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RESUMO

A floresta amazonia apresenta uma grande diversidade vegetal, e consequentemente,
molecular, que podera ser entendida como fonte de estudos para geragdo de produtos de
interesse cientifica e tecnoldgico. Protium altsonii Sandwith é nativa da Amazonia. Tem
também representantes de importancia econdmica no estado do Amapa, denominados de
“breu branco”, que exsuda uma resina branca, volatil, de odor almiscarado usado pela
comunidade de S&o Francisco (RDS). A maioria das pesquisas sobre Protium restringem-se a
descricdo de seus compostos quimicos, bastante utilizados pela inddstria. Estudos
ecofisioldgicos e morfoldgicos sdo escassos e, por este motivo, ainda ndo se tem informacGes
precisas a respeito do status de conservacdo dessas espécies. Dessa forma, o objetivo desse
estudo foi investigar P. altsonii, mediante o estudo de aspectos eco e morfofisiol6gicos,
visando contribuir para o conhecimento da autoecologia da espécie, além, do aproveitamento
e o controle de producgdo de moléculas bioativas com potencial farmacologico e/ou industrial.
Foram coletados frutos na Reserva Iratapuru- Jari, onde foram descritos morfologicamente e
anatomicamente, além da morfoanatomia das folhas jovens e maduras e do tronco. Foram
também germinados e acompanhados até a fase de plantulas. Foi determinado o crescimento e
ganho de biomassa, teores de macro e micronutrientes foliares, teores de cloroplastidios
fluorescéncia da clorofila e anatomia quantitativa foliar. Também foram identificados os
constituintes quimicos dos Oleos essenciais por cromatografia e realizado a prospeccéao
fitoquimica dos extratos e Oleo, além dos testes antifingicos. Os frutos sdo globosos a
ovoides, com apice levemente agudo e estipitado curto, apresentam um e, mais raramente,
dois pirénios por frutos. As sementes sdo exalbuminosas, com dorméncia tegumentar,
imaturidade embrionéria e presenca de sustancias fenolicas. Apresentam baixo percentual
germinativo. Em corte transversal, na regido abaxial, a semente madura de P. altsonii é
formada por revestimento do envoltério seminal com células colapsadas e com parénquima
cotiledonar carnoso com cavidades secretoras e presenca de Oleo. Para o crescimento em
altura e diametro do coleto, os maiores valores foram observados nas plantas submetidas a um
nivel intermediario de irradiancia e os menores valores nas plantas submetidas a baixa
irradiancia. Os teores foliares de nitrogénio variaram de 14,5 a 159 g kg™ entre os
tratamentos, com 0s maiores valores observados nas plantas de sombra, comparado com 0s
demais tratamentos. Quanto as variaveis de fluoréscencia da clorofila a verificou-se que as
plantas quando submetidas a maior irradiancia elas exibiram diminuicéo da eficiéncia no uso
da energia, no tratamento intermediario e pleno sol, como indicativo de fotoinibicdo cronica.
Contudo, com a emissao de novas folhas adaptadas ao novo ambiente de irradiancia, e apos
maduras, 0 que ocorreu dois meses depois do inicio do experimento, as plantas exibiram
recuperacdo da sua eficiéncia fotoquimica com caracteristicas anatomicas e fisioldégicas mais
adequadas as novas condi¢des. Os 6leos essenciais da resina de nove amostras de P. altsonii
conduziram a identificacdo de 86 compostos quimicos, representando 98 - 100 % dos
constituintes dos Gleos essenciais. Os monoterpenos foram predominantes em todas as
amostras, embora o contedo de sesquiterpenos em algumas amostras tenha sido em torno de
38,05 %. Além disso, diferencas importantes na variacdo da composi¢do quimica e nas
quantidades dos constituintes de acordo com o periodo registrado. Portanto, a presenca de
diversas sustancias quimica, atrelada ao a variabilidade do perfil quimico estabelecido para
cada tipo de coleta. A avaliacdo do efeito fungitdxico foi aplicado as amostras dos 06leos
resina de P. altsonii e se observou que os 6leos 1 (perfil PA), 2 (PB) e 5 (PE) apresentaram a
melhor atividade fungitdxica frente aos fungos filamentosos A. ninger e F. oxysporum com
formacgé@o de halos de inibicdo acima de 1,0 cm, alguns correspondendo a quase 50% de
atividade a mais que o controle positivo (nitrato de miconazol). P. altsonii é uma potencial
fonte de agentes antifingicos. Essse estudo permitiu uma integracdo entre diferentes areas do
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conhecimento, agregando resultados importates para Burseraceae e o género Protium. Os
resultados obtidos nessa tese através da morfologia, ecofisiologia, fitoquimica e atividade
antifangica permitem dizer que P. altsonii € uma espécie que apresenta uma grande
plasticidade fenotipica em areas de florestas e um potencial enorme para fins industriais.

Palavras—chaves: Anatomia, Burseraceae, Breu branco, Fungos, Fotossintese, Variabilidade
quimica.



ABSTRACT

The Amazon forest presents a great vegetable and, therefore, molecular diversity, which can
be understood as a source of studies for the generation of products of scientific and
technological interest. Protium altsonii Sandwith is native from Amazon. There are also
representatives of economic importance in the state of Amapa, called as “white pitch”, which
exudes a white resin, volatile, with a musky scent, used by the community of San Francisco
(RDS). Most of the researches on Protium restrict to the description of its chemicals
compounds, widely used by the industry. Ecophysiological and morphological studies are
spare and, for that reason, there is no accurate information regarding the conservation status
of these species yet. In this way, the aim of this study was investigating P. altsonii throughout
the study of ecophysiological and morphological aspects, aiming to contribute for the
knowledge of the autoecology of the specie and, in addition, the better use and control of the
production of bioactive molecules with a pharmacological and/or industrial potential. There
were collected fruits in the Iratapuru-Jari Reserve, where they were morphologically and
anatomically described, besides the morphoanatomy of young and ripe leafs and the trunk.
They were also germinated and monitored until the stage of seedling. There were determined
the growth and the gain of biomass, the concentration of foliar macronutrients and
micronutrients, chloroplasts content, chlorophyll fluorescence and foliar quantitative anatomy.
Likewise, there were identified the chemical components of the essential oils by
chromatography and conducted the phytochemical prospection of the extracts and oil, in
addition to the antifungal tests. The fruits are globose to ovoid, with slightly acute apex and
short stipitate, showing one and, more rarely, two stones per fruit. The seeds are non-
albumenized, with tegumentary dormancy, embryonic immaturity and the presence of
phenolic substances. They present low germinative percentage. In transversal cut in the
abaxial region, the ripe seed of P. altsonii is formed by coating of seminal wrap with
collapsed cells and fleshy cotyledonary parenchyma with secreting cavities and presence of
oil. For the growth in height and diameter of the root crown, the highest values were observed
in plants submitted to an intermediary level of irradiance, and the lowest values in plants
submitted to low irradiance. The nitrogen foliar content varied from 14,5 a 15,9 g kg™
between treatments, with the highest values observed in shadow plants, comparing to other
treatments. Regarding the fluorescence variables of chlorophyll a, it was verified that when
plants were submitted to a higher irradiance, they presented a decrease in the energy use
efficiency, in the intermediary treatment and full sun, as an indicative of chronic
photoinhibition. However, with the emission of new leaves adapted to the new environment
of irradiance, and after ripe — what happened two months after the beginning of the
experiment —, the plants exhibited recovery of their photochemical efficiency with anatomic
and physiological features more suitable to the new conditions. The essential resin oils of nine
P. altsonii samples led to the identification of 86 chemical compounds, representing 98-100%
of essential oils components. The monoterpenes were prevailing in all samples, although the
content of sesquiterpenes in some samples was around 38,05%. Besides, there are some
important differences in the variation of chemical composition and the quantities of
components according to the period registered. Therefore, the presence of various chemical
substances, coupled with the variability of the chemical profile established for each type of
collection. The evaluation of the fungitoxi effect was applied to the resin oil samples of P.
altsonii and it was observed that oils 1 (PA profile), 2 (PB) and 5 (PE) presented a better
fungitoxic activity on filamentous fungus A. ninger and F. oxysporum, with the formation of
zones of inhibition over 1,0cm, some corresponding to almost 50% more activity than the
positive control (miconazole nitrate). P. altsonii is a potential source of antifungal agents.
This study allowed the integration of different areas of knowledge adding important results



for Burseraceae and the Protium gender. The results obtained in this thesis through
morphology, ecophysiology, phytochemistry and antifungal activity enable to affirm that P.
altsonii is a specie which shows a great phenotypic plasticity in forest areas and a large
potential for industrial purposes.

Key-words: Anatomy, Burseraceae, White pitch, Fungal, Photosynthesis, Chemical
Variability.
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precipitacao, S/Tlor, reSina OXIda0A. ........c.civeivieiie e e erens

Fig. 2. Projecdes de variaveis dos diferentes perfis quimicos de P. altsonii. PA: 1 precipitagdo, +
de frutos, resina branca. PB: 1 precipitagdo, s/fruto, resina seca. PC: | precipitagdo, queda foliar,
mistura de resinas. PD: | precipitagdo, s/flor, resina branca. PE: | precipitagdo, c/flor, resina
branca. PF: 1 precipitacdo, s/flor, mistura de resinas. PG: 1 precipitagéo, + de frutos, mistura de
resinas. PH: 1 precipitagéo, s/flor, resina oxidada. PI: | precipitagdo, s/flor, resina oxidada. PC1:
69,80 90; PC2: 14,1 Y0....eveiieiiie ettt

Fig. 3. Ordenacdo dos dois primeiros eixos do CCA mostrando a distribuicdo dos macro e
micronutrientes do solo e os constituintes quimicos do dleo essencial dos nove perfis coletados. O

eixo 1 representa 47,56 % da relacdo 6leo e nutrientes do solo. Eixo 2: 29,44 %.........ccccceevevennnne.

Fig. 4. Cromatografia em camada delgada em alta resolucéo dos extratos de P altsonni. A) Placa
revelada com &cido sulfurico concentrado para visualizar a presenca de constituintes de éleos
essenciais caracteristica de cor amarela e vermelha em todos os perfis quimicos. B) Placa
visualizada em 365nm, apds revelacdo com acido sulfirico 10% em etanol para deteccdo de
alcaldides. As manchas amarelo fluorescente indicam a presenca de alcaloides. C) Presenca de
diferentes compostos quimicos. D) Apos revelagdo com KOH. As manchas fluorescentes intensas
caracterizam a possibilidade da presenca das classes de CUMAriNGS..........cocoververieeereeiereneseseseanens

Fig. 5. Efeito inibitério dos 6leos de P altsonii em nove concentra¢des (0,0; 0,097; 0,19; 0,39;
0,78; 1,56; 3,12; 6,25 e 12,5 mg/ml) sobre o crescimento vegetativo de fungos Penicillium
chrysogenum (> *A-), Aspergillus flavus (=€=) e Fusarium oxyspoirium (=& «). As curvas de
inibicdo foram expressas através de regressdo ndo linear dos valores do logaritmo das diferentes
concentragdes versus percentual de inibicdo normalizado usando o Programa GraphPad Prism 6
(GraphPad software Inc., California, USA). ...t
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INTRODUCAO GERAL

A Floresta Amazonica Brasileira é rica em sua diversidade vegetal, e ha necessidade
de mais estudos cientificos e tecnologicos para aumentar o conhecimento sobre sua
potencialidade de uso (Carvalho et al., 2009). As espécies arbdreas nativas da Amazonia sdo
de grande importancia para o setor econdmico, tanto madeireiro quanto ndo madeireiro
(Carvalho et al., 2009). Espécies da familia Lauraceae, Cyperaceae, Rutaceae ja apresentam
pesquisas avancadas sobre suas biomoléculas e suas atividades bioldgicas, além de sua
utilizacdo no mercado nacional e internacional (Vieira, 2004).

Protium sp., também conhecido popularmente como “breu ou almecegueira”, pertence
a familia botanica Burseraceae e, a utilizacdo dessas plantas quase sempre esta relacionada
ao uso da resina, com odor marcante e que se solidifica no tronco da planta, muito utilizada
pela populacdo local para iluminacdo e calafetar embarcacGes, além do uso no preparo da
tinta ou verniz preto (Maia et al., 2000; Bandeira et al., 2002). As folhas sdo usadas por serem
aromaticas e, em algumas espécies, os frutos sdo comestiveis. Além disso, partes das plantas
(cascas, folhas e frutos) s@o utilizadas na medicina popular como tonico, expectorante,
cicatrizante e no tratamento de ulceracdes e inflamacdes (Melo et al., 2011).

Protium altsonii Sandwith é nativa da Amazonia, ocorrendo nos Estados do Acre,
Amazonas, Pard, Ronddnia, Roraima; nordeste no Maranh&o e centro-oeste no Mato Grosso
(Daly, 2015). Tem também representantes de importancia econémica no estado do Amapa,
denominados de “breu branco”, que exsuda uma resina branca, volatil, de odor almiscarado,
aplicada para usos tradicionais como calefacdo de embarcacGes, repelente, além de abastecer
a empresa Natura Inovacdo Tecnoldgica com 80 toneladas/ano de pedras de bréus, o que
representa um importante insumo para a inddstria de perfumaria, bem como fonte de renda
para a comunidade de S&o Francisco (RDS), Amapa-AP (Tostes et al., in press).

A espécie P. altsonii € confundida com outras espécies da propria familia e com outros
géneros de Burseraceae como Tetragastris Gaertn. e Trattinnickia, Willd. onde todos séo
chamados de “breus amazodnicos”, com caracteristicas vegetativas semelhantes, marcada por
diversas sinonimias, e pelo uso de caracteres taxondmicos pouco relevantes, ja que todas as
espécies do género exsudam resinas de seus troncos. Com isso, a exploracéo da resina desses
breus apresentam algumas caracteristicas originais em seu manejo que vao definir, em Gltima
instancia, as possibilidades de suas aplica¢des industriais e, portanto, estabelecer o seu padréo
de qualidade para o mercado. A principal delas se refere a eventual mistura das resinas das

diversas espécies encontradas na Reserva de Desenvolvimento Sustentavel do Rio Iratapuru-
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RDS, no estado do Amapa, ou, ainda, de espécimes de idades e locais distintos. Fato ocorrido
pela dificuldade de se proceder a diferenciacdo morfologica e taxonémica, entre as espécies,
comprometendo a qualidade e atividade quimica das sustancias essenciais encontrada em seu
6leo- resina (Tostes et al., in press).

A maioria das pesquisas sobre Protium restringem-se a descricdo de seus compostos
quimicos, bastante utilizados pela industria (Zoghbi et al., 1981, 1993; Susunaga, 1996; Maia
et al., 2000; Almeida et al., 2002; Bandeira et al., 2002; Zoghbi et al., 2002; Case et al., 2003,
Machado et al., 2003; Citd et al., 2006; Pontes et al., 2007; Pontes et al., 2010; Marques et al.,
2010; Lima et al., 2014). Apesar destes estudos quimicos e farmacoldgicos, poucas espécies
estdo disponiveis no mercado industrial. E os trabalhos que existem sobre essa familia sdo
muitos dissipados. Segundo informacdes da empresa Natura (informacéo pessoal), em 2001,
iniciou-se pesquisas em comunidades e mercados do Brasil, a fim de se buscar aromas
inovadores e diferentes. Sendo encontrado esse aroma nos “breus amazonicos”, de odor
perfumado e fresco obtido de diferentes tipos de Protium, onde seu 6leo essencial € usado
como matéria prima para a producdo de diferentes produtos cosméticos.

Estudos ecofisioldgicos e morfoldgicos ainda sdo bastante fragmentados e, por este
motivo, ainda ndo se tem informacBes precisas a respeito do status de identificacdo,
conservacao e plantio dessas espécies (Léon Hernandez, 2002; Ferraz et al., 2004; Marenco et
al., 2007; Melo et al., 2007; Fernandes e Scudeller, 2011; Santos et al., 2012). A compreenséo
das estratégias ecofisioldgicas de uma determinada espécie, de ocorréncia natural em
ambientes contrastantes, pode indicar a existéncia de mecanismos distintos de sobrevivéncia,
como também sua plasticidade morfofisioldgica para colonizar estes ambientes diferentes
(Fernandes et al., 2014).

A partir de estudos interdisciplinares envolvendo P. altsonii espera-se que recursos
naturais de potencial pouco explorado, como o dessa espécie, possa contribuir para agregar
produtos e processos de importancia para as induastrias de base tecnoldgica, agroquimica e de
cosméticos. Assim, com informacdes sobre as caracteristicas ecofisioldgicas, morfo-
anatémicas e a atividade quimica e biologica de Protium altsonii Sandwith, podem consolidar
e até mesmo ampliar as potencialidades desta espécie com vista no uso, conservacao e manejo

da mesma.
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REFERENCIAL TEORICO

Descricao geral

O nome Burseraceae é baseado no tipo Bursera Jacg. ex L., homenagem feita por
Linneu ao boténico Joaquim Burser (Paula e Alves, 1997). S8o plantas angiospérmicas
(Divisdo Magnoliophyta), pertencem a ordem Sapindales (Souza e Lorenzi, 2008). A familia
compreende aproximadamente 700 espécies e 21 géneros distribuidos em trés tribos: Protieae
(quatro géneros), Bowellieae (oito géneros) e Canarieae (nove géneros) (Daly, 2015). Suas
espécies sdo encontradas nas regides tropical e subtropical da América do Sul, em parte da
Europa, Asia e Oceania (Daly et al., 2011). Desde os primeiros inventarios florestais, espécies
de Burseraceae tém sido reconhecidas como altamente importante na Amazonia (Black, 1950;
Daly, 1987).

No Brasil, ocorrem 100 espécies distribuidas nos géneros Protium Burm. f., Bursera
Jacg. ex L., Tetragastris Gaertn., Crepidospermum Hook. f., Dacryodes Vahl e Trattinnickia
Willd (Joly, 1983; Barrroso, 1984), sendo 20 endémicas, ocorrendo nos dominios
fitogeograficos da Amaz6nia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. Contudo, a maioria das
espécies é nativa da regido Amazodnica (Souza e Lorenzi, 2008; Daly, 2015). Na América
Tropical, existem oito géneros e aproximadamente 295 espécies. Sdo poucos 0s estudos
taxondmicos desenvolvidos sobre a familia, os mais abrangentes sdo os de Engler (1874,
1883) para a Flora Brasiliensis, que separou as espécies com base no grau de concrescimento
dos pirénios. Para as espécies do leste da Amazbnia, 0 conhecimento taxonémico de
representantes de Protium foi elaborado por Daly e Fine (2011), reconhecendo 28 espécies.
Outro importante trabalho na Amazonia Central foi desenvolvido por Ribeiro et al., (1999),
em floresta de terra firme da Reserva Ducke. Este ultimo estudo levou em consideracdo
caracteres vegetativos e de facil reconhecimento, compreendendo 42 espécies, fornecendo
hoje meios de identificacdo até entdo indisponiveis.

A historia taxondmica das Burseraceae € muito confusa, marcada por diversas
sinonimias e pelo uso de caracteres taxondmicos pouco relevantes ou estaveis. Desde a
primeira descricdo de Protium, uma espécie denominada Amyris protium em 1767 por
Linnaeus, e que no ano seguinte foi descrita novamente por Burmann como Protium
javanicum, o género ja apresentou diversas denominacdes, incluindo espécies que, achava-se

pertencer a outros géneros. Em diversos casos, ha menos diferencas entre Protium e algumas



18

espécies de outros géneros de Burseraceae que entre algumas espécies deste mesmo género
(Daly, 1987).

Os representantes dessa familia sdo conhecidos por breu, almécega e goma-limao e
sdo caracterizados por exsudar resina oleosa rica em 0leos essenciais e triterpenos, que se
encontram armazenada em diferentes partes da planta (\Weeks et al., 2005; Rudiger et al.,
2007). Burseraceae quase sempre tem tracos de latex branco resinoso tanto em seus ramos,
como dispersos em formas de goticulas em talhos feitos na casca. Os ferimentos nos troncos
sdo caracterizados pelo esbranquicamento, devido a rdpida secagem da resina aromatica. A
resina é secretada naturalmente, ou por meio de injurias, pelo tronco da arvore e, quando em
contato com o ar cristaliza (Plowden, 2001). Alguns estudos ecologicos demonstram que
insetos xil6fagos, como os Corcullionidae, sdo responsaveis pela perfuracdo da casca e
exsudacdo da resina, podendo essas ser também de origem mecénica (Fig. 1), (Langenhein,
1969; Plowden, 2001).

Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas da arvore de Protium spp; A: Individuo com sapopemas tabulares e
exsudando uma resina branca com odor perfumado; B: Injdria mecénica na madeira, exsudando goticulas de
6leo (seta); C: Injuria promovida pela larva do inseto da familia Curculionidae; D: Caule com injaria no tronco
em razdo da coleta de amostra da madeira; E: Corte paralelo ao tronco, resina ainda ndo exsudada (seta); F:
Resina ja exsudada no tronco (seta).
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As espécies dessa familia, de modo geral, apresentam individuos de porte pequeno (2
a 5 metros). Contudo, alguns cujos exemplares podem atingir o dossel da floresta (30 a 50
metros), tais como Tetragastris spp. e Protium spp. (Ribeiro et al., 1999). As folhas sao
alternas ou raramente opostas, compostas e imparipinadas. As flores sdo pequenas e
unissexuadas, de cor creme, amarela, verde ou vermelha. Os frutos sdo drupas ou mais
raramente capsulas (Souza e Lorenzi, 2008). Geralmente, florescem no final do periodo de
seca e, em sua grande maioria, sdo indicadoras de vegetacao relativamente intacta, uma vez
que poucas espécies ocorrem no crescimento secundario (Daly, 2015).

Na América do Sul, estima-se que mais de 80% das espécies de Burseraceae
encontradas na Regido Amazénica pertencem a Protium, o maior e mais heterogéneo da tribo
Protieae, com cerca de 150 espécies, entre arbustos e arbéreas distribuidas em todo o Brasil, e
em diferentes dominios fitogeograficos (Daly, 2015). A tribo Protieae é considerada a mais
primitiva com pirénios livres entre si e maior desenvolvimento nos tropicos da America.

Além disso, € um género que constantemente aparece entre as espécies de maior
importancia ecoldgica em levantamentos floristicos, e em diversos estudos regionais esse
grupo representa 20% das espécies com DAP maior que 10 cm em uma area de um hectare
(Diniz e Scudeller, 2005). No entanto, a sua taxonomia, conforme ja mencionado, é pouco
consistente e por isso sua identificacdo no campo é complexa, pois suas flores sdo pequenas e
pouco visiveis, tornando apenas 0s caracteres vegetativos diagndsticos.

Nem sempre é possivel encontrar plantas em estadio reprodutivo, principalmente
porgue a maioria das plantas apresenta ciclo anual ou supra anual de reproducéo, que em geral
é de duracdo curta. Além disso, o ciclo reprodutivo na maioria das vezes ndo coincide com a
possibilidade de coleta da planta. Na impossibilidade de coleta de material fértil para
determinacdo é necessario recorrer aos métodos alternativos de identificacdo propostos pela
taxonomia. Outros dados podem ser analisados, como a arquitetura foliar, anatomia de 6rgéos
ou células vegetais e, recentemente, métodos moleculares tém sido mais usados para
identificacdo e filogenia dos diversos individuos (Fernandez e Scudeller, 2011).

O 6leo essencial de algumas espécies de Protium apresentam misturas complexas que
podem conter 100 ou mais compostos organicos e pertencer as mais diversas classes de
compostos com diferentes atividades bioldgicas ja registradas (Oliveira et al., 2004; Otuki et
al., 2005; Aragéo et al., 2006; Pontes et al., 2007; Soldi et al., 2008; Holanda Pinto et al.,
2008). Seu oleo € empregado na industria cosmética de perfumes, na fabricacdo de sabonetes

e aromatizantes de ambiente, sendo os seus produtos comercializados em varios paises (Ferraz
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e Costa, 2004). Protium no Brasil é o mais importante, apresentando-se com multiplas

utilizacdes, inclusive na producéo de papel (Paula e Alves, 1997).

Aspectos morfologicos

As informagBGes sobre as caracteristicas da germinacdo de espécies florestais
representam a base da silvicultura e do manejo sustentado. Isso porque, 0s estudos
morfologicos de sementes permitem a determinacdo das espécies existentes nos bancos de
sementes do solo e a identificacdo de espécies florestais na fase jovem, contribuindo para a
compreensdo da regeneracdo natural e sucessdo em ecossistemas florestais (Silva e Costa,
2014; Alves et al., 2013). Praticamente ndo existem estudos sobre morfologia de sementes,
frutos, pirénios e plantulas de Protium e os trabalhos que existem s&o pouco conclusivos. Os
trabalhos realizados sobre o desenvolvimento pos-seminal da familia Burseraceae foram
realizados por Duke (1969), ao descrever cerca de duzentas espécies florestais do Canal do
Panama, e por Ricardi (1996), que aborda a morfologia dos cotilédones de plantulas da
familia Burseraceae presentes na Venezuela.

A morfologia dos frutos e sementes de trés espécies de Protium que ocorrem na
Amazonia Central foi comparada quanto a morfologia das plantulas com as caracteristicas dos
individuos adultos, demonstrando que os padrdes de germinacao e a morfologia das plantulas
constituem ferramentas Uteis para a sistematica de Burseraceae (Ferraz et al. 2004). Também
na Amazonia Central, nove espécies de Protium foram investigadas, estudando a morfologia
desde a germinacdo até a formacdo de plantulas, a caracterizacdo de frutos e sementes, além
de avaliar a utilidade destes caracteres na sistematica do grupo (Melo et al., 2007).

Ainda em relacdo a identificacdo correta das espécies de Protium foram realizados
estudos biométricos de frutos e sementes. Os resultados biométricos apresentaram possiveis
variacdes que revelam heterogeneidade genética desta espécie observada por meio do
tamanho e peso dos frutos e das sementes (Nobre e Quirino, 2011).

O estégio de plantula é uma importante fase do ciclo vegetal, pois fornece informacGes
relevantes que podem ser utilizadas em estudos taxonémicos e ecoldgicos. Estudos que
enfocam a descri¢cdo morfologica revelam caracteres que, muitas vezes tendem a desaparecer
ao longo do crescimento e desenvolvimento vegetal, mas que podem ser relevantes para a
diferenciacdo dos taxons (Cosmo et al., 2010). Por meio dos caracteres filogenéticos,
ecoldgicos e chave de identificacdo, a morfologia de plantulas de P. heptaphyllum foi

investigada e constatou a existéncia de variacdo nas caracteristicas foliares (tais como: forma
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dos eofilos, consisténcia e filotaxia) tanto entre as espécies analisadas quanto no proprio
individuo (em relacdo ao individuo adulto), permitindo, desta forma, sua identificacdo a nivel
especifico na comunidade vegetal (Alves et al., 2013).

Alguns trabalhos relacionados & anatomia foram realizados e caracteristicas
anatdbmicas da madeira de sete espécies de Protium da Venezuela foram registradas (Leon
Hernandez, 2002). Neste trabalho, onde as espécies apresentam caracteristicas anatdmicas
similares com os estudos do lenho e folha de Fernandez e Scudeller (2011), além da
identificacdo por meio de chave taxondmica, a descricdo morfoldgica reprodutiva e vegetativa
de P. spruceanum (Benth.) Engl. foram discutidas em conjunto com as implicacdes ecoldgicas
que podem explicar a alta diversidade genética da espécie na paisagem local (Vieira et al.,
2010).

Aspectos ecofisioldgicos

O conhecimento das respostas das espécies florestais quanto ao estresse ambiental
pode ser de fundamental importancia para a compreensdo da distribuicdo local das espécies,
bem como auxiliando na melhor forma de exploracdo sustentavel, na escolha de sistemas de
plantios adequados e na implementagdo de programas de conservacdo de diversas espécies de
interesse econdémico e ecoldgico (Morais et al., 2003).

Plantas jovens de P. heptaphyllum foram submetidas ao alagamento do solo em dois
ambientes de luz, avaliando trocas gasosas foliares e seu crescimento. A espécie apresenta boa
adaptabilidade as condicGes de alagamento, verificando assim que esta espécie pode ser
indicada para recuperacdo de areas degradadas, com inundacdo periddica, areas de baixio e
margens de represas (Santos et al., 2012).

A fotoinibicdo é um estado de estresse fisioldgico que ocorre em todos 0s organismos
fotossintetizadores que liberam oxigénio quando expostos a luz. O efeito da irradiacdo na
fotoinibicdo da fotossintese em P. opacum Swart foi investigado, e a espécie experimenta
apenas fotoinibicdo dindmica, o que significa que ao alvorecer ndo ha na folha nenhum efeito
fotoinibitério acumulado do dia anterior (Marenco et al., 2007). Desempenho fotossintético e
disponibilidade hidrica em P. icicariba (DC.) Marchand. também foi investigado, onde a
espeécie apresentou comportamento mais conservativo de acordo com o esperado para espécies
dominantes em ambientes improdutivos (Lignani, 2008).

O efeito da secagem e diferentes temperaturas na germinacdo de sementes de P.

widgrenii Engler. foi registrado, onde as sementes apresentaram comportamento tipico
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recalcitrante, pois tiveram seu porcentual de germinacdo e IVG reduzidos com a dessecagédo
(Seiffert et al., 2005).

Aspectos quimicos e Farmacoldgicos de espécies de Protium

Os vegetais produzem uma diversidade de substancias, produtos do metabolismo
primario e secundario, alguns responsaveis pela coloragcdo e aroma de flores e frutos, outras
vinculadas a interacdo ecologica. O conhecimento dos constituintes quimicos de diversas
partes da planta favorece o seu uso sustentavel e contribui para sua conservacdo. As fontes de
metabdlitos secundarios parecem ser inesgotaveis em relacdo as possibilidades de se encontrar
novas e diferentes estruturas com atividades de importancia medicinal e comercial (Silva,
2008).

A biossintese de metabdlitos secundarios € realizada por rotas metabdlicas especificas
do organismo, ocorrendo estreita relacdo entre essas rotas e aquelas responsaveis pela sintese
de metabolitos priméarios. Essas rotas sdo interconectadas, e as rotas que sintetizam
metabolitos primarios fornecem moléculas que sdo utilizadas como precursoras nas principais
rotas de sintese de metabolitos secundarios. Ha trés principais precursores dos metabdlitos
secundarios: &cido chiquimico (compostos aromaticos), acetato (acidos graxos, polifendis,
isoprenos e prostaglandinas) e aminoacidos (alcaldides) (Fig. 2) (Castro et al., 2004).
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Aminoacidos

Figura 2. Fluxograma resumido do metabolismo secundério das plantas para formacdo compostos dos 6leos

essenciais (Castro et al., 2004).

Os Oleos essenciais sdo misturas secundarias complexas de sustancias volateis,
lipofilicas e que contribuem para a fragrancia ou esséncia das plantas que os produzem. Os
6leos esséncias constituem grande variedade de sustancias, como hidrocarbonetos terpénicos,
alcoois simples e terpénicos, aldeido, cetonas, fenois, ésteres, éteres, dxidos, peroxidos,
furanos, &cidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos com enxofre (Simoes et al.,
2002).

A presenca de substancias quimicas em uma determinada espécie pode estar
relacionada a sazonalidade, variando em resposta a fatores bidticos e abidticos,
principalmente, aqueles ligados ao clima que podem influenciar na qualidade e quantidade do
oOleo essencial (Simoes et al, 2000). AlteracGes nos fatores abioticos podem tambem afetar os
processos fisiologicos e metabolicos das plantas, com destaque para o crescimento celular,
sintese de proteinas, sintese e transporte de fotoassimilados, transporte de nutrientes e
desempenho fotossintético, limitando o crescimento e o acimulo de biomassa (Osmond,
1983; Graciano et al., 2006; Yokota et al., 2006). Os nutrientes minerais, em particular, atuam

no crescimento, na morfologia, na anatomia e particularmente na composi¢do quimica da
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planta sendo entdo fatores importantes na tolerancia das plantas as pragas e as doencas
(Yokota et al., 2006).

Nas especies de Protium, essa relacdo parece existir, podendo a concentracdo das
substancias variar em funcdo da temperatura, radiacdo solar e precipitacdo pluviométrica,
nutrientes, dentre outros, o que ocorre devido a grande diversidade de ambientes onde essas
arvores se encontram (Machado et al., 2003). Esses 6leos podem ser obtidos de diferentes
partes da planta, como das sementes, frutos, caules, folhas e ramos. E preciso salientar, ainda,
que diferencas quantitativas e qualitativas na composi¢do quimica desses 0leos essenciais sdo
encontradas quando se trabalha com 6leos extraidos de diferentes partes de uma mesma planta
(Siani et al., 1999; Bandeira et al., 2002; Zoghbi e Andrade, 2002).

Analises quimicas de diferentes tecidos vegetais provenientes de Protium demonstram
a predominancia de compostos da classe dos terpenos. Quanto ao seu potencial bioldgico,
estudos tem revelado que sua atividade bioldgica deve-se, principalmente, a presenca de
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides, que podem ser encontrados,
predominantemente, no Oleo essencial (Bandeira et al., 2001; Bandeira et al., 2006; Lima et
al., 2006; Rudiger et al., 2007; Silva et al., 2009).

Os primeiros estudos quimicos sobre Protium referem-se a identificacdo dos
constituintes quimicos do extrato etéreo (terpenos, a e § amirinas, fitoesteroides estigmasterol
e B- sitosterol) e etandlico (acido 3,3’-di-O-metilelagico) da casca da madeira de P.
paniculatum, ao passo que a primeira identificacdo de lignanas (fitooestrégenos) foi descrita
em P. tenuifollium (Engler). (Zoghbi et al.,1981; Zoghbi et al., 1993; Siqueira et al., 1995).

A literatura registra somente duas cumarinas de Protium, sendo essas, escopoletina e
propapicina (Bandeira et al., 2002; Zoghbi et al., 1981). As cumarinas possuem diversas
propriedades farmacolégicas como antiinflamatdria, espasmolitica, broncodilatadora, e atua
também contra o desenvolvimento de tumores, entre outras (Osorio et al., 2004). A
escopoletina, uma cumarina com atividade farmacoldgica comprovada, atua na regulacdo da
pressdo arterial e possui atividade bactericida contra varias espécies, incluindo Escherichia
coli (Arisawa et al., 1983). Estudos fitoquimicos demostraram que o 6leo essencial da resina
de P. heptaphyllum é constituido, principalmente, de monoterpenos e fenilpropanoides, ja os
constituintes majoritarios do 6leo essencial das folhas de P. strumosum, P. grandifolium
Engler. , P. llewelynii J.F. Macbr. e P. hebetatum Daly. sdo os sesquiterpenos (Siani et al.,
1999). Dentre as espécies de Protium, P. heptaphyllum é a mais estudada, onde a partir da
resina, misturas binarias de triterpenos sdo isoladas e caracterizadas, sendo o constituinte

majoritario a mistura o ¢ § amirinas (Maia et al., 2000; Susunaga et al., 2001; Vieira Junior et
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al., 2005; Aragéo et al., 2006; Holanda et al., 2008; Soldi et al., 2008). A mistura o ¢
amirinas apresenta atividade antialérgica que pode estar relacionada a acdo dessa mistura
estabilizando a membrana celular de mastocitos (Oliveira et al., 2004b). Qutro efeito
utilizando essa mistura é contra a lesdo hepatica toxica induzida por acetaminofeno, onde se
sugere a diminuicdo do estresse oxidativo e a formagdo de metabolitos toxicos como provéavel
mecanismo de hematoprotecdo (Oliveira et al., 2005).

Dos frutos verdes foi isolada catequina, com atividade de inibicdo da
acetilcolinesterase, e dos frutos maduros e das folhas isolados quercetina, glicosideos e
flavondide. A partir do caule isolaram escopoletina, relatando pela primeira vez outro tipo de
cumarina na espécie (Bandeira et al., 2002). A presenca de cumarinas e cleomiscosina foi
registrada na casca e nas folhas de P. heptaphyllum (Almeida et al., 2002). J& na resina foi
comprovada a atividade anti-inflamatéria e demostraram quadro de atividade de
gastroprotecdo em modelos utilizando etanol/HCL com indutores de Ulceras gastricas em
ratos, atribuido essas atividades a sustancias com alto poder antioxidante. E ainda, revelou a
presenca de triterpenos pentaciclicos responsaveis pelas atividades avaliadas (Oliveira et al.,
2004a).

Diferentes constituintes volateis presentes no 6leo essencial de frutos e folhas de P.
heptaphyllum por CG/EM obtidos por diferentes técnicas de extracdo foi identificado (Cito et
al., 2006). Sendo registrado o efeito acaricida do 6leo essencial do fruto contra a repeléncia do
acaro rajado (Tetranychus urticae), onde o componente majoritario foi o a- terpineno (Pontes
et al., 2007).

O extrato etéreo da resina de P. klenii Cuatrec. mostrou a presenca do triterpeno
breina, isolada como o principal componente (Otuki et al., 2001), sendo avaliada a atividade
antinociceptiva, com resultados promissores. Nessa mesma espécie foi avaliada a atividade
antiinflamatodria topica do extrato etéreo da resina. Tanto o extrato como a o amirina como
constituinte majoritario apresentou atividade (Otuki et al., 2005). O mesmo grupo isolou e
identificou trés novos triterpenos a partir da resina da mesma espécie com atividade
antinociceptiva, sendo comprovada pelo teste de formalina (Lima et al., 2005).

A partir do extrato etéreo da resina de P. unifoliolatum Engler. foi isolado e
identificado 5- Methoxipropacina (Magalhées et al., 2006). A analise da composi¢éo quimica
dos Oleos essenciais das partes vegetativas de P. decandrum (Aubl.) Marchand .O CG/EM
mostrou que sesquiterpenos sdo 0s principais constituintes dos 6leos essenciais de galhos,
folhas e resinas. Entretanto, o Oleo das hastes desta espécie, a maior porcentagem € de
monoterpenos (Lima et al., 2006). Ainda em relacdo a essa espécie foi realizado estudo de
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identificacdo do 6leo essencial da resina com predominancia de terpendides (Carvalho et al.,
2010).

Outro estudo importante foi realizado com P. bahianum Daly, no qual foi analisada a
resina fresca e envelhecida, onde a resina envelhecida apresenta em sua constituicdo
majoritaria sesquiterpenos e a fresca somente monoterpenos. A resina envelhecida apresentou
atividade acaricida induzido a repeléncia a Tetranychus urticae (Pontes et al., 2007; Pontes et
al., 2010).

Estudo foi realizado um da variacdo sazonal na composi¢do de dleos essenciais das
folhas, dos ramos finos e da resina de P. spruceanum (Benth.) Engler., no qual verificou-se
gue durante a maturacdo dos frutos, nos meses de verdo, o teor de monoterpenos no 6leo
essencial das folhas € menor. Esta variacdo pode estar relacionada a taxa de biossintese, a
diminuicdo do metabolismo ou a volatilizacdo (Machado et al., 2003).

Aspectos morfoldgicos e quimicos de P. spruceanum foram estudados também com a
finalidade de contribuir para o conhecimento da flora aromatica e verificar os aspectos
quimicos do 6leo essencial de P. icicariba (Siani et al., 2004;Lima et al., 2014).

As andlises qualitativas e quantitativas dos 0leos essenciais obtidos da resina de P.
heptaphyllum (Aubl.) Marchand subsp. ulei (Swat) Daly e P. heptaphyllum (Aubl.) Marchand
subsp. heptaphyllum foram realizadas utilizando CG/EM e CG/DIC (Marques et al., 2010).
Os terpenoides o e B amirinas, os esteroides, campesterol, estigmasterol e sitosterol e a
cumarina escopoletina foram isolados a partir do caule de P. hebetatum (Costa et al., 2012).

Apesar destes estudos quimicos e farmacoldgicos com algumas espécies de Protium,
apenas poucas espécies estdo disponiveis no mercado de cosméticos. Segundo informaces da
empresa Natura, em 2001, iniciou pesquisas em comunidades e mercados do Brasil, a fim de
buscar aromas inovadores e diferentes.

Diante do que foi aqui considerado, confirma-se que a flora aromatica da regido
amazonica apresenta-se como uma fonte potencial renovavel, apropriada a producdo de
esséncias aromaticas e como alternativa econémica para o desenvolvimento sustentavel da
regido. As plantas sdo fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos, muitos
dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande nimero de cosmeéticos e
farmacos. Vérias pesquisas demonstram impressionante gama, em termos de estrutura e de
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. A utilizacdo de plantas como fontes de produtos
eficazes na prevencdo, tratamento e controle de doencas sdo devidos, principalmente, a
existéncia de metabolitos secundarios associados aos mecanismos de sobrevivéncia e de

defesa da propria planta. Estas evidéncias, muitas vezes, ndo se tornam mais consistentes pela
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escassez de informagdes cientificas sobre areas de conhecimentos complementares com a
silvicultura, a ecologia, a morfologia, a fisiologia e bioquimica e, esta auséncia representa
uma das razdes para a falta de estratégias mais efetivas do uso sustentado dessas especies.

Nesse estudo, 0s mecanismos adaptativos de P. altsonii, mediante o estudo de aspectos
eco e morfofisiologicos, foram consistentemente investigados para verificar de forma
sistematica a autoecologia da espécie com vista de projetos de restauracdo e recuperacdo de
areas degradadas, além, do aproveitamento e o controle de producdo de moléculas bioativas
com potencial farmacoldgico e/ou industrial. Para tanto, esta tese foi dividida em trés
capitulos, para efeito didatico:

Capitulo I: Estudos morfoanatomicos de plantas P. altsonii Sandwith;

Capitulo 1l: Caracteristicas ecofisiologicas em plantas jovens e adultas de P. altsonii
Sandwith;

Capitulo 1ll: Variabilidade quimica e atividade antifungica dos metabdlitos
secundarios do 6leo de ambar resina de Protium altsonii;

A partir de estudos interdisciplinares envolvendo P. altsonii espera-se que recursos
naturais de potencial pouco explorado, como o dessa espécie, possam contribuir para agregar
produtos e processos de importancia para as industrias de base tecnoldgica, agroquimica e de

cosméticos. Foram elaboradas hipoteses que sustentam esses artigos:

HIPOTESES

1) As respostas ecofisioldgicas e morfo-anatbmicas sao diferenciadas quanto ao estadio
de desenvolvimento e crescimento das plantas de Protium altsonii Sandwith;

2) As caracteristicas anatdbmicas das folhas e madeira podem sofrer diferencas celulares
em seu desenvolvimento durante seu crescimento;

3) Os fatores bioticos e abidticos podem modificar as repostas ecofisiologicas, a morfo-
anatomia e a bioquimica das plantas;

4) O 6bleo-resina exsudado de P. altsonii apresenta atividade antifungica;

5) As estruturas secretoras seréo registradas durante o desenvolvimento e crescimento da
planta;

6) A partir das avaliagfes da qualidade e quantidade obtidas no 6leo-resina sera possivel
mapear quais estruturas quimicas estdo presentes nas plantas de breus, além de
identificar, quantificar e isolar espécies para diversas atividades farmacologicas

registradas para esse género.
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OBJETIVOS
Objetivo geral

Investigar as caracteristicas ecofisiologicas, morfo-anatbmicas e a atividade

antifngica de Protium altsonii Sandwith, realizando um estudo da semente até a fase adulta.

Objetivos especificos

Descrever os caracteres morfologicos de frutos, sementes e plantulas, e contribuir com
informacdes sobre a germinacdo de P. altsonii Sandwith até o crescimento inicial de
plantulas;

e Caracterizacdo morfo- anatbmica das folhas jovens e adultas;

e Caracterizagdo morfo- anatbmica das estruturas secretoras presentes no tronco;

e Determinar os efeitos de ambiente de luz no crescimento, acimulo de biomassa, e as
respostas e estratégias da planta quanto a captacgdo e utilizacdo da energia luminosa de
plantas jovens de P. altsonii sobdiferentes condicdes de irradiancia;

e Identificagdo dos constituintes quimicos encontrados no Oleo-resina presentes no

tronco;

e Analisar a atividade do 0leo-resina nos ensaios de atividade antifingica.
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Capitulo 1

Estudo morfoanatomico de Protium altsonii Sandwith

*Capitulo transformado em artigo de acordo com normas da revista Acta Botanica Brasilica.



30

Estudo morfoanatomico de plantas de Protium altsonii Sandwith

RESUMO

Protium Burm.f. destaca-se pela diversidade de espécies na Amaz6nia, contudo, pouco se
conhece a respeito da morfologia, anatomia e propagacéo sexuada dessas espécies. O presente
trabalho teve como objetivo descrever os caracteres morfologicos de frutos, sementes e
plantulas, além de caracterizar a anatomia de folhas e tronco de P. altsonii Sandwith. Os
frutos, folhas e madeira foram coletados na Reserva de Desenvolvimento Sustentivel do Rio
Iratapuru- RDS, no municipio de Laranjal do Jari, Amapa. Foram realizados cortes
transversais e longitudinais em micrétomo rotativo. Os frutos sdo globosos a ovoides, com
apice levemente agudo e estipitado curto, apresentam um e, mais raramente, dois pirénios por
frutos. As sementes sdo exalbuminosas, com dorméncia tegumentar, imaturidade embrionéria
e presenca de sustancias fendlicas. Adicionalmente, apresentam baixo percentual germinativo,
sendo hipdgea, criptocodiledonar, com sistema radicular axial. A semente madura de P.
altsonii, em corte transversal, na regido abaxial, é formada por revestimento do envoltério
seminal com células colapsadas e com parénquima cotiledonar carnoso com cavidades
secretoras e presenca de 6leo. Em sub-bosque, as folhas das plantas jovens com dois anos e
seis meses sdo compostas, imparipenadas podem apresentar 6 até 11 pares de foliolos, com
7,8 +£12,3x3,0+5,4cm, peciolo 1,2 + 4,6 cm de comprimento, levemente canaliculado, com
lenticelas, cilindrico, tricomas finos, simples, diminutos e eretos, esparsos; pecidlulo delicado,
0,7 £ 1,7 cm de comprimento, cilindrico, com tricomas simples e eretos, esparsos. As folhas
adultas sdo compostas, imparipenadas podem apresentar seis ou mais pares de foliolos por
galho, com 17, 8 + 22,3 x 10,0 + 21,1 cm, peciolo 2,2 + 5,6 cm de comprimento, cilindrico,
levemente canaliculado, com lenticelas, tricomas finos, simples, diminutos e eretos, densos a
esparsos; peciblulo delicado, 1,0 £ 2,7 cm de comprimento, cilindrico, com tricomas simples e
eretos, densos a esparsos, pulvinulo inconspicuo, as vezes evidente; foliolo 10,5 +4,6 x 14,5 +
5,0 cm, com 17 a 21 foliolos, eliptico, apice acuminado, base assimétrica a aguda. Em corte
transversal da nervura central na regido do terco inferior das folhas jovens de sombra, as
epidermes apresentam cuticula fina, parede anticlinal e periclinal com deposito de lignina e
sustancias fendlicas, com células heterodiamétricas. O mesofilo da folha adulta, em corte

transversal é dorsiventral, onde o parénquima palicadico é formado por camada Unica de
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células longas, largas com paredes espessas e presenca de cloroplastos, entre suas células
observam-se pequenos meatos; ja o parénquima lacunoso apresenta diferentes formatos
celulares com lacunas e canais nas nervuras secundarias e terciarias. Em corte transversal da
madeira numerosos vasos solitarios e multiplos; pequenos a médios; elementos vasculares
com placa de perfuracdo simples. Presenca de vasos constituidos por elementos vasculares
curtos. Fibras libriformes, septada finas, de muito curtas a curtas. Parénquima axial difuso (3
a 5 células por parénquima) e presenca de contetdo lipidico nas células do raio. A estrutura
morfologica da espécie Protium altsonii é essencial para assegurar a sobrevivéncia das
plantulas em campo. Suas caracteristicas morfoldgicas do fruto, semente e foliares, além da
sua anatomia permitem dizer que essa espécie apresenta estratégia ecologia como plasticidade
fenotipica. A eficiéncia da germinacdo em campo dessas espécies pode ter sido em funcdo da
liberacdo da cumarina presente nos cotilédones, a medida que o solo é lavado pela chuva
durante o periodo de maior precipitagdo. J& em condi¢des controladas a presencga de cumarina

inibiu a germinacao.

Palavras-chave: Protium, Anatomia, RDS Iratapuru, Burseraceae.
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Introducéo

O conhecimento da morfologia de espécies nativas é de grande importancia para o
entendimento de sua autoecologia, bem como do seu comportamento e distribuicdo nos
diferentes ecossistemas (Cosmo et al. 2010). A morfologia de frutos e sementes normalmente
mostra pequena plasticidade fenotipica e €, portanto, de grande importancia taxondémica (Silva
& Costa 2014; Heneidak & Khalik 2015). Estudos morfolégicos e anatdmicos de sementes e
plantulas sdo importantes para facilitar pesquisas sobre o banco de sementes do solo, bem
como para auxiliar na identificacdo de espécies em estudos de regeneracdo natural de areas
degradadas e comunidades florestais em geral (Aradjo Neto et al. 2002; Silva & Costa 2014;
Alves et al. 2014).

Protium Burm.f. destaca-se pela diversidade de espécies, com muitas adaptadas aos
mais variados terrenos e solos, tornando-as altamente importante, principalmente em
ambientes heterogéneos. Geralmente, se torna um grupo de dificil identificagdo botanica no
nivel de espécies, sendo diversas delas frequentemente reclassificadas, uma vez que foram
descritas com base em caracteres taxondmicos ndo confidveis (Daly 1987, 1992; Daly & Fine
2011). Adicionalmente, as espécies pertencentes a este género apresentam ampla distribuicao
e grande historico de uso, podendo ser encontradas em quase todo o estado do Amapa
(registro HAMAB), sendo a Amazbnia o centro primario de dispersdo (Daly 1992; Daly
2015).

A espécie P. altsonii Sandwith tem representantes de importancia econémica no estado
do Amapa, denominados de “breu branco”, que exsuda uma resina branca, volatil, de odor
almiscarado usado pela comunidade de S&o Francisco (RDS), através da Cooperativa mista de

produtores e extrativistas do Rio Iratapuru- COMARU para calefacdo de embarcagdes, como
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repelente, além de abastecer a empresa Natura Inovacdo Tecnoldgica com 80 toneladas de
pedras de bréus/ano, o que representa um importante insumo para industria de perfumaria e
fonte de renda para a comunidade (Tostes et al. in press). P. altsonii é confundida com outras
espécies do préprio género e com outras espéecies de outros géneros da familia Burseraceae,
como Tetragastris Gaertn. e Trattinnickia, Willd. onde todos sdo chamados de ‘“breus
amazoOnicos”, com caracteristicas vegetativas semelhantes, marcada por diversas sinonimias e
pelo uso de caracteres taxondmicos pouco relevantes, ja que todas exsudam resinas de seus
troncos (Daly 2015).

Estudos a respeito da morfologia do sistema vegetativo e reprodutivo de espécies de
Protium ainda sdo escassos e incipientes (Melo et al. 2007). E importante salientar que a
combinacdo de caracteristicas da semente e da planta jovem, pode fornecer numerosos
indicios para a identificacdo das espécies no campo ou em amostras de sementes (Silva et al.
2009; Cosmo et al. 2009).

As informacbes sobre as caracteristicas da germinacdo de espécies florestais
representam a base da silvicultura e do manejo sustentado. Isso porque, 0s estudos
morfologicos de sementes permitem a determinacdo das espécies existentes nos bancos de
sementes do solo e a identificacdo de espécies florestais na fase jovem, contribuindo para a
compreensdo da regeneracdo natural e sucessdo em ecossistemas florestais (Silva & Costa
2014).

O presente trabalho teve como objetivo descrever os caracteres morfolégicos de frutos,
sementes, plantulas, folhas e tronco, e fornecer informacdes sobre a germinacéo de P. altsonii

Sandwith até o crescimento inicial das plantas.

Material e métodos

Area de estudo
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Os frutos foram coletados no periodo de janeiro a abril de 2012, na regido da Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel do Rio Iratapuru- RDS, no municipio de Laranjal do Jari (00°
20’ 00’ a 00° 30’ 00’ de latitude Sul e 52° 30° 00°” a 52° 34’ 00’* de longitude Oeste de
Greenwich). A area estudada da RDS foi o complexo Serra Anani/Manoel Preto, distante
nove Km da vila de Sdo Francisco em percurso fluvial e terrestre com altitudes entre 200 e
300 metros. A regido estd sob o dominio do Escudo Guianense, constituido por rochas
cristalinas do Pré-Cambriano, e a borda norte da Bacia do Amazonas, composta por rochas
sedimentares paleozdicas. O relevo apresenta-se dissecado, muitas vezes sob a forma de
colinas. A floresta é densa de terra firme, com predominio de latossolos arenosos a argilosos,
bastante intemperizados. A rede hidrografica € constituida pela bacia do Rio Iratapuru,
afluente da margem esquerda do Rio Jari, que se caracteriza por ser um rio de planalto
(Rabelo, 2008). O clima é tropical com temperatura média de 27,5 °C e indice pluviométrico

médio de 2.158,8 mm (Sobrinho et al. 2012).

Procedéncia do material

Foram utilizadas cinco matrizes porta semente, onde 200 frutos de cada matriz (1000
frutos) foram coletados e, posteriormente, conduzidos ao Laboratério de Sementes (IEPA).
Parcelas 5 m x 5 m foram instaladas nas cinco matrizes para 0 acompanhamento da
germinacdo e desenvolvimento das sementes que cairem e germiarem até plantula, sendo
registrado seu desenvolvimento. Foi realizado o acompahamento da frutificacdo e floracdo de
P. altsonii durante esse periodo de coleta.

Todos os individuos férteis coletados de Protium foram identificados pelo especialista
em Burseraceae, Dr. Douglas Daly do New York Botanical Garden- USA e incorporados no
Herbario HAMAB do Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnologicas do Estado do Amapa-

IEPA, sobnimero 510, 511, 512 e 513.
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Estudos morfologicos

Para descrever e ilustrar, morfologicamente, 1000 frutos e sementes foi utilizado. As
observacdes morfométricas foram realizadas no Laboratério de Fisiologia e Bioquimicas
Vegetal do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia- INPA, com lupa de mesa
estereoscopica e a vista desarmada, anotando-se as medidas de comprimento, largura e
espessura, com auxilio de um paquimetro digital, expressas em milimetros. Para a descricdo
dos frutos foram observados detalhes externos e internos do pericarpo, referentes a textura,
consisténcia, cor, pilosidade, brilho, forma, nimero de sementes por fruto e deiscéncia.

Para as sementes foram realizados cortes transversais e longitudinais com auxilio de
laminas de bisturi em 100 unidades, visando analisar as seguintes variaveis: externas -
dimens0es, cor, textura, consisténcia, forma e posicdo do hilo e da micropila; internas -
presenca ou auséncia de endosperma, tipo, forma, cor, posicdo dos cotilédones, - eixo
hipocétilo-radicula e disposicdo da plumula em relacdo a semente. A coloracdo atribuida a
qualquer descricao foi seguida pelo Guia de Propagulos e Plantulas da Amazonia (2004).

Apdbs a morfometria dos frutos e sementes, as mesmas foram beneficiadas manualmente

por maceracdo ou debulhamento até a completa remocao do mesocarpo.

Germinacao

Para o acompanhamento da germinacdo foram utilizadas 500 sementes e, ap0s assepsia
em hipoclorito de sédio a 20% da solu¢do comercial durante 15 minutos, foram distribuidas
em bandejas plasticas contendo vermiculita e cobertas com papel filtro umedecidas, sendo
mantidas em cédmara de germinagdo- marca Eletrolab, com lampadas fluorescentes de luz
branca fria; fluxo luminoso de 70 PAR; fotoperiodo de 12:12 h e temperatura de 25 °C. A

germinacao foi separada por lote representando cada matriz porta semente.
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Considerou-se germinacdo o periodo compreendido desde a emissdo da radicula até a
emergéncia do epicoétilo. Posteriormente, as plantulas foram transferidas para sacos de
polietileno contendo terra, sendo mantida em casa de vegetacdo a sombra e regadas
diariamente. Observacdes diarias foram efetuadas, registrando todo o desenvolvimento das
plantulas.

As plantulas mais vigorosas em casa de vegetacdo foram utilizadas para a descri¢éo
morfologica. Considerou-se plantula a fase em que os eofilos (as primeiras estruturas
laminares) apresentavam-se totalmente formados (Melo et al. 2007). Os elementos
vegetativos descritos e ilustrados foram: forma, cor e superficie da raiz (principal e
secundaria), do coleto e do edfilo, sendo acrescentado a esse ultimo a filotaxia, peciolo e
gemas. Apds 12 meses de observacao e descricdo das plantulas em campo, 500 mudas (100
por porta semente) foram coletadas na RDS Iratapuru- AP e conduzidas ao Laboratério de

Fisiologia e Bioquimica Vegetal do INPA para a realizacdo dos estudos ecofisiolégicos.

Estudos morfo-anatémicos

Utilizou-se 10 sementes maduras e sete individuos com folhas maduras e jovens
(retirando um galho com cinco ramos com 10 foliolos) de P. altsonii, fixados durante 48
horas em F.A.A (70 %) e armazenados em alcool 70%, sendo desidratadas em série etandlica
crescente até sua infiltracdo em historresina (Johansen 1940). Os cortes foram transversais e
longitudinais em micrétomo rotativo, corados em azul de toluidina e safranina e montados em
glicerina (Gerlach 1977) para observacéo e fotodocumentacéo.

Durante os testes germinativos foram retirados 10 sementes que ndo alcangaram esse
processo para registros anatémicos.

Para coleta de madeira do tronco, a aproximadamente 1,5 m do solo foram usadas arco

de serra para fazer dois cortes paralelos transversais ao tronco, e formao para quebrar a
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madeira radialmente entre os dois cortes. Os cortes atingiram o cerne, pois é o tecido
convencionalmente usado para os estudos anatdmicos da madeira (International Association
of Wood Anatomists - IAWA Committee, 1989).

Cada amostra de madeira recebeu a numeracdo da planta de que foi retirada. Das
amostras obtiveram- se corpos de prova com aproximadamente 1,5 cm de lados polidos com
navalha nos planos anatémicos usuais, o transversal e longitudinal radial e tangencial
(Hoadley 1990). Estes corpos de prova foram saturados e submetidos a fervura, em uma
solucdo de agua e glicerina, a proporcdo de 1:1, por aproximadamente duas horas, para
amolecimento. Posteriormente, foram obtidos cortes micrométricos com auxilio de um
micrétomo de deslize, de 15 a 20 um de espessura. Esses cortes foram divididos em dois
grupos, um deles submetidos a clarificacdo e coloracéo e o outro, natural para observacéo de
incluses celulares e testes histoquimicos com a solucdo de Sudam IV (Jensen 1962).

Os cortes foram clarificados em hipoclorito de sédio 5%; em seguida, foram imersos em
série alcodlica: etanol 50%, coloracdo com safranina hidroalcoodlica, etanol 70%, etanol
absoluto, etanol acetato 1:1 e acetato. Apds a coloracdo e desidratacdo, os cortes foram
montados em lamina e laminula em resina permount (Johansen 1940). Observacdes e
fotodocumetacdo foram realizadas em microscopio Leika acoplado a computador com camera
digital.

Para a verificacdo da natureza quimica das paredes e de outros componentes celulares,
seccOes de material fresco foram cortadas a mao livre e tratadas com 0s seguintes corantes ou
reagentes: Sudan IV para paredes cutinizadas e/ou suberizadas e lipidios em geral (Jensen
1962); solugdo aquosa de vermelho de ruténio a 0,02%, para substancias peécticas e
mucilagem (Jensen 1962); reagente de lugol (iodeto de pétassio iodado) para amido (Johansen
1940); reagente de Dragendorff para alcaloides (Svendsen & Verpoorte 1993); solucdo

saturada de &cido picrico para proteinas (Johansen 1940); solucdo de cloreto férrico para
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compostos fendlicos e cumarina (Jensen 1962) e reagente de Nadi para terpenoides (David &
Carde 1964).

As observacdes e fotografias foram feitas com auxilio de maquina digital e
estereomicroscopio, para melhor visualizacdo das estruturas e indumento. A terminologia
empregada esta de acordo com os trabalhos de Lawrence (1951); Duke (1969); Radford et al.
(1974); Beltrati (1992); Oliveira (1993); Barroso et al. (1999) e Vidal & Vidal (2000). Todas
as ilustracdes foram realizadas por meio de observacbes em lupa estereoscopica e,

posteriormente, colocadas em nanquim.

Resultados

P. altsonii apresenta floracdo e frutificacdo supra anual em periodos de menor e maior
precipitacdo, respectivamente. Suas flores sdo diminutas, delicadas e amarelas, formando
inflorescéncia em panicula (Fig. 1A-B). Seus frutos sdo suculentos, perfumados e em forma
de filotrimidio com epicarpo abrindo- se em valvas (Fig. 1C).

Quanto a morfologia, os frutos sdo globosos a ovoides, de tamanho médio com
comprimento de 2,3 £ 2,9 cm; largura de 2,09 + 2,9 cm; espessura de 1,6+2,7 cm, com apice
levemente agudo e estipitado curto e peso de 2,1+8,2 g, podendo apresentar um, ou mais
raramente, dois pirénios por fruto (Fig. 1C).

Os frutos sdo deiscentes, apresentam coloracdo verde escuro tornando-se vermelho na
maturidade e se desenvolvem como inflorescéncia axilar em panicula (Fig. 1A-F). Apresenta
epicarpo levemente coriaceo, liso, normalmente com 2- 4 valvas, que sdo internamente
brancas aveludadas e reticuladas com peso médio de 0,6+ 3,8 g (Fig. 1E-F). O endocarpo é
marrom, lenhoso, resistente e indeiscente (Fig. 1G). O mesocarpo com pseudo-arilo branco é
carnoso, macio, adocicado, pesa em média 0,3+2,5 g €, envolve completamente a superficie do

pirénio (Fig. 1H). O pirénio é marrom- amarelado, com consisténcia firme, formato ovoide,



39

estreitando-se em um dos polos, apresenta dimensdes de 1,9+2,4 cm de comprimento; 1,7+ 2,1
cm de largura, 1,3 £ 1,7 cm de espessura e com peso meédio de 0,7 +2,3 g. A regido de ligacédo
funicular é caracterizada por mancha branca, com consisténcia e textura distintas do restante

do pirénio (Fig. 1D).

BELAS |5
asileirs

Figura 1. Estudos morfoldgicos de Protium altsonii Sandwith A. Ramo de inflorescéncia B. Detalhe das flores
mildas e amarelas C. Ramo de infrutescéncia D. Semente com cicatriz funicular (seta) E. Epicarpo reticulado
(seta) F. Frutos ovoides e imaturos G. Detalhe do endocarpo H. Detalhe de resquisio de mesocarpo no pirenio |I.

Detalhe dos cotilédones contortuplicados (setas).

As sementes de P. altsonii sdo exalbuminosas, dormentes (provavelmente devido a
resisténcia do endocarpo), com imaturidade embrionéria, presenca de sustancias fenolicas e,
apresentam taxa de germinagdo muito baixa (2,4 %). Adicionalmente, das sementes que nao

germinaram (97,6%), 20% encontravam-se apenas com o tegumento e 77,6% somente com 0s
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cotilédones. (12) germinaram e chegaram a fase de plantulas. E importante ressaltar que, as
sementes observadas em campo apresentaram desenvolvimento similar as estudadas em
laboratdrio. Contudo, a taxa de germinacdo é mais eficiente em campo, uma vez que, das
5000 sementes observadas em campo, 81,62 % germinaram. Outras sofreram ataque de
herbivoria (7,26 %) ou simplesmente ndo geminaram (11,12 %).

P. altsonii apresenta estratégias ecoldgicas em campo, onde seus frutos amadurecem e
suas sementes germinam no periodo de maior precipitacdo. Seu pseudo arilo é responsavel em
manter a semente hidratada até sua remocao por passaros que se alimentam dessa massa
suculenta e adocicada. Apesar de suas sementes serem recalcitrantes, a mesma consegue
estabelecer essa estratégia conservativa no ambiente. Uma vez rompida, a emergéncia da
parte aérea ocorre em trés semanas e a formacdo de plantulas apds quatro semanas. O
epicotilo se alonga posteriormente a protusdo da radicula e as duas primeiras folhas se
expandem. Os foliolos e o caule, quando feridos, exalam um odor agradavel de balsamo,
devido a exsudacdo de resina, caracteristica marcante da familia.

No que diz respeito a morfologia da germinacao, pode-se inferir que é o tipo hipdgea,
criptocodiledonar, com emissao do eixo hipocétilo-radicula ocorrendo ap6s o rompimento do
apice do pirénio, apds 12 dias de semeadura. O eixo hipocétilo-radicula € do tipo hipdgeo,
cilindrico, curto, evidente, verde escuro e com, aproximadamente, 3 cm de comprimento (Fig.
2A). A protusdo da raiz priméaria ocorre em torno do 14 dias apds a semeadura e é
caracterizado por ser curta, cilindrica, com pélos absorventes diminutos, crescimento rapido,
de coloracdo creme e glabra, tornando-se espessa e castanha em direcdo ao apice a medida
que se desenvolve (Fig. 2B). No apice localiza-se a coifa de coloracdo branca (Fig. 2C). As
raizes sdo curtas, esparsas, delgadas e ramificadas (Fig. 2B-C). Apresenta cotilédones

persistentes, com coloracédo castanha clara (Fig. 2).
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Apoés trés dias da emissdo do eixo hipocotilo-radicula ocorreu a projecdo do epicotilo,
possuindo, com, aproximadamente 0,3 cm de comprimento e coloracdo verde, tornando-se
espesso e castanho escuro durante o seu desenvolvimento. O coleto é inconspicuo e 0s

primeiros eofilos foram emitidos em cerca de trés dias (Fig. 2C).

"03'El|,e Jes:

Figura 2. Estadios da germinag&o até o desenvolvimento de plantula de Protium altsonii Sandwith A. Semente
com ruptura do tegumento (tg) e protrusdo do eixo hipocétilo-radicular (hpr) B. Desenvolvimento da raiz
primaria (rp) C. Formacdo do epicotilo (e) primeiros eofilos (ef), pélos absorventes (pab) D. Elongagdo do
epicotilo (e), formagdo dos foliolos (fo), crescimento das raizes secundarias (rs); plantula criptocodiledonar com

12 meses.

Quanto a morfologia da plantula, P. altsonii chega a essa fase cerca de 30 dias ap6s a

semeadura. Apresenta sistema radicular axial; raiz priméria cilindrica, amarelada a castanha;
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raizes secundarias cilindricas; delgadas, amareladas, distribuidas irregularmente ao logo da
raiz primaria. O hipocotilo é reduzido e dilatado com, aproximadamente, 0,2 cm de
comprimento, amarelado e glabro. O eixo do epicétilo é cilindrico, ereto, logo em relagcdo ao
hipocdtilo, com cerca de 6,5 cm de comprimento, sub-lenhoso, verde- claro a amarelo,
pubescente. Apresentam dois edfilos simples, unifolialados, opostos, membranaceos, foliolos
oval-eliptico, verdes, opacos, apice acuminado, base obtusa a arredondada, margem inteira,
levemente serreada no apice, glabro na face adaxial; e puberulento na face abaxial. Peciolo
foliar delgado, ca. 0,1cm de comprimento, pubescente, peciolulo curto ca. de 0,1 cm (Fig. 2
C-D). Nesse estadio de desenvolvimento ja sdo consideradas plantas jovens com 12 meses.

Apds 12 meses da semeadura muitas plantas jovens ainda se encontram com seus
cotilédones, tanto nas observacdes dos ensaios em casa de vegetacdo, quanto em campo (Fig.
2D). Adicionalmente, P. altsonii forma um banco de plantas jovens em ambientes
sombreados com alto indice de sobrevivéncia, com altura em torno de 5 a 8,5cm de
comprimento e 2 a 2,8cm de didmetro, com a presenca de 3 a 4 foliolos completamente
expandidos (Fig. 2).

Nas plantas jovens, as primeiras folhas (3 £+ 6 cm) sdo compostas, inicialmente
trifolioladas (Fig. 2D), imparipinadas, opostas e exalam odor balsamico. Apresentam peciolo
curto, verde (0,3 a 0,6cm), pulvino (ca. 0,1cm), pecidlulo (ca. 0,3cm), pulvinulo (ca. 0,1cm).
Os foliolos (ca. 3cm), sdo elipticos a levemente ovados, verdes brilhantes. A lamina foliar é
verde e lisa em ambas as fases; com a base arredondada e apice agudo a acuminado; margem
inteira, porém crenada no apice; venacdo pinada; venacdo secundaria broquidédroma (Fig.
2D). As proximas folhas apresentam algumas caracteristicas morfoldgicas similares as
descritas para as primeiras folhas, exceto para o peciolo (3+ 5 cm) e foliolos em nimero de 5
a7 (3 x10 cm) (Fig. 3). O caule é lenhoso, marrom e, quando feridos exalam um odor

balsamico, suas raizes séo bastante ramificadas (Fig. 3D).
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Morfologia foliar

Nas condicBes naturais, os individuos de P. altsonii apresentam copa frondosa com
perda foliar no periodo de menor precipitacdo. Ocupam posicdo no estrato da floresta de
dossel ou subdossel, formando populacdes agregadas a medida que ocorrem elevacdes
topograficas. As diferentes espécies de Protium que foram registradas na area da RDS
dividem espacos com espécies com grande valor econémico como Castanha-do-Brasil
(Bertholletia excelsa), Copaiba (Copaifera sp.), Angelim (Diniza excelsa), Cumaru (Dipteryx
odorata), dentre outras.

Em sub-bosque, as folhas das plantas jovens com dois anos e seis meses Sao
compostas, imparipenadas podem apresentar 6 até 11 pares de foliolos, com 7,8 + 12,3 x 3,0 £
5,4 cm, peciolo 1,2 + 4,6 cm de comprimento, levemente canaliculado, com lenticelas,
cilindrico, tricomas finos, simples, diminutos e eretos, esparsos; peciolulo delicado, 0,7 + 1,7
cm de comprimento, cilindrico, com tricomas simples e eretos, esparsos (Fig. 3A-B),
pulvinulo inconspicuo; foliolo 2,5 + 4,6 x 5,5 + 7,0 cm, com 13 a 19 foliolos, eliptico, apice
acuminado, base assimétrica a aguda (Fig. 3C-D), apice do foliolo com a borda inteira,
membranéaceo, glabro na face superior, puberulento na inferior; nervura principal proeminente
em ambas as faces com tricomas finos, densos a esparsos na face inferior; venagéo

broquidédroma (Fig.3E ).
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Figura 3. Estadios sucessivos do desenvolvimento de plantas jovens de Protium altsonii Sandwith A. Plantas
com 24 meses em casa de vegetagdo B. Folhas compostas, imparipinadas C. Arquitetura foliar D. Crescimento

das raizes E. Folhas em diferentes estadios de desenvolvimento.

As folhas adultas sdo compostas, imparipenadas podem apresentar seis ou mais pares
de foliolos por galho, com 17,8 + 22,3 x 10,0 + 21,1 cm, peciolo 2,2 + 56 cm de
comprimento, cilindrico, levemente canaliculado, com lenticelas, tricomas finos, simples,
diminutos e eretos, densos a esparsos; pecidlulo delicado, 1,0 + 2,7 cm de comprimento,
cilindrico, com tricomas simples e eretos, densos a esparsos (Fig. 4A-B), pulvinulo
inconspicuo, as vezes evidente; foliolo 10,5 + 4,6 x 14,5 + 5,0 cm, com 17 a 21 foliolos,
eliptico, apice acuminado, base assimétrica a aguda (Fig. 4D), apice do foliolo com a borda

levemente serreada, membranaceo, glabro na face superior, puberulento na inferior; nervura
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principal proeminente em ambas as faces com tricomas finos, densos a esparsos na face

inferior; venagdo broquidédroma (Fig. 4C-D).

Figura 4. Folhas adultas de Protium altsonii Sandwith A. Ramo com cinco pares de foliolos B. Pulvinulo
inconspicuo (seta vermelha) e lenticelas (seta branca) C. Folhas compostas, imparipinadas D. Foliolo eliptico

com 4pice acuminado.

Anatomia da semente

A semente de P. altsonii, apds corte transversal na regido abaxial, é formada por

revestimento do envoltério seminal com células colapsadas, parénguima cotiledonar carnoso
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com cavidades secretoras e outras sustancias. Na regido adaxial da epiderme, em corte
transversal, as células sdo justaposta e achatadas entre os dois cotilédones (Fig. 5D).

Os cotilédones em seccdo longitudinal sdo contortuplicados (Fig. 51) e apresentam

reservas de células com mucilagem, oleo, lipidios, proteinas e sustancias fendlicas, como
cumarina e taninos, encontrados nos testes histoquimicos da espécie estudada (Fig. 5A-D).
As sementes apresentam uma camada reduzida de endosperma, com células com paredes finas
(Fig. 5A). Adicionalmente, a presenca de Oleo ocorre em cavidades especializadas
distribuidas por todo o parénquima cotiledonar, formada por células epiteliais (Fig. 5 A-C),
além de células secretoras individuais com conteudo de Oleo, mucilagem, terpenos e
sustancias fendlicas (Fig. 5B-D).

Durante os cortes anatdmicos foram encontrados cotilédones volumosos ocupando
quase toda a semente. Das 488 sementes que ndo germinaram em laboratério, 10 foram
avaliadas em cortes transversais e, em apenas 20% foi registrada a presenca de eixo
embrionario (Fig. 5A). Dos registros em campo, a maioria apresentou eixo embrionario
(81,62 %) e das que ndo germiaram (11,12 %) a presenca de cumarina no parénquima
cotiledonar era evidente (Fig. 5D). Porém, a medida que os cortes eram realizados no tecido

com o passar do tempo observa-se que a cumarina desaparecia.
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Figura 5. Estudos anatdmicos da semente de Protium altsonii Sandwith A. Corte transversal, evidenciando o

envoltdrio seminal, células parenquimaticas dos cotilédones cheios de contelido de mucilagem e compostos
fendlicos B. Detalhe na seta da camada de endosperma reduzido e células com 6leo (estrela) C. Corte transversal
da cavidade secretora com células epiteliais, e goticulas de 6leo (estrela) D. Corte transversal da regido adaxial,

separando os dois cotilédones (seta), presenga de cumarina.

Anatomia foliar

Em corte transversal da nervura central na regido do terco inferior das folhas jovens de
sombra, as epidermes apresentam cuticula fina, parede anticlinal e periclinal com deposito de
lignina e sustancias fendlicas, com células heterodiamétricas (Fig. 6A-B). Apresenta

colénquima lamelar adjacente as epidermes de 2 a 3 fileiras de células desorganizadas, com
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espessamento tangencial nas paredes das células e pequenos espacos intercelulares (Fig. 6B-
C). Tricomas secretores estdo localizados na epiderme abaxial, onde encontramos do tipo
pluricelular e glandular (Fig. 6B).

O feixe vascular é continuo, onde o xilema e floema ainda estdo em desenvolvimento.
Sendo, intercalados por canais secretores de 6leo localizados entre os floemas (Fig. 6B). Logo
acima uma faixa continua de esclerénquima circundando os canais e o conjunto de feixes (Fig.
6C). Os dois canais que estdo proximo as epidermes ainda esta em formacdo (Fig. 6A).
Presenca de terpenos e alcaloides em todo tecido.

O mesofilo, em corte transversal é dorsiventral, onde o parénquima palicadico é
formado por duas camadas de células curtas, estreitas, com paredes finas; ja o paréngquima
lacunoso apresenta diferentes formatos celulares com pequenas lacunas e canais em formagéo

nas nervuras secundarias e terciarias (Fig. 6B).
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Figura 6. Anatomia de folhas jovens de Protium altsonii Sandwith A. Corte transversal da nervura central B.
Detalhe dos diferentes tricomas na epiderme adaxial (ep ad) e diversos canais secretores C. Detalhe da epiderme
abaxial com sustancias fendlicas (seta vermelha), colénquima (col) e faixas de esclerénquima (seta preta) D.

Detalhe do parénquima palicadico (pp), lacunoso (pl) com canais (c ) e estbmatos (e) na epiderme abaxial .

A anatomia em folhas adultas de sol, em corte transversal da nervura central na regido
do terco inferior, as epidermes apresentam a cuticula espessada, parede anticlinal e periclinal
com deposito de lignina, epiderme com células heterodiamétricas. Apresenta um colénquima
lamelar adjacente as epidermes de 4 a 6 fileiras de células desorganizadas, com espessamento
tangencial nas paredes das células (Fig. 7A). Nao foram observados tricomas nas epidermes.

O feixe vascular é continuo, onde o xilema e floema estdo intercalados por canais
secretores de Oleo localizados entre os floemas (Figura 7A-C). Logo acima uma faixa
continua de esclerénquima circundando os canais e o conjunto de feixes (Figura 7A). De
acordo com o expansédo do tecido foliar ocorrem a formacdo de novos canais (Figura 6A).
Presenca de terpenos e alcaloides.

O mesofilo, em corte transversal é dorsiventral, onde o parénquima palicadico é
formado por camada Unica de células longas, largas com paredes espessas e presenca de
cloroplastos, entre suas células observam-se pequenos meatos; ja o0 parénquima lacunoso
apresenta diferentes formatos celulares com lacunas e canais nas nervuras secundarias e

terciarias (Figura 7B-D).
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Figura 7. Anatomia de folhas adultas de Protium altsonii Sandwith A. Corte transversal da nervura central B.
Detalhe do parénquima palicadico com meatos (pp), lacunoso (pl) C. Detalhe do canal secretor e colénquima

(col) D. Estdbmatos (e) na epiderme abaxial.

Anatomia da madeira

A casca, em corte longitudinal apresenta numerosas células heterodiamétricas, com
canais secretores e células com conteudo. Em testes histoquimicos presenca de lipidios,
mucilagem, 6leo e substancias fenolicas (Figura 8F). Em corte transversal da madeira
numerosos vasos solitarios e maltiplos; pequenos a médios (Figura 8A); elementos vasculares
com placa de perfuracdo simples (Figura 8D). Presenca de vasos constituidos por elementos
vasculares curtos (Figura 8D). Fibras libriformes, septada finas, de muito curtas a curtas

(Figura 8A). Parénquima axial difuso (3 a 5 células por parénquima) e presenga de contetdo
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lipidico nas células do raio (Figura 8B). Parénquima radial heterogéneo, em corte longitudinal
radial formado por células procumbentes com uma fila de células marginais quadradas ou
eretas dos raios. Presenca numerosa de conteudo fendlico nessas células (Figura 8C). Em
corte longitudinal tangencial, as células podem ser unisseriados a bisseriados, com
predominancia de bisseriados. As porcdes unisseriadas sdo altas, heterocelular (Figura 8D).
Presenca de canais intercelulares simples secretando 6leo, em corte longitudinal tangencial
(Figura 8E) e cristais prismaticos dentro das células quadradas ou eretas dos raios, em corte

longitudinal radial (Figura 8D). Qualquer corte que ocorra na arvore em qualquer local e

altura promove o extravasamento do 6leo resina.

Figura 8. Caracteristicas anatdmicas gerais da madeira de Protium altsonii Sandwith. A. Vista geral do corte

transversal, com numerosos vasos solitarios e multiplos (seta). Ndo ha evidéncia de camada de crescimento B.
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Detalhe de uma regido corte transversal, parénquima axial difuso (seta azul), células do raio apresentado
contetido lipidico (setas pretas) C. Detalhe do corte longitudinal radial, os raios formados por células
procumbentes envoltas por camadas de células quadradas ou eretas com contetdo lipidico e cristais prismaticos
(setas) D. Corte longitudinal tangencial, com raios unisseriados e bisseriados, detalhe na seta de células
prismaticas E. Detalhe do corte longitudinal tangencial, com canal intercelular simples, no detalhe secrecéo de

6leo F. Corte longitudinal da casca, com canais secretores (setas) com contetdo lipidico.

Discussao

Durante o desenvolvimento morfoldgico ndo ha sincronia entre o fruto e o embrido, ou
seja, quando os frutos estdo maduros, os embrides ainda se encontram na fase rudimentar no
momento da dispersdo. Nesse sentido, sugere-se que um dos fatores que influenciaram o
processo germinativo, seja devido a imaturidade embrionéaria, além da presenca de substancias
fendlicas (Daly 1989). Assim como para a P. altsonii, as espécies P. spruceanum (Benth.)
Engl., P. aracouchini (Aubl.) e P. pilosissimum Engl. apresentam taxa de germinagéo baixa,
em torno de 10% (Melo et al. 2007). Apds a fertilizacdo, o fruto e o pirénio desenvolvem-se
mais rapido que a semente, alcancando seu tamanho maximo bem antes do embrido expandir-
se e ocupar a cavidade interna do pirénio (Daly 1989).

Em estudo envolvendo a espécie P. widgrenii Engler. observou-se em torno de 70 %
de sementes mal formadas, tendo comportamento tipico recalcitrante, pois tiveram seu
percentual de germinagédo reduzidos com a dessecagdo (Seiffert et al. 2006). Adicionalmente,
sementes recalcitrantes apresentam alta suscetibilidade a perda de &agua, o que faz com que
seja necessario 0 armazenamento com alto grau de umidade (Vidal & Vidal 2000). Em P.
altsonii, suas sementes também apresentam comportamento recalcitrante, com taxa de

germinacao baixa.
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Diferentes interpretacdes morfoldgicas sdo atribuidas aos frutos desse género, como
drupas, drupaceos, filotrimidio e nuculénios (Roosmalen 1985; Daly 1987; Beltrati 1992;
Spjut 1994; Barroso et al. 1999; Melo et al. 2007). Os caracteres morfologicos mais
relevantes para a delimitacdo de algumas espécies de Protium foram encontrados,
principalmente, na coloragdo, forma e superficie do fruto (Melo et al. 2007). O tamanho, a
forma e o tipo de deiscéncia dos frutos sdo caracteristicas imprescindiveis para sua
classificacdo (Barroso et al. 1999).

O desenvolvimento dos frutos resulta em uma variedade de mudancas fisiolégicas como
teor de agua, cor, consisténcia, odor, sabor e dimensdes fisicas (Dias et al. 2013). A descri¢éo
dos frutos, dentro de um contexto ecoldgico representa importante para a compreensdao da
biologia reprodutiva das espécies (Paoli & Bianconi 2008). Ademais, a biometria de frutos e
sementes, bem como o conhecimento da morfologia e desenvolvimento das plantulas é
fundamental para subsidiar estudos de germinacdo e producdo de mudas para recomposicdo
vegetal (Silva et al. 2014).

Diferentes opinides também ocorrem na definicdo de um termo adequado para a polpa
adocicada que envolve o pirénio, como ariloide ou pseudarilo (Daly 1987; Barroso et al.
1999; Beltrati 1992). O pirénio é uma estrutura que pode auxiliar tanto na identificacdo de
frutos, como também de plantulas, uma vez que, em geral, é persistente nessa fase do ciclo de
vida. Dentre os caracteres utilizados para a descricdo taxondmica destacam-se: forma,
coloracdo, presenca ou auséncia de tricomas, textura, consisténcia e espessura. Os pirénios em
Burseraceae sdo geralmente ovoides, com dapice agudo, de consisténcia cartilaginosa (P.
paniculatum variedade riedelianum) a éssea (P. subserratum), glabras ou pubescentes, com
superficie diferenciada em torno da cicatriz funicular, de diferentes formas e tamanho (Melo

et al. 2007).
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O género Protium apresenta ampla diversidade morfologica das sementes e do processo
germinativo, assim como a familia Burseraceae como um todo, onde os cotilédones podem ser
inteiros ou lobados e retos, contorduplicados ou dobrados no sentido vertical e/ou horizontal,
a germinacao pode ser hipogea ou epigea e cripto ou fanerocotiledonar; e tanto os eofilos
como os metafilos podem ser opostos ou alternos e simples, unifoliolados, trifoliolados ou
pinados, com margem inteira ou serrilhada (Duke 1969; VVogel 1983; Melo et al. 2007; Daly
2011).

O Comportamento morfologico e os diferentes tipos de germinacdo foram observados
em nove espécies de Protium, onde a maioria teve registro de dorméncia na germinacéo
(Melo et al. 2007). A maturidade dos frutos nem sempre € uma condicdo necessaria para
indicar que os embriGes estdo aptos para germinar, mas a integridade e o completo
desenvolvimento do embrido sdo fundamentais para a germinacao (Daly 2011).

Espécies com cotilédones carnosos sdo adaptadas a ambientes sombreados e formam
um banco de plantulas com indice mais alto de sobrevivéncia (Garwood 1996). A presenca de
cotilédones armazenadores e persistentes (que em alguns casos, permanecem nas plantulas
por quase um ano) deve suprir, em grande parte, as necessidades de recursos durante a fase de
plantula (Garwood 1996). O investimento em cotilédones de reserva pode assegurar a
sobrevivéncia das plantulas tolerantes a sombra até o surgimento de uma clareira, diminuindo
a possibilidade de dessecamento da plantula jovem (Dias et al. 2013; Alves et al. 2013).

Por meio da morfologia de plantulas é possivel reconhecer as peculiaridades de cada
taxon. O conjunto de caracteres com base na composicdo, margem e apice dos eofilos das
plantulas de Protium, além de muito importantes, servem como subsidio para o
reconhecimento das espécies em campo (Melo et al. 2007). Tais estruturas transitérias

permitem ampliar o conhecimento das estruturas essenciais da plantula ao logo do seu
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desenvolvimento e possibilitam a caracterizacdo da espécie, especialmente aquelas de
ecossistemas florestais (Gurgel et al. 2012).

Os metabolitos secundarios sdo compostos organicos que ndo estdo diretamente
associados ao crescimento, desenvolvimento e reproducdo desses organismos e, S0
frequentemente sintetizados como subprodutos do metabolismo de compostos primarios.
Esses metabdlitos secundarios exercem papel fundamental nas defesas contra herbivoros,
além de atuarem como inibidores da germinacdo (Castro et al. 2004).

A cumarina é um composto fendlico inibidor natural da germinacdo amplamente
conhecido e com grande espectro de ocorréncia, sendo também responsavel por afetar outros
processos fisioldgicos (Perez & Moraes 1991). Compostos fendlicos em vegetais,
principalmente taninos, tém reconhecidamente a funcéo de inibir herbivoros em frutos, folhas,
sementes ou demais tecidos jovens de plantas (Fahn 2000; Esau 2006).

No que diz respeito a morfologia das sementes do género Protium, em P.
unifoliolatum, as sementes sdo bitegumentadas e ha varias camadas tegumentares e o
endosperma encontra-se reduzido a uma Unica camada de células, corroborando com o
observado em P. altsonii (Corner 1976).

O embrido, geralmente, consiste de um eixo, hipocétilo-radicula, um ou mais
cotilédones e o primordio caulinar. Os primérdios de raiz e de caule podem ser apenas
meristemas apicais e, as vezes, hd uma raiz embrionaria (radicula) na extremidade inferior do
hipocétilo e um caule embrionéario, acima da insercdo dos cotilédones, o qual consiste de um
eixo com entrends ndo estendidos e um ou mais primdérdios foliares. Esta primeira gema
apical é comumente denominada plimula e sua parte caulinar, epicttilo (Carvalho &
Nakagawa 2000).

Os cotilédones sdo estruturas seminais, de formato variavel, ligadas ao eixo

embrionario, com funcdo de absorver e reservar alimentos do endosperma e/ou perisperma,
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que serdo usados durante a germinacdo. A perda de vigor e viabilidade das sementes
envolvem principalmente alteracdes no eixo embrionario (Carvalho & Nakagawa 2000). O
embrido dessas sementes normalmente forma cotilédones carnosos que armazenam
substancias nutritivas e ocupam o maior volume da semente (Corner 1976; Appezzato da
Gloria & Carmello - Guerreiro 2006).

Cavidades secretoras em frutos e sementes formam secrecdo em células que
eventualmente se rompem e livram sustancias em seu interior (Metcalfe & Chalk 1950). As
células secretoras internas possuem grande variedade de conteddos. Aparecem
frequentemente como células especializadas dispersas entre outras menos especializadas
(Appezzato da Gloria & Carmello- Guerreiro 2006). Em P. altsonii, no tecido parequimatico
a presenca de substancias é muito grande, apresentando muitas células secretoras.

Em P. altsonii a morfologia foliar é bastante diversificada, onde ocorrem algumas
caracteristicas morfoldgicas foliares distintas entre plantas jovens e folhas adultas, semelhante
ao que foi descrito para P. apiculatum Swart., P. decandrum (Aubl.) March., P. hebetatum
Daly e P. spruceanum (Benth.) Engl. (Camargo et al. 2008; Lima et al. 2014).

Em individuos com folhas em sombreamento jovem ou adulto de P. altsonii, o apice é
mais acuminado. Essa morfologia é marcante em regides de alta umidade e associado com 0
escoamento da agua da chuva, permitido uma rapida secagem e evitando epifilia, isso € uma
vantagem para 0s processos de fotossintese e respiracdo (Rossato et al. 2010). A
funcionalidade foliar é uma caracteristica ecologica importante que indica o efeito integrado
de vaérios fatores tais como condi¢Ges microclimaticas, dindmica de nutrientes e herbivoria
(Asner et al. 2003). Dessa forma, modificacbes nos niveis de luminosidade, na qual uma
espécie esta adaptada, podem condicionar diferentes respostas fisiolégicas em suas

caracteristicas bioguimicas, anatbmicas e de crescimento (Atroch et al. 2001).
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A resina e 0s Oleos essenciais obtidos da casca, madeira e folhas sdo amplamente
utilizados na medicina popular. O breu é usado em distarbios gastricos, problemas
respiratorios e do sistema nervoso. Ha fontes que indicam seu uso para tratamento de doencas
esplénicas e sifilis. Alguns de seus constituintes tém reconhecida acdo antibiotica, cercaricida,
antiinflamatdria, expectorante e cicatrizante (Otuki et al. 2005; Lima et al. 2005).

S&o usados caracteres morfolégicos que auxiliam na identificacdo de espécies em
Burseraceae sdo: 1) cor da resina; 2) odor; 3) margem da folha; 4) tamanho e nimero de
foliolos; e 5) textura da folha (Fine, 2005). Em P. altsonii essas caracteristicas sdo
extremamente essenciais para a descricdo da espécie. A anatomia da madeira envolve o
estudo dos diveros tipos de células que integram o xilema secundario (lenho), sua
organizacdo, funcGes e particularidade estruturais (Zenid 2008), podendo fornecer subsidios
importantes a identificacdo de grupos taxondmicos em diversos niveis.

Os estudos sobre anatomia da madeira ainda sdo muito raros, destacando-se (Leon
Hernandez 2002) que estudou a anatomia de sete espécies venezuelanas, e (Clair et al. 2006)
gue analisou a ocorréncia e a eficiéncia de lenho de reacdo em 21 espécies tropicais, entre elas
P. opacum Swart.

Portanto, a morfologia da espécie Protium altsonii é essencial para assegurar a
sobrevivéncia das plantulas em campo. Suas caracteristicas morfoldgicas do fruto, semente e
foliares, além da sua anatomia permitem dizer que essa espécie apresenta estratégia ecologia
como a plasticidade fenotipica. A eficiéncia da germinacdo em campo dessas espécies pode
ter sido em funcdo da liberacdo da cumarina presente nos cotilédones, a medida que o solo €é
lavado pela chuva durante o periodo de maior precipitacdo. J& em condic¢Bes controladas a
presenca de cumarina inibiu a germinagéo.

A presenca de tanino em todo parénquima cotiledonar pode servir como um composto

anti-herbivoria, devido a sua agdo adstringente. A estrutura anatbmica da semente de P.
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altsonii ndo foi encontrada na literatura, incluido esse estudo uma nova contribuicdo para o
género, além de indicar presenca de metabdlitos secundarios como 6leo e mucilagem.

A morfologia foliar € diversificada entre folhas de jovens e adultas, caracterizando
bem as diferencas de idade;

Qualquer corte que ocorra na madeira de P. altsonii em qualquer parte e altura da
arvore promove 0 extravasamento da resina, pois essa especie é formada por canais

intercelulares que percorrem todo o raio parenquimatico.
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Capitulo 11

Efeitos do ambiente luminico e aspectos nutricionais sobre a morfofisiologia foliar de
plantas jovens de Protium altsonii Sandwith

*Capitulo transformado em artigo de acordo com normas da revista American Journal of

Plant Sciences
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Efeitos do ambiente luminico e aspectos nutricionais sobre a morfofisiologia foliar de

plantas jovens de Protium altsonii Sandwith
Resumo

A plasticidade foliar é determinante para a aclimatacdo de uma espécie a diferentes condicdes
luz e é resultante da capacidade da planta em ajustar sua anatomia e seu aparato fotossintético,
de modo que a luz seja utilizada de maneira mais eficiente possivel. Neste sentido, este
trabalho investigou o efeito da irradiancia no crescimento, acimulo de biomassa, bem como
as respostas e estratégias da planta quanto a captacdo e utilizacdo da energia luminosa de
plantas jovens de P. altsonii sobdiferentes condi¢cdes de irradiancia. O experimento foi
conduzido no Laboratério de Fisiologia e Bioquimico Vegetal do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amaz6nia em regime de casa de vegetacdo e com duracdo de 61 dias. Apos
periodo de adaptagdo, 27 plantas foram selecionadas e divididas em trés tratamentos de
irradiancia: pleno sol, intermediario e sombra. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado (DIC), sendo trés tratamentos (T1: sombreado com 10-15 pmol
fotons m? s™; T2: intermediéario com ~ 1000 pmol fétons m™? s e T3: pleno sol com ~ 2000
umol fétons m™ s*) com 9 repeticdes cada. Para o crescimento em altura e diametro do
coleto, os maiores valores foram observados nas plantas submetidas a um nivel intermediario
de irradiancia e os menores valores nas plantas submetidas a baixa irradiancia. Para o
crescimento em altura e didmetro do coleto, os maiores valores foram observados nas plantas
submetidas ao nivel intermediario de irradiancia e os menores valores nas plantas submetidas
a baixa irradiancia. Os teores foliares de nitrogénio variaram de 14,5 a 15,9 g kg™ entre os
tratamentos, com 0s maiores valores observados nas plantas de sombra, comparado com 0s
demais tratamentos. Quanto a variaveis de fluoréscencia da clorofila a verificou-se que as
plantas quando submetidas a maior irradiancia elas exibiram diminuigdo da eficiéncia no uso
da energia, no tratamento intermediario e pleno sol, como indicativo de fotoinibicao cronica.
Contudo, com a emissdo de novas folhas adaptadas ao novo ambiente de irradiancia, e apos a
expansao das folhas, o que ocorreu dois meses depois do inicio do experimento, as plantas
exibiram recuperacdo da sua eficiéncia fotoquimica. Portanto, neste estudo verificou-se que
plantas jovens de P. altsonii sdo capazes de se ajustarem morfofisiologicamente em relacéo a
disponibilidade de luz, o que resulta na sua aclimatacdo a altas e baixas intensidades

luminosas.
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1. Introducéo

As florestas tropicais apresentam grande heterogeneidade em termos de disponibilidade de
luz, tanto espacial (e.g. Dossel; sub-dossel; sub-bosque e presenca de clareiras) quanto
temporalmente (e.g. periodos sazonais). Além disso, atividades antropicas (e.g. corte seletivo;
desflorestamento causado por atividades agropecuérias) e / ou eventos naturais podem
promover mudangas frequentes e significativas em ambientes florestais equilibrados (Souza et
al., 2009; Rossatto et al., 2010). Assim, o estabelecimento de uma espécie e / ou a sua
continuidade no sistema sdo resultantes de sua capacidade de efetivar adaptacOes
morfofuncionais e metabdlicas as novas condi¢fes ambientais (Gongalves et al., 2007;
Capuzzo et al., 2012).

A disponibilidade de irradiancia é fator determinante para o fluxo de energia em sistemas
bioldgicos, e em grande parte, fundamental para a regulacdo dos processos fisioldgicos e das
mudancas morfolégicas das plantas. Com isso, as respostas e estratégias utilizadas pelas
espécies quanto a captacdo e o uso da irradiancia disponivel, assim como 0s ajustes
morfologicos e metabolicos em ambientes que sofreram modificacfes sdo necessarios para a
sua sobrevivéncia, crescimento e adaptacdo em diferentes ambientes luminicos, bem como
decisivos para o sucesso ou fracasso do estabelecimento das plantas aos ambientes alterados
(Gymah e Nakao, 2007; Lima et al., 2008).

Dentre os ajustes que a planta exibe sob diferentes condi¢des de luz destacam-se 0s ajustes
morfologicos (e.g. area foliar especifica; anatomia foliar) e os ajustes fisiol6gicos
relacionados a capacidade de absorcdo e dissipacdo eficiente da energia bem como sua
utilizacdo nos processos fotossintéticos (Gongalves et al., 2007; Souza et al., 2009; Rossatto
et al., 2010).

A estrutura foliar pode ser fortemente influenciado pela intensidade de irradiancia e
aspectos nutricionais durante o periodo de crescimento e desenvolvimento e expanséo foliar.
A capacidade de alteracdo da estrutura foliar em resposta a diferentes niveis de luz é um
atributo comum das espécies que apresentam amplo potencial de aclimatacdo aos diferentes
ambientes de luz (Atroch et al., 2001). Nesse sentido, a plasticidade foliar da planta ao
ambiente de luz depende também da capacidade da espécie em ajustar seu aparato
fotossintético, de modo que a luminosidade disponivel seja utilizada de maneira mais eficiente
possivel, perpassando pela capacidade de aumentar a absorcao da irradiancia em ambientes de

baixa luminosidade bem como pela capacidade de utilizac&o e dissipagéo eficiente do excesso
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de irradidncia em ambientes de pleno sol. As respostas dessas adaptacOes seréo refletidas no
crescimento e acimulo de biomassa pela planta (Fernandes et al., 2014).

A fotossintese € um processo vital para o crescimento e desenvolvimento das espécies
vegetais durante seu ciclo de vida. Por sua vez, o processo fotossintético pode sofrer
alteracOes decorrentes das alteracBes dos fatores externos como luz, CO,, agua, nutrientes,
temperatura e poluentes, e internos como condutancia estomatica, concentracdo de
fotoassimilados, concentracdo de nutrientes nas folhas e concentragbes de pigmentos
cloroplastidicos (Kull, 2001; Cao et al., 2007). Estresses ambientais como aqueles causados
pela abertura repentina de uma clareira, decorrente do corte seletivo ou da queda natural de
arvores em uma floresta primaria, promovem a exposicao de espécies que ocupam 0s estratos
inferiores da floresta a uma alta irradiancia o que pode levar a rapida oxidacdo dos pigmentos
cloroplastidicos e ao aumento da temperatura da folha, e promover a fotoinibicéo cronica da
fotossintese que podem até levar a planta ndo tolerante a morte. Por outro lado, algumas
espécies podem desenvolver mecanismos de tolerancia a essa mudanga repentina de
luminosidade e responderem de forma positiva por meio de modificaces moleculares,
estruturais, fisioldgicas e anatbmicas que possam garantir sua sobrevivéncia e seu
estabelecimento no sistema (Morais et al., 2004). Dessa forma, o conhecimento das respostas
das espécies florestais quanto ao estresse ambiental pode ser de fundamental importancia para
a compreensao da distribuicdo local das espécies, bem como auxiliando na melhor forma de
exploracdo sustentavel, na escolha de sistemas de plantios adequados e na implementacdo de
programas de conservacdo e manejo de diversas espécies de interesse econdmico e ecoldgico
(Morais et al., 2004).

Dentre as espécies florestais com grande potencial para ser usada em plantios destacam-se
as espécies do género Protium (Burseraceae) com representantes de importancia econémica
no estado do Amap4, entre as quais se verifica P. altsonii Sandwith denominada de “breu
branco”, cuja resina é usada na industria de perfumaria nacional (Tostes et al., prelo). Protium
sp trata-se de um género de grande interesse ecoldgico e econdmico, cujas espécies podem ser
utilizadas em projetos de recuperacdo e restauracao de areas alteradas e em plantios florestais
com fins econémicos (Costa, 2006; Ferreira et al., 2010). Por outro lado, as pesquisas com
espécies deste género ainda sdo poucas e restringem-se a descricdo de seus compostos
qguimicos (Otuki et al., 2004; Rudiger et al, 2007), bastante utilizados pela industria de
cosméticos. Além disso, estudos relacionados a ecofisiolgia das espécies de Protium ainda sdo
poucos e as informag6es muito pulverizadas (Marenco et al., 2007; Santos et al., 2012) o que

dificulta sua conservacdo bem como a exploracéo sustentavel destas espécies.
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Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da irradiancia sobre as respostas
e estratégias da planta quanto a captacgéo e utilizacao da energia luminosa, bem como sobre o
crescimento e acumulo de biomassa de plantas jovens de P. altsonii sobdiferentes condicGes
de irradidncia. As informacOes obtidas nesse estudo podem ser Uteis para consolidar o
conhecimento das respostas das espécies florestais quanto ao estresse ambiental podendo ser
de fundamental importancia para a compreensdo da distribuicdo local das espécies, bem como
auxiliando na melhor forma de exploracdo sustentavel, na escolha de sistemas de plantios
adequados e na implementacdo de programas de conservacdo e manejo de diversas espécies

de interesse econdmico e ecoldgico.

2. Material e Métodos

2.1 Areas de estudo, montagem e conducdo do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fisiologia e Bioquimico vegetal (LFBV),
localizada no Campus Il (V-8) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia (MCTI-
INPA), em regime de casa de vegetacao.

Plantas jovens de P. altsonii com dois anos e seis meses de idade, coletadas da Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel do Rio Iratapuru- RDS, no municipio de Laranjal do Jari-
Amapa, provenientes de 50 matrizes foram transportadas para Manaus e utilizadas neste
estudo. Estas foram transferidas para sacos plasticos de 5L e submetidas a seis meses de
adaptacdo sob-baixa irradiancia (10 a 15 pmol fotons m? s™). Apés periodo de adaptagéo 27
plantas saudaveis foram selecionadas quanto a altura e numero de folhas (12 foliolos) e,
separadas para comporem os trés tratamentos de diferentes ambientes de luz: Pleno sol (cerca
de 2000 pmol fétons m™ s); intermediario (50%; cerca de 1000 pmol fétons m? s?) e
sombreado (10 a 15 pmol fétons m™ s2), valores coletados entre 11:00 e 13:00 h durante o

periodo do experimento.

2.2 Analise de crescimento e ganho de biomassa

A determinacgdo da altura e do didmetro do coleto das plantas foi realizada no inicio e no
fim do experimento de 61 dias. A altura das plantas foi medida com auxilio de régua
milimetrada, o didmetro do caule a altura do coleto foi medido utilizando paquimetro digital
(marca Mitutoyo — modelo CD-8” CX-B). As taxas de crescimento absoluto (TCA) em altura
e diametro foram calculadas conforme metodologia descrita por Bughee (1996) e Davanso et
al. (2002).
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O célculo da &rea foliar especifica (AFE) foi realizado a partir de cinco discos foliares de
area conhecida (0,283 cm?), retirados de cada folha, acondicionados em sacos de papel e
submetidos a secagem em estufa a 65°C durante o periodo de 72 horas, até atingir massa
constante. A AFE foi determinada a partir da raz&o da 4rea foliar (cm?) pela massa foliar seca
(9) (Evans e Poorter, 2001).

Ao final do experimento, as plantas foram seccionadas em folhas, caule e raiz, e
acondicionadas em sacos de papel para secagem em estufa a 65°C até a obtencdo de massa
constante. A partir do material seco, foram obtidas: massa seca foliar (MSF), massa seca
caulinar (MSC), massa seca de raizes (MSR) e massa seca total (MST) bem como as

respectivas taxas de crescimento (TC) em massa seca para cada compartimento da planta.

2.3 Determinag&o dos teores de macro e micronutrientes foliares

No laboratério de solos da Embrapa/ Amazénia Ocidental foi quantificado os teores de
macro e micronutrientes foliares, coletadas folhas maduras e completamente expandidas, que
foram secas em estufa a 65°C até a obtencdo de massa constante. Os teores de nitrogénio
foram determinados a partir de amostras contendo 0,1g de matéria seca. Estas amostras secas
foram submetidas a pré-digestdo, durante uma noite, seguida pela digestdo com duplo acido
(H.0, + H,S0,), utilizando-se como catalisadores o sulfato de litio e o selénio, a uma
temperatura gradativa de até 350°C (Miyazawa et al., 1999). Por ultimo, o nitrogénio total foi
determinado de acordo com o método de Kjeldahl, a partir de uma aliquota de 25 ml do
extrato puro.

Os teores de fosforo foram determinados a partir de amostras contendo 0,5 g de matéria
seca submetidas a digestdo nitro-perclérica, com temperatura ajustada de 50 em 50°C até
210°C, em intervalos de 30 minutos. Posteriormente, os teores de fosforo foram determinados
por espectrofotometria do visivel a L = 725 nm (Vitti e Ferreira, 1997). A partir do mesmo
extrato nitro-perclorico foram retiradas aliquotas e os teores dos demais nutrientes (Ca, Mg,
K, Fe, Zn e Mn) foram determinados por espectrometria de absorcdo atbmica (Perkin Elmer,
1100B).

2.4 Teores de pigmentos cloroplastidicos

A determinacdo dos pigmentos cloroplastidicos foi realizada no fim do experimento em
folhas maduras e completamente expandida. As folhas foram coletadas no terco médio das

plantas e conduzidas ao Laboratério de Fisiologia e Bioquimica Vegetal (INPA), onde foram
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determinados os teores de clorofila a, clorofila b e carotenoides (Lichtenthaler e Wellburn
1983).

Para a determinacdo dos teores de pigmentos cloroplastidicos foram retiradas amostras de
0,1 g de material vegetal fresco e macerados com 10 mL de acetona (100% v/v) mais 10 mL
de uma solucgéo de acetona (80% v/v) contendo MgCOs (0,5% p/v). Posteriormente, o extrato
foi filtrado em papel filtro qualitativo n°® 2. O extrato filtrado foi usado para determinar a
absorbancia nos comprimentos A=663, 645 ¢ 480 nm, com auxilio do espectrofotometro UV-
visivel, a fim de obter as concentrac@es de clorofila a (chl a), clorofila b (chl b) e carotendides
(cx+c), respectivamente. Para o calculo das concentragdes dos pigmentos cloroplastidicos na

base da 4rea (umol m™) foram utilizadas as equages descritas por Hendry e Price (1993).

2.5 Fluorescéncia da clorofila a e teste JIP

Fluorescéncia da clorofila a: Os parametros de fluorescéncia da clorofila a foram obtidos por
meio de um fluorémetro portatil (HandyPEA, Hansatech Instruments, Norfolk, UK) entre os
horéarios de 6:00 e 8:00 da manha. As folhas foram aclimatadas ao escuro durante periodo de
30 minutos e em seguida foram submetidas a um pulso de luz saturante de alta intensidade
(3000 pmol m? s™) e comprimento de onda de 650 nm por 1 segundo (Goncalves e Santos
Junior, 2005). As andlises foram realizadas em duas folhas por planta, com leituras em
intervalos de 61 dias de tratamento. As respostas relacionadas aos transientes da fluorescéncia
da clorofila a foram obtidas a partir de software especifico (Handy PEA software - 1,30), de
acordo com equacdes do teste JIP (Strasse et al., 1995). A inducdo da curva da fluorescéncia,
a partir de Fo até Fy é denominada “Transiente de fluorescéncia” (FT), fluorescéncia direta ou
imediata (Strasse et al., 2004; Strasser et al., 2010). Plotadas em escala algoritmicas, a FT
exibe comportamento polifasico. Os diferentes passos deste transiente polifasico sdo
rotulados: O (20-50 ps), J (2 ms), 1 (30 ms) e P (pico). Este ultimo indica a alta intensidade da
fluorescéncia (Fym). A partir da curva JIP foram calculados os parametros: Fy/Fu, Plags €
Plotar.

O teste JIP representa a tradugdo dos dados originais gravados dos parametros biofisicos
gue quantificam as etapas do fluxo de energia. Os parametros referentes ao tempo zero sao: (i)
os fluxos especificos expressos por centro de reacdo (ABS/RC; TRo/RC; DIo/RC; ETo/RC;
REL/RC); (ii) os fluxos fenomenoldgicos expressos por secdo transversal (ABS/CS; TRo/CS;
Dlo/CS; ETo/CS; RE/CS) foram derivados da teoria do fluxo de energia de biomembranas no

qual ABS se refere a absorgdo de fotons pelas moléculas de clorofila do complexo antena,
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TRo se refere & energia absorvida que é capturada pelos centros de rea¢do do PS 11 (Psgo), Dlo
se refere a energia dissipada na forma de calor e fluorescéncia e ETo se refere a parte da
energia capturada pelo centro de reacdo do PS Il que é convertida em energia red-ox e
direcionada para a cadeia transportadora de elétrons através da Qa e Qg. Parte de ABS ¢é
aprisionada pelos centros de reacdo do PS Il (TR) para ser convertida em energia redox a
partir da reducdo do aceptor primario de elétrons Qa a Qa que é entdo reoxidada a Qa € a
energia utilizada para reducdo da cadeia de transporte de elétrons apés a Qa (ET) e dos
aceptores finais de elétrons do PS | (RE); e (iii) Eficiéncia quantica maxima de-excitacdo ndo
fotoquimica [@po (DIo/ABS) = 1-9p, = (Fsous /Fm)]; Eficiéncia quantica méaxima do PS II [@p,
(TRo/ABS) = [Fu/Fm = 1-(Fsous /Fm)]; Probabilidade da energia de excitagdo capturada pelo
centro de reacdo (RC) do PS Il mover um elétron ap6s a Qa [V, (ETo/TRo) = 1-Vy];
Probabilidade de um foton absorvido mover um elétron ap6s a Qa™ {¢eo (ETo/ABS) = [1-
(Fsous /Fm)] (1-V3)}; Probabilidade de um elétron do processo de transferéncia inter- sistemas
reduzir os aceptores finais do PSI [dro (RE/ETo) = (1-Vi) (1-V))]; Rendimento quéntico para
redugdo dos aceptores finais de elétrons do PSI {[pro (RE.//ABS) = [(1-(Fo/Fm)] (2-Vi)}.

O indice de desempenho (Plags) esta relacionado com um conjunto de pardmetros de
fluorescéncia da clorofila a que fornecem informagdes quantitativas sobre o estado das
plantas e suas respectivas vitalidades derivadas dos principios das reacdes Red-Ox conforme
descrita pelas equacbes de Nernst, a saber: Plags = (RC/ABS)[@po/(1- @po)][Wo/(1- Wo)].
(Srivastava et al., 1999).

O indice de desempenho total (Ply) estd relacionado com a conservacdo do féton
absorvido pelo PSII para o fluxo de reducdo (RE) dos aceptores de elétrons finais do PSI.
Esse indice foi calculado a partir da formula: Pl = (yo/(1 — yo) [ePo/(1 — ¢Po)][WEo0/(1 —
YEO)] [6R0/(1 — 8R0)] (ver detalhes em Strasser et al. 2010).

2.6 Anatomia foliar

No final do experimento foram coletadas amostras de folhas maduras e completamente
expandidas, adaptadas as novas condigdes de luminosidade, para as analises das modificaces
anatdmicas promovidas pelos diferentes tratamentos de irradincia, com sete repeticdes para
os trés tratamentos. Para a realizacdo das medidas dos tecidos foliares e para a quantificacéo
da densidade estomaética foram realizados trés cortes no terco mediano (cortes transversais e

paradérmicos). Todos os cortes foram a méo livre, clarificados em solucéo de hipoclorito de
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sodio durante, aproximadamente, de 1 min, em seguida, lavados em &gua destilada, e
montados em glicerina.

O estudo da espessura dos tecidos foliares, bem como a quantificacdo de estbmatos, foi
feita a partir do programa ANATI QUANTI 2.0/ UFV. As laminas foram observadas com o
auxilio do microscopio Optico e a partir de uma cdmera acoplada ao microscopio as imagens
foram salvas para posterior contagem. A espessura dos tecidos foliares foi mensurada em
micrometros (um) e a quantificagdo dos estomatos foi calculada pela razao de estomatos/

mm?.

2.7 Desenho experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com trés
tratamentos e com nove repeticbes. Os tratamentos foram: Pleno sol (cerca de 2000 pmol
fotons m? s™); intermediario (50%; cerca de 1000 pmol fétons m™ s™) e sombreado (10 a 15
umol fétons m?s™) (valores coletados entre 11:00 e 13:00 h).

Para os dois locais e duas idades foliares, os dados foram submetidos ao delineamento
experimental utilizando o inteiramente casualizado (DIC), obedecendo ao experimento
fatorial 2 x 2. Os dados coletados foram submetidos aos testes Lilliefors e Levene para
verificacdo do atendimento as premissas de normalidade e homogeneidade de variancias,
respectivamente. Em seguida, foram aplicadas analises de variancia (ANOVA) e, quando 0s
resultados se mostraram significativos, as médias foram separadas pelo teste de Duncan (p <
0,05). Todas as analises foram processadas a partir do programa Statistica versdo 7.0 (StatSoft
Inc., 2004).

3. Resultados
3.1 Area foliar especifica e ganho de biomassa

A maior area foliar especifica foi observada nas plantas submetidas a sombra, exibindo
valores cerca de 20% maiores que os demais tratamentos (Tabela 1). Para o crescimento em
altura e diametro do coleto, os maiores valores foram observados nas plantas submetidas a um
nivel intermediario de irradiancia e os menores valores nas plantas submetidas a baixa

irradidncia (Tabela 1).
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Tabela 1. Area foliar especifica (AFE), taxas de crescimento em altura (TC-a), didmetro do coleto (TC-d),
massa seca foliar (TCMSF), massa seca caulinar (TCMSC), massa seca radicular (TCMSR) e total (TCMST) de

plantas jovens de Protium altsonii submetidas a trés niveis de irradiancia.

Pleno sol Intermediario (50%0) Sombra
AFE (cm’g™?) 210+21 B 213+26 B 25525 A
TC-a (cm més™) 1,30£1,23 A 2,18+1,40 A -0,22+0,82 B
TC-d (mm més™) 0,160,29 AB 0,44£0,41 A 0,04+0,18 B
TCMSF (g més™) 0,260,16 B 0,8120,41 A 0,15+0,31 B
TCMSC (g més™) 0,2120,22 A 0,410,62 A 0,00£0,23 A
TCMSR (g més™) 0,10£0,15 AB 0,43x0,53 A -0,01£0,24 B
TCMST (g més™) 0,57+0,26 B 1,64£1,37 A 0,14+0,76 B

Média + Desvio padrdo. Medias seguidas da mesma letra mailscula na mesma linha, para ambientes de

irradiancia, nao diferem estatisticamente (p>0,05; Teste Duncan).

Quanto as taxas de crescimento em massa seca, observou-se que as plantas submetidas a
irradiancia intermediaria exibiram valores de taxa de crescimento em massa seca foliar
(TCMSF) cerca de trés a cinco vezes maiores que as plantas submetidas a pleno sol e a
sombra, respectivamente (Tabela 1). A semelhanga dos valores de TCMSF, os valores de taxa
de crescimento em massa seca radicular (TCMSR) foram maiores nas plantas sob o nivel
intermediario de irradidncia e os menores valores nas plantas na sombra. As taxas de

crescimento em massa seca total (TCMST) variaram de 0,14 a 1,64 g més ™

, ho qual os
valores das plantas sob- luminosidade intermediaria exibiram valores cerca de trés e 12 vezes

maiores que as plantas a pleno sol e sob sombra, respectivamente (Tabela 1).

3.2 Teores foliares de nutrientes

Os teores foliares de Nitrogénio (N) variaram de 14,5 a 15,9 g kg ™ entre os tratamentos
com 0s maiores valores observados nas plantas de sombra, comparado com o0s demais
tratamentos (Tabela 2). Para magnésio (Mg), os teores nas plantas de sombra foram 20%
maiores que nas plantas de sol. Quanto aos micronutrientes, os teores foliares de boro (B) nas
plantas de sol foram maiores que as plantas submetidas ao tratamento intermediario (T2). Para
0s demais micronutrientes, como cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn), os
maiores valores foram encontrados nas plantas de sombra quando comparadas com os demais

tratamentos (Tabela 2).
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Tabela 2. Teores foliares de macro e micronutrientes de plantas jovens de Protium altsonii submetidas a trés

niveis de irradiancia.

Pleno sol Intermediario (50%0) Sombra
N (g kg™ 14,9+0,7B 14,5+0,7 B 15,9+0,8 A
P (g kg™ 0,83+0,09 A 0,84+0,07 A 0,79+0,05 A
K (g kg™) 7,1+0,6 A 7,713 A 8,104 A
Ca (g kg™ 4,4+0,7 A 4,6+0,8 A 5,1+0,4 A
Mg (g kg™) 0,660,05 B 0,69+0,09 AB 0,790,14 A
S (g kg™ 0,85+0,21 B 1,15+0,90 B 1,43£0,88 A
B (mg kg™ 29,7478 A 22,3+39B 25,8+3,2 AB
Cu (mg kg™ 4,79+0,66 B 5,26+0,97 B 6,75+0,86 A
Fe (mg kg™) 351+98 B 26698 B 481111 A
Mn (mg kg™) 29880 B 287455 B 434+36 A
Zn (mg kg™ 16,3+4,0 B 17,2455 B 23,4436 A

Média + Desvio padrdo. Médias seguidas da mesma letra maidscula na mesma linha, para ambientes

de irradiancia, ndo diferem estatisticamente (p>0,05; Teste Duncan).
3.3 Teores de pigmentos cloroplastidicos

Para a razdo Chl a / Chl b verificou-se menor valor para as plantas no ambiente de sombra,
comparado com os demais ambientes (Tabela 3). Ja para a razdo Chlyy/Cx+c, 0 menor valor foi
observado para as plantas submetidas a pleno sol, sendo este 29% menor que as plantas da
sombra (Tabela 3).

Tabela 3. Teores de pigmentos cloroplastidicos de plantas jovens de Protium altsonii submetidas a trés niveis de
irradiancia. Clorofila a (Chl a), Clorofila b (Chl b), Clorofila total (Chl+,;), carotenoides (Cy..) e razdes Clorofila
a/ Clorofila b (Chl a/ Chl b) e Clorofila total / Carotendides (Chl/Cy.c)

Pleno sol Intermediario (50%0) Sombra
Chla (umol m?) 57141 A 527+203 A 602+212 A
Chl b (umol m?) 196422 A 188+72 A 249474 A
Chlro; (umol m?) 767461 A 7162274 A 8504285 A
Cysc (umol m?) 283+41 A 235465 A 231430 A
Razdo Chla/ Chl b 2,85+0,18 A 2,79+0,13 A 2,3840,21 B
Raz&0 Chlyo / Cyic 2,57+0,85 B 2,98+0,38 AB 3,62+0,92 A

Média + Desvio padrdo. Médias seguidas da mesma letra maiGscula na mesma linha, para ambientes de

irradiancia, ndo diferem estatisticamente (p>0,05; Teste Duncan).
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3.4 Fluorescéncia da Clorofila a

O comportamento do aparato fotoquimico de plantas jovens de P. altsonii submetidas a
trés niveis de irradiancia ao ser analisado verificou-se que a maior eficiéncia no uso da
irradiancia foi observada nas plantas de sombra (Figura 1; Tabela 3). Quando as plantas foram
submetidas a maior irradiancia elas exibiram diminuicdo da eficiéncia no uso da energia,
como pode ser observado nos tratamentos intermediario e a pleno sol (Figura 1). As plantas
submetidas a pleno sol exibiram os menores valores, atingindo valores de rendimento
quéantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fy), do indice de desempenho na base ABS (Plags) €
indice de desempenho total (Plror) mais baixos por volta do terceiro e quarto dia. Contudo,
com a emissdo de novas folhas adaptadas ao novo ambiente irradiancia, e apds estarem
maduras, 0 que ocorreu dois meses depois do inicio do experimento, as plantas submetidas a

pleno sol exibiram recuperacao da sua eficiéncia fotoquimica (Figura 1).

0,9

0,8

0,7 1

FVIFM

0,6

0,5

04 —O— Intermediario
—O— Pleno sol
—@— Sombra

() N ES
. . .

plabs
o
[

0,2 A

0,0
0,5

0,4 4

0,3 1

p'lolexl

0,2 4

0,1 4

0,0




78

Figura 1. Comportamento do aparato fotoquimico de plantas jovens de Protium altsonii submetidas a trés niveis
de irradiancia. Rendimento quantico méaximo do fotossistema Il (F\/Fy,); indice de desempenho na base ABS
(Plags); Indice de desempenho total (Plyy). As setas indicam diferengas entre os tratamentos. MédiatDesvio

Padréo.

Quanto aos valores de F\/F\ observou-se que as plantas submetidas a irradiancia
intermediaria e a pleno sol exibiram reducdo de 9 e 38% apds quatro dias de experimento.
Esse mesmo comportamento foi observado para as variaveis Plags € Plror, no qual a reducédo
apos quatro dias de experimento foi de 86 e 73% nas plantas a pleno sol e de 45 e 33% nas
plantas sob irradiancia intermediaria, respectivamente (Tabela 3). Contudo, aos 61 dias de
experimento as plantas destes tratamentos exibiram recuperacdo da eficiéncia no uso da
irradidncia (Tabela 3). Os maiores valores referentes a efetividade do processo de
transferéncia de elétrons na reducdo dos aceptores finais do PSI (Yro) foram observados para
as plantas a pleno sol, em especial nos dia 4 e 61; ao passo que as plantas de sombra exibiram

0s menores valores de I-Pphase, também nos dias 4 e 61 (Tabela 3).

Tabela 4. Variaveis do teste JIP referentes a analise do comportamento do aparato fotoquimico de plantas jovens
de Protium altsonii submetidas a trés niveis de irradiancia. Rendimento quantico maximo do fotossistema Il
(Fv/Fwm); Banda K (Kpang); Fase 1-P (IPpnase); Efetividade do processo de transferéncia de elétrons na redugéo dos

aceptores finais do PSI (Y,,); Indica; indice de desempenho na base ABS (Plags); indice de desempenho total
(Pltotal)-

Tratamentos Dia Fv/Fm 1-Pphase Yro Kband Plagss Plistal
1 079+002aA 010£002aA 027+0,05aB 059:006aA 1,04024aA  0,30:0,10 aA
Pleno sol 4 049010cB  0,13t002aA 0570,10aA  050:008aA 0,15:0,12cB  0,08+0,06 cB
61 075:002bA  0,13t002aA 047+0,06aA 059:006aA 0,65:028bA  0,3140,14 aA
1 079+001aA  0,11¥002aA 020+0,07aB 055:004aB 1,03:019aA  0,30:0,08 aA
Intermediario 4 0724006 bB  0,11¢002aA 0390,10bA 054:004aB 0574028 bB  0,200,07 bB
61 076:002bA  011:001bA  JaorO% 0614006 aA  0,66+0,21bB  0,24:0,07 aAB
1 080:001aA  0,11¥002aA 027+0,03aA 054:005aA 128+040aA  0,35:0,13 aA
Sombra 4 082001aA  009+001bB 024+001cB  051:003aA 128+025aA  0,3140,07 aA
61 081001aA  008:001cB  021+0,03cB  054:006aA 1224032aA  0,26+0,08 aA

Média + desvio padrdo (n = 9). Letras minudsculas iguais na mesma coluna nao representam diferencas
significativas entre os tratamentos e letras mailsculas iguais na mesma coluna ndo representam diferencas

significativas entre os dias.
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3.5 Anatomia quantitativa foliar

Os valores de espessura do mesofilo, parénquima palicadico e parénquima lacunoso
variaram de 83 a 115, 28 a 36 e 34 a 56 [ entre as plantas nos trés ambientes de luz,
respectivamente, sendo os maiores valores observados nas plantas de sol e 0s menores nas
plantas de sombra (Tabela 5). Quanto a espessura da epiderme superior, 0 maior valor foi
observado nas plantas de sol comparado com os demais tratamentos.

Para a densidade estomatica verificou-se que as plantas de sombra exibiram valores cerca
de 18 e 15% menor que as plantas submetidas a irradiancia intermediaria e a pleno sol (Tabela
5). Quanto ao comprimento e largura das células guardas e comprimento do poro estomaético,
0s maiores valores foram encontrados nas folhas de sombra, ao passo que nas folhas de sol

foram observados os maiores valores de largura do poro estomatico (Tabela 5).

Tabela 5. Varidveis anatdbmicas de folhas de plantas jovens de Protium altsonii submetidas a trés niveis de
irradiancia. Espessura do meso6filo (EM); espessura do parénquima palicadico (EPP) e lacunoso (EPL), espessura
da epiderme superior (EES) e inferior (EEI), Densidade estomatica; comprimento (CCG) e largura (LCG) da

célula guarda; comprimento (CPE) e largura (LPE) do poro estomatico.

Pleno sol Intermediario (50%o) Sombra
EM (W) 115+8 A 98+4 B 83t5C
EPP (u) 3614 A 32+2 B 281 C
EPL (n) 56+4 A 4442 B 3444 C
EES (n) 11,8+0,9 A 10,6+0,5B 10,4+0,4 B
EEI (W) 10,8+0,7 A 10,5+0,5 A 10,3£0,4 A
Dens.Estom. (n® mm™) 148+3 A 144+3 A 122+1 B
CCG () 24,1+198B 23,6+1,1B 27,2+0,6 A
LCG (u) 5,840,8 B 7,440,3 A 7,8+£0,2 A
CPE (p) 13,610,5B 13,540,4 B 14,6+0,3 A
LPE (W) 7,505 A 5,6+£0,8 C 6,5+0,4 B

Média + Desvio padrdo. Médias seguidas da mesma letra maitscula na mesma linha, para ambientes

de irradiancia, néo diferem estatisticamente (p>0,05; Teste Duncan).

4. Discussao

Em plantas de P. altsonii os maiores valores de TCMST foram encontrados na irradiancia
intermediaria, estes resultados sugerem que a espécie, na fase juvenil, requer ambientes de
moderada luminosidade, evitando extremos de alta e baixa irradiancia. Na literatura tem sido

descrito que as caracteristicas como massa seca, area foliar e espessura sdo consideradas as
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principais indicadoras de taxa de crescimento dos vegetais e 0s ajustes dessas caracteristicas
podem ser consideradas estratégias desenvolvidas para maximizar a eficiéncia do uso dos
diferentes recursos pelas plantas como, por exemplo, luz e nutrientes (Poorter et al., 2012). A
quantidade de massa seca é bastante varidvel entre espécies e sob diferentes irradiancias, €, na
avaliacdo da qualidade de mudas, € um dos pardmetros que define a capacidade de
sobrevivéncia apds o plantio. A massa seca total da muda é fortemente influenciada pela
capacidade fotossintética e pela quantidade de nutrientes minerais absorvidos (Farias et al.,
2013; Lopes et al., 2013). As diferencas fisioldgicas encontradas entre folhas de sol e sombra
também sdo atribuidas parcialmente a diferencas na estrutura foliar (Poorter et al., 2012),
sendo a area foliar especifica um pardmetro diretamente relacionado a area disponivel para
captura de luz por unidade de fotoassimilados investidos na folha. A area foliar especifica €
uma varidvel altamente pléstica e dependente das condi¢des ambientais, principalmente a luz
(Dahlgren et al., 2006). Os menores valores dessa varidvel sdo encontrados geralmente em
condicdes de alta luminosidade (Markesteijn et al., 2007; Sarijeva et al., 2007; Hodnett et al.,
2012), como observado nas plantas de P. altsonii submetidas a pleno sol. Os maiores valores
de AFE encontrados nas plantas sob sombra neste estudo, sugerem menor investimento na
lignificagdo de tecidos como epiderme e cuticula, acarretando em menor espessura foliar,
aspecto também verificado em A.legalis crescendo em dois ambientes de luz (Pereira et al.,
2009). Além disso, a maior AFE nas plantas sob sombra é uma estratégia da planta no qual
ela investe mais em area em detrimento da espessura com o0 objetivo de ampliar sua area de
captacdo de energia luminosa para o melhor aproveitamento nos processos fotossintéticos
(Dahlgren et al., 2006).

Quanto ao crescimento e ao acumulo de biomassa, as plantas de P. altsonii também
exibiram melhor desempenho sob irradiancia intermediaria, sugerindo que tanto o ambiente
com baixa irradidncia quanto o ambiente a pleno sol afetam o crescimento e o
desenvolvimento da espécie durante a fase juvenil. Sob condicdo de baixa irradiancia, as
plantas podem ter exibido menores taxas de crescimento devido a baixa quantidade de energia
luminosa necessaria para o processo fotossintético (Dahlgren et al., 2006). Por outro lado, o
excesso de energia no ambiente a pleno sol pode ter promovido inibicdo do processo
fotossintético, acarretando em menor acimulo de biomassa. Algumas espécies arbdreas
secundarias ou climax de florestas tropicais apresentam plasticidade fisioldgica sob altas ou
baixas irradiancias, porém, sobretudo, quando expostas a alta irradiancia, otimizam o ganho

em carbono (Goncalves et al., 2012).
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A condicdo de luminosidade influéncia o comportamento das mudas, diferencialmente, de
acordo com o grupo ecologico da espécie. Em ambientes de sol, as espécies pioneiras alocam
mais biomassa na parte aérea do que as espécies secundarias e climax, assim define-se a
capacidade de competicdo entre espécies (Carvalho, 2015). As plantas jovens de P. altsonii
apresentaram valores de TCMSF e de TCMSR maiores sob o nivel intermediario de
irradiancia e menores valores em baixa irradiancia.

Quanto aos teores de nutrientes as plantas de P. altsonii sob sombra apresentaram maiores
teores de N comparado com as plantas submetidas a maiores irradiancias. A concentracdo de
nitrogénio foliar tem sido fortemente correlacionada com a capacidade fotossintética por
afetar a etapa fotoquimica influenciando no transporte de elétrons e afetando os fotossistemas
I (PSI) e Il (PSII) (Nikiforou e Manetas, 2011) e afetar a etapa bioguimica, devido sua relagédo
com a taxa de carboxilagdo da Rubisco (Evans 1989). Quanto a variagdo dos teores de N em
ambientes contrastantes de luz, os teores de N podem variar conforme a espécie. No caso da
espécie P. altsonii, os maiores teores foram encontrados nas plantas de sombra, podendo fazer
parte da estratégia da espécie em investir na ampliacdo da captacdo e aumento da eficiéncia
do uso da luz decorrente da baixa irradiancia disponivel (Rossatto et al., 2010). A utilizagao
de grande quantidade de N nas folhas resulta no decréscimo da eficiéncia do uso deste
elemento, entretanto, pode aumentar a eficiéncia no uso da radiacédo fotossintética ativa, uma
vez que o N faz parte das proteinas associadas ao aparato fotossintético (Bundchen et al.,
2013). Entretanto, deve-se salientar que nem sempre ha relacdo direta entre fotossintese e o
contetdo de nitrogénio da folha. Isto porque, em muitos casos, uma alta propor¢do de
nitrogénio foliar pode estar alocada em compartimentos celulares ndo diretamente envolvidos
na fotossintese, o que pode tornar fraca a correlacdo entre fotossintese e o conteddo de
nitrogénio em alguns casos (Carvalho, 2015).

Os maiores teores de Mg foram encontrados nas folhas de P. altsonii sob condic¢Ges de
sombra comparado com os teores das folhas submetidas a pleno sol. Este nutriente é, dentre
outros, notadamente o que apresenta constante variacdo em amostragem foliar (Hawkesford et
al., 2012). Dentre os principais papéis do magnésio destaca-se sua participacdo nas moléculas
de clorofila, como cofator de quase todas as enzimas fosforilativas e na formacao de pontes
entre o pirofosfato do ATP ou ADP (tri e difosfato de adenosina) (Maathuis, 2009).

Quanto aos micronutrientes, os maiores teores desses nutrientes nas folhas de P. altsonii de
sombra podem estar relacionados a necessidade de maior investimento na captacdo da energia
luminosa disponivel sob- baixa luminosidade. O Fe é requerido para a sintese de clorofila;

componentes do citocromo e da nitrogenase (Raven et al., 2006), e o Mn que &€ um
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componente ativador de algumas enzimas; requerido para a integridade da membrana do
cloroplasto e faz parte de uma mangano-proteina presente no complexo de evolucdo do
oxigénio (Raven et al., 2006).

Folhas adaptadas a baixa intensidade luminosa apresentam concentracdes de clorofila mais
elevada do que plantas de sol. O aumento da clorofila em folhas de sombra pode ser resultado
do aumento relativamente nas concentracGes de clorofila b, causada pelo aumento na
quantidade de complexos coletores de luz do fotossistema Il que é mais rico em clorofila b do
que em o fotossistema I. O aumento na proporc¢do do fotossistema Il permite um acréscimo da
eficiéncia na absorcdo de luz nos ambientes onde a irradiancia é escassa, proporcionando
maior eficiéncia na capacidade fotossintética (Oguchi et al., 2005). Contudo, no presente
estudo ndo houve diferenca significativa entre as concentracdes de Chl a, Chl b, Chlyot € Cyc
na base da area entre as plantas nos diferentes niveis de irradiancia das plantas de P. altsonii.

A maior relacdo clorofila a/b foi encontrada nas folhas de sol, pois a proporgéo entre as
clorofilas a e b, de uma maneira geral, tende a diminuir com a reducdo da intensidade
luminosa (Oguchi et al., 2005). Uma maior proporcdo relativa de Chl b em plantas
sombreadas € significativa porque permite que a captura de energia em diferentes
comprimentos de ondas, bem como uma transferéncia com menos perdas para as moléculas
de Chl a especiais presentes nos centros de reacdo dos fotossistemas. Assim, a adaptacdo a
baixa irradiancia pode envolver um aumento do complexo antena do fotossistema Il, bem
como uma diminui¢do da taxa de Chl a/ b esperado em folhas de sombra em comparacéo com
as folhas de sol (Mendes et al., 2001).

A alteracdo na disponibilidade de luz pode induzir modificacGes nos processos fisioldgicos
gue sdo determinantes para otimizacdo das trocas gasosas e assimilacdo de carbono (Tang et
al. 1999, Poorter 1999, Kenzo et al., 2011). Para uma analise de fluxo de elétrons em plantas,
a fluorescéncia da clorofila a associada ao teste JIP tem sido uma poderosa ferramenta,
sensivel e ndo invasiva que tem possibilitado informac@es rapidas quanto ao funcionamento
dos dois fotossistemas (Stirbet e Govindjee, 2011).

Um dos fatores que podem também influenciar na capacidade de assimilacdo de carbono
em plantas é a produgdo de ATP e NADPH provenientes da etapa fotoquimica. Dentre 0s
fatores que podem influenciar na etapa fotoquimica destacam-se a luz. Altera¢fes na
eficiéncia méxima do PSII (Fv/Fm) sdo indicativos da ocorréncia de fotoinibigdo na folha
(Goncalves et al., 2010). Valores de (Fv/Fm) de aproximadamente 0,80 a 0,83 sdo
caracteristicos de folhas que ndo apresentam sinais de fotoinibicdo (Balaguer et al., 2002).

Quando séo encontradas diminui¢cdes nos valores de Fv/Fm em medidas realizadas apds o
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decorrer da noite e antes do amanhecer, podemos assumir a ocorréncia de fotoinibicdo
cronica, envolvendo danos no aparato fotossintético. E importante ressaltar que, em alguns
casos, a manutencdo de queda no Fv/Fm pode ser relacionada com a presenca, mesmo durante
a noite, de elevados niveis de zeaxantina, pigmentos envolvidos na dissipacdo termal do
excesso de energia de excitacdo (Maxwell e Johnson, 2000). Caso a queda de Fv/Fm aconteca
durante o dia, diminuindo gradativamente ap6s um elevado Fv/Fm, podemos associa-la a
utilizacdo de vias alternativas ndo fotoquimicas na extingdo da energia dos fotossistemas (ex.,
dissipacgéo termal via ciclo das xantofilas) (Balaguer et al., 2002).

No presente estudo, observou-se que as plantas jovens de P. altsonii submetidas a pleno sol
e a irradiancia intermediaria exibiram fotoinibicao cronica, resultantes de danos causados pelo
excesso de irradiancia. A diminuicdo dos valores de Fv/Fm podem estar associados a
inatividade dos centros de reacdo (RC), o que pode favorecer maior dissipacdo de energia na
forma de calor e de fluorescéncia (Goncalves et al., 2007). Além disso, o efeito prolongado da
fotoinibicdo também pode estar relacionado a degradacdo da proteina D1 do PS 1l e a efeitos
nocivos ocasionados pela producédo de espécies reativas de oxigénio (Aro et al., 1994; Strasser
et al., 2000; Gongalves et al., 2001).

Contudo, as plantas submetidas a pleno sol, apés 61 dias de experimento apresentaram
aumento nos valores de Fv/Fm, como consequéncia da emissdo de folhas adaptadas ao
ambiente com alta irradiancia. Em experimento com plantas adultas de P. opacum, Marenco e
colaboradores verificaram que folhas de dossel exibiram apenas fotoinibicdo dinamica,
sugerindo que algumas espécies de Protium apresentam plasticidade exibindo ajustes
morfofisioldgicos importantes para a aclimiacdo sob diferentes irradiancias (Marenco et al.,
2007).

A capacidade de aclimatacdo das plantas ao ambiente de luz perpassa por ajustes no
tamanho do complexo antena do PSII ou ainda na estequiometria PSI/PSII (Hogewoning et
al., 2012). Nas plantas de sol, ap6s a emissdo de folhas novas, aos 61 dias de experimento,
pode-se observar maior valor da fase IP, 0 que sugere abundancia relativa de PSI comparada a
de PSII em folhas expostas a pleno sol em relacéo as folhas de sombra (Schansker et al. 2003,
Ceppi et al. 2012).

A semelhanca dos valores de Fv/Fm, os pardmetros relacionados aos indices de
desempenho também reduziram quando as plantas foram submetidas a intensidades luminosas
maiores. Essa exposi¢do da folha a alta irradiancia pode ter danificado a proteina D; do PSII,
interferido no transporte de elétrons durante a fotossintese, diminuido a eficiéncia no uso da

energia (Dahlgren et al., 2006). Contudo, com a emiss@o de novas folhas adaptadas ao novo
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ambiente luminico, as plantas sob pleno sol exibiram recuperagdo dos indices de desempenho.
O indice de desempenho na base ABS (Plags) permite uma analise mais ampla do processo de
funcionamento do aparato fotossintético e tem sido considerado como um parametro mais
sensivel para a deteccéo e quantificacdo de estresse em plantas do que a resposta da eficiéncia
méaxima do fotossistema Il (F./Fn) (Goncalves e Santos Junior, 2005; Gongalves et al., 2007).
Isto porque este parametro relaciona a eficiéncia de absorcdo, captura e transferéncia de
energia de excitacdo pelo fotossistema Il proporcionando melhor diagnostico do grau de
efeito do ambiente estressante. O Pl € 0 indice de desempenho para a conservagdo de
energia proveniente da absor¢do de fotons pelo PSII para o fluxo de reducdo dos receptores
finais de elétrons do PSI (Desotgiu et al., 2012).

Esses ajustes da variacdo de intensidade luminosa mostram a plasticidade morfofisiologica
da espécie em se adaptar as condi¢fes ambientais existentes. Paralelo aos ajustes fisiol6gicos,
as plantas jovens de P. altsonii também apresentaram ajustes anatémicos relevantes que
indicam sua plasticidade quanto a adaptacdo a novos ambientes luminicos (Cao, 2000; Hanba
et al. 2002). Especies tolerantes a sombra, a plasticidade do mesofilo pode ser menor (Hanba
et al. 2002).

O mesofilo de P. altsonii apresentou diferencas significativas no parénquima lacunoso nos
trés tratamentos, com valores maiores no tratamento de sol. O aumento nas taxas de
fotossintese de plantas adaptadas a baixa irradiancia, e que passam a receber mais luz, so é
possivel quando as folhas possuem capacidade para aumentar o tamanho dos cloroplastos nas
células do mesofilo; isto é, na interface cloroplasto/espaco intercelulares. Plantas que possuem
grandes espacos vazios nas células do mesofilo (drea da membrana celular ndo ocupada por
cloroplasto) conseguem desenvolver — se ap6s uma abertura de dossel (Oguchi et al., 2005).

Em plantas jovens de P. altsonii a espessura do mesofilo foi maior nos tratamentos de sol e
intermediarios. Os maiores valores para espessura da lamina em condi¢des de luz mais intensa
podem ser resultantes do aumento na espessura dos tecidos fotossintetizantes da lamina foliar
(Cao, 2000) e pelo alongamento das células do parénquima palicadico, uma vez que o nimero
de camadas celulares das plantas do tratamento de sol e intermediario teve um incremento da
espessura do parénquima pali¢adico e lacunoso.

Maiores espessuras do parénquima lacunoso em relacdo ao parénquima palicadico
favorecem a luz difusa predominante nos tratamentos de sol e intermediario. O aumento do
parénquima lacunoso associado a maior fracdo de espacos intercelulares no interior da folha,
geram maiores quantidades de luz difusa, aumentado a absorcdo da luz pelos cloroplastos

dentro do mesofilo, tornando mais eficiente a distribuicdo da luz no interior da folha (Taiz e
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Zeiger, 2004). Essas variagOes estruturais estdo relacionadas com a regulacdo da radiacéo
luminosa e a difusdo de CO, proporcionando uma maior eficiéncia fotossintética e o
crescimento em massa seca (Valladares et al., 2012; Fernandes et al., 2014). Essas
caracteristicas foram observadas nas plantas sob irradiancia intermediéria.

Folhas que se desenvolvem em ambientes com alta luminosidade tendem a ser menores e
mais espessas (Fernandes et al., 2014). Foi registrado aumento da espessura da epiderme
superior no tratamento de sol.

A densidade estomaética geralmente est& positivamente relacionada com as trocas gasosas,
pois 0 aumento da densidade esta associado com maior condutancia estomética (Cao, 2000),

fato observado no tratamento de sol e intermediario.

5. Concluséo

As plantas jovens de Protium altsonii exibiram melhor crescimento e acimulo de biomassa
quando submetidas a irradidncia intermediaria. Contudo, a espécie também apresentou
capacidade de ajustar sua morfologia e sua fisiologia a condi¢des contrastantes de irradiancia,
sugerindo boa capacidade de aclimatacdo a altas e baixas intensidades luminosas. A
aclimatagcdo ao ambiente de alta irradiancia ocorreu em fungéo da emisséo de novas folhas
com caracteristicas anatémicas e fisiol6gicas mais adequadas a aumentar a eficiéncia na
utilizacdo do excesso de luz como demonstrado pela recuperacao dos valores de Fv/Fm e dos

indices de desempenho.
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Capitulo 1

Variabilidade de metabdlitos secundéarios e atividade antifungica do 6leo de ambar

resina emitida por Protium altsonii Sandwith (Burseraceae)

*Capitulo transformado em artigo de acordo com normas da revista Phytochemistry
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Variabilidade de metabdlitos secundarios e atividade antifungica do éleo de &mbar

resina emitida por Protium altsonii Sandwith (Burseraceae)

RESUMO

Protium altsonii Sandwith, denominados de “breu”, tem importancia econémica no estado do
Amapa, que exsuda uma resina branca usada pela comunidade de S&o Francisco (RDS),
através da Cooperativa mista de produtores e extrativistas do Rio Iratapuru- COMARU para
calefacdo de embarcacdes, como repelente além de abastecer a empresa Natura Inovacao
Tecnoldgica com toneladas de pedras de bréus, o que representa um importante insumo para
industria de perfumaria e fonte de renda para a comunidade. O objetivo deste trabalho visa o
estudo da variabilidade quimica das su 6leo de &mbar resina emitido por P. altsonii Sandwith
(Burseraceae), além de seu potencial antifingico. As amostras foram coletadas de individuos
em areas de platd, com estado fitossanitario sadias, pela manha, sendo retiradas do tronco com
um facdo e colocadas imediatamente em saco de papel vedado, devidamente identificado em
local isento de luz. Foi realizada cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplada a
espectrometria de massas, prospeccao fitoquimica em todas as amostras, além da obtencao e
cultivo das linhagens, preparo do in6culo, atividade minima inibitoria e ensaio de inibi¢do do
crescimento fungico em meio liquido. Os 6leos essenciais da resina de nove amostras de P.
altsonii conduziram a identificacdo de 86 compostos quimicos, representando 98 - 100 % dos
constituintes dos dleos essenciais. Os monoterpenos foram predominantes em todas as
amostras, embora o conteldo de sesquiterpenos em algumas amostras tenha sido em torno de
38,05 %. Esse Oleo apresenta em sua composi¢do substancias quimicas, como pinene,
camphor, thymol, carvacrol, copaene, metil eugenol e chamigrene que apresentam potencial
antifingico. Todos os perfis dos dleos de P. altsonii foram muito eficientes para inibir o
crescimento do fungo P. chrysogenum. A avaliacdo fungitdxica, por disco difusdo, quando
realizada nos extratos do 6leo de P. altsonii apresentaram halos de inibi¢do evidenciando a
atividade fungistatica. As fracdes 3, 8 e 9 foram as que apresentaram melhor resposta frente
aos fungos filamentosos A. ninger e F. oxysporum, evidenciando halos com didmetro acima
de 1,0 cm. A presenca, auséncia ou a quantidade de um determinado composto quimico deve
estar associada a diversos fatores ambientais. Em P. altsonii a quantidade de uma determinada
sustancia esta relacionada com o periodo da sazonalidade e tipo de resina. Os resultados

mostrados aqui neste trabalho, e que P. altsonii (Breu Branco) tem um potencial fonte de
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agentes antifingicos, devido & presenca de compostos que tem atividade para estes fins.
Contudo, os resultados mostram que o periodo de coleta € extremamente importante para a

identificacdo de certos compostos essenciais com interesse na atividade fungicida.

Palavras-chave: Protium, 6leo essencial, breu, resina.
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1. Introducéo

Espécies de Burseraceae sdo endémicas na regido amazonica e possuem enorme potencial
econdmico, destaque para seus 0leos essenciais, um dos mais importantes grupos de matérias-
primas para as industrias de perfumaria, alimenticia e farmacéutica (Marques et al., 2010;
Lima et al., 2014). Protium Burm. f e 0 que mais se destaca dessa familia com 150 espécies,
ocorrendo predominantemente na Amazonia Legal (\Weeks et al., 2005; Daly e Fine, 2011) e
em diferentes dominios fitogeogréaficos (Daly, 2015).

O oleo essencial extraido da resina de algumas espécies de Protium apresenta-se como
uma mistura complexa que pode conter até 100 ou mais compostos organicos que pertencem
as mais diversas classes de compostos com diversas atividades bioldgicas ja registradas
(Oliveira et al., 2004; Otuki et al., 2005; Aragao et al., 2006; Pontes et al., 2007; Soldi et al.,
2008; Holanda Pinto et al., 2008; Pontes et al., 2010). O uso de agentes antifngicos resulta,
através de processos naturais de adaptacdo de evolucdo bioldgica das espécies, em um
aumento nos dltimos anos de espécies de leveduras resisitentes patdgenas a humanos e
animais (Duarte, 2006; Rybalchenko, et al., 2010). As infeccbes de origem flngicas
correspondem até 10% do total de casos, com predominio das Candidas sp e dos Aspergillus
sp (Koshi & Cherian, 1995).

A caracteristicas que as plantas medicinais possuem de sintetizar substancia com estruturas
diversificadas, como sistema de defesa contra agentes patogénicos, devido apresentem
atividade sobre grande espectro de fungos filamentosos e leveduras (Deus et al., 2011). A
investigacdo sistematica sobre os aspectos microbiologicos, profilaticos e terapéuticos das
infeccOes oportunistas, ressaltam-se as infecgdes fungicas que correspondem até 10% do total
de casos, com predominio de microrganismo pertencente aos géneros Candida, Aspergillus e
Penicillium (Mylonakis & Calderwood, 2001). O fungo Fusarium esta presente no solo e é o
causador de “damping off” em sementeiras e murchas vasculares em viveiros de mudas e
culturas de importancia econémica (Deus et al., 2011).

Protium altsonii Sandwith tem representantes de importancia econémica em todo o estado
do Amap4, denominados de “breu”, que exsuda uma resina branca usada pela comunidade de
Sdo Francisco (RDS), através da Cooperativa mista de produtores e extrativistas do Rio
Iratapuru-COMARU para calefacdo de embarcacdes, como repelente além de abastecer a
empresa Natura Inovacdo Tecnoldgica com toneladas de pedras de bréus, o que representa um

importante insumo para industria de perfumaria e fonte de renda para a comunidade.
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A presenga ou auséncia de substancias quimicas do metabolismo secundario em uma
determinada espécie pode ser pelo fator externo da sazonalidade, em resposta a fatores
biodticos e abioticos, principalmente, aqueles ligados ao clima que influencia na qualidade e
quantidade do 6leo essencial. Estes fatores provocam desvios de rotas biossintéticas de
metabdlitos primarios e secundarios, por isso, a variabilidade na composi¢do quimica do
metabolismo das plantas (Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Em P. altsonii essa relacao é possivel
de existir, assim a concentracdo das substancias pode variar em funcdo da temperatura,
radiacdo solar, precipitacdo pluviométrica, nutrientes do solo, o que ocorre devido a grande
diversidade de ambientes onde essas arvores se encontram. A concentracao e fluxos de macro
e micronutrientes na matéria organica do solo, bem como as taxas de rotatividade de matéria
organica tem fundamental importancia para a manutencéo da fertilidade entre os diferentes
habitats da floresta (Sobrado, 2013). Essa distribui¢do nutricional no solo é relevante em uma
situacdo de deficiéncia, quando diversos processos de desenvolvimento de plantas nativas e
rotas bioquimicas podem ser priorizados em fun¢do do crescimento, desenvolvimento, estado
metabolico e meio ambiente (Sobrado, 2014).

A exploracdo da resina dos breus apresenta algumas caracteristicas originais em seu
manejo que vao definir, em Gltima instancia, as possibilidades de suas aplica¢fes industriais,
e, portanto, estabelecer o seu padrdo de qualidade para o mercado. A principal delas se refere
a eventual mistura das resinas das diversas espécies encontradas, no estado do Amapa, ou,
ainda, de espécimes de idades e locais distintos. Fato ocorrido pela dificuldade de se proceder
a diferenciacdo morfoldgica e taxondmica, entre as espécies, comprometendo a qualidade e
atividade quimica do 6leo encontrado em sua resina. Esses 6leos podem ser obtidos de
diferentes partes da planta, como dos frutos, sementes, resina, caules, folhas e ramos (Siani et
al., 1999; Bandeira et al., 2002; Zoghbi e Andrade, 2002).

Este trabalho visa registrar diferentes perfis dos constituintes quimicos e sua atividade
antifangica do @mbar resina de Protium altsonii emitidos por essa espécie de acordo com 0s
diferentes padrbes adotados durante a coleta na Reserva de Desenvolvimento Sustentavel

Iratapuru, estado do Amapa.

2. Material e Métodos

2.1. Procedéncia do material
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As amostras de ambar resina de P. altsonii foram coletadas na regido da Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel do Rio Iratapuru- RDS, no municipio de Laranjal do Jari, entre
as coordenadas 00° 20° 00°” a 00° 30 00>’ de latitude Sul e 52° 30’ 00°* a 52° 34’ 00’ de
longitude Oeste de Greenwich. De sul para o norte, a &rea estudada da RDS foi Serra
Anani/Manoel Preto, distante 9 Km da vila de S&o Francisco em percurso fluvial e terrestre
com altitudes entre 200 e 300 metros. A regido estd sob o dominio do Escudo Guianense,
constituido por rochas cristalinas do Pré-Cambriano, e a borda norte da Bacia do Amazonas,
composta por rochas sedimentares paleozdicas. O relevo apresenta-se dissecado, muitas vezes
sob a forma de colinas. A floresta é densa de terra firme, com predominio de latossolos
arenosos a argilosos, bastante intemperizados (Rabelo, 2008). O clima é tropical com
temperatura média de 27,5 °C e indice pluviométrico médio de 2.158,8 mm (Sobrinho et al.,
2012).

2.2. Coleta do ambar resina

Foram inventariados 143 individuos de P. altsonii com altura do peito > 10 c¢m, sendo
selecionadas e marcadas 50 matrizes para os estudos fitoquimicos. A identificacdo foi feita
com base no registro fotografico de ramos floriferos e frutiferos de individuos destas espécies
e confirmados pelo especialista em Burseraceae, o Dr. Douglas Daly do New York Botanical
Garden, USA e incorporados no HAMAB do Instituto de Pesquisas Cientificas e
Tecnologicas do Estado do Amapa- IEPA.

As amostras de &mbar resina de P. altsonii foram coletadas de individuos em areas de
platd, com estado fitossanitario sadias, pela manhd, sendo retiradas do tronco com um facéo e
colocadas imediatamente em saco de papel vedado, devidamente identificado em local isento
de luz. Posteriormente, em laboratorio foi armazenada no freezer. As coletas desses
individuos foram realizadas em periodos de maior precipitacdo pluviométrica (janeiro/abril) e
menor precipitacdo (agosto/novembro) de 2012 a 2014 em diferentes fenofases (presenca de
frutos, auséncia de frutos, queda foliar, presenca de flores e auséncia de flores), além de
separar resina branca (com larva) e preta (sem larva).

A producdo dos frutos ocorre entre janeiro- abril (periodo de maior precipitacdo), com
frutos imaturos (verde) entre janeiro e marco e frutos maduros (vermelhos) em abril. O
periodo de menor precipitacdo ocorre entre agosto a dezembro quando a espécie produz
floracdo. Porém, a espécie apresenta comportamento fenoldgico (observagdo em campo) com

caracteristicas supra anual, ou seja, ndo produz frutos todo ano.
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2.3. Obtencao do 6leo essencial

Foram realizadas 9 extracdes do 6leo essencial das matrizes de ambar resina de P. altsonii,
no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da Universidade Federal do Para- UFPa.
Foram separados os perfis quimicos de acordo com as fenofases e o periodo de precipitacéo
pluviométrica. 50 g de ambar resina fresca foram pesadas, macerada e submetida a
hidrodestilagdo em aparelho do tipo Clevenger modificado durante cinco horas, acoplado a
um sistema de refrigeracdo para manutencdo da dgua de condensacdo entre 10-12° C. O 6leo
essencial foi desidratado com NA,SO, anidro, e armazenado em frascos selados, e
conservados sob baixa temperatura para posterior analises. Para cada perfil coletado duas
repeti¢des foram realizadas. Os rendimentos dos 6leos foram calculados a partir do peso do

material fresco e volume do 6leo obtido.
2.4. Obtencéo dos extratos brutos

Os residuos das resinas (49,5 g) extraidas por hidrodestilagdo foram mensurados e
submetidos a extracdo por percolacdo exaustiva, a temperatura ambiente no Laboratorio de
Quimica de Produtos Naturais da Universidade Federal do Para- UFPa. Foram utilizados 50
ml de hexano (Synth), em seguida acetato de etila (Synth), éter etilico (CRQ), cloroférmico
(CRQ) e metanol (Synth) por 30 minutos, respectivamente em triplicata, para assegurar uma
melhor extracdo dos constituintes soltveis. Cada solvente foi filtrado e evaporado a pressdo
reduzida com auxilio de um rota-evaporador para eliminacdo do solvente e obtencdo do
extrato (Simoes et al., 2000; Maia et al., 2000). Os rendimentos foram calculados a partir do
peso do material fresco e da massa final obtida dos extratos.

2.5. Identificagdo quimica dos constituintes dos 6leos essenciais

Os constituintes quimicos foram identificados analiticamente por meio da cromatografia
gasosa de alta resolucdo acoplada a espectrometria de massas (CGAR- EM), injetando-se 1
pL da amostra diluida em hexano. Os componentes foram identificados através da
comparacdo dos seus espectros de massas e indice de retencdo (IR) com os de substancias
padrdo existentes nas bibliotecas do sistema e, com dados da literatura (Adams, 2007). Os IR
foram obtidos utilizando a série homologada dos n- alcanos. A quantificacdo foi obtida por

cromatografia de gas (CG).

2.6. Analises cromatograficas
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A analise foi realizada em um sistema CG/EM Thermo, equipado com um detector
seletivo de massas quadrupolo operando no mode de impacto eletronico (El) a 70eV. O
CG-TRACE-1300 equipado com uma coluna (RXi-5Sil-MS-5%difenil,
95%dimetilpolisiloxilano-RESTECK), com 30m x 0,25mm di x 0,25um de espessura de
filme. O formo operou com uma programacdo de temperatura que variou de 40°C até
260°C a 3°C/min, utilizando gas Hélio como carreador a um fluxo de 0,75mL/min. O
injetor foi mantido a 220°C com injecédo de 1 uL da amostra através de injetor automatico
Al/AS-1310 no modo Split 1:20. O EM-1SQ-Single Quadropolo, operou no modo full
scan (iniciando ap6s 3 min, na faixa de massas desde 40-300 a.m.u a 0,2 scan/s). A linha
de transferéncia e a fontede fons operaram a 240°C, 220°C, respetivamente. As
substancias foram identificadas através do tempo de retencdo, indice de retencéo
calculada a partir dos hidrocarbonetos homdlogos e da compéracdo dos espectros de
massas das substancias com aqueles das bibliotecas Wiley Registry of Mass Spectra 92
Edicdo e Adam Essentia Oil library mass spectra, 2009.

CCDA- Cromatografia em camada delgada em alta resolugdo. Foram utilizado cromato
placas de aluminio com silica gel 60 (MACHEREY-NAGEL), espessura 0,20 mm, sem
indicador de fluorescéncia, as dimensdes das placas eram de acordo com o nUmero de
amostras. Os extratos brutos foram solubilizados em hexano, acetato de etila, éter,
cloroférmico e metanol (SYNTH) e aplicados cerca de 8 uL em forma de bandas para cada
extrato. Para a eluicdo das placas, foi utilizado sistema tolueno + acetato de etila (95:5). As
placas unidimensionais eram desenvolvidas a uma temperatura de 25°C em uma cuba
hermeticamente fechada contendo 30 ml da mistura de solventes. Apos eluicdo, as placas
eram visualizadas em cémaras de irradiacdo UV a 365nm e 254nm. Foi utilizado revelador
universal (vanilina/etanol/ H,SO,4 1:1) para visualizar a distancia percorrida pelo fator de

retencdo (Ry).
2.7. Prospeccao fitoquimica

Os extratos brutos solubilizados em hexano, acetato de etila, éter, cloroférmico e metanol
foram submetidos a prospeccédo fitoquimica para detecgdo qualitativa das classes compostos
fenolicos, terpenos, cumarina, antronas, antraquinonas e alcaloides. Os diferentes extratos e
todas as amostras de 6leo essencial foram aplicados em CCDA, posteriormente reveladas com
0s reagentes especificos para cada classe de metabdlitos (Adaptado de Paris et al., 1965;
Noirfalise et al., 1967) .
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Para compostos fendlicos totais, as placas foram borrifadas com cloreto férrico (Fecls) a
2%. A presenca foi considerada positiva quando a coloracdo foi azul ou verde azulada. O
desenvolvimento de fluorescéncia é considerado positivo para taninos (Matos, 1997). A
presenca para quase todas as substancias, em particular terpenos, fenilpropandides e derivados
de policetideos foi testada com vanilina sulfarica (vanilina +etanol+ &cido sulfurico) obtendo-
se coloracdo marrom e azul intenso. Para cumarina, antronas e antraquinonas foi borrifado
com hidroxido de potassio (KOH/ 20 %, etanol) foi positiva a coloracdo azul (UV a 365 nm),
amarelo (UV a 365 nm) e vermelho respectivamente (\Wagner et al., 1984). Os alcaloides
foram revelados com Dragendorff, sendo positiva com coloragdo laranja. Os constituintes
volateis foram revelados com Acido fosfomolibidico 20%, etanol, sendo positiva para azul

intenso.
2.8. Fracionamento por coluna

Apds a prospeccdo fitoquimica foram separados dois perfis com frutos, resina branca em
alta precipitacdo e sem fruto, com resina oxidada em baixa precipitacdo para serem
solubilizados em coluna utilizando 10g de amostra em uma fracdo de mistura de hexano,
sendo colocado algoddo + silica (30 g) + algoddo e palha de aco para separar as sustancias
presentes. Posterior, foi lavado com 160 v em hexano; 8 hexano: 2 éter; 1 hexano: 1 éter; éter;
cloroférmio; etanol e metanol. Cada solvente foi filtrado e evaporado a presséo reduzida com
auxilio de um rota-evaporador para eliminacdo do solvente e obtencdo do extrato (Simdes et
al., 2000; Maia et al., 2000). Os rendimentos foram calculados a partir do peso do material
fresco e da massa final obtida dos extratos. Posterior, foi realizada a prospeccédo fitoquimica
onde diferentes extratos foram aplicados em CCDA, posteriormente reveladas com os
reagentes especificos para cada classe de metabodlitos (Adaptado de Paris et al., 1965;
Noirfalise et al., 1967).

2.9. Obtencao e cultivo das linhagens utilizadas nos ensaios

Para a investigacdo da atividade antifingica foram utilizadas cepas cedidas pela Colecéao
de cultura de fungos filamentosos do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz) e os ensaios
realizados no Laboratdrio de Biotecnologia de Microrganismos da Universidade Federal do
Pard. Os testes com uma cepa de levedura resistente Candida albicans (IOC 3770) e duas
cepas de fungos filamentosos fitopatogénicos Fusarium oxysporum (IOC 4020) e Aspergillus
ninger (I0OC 100). A levedura foi cultivada em meio Agar Saboraud Dextrose (ASD),

incubados a 28°C por cinco dias. Os fungos filamentosos foram cultivados em meio Agar
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Batata Dextrose (BDA), incubado a 28°C por sete dias. Todos 0s micro-organismos foram
purificados atraveés de repicagens sucessivas. O método de investigacdo de atividade
antifangica aplicado neste trabalho foi adaptado e segue um protocolo de execugdo do

descrito por Lima et al. (2006).
2.10. Preparo do indculo

Ap0s crescimento e purificacdo dos microrganismos realizou-se o preparo dos indculos. Da
cultura de levedura (C. albicans) foi retirada uma alcada (al¢a de platina) e transferida para
tubos contendo 9mL de solucdo salina a 0,9%. A solucdo final foi ajustada para uma
concentracdo de 1x10° Unidades Formadoras de Colonias para cada 1mL de solucdo
(UFC/mL). A partir da solucdo concentrada realizou-se a lei das diluicdes segundo Herrera
(2001) até diluicdo 10 Dos fungos filamentosos (A. ninger e F. oxysporum) preparou-se
uma suspensao de esporos com agua estéril e armazenado sobre refrigeracdo, desta suspensdo
foi retirado uma aliquota de 1m L e transferidos para tubos de eppendoff, em seguida
centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos, o liquido sobrenadante foi descartado e os esporos
depositados no fundo dos tubos foram ressuspensos em solucdo salina a 0,9 % até
concentracdo de 1x10° UFC/mL para posterior obtencdo das diluicdes. Para os testes utilizou-
se meio de cultura GPY {20 % de glicose (m/v), 5 % de peptona (m/v), 5 % de extrato de
levedura (m/v) e 20 % de Agar (m/v)} esterilizado em autoclave a 121 °C/ 15min e

distribuido em placas de petri esterilizadas.
2.11. Atividade antifingica: método disco difusdo em Agar

O método consistiu na aplicacdo de 10 pL da substéncia avaliada previamente diluida
(20mg/mL) em um disco de papel de filtro qualitativo de 5 mm de didmetro, em seguida o
disco € disposto em uma placa de Petri contendo 20mL de meio de cultivo Agar-GPY {2 %
glicose (m/v), 0,25 % de peptona (m/v), 0,25 % de extrato de levedura (m/v) e 2 % de Agar
(m/v)} e suspensdo de conidios na concentragdo de 1x10° unidades formadoras de coldnias
(UFC). Esta placa foi disposto um controle positivo contendo 10 pL de nitrato de miconazol
(20mg/mL) e um controle negativo contendo apenas o solvente de dissolugdo da amostra. As
placas foram incubadas a 28 °C por 72 h e observadas a cada 24 horas o crescimento do
fungo. A atividade foi positiva a partir da observacdo de um halo formado em volta do disco,

0 halo foi medido com uma régua e comparado ao controle positivo (Bauer et al., 1966).

2.12. Atividade minima inibitoria
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A atividade antifingica dos 6leos investigados foi realizada pelo método adaptado de
contagem de unidade formadora de colonia (UFC). De cada 6leo utilizou-se 20 mg
dissolvidos no solvente de extracdo, a partir desta solucdo retirou-se 100uL e transferiram-se
para as placas de Petri contendo meio de cultura Agar-GPY, os extratos foram dispersos na
placa com o auxilio de uma al¢a de Drigalsky até secagem dos mesmos. Apos evaporacao do
solvente, aliquotas de 100 pL da suspensdo de conidios foram semeadas na superficie do meio
de cultura com o auxilio da alca de Drigalsky e semeadas em placas que ndo continham
extrato para comparagédo e controle de crescimento dos fungos. Igualmente placas de eliza
contendo o solvente, foram semeadas com a suspensdo de conidios para controle negativo. As
placas foram incubadas a 28 °C e as leituras de crescimento das colénias foi realizada a cada
24 h. Os testes foram realizados em duplicata e a partir da leitura de crescimento dos micro-

organismos (UFC/72 horas) foi calculada a atividade relativa.
2.13. Obtencéo da Suspenséo de Esporos

Apbs os fungos terem tomado todo didmetro da placa de Petri, cerca de 15 dias ap6s o
repique (cultura fresca), essas foram abertas em capela de fluxo laminar e 10 ml de agua
destilada foram adicionados aos meios de culturas contendo os respectivos fungos. Com
auxilio de uma alca de Drigalski (previamente flambada), movimentos suaves na superficie do
micélio foram realizados para a liberacdo dos esporos. As suspensdes obtidas foram filtradas
em malhas finas de nylon estéreis para a retirada das hifas remanescentes. O filtrado
resultante foi denominado de suspensdo padréo de esporos. Para a realizacdo dos ensaios de
inibicdo de crescimento e da germinacdo de esporos, as suspensdes contendo 0S esporos
foram ajustadas para uma concentracdo de 2 x 10° esporos/ml. Os esporos foram contados
com o auxilio de uma camara de Neubauer em microscopio 6ptico (Olimpus System
Microscope BX 60) (Melo et al., 2005).

2. 14. Ensaio de Inibicdo do Crescimento Fungico em Meio Liquido e Determinacdo da IC50

Os ensaios de inibicdo do crescimento foram realizados conforme a metodologia descrita
por Broekaert et al (1990). Os ensaios foram desenvolvidos em placas de microtitulacdo de
poliestireno de fundo chato (estéreis) de 96 pogos. Cada poco continha 10 pl de uma
suspensdo de esporos (2x10° esporos/ml) e 90 pl de meio YPD (“Yeast Peptone Dextrose”).
Apobs 16 h na auséncia de luz, a 27 °C, 100 ul dos extratos em diferentes concentragdes
(concentracdo final: 0,0; 0,097; 0,19; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25 e 12,5 mg/ ml) foram

adicionados. Os controles negativos e positivos para inibicdo do crescimento foram o Tween
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20 1% e o peroxido de hidrogénio 200 mM, respectivamente. Todas as amostras foram
filtradas em membranas de 0,22 um. O crescimento fungico foi monitorado através de leituras
de absorbancia a 620 nm, em intervalos de 12 ou 24 horas, até um total de 48 ou 72 horas, em
leitora de microplacas (Thermo Plate, BioTec Instruments). A concentragdo minima inibitdria
(MIC) foi definida com a menor concentracdo que inibe > 90% do crescimento apds 48 h ou
72 horas (Chavan e Tupe, 2014).

A concentracdo capaz de reduzir em 50 % o crescimento fungico do controle (Tween 20
1%), ap6s 48 h ou 72 horas de ensaio, foi representada como 1Cso. Os valores finais foram
calculados através de método de regressdo ndo linear com os valores do logaritmo das
diferentes concentracfes versus percentual de inibicdo normalizado usando o Programa
GraphPad Prism 6 (GraphPad software Inc., California, USA).

Para a andlise estatistica dos dados, foram realizadas andlises de variancia simples
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo
utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 6 (GraphPad software Inc., California,
USA).

2. 15. Coleta de solos

As coletas de solos foram realizadas no periodo de maior e menor precipitacdo a cada 300
metros das areas georeferenciadas com trés repeticbes cada (9 amostras/ area) préximo dos

individuos marcados com profundidades 0-20 e 20-40 m.
2. 16. Determinagdes da granulometria e fertilidade do solo

A analise granulométrica foi realizada no Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas
do Estado do Amapa- IEPA, no laboratdrio de solos, a partir do método da pipeta, o qual se
baseia na velocidade de deposicdo das particulas que compdem o solo, o teor de argila foi
determinado a partir de uma aliquota de 20 mL da suspensdo. A areia total foi separada por
tamisacdo e os teores de silte por diferenca em relacdo ao valor de 100% da amostra original
(EMBRAPA, 1997).

Com relagdo a fertilidade do solo, no laboratorio de solos da Embrapa/Amapa foram
analisadas as concentra¢es dos macronutrientes (P, K, Ca, Mg, Al, pH) e no laboratério de
solos da Embrapa/ Amazonia Ocidental foi analisadas de micronutrientes (Fe, Mn, Cu e Zn).
As extracOes de Ca, Mg e Al foram feitas a partir de uma solucdo extratora de KClI 1 M
(Miyazawa et al., 1999), sendo o Ca e Mg determinados por espectrofotometria de absorcédo

atdbmica e o Al pelo método de titulagdo com NaOH (Embrapa, 1999). Os macronutrientes (P



104

e K) e os micronutrientes (Fe, Zn e Mn) foram extraidos com solu¢édo Mehlich 1 (HCI 0,05 M
+ H,SO,4 0,0125 M), sendo o P determinado pelo método do azul de molibdato e por
espectrofotometria (A = 660 nm); K e micronutrientes foram determinados por
espectrofotometria de absorcdo atdmica (Perkin—Elmer 1100B). Os valores de pH w20 Seréo
obtidos potenciometricamente, utilizando eletrodo combinado, imerso em solucéo de solo e
agua (1: 2: 5). A leitura foi efetuada apds 1 min de agitacdo individual das amostras e 1 h de
repouso da solucdo (EMBRAPA, 1999).

Para a andlise estatistica dos dados, foram realizadas anélises de agrupamento hierarquico
(HCA) e de correspondencia canbnica (CCA), sendo utilizado o programa estatistico
GraphPad Prism 6 (GraphPad software Inc., California, USA).

3. Resultados
3.1. Caracterizacdo de ambar resina

P. altsonii apresenta resina que exsuda do tronco, e cuja producdo é estimulada por injdrias
da larva do inseto da familia Curculionidae no tronco, onde permanecem na arvore até o
estado adulto. Apos a perfuracdo da larva no tronco, os individuos de Protium exsudam um
liquido balsdmico que ao oxidar forma uma resina de coloragdo branca, transparente,
translucida, de odor almiscarado, denominados popularmente de breu branco. A resina
também ocorre de forma natural, através de feridas no tronco da arvore. A producao da resina
€ maior no periodo de maior precipitacdo, apresentado coloracdo branca com presenca da
larva, e coloragdo escura sem a presenca da larva, ja oxidada.

A resina é insoluvel em &gua, solivel em compostos organicos, muito heterogénea na sua
composicdo organica (Ca, Mg, P, K) com propriedades inflamaveis e que apresenta

caracteristicas quimicas de ambar.
3.2. Caracterizacéo do 6leo essencial

O dleo essencial ¢ viscoso, odor forte e almiscarado, de coloragdo incolor no periodo de
maior precipitacdo e amarelo claro no periodo de menor precipitagdo. Para 50 g de resina, o
rendimento por hidrodestilacdo foi variado, com alto rendimento no periodo de maior
precipitacdo, com fruto e resina fresca (6,8+8,2 %), e com baixo rendimento no periodo de
menor precipitacdo, com resina seca (0,5 £1,2 %). Por ser muito volatil, o tempo de extracéo

foi em torno de 4 horas com rendimento maximo.
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3.3. Caracterizacgéo dos extratos

O extrato hexanico teve uma coloragcdo amarela forte (1,2 g); coloragdo amarela clara para
acetato de etila (1,8 g); amarelo claro para extrato etéreo (1,5 g); amarelo bem claro (0,1 g)

extrato cloroférmico com coloracgéo incolor (0,9 g) para metandlico.
3.4. Principais componentes do 6leo essencial
3.4.1. Perfil quantitativo dos 6leos essenciais

Os 06leos essenciais da resina de nove amostras de P. altsonii conduziram a identificacdo de
86 compostos quimicos, representando 98 - 100 % dos constituintes dos 6leos essenciais. Os
monoterpenos foram predominantes em todas as amostras, embora o0 conteudo de
sesquiterpenos em algumas amostras tenha sido em torno de 38,05 %. Além disso, diferencas
importantes na variacdo da composicao quimica e nas quantidades dos constituintes de acordo
com o periodo registrado.

Durante a frutificacdo, no periodo de alta precipitacdo com resina branca molhada, a
composi¢do quimica emitida pelo perfil (PA) foi e 15 sustancias volateis, onde a pinene é 0
composto majoritario (51,99%), seguido por pS phellandrene (14,81%), a phellandrene
(13,74%) e p pinene (9,62%), totalizado uma composicdo majoritaria de 93,3% de
monoterpenos, e uma composi¢cdo minoritaria de esteroides (2,02%) e fenilpropanoides
(0,13%) (Tabela 1). J& no periodo sem frutificacdo, com alta precipitacdo, resina branca,
porém seca, a espécie apresenta comportamento quimico (PB) com 29 sustancias volateis,
com a phellandrene (44,41%) como majoritario seguido de p cymene (16,43%), S
phellandrene (13,87%) e o pinene (11,87%), além de outros compostos (tabela). Os grupos de
monoterpenos sdo em maioria (95,9 %), seguidos de sesquiterpenos (2,53 %), éster (0,86%) e
fenil propanoides (0,38 %) (Tabela 1).

Para o periodo de menor precipitacdo com queda foliar e com mistura das resinas, P.
altsonii emitiu comportamento quimico (PC) com 52 sustancias volateis, com componente
majoritaria a pinene (45.28%), e demais compostos p cymene (7.18%) e B phellandrene
(6.38%). Os monoterpenos (91,6%) em sua maioria, seguidos de sesquiterpenos, (2,38%),
fenil propanoides (0,24%) e éster (1,83%). Ainda no periodo de menor precipitagdo, sem flor
e resina branca, a espécie estudada apresenta perfil quimico (PD) com produgdo de 29
sustancias volateis, com a pinene (51,78%) majoritario, seguido de S phellandrene (12,93%) e
B pinene (9,37%). Com grupos de monoterpenos (97,79%) em sua maioria, seguidos de éster
(3,49%), sesquiterpenos (0,26%), fenil propanoides (0,21%) (Tabela 1).
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No perfil PE, com menor precipitagdo, porém com flor e resina oxidada, a espécie é
formada por 27 sustancias volateis, com a pinene (28,93%) majoritario, benzil benzoate
(25,26%), camphene (19,47%) e B pinene (5,92%). Os grupos de monoterpenos sdo em
maioria (91,63%), seguidos de éster (25,26%) e fenil propanoides (1,11%) (Tabela 1).

Durante o periodo de maior precipitacdo, sem fruto e com mistura de resinas, P. altsonii
emitiu comportamento quimico (PF) com de 27 sustancias volateis, com a pinene (34,17 %)
majoritario, seguido de orto- cymene (9,49 %), benzil benzoate (7,06 %) e S pinene (6, 83 %).
Os monoterpenos sdo em maioria (64,39%), seguidos de sesquiterpenos (20,37%) e éster
(7,06%). Ainda no periodo de maior precipitacdo, com fruto e com mistura de resinas, o perfil
(PG) apresentou 20 sustancias volateis, com a pinene (37,97 %) majoritario, seguido de «
phellandrene (25,91%), orto- cymene (7,97 %), benzil benzoate (4,88 %). Os monoterpenos
sdo em maioria (97,68%), seguidos de éster (4,88%) e sesquiterpenos (1,16 %) (Tabela 1).

Em maior precipitacdo, sem fruto e com resina oxidada, o perfil (PH) teve comportamento
quimico com 20 sustancias volateis, com benzil benzoate (37,79 %) majoritario, a pinene
(16,38 %), a phellandrene (8, 13 %), orto- cymene (4,65 %). Os monoterpenos sdo em
maioria (48,79 %), seguidos de éster (37,79 %) e sesquiterpenos (7,42 %) (Tabela 1).

Para o perfil (PI), com periodo de menor precipitacdo, sem flor e resina oxidada, P. altsonii
emitiu 20 sustancias volateis, com a pinene (27,99 %) majoritario, seguido de benzil benzoate
(26,77 %), orto- cymene (8,11 %) e camphor (5,77). Os monoterpenos sdo em maioria (72,5
%), seguidos de éster (26,27 %) e sesquiterpenos (0,74 %) (Tabela 1).

Na tabela 1, a porcentagem de o pinene se manteve sempre alta durante os perfis (PA, PC,
PD, PF, PG) emitidos por P. altsonii, diminuido muito no perfil PB e PH. Porém, mantendo-
se baixo nos perfis PE, e PI ficando abaixo de 30%. Isso se deve ao fato que nesses perfis, a
producdo de resina branca com larva foi em maior quantidade, ja no perfil PB, ocorreu
presenca de resina branca seca, diminuindo a producdo de a pinene. Os perfis PE, PH e PI
tiveram resina oxidada com presenca da cor preta em abundancia sem a larva, com producéo
de benzil benzoate, que confere uma sustancia mais amadeirada.

Em todos os perfis emitidos pela espécie, a quantidade p cymene apresenta relagcdo com o,
B pinene e a, [ phellandrene, onde essas sustancias apresentam relacdo direta, ou seja, um
aumento de a, S phellandrene, ocorre uma diminuigdo no p cymene, ou vice versa. Quanto a
presenca de benzil benzoate, ele esta relacionado com a quantidade de a pinene na amostra
volatil. Quanto maior for a producdo de pinene, inversamente serd a producdo de benzil
benzoate (Tabela 1).
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Certas moléculas quimicas pinene, phellandrene, sabinene, cymene, terpinene e benzil

benzoate dependendo do perfil podem aparecer ou ndo ou ainda a quantidade pode variar

muito. Dependendo do periodo coletado, certas substancias antimicrobiana (pinene, camphor,

thymol, carvacrol, copaene, metil eugenol, elemol, elimicin, benzyl benzoante, cubebene e

chamigrene) podem aparecer e com mudancas na quantidade (Tabela 1).

Na tabela 1 demostra os principais constituintes quimicos encontrados durante as coletas

com varios perfis.

Tabela 1

Porcentagens e rendimento dos constituintes quimicos de Protium altsonii Sandwith.

Constituintes RT RI* PA PB PC PD PE PF PG PH PI

o -Thujene 5.31 941 1,58 | 0,52 1,82 1,74 | 0,67 | 0,56 | 3,36 | 043 | 0,44
a- Pinene 5.5 946 51,99 | 11,87 | 45,28 | 51,78 | 28,93 | 34,17 | 37,97 | 16,38 | 27,99
Camphene 5.95 958 0 0 0 0 19,47 | 0,84 | 0,82 | 0,43 | 0,95
Benzaldehyde 6.37 969 0 0 0 0 0 0,24 0 0 0
Sabinene 6.54 973 1,46 | 051 | 0,37 | 0,87 | 0,65 | 0,65 0,7 0 0
B- Pinene 6.7 977 9,62 | 2,72 4,5 9,37 5,92 6,83 | 481 | 3,59 | 3,74
o Phellandrene 7.53 999 13,74 | 44,41 | 1,02 | 574 | 0,89 | 0,68 | 2591 | 8,13 5,4
Dimetil Phenol 7.57 1000 0 0 0 0 0 0 0 0,42 0
2 -Etil Fenol (CAS) 7.63 1001 0 0 0 0 0 0 0,83 0 0
D- 3 Carene 7.63 1008 0 0 0 0 2,29 34 0 0 0
O- Cymene 8.13 1014 0 0 0 0 532 | 9,49 | 797 | 465 | 811
D- Limonene 8.28 1018 0 0 0 3,06 | 3,42 0 0 0 0
p Cymene 8.46 1020 1,54 | 1643 | 7,18 1,19 0 0 0 0 0
Cineole 1,8 8.53 1023 0 0 0 0 1,26 1,82 | 0,71 | 2,21 | 3,64
Limonene 8.69 1024 0 0 1,93 2,43 0 0 0 3,25 1,79
B- Phellandrene 8.7 1025 14,81 | 13,87 | 6,38 | 12,93 | 2,47 2,9 6,84 0 1,74
y- Terpinene 8.3 1054 0,26 | 0,18 | 0,78 | 0,72 0 0 0,48 0 0
Menthadiene- 3,8-p 10.3 1068 0 0 0 0,06 0 0 0 0 0
a—Terpinene 9.78 1071 0 2,82 0,67 0 0 0 0,34 0 0
Terpinolene 10.98 1086 0,2 0,23 1,3 0,37 0 0 0 0 0
p- Cymenene 8.53 1089 0 0 0,2 0 0,45 0 0 0 0
Camphenol , 6 11.98 1113 0 0 0 0 0,77 0 0 0 0
Fenchol endo 121 1114 0 0 0,26 0 0 0 0 0 0
a- Campholenal 12.46 1122 0 0 0,49 0 0 0 0 0 0
trans Pinocarveol 12.99 1129 0 0 0,77 0 0,94 0 0 0 0,75
Camphor 13.28 1134 1,29 | 0,37 | 4,32 2,2 5,58 | 4,46 2 3,24 | 5,77
Mentha-2-en-1-ol- 13.04 1136 0 0 0 0,14 0 0 0 0 0
trans-p

Terpineol trans dihydro 13.33 1137 0 0 0 0 0,99 0 0 0 0
ol

Verbenol cis 13.07 1139 0 0 0 0 0 0 0 0 0,44
Pinocarvone 14.07 1151 0 0 0,65 0 0,56 0 0 0 0
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Thujone trans 12.00 1159 0 0 0 0 0 0 0 0,51 0
Thujanol- 3 14.26 1164 0 0 0 0,09 0 0 0 0 0
Borneol 14.29 1165 0,17 | 0,07 2,97 | 0,56 1,04 0 2,03 0 3,37
Terpinen-4-ol 14.66 1170 0,37 | 0,25 3,49 1,92 2,4 0,53 1,14 | 0,86 1,06
Cymen-8-ol- para 14.91 1178 0 0 0,9 0 1,41 0 0 0,36 0,93
Cryptone 15.07 1183 0 0 0 0,52 0 0,4 0 0 0
o Terpineol 15.21 1186 0,47 | 0,66 | 4,31 2,06 5,01 0 0,92 1,43 3,11
Mentha-1(7), 8-dien-2- 15.24 1187 0 0 0,2 0 0 0 0 0 0
ol trans-p

91 (100), 79 (60), 53 15.09 1195 0 0 0 0 0,46 0 0 0 0
(25), 109 (18), 119 (20),

134 (25), 167 mistura

Sabinol trans 15.07 1195 0 0 0 0 0 0 0 0 2,62
o Phellandrene epoxide 15.13 1196 0 0 0 0 0 0,27 0,55 1,53 0
Verbenone 15.97 1202 0 0 1,08 0 0,88 0 0 0 0,65
trans Carveol 16.44 1214 0 0 0,22 0 0,31 0 0 0 0
Thymol, methyl ether 17.19 1232 0 0 0,06 0 0 0 0 0 0
Cumin aldehyde 17.47 1237 0 0 0,25 0 0,35 0 0 0 0
Carvotanacetone 17.72 1244 0 0,13 0 0 0 0 0 0 0
Piperitone 17.95 1249 0 0,08 0,18 0 0 0 0 0 0
Thymol 19.71 1289 0 0,09 0,28 0 0 0 0 0 0
Valencene 28.66 1297 0 0 0 0 0 0 0 1,37 0
Carvacrol 20.14 1298 0 0,04 | 0,25 | 0,04 0 0 0,3 0 0
Pinanediol cis- 2,3 21.01 1326 0 0 0 0 0 0,55 0 0 0
Menth-1-en-7-al-3-oxo- 21.56 1330 0 0 0,03 0,01 0 0 0 0 0
para

o Cubebene 22.33 1345 0 0,04 0 0 0 0 0 0 0
o Ylangene 23.43 1373 0 0 0,22 | 0,05 0 0 0 0 0
o Copaene 23.49 1374 0 0,4 0,06 0 0 0 0 0 0
Methyl eugenol 24.75 1403 0 0,44 | 0,04 | 0,06 0 0 1,16 0 0,74
Caryophyllene (E-) 25.36 1417 0 0,91 0,37 | 0,03 0 0 0 0 0
trans o Bergamotene 25.99 1432 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0
o Guaiene 26.2 1437 0 0 0,07 0 0 0 0 0 0
o Humulene 26.82 1452 0 0,17 0,06 0 0 0,78 0 0 0
B Chamigrene 27.82 1476 0 0,09 0 0 0 0 0 0 0
Yy Muurolene 27.91 1478 0 0 0,03 0 0 0 0 0 0
y Himachalene 28.05 1481 0 0 0,14 | 0,05 0 0 0 0 0
B Selinene 28.37 1489 0 0 0,08 | 0,03 0 0 0 0 0
o Selinene 28.74 1498 0 0 0,04 0 0 0 0 0 0
B Bisabolene 29.04 1505 0 0,04 0 0 0 0 0 0 0
a Bulnesene 29.2 1509 0 0 0,09 0,04 0 0 0 0 0
y Cadinene 29.35 1513 0 0 0,13 0 0 0 0 0 0
D Cadinene 29.72 1522 0 0,38 0,08 0 0 0 0 0 0
Elemol 30.78 1548 0 0 0,11 | 0,05 0 0 0 0 0
Elemicin 31.09 1555 0,13 0,38 0 0 1,11 0 0 2,5 0
Tridecen 1AL 2E 31.55 1567 0 0 0 0 0 0 0 4,03 0
Nerolidol E 31.32 1561 0 0 0,07 0 0 0 0 0 0
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B Calacorene 31.43 1564 0 0 0,11 0 0 0 0 0 0
Isoelemicin E 31.62 1568 0 0 0,13 0,16 0 0 0 0 0
Caryophyllene oxide 32.16 1582 0 0 0,5 0 0 0 0 0 0
Eudesmol-5-epi-7-epi- a 33.17 1607 0 0 0,11 0 0 0 0 0 0
Tetradecanal 33.35 1611 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cadalene 35.8 1675 0 0 0,14 0 0 0 0 3,39 0
Eudesm-7(11)-en-4-ol 36.74 1700 0 0 0,04 0 0 0 0 0
Benzyl benzoate 38.9 1770 2,02 0,86 1,83 3,49 | 25,26 | 7,06 4,88 | 37,79 | 26,27
Pseudo phytol (62, 10Z) 46.93 1988 0 0 0 0 0 19,59 0 0 0

RT- RI- indice de retencéo.

De acordo com a anélise de agrupamento hierarquico (HCA) o perfil PA e PG estdo no
mesmo grupo em funcdo da espécie esta no periodo de frutificacdo, entretanto, apresenta um
pequeno distanciamento devido ao tipo de resina (PA- resina branca), (PG- resina misturada).
Ja o perfil PC e PD pertencem ao mesmo grupo e estdo proximos, pois a planta esta sem
floracdo e sua resina apresentam caracteristicas semelhantes, atentando para o fato de que PD
apresenta resina branca e PC resina misturada. Neste mesmo sentido, PH e P1 estdo préximos,
porém se diferem de PC e PD compondo grupamento diferente; PH e Pl apresentam resina
oxidada, mais ressalta- se que PH ndo apresenta fruto, no periodo de maior precipitacéo e Pl
esta sem floragdo, no periodo de menor precipitagdo (Fig. 1, 2).

Para o perfil PE que se encontra no segundo grupo e forma um cluster com Pl e PH
caracterizado o grupo das resinas oxidadas. O PF faz parte do primeiro grupamento da resina
branca. O PB foi coletado no periodo sem frutificacdo, com resina branca, periodo de maior
precipitacdo. Em funcdo da resina se apresentar com caracteristica seca, ela se diferencia dos

demais formando o grupo trés (Fig. 1, 2).
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Fig. 1. Anélise de agrupamento hierdrquico dos diferentes perfis quimicos de P. altsonii. PA: 1 precipitagdo, +
de frutos, resina branca. PB: 1 precipitagdo, s/fruto, resina seca. PC: | precipitagdo, queda foliar, mistura de
resinas. PD: | precipitagdo, s/flor, resina branca. PE: | precipitagdo, c/flor, resina branca. PF: 1 precipitacéo,
s/flor, mistura de resinas. PG: 1 precipitagdo, + de frutos, mistura de resinas. PH: 1 precipitagdo, s/flor, resina

oxidada. PI: | precipitagdo, s/flor, resina oxidada.
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Fig. 2. Projec@es de variaveis dos diferentes perfis quimicos de P. altsonii. PA: 1 precipitacdo, + de frutos, resina
branca. PB: 1 precipitagdo, s/fruto, resina seca. PC: | precipitacdo, queda foliar, mistura de resinas. PD: |
precipitacdo, s/flor, resina branca. PE: | precipitacdo, c/flor, resina branca. PF: 1 precipitagdo, s/flor, mistura de
resinas. PG: 1 precipitacdo, + de frutos, mistura de resinas. PH: 1 precipitacdo, s/flor, resina oxidada. PI: |
precipitacdo, s/flor, resina oxidada. PC1: 69,80 %; PC2: 14,1 %.

Os resultados da analise de correspondéncia candnica (CCA), entre os perfis quimicos dos
6leos essenciais e macro e micronutrientes dos solos, 0 eixo 1 explicou 47,56 % e 0 eixo 2,
29,44 % totalizando 68,00 % da variancia acumulada. Estes resultados sugerem uma forte
associacdo entre a composicdo quimica dos 6leos essenciais com o parametro fisico- quimicos
do solo para alguns compostos quimicos (Fig. 3).

O eixo CCA 1 apresenta uma relacdo positiva dos nutrientes do solo MO e Zn com metil
eugenol, a plellandrene, p cymene, caryophyllene € o terpinene. Ainda no eixo CCA 1 o Fe
apresentou uma relagdo negativa com os demais compostos. Por outro lado, 0s pardmetros
pH, SB, CaMg e Mg do eixo 2 correlacionaram-se positiva com camphene, cymenol p 8, trans

pinocarveol, elemicin, benzil benzoate, verbenone e o terpinol (Fig. 3).
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Fig. 3. Ordenagdo dos dois primeiros eixos do CCA mostrando a distribuicdo dos macro e micronutrientes do
solo e os constituintes quimicos do éleo essencial dos 9 perfis coletados. O eixo 1 representa 47,56 % da relacéo

6leo e nutrientes do solo. Eixo 2: 29,44 %.

3.4.2. Perfil qualitativo

Através do perfil CCDA, os extratos brutos obtidos por percolacdo dos solventes descritos
e Oleo essencial de P. altsonni foram investigados quanto a presenca de possiveis classes de
compostos quimicos, sendo observada a presenca de diversos tipos de metabolicos
secundarios de acordo com as coloracgdes estabelecidas (Tabela 2). Todas as amostras de dleo
essencial apresentaram 0s mesmos padrdes de localizacdo de compostos metab6licos durante
a triagem fitoquimica.

Atraves da prospeccgdo fitoquimica foi possivel indicar a presenca de alguns compostos
nos extratos, segundo o revelador especifico para cada classe. Os compostos fendlicos foram
observados nos extratos hexanicos e metandlicos; os terpenos foram revelados em solucao
hexanica, éterea e metanolica. Para cumarina foram observados nos extratos hexanico e de
acetato de etila; as antronas somente em solugdo metandlica. J& para alcaloides foi revelado

em extratos hexanicos, étereo e metanolico (Tabela 2), (Fig. 3).
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Para a coluna foi indicado a presencga de terpenos nos extratos hexanico, hex/éter (8:2),
hex/éter (1:1), éter e cloroférmio. Para cumarina foram revelados nos extratos hexanico,
hex/éter (8:2). As antronas foram encontradas somente no extrato cloroférmio. E para os

alcaloides foi observado nos extratos hexanico, hex/éter (1:1), eter e cloroformio (Tabela 3),
(Fig. 4).

Tabela 2

Deteccdo das classes metabélicas e triagem fitoquimica dos extratos de P. altsonii

Classes de substancia Extrato Extrato Acetato de Extrato Extrato Extrato
Hexanico etila Etéreo Cloroférmico metandlico

Compostos fenolicos + _ _ _ +

Terpenos + + + + +

Cumarina + + + _ _

Antronas +

Antraguinona

Alcaloide + + + +

Taninos - - - - -

Os sinais (+) (-) indicam presenca ou auséncia da classe de compostos.

Tabela 3
Triagem fitoquimica das fragfes obtidas na coluna de P. altsonni

Classes de compostos Extrato Extrato Hex/éter Extrato Extrato éter Extrato
Hexanico (8:2) Hex/éter (1:1) cloroférmio
Terpenos + + + + +
Cumarina + + _ _ -
Antronas +

Antraquinona

Alcaloide + + + +

Os sinais (+) (-) indicam presenca ou auséncia da classe de compostos.
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Fig. 4. Cromatografia em camada delgada em alta resolucéo dos extratos de P altsonni. A) Placa revelada com
&cido sulfurico concentrado para visualizar a presenca de constituintes de 6leos essenciais caracteristica de cor
amarela e vermelha em todos os perfis quimicos. B) Placa visualizada em 365nm, ap6s revelacdo com acido
sulfarico 10% em etanol para deteccdo de alcaldides. As manchas amarelo fluorescente indicam a presenga de
alcaloides. C) Presenca de diferentes compostos quimicos. D) Apo6s revelagdo com KOH. As manchas

fluorescentes intensas caracterizam a possibilidade da presenca das classes de cumarinas.

As sustancias encontradas (cumarina, alcaloides, terpenos) sofrem uma variagdo muito
grande de quantidade, dependendo do periodo de coleta. Através da triagem fitoquimica, as
cumarinas sdo mais abundantes no periodo de alta precipitacdo. Enquanto, que os alcaloides

estdo pressentes mais no periodo de baixa precipitacdo. Os terpenos sdo abundantes sempre.
3.4.3. Obtencéo dos 0leos e avaliacéo do efeito fungitoxico

As composicBes quimicas volateis do 6leo resina foram analisadas por cromatografia
gasosas acopladas a espectrometria de massas (CG-EM), nas quais se observou a presenca de
86 constituintes no dleo resina, ressaltando-se variagdes modestas nas concentracdes de
poucos constituintes, e variacdes para 0 a pinene e benzyl bezoante dependendo do tipo de
resina.

A composi¢do e quantidade de cada uma destas substancias variam de acordo com o

periodo de colheita das amostras de P. altsonii. Esta caracteristica, que compreende diferentes
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quantidades de agentes antimicrobianos na composicdo do dleo em diferentes periodos do
ano, pode ser o fator principal para selecionar um éleo com potencial acdo fungitoxica.

A avaliacdo do efeito fungitoxico foi aplicada as amostras dos 6leos resina de P. altsonii e
se observou que os perfils dos éleos (PA A), (PA B) e (PA E) apresentaram as melhores
atividades fungitoxicas frente aos fungos filamentosos A. ninger e F. oxysporum com
formacgédo de halos de inibicdo acima de 1,0 cm, alguns correspondendo a quase 50% de
atividade a mais que o controle positivo (nitrato de miconazol). Estes resultados também
foram observados nos 6leos (PA F), (PA H) e (PA 1), pois estes apresentaram halos de
inibicdo que variaram entre 0,1 a 1,0 cm para ambos os microrganismos.

A investigacdo de inibicdo da levedura C. albicans evidenciou a formacdo de halos acima
de 1,0 cm para as amostras de 6leos PA A, PA B, PA C, PA D, PA E, PA F e PA H, porém
todos apresentando atividade fungistatica, j& que houve o avanco de células sobre a zona
inibida, porém com col6nias menores e em menor quantidade quando comparadas as colénias

crescidas em toda a area da placa.

Tabela 4

Resultados obtidos em testes preliminares por disco-difusdo nos 6leos brutos de P. altsonii. PA: 1 precipitagéo, +
de frutos, resina branca. PB: 1 precipitagdo, s/fruto, resina seca. PC: | precipitagdo, queda foliar, mistura de
resinas. PD: | precipitacdo, s/flor, resina branca. PE: | precipitagdo, c/flor, resina branca. PF: 1 precipitacéo,
s/flor, mistura de resinas. PG: 1 precipitagdo, + de frutos, mistura de resinas. PH: 1 precipitagdo, s/flor, resina
oxidada. PI: | precipitagdo, s/flor, resina oxidada.

Halo de inibi¢cdo em cm

Amostras
C. albicans A. ninger F. oxysporum
Oleo bruto PA A +++ 4+ 4+
Oleo bruto PA B ++ +++ 4+
Oleo bruto PA C ++ - .
Oleo bruto PA D 4+ + .
Oleo bruto PA E 4+ +++ .
Oleo bruto PA F ++ + +
Oleo bruto PA G - - ++
Oleo bruto PA H ++ ++ +
Oleo bruto PA | - + +
Controle positivo +++ +++ +++

Controle negativo - - -

*Controle positivo utilizado nitrato de miconazol; controle negativo hexano, - (sem atividade), + (halo 0,1 a

0,5cm); ++ (halo 0,5 a 1,0cm); +++ (acima de 1,0cm).
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Todos os perfis dos 6leos de P. altsonii foram muito eficientes para inibir o crescimento do
fungo P. chrysogenum. Além disto, os perfis dos 6leos PA E e PA A tiveram eficiéncia para
A. flavus e F. oxysporum, enquanto, que os outros perfis ndo apresentaram uma inibicdo
(Tabela 2). Entre os perfis de 6leo, o PA D, PA C e PA H apresentaram efeito inibitorio
distintos frente as trés espécies de fungos (Tabela 3).

Tabela 5
Efeito inibitério dos 6leos de P. altsonii (12,5 mg/ml) sobre o crescimento fungos fitopatgenos.

Perfil 6leo Inibicdo do crescimento flngico (%)

P. chrysogenum A. flavus F. oxysporum
PAE 99,95 + 0,08 89,94 + 0,642 99,78 + 0,37%"
PAF 87,50 + 2,87™ 66,05 + 8,87™ 17,42 + 5,108
PAD 84,47 + 0,37" 62,52 + 3,16™ 52,25 + 0,95
PAC 73,33+ 0,44 40,78 + 6,55 ® 14,31 + 0,89
PA G 82,69 + 1,35™ 39,06 *+ 4,64 55,50 + 2,31
PAH 86,34 + 2,80™ 30,76 + 8,51 52,93 + 1,37
PA A 99,92 +0,13* 84,21 + 1,02%° 99,41 + 1,012*
PAB 85,42 + 1,244 56,76 + 2,89 52,66 + 5,26

Os valores de médias seguidos pela mesma letra mindscula nas colunas e a mesma letra maitscula nas linhas ndo diferem

entre si, de acordo com teste de Tukey (p > 0,05).

No grafico abaixo (Fig. 5), estd demonstrado que para P. chrysogenum o efeito inibitorio
de todos os 6leos invertigados acontece em nas concentracGes acima de 0,39 mg/mL para
acao inibitdria acima de 50%. Enquanto, que para as outras espécies de fungos, esse efeito é

significativo em alguns perfis (Fig. 5).
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Fig. 5. Efeito inibitério dos 6leos de P altsonii em nove concentragdes (0,0; 0,097; 0,19; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12;

6,25 e 12,5 mg/ml) sobre o crescimento vegetativo de fungos Penicillium chrysogenum (* *A-), Aspergillus

flavus (=€=) e Fusarium oxyspoirium (=B «). As curvas de inibicdo foram expressas através de regressdo ndo

linear dos valores do logaritmo das diferentes concentragdes versus percentual de inibicdo normalizado usando o

Programa GraphPad Prism 6 (GraphPad software Inc., California, USA).
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Tabela 6
Valores de MIC e ICs, em mg/ml dos extratos de P. altsonii sobre o crescimento de fungos fitopatégenos. (OBS:

no ic50 entre paréntese é o intervalo de confianca a 95 % pelo teste de tukey).

Oleo Atividade antifangica

P. chrysogenum A. flavus F. oxysporum

MIC 1Cs MIC 1Cs MIC 1Cs
PA PE 12,5 0,48 (0,48 - 0,48) 12,5 3,13 (1,71 -5,74) 12,5 1,29 (0,98 - 1,17)
PA PF >12,5 0,50 (0,39 - 0,64) >12,5 4,03 (2,92 —5,55) Ne* Ne
PAPD >125 0,70(0,56-0,88) >125 5,84 (4,31-7,91) >125  7,13(5,12-9,93)
PAPC >125  862(821-9,04) >125  15(11,55-19,71) Ne Ne

PAPG  >125 040(0,30-054) >125  10,08(2,82-3598) >125 4,76 (2,64 - 8,50)
PAPH  >125 045(0,36-0,56) >12,5  7,378(692-7,869) >125 9,59 (6,29 — 14,62)
PAPA 625  062(0,56-0,69) >12,5 4,18 (3,70 —4,73) 6,25 1,18 (0,99 — 1,41)

PAPB >125 1,03(0,84-1,28) >125 6,19 (4,76 —8,04) >125 6,03 (4,11 - 8,84)

Ne* Néo efetivo. MIC: Concentracéo inibitéria minima; I1Csy: concentracéo que inibe em 50% o crescimento flngico.

A avaliacéo fungitdxica, por disco difusdo, quando realizada nos extratos do 6leo de P.
altsonii apresentaram halos de inibicdo evidenciando a atividade fungistatica. As fracGes 3, 8
e 9 foram as que apresentaram melhor resposta frente aos fungos filamentosos A. ninger e F.
oxysporum, evidenciando halos com didametro acima de 1,0 cm.

Para a C. albicans as fragdes 4, 6, 7, 8 e 10 apresentaram halos de inibi¢do que variaram de
0,1 a 0,5 cm, cerca de 35% menor que o halo formado com o controle positivo. As demais

fracdes (1, 2, 3, 5 e 9) apresentaram atividade fungistatica.

Tabela 7
Resultados obtidos em testes por disco-difusdo nas fragdes do éleo de P. altsonii.

Halo de inibi¢cdo em cm
Amostras
C. albicans A. ninger F. oxysporum

1. Fracdo Hexano ch f ++ ++

2.Fracdo Hex +éter (8:2) f + f
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3.Fracdo Hex +éter (1:1) f +++ ++
4.Fracao éter + F f
5.Fracéo acetato de etila f + f
6.Fracdo cloroférmio + ++ ++
7.Fracdo Hexano s + + ++
8.Fracdo Hex +éter (8:2) + +++ +++
9.Fracéo Hex +éter (1:1) f +++ f
10.Fracao éter + F ++

11.Fracdo cloroférmio - - -
12.Fracéo acetato de etila - - i,

Controle positivo +++ +++ +++

*Controle positivo (nitrato de miconazol); controle negativo (solvente), - (sem atividade), + (halo 0,1 a 0,5cm);

++ (halo 0,6 a 1,0cm); +++ (acima de 1,0cm), f (apresentou halo com atividade fungistatica).

As fracdes, ap0s teste qualitativo, foram submetidas ao teste de atividade minima inibitoria
e observou-se que a fragdo 8 (Fragdo Hex +éter (8:2)) foi a que apresentou melhor atividade
frente aos fungos filamentoso, apresentando inibigdo de 70,10% para o fungo A. ninger
enquanto que o controle positivo nitrato de miconazol apresentou atividade de 75,30% e
78,43% para o fungo F. oxysporum enquanto que o controle positivo apresentou atividade de
69,98% para o F. oxysporum.

O resultado de inibicdo para os fungos filamentosos A. ninger e F. oxysporum, foi para a
fracdo 3 (Hex +éter (1:1)), que apresentou atividade de 72,45% e 65,70%, respectivamente. A
fracdo 9 (Hex +éter (1:1)) também apresentou resultado satisfatorio com uma atividade
inibitoria de 75,52%, apenas para o fungo A. ninger. Os testes de inibicdo ndo foram
realizados com as leveduras por apresentarem atividade fungistética.

Tabela 8
Atividade minima inibitoria das fraces do 6leo de P. altsonii.

Atividade minima inibitoria em %
Amostras
C. albicans A. ninger F. oxysporum

1. Fragdo Hexano ch N 59,76+8,49 54,76+0,71
2.Fracdo Hex +éter (8:2) N 10,89+1,41 8,09+4,24
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3.Fracdo Hex +éter (1:1) N 72,45+2,12 65,70x0,71
4.Fracdo éter N 15,07+4,95 11,40+0,71
5.Fracdo acetato de etila N 19,25+1,41 9,41+2,83
6.Fracdo cloroférmio N 65,03+5,66 42,55+3,33
7.Fracdo Hexano s N 21,97+0,71 43,08+4,24
8.Fracdo Hex +éter (8:2) N 70,10x0,71 78,43%0,71
9.Fracdo Hex +éter (1:1) N 75,52+0,71 10,23£2,83
10.Fracéo éter N 7,45%3,54 50,77+4,95
11.Fracdo cloroférmio N 75,30+0,71 69,98+0,71
12.Fracdo acetato de etila N 7,45%0,00 10,54+3,54
Controle positivo N 5,33%£4,95 7,45%4,95

*Controle positivo (nitrato de miconazol); n - atividade ndo realizada.

4. Discussao

Os Oleos essenciais constituem  uma grande variedade de substancias, como
hidrocarbonetos terpenicos, alcoois simples e terpenicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres,
éteres, Oxidos, perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos com
enxofre (Simoes et al., 2005; Rudiger e Veiga Janior, 2013). Com destaque para 0S
terpendides pela grande variedade estrutural. Esses dleos sdo produzidos em varios sitios no
interior da célula e sdo armazenados primariamente dentro de vactolos ou estrutura
especializadas (Taiz e Zeiger, 2004). Em P. altsonii presenca de canais intercelulares simples
secretando 6leo em abundancia foram registrados. Sao sintetizados em uma parte da planta e
armazenados em outra. Além disso, sua concentracdo na planta varia de acordo com o ciclo
circadiano (24h) e sazonal, e entre outros fatores abi6ticos ( Machado et al, 2003).

Analise quimica das espécies de Protium tem revelado uma fonte segura de compostos
guimicos (Maia et al., 2000; Susunaga et al., 2001; Bandeira et al., 2002; Oliveira et al., 2004;
Lima et al., 2005; Magalhdes et al., 2006; Rudiger e Veiga Janior, 2013; Carvalho et al.,
2015). Porém, a identificacdo correta das espécies em campo € essencial para determinacéo

dos componentes quimicos existentes nos 6leos essenciais e sua aplicacdo na industria. Em P.
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altsonii foram identificados terpenos em abundancia, fenilpropanoides presentes no 6leo
essencial e cumarinas, alcaloides no fixo.

A presenca de substancias quimicas em uma determinada espécie pode estar atrelada a
sazonalidade, variando em resposta a fatores bidticos e abidticos, principalmente, aqueles
ligados ao clima que podem influenciar na qualidade e quantidade do 6leo essencial (Simoes
et al, 2000; Machado et al., 2003). AlteracGes nos fatores abidticos podem também afetar os
processos fisioldgicos e metabolicos das plantas, com destaque para o crescimento celular,
sintese de proteinas, transporte de fotoassimilados, transporte de nutrientes e desempenho
fotossintético, limitando o crescimento e o acimulo de biomassa (Graciano et al., 2006;
Yokota et al., 2006).

O Oleo essencial da resina de Protium apresenta certa variagdo nos seus componentes
majoritarios, diferencas na concentracéo e presenca ou auséncia de cada constituinte entre as
diferentes espécies (Machado et al., 2003; Pontes et al., 2007; Marques et al., 2010). A mesma
espécie pode sofrer variacdo em seus componentes quimicos, isso pode estar associado ao
armazenamento durante a coleta, época do ano, idades e locais distintos, além do processo de
extracao, isso ocorreu com P. altsonii.

A variacdo sazonal exerce uma influencia direta sobre a vegetagdo, assim como uma
influéncia indireta, via solo. As informacbes obtidas dos diversos estudos fitoquimicos
realizados sugerem que a biossintese e 0 acumulo de metabolitos secundarios € suscetivel a
variacdo sazonal, geogréfica e talvez até circadiana (Taiz e Zeiger, 2004). Em geral, as
espécies apresentam épocas especificas em que contém maior quantidade de principios ativos
no seu tecido, podendo esta variacdo ocorre tanto no periodo de um dia, como em épocas do
ano (Simoes et al., 1999; Nunes et al., 2009). Para P. altsonii ocorre diferencas na quantidade
de substancias que sdo produzidas durante o periodo de sazonalidade.

Do ponto de vista de fertilidade, solos argilosos, em especial com as maiores quantidades
de matéria organica sdo desejados, ja que esses solos apresentam valores de capacidade de
troca catibnica elevada e, com isso, maiores quantidade de cations podendo ser armazenadas e
posterior, cedidas aos vegetais através de reacGes de troca de ions. No entanto, como
observado neste trabalho, a dinamica de producdo de metabdlitos secundarios pela planta é
resultado de uma combinacdo complexa de fatores abidticos s e bidticos. Existe uma
associacao entre a composicao quimica dos 6leos essenciais com as substancias do solo em P.
altsonii.

Grandes variacbes para o rendimento de Oleo resina sdo comuns, em grande parte,

dependente do tempo de exposi¢do ao ar antes e depois coleta (envelhecimento da resina),
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condigdes climéticas e outros fatores (Siani et al., 1999a). Para P. altsonii ocorre essa
variacdo no rendimento e coloracao quanto ao periodo sazonal.

P. icicariba (DC.) March., P. heptaphyllum (Aubl.) March. subsp. ulei (Swat) Daly e P.
heptaphyllum (Aubl.) March. subsp. heptaphyllum apresentam predominantemente
monoterpenos no 6leo essencial da resina ( Marques et al., 2010), semelhante ao encontrado
no perfil de P. altsonii. Porém, para 6leo essencial da resina de P. decandrum (Aubl.) March.
ndo foi encontrado monoterpenos somente sequisterpenos (Lima et al., 2006).

A indicagdo de certas classes de compostos encontrados em P. altsonii esti de acordo com
0s registrados por outras espécies de Protium (Susunaga 1996; Siani et al., 1999; Maia et al.,
2000; Bandeira et al., 2001; Bandeira et al., 2002; Pontes et al., 2010). Os metabolitos
secundarios sao responsaveis pela coloracdo e odor de flores e frutos, além de atuar na defesa
vegetal. Podem apresentar diferentes classes de compostos como isoprenos, compostos
fendlicos e compostos nitrogenados como os alcaloides. S&o produzidos em rotas
biossintéticas provenientes de processos vitais como a fotossintese e a cadeia respiratéria
(Castro et al. 2004).

Dependendo da classe de compostos fendlicos como flavonoides, polifendis podem
apresentar atividades antioxidantes, antiinflamatoria (Padilla et al., 2008). A cumarina é um
composto que registra diversas atividades biolégicas e que podem ser usadas como
aromatizantes, na fixacdo de perfume, como antioxidantes, vasodilatadora, anticoagulante e
relaxante vascular. Os alcaloides sdo compostos derivados das aminas e sdo importantes para
as plantas, pois ajudam no mecanismo de defesa contra insetos e animais, auxiliam na
protecdo contra os raios ultravioletas. Além da producéo de diversos medicamentos (Castro et
al., 2004). A presenca de cumarina em P. altsonii sugere que essa substancia podem ser usada
como fixador na producdo de perfumes e os alcaloides podem ser usados como anti
inflamatorio, cicatrizante (Maia et al., 2000; Padilla et al., 2008). Em P. altsonii a cumarina e
o alcaloide variam na quatidade que é produzida durante o periodo de precipitacdo e pelo tipo
de resina que é produzida.

Os constituintes quimicos isolados ou em conjuntos podem apresentar atividades
bioldgicas. A presenca de alguns terpenos encontrados em P. altsonii (sabinene, terpinene,
cymene, borneol, pinene, pinocarveol, benzyl benzoato, phellandrene) pode indica aroma para
producdo de fragrancias. Enquanto que o terpeno camphor indica repeléncia ou atividade
antimicrobiana bem como carvacrol. O composto methyl eugenol pode indica atividade
antisséptica e o sesquiterpeno caryophyllene pode estar relacionado com atividade anti-
inflamatdria, enquanto que o composto thymol, carvacrol pode agir com atividade
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antifungica. Todas essas atividades bioldgicas ja foram registradas em algumas espécies de
Protium (Susunaga 1996; Siani et al., 1999; Maia et al., 2000; Bandeira et al., 2002; Pontes et
al., 2010).

Fazem parte da composicdo deste 6leo essencial substancias quimicas ja conhecidas na
literatura e que apresentam potencial antimicrobiano, entre estas estdo o pinene, camphor,
thymol, carvacrol, copaene, metil eugenol, elemol, elimicin, benzyl benzoante, cubebene e
chamigrene (Cavaleiro et al., 2006; Fenner et al., 2006). O interesse neste tipo de substancias
como alguns terpenos e fenil-propanoides por estes apresentam atividades antifingicas
(Giordano et al, 2015; Maia et al., 2015).

Nas fracbes de P. altsonii encontram-se as substancias ja conhecidas na literatura por
apresentarem potencial de uso como antimicrobiano bem demonstrado por outros autores na
literatura (Souza et al., 2004; Mendes et al., 2001; Giordano et al, 2015).

Os Oleos essenciais possuim algum grau de atividade antimicrobiana atribuida a
composicdo quimica presentes em seus compostos fenolicos, monoterpenos e terpendides
(Giordano et al., 2015). O mecanismo de acdo dos monoterpenos envolve, principalmente,
efeitos tdxicos a estrutura e a funcdo da membrana celular (Giordano et al., 2015).

Em P. bahianum foi realizado analise quimica da resina fresca e envelhecida, onde o 6leo
da resina envelhecida apresenta em sua constituicdo majoritaria sequisterpenos, enquanto que
0 6leo da resina fresca preferencialmente monoterpenos. Esses 6leos tiveram a atividade
antiacaricida avaliada e apenas a resina envelhecida teve inducdo a repeléncia contra
Tetranychus urticae (Pontes et al., 2007). Em P. altsonii essa variagdo no tipo de resina
ocorre também.

Em terpenos, tanto a quantidade como a diversidade de compostos parecem aumentar a
eficiéncia de defesa como uma mistura de diversos compostos fornece uma protecdo mais
eficaz contra uma ampla gama de herbivoros e limita as chances de que um inimigo evolui
resisténcia (Maia et al., 2015).

A teoria prevé que o0s compostos de plantas defensivas devem ser alocados
diferencialmente entre os tecidos de acordo com o valor do tecido, 0 seu custo de construcéo e
a pressao herbivora. Nao €, no entanto, um custo de manutencdo de um conjunto diverso de
compostos organicos volateis. A biossintese de terpenos é especialmente volateis caros,
devido a uma alta demanda de ATP (trifosfato de adenosina) e NADPH e a necessidade de
enzimas altamente especificas (terpeno-sintases) que sejam originais para estas vias
biossintéticas. De um ponto de vista bioquimico, a producéo de uma diversificada conjunto de

compostos organicos volateis em um determinado tecido vegetal, portanto, indica um
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investimento significativo de recursos para as vias bioquimicas levando a que estes compostos
(Castro et al., 2004).

5. Conclusédo

A investigacdo das classes metabolicas mostrou a presenca de cumarinas, alcaloides,
terpenos, fenil propanoides ressaltando assim o perfil metabolico presente nas resinas
estudadas. Deste modo a triagem fioguimica se torna uma importante ferramenta para o
direcionamento, isolamento e identificacdo de classes de metabolitos secundarios, uma vez
que ndo existem relatos na literatura sobre P. altsonii.

A presenca, auséncia ou a quantidade de um determinado composto quimico deve estar
associada a diversos fatores ambientais. Em P. altsonii a quantidade de uma determinada
sustancia esta relacionada com o periodo da sazonalidade e tipo de resina.

Existe uma forte associacdo entre a composicdo quimica dos Oleos essenciais com 0
parametro fisico- quimico do solo para alguns compostos.

H& muitos relatos na literatura sobre as propriedades antimicrobiana, antisséptica e
antifngica de Oleos essenciais contendo grande porcentagem de constituintes
monoterpénicos. Dentro deste contexto este trabalho apresenta grande potencial para
utilizacdo bioldgica desse 6leo.

Os resultados mostrados aqui neste trabalho, e que P. altsonii (Breu Branco) tem um
potencial fonte de agentes antiflngicos, devido a presenca de compostos que tem atividade
para estes fins. Contudo, os resultados mostram que o periodo de coleta é extremamente
importante para a identificacdo de certos compostos essenciais com interesse na atividade
fungicida. Os resultados deste estudo permitiram mostrar também que a resina tornando-se
uma alternativa para sustentabilidade da espécie e que seu uso medicinal pode esta atrelado a

sazonalidade e periodo discreto ou ndo continuo.
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CONCLUSAO GERAL

Essse estudo permitiu uma integracdo entre diferentes areas do conhecimento,
agregando resultados importates para Burseraceae e 0 género Protium. Os resultados obtidos
nessa tese atraves da morfologia, ecofisiologia, fitoquimica e atividade antifungica permitem
dizer que P. altsonii é uma espécie que apresenta uma grande capacidade de adaptacdo em

areas de florestas e um potencial enorme para fins industriais.
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