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RESUMO - As especies pertencentes ao género Copaifera L. (Leguminosae) séo
amplamente utilizadas na regido amazénica, sendo o seu 6leo um importante medicamento
natural. Apesar da grande importancia destas espécies, s8o escassos trabalhos
morfoanatdmicos no género, principalmente a respeito de suas estruturas reprodutivas. Em
particular, a disting8o entre as espécies de copaiba que ocorrem na regido amazonica ainda
carece de estudos mais detalhados. Desta forma, este estudo teve por objetivo caracterizar
os aspectos morfolégicos de frutos, plantulas e plantas jovens de Copaifera martii Hayne, C.
duckei Dwyer e C. reticufata Ducke. Também visou o estudo da morfoanatomia de
sementes, eofilos e metafilos, bem como a caracterizago da ocorréncia e distribuicdo
espacial dos metabdlitos nas sementes destas espécies. Visou, especialmente, melhor
esclarecer a distincao taxonémica entre C. duckei e C. reliculata, as duas espécies mais
semelhantes do género que ocomrem na Amazonia. Por fim, objetivou também avaliar os
potenciais efeitos alelopdticos do dleo essencial das folhas e dos galhos das trés espécies.
Observou-se que os frutos sio do tipo legume, ndo diferindo entre as espécies. A superficie
do tegumento das sementes, observada em microscopia eletrnica de varredura, mostrou-
se predominante punctada em C. duckei e C. martii e microrreticulada em C. reticulata. A
linha lucida ocorre no tergo infericr da exotesta em C. martii enquanto que em C. duckei e
em C. reticulata esta ocorre na regido mediana da exotesta. Os cotiledones sao recobertos
por uma cuticula delgada e levemente estriada em C. duckei, e estriada em C. reficulata e
em C. martii. A parede periclinal externa da epiderme & levemente convexa e apresenta
depressbées em C. duckei, sendo convexa em C. marti e em C. reticulata. O eixo
embrionarioc de C. duckei apresenta pequeno diametro em relagdo ao seu comprimento,
enquanto que os de C. reticulata e os de C. martii sdo proporcionais. C. duckei e C. martii
apresentam plumula rudimentar, havendo, nas respectivas espécies, um e dois releves na
regido apical do eixo embrionario, ja em C. reticulata a plumula € um pouco diferenciada,
pois além do relevo no apice do eixo embrionario ha reentrancia apical diferenciada, com os
foliolos em estagio inicial de desenvolvimento. Na semente madura das trés espécies,
compostos fendlicos e alcaléides provavelmente sdo as principais substancias de defesa
constantes no tegumento e na epiderme dos cotilédones, enquante que lipideos e proteinas
constituem as principais reservas presentes na epiderme e no parénquima dos cotilédones.
A principal diferenca encontrada entre as plantas jovens destas espécies foi a presenca de
estipulas foliaceas bem desenvolvidas em C. reficulata, ausentes em C. duckei e
semelhantes a da plantula em C. martii também folidceas, porém bem menos conspicuas.
Em C. martii a filotaxia & alterna enquanto nas duas outras espécies é alterna. Nos limbos
foliclares foram observados diversos metabdlitos, como amido, substancias lipofilicas e
pecticas, idioblastos mucilaginosos, fendlicos e cristaliferos. Eofilos e metafilos séo
anatomicamente semelhantes. Todas as espécies apresentaram cavidades secretoras e
glandulas. Os resultados da atividade alelopatica dos 6leos essenciais procedentes de
folhas e galhos das espécies de Copaifera testadas (doadoras) nac revelaram diferenca
estatistica significativa nas espécies receptoras (Mimosa pudica L. e Senna obtusifolia {L.)
H.S. Irwin e Barneby). Porém os 6leos essenciais das folhas apresentaram maior potencial
médio para inibir o desenvolvimento da raiz (45%) e do hipocétilo (74%) destas especies.
Adicionalmente, os constituintes majoritarios apresentaram concentragfes mais elevadas
nas folhas do que nos galhos, 0 que justifica as diferengas observadas com relagéo a
intensidade dos efeitos alelopaticos. Dos constituintes identificados, apenas o d-candineno
e 0 linalol ja foram anteriormente relacionados a atividade alelopatica, sende, neste trabalho,
proposta a atividade alelopatica de outros compostos. Os resultados permitiram uma melhor
caracterizagdo dos aspectos morfo-anatémicos, histoquimicos das sementes e frutos destas
trés espécies de Copaifera, bem como de aspectos morfolégicos de plantulas e plantas
jovens, contribuindo para o esclarecimento da distingao entre os taxons, sobretudo entre C.
duckei e C. reticulata.

Palavras chave: Copaifera duckei Dwyer, C. martii Hayne, C reticulata Ducke, frutos,
sementes, plantulas.




ABSTRACT - Species belonging to the Copaifera L. genus (Leguminosae) are widely utilized
in the Amazonian popular medicine, and its oils are considered to be one of the more
important natural medicines of the forest. Despite its great importance, there are few studies
concerning the morphological and anatomical characteristics of the genus, especially those
describing its reproductive structures. Particularly, the taxonomic characterization of the
Amazonian species of Copaifera deserves more attention. This way, this study aimed to
characterize the morphological aspects of fruits, seedlings and saplings of Copaifera martii
Hayne, C. duckei Dwyer and C. reticulata Ducke. The seeds, eophylls and metaphylis
morpho-anatomy was also studied, as well as the occurrence and distribution of metabolites
in the seeds of these species. Particularly, we aimed to better describe the taxonomic
distinction between C. duckei and C. reticulata, the two closely related Copaifera Amazonian
species. The possible allelopathic effects of the essential oil from leaves and stem of these
species were also verified. The fruit of the three species are legumes. The exotesta surface,
when observed in electronic microscopy, showed to be predominantly punctuated in C.
duckei and C. martii, and microreticulate in C. reticulata. The cotyledons are recovered with a
thin, slightly striated cuticle in C. duckei, while the cuticle of the other two species is clearly
striated. The outer periclinal wall of the epidermis is slightly convex and presents
depressions in C. duckei, being convex in the other two species. The embryonic axis of C.
duckei presents small diameter in relation to its length, while in C. martii and in C. reticulata
these measures are proportional. C. duckei and C. martii presents rudimentary plumule,
displaying one and two protuberances in the apex, respectively, but in C. reficufata, the
plumule is poorly differentiated, once it presents leaflets in the initial stages of development.
The mature seeds of the three species present phenolic compounds and alkaloids, which are
probably the main defense substances of the tegmen and the epidermis of the cotyledons.
Lipids and proteins are the main reserve substances of the epidermis and the parenchyma of
the cotytedons. The main difference observed among the saplings of the three species is the
presence of well-developed, foliaceous stipules in C. reticulata, which are absent in C. duckei
and are similar to those of the seedlings in C. martii, being also foliaceous but less
conspicuous. C. martii presents alternate phyllotaxy, while the other species presents
opposite phyllotaxy. We detected several metabolites in the foliar limb, such as starch,
lipophilic and pectic substances, and mucilaginous, crystal and phenclic idioblasts. Eophyils
and metaphylls are anatomically similar. The three species present secretory cavities and
glands. The allelopathic activity of essential oil from stem and leaves of the studied species
did not revealed significant differences in the two species tested (Mimosa pudica L. e Senna
obtusifolia (L.) H.S. Irwin e Barneby). However, essential oil from leaves displayed higher
potential to inhibit roots (45%) and hypocotyls (74%) development. Additionally, the major
constituents detected showed to be more concentrated in the leaves than in the stem, which
explains the differences observed on the effects’ intensity of the oils obtained. Among the
identified constituents, only the &—candinen and the linalol were previously reported to have
allelopathic activity, being presented, in this work, the potential allelopathic activity of other
compounds. Results obtained here contribute to the characterization of the morpholegical,
anatomical and histochemical aspects of fruits and seeds of three Copaifera species. Also,
we described the morphological traits of seedlings and saplings of these species,
contributing to the taxonomic distinction between the taxa, especially between C. duckei and
C. reficulafa.

Key Words: Copaifera duckei Dwyer, C. martii Hayne, C. reticulata Ducke, fruits, seeds,

seedlings, allelopathy.
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1 INTRODUCAO

Desde os primérdios, a morfologia oferece a base para a identificagcdo e para a
classificagdo dos vegetais, por abranger caracteres de pronta e facil interpretagio. A
caracterizagao morfolégica continua sendo utilizada, ainda que interpretada com o auxilio de
metodos mais modernos. Poucas espécies reconhecidas e descritas com a utilizagao
exclusiva da morfologia ficaram posteriormente invalidadas mediante aplicagio de outros
métodos (Fernandes, 1996).

Ha uma necessidade crescente de conhecimentos morfolégicos a respeitc das
espécies nos primeiros estagios de desenvolvimento. A falta de identificagéo cientifica
correta de plantulas e plantas jovens impede a execugdo de muitas pesquisas, como
estudos sobre auto-ecologia, banco de sementes e de plantulas, conservagio da fauna
autdctone, selecéo de espécies para o enriquecimento da regeneragao natural, recuperagéo
de areas degradadas, complementagdo das descrigbes taxonémicas, subsidios para a
criagdo de chaves taxondmicas multiplas e outros.

Esta aumentando a demanda por manuais de identificagéo, principalmente para fins
de manejo e conservagdo, pois a morfologia das plantulas também exerce importante papel
durante o estabelecimento das espécies, e auxilia a caracterizar e relacionar diversos
grupos taxondmicos. As caracteristicas da germinagdo de espécies florestais representam a
base para o manejo de florestas (Garwood, 1996; Moreira e Moreira, 1996).

Além da necessidade do conhecimento morfolégico dos caracteres para a
taxonomia, sdo indispensaveis conhecimentos minimos sobre a morfologia dos frutos, das
sementes, da fase que precede a germinagdo, até a fase em que a parte aérea esta
desenvolvida, para a compreensdo dos mecanismos naturais e do comportamento das
espécies. Tais conhecimentos constituem a base para estudos ecologicos, manejo
silvicultural e especialmente para a recuperagdo de areas degradadas com vegetacaoe nativa
(Kuniyoshi, 1983; Roderjan, 1983; Silva et al., 1988; Moreira-Coneglian e Oliveira, 2006).

Adicionalmente aos aspectos morfolégicos, os produtos do metabolismo secundario
das plantas podem ser utilizados em investigag¢des sistematicas.

Embora os terpendides tenham recebido menos atengdc nos estudos sistematicos
de plantas em geral e de leguminosas quando comparados a outros compostos, deve-se
ressaltar que a ocorréncia, abundancia e diversidade dos mesmos podem fornecer
caracteres muito Uteis para investigacles sistematicas. Na maioria dos casos onde um




estudo sobre terpendides mais detalhado foi realizado, os resultados foram relevantes para
a sistematica, remetendo & questdes evolutivas intrigantes (Langenheim, 1981).

A atividade bioldgica de plantas medicinais tem sido objeto de intensa investigagac
cientifica. As plantas superiores e aromaticas, amplamente utilizadas na medicina popular,
apresentam amplo espectro de atividade, e, muitas vezes, inibigao comprovada contra
bactérias e fungos, nas quais terpendides e compostos fendlicos, em geral, sdo os principais
responsaveis por estas atividades biologicas (Hulin ef al., 1998). '

Extratos e 6leos de varias espécies sao eficientes no controle de fungos relacionados
a diversas doengas humanas (Adam et al., 1998).

Duarte et al. (2004) ressaltam que trabalhos sobre a atividade antimicrobiana de
extratos e 6leos essenciais mostram o grande potencial de aplicagéo de plantas nativas,
sendo que no Brasil, que apresenta uma mega-biodiversidade, estudos para prospecg¢éo de
compostos com atividades de interesse medicinal ou agrondmico s&o prementes.

Dentre os inimeros compostos produzidos pelas plantas, muitos possuem a fungao
de defesa ou de fitotoxinas, inibindo ou promovendo alguns processos bioguimicos ou
fisiolégicos em outras espécies, e conseqilentemente, favorecendo ou inibindo a
germinagao efou o crescimento de espécies de ervas daninhas (Reigosa et al., 1999; Rizvi
et al, 1999). Desta forma, estes compostos podem apresentar utilidade no controle de
plantas invasoras, as quais séo responsaveis por grandes gastos na produg&o agricola.

Atualmente, o método mais utilizado para controlar as invasoras & o quimico
(Embrapa, 2008). Consiste na utilizagao de herbicidas, gque aplicados sobre as plantas,
interferem em seus processos bioquimicos e fisiologicos, podendo matar ou retardar
significativamente o crescimento destas (Constantin, 2001). Embora pratico, possui
limitagdes, principaimente pelo uso de herbicidas sintéticos, que poluem o ambiente, além
de causar resisténcia. Para manejar piantas daninhas tornou-se necessaria a busca por
novas técnicas, menos onerosas, de facil manuseio e que auxiliem a conservagéo do
ecossistema (Cheema e Khaliq, 2000). A utilizagao de compostos alelopaticos produzidos
por plantas nativas representa uma alternativa promissora neste sentido.

As espécies pertencentes ao género Copaifera L. aqui estudadas séo representantes
da familia Leguminosae, a qual conta com aproximadamente 727 géneros € 19.325
espécies (Lewis et al., 2005; Lewis e Schrire, 2003).

Trata-se de um dos principais e mais importantes grupos de plantas superiores,
sendo a terceira maior familia de angiospermas, depois de Asteraceae (Compositae) e
Orchidaceae. Destaca-se ainda na composigac das florestas nativas brasileiras {Marchiori,
1997).

O género Copaifera L. compreende cerca de 28 espécies, das quais 16 sao

encontradas no Brasil e nove na Amazénia brasileira. As trés espécies aqui estudadas sao




encontradas no estado do Para, sendo que C. duckei ocorre também no Maranhéo, C. martii
no Maranh&o e em Tocantins e C. reticulata no Amapa e no Mato Grosso (Martins-da-Silva
et al., 2008).

Os indigenas denominaram o “produto milagroso”, extraido do caule da arvore, como
“copahu” ou “copaiva”, proveniente de “kupa’ iwa” da lingua tupi, que quer dizer “planta da
qual se extrai um 6leo com propriedades medicinais” (Ferreira, 1988; Cunha, 1999; Martins-
da-Silva, 2006). A regido Amazénica, provavelmente, é a principal fornecedora deste éleo-
resina utilizado no mercado brasileiro e no mundo (Cascon e Gilbert, 2000).

Diversas espécies de copaiba so de grande importancia para economia regional,
em fungéo do dleo resina extraido do tronco das arvores por meio de incisées. Tal 6leo tem
propriedades cicatrizantes e antiinflamatérias, sendo muito utilizado na medicina popular e,
na exploracdo madeireira (Shanley et al., 2005; Martins-da-Silva, 2006), que vem sendo feita
de forma indiscriminada e predatéria em varias regides do Para, cujas florestas tém sofrido
grande presséao de corte seletivo e desmatamento.

Apesar disto, estas espécies ndo constam da Lista das Especies Ameagadas de
Extingdo do Estado do Para, elaborada pelo projeto biota Para.

Para Copaifera L. da Amazdnia brasileira, os caracteres diagnésticos de maior
relevancia para a distingdo das espécies s#o: filotaxia, numero e simetria dos foliolos, tipo
de venagao, presenga de indumento nas sépalas, ovario e nervura central na face abaxial e
coloragéo do arilo, {(Martins-da-Silva et al., 2008), no entantc a distingdo entre taxons por
vezes ¢ dificultada, evidenciando a carénciaa de estudos que descrevam uma maior
quantidade de caracteristicas morfo-anatémicas, sobretudo de C. duckeie C. reticulata, que
sd0 muito semelhantes,

Martins-da-Silva (2006) constatou um elevado numero de caracteristicas
potencialmente diagnosticas que a morfoanatomia de plantulas e plantas jovens pode
fornecer para o aprofundamento das descrigdes taxonémicas do grupo. Ressaltou a
importancia de se dar continuidade aos estudos das espécies nestas primeiras fases de
desenvolvimento.

Diante desta indicagdo, este estudo teve por objetivo caracterizar os aspectos
morfolégicos de frutos, plantulas e plantas jovens de Copaifera martii Hayne, C. duckef
Dwyer e C. reficulata Ducke. Assim como a morfoanatomia e ocorréncia e distribuigdo
espacial dos metabdlitos nas sementes e nos limbos foliolares de eofilos e metafilos, para
corroborar com a distingao taxonémica entre C. duckei e C. reticulata, as duas espécies
mais semelhantes do género que ocorrem na Amazénia.

Por fim, objetivou também avaliar os potenciais efeitos alelopaticos do 6leo essencial

das folhas e dos galhos de Copaifera duckei, C. martii e C. reticulata.




2. MATERIAL E METODOS

2.1 Selegao das espécies

As espécies foram selecionadas considerando-se os caracteres diagnésticos de
maior relevancia para a distingdo das Copaifera L., atualmente descritas para Amazonia
brasileira (Martins-da-Silva et al., 2008).

Foram entdo selecionadas Copaifera martii Hayne, C. duckei Dwyer e C. reticulata
Ducke, visando principalmente, fornecer subsidios para a distingdo destas duas ultimas

espécies, as mais semelhantes da Amazénia brasileira.

2.2 Area de coleta de material botanico

As matrizes selecionadas para este estudo estdo, em varias areas, no Estado do
Para.
No Mapa 1 pode-se cbservar a distribuigdo dos espéciemes que forneceram folhas,

galhos, frutos e sementes para os estudos aqui desenvolvidos.

2.3 Coleta de material botanico e descricdo das matrizes

Foram realizadas visitas regulares aos locais, a fim de marcar as matrizes e coletar
material botanico fértil das matrizes, para confecgdo de exsicatas, identificagéo e obtencéo
de frutos, sementes, folhas e galhos.

Durante a coleta de material fértil com frutos e sementes, além das informagGes
usuais, registraram-se as caracteristicas dos frutos (odor, coloragdo, textura, tamanho e
formato) e das sementes a coloragao do tegumento, textura, coloragdo e textura do arilo.

Para determinadas matrizes, visando obter um ndmero suficiente de propagulos,
foram feitas varias coletas de frutos e sementes. As referéncias de coletor e numero de
tombamento de herbario constam no Quadro 1. Cumpre esclarecer que foram mantidos os
nomes e nameros dos coletores que realizaram a primeira coleta botanica de cada matriz.

As exsicatas das plantas matrizes foram incorporadas aos acervos do Herbario da
Embrapa Amazénia Oriental, Belém — Para (IAN) e do Museu Paraense Emilio Goeldi,

Belém — Para (MG).
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Quadro 1. Numero de registro do material botanico de algumas matrizes das espécies estudadas,

Espécies Nomes vernaculares N° Herbario Coletor e N°
IAN 175602 Martins-da-Silva, R. C. v., 76
Copaifera duckei “copaiba”, “podoi” [AN 175.605 Martins-da-Silva, R, C. V., 79
IAN 180659 Nascimento, M. P. do, 402
IAN 176.276 Gurgel, E. 8. C., 137
“copaibarana’, “copaiba AN 176.278 Gurgel, E. 5. C., 138
Copaifera martii de restinga”’, “copaiba  IAN 179.134 Martins-da-Silva, R. C. V., 115
de canga’” IAN 179.135 Martins-da-Silva, R. C. V. 116
IAN 179.136 Martins-da-Silva, R. C. V. 117
. MG 186.090 Gurgel, E. S. C. 592
“copaiba’, “copaiba
. ) IAN 176.207 Jesus, M. L. B. 51
. Copaifers reticulata  branca”, "copalba da
iAN 178,950 Nascimento, M. P. do, 258
folha pequena”
IAN 180.400 Oiiveira, J. C. L 321

Frutos e sementes provenientes de determinados individucs, dos quais nao foram
obtidos propagulos em quantidade suficiente para realizar todos os estudos, mas que
serviram para teste, descricao exploratédria ou aquisigdo de imagens, cujos resuitados nao
fazem parte diretamente da tese, encontram-se relacionados no Apéndice 1.

2.4 Coleta de diasporos

Os frutos foram coletados diretamente das copas ou no chao, na area de projegéo
das copas sob as matrizes, de 3 a 5 individuos de cada espécie, em seguida transportados
para o laboratério de Morfologia de frutos, sementes e plantulas do Museu Paraense Emilio
Goeldi, Belém - Para.

Durante a coleta utilizou-se podao, tesoura de poda, sacos plasticos e etiquetas.

No laboratério, as amostras colhidas de cada individuo, de cada espécie, foram

cuidadosamente identificadas para, a realizacéo das etapas subsequentes.
2.5 Beneficiamento dos frutos e obtengdo dos propagulos

Apo6s a coleta, os frutos foram mantidos em temperatura ambiente por 24 horas e,

posteriormente, beneficiados até a completa limpeza das unidades de dispersdo, com a

retirada dos arilos manualmente.
Foram eliminados frutos e sementes mal formados, com injirias mecanicas efou

predados.




A maioria das sementes, apés beneficiadas, foram acondicionadas em sacos de
papel etiquetados e armazenados em camara fria, do Laboratério de sementes da Embrapa
Amazonia Oriental, com temperatura e umidade relativa adequadas € recomendadas para
as espécies tropicais, até a instalagdo dos testes subsequentes de germinagéo.

Parte das sementes foi embebida por 24 horas, seccionada longitudinalmente e
transversalmente, fixada em FAA 50% {Johansen, 1940) e armazenada em alcool 50% para
a confecgao das laminas.

Apé6s a embebigéo, também foram também fixadas em Karnovsky (Karnovsky, 1965)
para a realizagdo imediata dos testes histoquimicos, e futura aquisigdo de micrografias de
varredura.

2.6 Biometria dos frutos e das sementes

As caracteristicas biométricas dos frutos e das sementes foram obtidas, medindo-se
o comprimento, largura e espessura de frutos e sementes, com auxilio de paquimetro digital
{precisao de 0,Tmm).

As medidas de tamanho foram registradas em centimetros para frutos e em
milimetros para sementes.

Para os frutos considerou-se comprimento @ medida que vai do &pice do fruto até a
base do estipite, largura e espessura a parte mais larga e espessa do fruto, medidos antes
da deiscéncia.

Nas sementes foi considerado comprimento a medida que vai do apice até a base,
isto & a regido de protrusdo da raiz, largura e espessura, a parte mais larga e espessa da

semente, respectivamente.

2.7 Morfologia dos frutos

Foram utilizados frutos maduros, sadios, inteiros, sem deformacdes, para registrar a
morfologia geral, a classificagdo, coloragdo na maturagdo, textura, consisténcia do

pericarpo, deiscéncia e indumento, a sindrome de disperséao, numero e posigdo das

sementes no fruto.
As inferéncias sobre dispersdo foram obtidas comparando-se as caracteristicas

morfolégicas.de frutos e das sementes com trabalhos ja publicados.

A terminologia e a metedologia empregadas foram de acordo com os trabalhos de

ommittee for Descriptive Terminology (1962), Font-Quer (1963),

Systematics Association C
(1982),

Lawrence (1970), Roth (1977), Dudik (1981), Gunn (1981a, 1981b, 1991), Pijl




Crestana e Beltrati (1988), Van Roosmalen (1985), Stern (1992), Spujt (1994), Barroso ef ai.
(1999) e Gurgel et al. (2002).

As observagdes sobre a morfologia foram efetuadas visualmente quando possivel e
complementadas com o auxilio de estereomicroscépic Zeiss, com camara clara acoplada,
para melhor identificag&o das estruturas e do indumento.

2.8 Morfologia das sementes

Para descricdo da morfologia externa e interna das sementes foram utilizados, em
media, 30 unidades de cada espécime, retiradas aleatoriamente.

Foram feitos cortes transversais e longitudinais com lamina de ago, para observagao
da consisténcia e do tamanho do endosperma em relagdc ao embrido, bem como a sua
posigdo no interior da semente. Considerou-se base da semente a extremidade préxima ao
apice da radicula. _

Com o auxilio de estereomicroscopio Zeiss Zeiss Stemi SV8 foram observadas as
caracteristicas internas e externas em detalhe.

Para o estudo da morfologia interna, as sementes foram despontadas, tomando-se
cuidado para n&o danificar, principalmente, o eixo embrionario e deixadas por 24 horas em
agua para a reidratacao.

Foram analisadas as caracteristicas morfoldgicas externas usuais em estudos que
subsidiam a identificagdo morfologica.

Apenas sementes isentas de atrofias, injurias, ataque de insetos e livres de
impurezas foram utilizas.

Os seguintes parametros morfolégicos foram analisados:

a) externos: consisténcia, coloragae e superficie da testa e do arilo; forma, posicao
do hilo, lente, micrépila e rafe.

b) internos: embrido, isto &, cotilédones, eixo embrionario e plumula quanto ao
desenvolvimento, forma e coloragao.

A metodologia e a terminologia empregadas, e os parametros observados para as
descricdes, estdo de acordo com os trabalhos de Boelcke (1946), Martin (1946), Corner
(1951), Systematics Association Committee for Descriptive Terminclogy (1962), Font-Quer
(1963), Pijl {1982), Van Roosmalen (1985), Gunn (1981a, 1981b, 1991), Stern (1992),
Werker (1997), Barroso ef al. (1999) e Gurgel et al. (2002).




2.9 Métodos pré-germinativos

O Unico tratamento pré-germinativo aplicado foi a imersao, de 100 sementes de cada

€spécie, em agua corrente por 72 horas (Melo, 2001) promovendo assim a embebigo.
2.10 Morfologia do desenvolvimento pés-seminal

O substrato e o recipiente utilizados para o acompanhamento do desenvolvimento
pds-seminal foi definido de acordo com a variagéo bio-morfologica das sementes.

Para a germinagao de todos os espécimes, foram embebidas em agua por 24 horas
100 sementes de cada espécie, em média 30 de cada especime, utilizando-se como
substrato, areia mais serragem (1:1) ambas esterelizadas, colocado em bandejas plasticas
de 80 x 40 x 20 cm, dispostas sobre bancada de madeira de 1 x 1 x 5 m, localizadas em
areas cobertas com sombrite a 50%, no horto botanico Jacques Huber, da Coordenagao de
Boténica do Museu Paraense Emilio Goeldi (Belém — Para). A semeadura foi feita a 0,5 cm
de profundidade.

A irrigagéo foi feita com auxilio de um regador, adicionando-se agua em quantidade
suficiente para manter apenas a umidade do substrato sem encharca-lo.

Foi considerado desenvolvimento pés-seminal o periodo compreendido desde o
entumescimento da semente até a liberagdo dos cotilédones, antes da total expansao do
ecfilo.

Para a descrigdo morfolégica do processo germinativo foram consideradas apenas
as unidades que apresentaram raiz primaria, hipocétilo e cotilédones normais.

As avaliagbes, tomadas de medidas e aquisicie de fotografias foram feitas
diariamente, durante todo o periodo do desenvolvimento seminal até a formaco das plantas
jovens.,

Esta fase foi acompanhada detalhadamente, foram verificados todos os caracteres
morfolégicos, sob estereomicroscépio binocular, potencialmente diferenciativos e Uteis na
identificacdo das espécies.

Os elementos vegetativos descritos e ilustrados foram os mesmos utilizados por
Gurgel ef al. (2002) e a terminologia de acordo com Systematics Association Committee for
Descriptive Terminaology (1962), Font-Quer (1963), Duke (1965, 1969), Duke e Polhill (1981},
Roderjan (1983), Stern (1992), Oliveira (1993), Oliveira (1997, 2001).
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2.11 Morfologia da plantula e da planta jovem

Para obtengdo de plantulas, foram utilizados os mesmos recipientes, substratos e
condigdes citadas para o acompanhamento do desenvolvimento pés-seminal.

Considerou-se plantula quando os eofilos estavam totalmente formados (Duke e
Polnill, 1981), e planta jovem quando do aparecimento dos demais eofilos, os quais foram
denominados metafilos, principalmente por ja apresentarem filotaxia alterna, igual a da
planta adulta. '

Visando a descricdo morfolégica, foram selecicnadas as dez plantulas mais
vigorosas. obtidas por semeadura direta e provenientes de cada um dos espécimes
estudados,

Foram selecionadas e utilizadas apenas as imagens adquiridas dos individuos que
apresentaram as caracteristicas mais constantes para cada espécie.

Os elementos vegetativos descritos e ilustrados foram os mesmos sugeridos por

Roderjan (1983}, com modificagdes seqgundo Gurgel et af. (2002):

eRaiz (principal e laterais): forma, coloragéo, superficie e pilosidade;

¢ Coleto: forma, coloragao, superficie e indumento;

sHipocétilo: forma, coloragao, superficie, indumento, presenca de catéfilos, lenticelas,
estrias e descamagdes;

e Cotilédones: posicdo, insergdo, forma, coloragdo, nervagao, peciolo & indumento;

e Epicotilo: forma, coloragdo, superficie, indumento, presengﬁa de lenticelas e estipulas;

eEofilos e metafilos: prefolheagao, filotaxia, forma, indumento, coloragao, nervagao,
raque, peciole, pulvino, pulvinulo.

A terminologia empregada para esta fase estd de acordo com Systematics
Association Committee for Descriptive Terminology (1962), Font-Quer (1963), Duke (1965,
1969), Hickey (1979), Duke e Pothill (1981), Roderjan (1983), Stern (1992), Oliveira (1993),
Oliveira (1997, 2001).

Para cada espécie, parte do material obtido, & partir do processo germinativo até a
completa diferenciagédo em plantulas foi armazenado em alcool, agua destilada e glicerina
(2:2:1). )

Depositou-se a colegdo testemunha, em meio liquido no IAN e as exsicatas das

plantulas de cada especie no MG e |AN.
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2.12 llustragdes morfolégicas

Foram ilustrados, com fotografias, os principais caracteres morfologicos de frutos e
sementes, das fases do desenvolvimento _

As fotografias foram feitas em lupa Zeiss Stemi SV6 com maquina digital Canon
Power Shot A6 40 acoplada e maquina fotografica digital Nikon DIX, com lentes para
aumentar as estruturas.

2.13 Anatomia
2.13.1 Material botanico

Para os estudos anatémicos, de cada individuo, dos que foram coletadas sementes e
que germinaram e se desenvolveram, foram fixadas pelo menos seis plantulas e seis
plantas jovens, e dez sementes.

Os foliclos tanto dos eofilos quanto dos metafilos foram individualizados e
devidamente identificados quanto a sua posigéo na raque, como foliolo basal (1) apical (2) e
mediano (3}, este Ultimo somente para aqueles que apresentaram trés pares de jugas.

Posteriormente, com auxilio de lamina de barbear, foram obtidas secgbes de cerca
de 1 cm? obtendo-se a regido basal (a), mediana (b) e apical, todas contendo nervura
central, semi-limbo e margem.

As sementes, depois de embebidas por 24 horas em agua destilada, tiveram os

tegumentos e os embrides também seccionados com auxilic de lamina de barbear.

2.13.2 Fixacgao

A maior parte do material, previamente seccionado, foi fixada em FAA 50%
(formaldeido, acido acético, etanol 50%, 5:5:90, v/v) (Johansen 1940) por 24 horas e
armazenada em alcool etilico a 50% (Kraus e Arduim, 1997), para os procedimentos
anatémicos subseguentes.

Para a microscopia eletrénica de varredura (MEV), algumas secgtes foram fixadas
na solugdo de paraformaldeido (4%), glutaraldeido (2,5%) com cacedilato de soédio tri-
hidratado (0,1 ml} e sacarose (1%) (Ruzin, 1999 modificado Karnovsky, 1985), por 24
horas, pds-fixadas em tetréxido de 6smio a 1%, lavadas trés vezes no mesmo tampdo e

armazenadas em alcool etilico a 70% (Kraus e Arduim, 1997).
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2.13.3 Laminario permanente

Apds desidratagdo em série etilica, parte do material foi incluido em hidroxi-etil-
metacrilato (Leica) (Ruzin, 1999 modificado Gerlach 1969),

Outras secgbes passaram por bateria de acetato de butila para inclus&o em parafina
histolégica (Johansen, 1940).

Apds a inclusdo os blocos foram seccionados em microtomo com 8 um de
espessura, em seguida coradas com azul de toluidina 0,5%, pH 4,7 (O'Brien et al., 1964) e

montados em Balsamo do Canada e resina sintética.

2.13.4 Laminario semi-permanente

O laminario semi-permanente foi obtido a partir de cortes obtidos a mao livie com
laminas de barbear, posteriormente clarificados, corados com safranina e azul de astra em
solucao aquosa (Krauss e Arduin, 1997 modificado Bukatsch, 1972) e montados em
gelatina glicerinada (Dop e Gautié, 1928).

2.13.5 Testes histoquimicos

Para os testes histoquimicos foram utilizadas sec¢des transversais de amostras
frescas, alguns dos cortes histolégicos foram montados e fotografados simultaneamente
sem submeté-los aos reagentes, visando constatar o aspecto natural das substancias
secretadas.

Algumas secc¢Bes foram submetidas aos procedimentos controle, conforme as
recomendagdes dos respectivos autores dos testes histoquimicos realizados. Utilizaram-se

os procedimentos indicados na literatura especializada (Quadro 2).

2.13.6 Diafanizagao

Para analisar o padrdo de venagdo dos eofilos e metafilos, de cada espécime
estudado, amostras do apice, meio, base e a lamina foliolar inteira foram diafanizadas.

Foi utilizada uma solugdo de hidréxido de sédio aquose a 10% (Krauss e Arduin,
1997) por cince dias, trocadas a cada 24 horas, sendo que para os foliclos de C. duckei, os
mais frageis, foi acrescentado éalcool 70% na proporgéo 2:1 (viv). Depois lavados em agua
destilada, sendo a mesma trocada a cada hora até a retirada completa do hidréxido de
sodio. ‘

Ainda no alcool 70% foram coradas em safranina hidro-alcooclica a 3% na proporgéo
1:1 (Johansen, 1940), desidratada em série etandlica (Johansen, 1940) e série aceto-butilica

{Krauss e Arduin, 1997) crescentes e, em seguida montadas entre lamina e laminula em

balsamo-do-canada.




13

Quadro 2 - Testes histoquimicos aplicados para detecgéo das principais classes de metabdlitos

; a Referéncia
Grupos metabdlicos Reagente Tempo Reagao Bibliografica
Sudam roxo Alaranjado Brundett et al.,
Lipidios Totais escarlate 1991
Sudan ll 30 min Vermelho
. Cloreto férrico
Gerais Negro azuldo
Compostos a 10% I Johansen, 1940
fendlicos Lignina Floroglucinol 5 min Vermelha
Acido Vermelho de 30 min Résa
(pectinas) Ruténio '
Acido
Glicidios : Azul de , Reagédo de
(pectings, 1 idina 0,5% 5 min metacromasia’ | Mccully, 1970
muscilagens) _
Neutro Lugol 10 min Enegrecido Jensen, 1962
{Amido}
Proteinas Totais CBB 0,02%" 24 horas Azul Gahan, 1984
. Reagente de . Castanho- Svendsen e
Alcaloides Dragendorff S min amarelado Verpoorte, 1983
Cristais de oxalato de Acido . . o Chamberlain,
calcio Cloridrico Até a dissolucao dos critais 1932

Paredes primarias (celulose) coram de azul e roxo e as secundarias (lignina) de azul esverdeado.
? Diluide em sclugéo etandlica acidificada de Clarke.

2.13.7 Dissociagao de epiderme

Para dissociagdo das epidermes, limbos foliclares de eofilos e metafilos foram
submetidos a solugdo de Jeffrey a 10% por 24 horas (Johansen, 1940).

Apos a separagdo das epidermes adaxial e abaxial, as mesmas foram lavadas em
agua destilada, retirando o excessc de mesdfilo com auxilic de pincéis, posteriormente
coradas com azul de astra e fucsina basica (Krauss e Arduin, 1997), desidratada em série
etandlica (Johansen, 1940) e série aceto-butilica (Krauss e Arduin, 1997) crescentes e, em

seguida montadas entre [amina e laminula em balsamo-do-canada.
2.13.8 Microscopia Eletronica de Varredura

Para a obtengdo das micrografias de varredura, foi utilizado o material fixado em
Karnovsky (1965), desidratado em série alcodlica (Gahan, 1984), processado em secador
de ponto critico usando o CO, como liquido de transi¢do (Bozzola e Russel, 1991), fixado
com grafite sobre suporte de aluminio e recobertos com carbono e ou.ro.

Foi utilizado o microscopio eletronico LEO modelo 1450 VP do Laboratério

Institucional de Microscopia Eletrdnica de Varredura do Museu Paraense Emilic Goeldi.
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2.13.9 Descrigbes

Para a descrigdo das sementes foi seguida a terminologia adotada por Metcalfe
(1979), Fahn (1990), Oliveira (1999) e Moreira-Coneglian e Oliveira (2006) e para a dos
limbos a terminologia foi a adotada por Theobald et al. (1979) e Wilkinson (1979). Ambas

utilizando microscépio de luz Zeiss Axiolab.

2.13.10 llustragdes anatémicas

Para aquisicdo de fotografias, uma maquina digital Canon Power Shot A6 40 foi
acoplada ao microscopio, acima especificado, do laboratério de Microscopia da

Coordenagao de Botanica do Museu Paraense Emilio Goeldi.

2.14 Atividade alelopatica

2.14.1 Coleta de material botanico

Para a obten¢do do dleo essencial, foram coletadas amostras de folhas e galhos de
matrizes localizadas Nordeste do Estado do Para, no Distrito de Mosqueiro, pertencente a
cidade de Belém, na fazenda Mari-Mari, as margens da PA 391, no km 28, e na Vila dos
Cabanos, na Praia do Caripi, em Barcarena.

Para cada matriz, foi coletado material botanico fértil, contendo frutos, os quais foram
herborizados, identificados e incorporados aos acervos dos Herbarios do Museu Paraense
Emilio Goeldi, Belém — Para (MG) e da Embrapa Amaz6nia Oriental, Belém — Para {IAN},
como segue: Copaifera duckei Dwyer (IAN 175.605) Copaifera martii Hayne (IAN 176.276) e
Copaifera reticulata Ducke (MG 186.090).

2.14.2 Secagem e trituragio do material botanico coletado

Para a obtencéo do 6leo essencial, as amostras, ja separadas em folhas e galhos,
passaram por processo de secagem, em sala apropriada, com ar condicionado e
desumidificador ligados 24 horas, durante sete dias e, posteriormente, trituradas com auxilio
de moinho tipo Willey.

Foi utilizada a sala de secagem do Laboratério de Oleos Essenciais Adolpho
Ducke da Coordenagdo de Botanica do Museu Paraense Emilio Goeldi.
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2.14.3 Extragio dos dleos essenciais

As amostras trituradas foram submetidas & hidrodestilagao, em sistemas de vidro do
tipo Clevenger, durante 3 h, em balées com capacidade para um litro cada, utilizando
baterias de extragdo contendo seis mantas de aquecimento, acopladas ao sistema de
refrigeragdo para manutengdo da agua de condensacdo entre 12-15°C. Apos extragdo, 0s
sleos foram centrifugados durante 5 min, a 3000 rpm, posteriormente desidratados com
sulfato de sédio anidro e novamente centrifugados. Foi feito o calculo do rendimento dos
oleos em ml/100g, os quais foram armazenados em ampolas de vidro ambar, vedadas,
acondicionadas em geladeira a 5°C e, incorporadas 4 colegdo de o6leos essenciais do
MPEG.

2.14.4 Calculo do rendimento dos éleos essenciais

O rendimento dos 6leos foi calculado em ml/ 100g.

rendimento = Vgleo X 100

P

Veeo = Volume do 6leo; P = Peso do material botanico

2.14.5 Determinacgio da porcentagem de agua

A porcentagem de agua foi determinada utilizando um determinador de umidade
ID50, por infravermelho, na faixa de temperatura de 60 a 180°C com incremento de 1°C e
saida RS232C bidirecional.

O rendimento de 6leo essencial com base na Amostra Livre de Umidade (ALU) foi

feito utilizando-se a seguinte formula;

ALU = rendimentc x 100
(100 - % umidade)




llustragdo 1. Principais etapas desenvolvidas para a extragdo do dleo essencial por
Hidrodestilagdo. a) secagem do material botanico; b) preparo do material para trituragéo; c)
equipamento utilizada para verificac8o do teor de dgua do material botanico; d) Hidrodestilagio;

e) detalhe do 6leo essencial extraido; f} separagéo do delo essencial da agua.
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2.14.6 Analise da composicdo quimica dos éleos essenciais

Os dleos essenciais foram analisados com auxilio de cromatografia de gas acoplada
a espectrometria de massas (CG/EM), em sistema Shimadzu QP-2010 Plus equipado com
coluna capilar Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm; 0,25 mm de espessura de filme) nas seguintes
condigbes operacionais: gas de arraste: hélic, em velocidade linear de 32 cm/s (medida a
100 °C); injegdo: “splitless”, (2 mi de dlec em 1 ml de hexano); temperatura do injetor e do
detector; 250°C; programa de temperatura; 60 - 240°C (3°C/min); EM: impacto eletrénico, 70
eV, temperatura da fonte de ions e partes de conexéo; 180°C.

A identificagdo foi feita por comparacdo dos espectros de massas e indices de
retencdo {IR) com os de substancias padrado existentes nas bibliotecas do sistema e com os
dados da literatura (Adams, 2007). Os IR foram obtidos utilizandoe a série homélega dos n-
alcanos e a quantificagio dos componentes por cromatografia de gas (CG) em equipamento
Shimadzu QP-2010, equipado com detector de ionizagdo de chama (DIC), nas mesmas

condigGes operacionais acima, exceto pelo uso do hidrogénio como gas de arraste.
2.14.7 Analise da atividade alelopética dos éleos essenciais

A germinaga@o foi monitorada em periodos de 10 dias, com contagens diarias e
eliminagio das sementes germinadas. Os bioensaios foram desenvolvidos em camaras tipo
BOD, com temperatura controlada para 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Cada placa de
Petri de 9,0 cm de diametro recebeu 20 sementes de cada espécie receptora.
Consideraram-se sementes germinadas aquelas que apresentavam raiz com extensio igual
ou superior a 2,0 mm (Juntila, 1976; Duram e Tortosa, 1985).

Foram selecionadas as sementes das espécies receptoras Mimosa pudica L. —
Leguminosae Mimosoideae (malicia) e Senna obtusifofia (L.) H.S. Irwin e Barneby -
Leguminosae Caesalpinicideae (mata-pastc) uniformemente quanto ao tamanho, formato e
coloragdo (Labouriau, 1983}, coletadas no Campo Experimental da Embrapa Amazbnia
Oriental, localizado em Belém, Estado do Para, as quais passaram por processo de limpeza
e tratadas com ista a quebra da dorméncia, via imersdo em acido sulfirico Souza Filho et al.
(1998).

Os bicensaios de desenvolvimento da raiz e do hipocétilo foram desenvolvidos nas
mesmas condigdes do da germinagao, tendo por diferenga o fotoperiodo de 24 horas.

Cada placa de Petri de 9,0 cm de diametro, forrada com uma folha de papel filtro
qualitativo, recebeu duas sementes pré-germinadas, com aproximadamente trés dias de

germinadas.
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llustragao 2. Principais etapas desenvolvidas para a andlise da atividade alelopatica. a) aplicagao da

solugad teste nas placas de Petrii b) camaras tipo BOD, com temperatura e fotoperiodo
controlados; ¢) Placas de Petri contendo sementes de Senna obfusifolia (L.) H.S. Irwin e
Barneby (mata-pasto) e Mimosa pudica L. (malicia), d) sementes pré-germinadas de S.
obtusifolia ; e) idem, M. pudica.
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2.14.8 Outros procedimentos experimentais

Em todos os bioensaios, a concentrago de teste foi de 1,0%. Cada placa de Petri de
9,0 cm de diametro recebeu 3,0 m! da solucdo teste, sendo que adicionou-se a solugio teste
apenas uma vez quando do inicio de cada bioensaio, sendo, a partir de entio, acrescentado
apenas agua destilada sempre que necessario. Apds a adicdo das solugbes, deixava-se
evaporar o solvente e adicionava-se dgua destilada, em volume correspondente, mantendo-

se, dessa forma, a concentrag&o original.

2.14.9 Delineamento experimental e andlise estatistica dos dados

Para todos os bioensaios, utilizou-se o delineamente experimental inteiramente
casualizado, com trés repeticdes, em modelo hierarquico com dois fatores, utilizando-se,
como tratamento testemunha agua destilada. Analisaram-se os dados pelo teste de F, e as

médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% (Sas, 1989). Os dados foram transformados

para arc. sen, vx,
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Morfologia de frutos e sementes de trés espécies de CopaiferaL.

MORFOLOGIA DE FRUTOS E SEMENTES DE TRES ESPECIES DE Copaifera L.
{(LEGUMINOSAE CAESALPINIOIDEAE) NATIVAS DA AMAZONIAY'!

ELY SIMONE CAJUEIRO GURGEL?, MARIA SILVIA DE MENDONGA QUEIRQZ?, JOAD
UBIRATAN MOREIRA DOS SANTOS?®

RESUMO — As espécies pertencentes ao género Copaifera L. (Leguminosae) apresentam
ampla utilizagdo na regido Amazénica, sendo seu 6leo um dos mais importantes medicamentos
naturais da floresta. Apesar da grande importancia destas espécies, poucos estudos
morfoanatomicos, principalmente a respeito de suas estruturas reprodutivas, foram realizados.
Este estudo visou caracterizar os aspectos morfolégicos de frutos, a morfoanatomia de
sementes e ocorréncia e distribuicdo espacial de metabdlitos nas sementes de Copaifera martii
Hayne, C. duckei Dwyer e C. reticulata Ducke, particularmente para dar suporte a distingéo
entre estas duas ultimas espécies, as mais semelhantes da Amazonia. Observou-se que 03
frutos das trés espécies s&o do tipo legume € nao diferem entre si. A superficie do tegumento
das sementes, mostrou-se predominante punctada em C. duckei e C. martii e microrreticulada
em C. reticulata. Os cotilédones s&o recobertos por uma cuticula delgada e levemente estriada
em C. duckei e estriada em C. reticulata € em C. martii. A parede periclinal externa da epiderme
é levemente convexa e apresenta depressdes em C. duckei, sendo convexa em C. martije C.
reticulata. O eixo embrionario de C. duckei apresenta pequeno diametro em relacdo ao seu
comprimento, enquanto que os de C. reticulata e os de C. martii s80 proporcionais. C. duckei e
C. martii apresentam plumula rudimentar, havendo, nas respectivas espécies, um e dois relevos
na regido apical do eixo, ja em C. reticulata a plumula € um pouco diferenciada, pois além do
relevo no apice do eixo embrionario ha reentrancia apical diferenciada, com 0s foliolos em
estagio inicial de desenvolvimento. Na semente madura das trés espécies, compostos fendlicos
e alcaloides provavelmente séo as principais substancias de defesa, enquanto lipideos e
proteinas constituem as principais reservas. Os resultados permitiram uma melhor
caracterizagdo dos aspectos morfoanatémicos € histoquimicos das sementes frutos das trés
espécies, contribuindo para o esclarecimento da distingdo entre os taxons, sobretudo entre C.
duckei e C. reticulata.

Termos para indexagdo: Copaifera duckei Dwyer, C. martii Hayne e C. reticulata Ducke,
anatomia, histoguimica.
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Fruit and seed morphology of three Copaifera L. species

Fruit and seed morphology of three Amazonian Copaifera L. (LEGUMINOSAE
CAESALPINIOIDEAE) species

ABSTRACT -~ Species belonging to the Copaifera L. genus (Leguminosae) are widely utilized in
the Amazonian popular medicine, and its ¢ils are considered to be one of the more important
natural medicines of the forest. Despite its great importance, there are few studies concerning
the morphological and anatomical characteristics of the genus, especially those describing its
reproductive structures. This study aimed to characterize the morphological aspects of fruits, the
morpho-anatomy of the seeds and the occurrence and distribution of metabolites in the seeds of
Copaifera martii Hayne, C. duckei Dwyer and C. reficulata Ducke. Particularly, we aimed to
better describe the taxonomic distinction between C. duckei and C. reticuiata, the two closely
related Copaifera Amazonian species. We observed that the fruit of the three species are
legumes. The tegmen surface, when observed in electronic microscopy, showed to be
predominantly punctuated in C. duckei and C. martii, and microreticulate in C. reticufata. The
light line is located in the inferior third part of the exctesta in C. martii, while in C. duckei and in
C. reticulata it occurs in the middle of the exotesta. The cotyledons are recovered with a thin,
slightly striated cuticle in C. duckei, while the cuticle of the other two species is clearly striated.
The outer periclinal wall of the epidermis is slightly convex and presents depressions in C.
duckei, being convex in the other two species. The embryonic axis of C. duckei presents small
diameter in relation to its length, while in C. martii and in C. reticufata these measures are
proportional. C. duckei and C. martii presents rudimentary plumule, displaying one and two
protuberances in the apex, respectively, but in C. reficulata, the plumule is poorly differentiated,
once it presents leaflets in the initial stages of development. The mature seeds of the three
species present phenolic compounds and alkaloids, which are probably the main defense
substances of the tegmen and the epidermis of the cotyledons. Lipids and proteins are the main
reserve substances of the epidermis and the parenchyma of the cotyledons. Results obtained
here allowed a better characterization of the morphological, anatomical and histochemical
aspects of seeds and fruits of these three species of Copaifera, contributing to the taxonomic
distinction of the taxa, especially between C. duckei and C. reticulata, which are morphologically
very similar.

Index terms: Copaifera duckei Dwyer, C. martii Hayne, C. reticulata Ducke, anatomy,
histochemistry.
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INTRODUGAO

Considerando a crescente demanda por produtos florestais, inclusive ndo madeireiros,
estudos a respeito de espécies arbdéreas da floresta amazodnica sdo de fundamental
importancia. Sao necessarias pesquisas morfologicas e anatdmicas para embasar aspectos
auto-ecolégicos das espécies, tais como dispersdo, regeneragdo natural e dorméncia das
sementes, uma vez que os dados bioldégicos aplicados as florestas temperadas néo se aplicam
as regides tropicais (Crestana & Beltrati, 1988).

A familia Leguminosae conta com aproximadamente 727 géneros e 19.325 espécies, e
representa um dos principais e mais importantes grupos de plantas superiores, sendo a terceira
maior familia de angiospermas (Cowan & Polhill, 1981; Lewis et al. 2005).

O género Copaifera L. pertence a subfamilia Caesalpinioideae. Apds estudos realizados
por varios autores, dos cerca de 100 nomes publicados, alguns foram considerados sindnimos
ou transferidos para outros géneros, sendo que apenas cerca de 43 nomes sio aceitos
atualmente, e alguns ainda s3o possiveis sindnimos. No Brasil, ocorrem cerca de 28 espécies,
das quais nove encontram-se na Amazénia brasileira (Martins-da-Silva, 2006). Sao conhecidas
popularmente por “copaiba”, “copaibeira”, "arvore milagrosa” e “pau Jd'dleo” , entre outros nomes
(Martins-da-Silva et al, 2008). Para os indigenas, ¢ “produto milagroso” era denocminado
“copahu” ou “copaiva”, oriundo de “kupa’ iwa” da lingua tupi (Ferreira, 1988), que quer dizer
“planta da qual se extrai um 6leo com propriedades medicinais” (Cunha, 1999).

Copaifera L. apresenta ampla utilizagdo na regido Amazédnica. O 6leo de copaiba
constitui um dos mais importantes medicamentos naturais da floresta e, mesmo diante da
grande importancia das espécies que o fornecem, sdo escassos os trabalhos morfoanatomicos,
principalmente a respeito de suas estruturas reprodutivas.

C. duckei Dwyer, assim como C, reticulata Ducke, faz parte do grupo das espécies de
grande porte, atingindo até 60 m de altura e habitando matas de terra firme. C. martii Hayne é
abundante na regido oriental da Amazénia, no Para e Maranhéo, e, além de ocorrer em matas
de terra firme e varzea, estd presente em matas de transicéo, capoeira, campo, campinaranas,
restingas e praias de agua doce, desenvolvendo-se em solos argilosos e arenosos (Martins-da-
Silva, 2006).

O legume & o fruto caracteristico de Leguminosae (Roth, 1977), 0 mesmo encontrado
em Copaifera (Martins-da-Silva, 2008) sendo 0 mais comum na subfamilia Caesalpinicideae
(Burkart, 1952; Dudik, 1981, Barroso et al. 1999; Souza 2006).
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Dentre as espécies de Copaifera L., que ocorrem no Brasil, uma das mais estudadas, do
ponto de vista morfoanatdmico é C. fangsdorffi Desf. (Crestana & Beltrati, 1998; Oliveira,1997).
Em relagéo as espécies amazonicas destacam-se os estudos morfolégicos de frutos, sementes
e dos estadios de desenvolvimento pés-seminal de Copaifera multijuga Hayne. Em Alencar
(1981, 1982) encontram-se dados sobre a tecnologia das sementes, além de ilustragées de
frutos, sementes e plantulas. Melo {2001) acrescentou o estudo anatdmico das sementes.

As estruturas reprodutivas de Copaifera L foram estudadas Parisca et al. {1983)
Crestana e Beltrati (1988) e Melo (2001). Apesar destes trabalhos, e apesar do fato de que os
caracteres anatémicos de Caesalpinioideae tenham sido estudados por diversos autores
(Boelcke, 1946; Corner, 1951; Morretes, 1966; Smith, 1881; Carvalho, 1983 - 1985; Smith e
Scott, 1985; Valdés e Matos, 1992; Lersten e Curtis, 1993; Melo-Pinna et al. 1999, Pascal et al,
2000: Francino et al. 2006; Oliveira, 1999; De-Paula e Oliveira, 2007a,b), diante da relevancia
taxondmica das caracteristicas anatdmicas descritas para Leguminosae (Solereder, 1908;
Metcalfe 1979; Reddy e Shah 1979; Leelavathi et al, 1980; Lersten e Curtis, 1994, 1996), pode-
se considerar que estudos sobre as estruturas reprodutivas de Copaifera L., principalmente em
espécies amazénicas, sdo raros, justificando estudos mais aprofundados.

O presente estudo visou caracterizar os aspectos morfolégicos de frutos, a
morfoanatomia e a ocorréncia e distribuicao espacial de metabdlitos secundérios nas sementes
de Copaifera martii Hayne, Copaifera duckei Dwyer e C. reticulata Ducke. Particularmente,
procurou-se contribuir com o estabelecimento da distingéo entre estas duas dltimas espécies,

as mais semelhantes da Amazénia,

MATERIAL E METODOS_

Os frutos foram coletados diretamente das copas ou no chdo, na area de projecac das
copas sob as matrizes. Foram coletados frutos provenientes de 3 a 5 individuos de cada espécie.
No laboratério de Morfologia de frutos, sementes e plantulas do Museu Paraense Emilio Goeldi,
Belém — Par4, foram eliminados os frutos mal formados, com injurias mecénicas efou predados,
assim como suas sementes.

As exsicatas das plantas matrizes foram incorporadas aos acervos do Herbario do
Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém — Para (MG) e da Embrapa Amazonia Oriental, Belem —
Para (JAN), como segue: Copaifera duckei Dwyer: IAN 175.602, IAN 175.605 e |IAN 180.659;
Copaifera martii Hayne: 1AN 176.276, IAN 176.278, IAN 179.134, IAN 179.135 e IAN 179.136;
Copaifera reticulata Ducke: MG 186.090, IAN 176.207, JAN 178.950 e 1AN 180.400.
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Para registrar a morfologia geral, a classificago, a colorag@o na maturagao, a textura, a
consisténcia do pericarpo, a deiscéncia e indumento, € © nimero e posi¢ao das sementes no
fruto, foram examinados 30 frutos e sementes maduros, retirados aleatoriamente de cada
individuo estudado.

Foram descritas as caracteristicas usuais que permitem a identificacdc das sementes,
tais como consisténcia, coloragéo, superficie da testa e do arilo, forma, posigao do hilo, lente,
micropila e rafe. Apos a escarificagao e embebicdo das sementes em agua por 24 horas foram
feitos cortes transversais e longitudinais com lamina de a¢o para o estudo das caracteristicas
morfolégicas internas dos cotilédones, eixo embrionario e plamula.

A terminologia e a metodologia empregadas estao de acordo com os trabalhos de Martin
(1946), Corner (1951), Systematics Association Committee for Descriptive Terminology (1962),
Font-Quer (1963), Roth (1977), Dudik (1981), Gunn (1981a, 1981b, 1991), Pilj (1982), Van
Roosmalen {1985), Stern (1992), Gurgel et al. (2002), Spujt (1994), Werker (1987) e Barroso et
al. (1999). '

As observagbes sobre a morfologia foram feitas visualmente, quando possivel, e
complementadas com 0O auxilio de estereomicroscépio Zeiss Stemi SV6, para melhor
identificacéo das estruturas e do indumento.

Para os estudos anatémicos, as sementes foram previamente embebidas por 24 horas
em agua destilada, o tegumento foi removido, e os embrides foram cortados com auxilio de
lamina de barbear. Posteriormente foram fixados em FAA 50% (Johansen 1940) ou na mistura
de Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 horas e entdio conservados em alcool etilico a 70%.
Apos desidratagéio em série etilica, 0 material foi incluido em hidroxi-etil-metacrilato (Leica)
(Ruzin, 1999 modificado por Gerlach 1969) e outras secgbes passaram por bateria de acetato
de butila para inclusédo em parafina histolégica (Johansen, 1940), & seccionadas em micrétomo
. com 8 pm de espessura, em seguida coradas com azul de toluidina 0,5%, pH 4,7 (O'Brien et al.
1964) e montadas em Balsamo do Canada. Os cortes frescos foram corados com azul de Astra
e safranina (Krauss & Arduin, 1997 modificado Bukatsch 1972).

Foi utilizado o azul de toluidina 0,5% acidificado com HCI 1N para pH 3,0 (por 5 minutos)
para observagéo de polissacarideos &cidos (McCully, 1970); vermelho de ruténio (por 30
minutos) que indica pectina; lugol (por 10 minutos) para amido, floroglucinol em meio acido para
lignina {por 5 minutos); cloreto férrico para verificar a presenga de compostos fendlicos (por 30
minutos) (Johansen 1940); sudam roxo escarlate (por 30 minutos) para detectar lipidios totais
(Brundett el al., 1991), CBB 0,02% (Azul brilhante de Comassie 250 R) diluido em solugdo
etandlica acidificada de Clarke (por 24 horas) para identificacdo de proteinas totais (Gahan,
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1984), reagente de Dragendorff (por 5 minutos) para alcaldides (Svendsen & Verpoorte, 1983),
Acido Cloridrico, até dissolver os cristais de oxalato de célcio (Chamberlain, 1932).

Algumas secg¢des foram submetidas aos procedimentos controle, simultaneamente,
conforme as recomendagoes dos respectivos autores dos testes histoquimicos realizados.

Para a microscopia eletrénica de varredura, secgdes das sementes foram previamente
fixadas em solugdo de glutaraldeido 2,5% e tampao fosfato 0,1 M, pH 7.3, na mistura de
Karnovsky (1965) e pés-fixadas em tetroxido de osmio a 1%, lavadas trés vezes no mesmo
tampao e desidratadas em série alcodlica (Gahan, 1984), processadas em secador de ponto
critico usando o CO, como liquido de transi¢éo (Bozzola & Russel, 1991). Foram fixadas com
grafite sobre suporte de aluminio e recobertas com carbono e ouro. As imagens foram obtidas
no Laboratdrio Institucional de Microscopia Eletronica de Varredura do Museu Paraense Emilio
Goeldi, utilizando 0 microscopio eletrdnico LEQ modelo 1450 VP,

As laminas foram examinadas em microscopio de luz Zeiss Axiolab seguindo a
terminologia adotada por Metcalfe (1979), Fahn (1990), Oliveira (1999) e Moreira-Coneglian &
Oliveira (2006). Para aquisig8o de fotografias, uma magquina digital Canon Power Shot A6 40 foi
acoplada ao microscopio do laboratério de Microscopia da Coordenagdo de Botanica do Museu

Paraense Emilio Goeldi.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizagido morfolégica dos frutos

Copaifera duckei Dwyer, C. martii Hayne e C. reticulata Ducke apresentam fruto do tipo
legume, caracteristico de Leguminosae & o mais comum na subfamilia Caesalpinicideae (Roth,
1977), o mesmo encontrado em Copaifera L. (Martins-da-Silva, 2008).

Em média, o pedicelo das espécies aqui estudadas é curto {(1,1-3,0 x 2,0-3,0 mm),
sendo o de C. reticulata um pouco maior (2,8-53 x 1,3-1,9 mm). Apresentam estrias
longitudinais, célices ndo persistentes, glabrescentes, rugosos, castanhos, opacos, ligneos,
com lenticelas estouradas e intactas, castanho-avermelhadas.

Na maioria das Leguminosae Caesalpinioide os frutos apresentam vérias sementes
(Dudik, 1981). Em C. langsdorfii amadurecem como Uunispermos, apesar de inicialmente
apresentarem dois ovulos no ovario (Beltrati & Crestana, 1982). Martins-da-Silva (2006) cita que
os frutos das espécies de Copaifera que ocorrem na Amazdbnia S30 monospérmicos e
raramente desenvolvem as duas sementes. Neste trabalho observou-se que cerca de 10% dos
frutos de C. martii, 5% dos de C. duckei e menos de 2% de C.reticulata contém duas sementes.
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Para Dwyer (1951), a ocorréncia de frutos maiores em C. duckei poderia ajudar a
distigui-lo de C.reticulata. Entretanto Martins-da-Silva (2006} cita que na FLONA do Tapajés
foram encontrados frutos de C. reticulata maiores do que os de C. duckei . Os dados
morfométricos dos frutos das espécies aqui estudadas encontram-se nas Tabelas 1, 3 e 5.

Os frutos s@o monocarpelares, secos, estenocérpicos, com estipite levemente
comprimido em C. duckei, espessado em C. martii, e cobliterado no fruto maduro de C. reticulata.

Em todas as espécies sio sub-apiculados, deiscentes ao longo da sutura. A abertura de
todas as camadas do fruto inicia-se pelo apice das valvas ligneas e lisas internamente, que néo
se tornam enroladas ou espiraladas, como ocorre em algumas espécies desta subfamilia, e
permanecem aderidas ao pedicelo quando atingem a maturagdo. Inicialmente apresentam-se
esverdeados, mas a medida que amadurecem, tornam-se avermelhados até adquirirem a cor
castanha,

Os frutos de C. duckei s&o orbiculares a obovados, as vezes obliquos, com base
truncada e apice arredondado (Figura 1). Os frutos de C. marti va@o de sub-orbiculares a
obliquos, comprimidos na regido marginal (Figura 2) e os de C. reticulata sao oblongo-obliquos
{Figura 3) ambos com apice e base arredondados.

Em corte transversal, os frutos de todas as espécies, sao elipticos. As margens sdo
inteiras e ndo constrictas, pericarpe maduro seco cartaceo, glabro, com rarissimos tricomas na
base, externamente opaco. Na regiao mediana observa-se a exsudacio, em abundancia, de
éleo resina, internamente castanho claro, ligneo, glabro e nao septado. As descrigbes das
espécies aqui verificadas enguadram-se nas descrigbes genéricas feitas por diversos autores
{Burkart, 1952; Dudik, 1981; Barroso et al. 1999; Souza 2006).

Beltrati & Crestana (1982) ressaltaram o fato de que C. langsdorffi Desf. & valorizada
pelo éleo que exuda do tronco, mas que este também ocorre em volume consideravel nos
frutos.

O funiculo é irregutar, carnoso e apés a deiscéncia continua ligado ao fruto. Crestana &
Beltrati (1988), ao descreverem a anatomia do desenvclvimento da semente de Copaifera
lagsdorfii Desf., constataram que o arilo origina-se da proliferagao das células do funiculo, que
recobre a micrdpila e cresce em diferentes diregdes até guase-atingir a calaza. Portanto em
Copaifera L. ha um arilo verdadeiro (Pijl, 1982}.

Os arilos de C. duckei e C. reticulata sdo amarelo-alaranjados (Figuras 4 e 6) e os de C.
martii sao brancos (Figura 5), carnosos, lisos, com bordadura conspicua e irregular; basal-
medianos, pois recobrem metade da semente e apresentam-se como uma continuagao do

funicufo. Mesmo ao se desprenderem do pericarpo permanecem ligados a semente.
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Foi observado em C. fangsdorfii (Beltrati & Crestana, 1982; Pifia-Rodrigues & Aguiar,
1993) que o contraste de coloragéo negra e brilhante da testa e o sabor adstringente e

adocicado favorecem a disperséo zoocérica (Van Roosmalen, 1985).

Caracteriza¢do morfoanatdémica das sementes

Observou-se que a semente das espécies estudadas, quando madura, é apical, parietal,
péndula, estenospérmica (Figuras 7, 8 e 9), oblongo-globosa e exalbuminosa. O envoltério
apresenta-se nigrescente, glabro, cartdceo quando seco e membranoso quando embebido,
brilhoso, homaécromo, com linhas de fratura. Em microscopia eletrénica de varredura a
superficie de C. duckei é predominante punctada, embora apresente areas reticuladas (Figura
13); em C. martii esta é punctada com campos irregulares, fechados, paredes simples,
espessas, fortemente onduladas e sem ornamentagio (Figura 14) e em C. reticulata ¢
microrreticulada com reticulos primarios irregulares, sendo os campos abertos, as paredes
simples, espessas, onduladas e sem ornamentagéo (Figura 15). Pleurograma ausente em todas
as espécies.

Os dados morfométricos das sementes encontram-se listados nas Tabelas 2, 4 e 6.

Ao estudar a estrutura dos tegumentos das sementes, Corner {1976) observou que o
carater distintivo do envoltério da semente esta na posi¢&o e na estrutura da principal camada
mecanica, composta de células de paredes grossas, mas ndo necessariamente lignificadas,
podendo ter um ou mais estratos de espessura. As sementes das espécies objeto deste estudo
s40 exotestais, caracteristica que, segundo Crestana e Beltrati (1988) é tipica das Leguminosae
Caesalpinicideae.

Em seccdo transversal a exotesta (epiderme) é recoberta por uma fina camada de
cuticula composta por macroesclereides, também denominados de células de Malpighi, os
quais formam uma camada paligadica de células alongadas e irregulares, com paredes
espessadas, enegrecidas devido a presenga de compostos fendlicos (Figura 34). Observa-se
ainda a linha lucida ou linha clara bem visivel, constituindo uma regido reforgada nas paredes
anticlinais das células € na mesma posigao, originando uma linha continua que acompanha
toda a extensdo da testa da semente (Corner, 1951, 1976). Ocorre na regido mediana da
exotesta tanto em C. duckei {(Figuras 16 e 34), quanto em C. martii (Figuras 17 e 35), e em C.
reticulata (Figuras 18 e 36).

Barthlott (1981) ressalta que a diversidade estrutural da superficie da epiderme, fornece

dados com significativo valor taxondmico para a identificacdo de familias e mesmo de espécies.
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A presenca da camada de células paligadicas com paredes espessas e recobertas por
substancias hidrofobas pode impedir a embebicdo e as trocas gasosas das sementes
(Popinigis, 1985).

Abaixo da exotesta observa-se a camada fendlica (Figura 34). A mesotesta (mesofilo) é
formada por hipoderme de ostecsclereideos, ou células em ampulheta, heterodimensionais,
irregulares, paredes pouco espessadas, também com compostos fendlicos (Figura 34) e
polissacarideos &cidos nas paredes (Figuras 35, 36), e grandes espacos intercelulares; o
segundo estrato forma ¢ parénquima fundamental pouco diferenciade, com células
heterodimensionais, irregulares, colapsadas, paredes espessadas, com muitos espagos
intercelulares em C. duckei, e poucos em C. retici/ata, também com compostos fendlicos, onde
se encontra a rafe linear, em leve depressao, quase da mesma cor da testa, percorrida por um
feixe colateral e sem bainha de fibras diferenciadas, a qual, apds atingir a calaza, que é bem
distinta, prossegue como anti-rafe até a regiaoc da micrépila. A endotesta (epiderme interna) é
pouco diferenciada, com uma camada de c¢élulas residuais e com células comprimidas e
impregnadas de lignina. Tégmen e endosperma ausentes em todas as espécies.

Os compostos fendlicos provavelmente estdo presentes nas sementes de espécies
florestais com a fungéo de protegéo do embrido, como antimicrobianas e antivirais, além de
conferir uma vantagem para a plantula, que terd suas energias voltadas para o seu
desenvolvimento (Ceballos et al., 1998; Von Teichman & Van Wyk, 1994).

A Regiéo hilar € basal lateral, o hilo & oblongo-linear com restos funiculares fortemente
aderidos (Figura 10); a micrépila globosa & perceptivel apenas em microscopia eletronica de
varredura (Figura 12); lente oblonga (Figura 11) é brilhante, glabra, cartacea e um pouco
proeminente em relac&o 3 testa. Trata-se de uma estrutura comum em 34% dos géneros de
Caesalpinioideae (Gunn, 1991). Deve-se ressaltar que foi reportado o formato triangular para C.
multijuga Hayne (Melo, 2001).

O embrido é cotiledonar total, preenche todo o volume da semente. E castanho claro a
amarelado, pleurorrizo com cotilédones justapostos, crassos, oblongos, rigidos, auriculados
com a radicula escondida em C. duckei (Figura 19} e em C. martii (Figura 20) e fendidos com a
radicula escondida em C. reticufata {Figura 21).

Os cotilédones séo recobertos por uma cuticula delgada e levemente estriada em C.
duckei e estriada em C. reticulata e em C. martii. Alquini et al. (2003) ressaltam que as
ormamentacdes presentes na cutina geralmente tem grande valor taxondmico, além de serem
responsaveis por algumas das fungdes das células epidérmicas, entre elas a protecao contra a
perda d'agua. A epiderme é unisseriada, com células irregulares (Figura 28), cuja parede
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periclinal externa é levemente convexa e com depressdes em C. duckei (Figura 25) e convexa
em C. martii (Figura 26) e em C. reticulata (Figura 27), sendo as anticlinais retas a levemente
sinuosas, (Figuras 28, 29 e 30) com alcaléides no citoplasma (Figura 39). O mesofilo &
homogéneo, sem fibras diferenciadas, preenchido por parénguima fundamental, com varias
camadas de células, sendo que as células proximas a epiderme do eixo embrionario, além de
apresentarem cristais de oxalato de calcio, possuem proteinas dispersas no citoplasma na
forma de corpos protéicos (Figuras 37 e 38). Ha também uma reagéo castanho-alaranjada
indicando alcaloides (Figura 39) e o teste com Sudam escarlate detectou corpos lipidicos
(Figuras 40 e 41). Suas paredes s&o lisas e delgadas e, especificamente nos plasmodesmas,
observou-se reagdo positiva do azul de toluidina (Figura 37), indicando a ocorréncia de
componentes acidos, sendo que o vermelho de ruténio confirmou a presenga de pectina (Figura
42). As células do mesofilo, que estdo mais distantes da epiderme, apresentam paredes
desigualmente espessadas, lembrando um colénquima angular (Moreira-Coneglian & Oliveira,
2008). Nestas células com fun¢do de reserva, a hemicelusose {manose) foi constatada pela
expulsao do corante azul de toluidina da parede.

Foram visu'alizados feixes vasculares colaterais percorrendo a regido periférica do
mesofilo dos cotilédones. Nao se observaram fibras diferenciadas junto aos mesmos € nao se
observam nervuras diferenciadas.

Espécies arbéreas da floresta tropical que apresentam sementes sem endosperma, com
embrides grandes, protegidos contra a dessecagdo pelo envoltério da semente e as vezes com
o arilo, freqlientemente apresentam sementes recalcitrantes (Von Teichman & Van Wyk, 1994).

Durante a germinagéo, carboidratos, proteinas e lipideos representam as frés principais
classes de metabolitos de reserva retirados dos cotilédones (Carmelo-Guerreiro & Paocli, 1999).
Para as espécies aqui estudadas, a presenca de polissacarideos acidos na parede celular, e de
corpos protéicos e lipidicos no citoplasma das células presentes proximas aoc €ixo embrionario, '
possivelmente compéem as reservas disponiveis para o crescimento rapido da radicula e
plimula (Farrant et al., 1993; Von Teichman & Van Wyk, 1994).

Nas espécies objeto deste estudo néc foram observados amildides. Porém estes séo
reportados nos cotilédones de C. fangsdorfii (Crestana e Beltrati, 1988; Stupp et al. 2008), bem
como nas espécies de Copaifera L. estudadas por Kooiman (1960), que ressaltou a presenga
em tribos taxonomicamente relacionadas.

O eixo embrionaric é basal lateral e reto, 0 que é reportado por Oliveira (1999) como
comum em Caesalpinicideae e Mimosoideae. C. duckei o apresenta com pequeno didmetro em
relagdo ao seu comprimento (Figura 22), ja os de C. reticulata e C. martii (Figuras 23 e 24) sao
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proporcionais ao seu comprimento. Os eixos de C. duckei e C. martii tém base angulosa, apice
truncado e pltmula rudimentar, ja em C. reticulata a base é angulosa e © apice irregular, e a
plimula é pouco diferenciada, pois além do relevo no apice do eixo embrionario ha reentrancia
apical diferenciada (Figura 24).

A extremidade radicular mostra a coifa bem diferenciada, uma protoderme unisseriada e
recoberta por uma fina camada de cuticula, com celulas cujas paredes periclinais formam
reticulos (Figura 31). O meristema fundamental preenche as regides cortical e medular, com
células alongadas de formato retangular e pouco vacuolizadas principaimente na regiao
radicular. O procambio néo apresenta grande diferenciagao. As células também s&o alongadas,
com citoplasma denso e sem reservas (Figuras 32 e 33). Descrigdes semelhantes foram feitas

por Oliveira (1999) para espécies de leguminosas.

CONCLUSOES

As caracteristicas morfoanatémicas inerentes 4s sementes sdo efetivamente Uteis para
separar as espécies estudadas, podendo-se enfatizar o padréo da superficie do tegumento, a
superficie da parede periclinal externa dos cotiledones e o estadio de desenvolvimento da
plamuta.

Em microscopia eletrdnica de varredura a superficie do tegumento de C. duckei e C.
martii & predominante punctada e em C. reficulata é microrreticulada.

Os cotilédones s&o recobertos por uma cuticula delgada e levemente estriada em C.
duckei e estriada em C. reticulata e em C. martii. A parede periclinal externa da epiderme ¢
levemente convexa e com depressdes em C. duckei e convexa em C. martiie em C. reticulata.

O eixo embriondric em C. duckei apresenta pequeno diametro em relagdo ao seu
comprimento, ja os de C. reticulata € C. martii sho proporcionais. Os eixos de C. duckei e C.
martii tém base angulosa, apice truncado e plimula rudimentar, em C. reticufata a base e
angulosa e o apice irregular, e a plumula & pouco diferenciada, pois além do relevo no apice do
eixo embrionario ha reentrancia apical diferenciada

Para as espécies aqui investigadas, compostos fendlicos e alcaldides que estéo
presentes no tegumento e na epiderme dos cotilédones, respectivamente, sao provavelmente
as principais substancias relacionadas a defesa do embrido e que favorecem ©
desenvolvimento da plantula.

Polissacarideos acidos da parede celular, corpos protéicos e lipidicos no citoplasma das
células cotiledonares proximas ac eixo embrionario, possivelmente constituem as principais

reservas das sementes.
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TABELA 1. Dimensdes (cm), desvio padrdoc e coeficiente de variagdo (C.V.) dos frutos de

Copaifera duckei.

Variaveis Maxima Média Minima Desvio Padrao  C.V. (%)
Comprimento 36 3,1 26 0.2 6,9
Largura 2,9 2.6 2,2 0,2 7.9
Espessura 2.0 1,7 1,6 0,1 6,0

TABELA 2. Dimensdes (mm), desvio padréo e coeficiente de variagdo (C.V.) das sementes de

Copaifera duckei.

Variaveis Maxima Média Minima Desvio Padrao C.V. (%)
Comprimento 20,0 16,0 13,4 1.4 8,7
Largura 18,7 12,8 10,0 1.2 9,6
Espessura 13,0 10,6 8,27 0,9 8.1

TABELA 3. Dimensdes {cm), desvio padrio e coeficiente de variagdo (C.V.) dos frutos de

Copaifera martii.

Variaveis Maxima Média Minima Desvio Padrao CV. (%)
Comprimento 2,5 2,3 2,0 0,1 4.6
Largura 21 2,0 1,7 0.1 5,0
Espessura 1,4 1,2 0,7 0.1 11,5

TABELA 4. Dimensdes (mm), desvio padréo e coeficiente de variagdo (C.V.) das sementes de

Copaifera martii.

Variaveis Maxima Meédia Minima Desvio Padrao CV. (%)
Comprimento 13,5 11,9 10,0 0.8 6,6
Largura 10,8 9,6 7,6 0,7 7.0

Espessura 33 7.4 6.4 0,5 6,5
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TABELA 5. Dimensées (cm), desvio padrdo e coeficiente de variagéo (C.V.) dos frutos de

Copaifera reticulata.

Varidveis Maxima Meédia Minima Desvio Padrao C.V. (%)
Comprimento 33 23,0 2,5 0,2 6,6
Largura 28 2,3 2,0 0,2 7.6
Espessura 1.7 1,5 1.2 0.1 9,1

TABELA 8. Dimensdes {mm), desvio padréo e coeficiente de variagéo (C.V.) das sementes de

Copaifera reticulata.

Variaveis Maxima Média Minima Desvio Padrao CV. (%)
Comprimento 23,1 171 14,4 1,7 10,1
Largura 15,56 11,6 10,2 1,4 9.8

Espessura 13,4 12,0 10,7 0,6 4.8
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FIGURAS 1-9. Frutes e sementes de Copaifera L.. 1,4,7- C. ducksei; 2,58- C. martii
3,6,8- C. reticulata. 1-3- legumes maduros recém coletados; 4-6- sementes expostas:

7-9- sementes estenospérmicas.

lL.egenda: ar - arilo; ponta' da seta - apiculo; seta — funiculo. Barras = 1 cm (1-6) , 5 mm (7-9).



42

FIGURAS 10-18. Sementes de Copaifera L. em Microscopia Eletronica de Varredura. (MEV).
10,13,16- C. duckei. 11,14,17- C. martif; 12, 15, 18- C. reticulata. 10- regido hilar da semente;
11- lente; 12- micrépila; 13-15- tegumento, parede periclinal externa. 16-18- tegumento em

secgao transversal.

{egenda: h - hilo; | - lente; I — linha licida; mi - micropila;, ms - mesotésta;

os - osteosclereideos; pf— parénguima fundamental; ts — testa.
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FIGURAS 18-24. Sementes de Copaifera L. 19,22- C. duckei; 20-23- C. martii
21-24- C. reficulata. 19-21- cotilédones, regido basal; 22-24- eixo embrionario em seccéo
transversal.

Legenda: ct - cotilédone; ponta da seta - plumula; seta - radicula. Barras = 1 mm
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Varredura (MEV). 25,28,32- C. duckei, 26,29,32- C. marii, 27,30,33- C. reticulata;
25-27- cotilédone, epiderme, parede periclinal externa; 28-30- cotilédone, epiderme e mesofilo

em secgdo transversal; 31- plimula, protoderme, parede periclinal externa; 32- eixo embrionario

em seccao longitudinal; 33- Idem, em seccéo transversal.

Legenda: c- meristema fundamental cortical; ce- cera; ct- cotilédone; d- protoderme;
ep- epiderme; m- meristema fundamental medular;, me- mesofilo; p- procambio;
pc- peciolo do cotilédone; pf- parénquima fundamental; pl- plimula; seta- parede celular; ponta

da seta- corpos protéicos.
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FIGURAS 34-42. Ocorréncia e distribuicdo de metabolitos nas sementes de Copaifera L. em
secdo transversal. 34,37,40- C. duckei, 35,38,42- C. martii, 36,39,42- C. reticulata 35-36-
tegumento; 37-42- cotiledones. 34- compostos fenslicos; 35, 37- polissacarideos acidos; 36, 42-
pectina; 38- proteinas totais; 39- alcaléides; 40,41- lipideos totais.

Legenda: al- alcaléides: ce- cera; cf- camada fendlica; cp- corpos protéicos; cr- cristais de
oxalato de calcio; ep- epiderme; ex- exotesta; li- lipideos; Il- linha lGcida; me- mesofilo; ms-
mesotesta; 0s- ostesclereideos; pf- parénquima fundamental: ts- tesia; ponta da seta-

espessamento da parede celular; seta- pontuagdes. Barras = 50 pm.
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Morfologia de plantulas e plantas jovens de trés espécies de Copaifera L.

MORFOLOGIA DO DESENVOLVIMENTO POS-SEMINAL, DE PLANTULAS E DAS PLANTAS
JOVENS DE TRES ESPECIES DE Copaifera L. (LEGUMINOSAE CAESALPINIOIDEAE)
NATIVAS DA AMAZONIA'

ELY SIMONE CAJUEIRO GURGEL'*, JOAQ UBIRATAN MOREIRA DOS SANTOS? MARIA
SILVIA DE MENDONGA®

Resumo — Caracteres morfologicos apresentados no desenvolvimento poés-seminal e em
plantulas podem auxiliar no reconhecimento de espécies. Para o género Copaifera L., estes
caracteres sdo potencialmente Uteis na circunscrigdo dos téxons. Este estudo visou
caracterizar os aspectos morfologicos de plantulas e plantas jovens, a morfoanatomia e a
ocorréncia e distribuigéio espacial de metabélitos nos limbos foliolares de Copaifera martii
Hayne, C. duckei Dwyer e C. reticulata Ducke. Particularmente, objetivando contribuir com a
distingdo destas duas ultimas, as mais semelhantes da Amazonia brasileira. Além das
descrigdes morfol6gicas, foram fixadas secgdes dos limbos foliclares de eofilos e metafilos para
a confecgdo de laminas permanentes, semi-permanentes e cortes a méo livre, para a realizagao
de testes histoquimicos. Os caracteres morfologicos descritos para as espécies estudadas
constituem dados seguramente véalidos para separar, principalimente, C. martii de C. duckei e de
C. reticulata. A principal diferenga encontrada entre as plantas jovens destas espécies foi a
presenca de estipulas folidceas bem desenvolvidas em C. reticulata, ausentes em C. duckei e
semelhantes a da plantula em C. martii, sendo também folidceas, porém menos conspicuas. As
plantulas de C. martii apresentam filotaxia alterna, enquanto que nas duas outras espécies €
oposta. Nos limbos foliolares foram observados diversos metabdlitos, como amido, substancias
lipofilicas e pecticas, idioblastos mucilaginosos, fendlicos e cristaliferos. Eofilos e metafilos sao
anatomicamente semelhantes nas trés espécies. Todas as espécies apresentaram cavidades
secretoras e glandulas.

Palavras-chave: Copaifera duckei Dwyer, C. martii Hayne, C. reticufata Ducke, eofilo, metafilo.
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Seedling and sapling morphology of three Copaifera L. species

Morphology of germination, seedlings and saplings of three Amazonian Copaifera L.
(LEGUMINOSAE CAESALPINICIDEAE) species

Abstract — Morphological aspects of the development of seedlings and saplings can be useful to
the identification of species. In Copaifera L., these traits can be valuable for the circumscription
of taxa. This work aimed to characterize the morphological aspects of seedlings and saplings, as
well as the leaf morphology and anatomy of Copaifera martii Hayne, C. duckei Dwyer e C.
reticulata Ducke. Also, we verified the occurrence and distribution of metabolites in the foliar limb
of these species. One of the goals of this study was to contribute to the taxonomic distinction
between C. duckei and C. reficulate, which are morphologically very similar. In addition to the
morphological descriptions, we performed histochemical tests on permanent and semi-
permanent slides, as well as on free-hand cuts, of foliar limbs, eophylls and metaphylls. The
morphological traits described here represent valuable data to distinguish the taxa, especially to
differentiate C. martii from C. duckei and from C. reticulata. The main difference observed
among the saplings of the three species is the presence of well-developed, foliaceous stipules in
C. reticulata, which are absent in C. duckei and are similar to those of the seedlings in C. martii,
being also foliaceous but less conspicuous. C. martii presents alternate phyllotaxy, while the
other species presents opposite phyllotaxy. We detected several metabolites in the foliar limb,
such as starch, lipophilic and pectic substances, and mucilaginous, crystal and phenolic
idioblasts. Eophylls and metaphylls are anatomically similar. The three species present secretory
cavities and glands.

Keywords: Copaifera duckei Dwyer, C. martii Hayne, C. reticulata Ducke, eophyll, metaphyl.
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Introducgao

As investigacdes sobre a morfologia de plantulas, antes do surgimento dos metafilos,
tém demonstrado um rico potencial para estudos da sistematica, inclusive testando a monofilia
de géneros de Leguminosae (Rodrigues, 2005). E uma tarefa acumulativa, e para se obter
informagdes que permitam adicionar caracteristicas tipicas para as familias e géneros com valor
diagnédstico, & necessario estudar previamente todo o processo de germina¢&o de um grande
nimero de espécies, para que os resultados sejam significativos. Levam a descoberta de
estruturas transitérias, basais ou derivadas, que podem ndo ocorrer no individuo adulto, mas
que podem estabelecer conexdes filogenéticas (Gifford & Foster 1989, Ricardi, 1996).

Duke & Polhill {1981) realizaram uma ampla revisdo sobre pantula, no que concerne a
terminologia, ecologia e aplicagéo taxonomica. Ressaltaram que a morfologia de plantulas tem
contribuido para identificagdo das plantas no campo e ainda para delimitagbes genericas €
infragenéricas na familia, o que também foi verificado por diversos autores, dentre o quais
pode-se citar Léonard (1957), Nozzolillo (1985), Vogel (1980), Lima (1990), Oliveira & Beltrati
{1992); Nemoto & Ohashi (1993), Ricardi (1996), Lopez et al. (1998}, Silva & Matos (1998),
Oliveira (1999, 2001), Mendonga Filho (2002), Rodrigues (2005) e Rodrigues & Tozzi (2007).

O enfoque taxondmico para a morfologia de plantulas de espécies amazdnicas comegou
com descrigdes feitas por Lee & Langenheim (1975) na revisdo do género Hymenaea L.,
separaram os taxons em dois grupos, em fungao da morfologia das plantulas e ocupagao de um
determinado ambiente, concluiram que os grupos ecoldégicos guando correlacionados com
outros caracteres sao Gteis para um melhor entendimento da histéria evolutiva do grupo.

Posteriormente, outras revisdes para taxons amazonicos foram relaizadas nas quais a
morfologia de plantulas foi citada, como as de Virofa Aubl. (Rodrigues, 1980), Dimorphandra
Schott. (Silva, 1986) e da familia Lecythidaceae, onde Mori & Prance (1990) descreveram e
ilustraram plantulas de Gustavia augusta L., Couratari stellata A.C. Sm., Bertholletia excelsa
Bonpl. e Lecythis minor Jacq..

Mais recentemente, Martins-da-Silva (2006), revisando os representantes do género
Copaifera L da Amazénia brasileira, observou que, de acordo com a classificagao de Miquet
(1987), Copaifera glycycarpa Ducke, C. duckei Dwyer, C. martii Hayne, C. multijuga Hayne, C.
pubifiora Benth. e C. reticulata Ducke apresentam germinagéo fanerocotiledonar epigea, com
cotilédones carnosos, registrou ainda que Léonard (1957), baseado apenas em C. officinalis L.,

informou que as Copaifera americanas apresentam apenas eofilos alternos.
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O trabalho de Silva et al. (1988) assim como os de Albuquerque (1987, 1993) sao
referéncias para os estudos morfolégicos de sementes e plantulas da Amazénia, o ultimo autor
citado descreveu e ilustrou detalhadamente 20 espécies florestais e 30 invasoras de culturas.

Encontram-se ainda diversos estudos que ampliam ¢ conhecimento sobre a morfologia
de plantulas de Leguminosae que ocorrem na Amazdnia (Gurgel 2000; Ferreira et al., 2001,
Melo, 2001, Gurge! et al, 2002; Melo et al., 2004; Melo & Varela, 2006, Camargo et al., 2008,
Ramos & Ferraz, 2008) inclusive da espeécie amazénica Copaifera muitiiuga Hayne (Alencar,
1981; Moreira & Moreira, 1996; Brum et al., 2007).

Rodrigues & Tozzi (2007), com o intuito de constatar a relevancia e ampliar o
conhecimento sobre a morfologia de plantulas de representantes arbéreos brasileiros do clado
genistoide, descrevem, ilustram e comparam as estruturas presentes nas plantulas, verificaram
que a filotaxia oposta dos eofilos de Diplotropis martiusii Benth. a distingue da espécie
amazénica Diplotropis purpurea (Rich.}) Amshoff,

A familia Leguminosae conta com aproximadamente 19.325 espécies, distribuidas em
727 géneros (Lewis et al. 2005); representa um dos principais e mais importante grupo de
plantas superiores; trata-se da terceira maior familia de angiospermas, destaca-se, ainda, na
composicao das florestas nativas brasileiras (Marchiori, 1997). Na regido, a familia conta com
aproximadamente 3.100 taxa especificos e infra-especificos, distribuidos em 198 géneros (Silva
et al., 1989).

O género Copaifera L., pertencente & Caesalpinioideae (Dwyer, 1951) é representado na
Amazdnia brasileira por nove espécies (Martins-da-Silva, 2006).

Martins-da-Silva (2006) constatou que os caracteres apresentados no desenvolvimento
pds-seminal e nas plantulas, podem auxiliar no reconhecimento das espécies nestas fases.
Ressaltou a utilidade dos mesmos na circunscrigéo dos taxons infragenéricos e para esclarecer
a filogenia do grupo, enfatizou ainda & importancia de se dar continuidade aos estudos.

As espécies objeto deste estudo s@o Copaifera duckei, C. marti e C. reticulata
encontradas no estado do Para. C. duckei ocorre ainda no Maranhao; C. marti no Maranhao e
Tocantins e C. reticulata no Amapa e Mato Grosso. Sdo conhecidas popularmente por
“copaiba”, “copaibeira”, “arvore milagrosa”, “pau d'dleo” e outros (Ferreira, 1988; Cunha, 1999;
Martins-da-Silva, et al., 2008).

Este estudo foi desenvolvido objetivando caracterizar os aspectos morfolégicos do
desenvolvimento pés-seminal, de plantulas e plantas jovens; ocorréncia e distribuicdo espacial
de metabdlitos e a morfoanatomia dos limbos foliolares de eofilos e metafilos de Copaifera
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martii Hayne, C. duckei Dwyer & C. reticulata Ducke, principalmente, visando corroborar com a

distingao destas espécies.

Material e Métodos

Os frutos foram coletados diretamente das copas ouU no chao, na area de projecao das
copas sob as matrizes, de 3 a 5 individuos de cada espécie, em seguida transportados para 0O
laboratério. Foram eliminados 0s frutos e sementes mal formados, com injurias mecanicas elou
predados.

As exsicatas das plantas matrizes foram incorporadas ao0s acervos do Herbario do
Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém — Para (MG) e da Embrapa Amazonia Oriental, Belém —
Para (IAN), sendo Copaifera duckei Dwyer: IAN 175.602, IAN 175.605 e 1AN 180.659; Copaifera
martii Hayne: 1AN 176.276, 1AN 176.278, IAN 179.134, IAN 179.135 € IAN 179.138; Copaifera
reticulata Ducke: MG 186.090, IAN 176.207, 1AN 178.950 e 1AN 180.400.

Para a germinagéo de todos os espécimes, foram embebidas em agua corrente por 72
horas (Melo, 2001), 100 sementes de cada espécie, em média 30 de cada espécime, utilizando-
se como substrato, areia mais serragem (1:1) ambas esterelizadas, colocado em bandejas
plasticas de 80 x 40 x 20 cm, dispostas sobre bancada de madeira de 1 x 1 x5 m, localizadas
em areas cobertas com sombrite a 50% em casa de vegetagdo. A semeadura foi feita a 0,5 cm
de profundidade.

A irrigagéo foi feita com auxilio de um regador, adicionando-se agua em quantidade
suficiente para manter apenas a umidade do substrato sem encharca-o.

Foi considerado desenvolvimento pés-seminal o périodo compreendido desde O
entumescimento da semente até a liberagdo dos cotiledones, antes da total expansao do eofilo.

Para a descricdo morfologica do processo germinativo foram consideradas apenas as
unidades que apresentaram raiz primaria, hipocotilo e cotiledones normais.

As avaliacbes, tomadas de medidas e aquisigao de fotografias foram feitas diariamente,
durante todo o periodo do desenvolvimento seminal até a formagao das plantas jovens.

Esta fase foi acompanhada detalhadamente, foram verificados, através de
estereomicroscopio  binocular Zeiss, todos os caracteres morfolégicos, potencialmente
diferenciaveis e uteis na identificagao das espécies.

Os mesmos recipientes e substratos da germinagéo foram utilizados para a obtengao
das plantulas e plantas jovens, € entao foram descritas as dez plantulas que se apresentaram

mais vigorosas.
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Considerou-se plantula quando os eofilos estavam totalmente formados (Duke & Polhill,
1981), e planta jovem quando do aparecimento do metafilo.

Os elementos vegetativos descritos e ilustrados foram os mesmos utilizados por Gurgel
et al. (2002) e a terminologia esta de acordo com Systematics Association Committee for
Descriptive Terminology (1962), Font-Quer {1963), Duke (1965, 1969), Hickey (1979), Duke &
Polhill (1981), Roderjan (1983), Stern (1992), Cliveira (1993, 1997, 2001).

As observagées sobre a morfologia foram efetuadas visualmente quando possivel e
complementadas com ¢ auxilio de estereomicroscapio bihocular Zeiss Stemi SV6, para melhor
identificagéo das estruturas e do indumento.

Para os estudos anatémicos, eofilos e metafilos foram seccionados transversalmente
com auxilio de 1amina de barbear, posteriormente fixados em FAA 50% (Johansen 1940) por 24
horas e entdo conservados em alcool etilico a 50%, apos desidratagao em série etilica, o
material foi incluido em hidroxi-etil-metacrilato (Leica) (Gerlach, 1969, apud Ruzin, 1999) e
outras amostras passaram por bateria de acetato de butila para inclusao em parafina histolégica
(Johansen, 1940), para entao serem seccionadas em micrétomo com 8 pm de espessura, as
secdes obtidas foram coradas com azul de toluidina 05%, pH 4,7 (O'Brien ef al. 1964) e
montadas em Balsamo do Canadé e resina sintética, os cortes frescos foram corados com azul
de Astra e safranina (Bukatsch, 1972 apud Krauss & Arduin, 1997).

Para os testes histoquimicos foram utilizadas secgbes transversais de amostras frescas,
alguns dos cortes histolégicos foram montados e fotografados simultaneamente sem submeté-
los aos reagentes, visando constatar o aspecto natural das substancias secretadas.

Algumas sec¢des foram submetidas aos procedimentos controle, conforme as
recomendagoes dos respectivos autores dos testes histoquimicos realizados. Utilizaram-se os
procedimentos indicados na literatura especializada (Quadro 1).

Para a microscopia eletronica de varredura algumas secgbes foram fixadas na solugéo
de paraformaldeido (4%}, glutaraldeido (2,5%) com cacodilato de sédio tri-hidratado (0,1 ml) e
sacarose {1%) (Karnovsky, 1965 apud Ruzin, 1998), também por 24 horas, pos-fixadas em
tetroxido de ésmio a 1%, lavadas trés vezes no mesmo tampao e também armazenadas em
alcool etilico a 70% (Kraus & Arduim, 1997) e desidratadas em série alcodlica {(Gahan, 1984),
processadas em secador de ponto critico usando o CO, como liquido de transicdo (Bozzola &
Russel, 1991), foram fixados com grafite sobre suporte de aluminio e recobertos com carbono e
ouro. As imagens foram abtidas utilizando o microscépio eletrénico LEO modelo 1450 VP,

Para dissociacdo das epidermes, eofilos e metafilos foram submetidos a solugéo de
Jeffrey a 10% por 24 horas (Johansen, 1940). Apés a separagéo das epidermes adaxial e
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abaxial, as mesmas foram lavadas em agua destilada, retirando o excesso de mesdfilo com
auxilio de pincéis, posteriormente coradas com azul de astra e fucsina basica (Krauss & Arduin,
1997), desidratada em série etandlica (Johansen, 1940) e série aceto-butilica (Krauss & Arduin,
1997) crescentes e, em seguida montadas entre lamina e laminula em balsamo-do-canada

Para analisar o padrdo de venacéo dos eofilos e metafilos, de cada espécime estudado,
amostras do 4pice, meio, base e a lamina foliolar inteira foram diafanizadas, utilizando solugéo
de hidroxido de sédio aquoso a 10% por cinco dias, trocadas a cada 24 horas, sendo que para
os foliolos de C. duckei, os mais frageis, foi acrescentado alcool 70% na proporgdo 2:1 (v/v).
Em seguida lavados em agua destilada, sendo a mesma trocada a cada hora até a retirada
completa do hidroxido de sodio, ainda no alcool 70% foram coradas em safranina hidro-
alcoolica a 3%, na propor¢do 1:1 (Johansen, 1940) durante seis horas, posteriormente
desidratadas em série etandlica e acetato butilica crescentes e montadas em balsamo do
Canada.

As descricdes dos limbos foram feitas em microscépio de luz Zeiss Axiolab seguindo a
terminologia adotada por Theobald el al. (1979) e Wilkinson (1979). Para aquisicdo de
fotografias, uma maquina digital Canon Power Shot A6 40 foi acoplada ao microscopio, acima

especificado.

Resultados

Germinacdo - Todas as trés espécies estudadas apresentam germinacgdo fanerocotiledonar,
epigeo-carnosa e emergéncia curvada. A semente, quando hidratada, aumenta
consideravelmente o seu volume e o processo de germinacéo se inicia (Tab. 1) com a protrusédo
da raiz primaria inicialmente cilindrica, curta, glabra, branco-amarelada e reta, rompendo o
tegumento da base da semente, na regido hilar (Fig. 1A, 2A, 3A).

O tipo de germinacdo das leguminosas pode ser fanerocotiledonar ou criptocotiledonar,
0 que segundo Duke (1969), constitui um dos caracteres relevantes para diferenciar taxons.

Em Leguminosae, o tipo mais comum de germinagdo é o fanerocotiledonar epigeo
(Duke & Pohill,1981), o mesmo encontrado nas espécies alvo deste estudo, assim como em
Copaifera multijuga (Melo, 2001; Camargo et ai, 2008) e C. /angsdorfii (Oliveira, 1997).

ApOs a protrusdo da raiz hd a diferenciacdo da algca hipocotilar (Tab. 1), rosa em C.
duckei (Fig. 1B) e em C. reticu/ala (Fig. 3 B) e rosa esbranquicada em C. mar/ii (Fig. 2B). A raiz
principal alonga-se e passa a apresentar raros pelos simples, hialinos, reduzidos e retos, a
medida que se alonga h& afinamento crescente em dire¢do ao apice e rapidamente ocorre a

diferenciagdo do hipocétilo, muito mais espesso do que a raiz, rosa no seu apice e castanho-
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avermelhada na base (Fig. 1C, 2C, 3C). Nesta fase também os cotilédones comegam a liberar-
se do tegumento, surgindo assim os eofilos esverdeados em C. martii (Fig. 2D) e avermelhados
em C. duckei (Fig. 1D) e em C. reticufata (Fig. 3D).

O hipocétilo, quando reto, continua cilindrico e glabro em C. duckei e em C.reticulata,
cuja regido basal é esbranquicada e a apical avermelhada. Em C. marti o hipocétilo é
glabrescente, com regiao basal branco-esverdeada e apical avermelhada.

O hipocétilo apresenta bons caracteres diagndsticos na delimitacéo de géneros e para a
identificagdo ao nivel de espécie, ressaltondo-se a conformagao geral, indumento e cor,
presenga de sulcos, tricomas, catéfilos e lenticelas (Oliveira, 1993).

Os cotilédones das trés espécies sdo ligeiramente oblongos, cdncavos, carnosos, em
um s6 plano, com laminas paralelas e faces superiores em contato, opostos quando totalmente
abertos. Os de C. martii, inicialmente rosados, quando totalmente isentos dos restos do
tegumento apresentam-se sésseis, amarelo-esverdeados (Fig. 2C), com regides avermelhadas,
margem inteira e pubescente, apice arredondado e base auriculada. Os de C. duckei (Fig. 1C) e
C. reticulata {Fig. 3C) s&o semelhantes aos descritos para C. martii, porem com a margem
glabra, base decorrente, subsésseis, ja que o pulvino é reduzido, semelhante a uma extensao
do cotilédone envolvendo parte do eixo caulinar. Os cotilédones caem assim que os eofilos
tornam-se verdes

Durante o processo germinativo cbserva-se que a regide do coleto & glabrescente,
ferruginea préxima a raiz e castanho-clara préxima ao hipocétilo (Fig. 1B, 2B, 3B). As raizes
laterais sdo bem visiveis, curtas e pouco ramificadas.

Em todas as trés espécies a prefolheagdo € mutuamente equitante. Inicialmente os
foliolos séo esverdeados em C. martii (Fig. 2D} e avermelhados em C. duckei (Fig. 1D) e C.
reticulata (Fig. 3D), porém apds a total expansdo adquirem a coloragéo verde. Séo discolores
uma vez que a face adaxial € mais escura que abaxial.

Piantula — Os ecfilos em C. duckei apresentam dois a trés pares de foliolos (Fig. 4), em C.
reticulata dois a quatro pares, em abasa as espécies s8o opostos e coriaceos (Fig. 6).

Os foliolos de C. duckei (Fig. 7) e C. reticufata (Fig. 9) sdo opostos ou sub-opostos,
oblongo-ovados ou elipiticos, subfalcados, podem-se apresentar tanto simétricos como
assimétricos, base breve angusta, em geral assimétrica e raramente cuneada, apice agudo,
podendo apresentar apiculo,

Martins-da-Silva {2006) revisando o género Copaifera L. observou que C. duckei € afim
de C. reticulata, e que o nimero de pares de foliolos & um dos caracteres mais seguros na
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separagdo desses dois taxons, pois C. duckei apresenta trés a quatro pares € C. reticulata
quatro a seis, ressaltou que nas amostras por ela analisadas, nao foram encontradas as
combinagées de 3-5 ou 3-6 ou até mesmo 3-4-5 pares de foliolos. Este caréter, na fase de
plantula ndo é seguro, uma vez que na maioria das plantulas formadas, em ambas as espécies,
foram observados dois pares de jugas com a mesma freqliéncia nas duas espécies.

C. martii apresenta apenas um ecfilo, também paripinado, com dois pares de foliolos
opostos (Fig. 5), coriaceos, cujos foliclos distais medem 5,0-4,1 x 2,0-3,1 ¢cm e os proximais
1,9-2,9 x 0,8-1,1 cm, sdo ovados, as vezes elipticos ou rotundos, apice retuso ou agudo, base
assimétrica (Fig. 8).

As células epidérmicas dos foliclos s&o irregulares, isodiamétricas, heterodimensionais,
com parede periclinal irregular e parede anticlinal sinuosa (Fig. 28, 29, 30). Metcalfe (1979)
considera que a sinuosidade é muito mais acentuada na face abaxial que na adaxial, porém as
espécies objeto deste estudo ndo apresentaram este perfil.

Moreira-Coneglian & Oliveira (2006) enfatizaram que, provavelmente, ao desenvolver
sinuosidades ha um aumento na superficie de contato entre células, ampliando a resisténcia do
sistema dérmico e sua eficiéncia na transferéncia de substancias célula a célula.

O carater sinuosidade das paredes anticlinais epidérmicas associado a outros dados
constituiram valor para a identificagdo de espécies do género Bauhinia (Kotresha & Seetharam,
1995),

Moraes & Pa'oli (1999) constaram que o uso do carater sinuosidade de paredes
anticlinais de células epidérmicas, para fins taxonémicos ndo € seguro, devido a grande
variagéo que ocorre em nomofilos de uma mesma espécie.

Em geral, ceras e substincias lipofilicas constituem a epicuticula, um polimero
complexo, heterogéneo, resultante da interagéo entre o oxigénio e cadeias longas de acidos
graxos, alcoois alifaticos e alcanos, é considerada uma ornamentacéo terciaria (Barthlott, 1981;
Alguini et al., 2006).

Na caracterizag@o histoquimica dos limbos eofilares das espécies estudadas (Tab. 2),
observa-se a presen¢a de compostos Iipdfilicos recobrindo toda a epiderme ecfilar (Fig. 48).
Apenas C. martii apresenta cera epicuticular ornamentada, do tipo estrelada (Fig. 38).

Tanto eofilos quanto metafilos, das espécies aqui investigadas, sdo hipoestomaticos,
com estématos paraciticos (Fig. 29), o mais comum na subfamilia Caesalpinicideae (Solereder,
1908, Metcalfe & Chalk, 1950 e Watson, 1981). Estes estdmatos encontram-se no mesmo nivel

das células epidérmicas e estao regularmente distribuidos na lamina foliar.
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Moreira-Coneglian & Oliveira (2006) observaram o mesmo nos foliolos de Copaifera
fangsdorffii Desf. e Hymenaea stilbocarpa Hayne (iribo Detarieae), ressaltaram que o tipo

anomocitico e hipoestomatico & o mais freqiente nas epidermes dos limbos cotiledonares e

ggfilares dag esbénies de Caesalpinioideaes hor elas estudadas |

Caesalpinicideae sao, geralmente, dorsiventrais, exceto em certas espécies dos géneros
Hoffmanseggia Harms e Hymenaea L, constataram ainda que os estdmatos apresentem uma
combinagéo de células subsididrias muito variavel conforme a espécie.

A estrutura do mesofilo e espessura do limbo podem estar relacionadas, com a
freqiéncia e ocorréncia dos estdmatos na folha (Moreira-Coneglian & Oliveira, 2006). Ha
correlagao entre folhas hipoestomaticas e delgadas com mesofilo dorsiventral, enquanto que as
anfiestomaticas tendem a ser mais espessas e isobilaterais (Wilkinson,1979).

Nos foliolos, em secgéo transversal, foi observado epiderme unisseriada e mesofilo
dorsiventral com parénquima paligédico, formado por apenas um estrato de células alongadas e
justapostas (Fig. 46), cujo teste histoquimico revelou a presenga de amido (Fig. 47) (Tab. 2).
Seguido de parénquima lacunoso, tamhém amilaceo, com cerca de quatro camadas de células
com forma e distribuigéo irregulares e, muitos espagos intercelulares,

A nervura central  imersa na face adaxial (Fig. 39) e proeminente na abaxial (Fig. 43).
As celulas epidérmicas sdo estreitas, variam de quadradas a retangulares, estando estas
ultimas, dispostas no sentido do comprimento do limbo foliolar, as paredes s&o retas onde
ocorrem raros estdmatos. Em C. duckei e C. reticulata a face adaxial é pubescente (Fig. 39) e a
abaxial & glabrescente (Fig. 43}, o oposto ocorre em C. martii. Nas trés espécies o apice da
nervura central dos limbos foliclares é pubescente em ambas as faces (Fig. 40).
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uma caracteristica comum na maioria das Leguminosae, principalmente quando localizados
proximos ao sistema vascular (Zindler-Frank, 1987). Como em outras familias a localizagdo e o
tipo de cristais séo caracteristicos de certos taxons (Francheschi & Horner, 1980).

Moreira-Coneglian & Oliveira, (2006) comparando a anatomia dos eofilos com a dos
metafilos {Morretes, 1966) de C. langsdorffii, registraram que as principais variagbes sao feixe
colateral, tricomas na face adaxial da epiderme e auséncia de cristais nos eofilos,
diferentemente, nos metafilos, constataram auséncia de tricomas, de feixe anficrival e de
cristais de oxalato de calcio.

Os resultados aqui obtidos diferem do de Morretes (1966}, ja que o feixe vascular do
metafilos de C. duckei, C. martii e C. reticulata é colateral (Fig. 51), € ha fina pubescéncia na
nervura central (Fig. 39) e nos bordos.

A nervagido é predominantemente broquidédroma (Fig. 31, 32, 33), pois as nervuras
secundarias unem-se as terciarias e formam arcos proximo a nervura marginal (Fig. 36), isto &,
cerca de % de distancia da nervura principal. As aréolas tem forma e arranjo irregulares (Fig.
34). As terminagdes, das nervuras terciarias, em geral séo curvadas e ramificadas.

A nervura marginal é inteira, conspicua n face abaxial, glabrescente em C. duckei e em
C. reficulata. Em C. martii é revoluta, pubescente na face adaxial e glabrescente na abaxial {Fig.
44).

Na regido basal da nervura marginal, observam-se, em todas as espécies, duas
glandulas assimetricamente dispostas (Fig. 34, 35).

Segundo Fahn (1979) é comum a ocorréncia de cavidades e canais secretores abaixo
‘da epiderme. S&o espagos intercelulares relativamente largos, denominados de lumen ou
lacuna, circundados por um epitélio de células secretoras. O lUmen pode ter varias formas,
guando mais ou menos esférico € denominado cavidade secretora, e quando alongado &
denominado canal secretor. As células podem secretar somente terpenos, ou terpenos com
carboidratos ou outras substancias.

Todas as espécies, objeto deste estudo, apresentaram cavidades secretoras no limbo,
na regido mediana do mesofilo sempre proximo as nervuras (Fig. 56) e préximo ao feixe
vascular da nervura maginal (Fig. 34, 55). Ocorrem ainda na nervura central (Fig. 58}, na raque
(Fig. 60), no pulvinulo (Fig. 62,63), no peciolo e no pulvino. Um numero variavel de estratos
celulares constituem o epitélio das cavidades secretoras (Fig. 29, 58), as quais formam um

lumen esférico.
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Segundo Lersten & ‘Curtis (1994, 1996), nas Caesalpinioideae, as variagées
morfologicas e distribuigdo das estruturas secretoras possuem valor taxonémico. Neste trabalho
nio foi possivel separar as espécies com base nesta caracteristica.

Moreira-Coneglian & Oliveira (2006) evidenciaram a presenca de substancias lipidicas
no interior das cavidades secretoras de Copaifera langsdorffii e Hymenaea stilbocarpa Hayne.
Para as espécies aqui investigadas nao foi observada reagéo positiva para lipideos.

Idioblastos fendlicos foram observados na regi&o das fibras e em células do floema (Fig.
54). Fahn (1990) reporta a ocorréncia dos mesmos nas Leguminosae.

Moreira-Coneglian & Oliveira (2006) verificaram a presenca de idioblastos fenolicos em
Senna muitijuga (Rich.) lrwin & Barn., Hymenaea stilbocarpa, Peftophorum dubium (Spreng.)
Taub., Pterogyne nitens Tul., e em Bauhinia forficata Link chamou a atencéo para a
preponderancia de idioblastos fendlicos no feixe vascular, especialmente no floema, Ressaltou
que nas demais espécies estudadas, existem idioblastos fendlicos dispersos € em pequena
quantidade.

E muito comum os compostos fendlicos apresentarem atividade antimicrobiana, com
propriedades que protegem as plantas primariamente contra fungos e bactérias, sendo também
importantes contra herbivoros (Swain 1979).

Foi verificado o crescimento de hifas sobre cuticula de todas as espécies aqui estudadas
(Fig. 41), no entanto nio foi detectado crescimento micelial endégeno nas mesmas.

A raque, em todas as espécies aqui estudadas, € longa e delgada, cilindrica everde-
esbranquicada. Pubescente em C. duckei reta, com estipela apical também pubescente. O
estrato epidérmico apresenta uma camada de células com formato irregular, recobertas por
cera.

Os pulvinulos séo cilindricos e pubescentes (Fig. 45), verde avermelhados em C. duckei
(Fig. 10) e verde-amarelados em C. reticutata (Fig. 11), e C. martii (Fig. 12).

A epiderme no pulvinulo é semelhante a da raque, abaixo da qual observam-se varias
camadas adicionais de parénquima, caracterizando, desta forma, o pulvinulo (Fig. 60).

O peciolo é levemente canaliculado esverdeado, glabrescente e curto tanto em C.
duckei, quanto em C. reticulata e em C. martii, deve-se ressaltar que, nesta Ultima espécie,
apresenta longas suturas verde-avermelhadas.

O pulvino das espécies examinadas é cilindrico, em C. reficufata (Fig. 15) € pubescente ,
enquanto as de C. duckei (Fig. 13) e C. Martii (Fig. 14) sdo glabrescentes. Na base do pulvino,
protegendo a gema apical, ocorrem duas estipulas interpeciolares ensiformes e lanceoladas,

inicialmente avermelhadas e, posteriormente a base torna-se verde e o apice amarelado
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Epicotilo cilindrico, reto, verde amarelado em toda a sua extensé&o. Glabro em C. duckei,
glabrescente e densamente lenticelado em C. Martii e, pubescente em C. reticulata.

Em todas as espécies o hipocoétilo é cilindrico, delgado, longo, ligneo, esverdeado,
porém torna-se ferrugineo. O hipocdtilo de C. reticulata e C. duckei apresenta lenticelas bem
visiveis, estrias na base, e pubescéncia na regido apical. O de C. Martii apresenta base
estriada e pubescente.

Coleto nao evidente em C. reticulata e em C. duckei, porém em C. rmartif héa uma cicatriz,
circundando toda a regido.

Os tricomas presentes no eixo vegetativo aéreo sao tectores, simples (unicelulares),
hialinos, adpressos ou retos, curtos e longos, impregnados por cera em sua superficie, no
mesmo nivel da epiderme cujas células arranjam-se radialmente (Fig. 28, 30,42).

Raiz principal axial, cilindrica, levemente sinuosa, herbacea, crassa, glabra, espessa na
base, afilada no apice, com raizes laterais formando um conjunto irregular castanho-claro,

raizes laterais pouco ramificadas, glabras, irregularmente distribuidas, nédulos ausentes.

Planta jovem — Em C. duckei (Fig. 16} e em C. reticulata (Fig. 18) ap6s o no edfilar, na planta
jovem, a filotaxia passa a ser alterna, C. martii (Fig. 17) ja apresenta este tipo de filotaxia desde
a fase de plantulas

Os metafilos (Fig. 19, 0,21) sdo semelhantes aos eofilos descritos anteriormente. Na
base dos eofilos, tanto a estipela apical da raque quanto as estipulas interpeciclares tornam-se
caducas.

A diferenga mais marcante encontrada nesta fase é a presenga de estipulas folidceas
conspicuas em C.reficulata (Fig. 27), ausentes em C. duckei (Fig. 25) e semelhantes as do
eofilo em C. martii (Fig. 26).

Raque, pulvinulos (Fig. 22,23,24), peciolo e pulvinos apresentam pilosidade dispersa,
isto &, tornam-se glabrescente. Na planta jovern ndo ha espessamento do caule, somente o
hipocotilo. A raiz principal torna-se mais alongada, porém com poucas raizes laterais n&o
ramificadas e néo sdo observados nddulos radiculares.

O conhecimento merfolégico do limbo, margem, apice e posicao dos eofilos; presenga
ou auséncia de latex ou resina, relagdo comprimento/largura dos cotilédones, tamanho e
nimero de pinas, peciolo alade ou n&o, presenga ou n&o de indumento (tricomas e/ou
glandulas), permitem caracterizar familias, géneros e até mesmo espécies, algumas destas
caracteristicas citadas por Duke (1965) s&o efetivamente Uteis para separar C. martii das

demais espécies alvo deste trabalho.
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Os caracteres morfolégicos descritos para as espécies estudadas constituem dados
seguramente validos para separ, principalmente, Copaifera martii de C. duckei e C. reticulata.

Percebeu-se que sdo escassas as diferengas morfologicas entre C. duckei e C.
reticulata, cabendo, aqui destacar, a mais marcante, ou seja, estipulas folidceas conspicuaé,
visiveis a vista desarmada, na fase de plantas jovem em C. reficulata.

Caracteristicas reconhecidamente (teis na separagdoc de especies, como as do
hipocotilo e ornamentagao cuticular, ndo separam C. duckei de C. reficufata.

Cabe ressalta ainda o nimero de foliclos, um dos caracteres mais seguras para separar
C. duckei de C. reticulata na fase adulta. Na maioria das plantulas e plantas jovens foram
observados dois pares de jugas com a mesma freqiéncia, em ambas as espécies.

Anatomicamente constatou-se que a sinuosidade das paredes anticlinais da epiderme é
igual em ambas as faces, caracteristica incomum nas leguminosas, porém apresentam foliclos
dorsiventrais e aparelho estomatico do tipo paracitico, comuns em Caesalpinioideae.

Nos limbos foliclares foram observados diversos metabdlitos, como amido, substancias
lipofilicas e pécticas, idioblastos mucilaginosos, fendlicos e cristaliferos, estes Jdltimos
localizados ao longo dos feixes vasculares. Mesmo com a presenga de compostos fendlicos, foi
verificado o crescimento de hifas sobre cuticula de todas as espécies aqui estudadas, no
entanto néo foi detectado crescimento micelial endégeno nas mesmas.

Importante salientar que foram observadas caracteristicas anatdmicas semelhantes para
eofilos e metafilos

Todas as espécies apresentaram cavidades secretoras e glandulas, nas mesmas
regibes e em quantidade varidvel. As variagbes morfolégicas destas estruturas néo
possibilitaram separar as espécies, bem como nao foram observadas substancias lipidicas no
interior das mesmas.
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Quadro 1. Testes histoquimicos aplicados para deteccéo das principais classes de metabdlitos

Grupos metabblicos Reagente Referéncia Bibliografica
Lipidios Lipidios totais Sudan I
Fendlicos gerais Cloreto férrico
Compostos fendlicos Johansen, 1940
Lignina Floroglucinol
Acido (pectinas) Vermelho de Ruténio
L Acido {pectinas,
Glicidios Azul de toluidina 0,5% McCully, 1970
mucilagens}
Neutro (Amido) Lugol Jensen, 1962
, Svendsen & Verpoorte,
Alcaldides Reagente de Dragendorff
1983
Cristais de oxalato de célcio Acido Cloridrico Chamberlain, 1932

Tabela 1. Cronologia das principais transformagdes morfologicas, do desenvolvimento pos-

seminal a formagéo da planta jovem das espécies de Copaifera L. estudadas (média dos dados
em dias).

- Protrusao Alga Cotilédone  Surgimento N Planta

Especie da raiz hipocotilar livre do eofilo Plantula jovem
C. duckei 8 10 17 20 22 45
C. martii 7 10 19 21 23 45
C. reticulata 13 16 21 23 42 105

Tabela 2. Resultado histoquimico do limbo dos eofitos e metafilos de Copaifera duckei, C. martii
e C. reficulata.

Metabdlito Teste Resultado

Lipidios totais Sudan Il +
Compostos fendlicos gerais Cloreto férrico -
Lignina Floroglucinol +

Pectina Vermelho de Ruténio +

Pectinas e mucilagem Azul de teluidina 0,5% +
Amido Lugol +
Alcaléides Reagente de Dragendorff -

Cristais de oxalato de célcio Acido Cloridrico +
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Figuras 1-3. Desenvolvimento poés-seminal. 1. Copaifera duckei. 2. C. martii.
3. C. reticulata. A. Protrusdo da raiz. B. Diferenciagdo da alga hipocotilar.

C. Alongamento do hipocotilo. D. Cotilédones livres e surgimento dos eofilos

compostos. Barras = 1 cm. ¢l = coleto; ct = cotilédone; eo = edfilos;

hp = hipocdtilo; res = restos seminais; rl = raiz lateral, rp = raiz principal.
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Figuras 4-15. Plantula. 4.7.10.13. Copaifera duckei. 5.8.11.14. C. martii. 6.9.12.15. C. reticulata.
4-6. Plantula totalmente formada. 7-9. Eofilos, face adaxial. 10-12. Pulvinulos.
13-15. Estipulas. Barras = 1 cm (4-9); 5mm (10-15). ¢l = coleto; eo = eofilos; ep = epicotilo;
hp = hipocétilo; pc = peciolo; pul = pulvino; rl = raiz lateral; rp = raiz principal; rq = raque;
seta = estipula; ponta da seta = pulvinulo.
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Figuras 16-27. Planta jovem. 16.19.22.25. Copaifera duckei. 17.20.23.26. C. martii. 18.21.24.27.

C. reticulata. 16-18. Planta jovem inteira. 19-21. Metafilos. 22-24.  Pulvinulos.

25- filotaxia de eofilos e metafilos. 26-27. Estipulas. Barras = 1 cm (16-18, 25-27) e 5 mm (19-

24). cl = coleto; eo = eofilos; ep = epicotilo; hp = hipocétilo; pc = peciolo; pul = pulvino; ri = raiz

lateral; rp = raiz principal; rq = raque; seta = estipula; ponta da seta = pulvinulo.
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Figuras 28-36. Eofilos e metafilos. 28-30. Epiderme dissociada. 31-36. Diafanizagio.
28.31.34. Copaifera duckei. 29.32.35. C. martii. 30.33.36. C. reticulata. 28. Eofilo, face abaxial,
nervura central, tricoma tector. 29. ldem, idem, nervura secundaria, cavidade secretora.
30. Idem, face adaxial, nervura central. 31,32,33. Metafilos diafanizados. 34. 35. Eofilos
diafanizados, regido basal, evidenciando a cavidade secretora. 36. Idem, regido apical.
Barras = 50 um (28-30,34,35) e 5 mm (31-33,36). ar = aréola; nm = nervura marginal;

ns = nervura secundaria; tt = tricoma tector; asterisco = cavidade secretora.
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Figuras 37-45. Epidermes de eofilos e metafilos em Microscopia Eletrdnica de Varredura.
37.40.43. Copaifera duckei. 38.41.44. C. marlii. 39.42.45. C. reticulata. 37. 38. Eofilo, face
abaxial, regido mediana, semi-limbo. 39. Metafilo, face adaxial, regido mediana, nervura
central. 40. Eofilo, face abaxial, regiao apical. 41. Metafilo, idem, regido mediana, semi-limbo.
42. Eofilo, face adaxial, idem, nervura central. 43. Idem, face abaxial, idem, nervura central.
44. ldem, face adaxial, regido basal, margem. 45. Metafilo, face abaxial, pulvinulo. ce = cera
epicuticular; nc = nervura central; nm = nervura marginal; pnl = pulvinulo; tt = tricoma tector;

asterisco = cavidade secretora; ponta da seta = poro do estbmato.
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Figuras 46-54. Histoquimica de eofilos e metafilos, regido mediana em seccdo transversal.
46,49,52. Copaifera duckei. 47,50,53. C. marlii. 48.51.54. C. reticu/ata. 46. Metafilo, semi-limbo
in-natura evidenciando cloroplastos. 47. Idem, idem, amido. 48. Idem, idem, lipideos totais.
49.50. Eofilo, corado com azul de toluidina, nervura central, feixe vascular. 51. Metafilo, idem,
idem. 52.53. Idem, vermelho de ruténio, pectinas. 54. Eofilo, idioblastos fendlicos. Barras = 50
J-Im.a= amido; c = colénquima; el = epiderme lipofilica; f = feixe perivascular; fv = feixe
vascular; pf = parénquima fundamental; pl = parénquima lacunoso; pp = parénquima palicadico.
asterisco = cavidade secretora. ponta da seta = idioblasto cristalifero. seta = idioblastos

fendlicos.
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Figuras 55-63. Microscopia Eletronica de Varredura de eofilos e metafilos em seccao
transversal, exceto 62. Secgao longitudinal. 55,58,61. Copaifera duckei. 56,59,62. C. martii.
57.60.63. C. reticulata. 55. Eofilo, nervura marginal. 56.57. 58. ldem, semi-limbo. 59. Idem,
nervura central. 60.61. Metafilo, raque. 62. 63. Idem, pulvinulo. Barras = 50 um, f = feixe
perivascular; fv = feixe vascular; pf = parénquima fundamentl; pi = parénquima lacunoso; pp =

parénquima palicadico. asterisco = cavidade secretora.
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ATIVIDADE POTENCIALMENTE ALELOPATICA DE OLEOS ESSENCIAS DE TRES
ESPECIES DE Copaifera L. (LEGUMINOSAE — CAESALPINIOIDEAE)
ELY SIMONE CAJUEIRO GURGEL" ", JOAC UBIRATAN M. DOS
SANTOS?, MARIA SILVIA DE MENDONGCA®
RESUMO: A rica e diversificada flora amazonica pode fornecer novas estruturas quimicas com
potencial de uso na atividade agricola, notadamente aquelas espécies produtoras de dleo
essencial. Neste trabalho, foi caracterizada a atividade alelopatica de dleos essenciais de
Copaifera duckei Dwyer, C. martii Hayne e C. reficufata Ducke bem como as variagdes
decorrentes da fonte e da composicdo quimica dos oOleos. Foram analisados os efeitos
alelopaticos sobre a germinagac de sementes e o desenvolvimento da raiz e do hipecétilo das
plantas Mimosa pudica L. (malicia) e Senna obtusifolia (L.) H.S. Irwin & Barneby (mata-pasto).
Foram identificados os constituintes quimicos (%) dos éleos das folhas e galhos das trés
espécies. A atividade alelopatica vari‘ou em funcdo da espécie de planta receptora, das
espécies doadoras e das fragSes das plantas doadoras de onde foram obtidos os 6leos. Os
efeitos inibitdrios foram mais intensos sobre o desenvolvimento da raiz e os de menor
intensidade sobre a germinacao de sementes. Malicia tendeu a ser mais sensivel aos efeitos
alelopéticos do que mata-pasto. As espécies de Copaifera ndo revelaram grandes diferencas
quanto a atividade alelopatica de seus éleos. Por outro lado, os 6leos das folhas apresentaram
maior potencial para inibir 0 desenvolvimento da raiz e do hipocétilo, enquanto que os do galho
inibiram, preferencialmente, a germihagéo de sementes, embora, em algumas ocasifes essas
diferencas n&o foram estatisticamente significativas. A composicao quimica (%) dos 6leos
variou mais entre as fragbes oriundas de folhas e galhos do que entre as espécies doadoras.
Adicionalmente, os constituintes majoritérios estavam em concentragbes mais elevadas nas
folhas do que nos galhos, o que justifica as diferengas na intensidade dos efeitos alelopaticos
observadas entre galhos e folhas. Dos constituintes identificados, apenas é—candineno e linalol,
ja foram relacionados a atividade alelopatica. O conjunto desses resultados reforga a
importancia da flora Amazénica como fonte alternativa de constituintes quimicos com potencial
de uso na atividade agricola.

Palavras-chave: Alelopatia, Copaifera duckei, C. martii, C. reticulata, inibig&o.
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INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, a agricultura est4 cada vez mais dependente do emprego de

fertilizantes e de agroquimicos (herbicidas, fungicidas, inseticidas e outros). Tal aspecto tem

suscitado insatisfagéo de ordem social, principalmente em e
odo o arsenal agroquimico aplicado anualmente nas

lagéo aos prejuizos ambientais que

esses produtos promovem. Apesar de t
lavouras, as perdas anuais promovidas p

problemas na eficiéncia dos produtos. Adicionalmente, racas
s no mercado emergem em diferentes paises (5). No

as daninhas foram divulgados em passado recente

or agentes bidticos s30 elevadas (31), o que revela
de agentes biGticos resistentes

(tolerantes) aos atuais produtos disponivei

Brasil, varios casos de resisténcias de plant
{9). O conjunto de todos esses aspectos mostra que inovadoras estratégias de controle de

plantas daninhas precisam ser estabelecidas, as quais nao apenas resguardem os interesses
da sociedade, mas, também, que sejam eficientes no controle de plantas daninhas e tenham
baixo custo de aquisi¢&o.

A rica e diversificada biodiversidade amazébnica, notadamente aquela relativa as
espécies vegetais, pode representar excelente oportunidade para fazer frente a esses novos
desafios, proporcionando a oportunidade da descoberta de novas e reveladoras moléculas
quimicas com potencial de uso nas mais variadas atividades agricolas. Nos ultimos anos,
alguns trabalhos de prospec¢do de plantas nativas da regido amazonica, com vista a
determinacdo de atividades bioherbicidas, foram desenvolvidos, como s&c o caso de
Sclerolobium panicufatum Vogel (taxi-branco), Tachigali myrmecophila (Ducke) Ducke (taxi-
preto), Virola michelii Heckel e V. surinamensis (Rol. Ex Rottb.) Warb. (virola) (2, 3, 26).

Entre as muitas espécies nativas encontradas na Amazénia, um grupo merece distingéo
aquelas produtoras de Oleos essenciais, até pela grande diversidade biologica (28). Cabe
ressaltar o papel dos éleos essenciais na planta, como agentes inseticidas (34) e fungicidas
(19) e ainda o potencial como agentes herbicidas (39, 12).

Os oleos esséncias de algumas poucas espécies amazdnicas ja foram estudos em
relacdo a atividade bioerbicida, como os de Cymbopogon sp. (11) e Vouacapoua americana
Aubl. (36), revelando resultados promissores.

o do 727 oo 1555 sttt £ et ot e s

; S principais € mais importantes
grupos de plantas superiores, sendo a terceira maior familia de angiospermas, depois das
Asteraceae (Compositae) e Orchidaceae, Na regidio amazdnica, a familia conta com

aproximadamente 3.100 taxons especificos e infra-especificos, distribuidos em 198 géneros
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{40). Entre essa diversidade, merece destaque, pelos seus diversos usos, o género Copaifera
L., compreendendo cerca de 28 espécies, das quais 16 sdo encontradas no Brasil e nove na
Amazénia brasileira. Todas as espécies contempladas no presente estudo s&o encontradas no
estado do Para; sendo que C. duckei ocorre ainda no Maranh&o, C. martii no Maranhao e no
Tocantins e C. reticulata no Amapa e no Mato Grosso. Séo conhecidas popularmente por
“copaiba”, “copaibeira”, “arvore milagrosa’, “pau d'dlec”, entre outros nomes. Os indigenas
denominaram o “produto milagroso” como “copahu” ou “copaiva’, proveniente de “kupa’ iwa" da
lingua tupi, que quer dizer “planta da qual se extrai um oleo com propriedades medicinais”
(10,15, 29).

Este trabalho teve por objetivo caracterizar a atividade potencialmente alelopatica dos
6leos essenciais de trés espécies de Copaifera e determinar suas variages em funcao da
espécie e da fonte doadora. Também buscou verificar as implicagoes dos constituintes quimicos

dos 6leos na atividade potencialmente alelopatica.

MATERIAL E METODOS

Coleta e identificagdo taxondmica

Para a obtencio do 6leo essencial, foram coletadas amostras de folhas e galhos de
matrizes localizadas Nordeste do Estado do Para, no Distrito de Mosqueiro, pertencente a
cidade de Belém, na fazenda Mari-Mari, &5 margens da PA 391, no km 28, e na Vila dos
Cabanos, na Praia do Caripi, em Barcarena.

Para cada matriz, foi coletado material botanico fértil, contendo frutos, os quais foram
herborizados, identificados e incorporados aos acervos dos Herbarios do Museu Paraense
Emilio Goeldi, Belém — Para (MG) e da Embrapa Amazénia Oriental, Belém — Para (IAN), como
segue: Copaifera duckei Dwyer (IAN 175.605) Copaifera martii Hayne (IAN 176.276) e
Copaifera reticulata Ducke (MG 186.090).

Secagem e trituragdo do material botanico coletado para extracdo de dleo
essencial
Para a obtengdo do éleo essencial, as amostras, j& separadas em folhas e galhos,
passaram por processo de secagem, em sala apropriada, com ar condicionado e
desumidificador Iigadbs 24 horas, durante sete dias e, posteriormente, trituradas com auxilio de
mgainho tipo Willey.
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Extracdo dos 6leos essenciais

As amostras trituradas foram submetidas & hidrodestilaggo, em sistemas de vidro do tipo
Clevenger, durante 3 h, em baldes com capacidade para um litro cada, utilizando baterias de
extragdo contendo seis mantas de aquecimento, acopladas ao sistema de refrigeracao para
manutengdo da agua de condensacdo entre 12-15°C. Apés extragdo, os oleos foram
centrifugados durante 5 min, a 3000 rpm, posteriormente desidratados com sulfato de sédio
anidro e novamente centrifugados. Foi feito o calculo do rendimento dos éleos em mi/100g, os
quais foram armazenados em ampolas de vidro &mbar, vedadas, acondicionadas em geladeira

a 5°C e, incorporadas & colegio de dleos essenciais do MPEG.

Analise da composicio quimica dos 6leos essenciais

Os éleos essenciais foram analisados com auxilio de cromatografia de gas acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM), em sistema Shimadzu QP-2010 Plus equipado com coluna
capilar Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm; 0,25 mm de espessura de filme) nas seguintes condigdes
operacionais: gas de arraste: hélio, em velocidade linear de 32 cm/s (medida a 100 °C); tipo de
injegéo; “splitless”, (2ml de dleo em 1ml de hexano), temperatura do injetor e do detector:
250°C; programa de temperatura: 60 — 2400C (3°C/min); EM: impacto eletronico, 70 eV;
temperatura da fonte de ions e partes de conexéo: 180°C.

A identificacao foi feita por comparagéo dos espectros de massas e indices de retengao
(IR} com os de substancias padrao existentes nas biblictecas do sistema e com os dados da
literatura {(01). Os IR foram obtidos utilizando-se a série homobloga dos n-alcanos e a
quantificagéo dos componentes por cromatografia de gas (CG) em equipamento Shimadzu QP-
2010, equipado com deteclior de ionizagdo de chama (DIC), nas mesmas condi¢bes
operacionais acima citadas, exceto pelo uso do hidrogénio como gas de arraste.

Analise da atividade alelopatica dos 6leos essenciais

Foram selecionadas as sementes das espécies receptoras Mimosa pudica L. —
Leguminosae Mimosoideae (malicia) e Senna obtusifolia (L) H.S. Irwin & Barneby -
Leguminosae Caesalpinioideae (mata-pasto) uniformemente quanto ao tamanho, formato e
coloracao (24), coletadas no Campo Experimental da Embrapa Amazdnia Oriental, localizado
em Belém, Estado do Para, as quais passaram por processo de limpeza e tratadas visando a
quebra da dorméncia, via imerséo em acido sulfirico (44).

Cada placa de Petri de 9,0 cm de didmetro recebeu 20 sementes de cada espécie

receptora. A germinagéao foi monitorada em periodos de 10 dias, com contagens diarias e
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eliminagdo das sementes germinadas. Os bioensaios foram desenvolvidos em cémaras tipo
BOD, com temperatura controlada para 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Consideraram-se
sementes germinadas aquelas que apresentavam raiz com extenséo igual ou superior a 2,0 mm
(21, 13).

Os bioensaios de desenvolvimento da raiz e do hipocétilo foram desenvolvidos nas
mesmas condigbes do biocensaio de germinagao, tendo por diferenga o fotoperiodo de 24 horas.
Cada placa de Petri de 9,0 cm de diametro, forrada com uma folhé de papel filtro qualitativo,

recebeu duas sementes pré-germinadas aproximadamente trés dias antes.

Outros procedimentos experimentais
Em todos os bioensaios, a concentragéo de teste foi de 1,0%. Cada placa de Petri de 9,0
cm de diametro recebeu 3,0 mL da solugéo teste, adicionada apenas uma vez, no inicio de
cada bioensaio, sendo, a partir de entdo, acrescentado apenas agua destilada sempre que
necessario. Apos a adicdo das solugbes, deixava-se evaporar o solvente par adicionar agua
destilada, em volume correspondente, mantendo, dessa forma, a concentrag&o original.

Delineamento experimental e analise estatistica dos dados
Para- todos os bioensaios, foi utilizado o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com trés repeticdes, em modelo hierarquico com dois fatores e, como tratamento
testemunha agua destilada. Os dados foram analisados pelo teste de F, e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% (46). Os dados foram transformados para arc. sen. ¥x.



83

RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de extratos brutos ou mesmo de 6leos essenciais em bioensaios de avaliagao de
atividade alelopatica exige atengio especial em relagdo aos efeitos do potencial osmoético do
material que se esta avaliando. As principais conseqiiéncias da ndo observancia desse aspecto
€ superestimar a atividade alelopatica do extrato ou, entdo, admitir a existéncia de atividade
alelopatica em casos onde n&o existe (50). Esses aspectos apontam para a necessidade de se
separar tais efeitos para que ndo haja comprometimento dos resultados. No presente estudo, a
concentragéo utilizada foi de 1,0%, pois para concentragbes igual ou ligeiramente acima, a
contribuigao do potencial osmético pode ser desconsiderada (43). Assim sendo, os resultados
encontrados neste trabalho podem ser atribuidos, exclusivamente, aos efeitos da atividade
alelopética dos 6leos sobre a germinagdo de sementes e sobre o desenvolvimento da raiz
principal e do hipocétilo.

O desdobramento da interagéo planta doadora x fragéo da planta doadora, tanto para a
espécie malicia quanto para a mata-pasto, para o bioensaio germinagido de sementes, &
apresentado na Fig. 1. Os dados indicam que a inibicdo foi extremamente baixa, nio
ultrapassando o valor de 17,3%, para a espécie malicia e 18%, para mata-pasto. Para todas as
trés espécies doadoras do 6leo essencial, a fragdo galhos foi a que apresentou maior potencial
inibitério. A germinagéo das sementes de malicia tendeu a ser inibida em intensidades maiores
do que as de mata-pasto. Considerando os efeitos promovidos pelos éleos essenciais de cada
especie, C. reficulata foi a que evidenciou maior habilidade para inibir a germinagao das
sementes de malicia e mata-pasto.

A intensidade dos efeitos inibitorios sobre a germinagao de sementes, verificada neste
trabalho, é inferior & obtida utilizando éleos essenciais de duas espécies de Cybopongon (42).
Alguns autores ressaltam o potencial dos dleos essenciais como agentes inibitorios da
germinac&o de sementes (41, 4). Os baixos efeitos verificados para os 6leos das espécies
estudadas neste trabatho, em relagdo a outros resultados, podem estar associados as
diferengas na composicéo quimica dos 6leos e as concentragdes com que se apresentam.

A analise de variancia para os efeitos sobre o desenvolvimento da raiz apresentou efeito
significativo (p<0,05) para a interagdo entre espécie doadora x fragéo da planta doadora, para a
espécie malicia, e nao significativo (p>0,05) para mata-pasto. Na Fig. 2 & apresentado o
desdobramento da interagéo entre esses dois fatores, para a espécie malicia. As inibigdes
verificadas foram de magnitude bem superior aquelas verificadas sobre a germinagao de
sementes. Ao contrario do observado no bioensaio de germinacdo de sementes, o éleo
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essencial das folhas revelou potencial inibitoric superior ac dos galhos, com valores sempre
acima dos 42,0%. Para galhos, os efeitos foram mais expressivos para a espécie C. martii, com
inibigdo acima de 43,0%.

Face a auséncia de efeito significativo (p>0,05) para a interagéo entre esses fatores,
para a espécie mata-pasto, os dados séo apresentados separadamente. Na Fig. 3, observa-se
que nao houve diferenga significativa (p>0,05) entre as inibigGes promovidas pelos oleos
essenciais das trés espécies doadoras sobre o desenvolvimento da raiz de mata-pasto. J4 na
comparagao do fator fragéo da planta doadora (Fig. 4), observa-se que os 6leos essenciais das
folhas promoveram inibigées superiores a 50%, enquanto que os oriundos de galhos estiveram
abaixo dos 40%. Esse resultado confirma a maior capacidade do 6leo essencial das folhas em
inibir o desenvolvimento da raiz nas duas espécies de plantas receptoras.

Foi observado, também, auséncia de efeitos significativos_(p>0,05) para a interacao
entre planta doadora x fragdo da planta doadora, para as duas espécies receptoras, no
bioensaio de desenvolvimento do hipocétilo. Isoladamente, C. duckei , C. martii e C. reticulata
promoveram inibigdes sobre o desenvolvimento do hipocétilo de malicia acima de 69%, com
destaque para a espécie C. reticulata, com inibicdo acima de 76%. Em relacéo aos efeitos
sobre a espécie mata-pasto, a intensidade dos mesmos foi de ordem inferior, sendo o efeito
promovido por C. Martii, com 47,2%, o mais expressivo (Fig. 5). Esses dados mostram
claramente a espécie malicia como sendo mais sensivel aos efeitos dos 6leos essenciais.

Folhas e galhos ndc apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05) com relacéo as
inibicbes promovidas sobre o desenvolvimento do hipocotilo de malicia e mata-pasto.
Entretanto, as folhas apresentaram intensidades de inibicao em maior escala (Fig. 6).
Comparativamente, o desenvolvimento do hipocétilo de malicia foi mais intensamente inibido do
que o de mata-pasto. Essas informagbes confirmam a maior sensibilidade da espécie malicia
aos efeitos alelopaticos dos oleos essenciais das trés espécies de Copaifera,
independentemente da fragdo da planta.

Quando se considera as inibigdes potencialmente alelopaticas promovidas pelos dleos
essenciais das trés espécies de Copaifera sobre a germinac&o de sementes, desenvolvimento
da raiz e do hipocdtilo, observa-se que os efeitos incidiram com maior intensidade sobre o
desenvolvimento do hipocétilo e, em menor intensidade, sobre a germinagdo das sementes. Em
relagéo as duas fragdes das plantas doadoras, os 6leos essenciais dos galhos apresentaram
potencial inibitorio superior na germinagéo, enquanto os de folhas foram superiores na inibi¢ao
do desenvolvimento da raiz e do hipocétilo, embora, em determinadas ocasides, essas
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diferencas nao foram estatisticas significativa (p>0,05), especialmente em relagéc aos efeitos
sobre o desenvolvimento do hipocétilo (Fig. 6).

Em estudos de alelopatia, variagdes no potencial alelopatico sdc encontradas tanto entre
diferentes espécies como entre espécies do mesmo género e ainda entre cultivares e acessos
de uma mesma espécie. Bons exemplos desse aspecto podem ser encontrados em estudos
com Brachiaria spp. (45), Helianthus sp. (27), Pinus sp (20), Quercus sp., Spiraca sp. (30) e
Sorghum spp. {14), dentre outros. No mesmo sentido, diferencas na atividade alelopética entre
cultivares de arroz foram encontradas (6, 7), bem como entre cultivares de trigo (51). No
presente trabalho, diferengas no potencial aleldpético das espécies de Copaifera também foram
observadas, embora, em determinadas ocasifes essa diferenga ndo foi estatisticamente
significativa (p>0,05).

As plantas produzem e estocam um sem-numero de metabdlitos com atividade de
defesa, os quais se distribuem nos diferentes érgéos sem padréo definido.

Atividade alelopatica e diferentes aleloquimicos ja foram identificados tanto em folhas
como frutos, sementes, flores, rizomas e outras partes das plantas (51, 30, 33, 37, 22, 17, 47,
18, 8, 35). Aparentemente, os Oleos essenciais apresentam o mesmo padrdo dos demais
aleloquimicos em relagao a sua distribuicdo, podendo ser encontrados tanto em rizomas (48)
como em folhas e galhos, como neste trabalho.

Os efeitos alelopaticos de dleos essenciais devem ser vistos como o resultade da agdo
conjunta dos seus diferentes componentes. No presente trabalhe, a compoesigao quimica dos
dleos essenciais variou consideravelmente entre as espécies e entre as duas fragbes das
plantas (Fig. 1). Do total de constituintes identificados, quatro eram monoterpenos (linalol,
Butancato de (3Z)-hexenil, butanoato de hexil e o 2-metilbutanoato de (3Z) hexenil), um
diterpeno (kaureno) e os restantes eram sesquiterpencs. Os monoterpenos foram identificados
apenas nas folhas das espécies C. duckei (somente linalol) e C. martii (todos os quatro
monoterpenos). Os componentes majoritarios foram: B-cariofileno, B-copaeno, a-humuleno;
germacreno D, biciclogermacreno e &-cadineno. No total, os constituintes majoritarios
representaram 62% e 60% dos constituintes de C. duckei, 54% e 45% de C. reticulata e 57% e
24% de C. martii, respectivamente para folhas e galhos. Como se pode observar, as folhas
apresentaram maior percentual de constituintes majoritarios, especialmente na espécie C.
martii. Foram observados resultados semelhantes em relacéo as variagbes dos constituintes
quimicos de oleos essenciais em diferentes partes de planta de Chamaecyparis obtusa (23).
Essas diferengas podem explicar, em parte, a superioridade das atividades inibitérias das folhas
em relagdo aos galhos, notadamente em relagao aos efeitos promovidos sobre o
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desenvolvimento da raiz e do hipocétilo. Porém, as pequenas variagdes na atividade alelopatica
observadas entre as trés espécies ndo acompanhou a variagido dos constituintes quimicos
majoritarios, o que indica a participagdo de outros constituintes nao majoritarios na atividade
alelopética dos dleos.

Os trabalhos disponiveis na literatura abordando os efeitos alelopaticos de 6leos
essenciais sao relativamente raros. Quando se considera os efeitos de constituintes
isoladamente ou em grupos menores, os trabalhos séo ainda mais escassos (32, 16). Dos
constituintes identificados como fazendo parte dos Glecs essenciais das espécies estudadas
neste trabalho, atividade alelopatica foi reportada apenas para $-cadineno e linalol. O -
cadineno & um sesquiterpeno, considerado um aleloquimico em estado puro e tem apresentado
fitotoxicidade sobre o desenvolvimento da raiz de algodao e trigo, em concentragéo de 1,0 nM
(38). O linalol foi apontado como importante agente alelopético, com potente atividade inibitoria
(49). Os dados da Fig. 1 mostram que §-cadineno esta presente em fodas as espécies e nas
duas fragdes das plantas, enquanto linalol foi identificado apenas nas folhas de C. duckei e C.
martii, em concentragdo abaixo de 1,0%. No geral, as folhas apresentaram maiores
concentragdes de S-cadineno, com excegdo dos galhos de C. martii. Evidéncias de atividade
alelopética para outros constituintes néo foram encontradas na literatura, contudo néo se pode
descartar essa possibilidade.

O conjunto dos resultados obtidos permite atribuir importante atividade alelopatica aos
6leos essenciais de C. duckei, C. reticulata e C. martii. A intensidade e as variages verificadas
se devem mais as fontes {folhas ou galhos) do que a espécie. Comparativamente, os dleos
obtidos das folhas foram mais efetivos na inibicdo do desenvolvimento da raiz e do hipocétilo,
enquanto que os dos galhos promoveram inibigao de maior grandeza sobre a germinagéo das
sementes. A acao alelopatica dos éleos incidiu com mais intensidade sobre a planta malicia do
que mata-pasto. O desenvolvimento do hipocétilo foi mais sensivel aos efeitos alelopaticos,
enguanto que a germinacéo foi menos afetada. As diferengas na composicéo quimica dos éleos
podem explicar, em parte, as diferengas obtidas, especialmente em relagdo a presenga dos
componentes d-cadineno e linalol, moléculas com atividade alelopatica ja comprovada. Esses
resultados conferem a flora Amazdnica importancia biolégica e econémica, na medida em que
pode se constituir em importante fonte de moléculas quimicas com potencial uso na atividade
agricola.
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Tahela 1. Componentes quimicos (%) dos dleos essenciais de trés espécies de Copaifera.

Nome Ire C. duckei C. reticulata C. martii
Folha Galho Folha Galho Folha Galho
Linalol 1103 0,38 - - - 0,53 -
Butanoato de (3Z})-hexenil 1189 - - - - 2,81 -
Butanoato de hexil 1194 - - - - 0,38 -
2-Metilbutanoato de (37)-hexenil 1234 - - - - 0,14 -
5-Elemeno 1340 3,35 1,37 193 146 347 051
o~-Cubebeno 1353 0,50 - 0,46 - 0,36 -
Ciclosativeno 1369 - - 0,30 1,60 - -
o-llangeno 1375 0,73 0,57 046 068 6,41 -
o-Copaeno 1379 1,01 2,21 1,15 1,97 318 1441
Hexanoato de (3Z)-hexenil 1384 - - - - 0,41 -
[-Bourboneno 1389 0,37 - 0,42 - - -
f3-Cubebeno 1394 - - - - - 5,19
f-Elemeno 1395 1,81 1,35 167 4,118 250 -
Cipereno 1404 0,29 1,80 244 154 219 825
Sesquitujeno 1409 - 0,16 - - - -
o-Gurjuneno 1415 - - - - 0,19 -
cis-a-bergamoteno 1420 - 0,25 - - - -
p-Cariofileno 1425 13,92 3345 20,06 24,77 1990 9,20
f-Copaeno 1432 4,45 1,47 222 134 212 047
y-Elemeno 1437 - 1,16 056 080 084 -
Trans-o-Bergamoteno 1439 . - - - 6,76
Aromadendreno 1444 0,59 0,54 0,70 0,57 - -
(z)-p-Farnesenc 1446 - - - - - 3,03
Cis-Muurola-3,5-dieno 1450 - - - - - 0,82
Trans-Muurola-3,5-dieno 1455 - - 0,49 - - -
o-Humuleno 1458 4,81 763 435 497 490 185
Aloaromadendreno 1466 - - - - - 3,07
Cis-Cadina-1(6), 4-dieno 1468 1,32 062 0,71 0,11 1,32 -
4 5-di-epi-Aristolocheno 1474 - - - 0,33 - -
&-Muuroleno 1479 - - - - - 3,80
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Cont...
Nome IRe C. duckei C. reticulata C. martii
Folha Galho Folha Galho Folha Galho
y-Gurjuneno 1479 - - 1,13 - 1,11 -
y-Muuroleno 1482 - 5,91 476 4,79 1,72 -
Germacreno D 1486 23,37 1200 17,53 10,61 1582 4,092
-Selineno 1491 - 1,03 196 1436 056 2,15
Trans-Muurola-4(14),5-dieno 1497 - - 0,83 - 1,21 -
Valenceno 1500 - 4,79 - - - -
a-Selineno 1500 - - - 11,57 - 4,086
Viridifloreno 1500 - - 2,98 - - -
Biciclogermacreno 1502 9,15 - 3,16 - 8,86
a~-Muuroleno 1504 - - 1,98 1,06 - -
8-Amorfeno 1511 - - - 0,61 - -
B-Bisaboleno 1511 - 1,09 - - - 1,01
&-Amorfeno 1512 1,36 - 0,92 - 1,08 -
y-Cadineno 1518 250 253 235 167 104 1,12
7-epi-a-Selineno 1522 - - - 0,40 - -
§-Cadineno 1527 6,18 526 661 374 519 7,19
Trans-Cadina-1,4-dieno 1535 0,53 .17 0,37 0,12 0,34 0,58
o~Cadineno 1540 0,72 0,34 048 0,17 0,36 -
a-Calacoreno 1546 0,25 0,27 0,18 0,08 - 1,04
Elemol 1552 0,15 - - - - -
Germacreno B 1560 0,41 - - 0,13 - -
(E)-Nerolidol 1563 - - - - 0,71 -
B-Calacoreno 1565 0,12 0,13 - 0,06 - -
Espatulenol 1579 1,38 0,67 1,08 0,15 030 3,32
Oxido de cariofiteno 1583 1,95 371 1,34 1,47 - 1,16
R-copaen-4-a-ol 1592 - - - - - 0,80
Rosifoliol 1603 043 - - - - -
Epoxido de humuleno 1] 1611 - 0,53 - - - -
1,10-di-ep/~Cubenol 1617 - - 0,09
1-epi-Cubenol 1631 0,56 1,11 0,65
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Cont...
Nome IRc C. duckei C. reticulata C. martii
Folha Galho Folha Galho Folha Galho
y-Eudesmol 1635 0,26
Cubenol 1636 . 0,99 0,19
a-Muurolol 1646 3,09 0,57 298 1,12
epi-a-Cadinol 1646 1,78
a-Cadincl 1659 4,08 2,41 3,30
14-hidroxi-9-epi-B-Cariofileno 1665 0,28 0,19 0,16
Mustacona 1685 0,95
Eudesma-4(15),7-dien-1-p-ol 1693 0,26 0,13 013
Pentadecanal 1717 0,31
Kaureno 2051 0,69 1,52 1,35 1,54 0,18 1,68

IRc = Indice de retengio calculado
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Importante ressaltar que algumas caracteristicas, amplamente divuigadas como
taxonomicamente Gteis, como as variagdes morfolégicas e distribuicdo das estruturas
secretoras, nao sao seguras para distinguir as espécies aqui estudadas.

Para as sementes das espécies aqui investigadas, compostos fenédlicos e alcaldides,
presentes no tegumento e nos cotilédones, respectivamente, séo provavelmente as principais
substancias relacionadas a defesa do embrido. Polissacarideos acidos, corpos protéicos e
lipidicos das células cotiledonares, possivelmente constituem as principais reservas.

Em relagéo a histoquimica dos limbos foliclares de eofilos e metafilos, observou-se
amido, substancias lipofilicas e pécticas, idioblastos mucilaginosos, fendlicos e cristaliferos,
estes ultimos localizados ao longo dos feixes vasculares, comum a maioria das Leguminosae.

Mesmo com a presen¢a de compostos fendlicos, foi verificado o crescimento de hifas
sobre cuticula de todas as espécies aqui estudadas, no entanto nao foi detectado crescimento
micelial endégeno nas mesmas.

Com os estudos da atividade alelopatica dos 6leos essenciais de C. duckei, C. reticufata
e C. martii, constatou-se que a intensidade e as variagbes verificadas se devem mais as fontes
(folhas ou galhos) do que & espécie, j& que 0s 6leos obtidos das folhas foram mais efetivos na
inibigao do desenvolvimento da raiz e do hipocétilo, enquanto que os dos galhos promoveram
inibigo de maior grandeza sobre a germinagdo das sementes.

O desenvolvimento do hipocétilo foi mais sensivel aos efeitos alelopaticos, enquanto que
a germinagéo foi menos afetada.

As diferencas na composi¢éo guimica dos 6leos podem explicar, em parte, as diferencas
obtidas, especialmente em relagéo & presenga dos componentes 3-cadineno ¢ linalol, moléculas
com atividade alelopatica jA comprovada.. Esses resuitados conferem a flora Amazdnica
importancia biologica e econdémica, na medida em que pode se constituir em importante fonte
de moléculas quimicas com potencial uso na atividade agricola.

Estudos de prospecgdo no que se refere a atividade dos componentes quimicos sobre
fitopatbgenos sdo quase inexistentes.

Além da elevada taxa de desmatamento, nas areas onde foi coletado material botanico
das espécies aqui estudadas, foi verificado, tambem, o prejuizo causado pela extragéo das
cascas para fazer cha. Diante deste fato recomenda-se que sejam feitos estudos para avaliar se
também o cha dos galhos possuem as mesmas propriedades terapéuticas reputadas ao da

casca.




3  CONCLUSAO

Com este estudo constatou-se que as caracteristicas morfoanatdmicas inerentes as
sementes e plantas jovens so efetivamente Uteis para separar as espécies estudadas.

Foram observadas varias caracteristicas que seguramente separam C. martii das outras
duas espécies estudadas.

Em relacdo as sementes as caracteristicas mais conspicuas e Uteis, para separar
Copaifera duckei, C. marti de C. reticulata foram o padrdo da superficie do tegumento
predominante punctada nas duas primeiras & microrreticulada na ultima.

Nos cotilédones foi possivel verificar que a superficie da parede periclinal externa e
levemente estriada e levemente convexa com depressées em C. duckei e, estriada e convexa
em C. reticulata e em C. martii.

Quanto ao eixo embrionério, C. duckei apresenta pequeno didmetro em relagéo ao seu
comprimento, enquanto que os de C. reticulata e de C. martii séo proporcionais. Os eixos de C.
duckei e de C. martii tém base angulosa, dpice truncado e apresentam plimula rudimentar,
havendo, nas respectivas espécies, um e dois relevos na regido apical do eixo embrionario; ja
em C. reticulata, a base é angulosa e o apice irregular, e a plimula é pouco diferenciada, pois
além do relevo no apice do eixo embrionario ha reentrancia apical diferenciada.

A principal diferenga encontrada entre as plantas jovens destas espécies foi a presenga
de estipulas foliaceas conspicuas, visiveis a vista desarmada, em C. reticulata, ausentes em C.
duckei e semelhantes a da plantula em C. martii, sendo também folidceas, porém menos
conspicuas. As plantulas de C. martii apresentam filotaxia alterna, enquanto que nas duas
outras € oposta.

Embora outros diferentes atributos tenham sido encontrados em todas as espécies
estudadas, foi observado que, conforme aumentava o nimero de material analisado as
caracteristicas se socbrepunham, exceto as ressaltadas anteriormente,

Eofilos e metafilos de C. duckei, C. martii e C. reticulata apresentaram o mesmo padréo
anatémico.

O numero de foliolos € um dos caracteres mais seguros para separar C. duckei de C.

reticulata na fase adulta, mas n&o nas fases de plantulas e plantas jovens.
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