viva em relacdo a biomassa
total devido a exposi¢do ao petréleo. Esses dois fatores futuramente levaram a diminuicio do
tempo de sobrevivéncia das plantas, que foi significativamente reduzido ja com 15 dias de
exposicdo a dosagem de petréleo de 25 mL 2L dgua. Assim, o petréleo de Urucu pode ser
considerado mais téxico para E. crassipes que outros dleos como o 6leo N° 2 ou o dleo do sul
da Louisiana sobre S. alterniflora. Essas diferencas devem-se ndo somente a sensibilidade das
espécies, mas principalmente ao tipo de petréleo testado, pois dleos mais leves como o de
Urucu e o 6leo N° 2 costumam ser mais toxicos as plantas que os 6leos mais pesados com o
da Louisiana.

A decomposicao da matéria orgénica libera nutrientes que estavam retidos na estrutura
organica, tornando-os disponiveis para o ambiente (Luizdo & Schubart, 1987). Esses
nutrientes podem ser transportados no ambiente aqudtico sendo absorvidos por plantas de
lugares mais distantes, ou mesmo sendo incorporados ao solo podendo ser absorvidos por
plantas terrestres (Vannote et al., 1980). O aumento da biomassa aérea morta de E. crassipes
no presente estudo pela exposi¢do a dosagens acima de 25 mL acarretaria em uma elevada
carga de matéria orgdnica contaminada que entraria no ambiente. Esta matéria organica
contaminada poderia liberar por meio de sua decomposi¢@o os elementos toxicos, dentre eles,
metais pesados como cobre, niquel e mercirio, comumente encontrados no petrdleo cru,
(Ekundayo & Obuekwe, 2000) que haviam sido absorvidos.

Apds o vazamento do petroleiro Torrey Canyon na regido costeira da Inglaterra, Burk
(1977) observou que estandes de Dulichium arundinaceus e Eleocharis palustris tiveram sua

abundancia diminuida, enquanto que Elodea nuttallii, Potamogeton crispus e P. epihydrus
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tiveram um vigoroso crescimento. O petrdleo cru presente no ambiente, que possuia uma
toxicidade relativamente baixa, aparentemente estimulou o crescimento de S. lancifolia em
dosagens de 16 L m™ de solo (Lin e Mendelssohn, 1996) e S. alterniflora em dosagens de até
24 L m™” ou 500 mg dleo g solo seco (Lin e Mendelssohn, 1998) . No presente estudo a
capacidade de reprodugdo vegetativa foi estimada pelo nimero de estoldes, o qual ndo sofreu
alteracdes relacionadas a dosagem de petréleo, a reducdo deste parametro foi significativa
somente ao longo do tempo de exposi¢do. Isto indica que apesar da espécie ser capaz de se
reproduzir vegetativamente por meio da formacdo de estoldes quando exposta ao petrdleo,
quando o tempo de exposi¢do é prolongado, a planta tende a perder essa capacidade.

O presente estudo mostrou que a taxa de mortalidade de E. crassipes é diretamente
proporcional a dosagem de petréleo e aumenta consideravelmente com o aumento do tempo
de exposicdo ao petrdleo. Isto pode ser claramente visto quando a dosagem de petrdleo
aumentou de 6mL para 300mL resultando em um aumento de 60% da mortalidade, e quando
o tempo de exposi¢do aumentou de 5 dias para 20 dias, a mortalidade aumentou em 40%.
Além disso, a interagdo entre os fatores tempo e dosagem de petréleo resultou em um

aumento de 10% na mortalidade de E. crassipes.

5. Conclusao

O presente estudo mostrou que a exposicdo de E. crassipes ao petréleo pode causar
ndo somente a morte das plantas como uma reducdo da taxa de crescimento das plantas
sobreviventes. Baixas dosagens de petréleo podem causar redu¢do do ndmero de folhas e da
biomassa das plantas, enquanto que altas dosagens podem causar até mesmo a morte destas.
Baixas dosagens do petréleo de Urucu, como 6 mL 2L de dgua ndo causaram efeitos
significativos sobre os parametros analisados. Dosagens moderadas, como 25 e 50 mL 2L de
dgua, causam aumento da biomassa aérea morta, diminuicdo da propor¢dao biomassa aérea
viva/total, diminuicdo do niimero de folhas de E. crassipes e aumento do nimero de folhas
com comprometimento fitossanitario. Dosagens mais altas, como 150 e 300mL 2L de dgua,
além de afetarem esses fatores, causaram diminui¢do da biomassa aérea e aumento da
mortalidade das plantas. Entretanto, mesmo as dosagens mais altas utilizadas neste trabalho
sdo baixas quando comparadas com a bibliografia disponivel. A biomassa total de E.

crassipes foi reduzida pelo aumento da dosagem de petrdleo, e por isso a restauracio de dreas
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afetadas por petréleo cru de Urucu, utilizando E. crassipes pode ser extremamente limitada a
locais com baixas concentragdes de petrdleo.

Pode-se concluir, devido a redug@o dos diversos parametros decorrente da exposi¢io
da espécie a dosagens acima de 25mL 2L de dgua, que esta espécie pode ser utilizada para

indicar a presencga deste poluente no ambiente aquético.
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A reducgdo da biomassa de Echinochloa polystachya em reposta a dosagem e ao tempo de
exposicdo ao petroleo de Urucu pode indicar a presenga deste na vdrzea.

Resumo

Os efeitos do petréleo cru de Urucu sobre o crescimento e a produgdo de biomassa da
herbacea aqudtica amazdnica Echinochloa polystachya foram estudados experimentalmente
em casa de vegetacdo. E. polystachya foi plantada em frascos com 2 L de solo da varzea, aos
quais foram adicionadas 5 dosagens de petréleo, distribuidas entre 0 e 50 mL por unidade
amostral, tendo as mesmas sido avaliadas aos 1, 5, 10, 15 e 20 dias da exposi¢do. Ao término
do experimento foi verificada uma significativa diminuicdo da proporcdo de biomassa aérea
viva/total, da umidade das folhas e aumento do nimero de folhas com comprometimento
fitossanitirio em resposta ao aumento da dosagem do petréleo. O aumento do tempo de
exposicdo causou a diminui¢do do nimero de folhas, biomassa aérea, propor¢do de biomassa
aérea viva/total, biomassa total e um aumento do nimero de folhas comprometidas e
biomassa aérea morta. Foi verificada uma interacio entre a dosagem e o tempo de exposicao
que contribuiu para a diminui¢do do nimero de folhas e da proporcdo de biomassa aérea
viva/total. A biomassa de raizes e o comprimento das folhas nido foram afetados pela
exposicdo ao petrdleo. Assim, devido a sua baixa tolerancia ao petréleo cru de Urucu, E.
polystachya responde rapidamente aos efeitos negativos desse poluente, podendo ser utilizada

como indicadora de impacto do petréleo sobre as areas de virzea da Amazdnia Central.

Palavras-chave: areas alagaveis, macrdfitas aquaticas, petréleo, bioindicagao.
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1. Introducao

O derramamento de petréleo € um dos fatores que causam sérios riscos as areas
alagaveis em todo o mundo (Val & Almeida-Val, 1999), pois seus efeitos alteram a
composicao, diversidade e estrutura das comunidades, devido a sua a¢do diferencial sobre as
espécies dominantes (Burk, 1977). Diante de eventos de graves propor¢cdes como o do
petroleiro Exxon Valdez no Alasca e o Torrey Canyon na Inglaterra, constatou-se a
necessidade de se prever possiveis impactos ecolégicos decorrentes do derrame de petrdleo e
derivados (Peterson et al., 2003).

O ¢dleo pode causar efeitos téxicos fisicos e quimicos nas plantas (Pezeshki et al.,
2000). Estudos de curto prazo mostram que o 6leo causa bloqueio dos estdmatos causando
reducdo da respiragdo, transpiragdo e fotossintese, resultando na perda das folhas e morte das
plantas (Pezeshki & DeLaune, 1993; Pezeshki et al., 2001). Os dleos leves (como o de Urucu)
atuam em nivel celular, alterando a permeabilidade da membrana ou interrompendo varios
processos do metabolismo da planta (Pezeshki et al., 2000). Deste modo, seus efeitos parecem
ser imediatamente toxicos as plantas, enquanto que os 6leos mais pesados causam danos
fisicos, provocando asfixia e impedindo a troca de gases.

As plantas aquaticas sofrem, naturalmente, limitacido de absor¢cdo de oxigénio pelas
raizes (Armstrong, 1979), que é o primeiro fator limitante para o crescimento de plantas em
areas alagdveis (Mendelssohn & McKee, 1988; Pezeshki et al., 1989). Quando o dleo
bloqueia os estdmatos, a difusdo de oxigénio para as raizes diminui, devido a interrup¢do do
transporte de oxigénio atmosférico pelas folhas, aumentando o estresse de oxigénio das raizes.
Da mesma forma, se o Oleo atinge o substrato ele ird restringir o movimento de oxigénio
dentro do solo, podendo resultar no aumento de atividades anaerdbicas e, assim, aumentar o
estresse de oxigénio nas raizes (Ranwell, 1968).

Solos ricos em matéria orginica, como o da virzea amazdnica, proporcionam um
maior tempo de exposicdo das plantas as toxinas, pois, a matéria organica ldbil, forma
assimildvel pelas plantas, diminui a degradacdo do petrdleo, substituindo os hidrocarbonetos
como substrato para as bactérias consumidoras destes. Por outro lado, a matéria organica
contaminada por toxinas torna-se menos disponivel para a vegetacdo, diminuindo a
capacidade de assimilagdo dos hidrocarbonetos pelas plantas, o que leva ao seu acimulo no
solo (Pezeshki et al., 2000) prolongando, com isso, seus efeitos. Lin & Mendelssohn (1996)

encontraram 279 vezes maior quantidade de 6leo em solos com matéria organica que sem
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esta. Portanto, espera-se que a contaminacdo das varzeas provoque efeitos prolongados do
petréleo nesses ambientes.

Diversas pesquisas t€m utilizado plantas aqudticas para detectar possiveis
contaminagdes (Watmough & Hutchinson, 1996; Martins et al., 1999), pois algumas espécies
sdo extremamente sensiveis as alteragdes ambientais. Plantas com essas propriedades
funcionam como bioindicadoras, ou seja, indicadoras de atividade quimica ou da
decomposicdo de um sistema natural. Tais espécies sdo organismos que vivem exclusiva ou
preferencialmente em determinados ambientes e sdo capazes, portanto, de caracterizar as
propriedades fisicas e quimicas deste ambiente, indicando tanto as etapas do desenvolvimento
das comunidades, quanto o nivel de nutrientes do ecossistema aquético. Enquanto algumas
espécies t€m uma alta produtividade em ambientes eutrofizados como Eichhornia crassipes
(Harley, 1990), outras como a Mourera aspera sao encontradas somente em ambientes
aquaticos pouco poluidos (Pedralli, 2003).

Na vérzea préxima a Manaus foram identificadas 388 espécies de plantas herbaceas,
pertencentes a 64 familias e 182 géneros. Dentre as espécies mais abundantes encontram-se as
aquaticas flutuantes Pistia stratiotes, Scirpus cubensis, Eichhornia crassipes e Salvinia
auriculata; as semi-aquaticas Echinochloa polystachya, Hymenachne amplexicaulis, Leersia
hexandra, Oryza perennis e Paspalum repens; e as terrestres Alternanthera pilosa, A.
brasiliana, Paspalum conjugatum, Ludwigia densiflora e Sorghum arundinaceum (Junk &
Piedade, 1997), o que proporciona muitas op¢des para a identificacdo de plantas com
caracteristicas para a fitorremediacdo ou bioindicacio de contaminagdo por petrdleo.

As gramineas sdo comumente utilizadas para a recuperacdo de dreas contaminadas
devido ao seu crescimento rapido e pela sua extensiva ramificacdo radicular que proporciona
uma ampla superficie para a microbiota, facilitando a interagdo planta-microbiota (Hutchinson
et al, 2001; Glick, 2003). A herbdcea aqudtica emergente Echinochloa polystachya
(canarana) forma grandes bancos monoespecificos na planicie alagidvel do Rio Amazonas,
tendo o ciclo de vida controlado pelo pulso de inundagéo, constituindo-se na comunidade de
plantas mais produtiva conhecida, atingindo cerca de 100 t ha! (Piedade et al., 1991; 1992).

Estudos de dosagem-resposta sdo importantes particularmente se quisermos utilizar
plantas como fitorremediadoras ou bioindicadoras, pois por meio destes € possivel identificar
as dosagens limitantes ao desenvolvimento das plantas. Além disso, os efeitos do petrdleo

sobre as plantas aqudticas, sobretudo sobre as espécies de grande importincia ecoldgica,
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permitem prever os efeitos de poluentes sobre a biodiversidade, e contribuem para o
estabelecimento de custos e técnicas para a recuperacdo de areas impactadas.

Neste estudo foi avaliado o efeito do petréleo de Urucu sobre o crescimento da
herbacea aquética E. polystachya, com tré€s objetivos principais: (1) Avaliar a magnitude das
respostas das plantas expostas a diferentes dosagens de petréleo; (2) Avaliar o efeito do tempo
de exposicdo sobre as respostas das plantas; (3) Avaliar o potencial da espécie para

bioindica¢do em caso de vazamento de petréleo cru de Urucu.

2. Materiais e Métodos

2.1. Area de estudo

Echinochloa polystachya foi coletada manualmente na Ilha de Marchantaria (03.15S,
060.00W), na Amazdnia Central, Amazonas-Brasil. O solo para o plantio foi coletado no
mesmo local. O experimento foi realizado na casa de vegetacdo do Projeto INPA/Max-
Planck, Manaus, Amazonas, Brasil, e a dgua utilizada para irrigagdo foi proveniente do poco
artesiano localizado no mesmo local.

O petréleo utilizado foi proveniente da Base Petrolifera de Urucu, Amazonas, Brasil.
Este petrdleo € considerado leve e de alta qualidade (ver artigo 1 para composi¢ao)

A herbiacea aquitica emergente, E. polystachya foi escolhida devido a sua ampla
distribuicdo na planicie de inundag@o, por ser nativa da Amazdnia e por ser considerada

fundamental para o ecossistema de varzea.

2.2. Desenho experimental

Foram coletadas plantas adultas, das quais foi cortado um colmo de aproximadamente
15 cm contento um né. Os propagulos foram plantados em frascos com 2 litros de solo da
varzea (70,5% de argila, 17,92% de silte, 8,97% de area grossa, 2,61% de areia fina), onde
permaneceram por 35 dias para crescimento.

Apds o periodo de aclimatag@o e crescimento, foi colocado petréleo na superficie do
solo de cada um dos frascos, sem que este entrasse em contato direto com as folhas. As
herbaceas foram distribuidas, aleatoriamente, por sorteio, nos tratamentos (Tabela 1).

O pH do solo foi mensurado por meio de pHmetro (Jenway) em cinco amostras de
cada um dos tratamentos. As amostras consistiram de 10g de solo seco diluido com 25 mL de

dgua destilada.
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As unidades amostrais consistiram em 250 frascos plasticos de 20 cm de diametro e

18,5 cm de altura distribuidos em um experimento fatorial inteiramente casualizado 5x5

(dosagens de petrdleo, tempos de exposi¢do) com 10 réplicas para cada tratamento.

Tabela 1
Numero de plantas mortas apds a exposi¢do ao petrdleo de acordo com as dosagens aplicadas
baseadas no volume por unidade amostral e no tempo (dias) de retirada de cada planta para

biomassa.
Dosagem de petréleo (mL 2L de substrato)
tempo 0 1,5 6 25 50
1 0 0 0 0 2
5 0 1 2 2 7
10 0 2 4 2 10
15 0 3 5 8 8
20 0 3 4 5 9

2.3. Parametros das respostas das plantas a toxidade

2.3.1. Mortalidade
A planta foi considerada morta quando apresentou menos de 30% de area total
verde. A mortalidade foi estimada pelo nimero de plantas que morreram em cada
lote de 10 individuos, de acordo com o tratamento. A taxa de mortalidade em
cada tratamento foi utilizada para indicar a sensibilidade da espécie ao petrdleo.
2.3.2. Ntimero de folhas sauddveis e com comprometimento fitossanitdrio.
A contagem do nimero de folhas indica o quanto a planta investiu em
manuten¢do e producdo de folhas. Além disso, foi verificado o nimero de folhas
com comprometimento fitossanitdrio (folhas com menos de 30% da area verde).
2.3.3. Comprimento da folha
Foi medido o comprimento da maior folha de cada planta para indicar o quanto a
planta investiu em crescimento no periodo experimental .
2.3.4. Altura da insercdo da primeira folha
A altura entre o solo e a inser¢do da primeira folha foi utilizada para indicar o
quanto a planta cresceu em determinado periodo de tempo.
2.3.5. Biomassa aérea
A biomassa acima do solo foi coletada, separada em componentes mortos e
vivos, e seca em estufa de ventilacio forcada a 65°C até atingir peso constante.
2.3.6. Biomassa de raizes
A biomassa das raizes foi coletada, cuidadosamente lavada e seca até peso

constante. Nao foi separado o material morto do vivo.
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2.3.7. Percentagem de dgua nas folhas (U%)
Para calcular a U% foi utilizada a seguinte formula: U% = ((Pua — Psa)/Pua)*
100. Onde: Pua = peso imido da amostra em gramas (g), Psa = peso seco da
amostra em gramas (g) e U% € a porcentagem de umidade presente em cada

fracdo avaliada.

2.4. Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Systat 10.2 (Wilkinson,
1998). A sobrevivéncia das plantas foi analisada utilizando o estimador nao-paramétrico
Kaplan-Meier. Este método estima a probabilidade de ocorréncia de eventos ao longo de um
periodo de tempo curto, de dias ou meses e os intervalos ndo precisam ser necessariamente
igualmente espacados. (Ayres & Ayres Jr., 1998). Para modelar a mortalidade das plantas em
funcdo dos fatores testados foi utilizado o método de superficie de resposta. Este método
permite o agrupamento de n varidveis independentes, definindo um espaco de resposta n-
dimensional com cada uma das varidveis em um eixo (Doehlert, 1970; Barros-Neto, 2003),
permitindo assim que a interacdo entre esses fatores seja analisada coletivamente (Doehlert,

1970). As varidveis sdo escalonadas de forma que suas grandezas ndo interfiram no
— X-X
desenvolvimento do processo de otimizagéo, segundo a fungdo: " AX/2 onde: X, € a

variavel escalonada; X; € o valor inicial; AX € o passo.

O efeito dos tratamentos foi analisado utilizando um modelo linear geral. Para analisar
o efeito dos fatores dosagem e tempo de exposi¢do foi utilizada Andlise de Variancia
bifatorial (ANOVA). Para esta andlise foram excluidas as plantas mortas e as expostas a
dosagem de SOmL devido a morte de todas as plantas no tratamento de 10 dias (Tabela 1).
Quando houve diferengas significativas entre os tratamentos (0<0,05), aplicou-se o teste a
posteriori de Tukey para comparar as médias. Para as andlises de efeito da dosagem em cada
um dos tempos foram excluidas as plantas mortas e as expostas a dosagem de 50mL no
tratamento de 10 dias e 20 dias devido a alta mortalidade nestes tratamentos. As diferengas
significativas sdo relatadas no nivel de 0,05 de probabilidade, a menos que indicadas de outra
maneira. Com excecdo dos dados de biomassa aérea morta, os dados de biomassa foram

normalizados utilizando log(g), para obedecer aos pressupostos dos métodos empregados.
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3. Resultados

Logo apos a aplicacdo do petréleo cru de Urucu sobre o solo foi observado, nas
plantas dos tratamentos de 25 e 50 mL, um escurecimento da base das folhas o que resultou na
murcha e conseqiientemente na morte das plantas (Fig. 1). Essa mortalidade ocorreu apesar de
as dosagens de petrdleo utilizadas serem relativamente mais baixas que as utilizadas por outros

autores com diferentes 6leos e diferentes espécies de plantas.

Fig. 1. a) Echinochloa polystachya nos tratamentos de 0, 1,5, 6 e 25 mL de petréleo 2L de
solo apds 1 dia de exposicao ao petréleo de Urucu; b) detalhe da base da folha de uma planta
exposta a 25 mL de petréleo.

A andlise de sobrevivéncia mostrou que a dosagem de petréleo causou uma
diminuicdo significativa da sobrevivéncia de E. polystachya (tp4s5 = 4,141, p < 0,001) ao longo
do tempo de exposicdo. Na figura 2 é apresentada a superficie de resposta, na qual sdo
ilustradas as curvas com as percentagens de morte em funcdo da dosagem de petréleo e do
tempo de exposicdo. A mortalidade foi modelada segundo uma equagéo polinomial de segunda
ordem: Morte = 4.595 + 2.37%x + 2.754*y + 1.027*x*x + 0.613*x*y - 2.04*y*y, onde a
mortalidade é expressa em fun¢do da dosagem de petrdleo (x) e do tempo de exposi¢do (y). Por
meio desta modelagem pode-se estimar que dosagens de 300mL em apenas 9,6 dias de
exposicdo seriam limitantes para esta espécie causando quase 100% de mortalidade. Além
disso, morte de E. polystachya aumentou em 60% quando o tempo de exposi¢cdo aumentou de 5

para 20 dias e 20% quando a dosagem aumentou de 1,5 mL para 50 mL de petréleo. A interacao

dos dois fatores resultou em um aumento de 20% na mortalidade das plantas.



63

O incremento de folhas das plantas que sobreviveram foi afetado pela dosagem de
petréleo e pelo tempo de exposi¢cdo (Tabela 2). A andlise de cada tempo separadamente mostrou
que ap6s 10 dias de exposicdo houve uma diminuicdo significativa do nimero de folhas no
tratamento de 25 mL (F (3, 23) = 4,270, p = 0,013). Com 15 dias de exposicdo houve reducgao
significativa do ndmero de folhas (F 4, 21y = 2,.932, p = 0,045; Fig. 3).

201

Dosagem de petroleo (mL)

Fig. 2. Efeito da dosagem do petréleo (mL 2L solo) e do tempo de exposicio (dias) sobre a
mortalidade (%) de Echinochloa polystachya. Os pontos escuros sdo as dosagens e tempos
amostrados.

Houve um aumento significativo de folhas com comprometimento fitossanitdrio em
fungdo da dosagem e do tempo de exposicdo (Tabela 2). A andlise do efeito da dosagem do
petréleo de Urucu nos diferentes tempos mostrou que o petréleo causa um aumento de folhas
com comprometimento fitossanitdrio apds 1 dia de exposicdo (F (4, 43) = 2.986, p = 0.029) no
tratamento de 50 mL em relacdo ao controle e ap6s 5 dias de exposicdo houve diferenca
significativa do ndmero de folhas com comprometimento em relagdo ao controle na dosagem

de 25 mL (F (4,33 = 3.050, p = 0,03; Fig. 4).
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Fig. 3. Efeito da dosagem do petréleo (mL 2L" solo) e do tempo de exposicdo (dias) sobre o
nimero de folhas de Echinochloa polystachya. Valores médios com erro padrdo.* indicam
tratamentos com diferenga significativa (o0 = 0,05) em relagcdo ao controle. # foi excluida a
dosagem de 50 mL destes tempos devido a alta mortalidade.
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Fig. 4. Efeito da dosagem do petréleo (mL 2L solo) e do tempo de exposi¢do (dias) sobre o
numero de folhas com comprometimento fitossanitario de Echinochloa polystachya. Valores
médios com erro padrdo. * indicam tratamentos com diferencga significativa (o = 0,05) em
relacdo ao controle. # foi excluida a dosagem de 50 mL destes tempos devido a alta
mortalidade.
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O comprimento da folha de E. polystachya exposta ao petréleo de Urucu ndo foi
afetado pela dosagem de petréleo nem pelo tempo de exposi¢do (Tabela 2). Entretanto a
dosagem apresentou efeito significativo apds 5 dias de exposicao (Fy, 33, = 3,104, p = 0,028;
Fig. 5). J4 a altura da insercdo da primeira folha mostrou-se relacionada somente com o tempo
de exposicdo (Tabela 2), embora também tenha apresentado efeito significativo da dosagem,

apos 5 dias de exposi¢do (Fu, 33, = 6,803, p < 0,0001).

Tabela 2

Resultados da ANOVA para as varidveis dependentes em relagdo aos fatores dosagem de
petréleo (Dose) e tempo de exposi¢do (Tempo), e as interacdes entre os fatores (interaco).
g.1. (graus de liberdade)

Varidvel dependente  Fator gl F p

Dose 3 9,655 <0,0001

o Tempo 4 4,305 0,003

N*de folhas Interagdo 12 0,718 0,732
Erro 139

o Dose 3 8,354 <0,0001

CIZ mifr]; féﬁfn‘n CJZZ Tempo 4 39,226 <0,0001

fitossanitdrio Interacao 12 1,197 0,291
Erro 139

Dose 3 0,306 0,820

. Tempo 4 1,804 0,131

Comprimento da folha Interzgao 12 0,685 0,763
Erro 139

Dose 3 1,468 0,225

Altura da inser¢do da  Tempo 4 12,445 <0,0001

primeira folha Interacdo 12 0,822 0,627
Erro 139

Na figura 6 podemos notar que a biomassa aérea, apesar de ndo apresentar diferenca
significativa em relacdo a dosagem, apresentou um aumento significativo com o tempo
(Tabela 3). Novamente, apds 5 dias de exposicdo o tratamento de 25mL mostrou diferenca
significativa com o controle (F, 33y = 3,434, p = 0,019) e apds 15 dias nos tratamento de 50
mL (Fu, 21y = 18,470, p < 0,0001). Entretanto, houve uma diminuicdo significativa da umidade
das folhas (U%) em funcdo da dosagem de petréleo e do tempo de exposicdo (Tabela 3),
sendo encontrado no tratamento de 25mL 86,3% da umidade, ap6s 1 dia de exposicdo, e 80%
ap6s 20 dias de exposi¢do. Tanto a biomassa de raizes quanto o pH do solo ndo apresentaram
diferenga significativa nem em decorréncia da dosagem de petrdleo, nem relacionada ao
tempo de exposicdo (Tabela 3). O pH do solo em todos os tratamentos foi 4cido, com valores

médios no tratamento de 20 dias de 5,27 (2£0,6) no controle, 5,07 (£0,28) no tratamento de 1,5
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mL, 5,07 (£0,19) no tratamento de 6mL, 5,39 (£0,33) no tratamento de 25 mL e 5,4 (£0,17)

no tratamento de 50 mL.
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Fig. 5. Efeito da dosagem do petréleo (mL 2L solo) e do tempo de exposi¢do (dias) sobre o
comprimento de folhas de Echinochloa polystachya. Valores médios com erro padrdo. # foi
excluida a dosagem de 50 mL destes tempos devido a alta mortalidade.

Houve efeito significativo tanto da dosagem de petréleo quanto do tempo de exposicao
sobre a producdo de biomassa aérea morta de E. polystachya (Tabela 3). O petréleo causou
um aumento na produgdo de biomassa aérea morta apds 15 dias de exposicao (F 4, 42) = 2.932,
p = 0,045), houve também um aumento significativo no tratamento de 25mL ap6s 20 dias (F

3,24y =3.264, p =0,039) como apresentado na figura 7.
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Fig. 6. Efeito da dosagem do petréleo (mL 2L solo) e do tempo de exposicio (dias) sobre a
biomassa aérea de Echinochloa polystachya. Valores médios com erro padrdo. * indicam
tratamentos com diferencga significativa (o0 = 0,05) em relagdo ao controle. # foi excluida a
dosagem de 50 mL destes tempos devido a alta mortalidade.
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Fig. 7. Efeito da dosagem do petréleo (mL 2L solo) e do tempo de exposi¢do (dias) sobre a
biomassa aérea morta de Echinochloa polystachya.Valores médios com erro padrdo. *
indicam tratamentos com diferenca significativa (o0 = 0,05) em relacdo ao controle. # foi
excluida a dosagem de 50 mL destes tempos devido a alta mortalidade.
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Nao houve efeito significativo da dosagem do petréleo sobre a biomassa total de E.
polystachya, embora tenha ocorrido diferenca significativa entre os tempos de exposicdo
(Tabela 2). Como o efeito da dosagem do petréleo sobre a biomassa total muitas vezes €
mascarado porque, enquanto a biomassa viva diminui a biomassa morta aumenta, alguns
autores utilizam a proporcdo biomassa viva/biomassa total para avaliar o efeito do petrdleo
sobre a biomassa das plantas (Lin e Mendelssohn, 1996). Quando foi analisado o efeito do
petréleo cru de Urucu sobre a propor¢dao de biomassa aérea viva/total houve efeito tanto da
dosagem quanto do tempo de exposicdo, e observou-se a interacio entre esses fatores, o que
causou uma diminui¢io na propor¢do de biomassa viva em relacdo a total (Tabela 3). Além
disso, houve um efeito significativo desta diminui¢cdo a partir de 15 dias de exposi¢do no

tratamento de 50 mL (F 4, 21) = 9,747, p < 0,0001; Fig. 8).
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Fig. 8. Efeito da dosagem do petréleo (mL 2L solo) e do tempo de exposi¢do (dias) sobre a
proporcdo de biomassa aérea viva/ biomassa aérea total de Echinochloa polystachya. Valores
médios com erro padrdo. * indicam tratamentos com diferencga significativa (o = 0,05) em
relacdo ao controle. # foi excluida a dosagem de 50 mL destes tempos devido a alta
mortalidade.
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Tabela 3

Resultados da ANOVA para as varidveis dependentes em relacdo aos fatores dosagem de
petréleo (Dose) e tempo de exposicdo (Tempo), e as interagcdes entre os fatores (interagdo).
g.1. (graus de liberdade)

Varidvel dependente  Fator el F )4
Dose 3 0,058 0,982
) ’ Tempo 4 5,368 0,000
Biomassa aérea  Ipgeracio 12 0,492 0,917
Erro 139
Dose 3 33,968 0,015
Percentagem de Tempo 4 136,619 0,000
Umidade das folhas  Interagio 12 9,596 0,437
Erro 139 9,436
Dose 3 0,316 0,813
Biomassa de raizes Tempo 4 12,055 0,000
Interacdo 12 0,247 0,995
Erro 139
Dose 3 6,767 <0,0001
Biomassa aérea morta Tempo 4 15,893 <0,0001
Interacdo 12 1,353 0,196
Erro 139
Dose 3 2,375 0,073
Biomassa total Tempo 4 4,137 0,003
Interacdo 12 0,432 0,948
Erro 139
Dose 3 5,031 0,002
Proporgdo biomassa  Tempo 4 1,178 0,323
aérea viva/total Interacdo 12 0,758 0,693
Erro 139
Dose 4 0,629 0,643
Tempo 4 4,232 0,003
pH do solo Interlz)lgﬁo 16 1,133 0,335
Erro 105

4. Discussao

Os resultados do presente estudo mostram claramente que o petréleo cru de Urucu
quando aplicado sobre o solo causa impactos muito severos a E. polystachya em condi¢des
experimentais controladas. O crescimento de macrofitas aquaticas € diretamente proporcional
a intensidade e quantidade de luz e nutrientes disponiveis (Petrucio & Esteves, 2000). No
presente estudo, o cultivo de E. polystachya nos frascos foi realizado em casa de vegetacdo a
qual possuia uma cobertura transparente para impedir a entrada de dgua da chuva e permitir a
radiacdo solar, usando solo da virzea, reconhecidamente rico em nutrientes (Furch & Junk
1997), como substrato. Além disso, as plantas foram irrigadas diariamente para evitar o
estresse hidrico. Portanto, como as condi¢des oferecidas eram propicias para o
desenvolvimento das plantas ficou claro que as diferencas encontradas entre os tratamentos

com diferentes dosagens de petréleo deveram-se ao efeito deste sobre as plantas.
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A sensibilidade das plantas a diferentes tipos de 6leo € relatada por diversos autores
(Mendelssohn & Mckee, 1988; Pezeshki & DelLaune, 1993; Lin & Mendelssohn, 1996;
Pezeshki et al, 2000; Li et al., 2002, Ko & Day, 2004). Como algumas plantas sdo muito
resistentes a poluentes esta diferenca de sensibilidade resulta em mudanca da composicio
floristica das areas afetadas. Lin & Mendelssohn (1996) observaram que Spartina patens é
mais sensivel que S. alterniflora quando exposta ao petrdleo cru da Louisiana, ocorrendo a
morte de todas as plantas desta espécie em dosagens acima de 8 L m™ solo. O presente estudo
mostrou que o petréleo cru de Urucu, quando derramado na superficie do solo, ocasiona a
morte de 90% das plantas em 20 dias de exposi¢cdo a 25 mL 2L de solo (2,64 L m™ solo),
evidenciando a alta sensibilidade desta espécie a este tipo de petrdleo.

Como relatado por diversos autores, os efeitos dos hidrocarbonetos de petréleo na
vegetacdo dependem geralmente do volume de 6leo que entrou em contato com esta ou da sua
concentragdo no solo (Lin & Mendelssohn, 1996; Pezeshki et al, 2000; Lin et al., 2002). A
dosagem do petréleo de Urucu mostrou ser um importante agravante do efeito deste para E.
polystachya, pois enquanto que 25 mL 2L solo causaram reducio do nimero de folhas e da
altura de inser¢do das folhas e aumento do nimero de folhas comprometidas, 50 mL 2L solo
causaram, além deste efeitos, diminui¢do da biomassa aérea, biomassa total e da propor¢do de
biomassa viva/total, além de ser limitante para a sobrevivéncia das plantas. Outra evidéncia
do efeito da dosagem pdde ser constatada pela andlise de superficie de resposta que mostrou
que E. polystachya teve a sua mortalidade aumentada em 20% quando a dosagem de petrdleo
aumentou de 1,5 mL para 50 mL por unidade experimental.

A intensidade do dano do petréleo varia com o nimero de fatores bidticos e abidticos
envolvidos, incluindo o tipo e a quantidade do dleo, as espécies atingidas, a extensdo da
lamina de Oleo, a estacdo em que ocorreu o derramamento, as condi¢des climéticas, entre
outros (Burk, 1977; Mendelssohn e Mckee, 1988, Lin & Mendelssohn, 1996; Pezeshki et al,
2000). O tempo de exposi¢do mostrou ser um fator determinante para a gravidade dos efeitos
do petrdleo sobre E. polystachya, tendo maximizado o efeito da dosagem de petréleo. A acdo
conjunta da dosagem com o tempo de exposicdo afetou importantes indicativos do
crescimento da planta como o niimero de folhas e a propor¢dao biomassa aérea viva/total. O
efeito do tempo de exposicdo também foi determinante para a mortalidade desta espécie, pois
o aumento de 5 dias para 20 dias de exposicdo aumentou em 60% a mortalidade das plantas.

Além de ocorrer uma alta mortalidade, as plantas que sobreviveram tiveram o seu

crescimento prejudicado. Isto foi evidenciado pela reducdo da propor¢cdo de biomassa aérea
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viva/total, que apds 15 dias de exposi¢do foi 57,2% maior no controle que no tratamento com
25 mL de petréleo. Lin e Mendelssohn (1996) demonstraram que foi necessaria uma dosagem
de 8 L m™ (400mL por unidade amostral) de petréleo cru da Louisiana para haver uma
diminui¢do da propor¢do biomassa viva/morta desta espécie apds um ano de aplicacdo. Para
E. polystachya no presente estudo, dosagens de apenas 50mL de petréleo por unidade
amostral foram suficientes para causar uma diminui¢do significativa da propor¢cdo de
biomassa aérea viva/total apds 15 dias de exposigdo.

O efeito de inibicdo causado pelo petréleo sobre o crescimento das plantas,
particularmente sobre o crescimento de raizes, € relatado por vérios autores (Xu & Johnson,
1995; Lin e Mendelssohn, 1996; Lin et al., 2002; Merkl et al. 2005). Lin ¢ Mendelssohn
(1996) encontraram um efeito inibitério do petréleo da Louisiana, em dosagens de 16 e 24 L
m™ de solo, sobre a biomassa total das raizes de Spartina alterniflora e S. patens apdés um ano
de aplicacdo, enquanto que dosagens mais baixas ndo provocaram nenhum efeito . J4 Lin et
al. (2002) encontraram reducdo da biomassa de raizes de S. alterniflora pelo 6leo N° 2 em
dosagens de 0,3 L m™ de solo. No presente estudo ndo foi encontrada relagio entre a
biomassa das raizes e a dosagem de petréleo. Isso pode ter ocorrido devido ao tempo de
exposicdo que foi de apenas 20 dias, e por E. polystachya ndo possuir normalmente uma
massa radicular acentuada (Piedade et al. 1991).

Os efeitos indiretos da contaminag@o das plantas pelo petréleo ocorrem principalmente
pela decomposi¢do da biomassa contaminada que causa alteracdes na microbiota do solo,
afetando a remineraliza¢do dos nutrientes (Pezeshki et al, 2000). Lin e Mendelssohn (1996)
encontraram efeito do petréleo da Louisiana, em dosagens de 16 e 24 L m™ solo, sobre
Spartina alterniflora e S. patens com aumento da biomassa aérea morta apés um ano da
aplica¢do. No presente estudo, dosagens de 25 mL de petréleo por unidade amostral (2,64 L
m™ solo) em 20 dias de exposicao foram suficientes para aumentar a biomassa aérea morta de
E. polystachya, confirmando novamente a alta sensibilidade desta espécie.

Victério et al. (2006) em um estudo realizado em Rio Claro, Sdo Paulo, com a
exposicdo da macrofita aquatica submersa enraizada Egeria densa ao petréleo de Urucu,
encontraram um aumento de biomassa total em tratamentos com dosagens de 0,061L m? de
dgua e 0,122L m™ de 4gua em relacio ao controle em um periodo de 20 dias, sugerindo que
essa planta € beneficiada pela exposicdo ao petrdleo. O mesmo ndo ocorreu com E.

polystachya, pois em nenhuma das dosagens utilizada e em nenhum dos tempos amostrados, a
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planta apresentou diferencas positivas significativas em sua biomassa total, sendo, portanto
mais sensivel ao petréleo de Urucu que E. densa.

A eliminacdo de individuos jovens de E. polystachya por dosagens relativamente
baixas de petrdleo indica que caso ocorra um derramamento de petréleo na varzea durante o
periodo de rebrota das plantas essas seriam extremamente afetadas. Consequentemente, a
ciclagem de nutrientes nessas dreas alagdveis viria a ser drasticamente alterada, ja que esta
herbécea € a principal espécie produtora de biomassa nesses ambientes (Piedade et al. 1992).
Dado o papel ecossistémico de E. polystachya no ciclo de carbono da varzea, um acidente
grave com derramamento de petréleo de Urucu, fatalmente terd importantes implicagdes
negativas no balanco de carbono dessas dreas e, eventualmente, de outras regides da bacia

Amazonica.

5. Conclusao

A dosagem e o tempo de exposi¢do ao 6leo sdo muito importantes para determinar o
impacto do petréleo na vegetacdo. Baixas dosagens de petrdleo podem causar redugdo do
numero de folhas e da propor¢do biomassa aérea viva/total das plantas, enquanto que altas
dosagem podem causar até mesmo a morte destas. Baixas dosagens do petréleo de Urucu,
como 1,5 ¢ 6 mL 2L" de solo, apesar de causarem a morte de algumas plantas ndo
apresentaram outros efeitos significativos sobre elas. Dosagens moderadas, como 25 mL 2L
de solo causam reducdo do nimero de folhas, aumento do nimero de folhas comprometidas e
aumento da altura de inser¢do da primeira folha. Dosagens mais altas como 50 mL 2L de
solo, além de afetar esses parAmetros, causam diminuicio da biomassa aérea e da proporcdo
biomassa aérea viva/total. Como o tempo de exposi¢do foi determinante para o impacto do
petréleo sobre as plantas, a diminui¢do da densidade de E. polystachya pode indicar uma
contamina¢@o do ambiente por petréleo. Estudo complementares, em campo, sdo necessarios

para confirmar o potencial desta planta como bioindicadora.
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Estabelecimento de Echinochloa polystachya (H.B.K.) Hitchcock em solo

contaminado com petroleo cru de Urucu
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O petroleo cru de Urucu, em um curto periodo de tempo, reduz o rebrotamento de
Echinochloa polystachya plantada em solo contaminado.

Resumo

Foram estudados os efeitos do petrdleo cru de Urucu e de dois periodos de plantio, A
(julho a setembro) e B (setembro a novembro) sobre o rebrotamento e crescimento da
herbacea aquética, Echinochloa polystachya, por meio do seu plantio em frascos com 2 L de
solo contaminado pela mistura de 7 dosagens de petrdleo, distribuidas entre 0 e 50 mL,
durante 63 dias. Em resposta ao aumento da dosagem do petréleo, houve diminui¢do da
biomassa total, da biomassa aérea viva/total, da biomassa aérea, comprimento da folha, altura
de inser¢do da primeira folha e do nimero de folhas. O periodo de plantio influenciou a
resposta das plantas a dosagem aplicada devido as alteragdes climaticas, com efeitos
negativos acentuados no periodo B, de temperaturas mais elevadas. O aumento do tempo de
exposicdo causou diminuicdo do nimero de brotos, nimero de folhas, comprimento da folha,
altura de insercdo da primeira folha e aumento do nimero de folhas comprometidas. A
interac@o entre dosagem e tempo de exposi¢do contribuiu, no periodo B, para diminui¢do do
nimero de brotos, nimero de folhas, comprimento da folha, altura de insercdo da primeira
folha e aumento do nimero de folhas com comprometimento fitossanitario. Durante o periodo
A houve reducdo do nimero de brotos e da altura de insercdo da primeira folha. Assim, E.
polystachya s6 pode ser indicada para fitorremediacdo de solos contaminados com baixas

dosagens de petréleo cru de Urucu.

Palavras-chave: dreas alagdveis, macrdfitas aqudticas, petréleo, fitorremediacao.
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1. Introducao

A recuperacdo de dreas contaminadas por atividades humanas pode ser feita por varios
métodos, tais como, escavagdo, incineracio, extracdo com solvente, oxidoreducdo e outros
que podem ser bastante dispendiosos. Alguns processos deslocam a matéria contaminada para
locais distantes, causando riscos de contaminag¢do secundiria, aumentando ainda mais os
custos do tratamento (Cunningham et al., 1995), e causando mais danos & vegetagdo, devido a
necessidade de trafego de méquinas e o constante pisoteio humano (Pezeshki et al., 2000). Por
isso, atualmente, tem-se dado preferéncia a métodos que perturbem menos o ambiente e sejam
mais econdmicos. Dentro deste contexto, surge a fitorremediacdo como alternativa capaz de
empregar sistemas vegetais fotossintetizantes e sua microbiota associada, com a finalidade de
desintoxicar ambientes degradados ou poluidos (Dinardi et al, 2003).

As substancias alvo da fitorremediacdo incluem metais, compostos inorgénicos,
elementos quimicos radioativos, hidrocarbonetos derivados do petréleo, pesticidas,
herbicidas, solventes clorados, residuos organicos industriais, entre outros (Cunningham et al.,
1995). Yateem et al. (1999) testaram tré€s espécies de plantas domésticas, Vicia faba,
Medicago sativa e Lolium perenne para fitorremediar solos contaminados com petréleo
durante a Guerra do Golfo, sendo que, V. faba e M. sativa apresentaram uma alta taxa de
degradacdo do 6leo.

A fitorremediagcdo oferece vdarias vantagens que devem ser consideradas, como a
capacidade de tratar grandes dreas de diversas formas, a baixo custo, com possibilidades de
remediar d4guas contaminadas, o solo e o subsolo, e a0 mesmo tempo embelezar o ambiente.
Para isso, a concentragcdo do poluente e a presenga de toxinas devem estar dentro dos limites
de tolerincia da planta usada para ndo comprometer o tratamento. Os riscos de que os
vegetais venham a entrar na cadeia alimentar devem ser considerados ao empregar esta
tecnologia. Além disso, o tempo para se obter resultados satisfatérios pode ser longo
(Cunningham et al., 1995).

O sucesso do tratamento empregando plantas aqudticas reside nas indmeras
possibilidades de reciclagem da biomassa produzida, que pode ser utilizada como fertilizante,
racdo animal, geracdo de energia (biogds ou queima direta), fabricagcdo de papel, extragcdo de
proteinas para uso em racdes, extragdo de substincias quimicamente ativas de suas raizes para

uso como estimulante de crescimento de plantas, entre outros (Dinardi et al, 2003).
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Diversas pesquisas t€m utilizado plantas aqudticas para detectar possiveis
contaminagdes (Watmough & Hutchinson, 1996; Martins et al., 1999) e encontrar meios que
possibilitem a descontaminacdo do ambiente (Dushenkov et al., 1997; Gisbert et al., 2003;
Kirk et al., 2005) seja por meio da fitoextracdo, que consiste no armazenamento de metais
(Cd, Ni, Cu, Zn, Pb) e compostos orginicos na biomassa da planta, ou pela fitodegradacdo de
compostos organicos. As gramineas sdo comumente utilizadas para a fitorremediagcdo devido
ao seu crescimento rdpido e pela sua extensiva ramificacdo radicular que proporciona uma
ampla superficie para a microbiota, facilitando a interacdo planta-microbiota (Hutchinson et
al.,2001; Glick, 2003).

Para que haja eficicia na fitorremediacdo de uma drea é necessdria a realizagdo de
estudos prévios acerca da toxicidade dos poluentes sobre as plantas, porque as vantagens da
fitorremediacdo podem ser neutralizadas pelo efeito toxico do contaminante, alterando ndo
somente o acimulo de biomassa como também a morfologia das plantas (Merlk et al., 2005).

Trabalhos realizados em regides temperadas mostraram que a sazonalidade influencia
o impacto do dleo na vegetacdo (Pezeshki et al., 2000), como ocorre com S. alterniflora, na
foz do Mississipi, para a qual um maior efeito do derramamento de 6leo N° 2 foi observado
em maio, periodo de crescimento das plantas, em comparagdo a novembro, final do periodo
de crescimento. Além disso, na maioria dos estudos, as plantas mostraram-se mais sensiveis a
limpeza do 6leo no periodo de crescimento que durante a pré-dorméncia e dorméncia. Isto
ocorre porque durante a estacdo de crescimento os processos metabdlicos nas plantas sio
intensos e fundamentais para o bom desenvolvimento do individuo adulto e, sob tais
circunstincias, o estresse da exposicdo ao petréleo pode levar a interrupcdo ou ao
comprometimento irreversivel de funcdes fisiologicas vitais (Pezeshki et al., 2000).

Na Amazonia, a vegetacdo das dreas alagdveis € estruturada pelo pulso de inundagdo
(Junk et al., 1989), notadamente em funcdo da marcada sazonalidade de crescimento e
decomposicdo das herbiceas aquéticas. Espécies como E. polystachya, que rebrotam durante
a fase terrestre, podem ser fortemente afetadas por um derramamento de petréleo nesse
periodo, com conseqii€ncias mais graves do que aquelas da fase aqudtica, quando as plantas
sdo adultas.

Este estudo se propds a avaliar a capacidade de rebrotamento e de crescimento de
propagulos de Echinochloa polystachya e sua potencialidade para o uso pritico na

fitorremediacdo de solo contaminado por petrdleo cru de Urucu, verificando, para tal, os
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efeitos: a) das dosagens de petrdleo; b) do tempo de exposicao; c) do periodo de coleta/plantio

dos propédgulos.

2. Materiais e Métodos

2.1. Area de estudo

A macroéfita aqudtica perene Echinochloa polystachya foi coletada manualmente com
o auxilio de tesoura de poda e tercado na Ilha da Marchantaria (03°.15°S, 060°.00°’W), na
Amazonia Central, Amazonas, Brasil. Foram realizadas duas coletas, a primeira no més de
julho e a segunda no més de setembro.

A hidrografia do Rio Amazonas é muito regular, exibindo uma curva de inundacio
monomodal e senoidal (Junk et al., 1989; Fig. 1). As dreas que oscilam entre terrestre e
aquatica dependendo no nivel das dguas do rio sdo denominadas de zona de transicio
aquatico-terrestre (Junk et al., 1989). A oscilagio média entre as fases aquética e terrestre € de
10m. A fase aqudtica ocorre normalmente entre maio e julho e a fase terrestre entre setembro

e dezembro (Irion et. al., 1997).
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Fig 1. Ciclo de vida de E. polystachya acompanhando o nivel da 4gua do rio. Valores médios
mensais do nivel das dguas do Rio Negro (metros acima do nivel do mar), tributdrio do Rio
Amazonas no ano de 2006. Fonte: Porto de Manaus.

Os experimentos foram realizados na Casa de Vegetacio do Projeto INPA/Max-
Planck, Manaus, Amazonas, Brasil. As duas coletas foram feitas de forma a propiciar o

desenvolvimento das plantas com tratamentos experimentais em condi¢cdes climdticas

discretamente distintas, particularmente de precipitacio e temperatura (Fig. 2), resultantes das
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flutuagdes sazonais naturais desses parametros na regido. As médias de temperatura,
precipitacdo, dias de chuva e umidade relativa sdo apresentadas na Tabela 1.

Como os dados climaticos para o INPA no ano de 2006 ndo abrangiam o ano inteiro,
foram utilizados os dados do Aeroporto Internacional de Manaus Eduardo Gomes (Tabela 1),
que como pode ser observado na figura 2 possuem uma tendéncia muito similar aos do INPA.

No periodo A, que compreendeu de 01 de julho a 01 de setembro, a temperatura
méaxima foi de 34,5°C no dia 29 de agosto e a minima de 22,8°C no dia 31 de julho. No
periodo B, de 06 de setembro a 07 de novembro, as temperaturas foram mais elevadas com a
minima de 23,4°C no dia 2 de novembro e a maxima de 36,2°C no dia 27 de setembro

(Tutiempo.net, 2006).

Tabela 1

Valores de temperatura média (T), temperatura média méaxima (TM), temperatura média
minima (Tm), umidade relativa do ar (UR), precipitacao total (Pp) e nimero de dias de chuva
(Dc) no ano de 2006 no Aeroporto Internacional de Manaus (Fonte: Tutiempo.net)

Periodo T (°C) TM (°C) Tm (°C) UR (%) Pp (mm) Dc
julho 28,1 32,2 25,2 75,6 145,8 5
agosto 28,8 32,9 25,5 72,2 11,43 2
setembro 29,3 34,1 25,9 70,4 8,13 3
outubro 29,7 34,2 26,3 70,2 62,49 4
A* 28,45 (+0,35) 32,55(%0,35) 25,35 (+0,15) 73,9 (£1,7) 157,23 7
B* 29,5 (£0,2) 34,1 (£0,1) 26,1 (£0,2) 70,3 (£0,1) 70,62 7

* valores médios + desvio padrdo para o periodo.
As plantas foram irrigadas diariamente com agua proveniente do poco artesiano do
INPA, Manaus, Amazonas. O solo utilizado no plantio dos propagulos foi coletado no mesmo

local e no mesmo periodo da coleta das plantas.
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Fig 2. Climatologia de temperatura para o Aeroporto de Manaus, Amazonas e para o Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazodnia (INPA) nos anos de 2005 e 2006. Fonte: Instituto
Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) e Experimento de Larga Escala Biosfera-Atmosfera
(LBA).
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2.2. Material vegetal

Echinochloa polystachya (Poaceae) € um capim semi-aqudtico, emergente, perene,
amplamente distribuido na planicie de inundacdo do Rio Amazonas. O ciclo de vida da planta
¢ fortemente relacionado ao ciclo hidrolégico (Fig. 1), e inclui uma rebrota, quando o nivel da
dgua € baixo, na fase terrestre, a partir dos nds presentes nos talos da velha geracdo de plantas.
A rebrota ocorre quando as chuvas se intensificam. Em condi¢des ambientais favoraveis, a
espécie chega a atingir 80 Mg m™ de biomassa, no pico da inundacao do rio Amazonas, € uma
produtividade priméria em torno de 108 t ha" ano” (Piedade et al. 1991), em um ciclo anual
de crescimento. A produtividade da espécie estd acima da faixa sugerida para macroéfitas
aqudticas (8 a 60t/ha), sendo 4 vezes maior que a sugerida para florestas tropicais chuvosas
(Lieth, 1975). Devido a estes altos valores de produtividade primdria € considerada

fundamental para o ecossistema de varzea.

2.3. O petroleo

Foi utilizado no experimento petrdleo cru, proveniente da Base Petrolifera de Urucu,
Amazonas, Brasil. Este petréleo é considerado leve e de alta qualidade. As dosagens de
petréleo foram escolhidas por meio da realizagdo de um estudo prévio com dosagens agudas,

até 300 mL de petréleo 3,5L'1 de solo (Lopes et al., 2005).

2.4. Desenho experimental

Foram coletadas plantas adultas, das quais foi cortado um colmo de 15 cm contendo
um né. Estes propdgulos foram plantados em frascos com 2 litros de solo da vérzea que foi
previamente contaminado pela adi¢do de petréleo que foi misturado ao volume total de solo.
As dosagens aplicadas foram as seguintes: O (controle), 1,5, 3, 6, 12,5 e 25 mL para o periodo
de A, e foi acrescentado o tratamento com 50 mL para o periodo B.

A cada sete dias foram monitorados o surgimento de brotos e o nimero destes em cada
unidade amostral, pois as plantas possuem capacidade de produzir um ou mais brotos por n
(Piedade, 1993). Foi ainda contado o numero de folhas normais e com comprometimento
fitossanitario (folhas com menos de 30% da area verde) e medido o comprimento das folhas e
a altura de insercdo da primeira folha. Apds 63 dias foi obtida a biomassa (peso seco), que foi
separada em biomassa aérea viva, biomassa aérea morta, biomassa de raizes e a biomassa do

colmo. A biomassa total foi calculada utilizando a seguinte equagdo: B, = wa + wb + wc.,
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onde, a biomassa total (Bt) é calculada pela soma da biomassa aérea viva (wa), biomassa
aérea morta (wb) e a biomassa das raizes (wc).

As unidades amostrais consistiram em 120 frascos distribuidos em um experimento
fatorial inteiramente casualizado 2 x 6 (periodos x dosagens de petrdleo) com 10 réplicas para

cada tratamento.

2.5. Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Systat 10.2 (Wilkinson,
1998). Os efeitos do tempo e da dosagem de petréleo sobre as varidveis dependentes foram
avaliados por meio de Andlise de Variancia bifatorial com medidas repetidas (ANOV Amr)
para cada um dos periodos de plantio, respeitando-se os pressupostos de homocedasticidade e
esfericidade. O efeito da dosagem de petréleo e do tempo de exposi¢do sobre as varidveis
dependentes foi analisado utilizando Andlise de Varidncia bifatorial (ANOVA two-way).
Neste caso, para que fosse possivel comparar os tratamentos, foi excluido o tratamento de
50mL do periodo B. O teste de Tukey foi utilizado para avaliar diferencas estatisticas
individuais entre os niveis dos tratamentos. As diferencas significativas sdo relatadas no nivel

de 0,05 de probabilidade, a menos que indicadas de outra maneira.

3. Resultados

3.1. Efeito da dosagem de petrdleo e o tempo de exposicdo:

Houve um aumento significativo do nimero de brotos por unidade amostral ao longo
do tempo nos periodos, A (Fig. 3a) e B (Fig. 3b). No periodo B houve também um efeito
significativo da dosagem sobre o niimero médio de brotos por unidade amostral (Tabela 2). O
nimero de rebrotamentos por unidade amostral permaneceu praticamente constante apds o
21° dia de tratamento. As diferencas a partir desta data se devem, principalmente, a morte de

brotos que ndo se desenvolveram nos potes que apresentavam mais de um broto.
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Fig. 3. Efeito do petrdleo de Urucu sobre a média do nimero de brotos de Echinochloa
polystachya por unidade amostral ao longo do tempo de exposicio, nos periodos de plantio: a)
A (jul./set.) e b) B (set./nov.).

O incremento do nimero de folhas de E. polystachya foi afetado significativamente
em ambos os periodos pelo tempo de exposicdo (Tabela 2). No periodo A (Fig. 4a) houve,
ainda, um efeito significativo da dosagem de petréleo que causou reducdo progressiva do
nimero de folhas com o aumento da dosagem. No periodo B houve efeito significativo da
interacdo entre o tempo de exposicdo e dosagem de petréleo (Fig. 4b) que resultou em um

menor nimero de folhas nos tratamentos com dosagens mais elevadas de petrdleo.
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Fig. 4. Efeito do petréleo cru de Urucu sobre a média do nimero de folhas de Echinochloa
polystachya ao longo do tempo de exposi¢do, nos periodos de plantio: a) A (jul./set.) e b) B

(set./nov.).

O tempo de exposi¢ao também causou um aumento de folhas com comprometimento

fitossanitario em ambos os periodos de plantio dos propagulos (Tabela 2). No periodo B (Fig.

5a) houve também um efeito significativo de interacdo entre o tempo de exposicdo e a

dosagem de petréleo que ndo ocorreu no periodo A. Na figura 5b podemos perceber o
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acentuado aumento do nimero de folhas comprometidas no tratamento de 25 mL em relagéo

aos demais.

a)

N® defolhas comprometidas

Tempo (dias)

—a—0 ——15 3 E——125 ——25

b)

N® de folhas comprometidas

7 14 21 28 3 42 49 5] B3
Tempo (dias)

——0 ——15 3 b ——125 ——25 A0

Fig. 5. Efeito do petrdleo cru de Urucu sobre a média do nimero de folhas com
comprometimento fitossanitario de Echinochloa polystachya ao longo do tempo de exposicao,
nos periodos de plantio: a) A (jul./set.) e b) B (set./nov.).

O tempo causou um aumento fortemente significativo (p < 0,0001) da média do
comprimento das folhas em todos os tratamentos em ambos os periodos de plantio, atingindo
um comprimento maximo no tratamento de 3mL de petréleo de 83,3 cm no periodo A e 74,5

cm no periodo B. Nos controles o comprimento maximo da folha atingiu 80,5 cm no periodo
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A e 68,0 cm no periodo B. Porém, a dosagem apresentou um efeito mais acentuado no
periodo B. Na figura 6a podemos observar nitidamente que o comprimento médio das folhas
no periodo A reduz progressivamente com o aumento da dosagem de petrdleo, enquanto que
na figura 6b observamos a formacgéo de dois padrdes de aumento do comprimento das folhas,
0 a6 mL e 12,5 a 50mL, que pode ser explicado pela interacdo significativa entre a dosagem

de petréleo e o tempo de exposicdo no periodo B (Tabela 2).
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Fig. 6. Efeito do petréleo cru de Urucu sobre a média do comprimento da folha de
Echinochloa polystachya ao longo do tempo de exposicao, nos periodos de plantio: a) A
(jul./set.) e b) B (set./nov.).
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Na figura 7 sdo ilustradas as tendéncias para a altura de inser¢do da primeira folha em
reposta ao efeito da dosagem de petréleo e do tempo de exposicdo nos dois periodos de
plantio. No periodo A (Fig. 7a) notamos uma tendéncia de aumento progressivo da altura
com o aumento da dosagem do petréleo, porém, esse efeito ndo foi estatisticamente
significativo, devendo-se, assim, a interacdo entre o tempo de exposicdo e a dosagem de
petréleo que foi significativa. No periodo de B (Fig. 7b) houve um efeito significativo da
dosagem de petréleo e da interacdo entre dosagem e tempo de exposicdo que resultou na
formagcdo novamente de dois grupos distintos, 0 a 6mL e 12,5 a 50mL, indicando que

dosagens acima de 12,5mL sao prejudiciais ao desenvolvimento das plantas.
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Fig. 7. Efeito do petréleo Cru de Urucu sobre a altura média de inser¢do da primeira folha de
Echinochloa polystachya ao longo do tempo de exposicao, nos periodos de plantio: a) A
(jul./set.) e b) B (set./nov.).
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Tabela 2
Resultados da ANOVAmr para verificar o efeito da dosagem de petréleo (D) e do tempo de
exposicdo (T) em E. polystachya sobre as varidveis avaliadas, nos dois periodos de plantio
dos propéagulos, A (jul./set.), B (set./nov.). T*D (interacdo); g.l. (graus de liberdade)

A

B
Varidvel dependente  Fator gl gl F P el el F P
efeito erro efeito erro
D 5 54 0,737 0,599 6 63 3,475 0,005
N?de brotos/pote T 8 432 9,31 <0,001 8 504 4,597 <0,001
T*D 40 432 0,993 0,486 48 504 0,795 0,837
D 5 44 2,764 0,003 6 53 0,939 0,475
N° de folhas T 8 352 90,536 <0,001 8 424 15,114 <0,001
T*D 40 352 0,836 0,75 48 424 1,532 0,016
N° de folhas com D 5 44 1,249 0,303 6 53 1,304 0,272
comprometimento T 6 270 177,49 <0,001 7 371 190,212 <0,001
fitossanitdrio** T*D 30 270 1,202 0,22 42 371 1,467 0,035
Comprimento das D 5 44 3,408 0,011 6 53 5,767 <0,001
folhas T 8 352 238,55 <0,001 8 424 455,31 <0,001
T*D 40 352 3,019 <0,001 48 424 2,73 <0,001
Altura de insercdo da D 5 44 1,505 0,208 6 53 3,967 0,002
primeira da folha T 8 352 86,49 <0,001 8 424 242,706 <0,001
T*D 40 352 2,381 <0,001 48 424 2,401 <0,001

** foram utilizados os dados para o periodo A a partir do 21° dia e para o periodo B a partir do 14° dia de
tratamento, devido a baixa ocorréncia de folhas comprometidas antes destas datas.

3.2. Efeito da dosagem e do periodo de plantio dos propdgulos:

Ocorreu uma alta taxa de rebrotamento dos propagulos do tratamento controle, sendo
90% no periodo A e 100% no periodo B, porém nos tratamentos com petréleo houve uma
diferen¢a na taxa de rebrotamentos de acordo com o periodo. Por exemplo, no tratamento de
25mL de petréleo houve 100% de rebrotamento no periodo A, e apenas 60% no periodo B. A
interacdo entre a dosagem de petrdleo cru de Urucu e o periodo de plantio dos propagulos de
E. polystachya resultou em uma diminui¢do do nimero de rebrotamentos das plantas (Tabela
3; Fig. 8a). O ntmero de folhas foi influenciado pelo periodo de plantio dos propagulos, e
embora seja maior no periodo B, seguiu a mesma tendéncia de diminui¢do com o aumento da
dosagem de petréleo (Tabela 3; Fig. 8b).

O periodo de plantio de propdgulos ndo influenciou o comprimento das folhas, assim
esse fator ndo foi considerado para a andlise do efeito da dosagem de petréleo (Tabela 3). O
comprimento das folhas (Tabela3; Fig. 9a.) foi reduzido significativamente pelo efeito da
dosagem de petrdleo. Os tratamentos de 12,5 mL e 25mL de petréleo apresentaram médias
significativamente menores para o comprimento das folhas em relacdo ao controle. A altura
de insercao da primeira folha diminuiu com a dosagem de petréleo, confirmando a reducdo do

tamanho das plantas. Essa reducdo foi mais acentuada no periodo de plantio B, ja sendo
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observada na dosagem de 12,5 mL, que no periodo A que s6 mostrou redugao significativa no

tratamento de 25 mL (Tabela 3; Fig.9b).
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Fig. 8. Efeito da dosagem do petréleo cru de Urucu sobre: a) o nimero de rebrotamentos; b) o
numero de folhas de Echinochloa polystachya nos dois periodos de plantio dos propagulos, A
(jul./set.) e B (set./nov.). Valores médios com erro padrao.
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Fig. 9. Efeito da dosagem do petrdleo cru de Urucu sobre: a) o comprimento da folha; b) a
altura de insercdo da primeira folha de Echinochloa polystachya, nos dois periodos de plantio,
A (jul./set.) e B (set./nov.). Valores médios com erro padrdo. Letras distintas dentro de cada

periodo indicam tratamentos significativamente diferentes (a0 =0,05).

A biomassa aérea das plantas foi afetada pelo petréleo, havendo uma reducdo com o
aumento da dosagem. Essa reducdo foi afetada também pelo periodo de plantio dos
propagulos, sendo que no periodo A a biomassa aérea média foi menor em todos os

tratamentos quando comparado ao periodo B (1,77 vezes menor no tratamento controle e 2,77
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vezes no tratamento de 25mL). Porém, enquanto que no periodo A, a dosagem de 25mL foi
significativamente diferente do controle, no periodo B houve diferenca significativa nos

tratamentos de 12,5 mL e 25mL em relacio ao controle (Fig. 10).

1.5 T T T T T T

o Y
(o] N

o
o

Biomassa aérea (g)

mA

o
w

u B

0.0

0 15 3 6 125 25
Dosagem de petr6leo (mL)

Fig. 10. Efeito da dosagem do petrdleo cru de Urucu sobre a biomassa aérea em cada periodo
de plantio dos propagulos de Echinochloa polystachya, A (jul./set.) e B (set./nov.). Valores
médios com erro padrdo. Letras distintas, dentro de cada periodo, indicam tratamentos
significativamente diferentes (o =0,05).

Nao houve efeito da dosagem de petréleo sobre a producdo de biomassa aérea morta,
embora tenha ocorrido um efeito significativo do periodo de plantio dos propagulos (Tabela
3). A biomassa aérea morta foi maior nas plantas que haviam sido plantadas no periodo B,
com uma média de 0,3 g quando somados todos os tratamentos, enquanto que no periodo A
esse valor foi de apenas 0,16 g (Fig. 11a), mostrando, novamente, que as plantas no periodo B
foram mais afetadas que no periodo A. Diferencas significativas entre os periodos também

foram encontradas para a biomassa da raiz (Fig. 11b) e do colmo (Fig. 11c).
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Fig. 11. Efeito da dosagem do petrdleo cru de Urucu e do periodo de plantio dos propagulos,
A (jul./set.) e B (set./nov.) sobre: a) a biomassa aérea morta; b) a biomassa da raiz; c) a
biomassa do colmo de Echinochloa polystachya. Valores médios com erro padrio.

A biomassa total foi afetada tanto pela dosagem de petréleo quanto pelo periodo de
plantio dos propagulos (Fig. 12a). Quando analisado cada periodo separadamente, ndo se
detectou efeito significativo da dosagem, ainda que, no periodo de B possa ser observada uma
forte tendéncia (Fs3) = 2,217, p = 0,056) de reducdo da biomassa com o aumento da
dosagem de petréleo. Como a proporcao de biomassa aérea viva/biomassa aérea total nédo foi
afetada pelo periodo de plantio, esse fator foi desconsiderado para a andlise do efeito da
dosagem (Fig. 12b). Apenas o tratamento de 25mL de petréleo apresentou reducdo
significativa da proporcio biomassa aérea viva/total em relagdo ao controle.
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Fig. 12. Efeito da dosagem do petréleo cru de Urucu sobre: a) a biomassa total, nos dois
periodos de plantio dos propédgulos, A (jul./set.) e B (set./nov.); b) a propor¢do de biomassa
aérea viva/ aérea total de Echinochloa polystachya. Valores médios com erro padrio. Letras
distintas indicam tratamentos significativamente diferentes (o =0,05).
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Tabela 3

Resultados da ANOVA para verificar o efeito da dosagem de petrdleo (D); do periodo de
plantio dos propagulos (PP), A (jul./set.) e B (set./nov.); e da interagcdo entre esses fatores
(D*PP) sobre as varidveis dependentes. g.1. (graus de liberdade).

Varidvel dependente Fator gl F P
D 5 0,545 0,742
o PP 1 2,064 0,154
N?de rebrotamentos D*PP 5 3.451 0.006
erro 108
D 5 3,474 0,006
0 PP 1 9,582 0,003
N*de folhas D*PP 5 0,514 0,765
erro 94
D 5 1,474 0,206
N? de folhas com comprometimento PP 1 1,122 0,292
fitossanitdrio D* PP 5 1,851 0,110
erro 94
D 5 7,676 <0,0001
. PP 1 0,196 0,659
Comprimento das folhas D* PP 5 0.677 0.642
erro 94
D 5 5,963 <0,0001
Altura de inser¢do da primeira da PP 1 4,124 0,045
Folha D* PP 5 0,794 0,557
erro 94
D 5 7,462 <0,0001
Biomassa aérea PP 1 41,368 <0,0001
D* PP 5 0,909 0,479
erro 93
D 5 1,810 0,119
Biomassa aérea morta PP 1 30,283 <0,0001
D* PP 5 0,389 0,855
erro 93
D 5 0,810 0,546
Biomassa da raiz PP 1 23,024 <0,0001
D* PP 5 0,511 0,767
erro 93
D 5 0,579 0,716
Biomassa do colmo PP 1 11,142 0,001
D* PP 5 0,119 0,988
erro 108
D 5 2,895 0,018
Biomassa total PP 1 43,333 <0,0001
D* PP 5 0,420 0,834
erro 93
D 5 5,320 <0,0001
Propor¢do biomassa aérea viva/ PP 1 0,281 0,597
aérea total D* PP 5 1,169 0,331
erro 93

4. Discussao

A intensidade do dano do petréleo varia com o numero de fatores bidticos e abidticos

envolvidos, incluindo o tipo e a quantidade do dleo, as espécies atingidas, a extensdo da
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lamina de 6leo, a estacdo em que ocorreu o derramamento, as condi¢des climaticas, entre
outros (Burk, 1977; Mendelssohn e Mckee, 1988, Lin & Mendelssohn, 1996; Pezeshki et al,
2000). No presente estudo, a dosagem de petréleo, o tempo de exposi¢cdo, e o periodo de
plantio dos propagulos influenciaram a resposta de Echinochloa polystachya quando plantada
em solo contaminado por petrdleo cru de Urucu.

Os efeitos dos hidrocarbonetos do petrdleo na vegetagdo dependem geralmente do
volume do 6leo, da sua concentracdo no solo e da quantidade que entrou em contato com esta
(Lin & Mendelssohn, 1996; Pezeshki et al, 2000). Esses efeitos muitas vezes tendem a
diminuir, se a exposi¢do das plantas ao 6leo ocorre apds um periodo de tempo, pois o 6leo é
degradado, principalmente devido a evaporacdo, dissolucdo, oxida¢do e biodegradagdo, que
podem reduzir seus componentes toxicos. Esse processo de degradacdo continua ao longo do
tempo e apds serem evaporados ou degradados os componentes de baixo peso molecular,
mais toxicos as plantas, sdo degradados os hidrocarbonetos de peso molecular mais alto,
diminuindo, assim, a toxicidade do dleo remanescente (Lin e Mendelssohn, 1998). Esta
degradacdo do 6leo ao longo do tempo permite que plantas que sejam sensiveis ao poluente
imediatamente, possam se desenvolver no solo contaminado apds determinado periodo de
tempo. Ao estudar dreas recém contaminadas por petrdleo cru do sul da Louisiana
originalmente dominadas por S. alterniflora e S. patens, Lin e Mendelssohn (1996)
observaram uma inibi¢do dessas espécies pelo petréleo em niveis acima de 8 L m~ solo,
entretanto, quando realizada a reintrodug@o dessas duas espécies por transplante, dois anos
ap6s o derramamento, houve o estabelecimento de ambas mesmo em &reas nas quais havia
originariamente concentra¢des mais elevadas do dleo, indicando a reducdo da sua toxicidade
com o tempo.

No presente estudo, os propdgulos foram plantados apenas 2 horas apds o petréleo ter
sido misturado ao solo, e as plantas levaram entre 2 e 21 dias para rebrotar, como observado
no tratamento controle. A mistura do petr6leo ao substrato parece haver facilitado a
eliminagdo de uma considerdvel parte dos componentes tdxicos por volatilizagdo e a
toxicidade para as plantas foi assim reduzida quando as raizes entraram em contato com o
solo. Além disso, o estoque de nutrientes do colmo pode ter proporcionado as plantas os
elementos necessdrios para o seu desenvolvimento, diminuindo a fungdo de absorcdo das
raizes, diminuindo adicionalmente a absor¢do de elementos toxicos presentes no petrdleo.
Portanto, diferente de experimentos prévios realizados com E. polystachya, nos quais a adicio

de petréleo foi feita na superficie do solo de plantas com 30 dias de crescimento (ver artigos 1
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e 3), as plantas neste estudo, aparentemente, foram menos afetadas quando o petréleo foi
misturado ao volume total do solo antes do plantio dos propagulos. Corroborando estas
afirmacdes, em um experimento piloto realizado em novembro de 2005 (Lopes et al., 2005) a
adicdo de dosagens muito elevadas de petréleo (até 300 mL) a superficie do solo em potes
contendo plantas com 30 dias, levou a mortalidade de todas as plantas, inclusive os controles.
Tal resultado somente pode ser explicado pela intoxicacdo das plantas pela fragdo volatil do
petréleo de Urucu, dado que o desenho casualizado propiciou a distribuicdo de diferentes
dosagens em potes adjacentes.

O presente estudo, com o monitoramento do impacto do petréleo sobre E. polystachya
por um periodo mais longo de tempo em relagdo a estudos anteriores (ver artigos 1 e 3),
permitiu confirmar que a duracdo da exposicdo € um fator determinante na maximizagdo dos
efeitos desse poluente sobre esta espécie. Isto pdde ser claramente constatado pela diminuicao
do niimero de brotos por unidade amostral, nimero de folhas, comprimento das folhas, altura
de inser¢do da primeira folha e aumento do nimero de folhas com comprometimento
fitossanitario de E. polystachya, notadamente nas concentragdes mais elevadas.

O periodo de plantio dos propagulos (A ou B) mostrou influenciar varios dos
parametros analisados, como o ndmero de folhas, altura da inser¢do da primeira folha,
biomassa aérea, biomassa aérea morta, biomassa do colmo e biomassa das raizes. E.
polystachya possui niveis de nutrientes semelhantes aos encontrados em outras macrofitas
aquaticas (Howard-Williams & Junk, 1977), estocados nas folhas, nas raizes e nos talos
(Piedade et al., 1992). Considerando a estratégia reprodutiva desta planta, caracterizada pela
perenizacdo por meio da rebrota durante a fase terrestre, fica claro o fundamental papel do
colmo para a propagagdo vegetativa no ambiente natural. Contudo, para efeito deste
experimento, no qual o cultivo de E. polystachya foi realizado em casa de vegetacdo, foram
excluidos vdrios fatores que poderiam influenciar a resposta das plantas, dentre eles: (1) ndo
houve entrada de dgua da chuva, retirando assim o efeito da variacdo de precipitacdo entre os
periodos; (2) as pequenas variagdes de umidade relativas foram excluidas pela irrigacao didria
das plantas evitando com isso também o estresse hidrico; (3) a cobertura da casa de vegetacio
permitia que a radiacdo solar chegasse as plantas; (4) as mudancas de nivel de alagamento as
quais as plantas estariam expostas em campo foram excluidas; (5) o solo da virzea é
reconhecidamente rico em nutrientes (Furch & Junk 1997); (6) a concentracdo de elementos
quimicos € muito semelhante entre os talos da planta, permitindo que cada propagulo

vegetativo tenha porcdes adequadas de nutrientes para o seu rebrotamento (Piedade et al.,
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1992), ndo existindo portanto efeito da parte do colmo que foi plantada. Assim, dentre os
fatores climaticos que poderiam explicar a diferenca de resposta das plantas, o Unico que teve
uma variacdo significativa entre os periodos foi a temperatura (Tabela 1). Houve uma
diferenga nas temperaturas médias entre estes dois periodos em 2006, de pouco mais de 1°C,
porém quando observamos as médias das temperaturas maximas € minimas para cada um dos
periodos percebemos claramente que no periodo B elas foram significativamente mais altas,
34,1°C e 29,5° C, respectivamente, que no periodo A, 32,5°C e 28,4°C, alcangando até 34,5°C
no periodo A e 36,2°C no periodo B.

A temperatura é apontada como um agravante do impacto do 6leo sobre as respostas
das plantas (Bowen, 1996; Merkl et al., 2005). Merkl et al. (2005) explicaram as modificag¢des
no comprimento e morfologia das raizes de Brachiaria brizantha, Cuperus agrregatus e
Eleusiane indica expostas ao 6leo cru da Venezuela pelo aumento de temperatura do solo. No
presente estudo, o fato do nimero de brotos por unidade amostral, biomassa total e proporcao
de biomassa aérea viva/total s6 sofrerem redugio devido ao efeito da dosagem do petréleo no
periodo B, caracterizado por maiores temperaturas, ilustra a influéncia negativa desde fator
sobre E. polystachya exposta ao petréleo.

Uma das possiveis explicacdes para o efeito da temperatura sobre o impacto do
petréleo é que o aumento de temperatura diminui a solubilidade dos gases em 4gua, e assim
ocorre um decréscimo na quantidade de oxigénio dissolvido na &4gua, diminuido a
disponibilidade de oxigénio para as raizes. Outra explicacdo possivel € que solos
contaminados por petréleo podem apresentar temperaturas mais altas que solos ndo
contaminados (Merkl et al., 2005), e o aumento de temperatura € um fatores que pode ser
imediatamente estressante para algumas espécies de plantas (Taiz & Zeiger, 2004).

O petréleo cru é constituido por uma complexa mistura de componentes organicos,
sendo que 75% dele consiste de hidrocarbonetos de cadeia curta ou longa (Neff, 1979). Os
hidrocarbonetos de cadeia curta sdo volateis possuindo um tempo de vida relativamente curto
no ambiente aqudtico, porém esta € a fracdo mais toxica para os organismos aqudticos. Ja os
hidrocarbonetos de cadeia longa sdo pouco soliveis podendo persistir por um longo tempo no
ambiente, seus efeitos sdo principalmente fisicos, criando uma barreira viscosa na interface
dgua-ar (Val e Almeida Val, 1999; Brauner et al., 1999). A viscosidade, resisténcia oferecida
por qualquer fluido a0 movimento ou escoamento, é inversamente proporcional a temperatura.
Portanto, em temperaturas mais elevadas o petrdleo fica menos viscoso e a sua absorcdo pelo

solo pode ocorrer de forma mais rapida, fazendo com que a camada superficial de 6leo entre
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em contato com as raizes. No presente estudo a biomassa da raiz no tratamento de 25mL foi
50,61% menor no periodo B que no periodo A. Além disso, apesar de ndo ter apresentado
alteracdo significativa pelo aumento da dosagem de petréleo, a biomassa do colmo de E.
polystachya foi maior no periodo B que no periodo A, o que pode indicam um menor
aproveitamento de suas reservas pelas plantas na fase inicial de desenvolvimento que ocorre
durante este periodo.

Além das alteracdes provocadas pelo periodo de plantio, a biomassa total também
sofreu reducdo devido ao aumento da dosagem de petrdleo, o que pode ser melhor visualizado
pela propor¢do de biomassa aérea viva/total, na qual se observa um declinio significativo em
relacdo ao controle no tratamento de 25ml. A biomassa aérea foi afetada pela dosagem de
petréleo nos dois periodos de plantio. No periodo B houve reducdo de 54,03% da biomassa
aérea do tratamento de 25mL em relagdo ao controle, enquanto que no periodo A houve a
reducdo de 18,86% neste mesmo tratamento em relacdo ao controle. O periodo B, apresentou
ainda redugdo da biomassa aérea na dosagem de 12,5 mL de 84,74%. Essa reducido da
biomassa aérea, aliada a reducdo da propor¢do de biomassa viva/total, sugere que F.
polystachya pode ser utilizada para fitorremediacdo em solo com até 12,5mL de petréleo,

entretanto, estudos em campo sio necessario para confirmagdo destes valores.

Conclusao

A comparagdo dos individuos de E. polystachya que foram plantados em diferentes
periodos (A e B) mostrou que a resposta dessa planta é influenciada pelo clima, sendo que
todos os pardmetros mensurados indicam que temperaturas mais elevadas (periodo B)
maximizam os efeitos negativos do petrdleo sobre esta espécie.

Doses mais altas do petrdleo, como 50 mL L? solo foram limitantes para o
estabelecimento de E. polystachya, o que pode ser constatado pelo reduzido nimero de
rebrotamento neste tratamento. O tempo de exposicdo foi um fator agravante do impacto, e
produziu efeito sobre todos os parametros avaliados, em ambos os periodos.

Pode-se sugerir a partir desses resultados, que como E. polystachya foi capaz de se
desenvolver em solos contaminados com baixas quantidades de petrdleo cru de Urucu, ou
seja, menores que 12,5 mL, (aproximadamente 0,66 L m solo) que experimentos em campo
devem ser delineados para analisar a capacidade desta planta de reduzir os componentes

téxicos do petrdleo e assim poder ser utilizada na fitorremediagéo.
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CONCLUSAO

A dosagem e o tempo de exposicdo mostraram ser fatores muito importantes na
determinacdo do efeito do petréleo sobre Echinochloa polystachya e Eichhornia crassipes.
Em todos os experimentos realizados E. polystachya mostrou ser mais sensivel ao petrdleo
que E. crassipes, o que era esperado, pois esta dltima é amplamente encontrada em ambientes
poluidos, sendo muitas vezes utilizada para a limpeza destes. A elimina¢do de individuos
jovens de E. polystachya por dosagens relativamente baixas de petréleo indica que caso
ocorra um derramamento de petréleo na védrzea durante o periodo de rebrota das plantas essas
seriam extremamente afetadas.

Se classificarmos as dosagens em baixa (1,5 a 6 mL de petrdleo), moderada (12,5 a 50
mL de petréleo) e alta (100 a 300 mL de petréleo), observamos que para ambas as espécies
baixas dosagens ndo causaram efeitos significativos sobre os pardmetros analisados, apesar de
causarem a morte de alguns individuos de E. polystachya. Dosagens moderadas causaram
diminui¢do do ndmero de folhas e aumento do numero de folhas com comprometimento
fitossanitario tanto de E. polystachya quanto de E. crassipes, porém esta ultima ainda
apresentou aumento da biomassa aérea morta e diminui¢do da propor¢do biomassa aérea
viva/total. Além disso, E. polystachya apresentou aumento da altura de inser¢do da primeira
folha e houve uma acentuada mortalidade no tratamento de S0mL. Dosagens mais altas, além
de afetarem esses fatores, causaram diminuicdo da biomassa aérea e um aumento da
mortalidade de E. crassipes, causando diminuicdo da biomassa aérea e da proporcao biomassa
aérea viva/total de E. polystachya, sendo extremamente letais em um curto periodo de tempo
para esta espécie.

A mortalidade destas macrofitas aqudticas poderia resultar em diversas implicagdes
para a varzea. A perda de abrigo para os peixes jovens seria um fator imediatamente
agravante do impacto do petréleo sobre estes. A redug@o da biomassa poderia resultar também
na maximizagdo dos efeitos sobre os animais aquaticos como o peixe-boi que utilizam F.
polystachya e E. crassipes como um dos principais itens de sua alimentacfo. Animais

terrestres também seriam prejudicados, pois muitos invertebrados se alimentam de macrofitas
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aquaticas e estes sdo fonte de alimento para uma gama de animais tanto terrestres quanto
aquaticos.

Além desses efeitos indiretos sobre a fauna a morte destas plantas, principalmente de
E. polystachya, resultaria na incorporagdo de uma enorme quantidade de biomassa morta ao
sistema, ja que esta herbédcea € a principal espécie produtora nesses ambientes. Dado o papel
ecossistémico de E. polystachya no ciclo de carbono da véarzea, um acidente grave com
derramamento de petréleo de Urucu, fatalmente trard importantes implicagdes negativas no
balango de carbono dessas dreas e, eventualmente, de outras regides da bacia Amazdnica.

As caracteristicas peculiares da vidrzea amazoOnica, que sdo alagadas anualmente
devido o pulso de inundagdo, também poderiam agravar os efeitos do petréleo, que como
demonstrado foram extremamente severos para as duas espécies de plantas estudadas. O
alagamento de uma &4rea contaminada poderia provocar a reincorpora¢do do petréleo ao
ambiente aquético, dificultando assim a eliminacio deste poluente do sistema. Além disto, a
elevada coluna de dgua pode distribuir o petrleo pelas margens florestadas, contaminando,
entre outros, arvores e solos utilizados para propdsitos agricolas. Se os estudos dos efeitos em
plantas herbiceas sdo modestos, aqueles com &arvores inexistem. Por isso, pesquisas de
métodos eficientes para a retirada ou estabilizacdo do petrdleo no solo sd@o notadamente
importantes neste ambiente. Apesar de E. polystachya ter rebrotado em solos contaminados
com quantidades moderadas de petrdleo, estudos em campo sd0 necessdrios para comprovar
sua eficicia para biorremediacao.

O clima, por meio de alteragdes na temperatura, mostrou influenciar a resposta de E.
polystachya ao petréleo. No experimento realizado no periodo de julho a setembro, quando o
clima € mais ameno, as plantas foram menos afetadas que no periodo entre setembro e
novembro, quando as temperaturas sao mais elevadas nesta regido da Amazdnia. Isto mostra
que as estimativas de impacto devem levar em considera¢do o periodo em que ocorreu o
derramamento e mostra a necessidade de realizar estudos com as plantas coletadas no préprio
ambiente, e com condi¢des climdticas similares as dreas passiveis de contaminagao.

Além da contribuicdo para as estimativas de danos da contaminagdo da varzea por
petrdleo, este estudo mostrou que métodos de fécil aplicacdo como a dose letal média (DLs)
e a andlise de superficie de resposta, que ndo costumam ser empregados com a finalidade aqui
utilizada, podem ser muito eficientes para a avaliagdo do efeito do petréleo sobre a vegetacgao,
por permitirem a integracdo de varios fatores, podendo ser utilizados tanto no planejamento

de experimentos, quando para prever os impactos de poluentes no ambientes. Experimentos
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que esclarecam as modificacdes no metabolismo das plantas que geram a inibicdo do
crescimento, entre elas, medidas de taxa de fotossintese, quantificacdo de nutrientes e metais
pesados na biomassa viva e no substrato, sdo fundamentais. Tais experimentos seriam
facilitados e teriam seus custos reduzidos com a escolha da dosagem por meio de

experimentos prévios como a andlise de superficie de reposta.
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examination and interpretation of existing data and reviews of important issues. In addition,
the journal also publishes articles on new methods of detection, study and remediation of
environmental pollutants.

A subscription to Environmental Pollution gives you wide-ranging information on all

topics of current interest and importance. You will benefit from:

» original and timely discussions of the ecological implications of pollution

problems from a variety of viewpoints.
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on the distribution and ecological effects of environmental pollutants, and on
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»  the expertise of an active international Editorial Board

~ a bibliography surveying current available literature compiled with the
assistance of Excerpta Medica.

All types of pollution are covered, including atmospheric pollutants, detergents,

fertilizers, industrial effluents, metals, mining wastes, oil, pesticides, plastics, radioactive

materials and sewage.
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