INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA — INPA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS — UFAM
Pragrama Integrado em Biologia Tropical e Recursos Naturais
Programa de pés-graduagio em Boténica

MORFOANATOMIA, PERFIL QUIMICO E ATIVIDADE ALELOPATICA
DE TRES ESPECIES DE Copaifera L. (LEGUMINOSAE
CAESALPINIOIDEAE) NATIVAS DA AMAZONIA

ELY SIMONE CAJUEIRO GURGEL

Manaus, Amazonas
Maio, 2.009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA — INPA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS - UFAM
Programa Integrado em Biologia Tropical € Recursos Naturais
Programa de pés-graduacéo em Botanica

MORFOANATOMIA, PERFIL QUIMICO E ATIVIDADE ALELOPATICA
DE TRES ESPECIES DE Copaifera L. (LEGUMINOSAE
CAESALPINIOIDEAE) NATIVAS DA AMAZONIA

ELY SIMONE CAJUEIRO GURGEL
DRA. MARIA SILVIA DE MENDONCA QUEIROZ
Dr. Jodo Ubiratan Moreira dos Santos

Tese apresentada como parte dos
requisitos para obtengdo do titulo de
Doutor em Ciéncias Biologicas, area de
concentra¢cdo em Botanica.

Manaus, Amazonas
Maio, 2.009



Gurgel, Ely Simone Cajueiro
Morfoanatomia, perfil quimico e atividade alelopatica de trés espécies
de Copaifera L. (Leguminosae Caesalpinioideae) nativas da Amazoénia
{/ Ely Simone Cajueiro Gurgel — Manaus: UFAM/INPA,
2009,
105 p. ilust.
Tese de doutorado — drea de concentragio Boténica
1. Copaifera duckei Dwyer, 2, C. martii Hayne, 3. C. reticufata Ducke
CDD 19° ed. 584.5044

Sinopse
Estudaram-se os aspectos morfolégicos de frutos, sementes,
desenvolvimento pés seminal, plantulas e plantas jovens;
morfeanatomia das sementes, dos limbos foliolares de eofilos e
metafilos e, atividade alelopatica dos 6leos essenciais de folhas e
galhos de Copaifera duckei Dwyer, C. marti Hayne e C. reficulata
Ducke (Leguminosae Caesalpinioideae).




A Deus, meu SENHOR, fibertador,

minha fortaleza, em quem confio a forga da minka

salvagdo.

DEDICO



A DEUS.

Aos meus pais, José Maria e Maria Salete,
fonte de vida, exemplo de perseveranca e de fé.

A tia Tereza e tio José Marcio (in memoriam)
por me conduzirem até aqui.

Aos meus queridos sobrinhos Leticia, José
Eduardo, Jodo Pedro e Thiago.

Aos meus irmaos Iris, Patricia e Salvador,

A Dra. Marlene Freitas da Silva (in
memoriam)} estimada amiga e responsave! por muito do
que alcancei na pesquisa.

Ofereco



AGRADECIMENTOS

A Deus por me conduzir as pessoas que tornaram este trabalho uma realidade, que
o Senhor continue abengoando-os e protegendo-os.

Ao Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA) e a Universidade
Federal do Amazonas (UFAM), por proporcionarem meios para formagdo de Recursos
Humanos na regido Amazdnica.

A Fundacao de Amparo a Pesquisa do Amazonas (FAPEAM), execelencia em
fomento a pesquisa na regido norte, pela bolsa concedida.

Ao programa de Bolsas de Estudo para a Conservagdo da Amazoénia do Instituto
Internacional de Educacgdo do Brasil (BECA-IEB), pelo incentivo financeiro indispensavel
para realizar a maior parte das coletas e adquirir equipamentos.

Todas as pessoas que ajudaram a concretizar este trabalho sdo dignas da minha
eterna gratiddo e reconhecimento, sem as quais esta tarefa seria impossivel.

Aos Professores orientadores e estimados amigos Dra. Maria Silvia de Mendonga
(UFAM) e Dr. Joao Ubiratan Moreira dos Santos (Universidade Federal Rural da
Amazonia - UFRA), pela orientagao, amizade e acima de tudo compreensao nos momentos
mais dubios.

Ao professor Dr. Jorge Porto pelo profissionalismo e apoio acs alunos da pés-
graduagao do INPA.

A Dra, Maria Lacia Absy Coordenadora do Curso de Pés-Graduagdo em Botanica
do INPA, e as secretarias Helcineide Ramos de Andrade e Gisele da Costa Marques
pelos préstimos.

Aos pioneiros Dra. Marlene Freitas da Silva e Padre José Maria Albuquerque,
fonte de inspiragdo para desenvolver estudos nesta linha de pesquisa. Um especial
agradecimento ao Pe. Zé Maria pela doacao de diversos e importantes livros pertencentes
ao seu acervo pessoal, incluindo preciosidades como as copias da sua tese intitulada:
Estudo morfolégico da semente e sua germinagao até a fase de plantula, principalmente de
pfantas invasoras de culturas e de esséncias florestais da Amazdnia.

Aos Professores Drs. Regina Célia Vianna Martins da Silva, Anténio Pedro Souza
Santos, Fernanda llkiu Borges e Alessandra Keiko (Embrapa Amazdénia Criental), Maria
das Gragas Zogbhi e a M.Sc¢. Raimunda Alves Pereira (Museu Paraense Emilio Goeldi -
MPEG) pelo apoio, ensinamentos, concesso de espaco nos laboratérios pelos quais séo
responsaveis, e sobre tudo pelos ensinamentos sobre taxonomia de Copaifera, alelopatia,
anatomia de frutos e sementes de Leguminosae, atividade microbiana e extragdo e andlise
dos oOleos essenciais. O apoio destes profissionais competentes mostraram que a

multidisplinaridade encanta e nos realiza mais.



vi

As Professoras Dras Denise Maria Trombert de Oliveira (Universidade Federal de
Minas Gerais — UFMG) durante os cursos de morfoanatomia de estruturas reprodutivas
{(Universidade Estadual Paulista Jllic de Mesquita — Botucatu — Campus Rubido) e o de
anatomia de sementes (MPEG - CBO), Sandra Maria Carmelo Guerreiro (Universidade
Federal de Campinas - UNICAMP) e Renata M. Strozi A. Meira (Universidade Federal de
Vigosa - UFV) na disciplina merfologia de sementes (UFAM — INPA),

Acs Professores Dra. Zenilda Laurita Bouzon (Universidade Federal de Santa
Catarina — UFSC) e M.Sc. Seidel Santos (Universidade Estadual do Para — UEPA), pela
iniciag@o nas atividades de testes histoquimicos.

Ao Dr. Hilton Tulio Costi e ao M.Sc. Rolf Pereira Janior, pela imensa colaboracgao
quando da obtengdo no Laboratério institucional do MPEG das Micrografias Eletrdnicas de
Varredura e sobretudo ao grande incentivo, principalmente nas horas mais dificeis e de
insatisfac&o com os resultados obtidos.

Aos Prof. Drs. Milton Nascimento da Silva, Alberto e Mara Arruda (Universidade
Federal do Para — UFPA) pela introdugéo ao mundo da Fitoquimica de produtos naturais.

Dr Joseph H. Kirkbride (U.S. Department of Agriculture) e Dr. Campbell Plowden
(Penn State University) pelo envio de referéncias bibliograficas e esclarecimentos.

A Tarcymara Garcya Barata (PIBIC — UFPA - MPEG), Jalio Souza e Maria
Maricélia Félix da Silva (CBO -~ PCl — MPEG), sem o0s quais ndo imagino como Sseria
possivel processar e analisar o material de todos os individuos amostrados. O esforgo
conjunto destas trés pessoas maravilhosas tornou possivel os inimeros cortes a mao livre,
preparo de laminas, aquisigio de fotografias, hidrodestilagio, extragio e concentragio dos
extratos etandélicos e hexanicos.

Ao Jair Freitas da Costa, Miguel Pastana do Nascimento e Jodo Carlos Lima de
Oliveira, coletores do Laboratério de Botanica da Embrapa Amazénia Oriental, pelas
inimeras excursbes e paciéncia para conseguirmos coletar quantidade suficiente de
sementes e folhas. .

Ao Sr. Mario L. Barreto Jesus pelas coletas de sementes.

Ao Sr. Dico, por proteger incansavelmente as copaibeiras e nos guiar nas inimeras
coletas nas matas remanescentes da Fazenda Mari-Mari.

Aos técnicos Paulo Sérgio Farias Gomes e Luis Carlos Batista Lobato (CBO —
MPEG) e Manoel Roberto Pereira Vianna do Laboratério de Botanica Agroflorestal (LABAF
- UFAM) pela valiosa ajuda para a aquisigo dos cortes anatémicos em micrétomo.

As Dras. Nazir, Helen, Léa Carreira, Marlia Coelho, Raimunda Potiguara e Alba”
Lins, amigas e colegas de trabalho da Coordenagio de Botanica (CBO — MPEG), pelo

precioso convivio, ensinamentos diarios e energia positiva.



vii

Aos funcionarios do |IEB, pela competéncia, transparéncia e cordialidade no repasse
de informagbes, especialmente ao Henyo Trindade Barretto Filho e Janilda Cavalcante.

As amigas do curso de morfoanatomia de estruturas reprodutivas, Maisa de
Carvalho Iwazaki, Clivia Carolina Fiorilo Possobom, Inara Regiane Moreira-Coneglian,
Natélia Arias Galastri, Poliana Roversi Genovez (Unesp — Botucatu — Campus Rubido).

A professora particular de anatomia e futura Dra. Andréa Barroncas (INPA — UFAM)
pela amizade, companheirismo e fonte de inspiragéo.

A Regina, Dagmar, Rosangela e Patricia, secretarias da Coordenagéo e do Curso
de Mestrado da Boténica do Museu Paraense Emilio Goeldi, pelo profissionalismo e
disposigao para ajudar sempre,

Aos tecnicos em informatica, Altenir Sarmento e Paulo Melo (Programa de
Pesquisa em Biodiversidade — PPBio — MPEG).

A todos os que no mesmo periodo estavam no Curso de Botanica do INPA, em
especial ao Dr. Rogério Benedito da Silva Afiez e a Doutoranda Ressiliane Ribeiro Prata,
principalmente pelos inimeros préstimos.

A Maura Andrade Kalume, minha amiga e irma do coracéo, e toda a sua familia
maravilhosa, pelos momentos de alegria, e pedindo desculpas pelas iongas auséncias.

A Flavia, Beto e Jodozinho Lucas e Tia Lenita AraGjo pela forca e amizade.

A Nicole e Dora, Cléo e Rodrigo, queridos amigos que residem em Manaus, pelas
inimeras e calorosas acolhidas.

Ao meu querido e carinhoso Arthurzinho, filho da minha prima Ana Dolores, e
ainda aos seus filhos Tavinho e Betinho, pelo apoio durante a minha estadia em Manaus.

As amigas Maria Andlia, Andréa Barroncas, Mariana Cassino, Poliana Roversi,
Madalena Aguiar e Sissi Mikaella (LABAF - UFAM).

Com muito amor agradego a minha familia, meus queridos pais José Maria e Maria
Salete, tios Tereza e Marcio, luzes que sempre me conduziram e guiaram, mostrando a
impoi‘téncia do conhecimento para a vida inteira. As minhas irmas Ana Patricia e Maria Iris,
meu irm&o Salvador pelo amor e compreensdo nos meus momentos de maior ansiedade.
Aos meus irméos do coragio e do convivio diaric de muitos anos Flavio e Felipe, € mais
recentemente as queridas primas Estefani e Felicia.

Ao meu querido Dario Cesar por todos os momentos de felicidade, pela sua lealde,
paciéncia e carinho, presente de Deus para mim!!! Obrigada.

A todos aqueles que por amor e respeito ao préximo, de uma maneira ou de outra
me ajudaram nesta caminhada tao importante.

Meus sinceros agradecimentos,

Muito obrigada!!!



wiii

“Uma coisa, porém, eu fago:
esquec'end’o 0 que fica para trds, eu me
lanco para o que estd na fremte. (Corro
direto para a meta, rumo ao prémio, que,
do alto, Deus me chama a receber em (Cristo

TJesus”.

F(3, 13-14



RESUMO -~ As espécies pertencentes ao género Copaifera L. {(Leguminosae) séo
amplamente utilizadas na regiac amazdnica, sendc o seu éleo um importante medicamento
natural. Apesar da grande importancia destas espécies, sac escassos trabalhos
morfoanatdémicos no género, principalmente a respeito de suas estruturas reprodutivas. Em
particular, a distingio entre as espécies de copaiba que ocorrem na regido amazdnica 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. reticulata Ducke. Também visocu o estudo da morfoanatomia de
sementes, eofilos e metafilos, bem como a caracterizagdo da ocorréncia e distribuicdo
espacial dos metabdlitos nas sementes destas espécies. Visou, especialmente, melhor
esclarecer a distingdo taxondmica entre C. duckei e C. reficulata, as duas espécies mais
semelhantes do género que ocorrem na Amazonia. Por fim, objetivou também avaliar os
potenciais efeitos alelopaticos do dleo essencial das folhas e dos galhos das trés espécies.
Observou-se que os frutos sdo do tipo legume, ndo diferindo entre as espécies. A superficie
do tegumento das sementes, observada em microscopia eletrénica de varredura, mostrou-
se predominante punctada em C. duckei e C. martii e microrreticulada em C. reticuiata. A
linha lucida ocorre no tergo inferior da exotesta em C. martii enquanto que em C. duckei e
em C. reticufata esta ocorre na regido mediana da exotesta. Os cotilédones sdo 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 apresenta
depressdes em C. duckei, sendo convexa em C. marti ¢ em C. reticulata. O eixo
embrionario de C. duckei apresenta pequeno didametro em relagdo ao seu comprimento,
enquanto que os de C. reticulata e os de C. martii sdo proporcionais. C. duckei e C. martii
apresentam plomula rudimentar, havendo, nas respectivas espécies, um e dois releves na
regido apical do eixo embrionario, j4 em C. reticulata a plimula € um pouco diferenciada,
pois além do relevo no apice do eixo embriondrio ha reentrancia apical diferenciada, com os
foliolos em estagio inicial de desenvolvimento. Na semente madura das trés espécies,
compostos fenélicos e alcaldides provavelmente sdo as principais substancias de defesa
constantes no tegumento e na epiderme dos cotilédones, enquanto que lipideos e proteinas
constituem as principais reservas presentes na epiderme e no parénguima dos cotilédones.
A principal diferen¢a 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 foliaceas, porém bem menos conspicuas.
Em C. martii a filotaxia é alterna engquanto nas duas outras espécies é alterna. Nos limbos
foliclares foram observados diversos metabélitos, como amide, substancias lipofilicas e
pecticas, idioblastos mucilaginosos, fendlicos e cristaliferos, Eofilos e metafilos sao
anatomicamente semelhantes. Todas as espécies apresentaram cavidades secretcras e
glandulas. Os resultados da atividade alelopatica dos dleos essenciais procedentes de
folhas e galhos das espécies de Caopaifera testadas (deadoras) né@o revelaram diferenga
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 concentragdes mais elevadas
nas folhas do que nos galhos, o que justifica as diferengas observadas com relagdo a
intensidade dos efeitos alelopaticos. Dos constituintes identificados, apenas o é—candinenc
e o linalol ja foram anteriormente relacionados a atividade alelopatica, sendo, neste trabalho,
proposta a atividade alelopatica de outros compostos. Cs resultados permitiram uma meihor
caracterizacao dos aspectos morfo-anatémicos, histoquimicos das sementes e frutos destas
trés espécies de Copaifera, bem como de aspectos morfolégices de plantulas e plantas
jovens, contribuindo para o esclarecimento da distingac entre os taxons, sobretudo entre C.
duckei e C. reticulata.

Palavras chave: Copaifera duckei Dwyer, C. marti Hayne, C. reticufata 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. reticufata Ducke. The seeds, eophylls and metaphylls
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. reticulata, 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. The main difference observed among the saplings of the three species is the
presence of well-developed, foliaceous stipules in C. reticufata, 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. The allelopathic activity of essential cil 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 cil 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 linalo! 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 morphological,
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 faxa, especially between C. duckei and
C. reticulata.

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

seedlings, allelopathy.
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1 INTRODUGAO

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

Ha uma necessidade crescente de conhecimentos moifolédgicos a respeito das
espécies nos primeiros estagios de desenvolvimento. A falta de ‘identificagdo cientifica
correta de plantulas e plantas jovens impede a execugdo de muitas pesquisas, como
estudos sobre auto-ecologia, banco de sementes e de plantulas, conservacio da fauna
autéctone, selegcao de espécies para o enriquecimento da regeneragdo natural, recuperagéo
de areas degradadas, complementagdo das descrigdes taxonémicas, subsidios para a
criagéo de chaves taxonGmicas multiplas e outros.

Esta aumentando a demanda por manuais de identificagao, principalmente para fins
de manejo e conservagao, 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 germinacéo 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, s&o indispensaveis conhecimentos minimos sobre a morfologia dos frutos, das
sementes, da fase que precede a germinagao, até a fase em que a parte aérea esti
desenvolvida, para a compreensio dos mecanismos naturais e do comportamento das
especies. Tais conhecimentos constituem a base para estudos ecologicos, manejo
silvicultural e especialmente para a recuperagéo de areas degradadas com vegetagao nativa
(Kuniyoshi, 1983: Roderjan, 1983; Silva et al., 1988: Moreira-Coneglian e Oliveira, 20086).

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

Embora os terpendides tenham recebido menos atengso 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 Gteis para investigacbes sistematicas. Na maioria dos casos onde um




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

A atividade biolégica de plantas medicinais tem sido objeto de intensa investigacéo
cientifica. As plantas superiores e aromaticas, amplamente utilizadas na medicina popular,
apresentam amplo especiro de atividade, e, muitas vezes, inibigao comprovada contra
bactérias e fungos, nas quais terpendides e compostos fendlicos, em geral, 30 os principais
responsaveis por estas atividades biolégicas (Hulin et 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 aplicagdo de plantas nativas,
sendo que no Brasil, que apresenta uma mega-biodiversidade, estudos para prospec¢éo de
compostos com atividades de interesse medicinal ou agronémico sdo prementes.

Dentre os inumeros compostos produzidos pelas plantas, muitos possuem a funcao
de defesa ou de fitotoxinas, inibindo ou promovendo alguns processos bioquimicos ou
fisiologicos em outras especies, e consequentemente, favorecendo ou inibindo a
germinagao efou o crescimento de espécies de ervas daninhas (Reigosa ef al., 1999; Rizvi
et al., 1999). Desta forma, estes compostos podem apresentar utilidade no controle de
plantas invasoras, as quais sao responsaveis por grandes gastos na producéo agricola.

Atualmente, 0 método mais utilizado para controlar as invasoras € o quimico
(Embrapa, 2008). Consiste na utilizagdo de herbicidas, que aplicados sobre as plantas,
interferem em seus processos bioguimicos e fisiologicos, podendo matar ou retardar
significativamente o crescimento destas (Constantin, 2001). Embora pratico, possui
limitagdes, principalmente pelo uso de herbicidas sintéticos, que poluem o ambiente, além
de causar resisténcia. Para manejar plantas daninhas tornou-se necessaria a busca por
novas técnicas, menos onerosas, de facil manuseio e que auxiliem a conservagéo do
ecossistema (Cheema e Khalig, 2000). A utilizagdo de compostos alelopaticos produzidos
por plantas nativas representa uma alternativa promissora neste sentido.

As espécies pertencentes ao género Copaifera L. aqui estudadas sdo representantes
da familia Leguminosae, a qual conta com aproximadamente 727 géneros e 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 composicao das florestas nativas brasileiras (Marchiori,
1997).

O género Copaifera L. compreende cerca de 28 espécies, das quais 16 sao
encontradas no Brasil @ nove na Amazodnia brasileira. As trés espécies aqui estudadas séo



encontradas no estado do Para, sendo que C. duckei ocorre também no Maranhao, C. martii
no Maranhao 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 éleo com propriedades medicinais” (Ferreira, 1988; Cunha, 1999; Martins-
da-Silva, 2006). A regido Amazénica, provavelmente, é a principal fornecedora deste 6leo-
resina utilizado no mercado brasileiro e no mundo (Cascon e Gilbert, 2000),

Diversas espécies de copaiba séo de grande importancia para economia regional,
em fungéo do 6leo resina extraido do tronco das arvores por meio de incisdes. Tal 6leo tem
propriedades cicatrizantes e antiinflamatérias, sendo muito utilizado na medicina popular e,
na exploragdo 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 pressdo de corte seletivo e desmatamento.

Apesar disto, estas espécies ndo constam da Lista das Espécies Ameacadas de
Exting&o do Estado do Para, elaborada pelo projeto biota Para.

Para Copaifera L. da Amazénia brasileira, os caracteres diagnésticos de maior
relevancia para a distingdo das espécies sao: filotaxia, nimero e simetria dos foliolos, tipo
de venagao, presenga de indumento nas sépalas, ovario e nervura central na face abaxial e
coloragao do arilo, (Martins-da-Silva ef al., 2008), no entanto a distingdo entre taxons por
vezes ¢é dificultada, evidenciando a carénciaa de estudos que descrevam uma maior
quantidade de caracteristicas morfo-anatémicas, sobretudo de C. duckei e C. reticulata, que
580 muito semelhantes.

Martins-da-Silva (2006) constatou um elevado numero de caracteristicas
potencialmente diagnésticas que a morfoanatomia de plantulas e plantas jovens pode
fornecer para o aprofundamento das descrigbes taxondmicas 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. duckei
Dwyer e C. reticulata Ducke. Assim como a morfoanatomia e ocorréncia e distribuigio
espacial dos metabdlitos nas sementes e nos limbos foliolares de eofilos e metafilos, para
corroborar com a distingdo taxonémica entre C. duckei e C. reticufata, as duas espécies
mais semelhantes do género que ocorrem na Amazaénia,

Por fim, objetivou também avaliar os potenciais efeitos alelopaticos do éleo 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 diagndsticos de
maior relevancia para a distingdo das Copaifera L., atualmente descritas para Amazdénia
brasileira {Martins-da-Silva et al., 2008).

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

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 observar a distribuicdo dos espéciemes que forneceram folhas,

gathos, frutos e sementes para os estudos aqui desenvolvidos.

2.3 Coleta de material botanico e descrigao das matrizes

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

Durante a coleta de material fértil com frutos e sementes, além das informactes
usuais, registraram-se as caracteristicas des frutos {odor, coloragéo, textura, tamanho e
formato) e das sementes a coloragdo do tegumento, textura, coloragio e textura do arilo.

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

As exsicatas das plantas matrizes foram incorporadas acs acervos do Herbario da
Embrapa Amazdénia Oriental, Belém — Para (lAN) e do Museu Paraense Emilio Goeldi,
Betém — Para (MG).




M S A

53°20'45" 4B*29'15"
b ——

02515
91820

25030
JOEES.Z

Lagenca
B {distribuigho das eapécisa)
1| & Copatorn duckei
B A copattern eoticutata
jj 2\ Copaitera merti
¥ A Copaifora duckodmarti
reticulote

Tt
Sra.S

o] : ’
Y Lacals : T
{ Locals dn soletas 2k Coordenagan de Boldnica |

Anrili2009 i

Mapa 1. Distribuigdo dos espéciemes dos quais foram coletados folhas, galhos, frutos e

semente,



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
Copalfera duckei “copaiba”, “podoi” IAN 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. S.C., 138
Copaifera martii de restinga’, “copaiba 1AN 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. 8. C. 592
“copaiba’, “copaiba
. . {AN 176.207 Jesus, M. L. B. 51
. Copaifera reliculata  branca”, "copaiba da
IAN 178.950 Nascimento, M. P. do, 258
folha pequena”
IAN 180.400 Oliveira, 4. C. L 321

Frutos e sementes provenientes de determinados individuos, dos quais néo foram
obtidos propagulos em quantidade suficiente para realizar todos os estudos, mas que
serviram para teste, descricdo exploratéria ou aquisigao de imagens, cujos resultados ndo

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 chio, na area de projecéo
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 realizagdo das etapas subseqientes,

2.5 Beneficiamento dos frutos e obtengao dos propagulos

Apods 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 injurias mecanicas efou

predados.



A maioria das sementes, apés beneficiadas, foram acondicionadas em sacos de
papel etiquetados e armazenados em camara fria, do Laboratorio de sementes da Embrapa
Amazénia Oriental, com temperatura e umidade relativa adequadas e recomendadas para
as espécies tropicais, até a instalagao dos testes subseqgiientes de germinagao.

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.

Apbs a embebigéo, também foram também fixadas em Karnovsky (Karnovsky, 1965)
para a realizagdo imediata dos testes histoquimicos, e futura aquisigio 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 0,1Tmm),

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

Para os frutos considerou-se comprimento a medida que vai do apice 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 é a regiao de protrusdo da raiz, largura € espessura, a parte mais larga e espessa da

semente, respectivamente.
2.7 Morfologia dos frutos

Foram utilizados frutos maduros, sadios, inteiros, sem deformagdes, para registrar a
morfologia geral, a classificagdo, coloragdo na maturagdo, textura, consisténcia do
pericarpo, deiscéncia e indumento, a sindrome de disperséo, numero e posicdo das
sementes no fruto.

As inferéncias sobre dispersao foram obtidas comparando-se as garacteristicas
morfolégicas-de frutos e das sementes com trabalhos ja publicados.

A terminclogia e a metodologia empregadas foram de acordo com 0s trabalhos de
Systematics Association Committee for Descriptive Terminology (1962), Font-Quer (1963),
Lawrence (1970), Roth (1977), Dudik (1981), Gunn (1981a, 1981b, 1991), Pijl (1982),



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

As observagbes sobre a morfologia foram efetuadas visualmente quando possivel e
complementadas com o auxilio de estereomicroscopio Zeiss, com camara clara acoplada,

para melhor identificacdo das estruturas e do indumento.

2.8 Morfologia das sementes

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

Foram feitos cortes transversais e longitudinais com l&mina de aco, para observagao
da consisténcia e do tamanho do endosperma em relagdo ao embrido, bem come a sua
posigao no interior da semente. Considerou-se base da semente a extremidade préxima ao
apice da radicula. .

Com o auxilio de estereomicroscopio Zeiss Zeiss Stemi SV6 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 reidratagéo.

Foram analisadas as caracteristicas morfolégicas externas usuais em estudos que
subsidiam a identificagdo morfolégica.

Apenas sementes isentas de atrofias, injarias, atagque de insetos e livres de
impurezas foram utilizas.

Os seguintes parametros morfolégicos foram analisados:

a) externos: consisténcia, coloragio e superficie da testa e do arilo; forma, posicéo

do hilo, lente, micrépila e rafe.

b) internos: embrido, isto €, cotilédones, eixo embrionario e plimula guanto ao
desenvolvimento, forma e coloragao.

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



2.9 Métodos pré-germinativos

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

espécie, em agua corrente por 72 horas (Melo, 2001) promovendo assim a embebic¢ao.

2.10 Morfologia do desenvolvimento pés-seminal

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

Para a germinag&o de todos os espécimes, foram embebidas em agua por 24 horas
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 x 5 m, localizadas em
areas cobertas com sombrite a 50%, no horto botanico Jacques Huber, da Coordenacgio de
Botanica 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 expansio do
eofilo.

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

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

Esta fase foi acompanhada detalhadamente, foram verificados todos os caracteres
morfolégices, sob estereomicroscaopio binocular, potencialmente diferenciativos e Gteis na
identificagao das espécies.

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




10

2.11 Morfologia da plantula e da planta jovem

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

Considerou-se plantula quando os eofilos estavam totalmente formados (Duke e
Polhill, 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. l

Visando a descrigdo morfolégica, foram selecionadas 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 especie.

Os elementos vegetativos descritos e ilustrados foram os mesmos sugeridos por

Roderjan (1983), com medificagbes segundo Gurgel ef al. (2002):
#Raiz (principal e laterais): forma, coloragéo, superficie e pilosidade;
eColeto: forma, coloragéo, superficie e indumento;

eHipocétilo: forma, coloragéo, superficie, indumento, presenga de catafilos, lenticelas,

estrias e descamacdes;
s Cotilédones: posigao, insergio, forma, coloragdo, nervagao, peciolo e indumento;
#Epicdtilo: forma, coloragdo, superficie, indumento, presenga de lenticelas e estipulas;

oEofilos e metafilos: prefolheagido, filotaxia, forma, indumento, coloracéo, nervagao,
raque, peciolo, pulvino, pulvinulo.

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

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

Depositou-se a colegdo testemunha, em meio liquide no AN e as exsicatas das
plantulas de cada espécie 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 posigao 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 |Amina de barbear, foram obtidas sec¢bes 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 embriGes também seccionados com auxilio de Famina de barbear.

2.13.2 Fixagao

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
anatdmicos subsequentes.

Para a microscopia eletrénica de varredura (MEV), algumas secgdes foram fixadas
na solugdo de paraformaldeide (4%), glutaraldeido (2,5%) com cacodilato de sédio tri-
hidratado (0,1 ml) e sacarose (1%) (Ruzin, 1999 modificade Karnovsky, 1965), por 24
horas, pos-fixadas em tetréxido de dsmio a 1%, lavadas trés vezes no mesmo tampio e
armazenadas em alcool etilico a 70% (Kraus e Arduim, 1997).
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2.13.3 Laminario permanente

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

Outras secgdes passaram por bateria de acetato de butila para inclusdo em parafina
histologica (Johansen, 1940).

Apés a inclusdc os blocos foram seccionados em micrétomo 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 laminério semi-permanente foi obtido a partir de cortes obtidos a méao livre com
l&minas de barbear, posteriormente clarificados, corados com safranina e azul de astra em
solugdo 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 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 secgbes 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 Diafanizacgio

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

Foi utilizada uma solugio de hidréxido de sadio aquoso a 10% (Krauss e Arduin,
1997) por cinco dias, trocadas a cada 24 horas, sendo que para os foliclos de C. duckei, os
mais frageis, foi acrescentado alcool 70% na proporgac 2:1 (v/v). Depois lavados em agua
destilada, sendo a mesma trocada a cada hora até a retirada completa do hidroxido de
sodio.

Ainda no &lcool 70% foram coradas em safranina hidro-alcoolica a 3% na proborgéo
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.
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Quadro 2 ~ Testes histoquimicos aplicados para detecgao das principais classes de metabdlitos

. < Referéncia
Grupos metabélicos Reagente Tempo Reacéo Bibliografica
Sudam roxo Alaranjado Brundett et al.,
Lipidios Totais escarlate 1991
Sudan Il 30 min Vermetho
. Cloreto férrico
Gerais Negro azuldo
Compostos 210% J Johansen, 1940
fenclicos Lignina Floroglucinol 5 min Vermelha
Acido Vermelho de 30 min Résa
(pectinas) Ruténio
Acido 5
Glicidios : Azul de . Reagéo de
(pectinas, | ) 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
Alcaldides Dragendorff 5 min amarelado Verpoorte, 1983
Cristais de oxalato de Acido . Y Chamberlain,
calcio Cloridrico Até a dissolucdo dos critais 1932

Paredes primarias (celulose) coram de azul e roxo e as secundérias (lignina) de azul esverdeado.
2 Diluido em solugdo etandlica acidificada de Clarke.

2.13.7 Dissociagédo de epiderme

Para dissociagido das epidermes, limbos foliclares de ecfilos e metafilos foram
submetidos a solugao de Jeffrey a 10% por 24 horas (Johansen, 1940).

Apos a separagio das epidermes adaxial e abaxial, as mesmas foram lavadas em
agua destilada, retirando o excesso de mestfilo com auxilio 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 lamina e laminula em bélsamo-do-canada.

2.13.8 Microscopia Eletronica de Varredura

Para a obten¢do das micrografias de varredura, foi utilizado o material fixado em
Karnovsky (1965), desidratado em série alcotlica (Gahan, 1984), processado em secador
de ponto critico usando o CO; como liquido de transigao (Bozzola e Russel, 1891), fixado
com grafite scbre suporte de aluminio e recobertos com carbono e ouro.

Foi utilizado o microscopio eletrénicc LEQO modelo 1450 VP do Laboratério
Institucional de Microscopia Eletronica de Varredura do Museu Paraense Emilio Goeldi.
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2.13.9 Descrigdes

Para a descricido 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 ef al. (1979) e Wilkinson (1979). Ambas

utilizando microscépio de luz Zeiss Axiolab.
2.13.10 llustragoes anatomicas

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

Coordenagéo de Botanica do Museu Paraense Emilio Goeldi.

2.14 Atividade alelopatica

2.14.1 Coleta de material botanico

Para a obtengéo do éleo essencial, foram coletadas amostras de folhas e galhos de
matrizes localizadas Nordeste do Estado do Pard, no Distrito de Mosqueiro, pertencente a
cidade de Belém, na fazenda Mari-Mari, 4s 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 Amazdnia 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 trituragido do material botanico coletado

Para a obtengdo do éleo 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 Coordenagéo de Botanica do Museu Paraense Emilio Goeldi.
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2.14.3 Extracao dos dSleos essenciais

As amostras trituradas foram submetidas a hidrodestilagdo, 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
refrigeragdo para manutencao da agua de condensagéo entre 12-15°C. Apos extragdo, 0s
6leos foram centrifugados durante 5 min, a 3000 rpm, posteriormente desidratados com
sulfato de sodio anidro e novamente centrifugados. Foi feito o calculo do rendimento dos
6leos em ml/100g, os quais foram armazenados em ampolas de vidro ambar, vedadas,
acondicionadas em geladeira a 5°C e, incorporadas a colegdo de oleos essenciais do
MPEG.

2.14.4 Calculo do rendimento dos 6leos essenciais

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

rendimento = Vgeo X 100

P

Vgeo = Volume do dleo; P = Peso do material botanico
2.14.5 Determinagao 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 dleo essencial com base na Amostra Livre de Umidade (ALU) foi

feito utilizando-se a seguinte formula:

ALU= rendimento x 100
(100 - % umidade)




llustragdo 1. Principais etapas desenvolvidas para a extragdo do odleo essencial por
Hidrodestilagao. a) secagem do material botanico; b) preparo do material para trituragio; c)
equipamento utilizado para verificagdo do teor de 4gua do material botanico; d) Hidrodestilagaa:
e) detalhe do dleo essencial extraido; f) separag@o do Gelo essencial da agua.
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2.14.6 Analise da composigao quimica dos dleos 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 fiime) nas seguintes
condicGes operacionais: gas de arraste: hélio, em velocidade linear de 32 cm/s (medida a
100 °Cy; injecao: “splitless”, (2 ml de éleo em 1 ml de hexano); temperatura do injeter 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 identificagao foi feita por comparagdo dos espectros de massas e indices de
retencdo (IR) com os de substéncias padrao existentes nas bibliotecas do sistema e com os
dados da literatura (Adams, 2007). Os IR foram obtidos utilizandoe a série homéloga dos n-
alcanos e a quantificagao dos componentes por cromategrafia de gas (CG) em equipamento
Shimadzu QP-2010, equipado com detector de ioniza¢do de chama (DIC), nas mesmas

caondigbes operacionais acima, exceto pelo uso do hidrogénio como gas de arraste.

2,147 Analise da atividade alelopatica dos 6leos essenciais

A germinacdo foi monitorada em periodos de 10 dias, com contagens diarias e
eliminagéo 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 didametro recebeu 20 sementes de cada espécie receptora.
Consideraram-se sementes germinadas aquelas que apresentavam raiz com extensdo 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 obtusifolia (L.) H.S. Irwin e Barneby -
Leguminosae Caesalpinioideae {mata-pasto) uniformemente quanto ao tamanho, formato e
coloragdo (Labouriau, 1983), coletadas nc Campo Experimental da Embrapa Amazénia
QOriental, localizado em Belém, Estado do Para, as quais passaram por processc de limpeza
e tratadas com ista & quebra da dorméncia, via imersao em acido sulfarico Souza Filho ef al.
(1998).

Os bioensaios de desenvolvimento da raiz e do hipocétilo foram desenvolvidos nas
mesmas condigdes do da germinagéo, 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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llustragdo 2. Principais etapas desenvolvidas para a andlise da atividade alelopatica. a) aplicacao da

solugad teste nas placas de Petri; b) camaras tipo BOD, com temperatura e fotoperiodo
controlados; ¢) Placas de Petri contendo sementes de Senna obtusifofia (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 concentragao de teste foi de 1,0%. Cada placa de Petri de
9,0 cm de diametro recebeu 3,0 ml da solugéo teste, sendo que adicionou-se a solugéo teste
apenas uma vez quando do inicio de cada bioensaio, sendo, a partir de entéo, acrescentado
apenas agua destilada sempre que necessario. Apds a adigdo das solugbes, deixava-se
evaporar o solvente e adicionava-se agua destilada, em volume correspondente, mantendo-

se, dessa forma, a concentragao original.

2.14.9 Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

Para todos os bioensaios, utilizou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com trés repetigées, 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 Copaifera L.

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

ELY SIMONE CAJUEIRO GURGEL2 MARIA SILVIA DE MENDONGA QUEIRCZ®, JOAC
UBIRATAN MOREIRA DOS SANTOS?®

RESUMO - As espécies pertencentes ao género Copaifera L. (Leguminosae) apresentarn
ampla utilizagao na regido Amazonica, sendo seu dleo um dos mais importantes medicamentos
naturais da floresta. Apesar da grande importancia destas espécies, poucos estudos
morfoanatomicos, principaimente a respeito de suas estruturas reprodutivas, foram realizados.
Este estudo visou caractefizar 0S aspectos morfologicos de frutos, a morfoanatomia de
sementes e ocarréncia e distribuicao espacial de metabolitos nas sementes de Copaifera martii
Hayne, C. duckei Dwyer € C. reticulata Ducke, particularmente para dar suporte a distingao
entre estas duas Gltimas espeécies, as mais semelhantes da Amazdnia. Observou-se que 03
frutos das trés espécies séo do tipo legume e 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 séo recobertos por uma cuticula delgada e levemente estriada
em C. duckei e estriada em C. reliculata e em C. martii. A parede periclinal externa da epiderme
& levemente convexa e apresenta depressdes em C. duckei, sendo convexa em C. martii e C.
reticulata. O eixo embrionario de C. duckei apresenta pequeno diametro em relacdo ao seu
comprimento, enquanto que s de C. reticulata e os de C. martii sao proporcionais. C. duckei e
C. martii apresentam plimula rudimentar, havendo, nas respectivas espécies, um e dois relevos
na regido apical do eixo, ja em C. reticulata a plimula € um pouco diferenciada, pois além do
releve no apice do eixo embrionario ha reentrancia apical diferenciada, com os foliclos em
estagio inicial de desenvolvimento. Na semente madura das trés espécies, compostos fenolicos
e alcaloides provavelmente sao as principais substancias de defesa, enquanto lipideos e
proteinas constituem as principais reservas. Os resultados permitiram uma melhor
caracterizagéo dos aspectos morfoanatémicos e histoquimicos das sementes e frutos das trés
espécies, contribuindo para o esclarecimento da distingéo entre os taxons, sobretudo entre C.
duckei e C. reticulata.

Termos para indexagdo: Copaifera duckei Dwyer, C. martii Hayne € C. reticulata Ducke,
anatomia, histoquimica.
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écies de Copaifera L., que ocorrem no Brasil, uma das mais estudadas, do

Desf. (Crestana & Beltrati, 1998, Oliveira, 1997).
udos morfolagicos de frutos, sementes

aifera multijuga Hayne. Em Alencar

Dentre as esp
ponto de vista morfoanatémico & C. fangsdorffi
Em relagéo as espécies amazédnicas destacam-se os est
e dos estadios de desenvolvimento pés-seminal de Cop

(1981, 1982) encontram-se dados sobre a tecnologia das sementes, aléem de ilustragbes de

frutos. sementes e piantulas. Melo (2001) acrescentou o estudo anatémico 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 anatdmicos de Caesalpinioideae tenham sido estudados por diversos autores
(Boelcke, 1946; Comner, 1951; Morretes, 1966; Smith, 1981; 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; Cliveira, 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 amazdnicas, 40 raros, justificando estudos mais aprofundados.

O presente estudo visou caracterizar os aspectos morfolégicos de frutos, a
morfocanatomia € a ocorréncia e distribuicao espacial de metabdlitos secundarios nas sementes
de Copaifera martii Hayne, Copaifera duckei Dwyer e C. reticufata Ducke. Particularmente,

procurou-se contribuir com o estabelecimento da distingdo entre estas duas Ultimas espécies,
as mais semelhantes da Amazénia.

MATERIAL E METODOS

Os frutos foram coletados diretamente das copas ou no chio, na area de projecao das
copas sob as matrizes. Foram coletados frutos provenientes de 3 a 5 individuos de cada especie,
No laboratério de Morfologia de frutos, sementes e plantulas do Museu Paraense Emilio Goeldi,
Belém - Parg, foram eliminados os frutos mal formados, com injurias mecanicas e/ou 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 Amazénia Oriental, Belém —
Para (IAN), como segue: Copaifera duckei Dwyer: IAN 175.602, IAN 175.605 e IAN 180.659;
Copaifera martii Hayne: IAN 176.276, IAN 176.278. IAN 179.134, IAN 179.135 e JAN 179.136;
Copaifera reticulata Ducke: MG 186.090, AN 176.207, IAN 178.950 e IAN 180.400.
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Para registrar a morfologia geral, a classificag@o, a coloragdo na maturagao, a textura, a
consisténcia do pericarpo, a deiscéncia e indumento, e o nimero & posigao 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 identificacdo das sementes,
tais como consisténcia, coloragao, superficie da testa e do arilo, forma, posi¢ao do hilo, lente,
micropila e rafe. Apds a escarificagao e embebicao das sementes em agua por 24 horas foram
feitos cortes transversais e longitudinais com lamina de aco para o estudo das caracteristicas
morfolégicas internas dos cotitédones, eixo embrionario e plumula.

A terminologia e a metodologia empregadas estdo de acordo com os trabalhos de Martin
(19486), 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), Gurge! et al. (2002), Spujt (1994), Werker (1997) e Barroso et
al. (1999). '

As observacbes sobre a morfologia foram feitas visualmente, quando possivel, e
complementadas com © auxilio de estereomicroscopio Zeiss Stemi SV6, para melhor
identificacao 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 entdo conservados em alcool etilico a 70%.
Apos desidratagdo em série etilica, o material foi incluido em hidroxi-etil-metacrilato (Leica)
(Ruzin, 1999 modificado por Gerlach 1969) e outras seccbes passaram por bateria de acetato
de butila para inclusdo em parafina histologica (Johansen, 1940), e seccionadas em micrétomo
. com 8 um 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 medificado Bukatsch 1972).

Foi utilizado o azul de toluidina 0,5% acidificado com HCI tN para pH 3,0 (por § minutos)
para observacéo de polissacarideos acidos (McCully, 1970); vermelho de ruténio (por 30
r'ni”-UtOS) que indica pectina; lugol {por 10 minutos) para amido, floroglucinol em meio acido para
Ilqnlna {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 solugao
etandlica acidificada de Clarke (por 24 horas) para identificagdo de proteinas totais (Gahan,
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1984), reagente de Dragendorff (por S minutos) para alcaléides (Svendsen & Verpoorte, 1983),
Acido Cloridrico, até dissolver os cristais de oxalato de calcio {Chamberlain, 1932).

Algumas secgdes foram submetidas aos procedimentos controle, simultaneamente,
conforme as recomendagdes dos respectivos autores dos testes histoquimicos realizados.

Para a microscopia eletrénica de varredura, secgbes 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 tetréxido 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 transigao (Bozzola & Russel, 1991). Foram fixadas com
grafite sobre suporte de aluminio e recobertas com carbono e ouro. As imagens foram obtidas
no Laboratério Institucional de Microscopia Eletrdnica de Varredura do Museu Paraense Emilio
Goeldi, utilizando o microscopio eletrénico LEO 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 aquisicéo de fotografias, uma maquina digital Canon Power Shot A6 40 foi
acoplada ao microscépio do laboratério de Microscopia da Coordenagéo de Botanica do Museu

Paraense Emilic Goeldi.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizagao morfologica dos frutos

Copaifera duckei Dwyer, C. martii Hayne e C. reticulata Ducke apresentam fruto do tipo
legume, caracteristico de Leguminosae € 0 mais comum na subfamilia Caesalpinioideae (Roth,
1977), o mesmo encontrado em Copaifera L. {Martins-da-Silva, 2008).

Em média, o pedicelo das especies aqui estudadas & curto (1,4-3,0 x 2,0-3,0 mmj},
sendo o de C. reticulata um pouco maior (2,853 x 1,3-1,9 mm). Apresentam estrias
longitudinais, calices nao persistentes, glabrescentes, rugosos, castanhos, opacos, ligneos,
com lenticelas estouradas e intactas, castanho-avermelthadas.

Na maioria das Leguminosae Caesalpinioide 0s frutos apresentam varias sementes
(Dudik, 1981). Em C. langsdorfii amadurecem como unispermos, apesar de inicialmente
apresentarem dois 6vulos no ovario (Beltrati & Crestana, 1982}. Martins-da-Silva (2006) cita que
os frutos das espécies de Copaifera que ocorrem na Amazénia sdc 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.reficulata 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.relicufata. Entretanto Martins-da-Silva (20086} cita que na FLONA do Tapajos
foram encontrados frutos de C. reficulata 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, estenocarpicos, com estipite levemente
comprimido em C. duckei, espessado em C. martii, & obliterado no fruto maduro de C. reticulata.

Em todas as espécies sdo 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 nao
se tornam enroladas ou espiraladas, como ocorre em algumas espécies desta subfamilia, e
permanecem aderidas ao pedicelo quando atingem a maturagéo. Inicialmente apresentam-se
esverdeados, mas a medida que amadurecem, tornam-se avermelhados até adquirirem a cor
castanha.

Os frutos de C. duckei sao orbiculares a obovados, as vezes obliquos, com base
truncada e apice arredondado (Figura 1). Os frutos de C. martii vao 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, sdo elipticos. As margens séo
inteiras e ndo constrictas, pericarpo maduro seco cartaceo, glabro, com rarissimos tricomas na
base, externamente opaco. Na regido mediana observa-se a exsudagéo, em abundancia, de
dleo resina, internamente castanho claro, ligneo, glabro e ndo septado. As descriges das
espécies aqui verificadas enquadram-se nas descricdes genéricas feitas por diversos autores
(Burkart, 1952; Dudik, 1981; Barroso et al. 1999; Souza 2006).

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

O funiculo é irregular, carnoso e apos a deiscéncia continua ligado ao fruto. Crestana &
Beltrati (1988), ao descreverem a anatomia do desenvolvimento da semente de Copaifera
lagsdorfii Desf., constataram que o arile origina-se da proliferagao das células do funiculo, que
recobre a micropila e cresce em diferentes diregGes até quase. atingir a calaza. Portanto em
Copaifera L. ha um arilo verdadeiro (Pijl, 1982).

Os arilos de C. duckei e C. reficulata 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

funiculo. Mesmo ao se desprenderem do pericarpo permanecem ligados a semente,
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INTRODUGAO

Considerando a crescente demanda por produtos florestais, inclusive n&o madeireiros,
estudos a respeito de espécies arboreas da floresta amazbnica sdao de fundamental
importancia. S8o necessarias pesquisas morfolégicas e anatdmicas para embasar aspectos
auto-ecologicos das espécies, tais como dispersao, regeneragdo natural e dorméncia das
sementes, uma vez que 0s dados biolégicos aplicados as florestas temperadas nao 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, 1881; Lewis ef al. 2005).

O género Copaifera |. pertence a subfamilia Caesalpinioideae. Apés estudos realizados
por varios autores, dos cerca de 100 nomes publicados, alguns foram considerados sinénimos
ou transferidos para outros géneros, sendo que apenas cerca de 43 nomes sdo aceitos
atualmente, e alguns ainda sdo 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 d'6leo” , entre outros nomes
(Martins-da-Silva et al, 2008). Para os indigenas, o “produto milagroso” era denominado
“copahu” ou “copaiva”, oriundo de “kupa’ iwa” da lingua tupi {(Ferreira, 1988), que quer dizer
“planta da qual se extrai um éleo com propriedades medicinais” (Cunha, 1999).

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

C. duckei Dwyer, assim como C. reficulata 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 &
abundante na regiao oriental da Amazénia, no Parad e Maranhdo, e, além de ocorrer em matas
de terra firme e varzea, esta presente em matas de transigéo, capoeira, campo, campinaranas,
restingas e praias de agua doce, desenvolvendo-se em solos argilosos e arenosos (Martins-da-
Silva, 2006).

O legume é o fruto caracteristico de Leguminosae (Roth, 1977), 0 mesmo encontrado
em Copaifera (Martins-da-Silva, 2008) sendo o mais comum na subfamilia Caesalpinicideae
(Burkart, 1952; Dudik, 1981; Barroso ef al. 1999; Souza 2006).
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Foi observado em C. Jangsdorfii (Beltrati & Crestana, 1982; Pifia-Rodrigues & Aguiar,
1993) que o contraste de coloragio negra e brilhante da testa e o sabor adstringente e
adocicado favorecem a disperséo zoocorica {(Van Roosmalen, 1985).

Caracterizagdo morfoanatdmica 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 envoltorio
apresenta-se nigrescente, glabro, cartdceo quando seco e membranoso quando embebido,
brilhoso, homéacromo, com linhas de fratura. Em microscopia eletrbnica de varredura a
superficie de C. duckei & predominante punctada, embora apresente areas reticuladas (Figura
13): em C. martii esta € punctada com campos irregulares, fechados, paredes simples,
espessas, fortemente onduladas e sem ornamentacac (Figura 14) e em C. reticulata &
microrreticulada com reticulos primarics irregulares, sendo os campos abertos, as parédes
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 posicdo e na estrutura da principal camada
mecanica, composta de células de paredes grossas, mas nac necessariamente lignificadas,
podendo ter um ou mais estratos de espessura. As sementes das espécies objeto deste estudo
s30 exotestais, caracteristica que, segundo Crestana e Beltrati (1988) é tipica das Leguminosae
Caesalpinioideae.

Em secgdo transversal a exotesta (epiderme) € recoberta por uma fina camada de
cuticula composta por macroesclereides, também denominados de células de Malpighi, os
quais formam uma camada palicadica de células alongadas e irregulares, com paredes
espessadas, enegrecidas devido a presenga de compostos fendlicos (Figura 34). Observa-se
ainda a linha 1icida ou linha clara bem visivel, constituindo uma regido refor¢ada nas paredes
anticlinais das células e na mesma posicéo, 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 identificagéo 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 osteosclereideos, ou células em ampulheta, heterodimensionais,
irregulares, paredes pouco espessadas, também com compostos fendlicos (Figura 34) e
polissacarideos acidos nas paredes (Figuras 35, 36), e grandes espagos intercelulares; o
segundo estrato forma o© parénguima fundamental pouco diferenciado, com células
heterodimensicnais, irregulares, colapsadas, paredes espessadas, com muitos espagos
intercelulares em C. duckei, e poucos em C. reticulata, também com campostos 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, apés atingir a calaza, que é bem
distinta, prossegue como anti-rafe até a regido da micrépila. A endotesta (epiderme interna) é
pouco diferenciada, com uma camada de células 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 fungido de protegdo 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 Regigo hilar & basal lateral, o hilo é oblongo-linear com restos funiculares fortemente
aderidos (Figura 10); a micropila globosa € perceptivel apenas em microscopia eletrénica de
varredura (Figura 12); lente oblonga (Figura 11) é brilhante, glabra, cartacea e um pouco
proeminente em relacao & 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 & 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. reticulata (Figura 21).

Os cotilédones séao 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
ormnamentagbes presentes na cutina geralmente tem grande valor taxondmico, além de serem
responsaveis por algumas das fungdes das células epidérmicas, entre elas a protegéo contra a
perda d'agua. A epiderme é unisseriada, com células irregulares (Figura 28), cuja parede
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periclinal externa & levemente convexa & 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 alcaldides no citoplasma (Figura 39). O mesofilo &
homogéneo, sem fibras diferenciadas, preenchido por parénquima fundamental, com vérias
camadas de células, sendo que as células proximas a epiderme do eixo embrionario, além de
apresentarem cristais de oxalato de célcio, possuem proteinas dispersas no citoplasma na
forma de corpos protéicos (Figuras 37 e 38). Ha fambém uma reagdo castanho-alaranjada
indicando alcaldides (Figura 39) e o teste com Sudam escarlate detectou corpos lipidicos
(Figuras 40 e 41). Suas paredes sao lisas e delgadas e, especificamente nos plasmodesmas,
observou-se reacdo positiva do azul de toluidina (Figura 37), indicando a ocorréncia de
componentes acidos, sendo que o vermelho de ruténio confirmou a presenca 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,
2006). Nestas células com fungéo de reserva, a hemicelusose {manose) foi constatada pela
expulsao do corante azul de toluidina da parede.

Foram visdalizados feixes vasculares colaterais percorrendo a regido periférica do
mesofilo dos cotilédones. N&o se observaram fibras diferenciadas junto acs mesmos e nao se
observam nervuras diferenciadas.

Espécies arboreas da floresta tropical que apresentam sementes sem endosperma, com
embrides grandes, protegidos contra a dessecacgao pelo envoltério da semente e as vezes com
[+] arild, freqiientemente apresentam sementes recalcitrantes (Von Teichman & Van Wyk, 1994).

Durante a germinacgao, carboidratos, proteinas e lipideos representam as trés principais
classes de metabélifos de reserva retirados dos cotilédones (Carmelo-Guerreiro & Paoli, 1989).
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 ao eixo embrionario,
possivelmente compdem as reservas disponiveis para o crescimento rapide da radicula e
plimula {Farrant et al., 1993; Von Teichman & Van Wyk, 1984).

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

0O eixo embricnario é basal lateral e reto, o gue é reportado por Oliveira (1999} como
comum em Caesalpinioideae e Mimosoideae. C. duckei o apresenta com pequeno diametro em

relacdo ao seu comprimento (Figura 22), ja os de C. reficulata e C. martii (Figuras 23 e 24) séo
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proporciohais ao seu comprimento. Os eixos de C. duckei e C. martii tém base angulosa, apice
truncado e plumula rudimentar, ja em C. reficulata @ base é angulosa e © apice irregular, e a
plumula é pouco diferenciada, pois além do relevo no apice do eixo embrionario ha reentréncia
apical diferenciada (Figura 24).

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

por Ofiveira (1999) para espécies de leguminosas.

CONCLUSOES

As caracteristicas morfoanatdmicas inerentes as sementes sao efetivamente Uteis para
separar as especies estudadas, podendo-se enfatizar o padrdo da superficie do tegumento, a
superficie da parede periclinal externa dos cotilédones e o estadio de desenvolvimento da
plumula.

Em microscopia eletronica de varredura a superficie do tegumento de C. duckei e C.
martii & predominante punctada e em C. reticulata & microrreticulada.

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

O eixo embriondrioc em C. duckei apresenta pequeno didmetro em relagéo ao seu
comprimento, ja os de C. reticulata e C. martii &0 proporcionais. Os eixos de C. duckei e C.
martii tém base angulosa, apice truncado e plumula rudimentar, em C. reticulata a base &
angulosa e o apice irregular, € a plamula é poucoe diferenciada, pois além do relevo no apice do
eixo embriondrio ha reentrancia apical diferenciada

Para as espécies aqui investigadas, compostos fendlicos e alcaldides que estao
presentes no tegumento e na epiderme dos cotilédones, respectivamente, sao provavelmente
as principais substancias relacionadas a defesa do embrido e que favorecem 0
desenvolvimento da plantula.

Polissacarideos acidos da parede celular, corpos protéicos e lipidicos no citoplasma das

células cotiledonares proximas ao eixo embrionario, possivelmente constituem as principais
reservas das sementes.
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TABELA 1. Dimensbes (cm), desvio padrao e coeficiente de variagao (C.V.) dos frutos de

Copaifera duckei.

Variaveis Maxima Média Minima Desvio Padrao C.V. (%)
Comprimento 36 31 2,6 0.2 6,9
Largura 2,9 2,6 2.2 02 7,9
Espessura 2,0 1,7 1,6 0.1 6.0

TABELA 2. Dimensées (mm), desvio padrdo e coeficiente de variagéo (C.V.) das sementes de

Copaifera duckei.

Variaveis Maxima Média Minima Desvio Padrao C.V. (%)
Comprimento 20,0 16,0 13,4 1,4 87
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 padréo e coeficiente de variagdo (C.V.) dos frutos de

Copaifera martii.

Varidveis Maxima Média Minima Desvio Padraoc  C.V. (%)
Comprimento 2,5 2,3 2.0 0.1 4.8
Largura 2.1 2,0 1,7 0,1 50
Espessura 14 1,2 0,7 0,1 11,5

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

Copaifera martii.

Variaveis Maxima Média Minima Desvio Padraoc  C.V. (%)
Comprimento 135 1.0 10.0 0.8 6.6
Largura 10,8 9.6 7.6 0,7 7.0 “
|

Espessura 83 7.4 6,4 0,5 6,5
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TABELA 5. Dimensées (cm), desvio padrao e coeficiente de variagdo (C.V.) dos frutos de

Copaifera reticulata.

Variaveis Maxima Média Minima Desvio Padrao CV. (%)
Comprimento 33 23.0 2.5 0.2 G
Largura 28 2,3 2,0 0,2 7.6
Espessura 1,7 1,5 1,2 0,1 9,1

TABELA 6. Dimensdes (mm), desvio padrao e coeficiente de variagéo (C.V.) das sementes de

Copaifera reticulata.

Variaveis Maxima Média Minima Desvio Padréo CV. (%)
Comprimento 23,1 171 14,4 1,7 10,1
Largura 15,5 11,6 10,2 1,4 98

Espessura 13,4 12,0 10,7 0,6 4.8
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FIGURAS 1-9. Frutos e sementes de Copaifera L.. 14,7- C. duckei, 2,58- C. martii
3,6.9- C. reticulata. 1-3- legumes maduros recém coletados; 4-6- sementes expostas;
7-8- sementes estenospérmicas.

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



FIGURAS 10-18. Sementes de Copaifera L.

42

em Microscopia Eletronica de Varredura. (MEV).

10,13,16- C. duckel. 11,14,17- C. martii, 12, 15, 18- C. reticulata. 10- regido hilar da semente;

11- lente: 12- micrépila; 13-15- tegumento,

secgéao transversal.

parede periclinal externa. 16-18- tegumento em

Legenda: h - hilo; | - lente; I - linha lcida; mi - micrépila, ms - mesotésta;

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

Legenda: ct - cotilédone; ponta da seta - pliumula; seta - radicula, Barras = 1 mm
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124/b4i PR [ " _ 33
FIGURAS 25-33. Embrido das sementes de Copaifera L. em Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV). 25,28,32- C. duckei;, 26,29,32- C. marti; 27,30,33- C. reticulata,
25-27- cotilédone, epiderme, parede periclinal externa; 28-30- cotilédone, epiderme e mesofilo

em secgao transversal; 31- plimula, protoderme, parede periclinal externa; 32- eixo embrionério

em secgdo longitudinal; 33- ldem, em secgéo 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 € distribuicio de metabolitos nas sementes de Copaifera L. em
segao transversal. 34,37,40- C. duckei; 35,38,42- C. martii. 36,39,42- C. reticulata, 35-36-
tegqumento; 37-42- cotilédones. 34- compostos fenolicos; 35, 37- polissacarideos acidos; 36, 42-
pectina; 38- proteinas totais; 30- alcaldides; 40,41- lipideos totais.

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

espessamento da parede celular; seta- pontuagbes. Barras = 50 um.
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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 MENDONCA®

Resumo — Caracteres morfoloégicos apresentados no desenvolvimento pés-seminal e em
plantulas podem auxiliar no reconhecimento de espécies. Para o género Copaifera L., estes
caracteres séo potencialmente uGteis na circunscricido dos taxons. Este estudo visou
caracterizar os aspectos morfologicos de plantulas e plantas jovens, a morfoanatomia e a
ocorréncia e distribuicio espacial de metabdlitos nos limbos foliclares de Copaifera martii
Hayne, C. duckei Dwyer e C. reticulata Ducke. Particularmente, objetivando contribuir com a
distingdo destas duas Ultimas, as mais semelhantes da Amazénia brasileira. Além das
descrigbes morfoldgicas, foram fixadas secgbes dos limbos foliolares de ecfilos e metafilos para
a confecgdo de laminas permanentes, semi-permanentes e cortes a mao livre, para a realizagao
de testes histoquimicos. Os caracteres morfologicos descritos para as espécies estudadas
constituem dados seguramente vélidos para separar, principalmente, C. martii de C. duckei e de
C. reticulata. A principal diferenga encontrada entre as plantas jovens destas espécies foi a
presenca de estipulas foliaceas 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 e
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. martif Hayne, C. reticulata Ducke, eofilo, metafilo.
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Seedling and sapling morphology of three Copaifera L. species

Morpholagy of germination, seedlings and saplings of three Amazonian Copaifera L.
(LEGUMINGSAE CAESALPINIOIDEAE) 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.
reticutata Ducke. Also, we vetified 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. reticufata. 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 metaphyils are anatomically similar. The three species present secretory
cavities and glands.

Keywords: Copaifera duckei Dwyer, C. martii Hayne, C. reticu/ata Ducke, eophyll, metaphyli.
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introdugao

As investigacbes 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
informagées que permitam adicionar caracteristicas tipicas para as familias e géneros com valor
diagnéstico, & necessario estudar previamente todo o processo de germinagao de um grande
numero de espécies, para que os resultados sejam significativos. Levam a descoberta de
estruturas transitorias, basais ou derivadas, que podem nao ocorrer no individuo adulto, mas
que podem estabelecer conexdes filogenéticas (Gifford & Foster 1989; Ricardi, 1996).

Duke & Polhill (1981) realizaram uma ampla reviséo sobre pantula, no que concerne a
terminologia, ecologia e aplicagdo taxonémica. Ressaltaram que a morfologia de plantulas tem
contribuido para identificagdo das plantas no campo e ainda para delimitagdes genéricas e
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 Fitho (2002), Rodrigues (2005) e Rodrigues & Tozzi (2007).

O enfoque taxondmico para a morfologia de pléntulas de espécies amazdnicas comegou
com descrigoes feitas por Lee & Langenheim (1975) na revisdo do género Hymenaea L.,
separaram os taxons em dois grupos, em fungdo da morfologia das plantulas e ocupagédo de um
determinado ambiente, concluiram que os grupos ecoldgicos quando correlacionados com
outros caracteres sdo Uteis para um melhor entendimento da histéria evolutiva do grupo.

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

Mais recentemente, Martins-da-Silva (2006), revisando os representantes do género
Copaifera L da Amazdnia brasileira, observou que, de acordo com a classificagéo de Miquel
{1987}, Copaifera glycycarpa Ducke, C. duckei Dwyer, C. martii Hayne, C. muitiiuga Hayne, C.
pubifiora Benth. e C. reticulata Ducke apresentam germinagao fanerccotiledonar epigea, com
cotilédones carnosos, registrou ainda que Léonard (1957}, baseado apenas em C. officinalis L.,

informou que as Copaifera americanas apresentam apenas eofilos alternocs.
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O ftrabalho de Silva et al. (1988) assim como os de Albuquerque (1987, 1993} sdo
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 o conhecimento scbre a morfologia
de plantulas de Leguminosae que ocorrem na Amazdnia (Gurgel 2000; Ferreira et al., 2001,
Melo, 2001, Gurgel et al, 2002; Melo et al., 2004; Melo & Varela, 2006; Camargo et al., 2008,
Ramos & Ferraz, 2008) inclusive da espécie amazdnica Copaifera multijuga Hayne (Alencar,
1981: Moreira & Moreira, 1996; Brum et al., 2007).

Rodrigues & Tozzi (2007), com o intuito de constatar a relevéncia e ampliar o
conhecimento sobre a morfologia de plantulas de representantes arbdreos brasileiros do clado
genistéide, descrevem, ilustram e comparam as estruturas presentes nas plantulas, verificaram
que a filotaxia oposta dos ecfilos de Diplotropis martiusii Benth. a distingue da espécie
amazoénica 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 regi&o, 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
Amazénia brasileira por nove espécies (Martins-da-Silva, 2006).

Martins-da-Silva (2006) constatou que os caracteres apresentados no desenvolvimento
pés-seminal e nas plantulas, podem auxiliar no reconhecimento das espécies nestas fases.
Ressaltou a utilidade dos mesmos na circunscricde 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. martii no Maranho e
Tocantins e C. reficulata no Amapa e Mato Grosso. Sdc conhecidas popularmente por
“copaiba”, “copaibeira”, “arvore milagrosa”, “pau d'dlec” 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 distribuicio espacial
de metabdlitos e a morfoanatomia dos limbos foliolares de eofilos e metafilos de Copaifera
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martii Hayne, C. duckei Dwyer e C. reticulata Ducke, principalmente, visando corroborar com a

distingao destas especies.

Material e Métodos

Os frutos foram coletados diretamente das copas ou no chao, na area de projecao das
copas sob as matrizes, de 3 a 5 individuos de cada espécie, em seguida transportados para 0
laboratdrio. Foram aliminados os frutos e sementes mal formados, com injurias mecanicas e/ou
predados.

As exsicatas das plantas matrizes foram incorporadas a0s acervos do Herbario do
Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém — Para (MG) € da Embrapa Amazonia QOriental, Belém -
Para (IAN), sendo Copaifera duckei Dwyer: IAN 175.602, IAN 175.605 e 1AN 180.659; Copaifera
martii Hayne: AN 176.276, IAN 176.278, IAN 179.134, IAN 179.135 e IAN 179.136; Copaifera
reticulata Ducke: MG 186.090, IAN 176.207, IAN 178.950 e IAN 180.400.

Para a germinagao 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 x 5 m, localizadas
em 4reas cobertas com sombrite a 50% em casa de vegetagéo. A semeadura foi feita a 0,5 cm
de profundidade.

A irrigagao 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 © périodo compreendido desde ©
entumescimento da semente até a liberagéo dos cotilédones, antes da total expanséo do eofilo.

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

As avaliagdes, 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, afravés de
estereomicroscépio binocular Zeiss, todos os caracteres maorfolégicos, potencialmente
diferenciaveis € Uteis na identificagéo das espécies.

Os mesmos recipientes e substratos da germinacéo foram utilizados para a obtengao
das plantulas e plantas jovens, e entdo 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 estd 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), Oliveira (1993, 1997, 2001).

As observagbes sobre a morfologia foram efetuadas visualmente quando possivel e
complementadas com o auxilio de estereomicroscopio binocular Zeiss Stemi SV6, para melhor
identificagéo das estruturas e do indumento.

Para os estudos anatdmicos, 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 inclusdo em parafina histologica
(Johansen, 1940}, para entdo serem seccionadas em micrétomo com 8 pm de espessura, as
segoes obtidas foram coradas com azul de toluidina 05%, pH 4,7 (O'Brien et al. 1964) e
montadas em Balsamo do Canada 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 secgdes transversais de amostras frescas,
alguns dos cortes histologicos foram montados e fotografados simultaneamente sem submeté-
jos aos reagentes, visando constatar o aspecto natural das substancias secretadas.

Algumas secgdes foram submetidas aos procedimentos controle, conforme as
recomendagdes dos respectivos autores dos testes histoquimicos realizados. Utillizaram-se os
procedimentos indicados na literatura especializada (Quadro 1).

Para a microscopia eletrénica de varredura algumas secgdes foram fixadas na solucgao
de paraformaldeido (4%), glutaraldeido (2,5%) com cacodilato de saédio tri-hidratado (0,1 ml} e
sacarose (1%) (Karnovsky, 1965 apud Ruzin, 1999), 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 transicéo (Bozzola &
Russel, 1991), foram fixados com grafite sobre suporte de aluminio e recobertos com carbono e
ouro. As imagens foram obtidas utilizando o microscépio eletrénico LEO modelo 1450 VP.

Para dissociagdo das epidermes, eofilos e metafilos foram submetidos & solugao de

Jeffrey a 10% por 24 horas (Johansen, 1940). Apbs a separagdo das epidermes adaxial e
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abaxial, as mesmas foram lavadas em &gua 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 etanélica (Johansen, 1940) e série aceto-butilica (Krauss & Arduin,
1997) crescentes e, em seguida montadas entre 1amina e laminula em balsamo-do-canada.

Para analisar o padrdo de venagao dos eofilos e metafilos, de cada espécime estudado,
amostras do apice, meio, base e a lamina foliolar inteira foram diafanizadas, utilizando solugao
de hidréxido de sodio 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 proporgao 2:1 {v/v).
Em seguida lavados em agua destilada, sendo a mesma trocada a cada hora até a retirada
completa do hidroxido de sédio, ainda no alcool 70% foram coradas em safranina hidro-
alcoolica a 3%, na proporgdo 1:1 (Johansen, 1940) durante seis horas, posteriormente
desidratadas em série etandlica e acetato butilica crescentes e montadas em balsamo do
Canada.

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

especificado.

Resultados

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

O tipo de germinag&o das leguminosas pode ser fanerocotiledonar ou criptocotiledonar,
o que segundo Duke (1969), constitui um dos caracteres relevantes para diferenciar téxons.

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 muitijuga (Melo, 2001; Camargo et al, 2008) e C. fangsdorfii (Cliveira, 1997).

Apods a protrus@o da raiz ha a diferenciagéo da alga hipocotilar (Tab. 1), rosa em C.
duckei (Fig. 1B) e em C. reticulata (Fig. 3 B) e rosa esbranquigcada em C. martii (Fig. 2B). A raiz
principal alonga-se e passa a apresentar raros pelos simples, hialinos, reduzidos e retos, a
medida que se alonga ha afinamento crescente em direcido ao apice e rapidamente acorre 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. 10) e em C. reticulata (Fig. 3D).

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

O hipocétilo apresenta bons caracteres diagnésticos na delimitagao de géneros e para a
identificagdo ao nivel de espécie, ressaltondo-se a conformagdo geral, indumento e cor,
presenca de sulcos, tricdmas, catéfilos e lenticelas (Oliveira, 1993).

Os cotilédones das trés espécies séo ligeiramente oblongos, céncavos, carnosos, em
um sé 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) sf@o semelhantes aos descritos para C. martii, porém com a margem
glabra, base decorrente, subsésseis, ja que o pulvino é reduzido, semelhante a uma extenséo
do cotilédone envolvendo parte do eixo caulinar. Os cotilédones caem assim que os eofilos
tornam-se verdes

Durante o processo germinativo observa-se gue a regido do coleto é glabrescente,
ferruginea préxima a raiz e castanho-clara proxima ao hipocétilo {Fig. 1B, 2B, 3B). As raizes
laterais s&o bem visiveis, curtas e pouco ramificadas.

Em todas as trés espécies a prefolheacdo &€ mutuamente equitante. Inicialmente os
foliclos sdo esverdeados em C. martii (Fig. 2D) e avermelhados em C. duckei (Fig. 1D) e C.
reticulata (Fig. 3D), porém apos a total expanséo adquirem a coloragéo verde. So discolores

uma vez que a face adaxial € mais escura que abaxial.

Plantula — 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 s&0 opostos e coriaceos (Fig. 6).

Os foliclos de C. duckei (Fig. 7) e C. reticufata (Fig. 9) sao 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 |.. observou que C. duckei é afim
de C. reticulata, e que o niimero de pares de foliolos é um dos caracteres mais seguros na
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separacdo desses dois téxons, pois C. duckei apresenta trés a quatro pares e C. reticulata
quatro a seis, ressaltou que nas amostras por ela analisadas, nao foram encontradas as
combinagdes de 3-5 ou 3-6 ou até mesmo 3-4-5 pares de foliolos. Este carater, na fase de
plantula nao é seguro, uma vez que na maioria das plantulas formadas, em ambas as espécies,
foram observados dois pares de jugas com a mesma fregiéncia nas duas espécies.

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

As células epidérmicas dos foliolos sao irregulares, isodiamétricas, heterodimensionais,
com parede periclinal irregular e parede anticlinal sinuosa (Fig. 28, 29, 30). Metcalfe (1979)
considera que a sinuosidade & 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 caréter sinuosidade das paredes anticlinais epidérmicas associado a outros dados
constituiram valor para a identificacdo de espécies do género Bauhinia (Kotresha & Seetharam,
1995).

Moraes & Paoli (1999) constaram que o uso do carater sinuosidade de paredes
anticlinais de células epidérmicas, para fins taxonomicos ndo é seguro, devido a grande
variagdo que ocorre em nomofilos de uma mesma espécie.

Em geral, ceras e substancias lipofilicas constituem a epicuticula, um polimero
complexo, heterogéneo, resultante da interagéo entre o oxigénio e cadeias longas de acidos
graxos, alcodis alifaticos e alcanos, é considerada uma ornamentacao terciaria (Barthlott, 1981,
Alquini et al., 2008).

Na caracterizacéo histoguimica dos limbos ecfilares das espécies estudadas (Tab. 2),
cbserva-se a presenga de compostos Iipbfilicos recobrindo toda a epiderme eofilar (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 estébmatos paraciticos (Fig. 28), o mais comum na subfamilia Caesalpinicideae (Solereder,
1908, Metcalfe & Chalk, 1950 e Watson, 1981). Estes estdématos 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
langsdorffii Desf. @ Hymenaea stilbocarpa Hayne (tribo Detarieae), ressaltaram que o tipo
anomocitico e hipoestomatico € o mais fregilente nas epidermes dos limbos cotiledonares e
eofilares das espécies de Caesalpinioideae por elas estudadas.

Metcalfe & Chalk (1950) destacaram que o foliolo das espécies da subfamilia
Caesalpinioideae sao, geralmente, dorsiventrais, excetc em certas espécies dos géneros
Hoffmanseggia Harms e Hymenaea L, constataram ainda que os estdbmatos 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 estomatos na folha {Moreira-Coneglian & Oliveira, 2006). Ha
correlagdo entre folhas hipoestométicés e delgadas com mesofilo dorsiventral, enquanto que as
anfiestomaticas tendem a ser mais espessas ¢ isobilaterais (Wilkinson,1979).

Nos foliolos, em secgao transversal, foi observado epiderme unisseriada e mesofilo
dorsiventral com parénquima paligadico, 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, também amilaceo, com cerca de guatro camadas de células
com forma e distribui¢éo irregulares e, muitos espacos intercelulares.

A nervura central & imersa na face adaxial (Fig. 39) e proeminente na abaxial (Fig. 43).
As células epidérmicas sao estreitas, variam de quadradas a retangulares, estando estas
ultimas, dispostas no sentido do comprimento do limbo foliolar, as paredes séo retas onde
ocorrem raros estomatos. 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 foliolares & pubescente em ambas as faces (Fig. 40).

Na face adaxial da nervura principal, abaixo da camada de células epidérmicas, ha
cerca de trés estratos de células colenquimaticas do tipo anelar (Fig. 50), cuja reacéo positiva
ao azul de toluidina (Fig. 50) e vermelho de ruténio, em ambas as faces (Figs. 52 e 53),
indicaram a presenca de idioblastos mucilaginosos e substancias pecticas (Tab. 2).

Moreira-Coneglian & Oliveira (2006) observaram idioblastos mucilaginosos em Copaifera
langsdorffii e Dimporphandra mofiis Benth..

Segundo Scatena & Scremin-Dias (2006), o colénquima anelar é um tipo
freqilentemente observado na nervura principal das folhas das dicotileddneas.

Nas nervuras (Fig. 49, 57) das espécies alvo deste estudo ha um anel fibroso
envolvendo o feixe vascular colateral (Fig. 51) e, nos vacuolos das células proximas ao anel
fibrose ha ldioblastos cristaliferos de oxalato de calcio foram localizados (Tab. 2). Trata-se de
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uma caracteristica comum na maioria das Leguminosae, principalmente quando localizados
préximos ao sistema vascular (Zindler-Frank, 1987). Como em outras familias a localizagéo e 0
tipo de cristais s&o 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 séo 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), e ha fina pubescéncia na
nervura central (Fig. 39) e nos bordos.

A nervagao é predominantemente broquidodroma (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 terminagbes, das nervuras terciarias, em geral sao curvadas ramificadas.

A nervura marginal é inteira, conspicua n face abaxial, glabrescente em C. duckei e em
C. reticulata. 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 limen pode ter varias formas,
quando mais ou menos esférico é 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. 59), na raque
(Fig. 60), no pulvinulo (Fig. 62,63), no peciolo € no pulvino. Um ndmero variavel de estratos
celulares constituem o epitélio das cavidades secretoras (Fig. 29, 58), as quais formam um
limen esférico.
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Segundo Lersten & Curtis (1994, 1996), nas Caesalpinioideae, as variagbes
morfoldgicas e distribuicio das estruturas secretoras possuem valor taxonémico. Neste trabalho
ndo 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 € Hymenaea stifbocarpa Hayne.
Para as espécies aqui investigadas néo foi observada reagéo positiva para lipideos.

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

Moreira-Coneglian & Cliveira (2006) verificaram a presenca de idioblastos fendlicos em
Senna muitijuga (Rich.) Irwin & Barn., Hymenaea stilbocarpa, Peltophorum dubiumn (Spreng.)
Taub., Pterogyne nitens Tul., e em Bauhinia forficata Link chamou a atencdo para a
preponderancia de idioblastos fendlicos no feixe vascular, especialmente no floema. Ressaltou
que nas demais espécies estudadas, existem idioblastos fendlicos dispersos e em peguena
qguantidade.

£ 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 nao foi detectado crescimento micelial endégeno nas mesmas.

A rague, em todas as espécies aqui estudadas, & longa e delgada, cilindrica everde-
esbranquigada. 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 s&o cilindricos e pubescentes (Fig. 45), verde avermelhados em C. duckef
(Fig. 10) e verde-amarelados em C. reticulata (Fig. 11), e C. martii (Fig. 12).

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

O peciolo & 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. reticulata (Fig. 15) é pubhescente ,
enguanto as de C. duckei (Fig. 13) e C. Martii (Fig. 14) s&o 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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Epicétilo cilindrico, reto, verde amarelado em toda a sua extensao. Glabro em C. duckei,
glabrescente e densamente lenticelado em C. Martii e, pubescente em C. reticufata.

Em todas as espécies o hipocotilo & 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 n&o evidente em C. reticu{ata e em C. duckei, porém em C. martii ha uma cicatriz,
circundando toda a regi&o.

Os tricdmas presentes no eixo vegetativo aéreo s&o 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 &pice, 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) apds o né eofilar, 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 rague quanto as estipulas interpeciolares tornam-se
caducas.

A diferenga mais marcante encontrada nesta fase € a presenga de estipulas folidceas
conspicuas em C.reticufata (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 jovem ndo ha espessamento do caule, somente o
hipocétilo. A raiz principal torna-se mais alongada, porém com poucas raizes laterais nao
ramificadas e ndo séo observados nddulos radiculares.

O conhecimento morfolégico do limbo, margem, apice e posicdo dos eofilos; presenga
ou auséncia de latex ou resina, relagdo comprimento/largura dos cotilédones, tamanho e
nimero de pinas, peciolo alado ou ndo, presenga ou ndo de indumento (tricomas e/ou
glandulas), permitem caracterizar familias, géneros e até mesmo espécies, algumas destas
caracteristicas citadas por Duke (1965) sédo 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 diferengcas morfologicas entre C. duckei e C.
reticulata, cabendo, aqui destacar, a mais marcante, ou seja, estipulas foliaceas conspicuaé,
visiveis a vista desarmada, na fase de plantas jovem em C. reticulata.

Caracteristicas reconhecidamente (teis na separagdo de espécies, como as do
hipocétilo e ornamentagio cuticular, ndo separam C. duckei de C. reticulata.

Cabe ressalta ainda o niumero de foliolos, um dos caracteres mais seguros para separar
C. duckei de C. reticufata na fase adulta. Na maioria das plantulas e plantas jovens foram
ohservados dois pares de jugas com a mesma freqliéncia, 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 foliolos
dorsiventrais e aparelho estomatico do tipo paracitico, comuns em Caesalpinicideae.

Nos limbos foliolares foram observados diversos metabélitos, como amido, substancias
lipofilicas e pécticas, idioblastos mucilaginosos, fenélicos e cristaliferos, estes Uultimos
localizados ao longo dos feixes vasculares. Mesmo com a presenca 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 cbservadas caracteristicas anatémicas semelhantes para
eofilos e metafilos

Todas as espécies apresentaram cavidades secretoras e glandulas, nas mesmas
regides e em quantidade variavel. As variagbes morfolégicas destas estruturas nao
possibilitaram separar as espécies, bem como n&o foram observadas substancias lipidicas no
interior das mesmas.
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Quadro 1. Testes histoquimicos aplicados para detec¢ao das principais classes de metabdlitos

Grupos metabdlicos Reagente Referéncia Bibliografica
Lipidios Lipidios totais Sudan Il
Fendlicos gerais Cloreto ferrico
Compostos fendlicos _ Johansen, 1940
Lignina Floroglucinol
Acido (pectinas) Vermelho de Ruténio
) Acido (pectinas, o
Glicidios Azul de toluidina 0,5% McCully, 1970
mucilagens)
Neutro {Amido) Lugol Jensen, 1962
Svendsen & Verpoorte,
Alcaléides Reagente de Dragendorff
1983
Cristais de oxalato de calcio Acido Claridrico Chamberlain, 1932

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

seminal a formagéo da planta jovemn das espécies de Copaifera L. estudadas (média dos dados

em dias).
o Protrusao Alca Cotilédone  Surgimento 5 Planta
Especie da raiz hipocotilar livre do eofilo Pléntula jovem
C. duckei 8 10 17 20 22 45
C. martii 7 10 19 21 23 45
C. reticufata 13 16 21 23 42 . 105

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

e C. reficulata.

Metabdlito Teste ) Resultado

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

Pectina Vermelho de Ruténio +

Pectinas e mucilagem Azul de toluidina 0,5% +
Amido Lugol +
Alcalbides Reagente de Dragendorff -

Cristais de oxalato de calcio Acido Cloridrico +




Figuras 1-3. Desenvolvimento pds-seminal. 1. Copaifera duckei. 2. C. martii.
3. C. reficufata. A. Protrusac da raiz. B. Diferenciagac da alga hipocotilar.
C. Alongamento do hipocdétilo. D. Cotilédones livres e surgimento dos eofilos
compostos. Barras = 1 cm. cl = coleto; ct = colilédone; eo = edfilos;

hp = hipocdtile; 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. reficulata.
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 = epicdtilo;

hp = hipocétilo; pc = peciolo; pul = pulvino; rf = raiz lateral; rp = raiz principal, rq = raque;
seta = estipula; ponta da seta = pulvinulo.




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 (1 6-18, 25-27) € 5 mm (15-
24). cl = coleto; eo = eofilos; ep = epicétilo; hp = hipocétilo; pc = peciolo; pul = pulvino; 1l = raiz
lateral; rp = raiz principal; rq = raque; seta = estipula; ponta da seta = pulvinulo.
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Figuras 28-36. Eofilos e metafiles. 28-30. Epiderme dissociada. 31-36. Diafanizacao.
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. ldem, regido apical.
Barras = 50 pm (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 ecfilos e metafilos em Microscopia Eletrdnica de Varredura.
37.40.43. Copaifera duckei. 38.41.44. C. martii. 39.42.45. C. reticulata. 37. 38. Eofilo, face
abaxial, regifdo mediana, semi-limbo. 39. Metafilo, face adaxial, regifo mediana, nervura
central. 40. Eofilo, face abaxial, regido apical. 41. Metafilo, idem, regido mediana, semi-limbo.
42. Eofilo, face adaxial, idem, nervura central. 43. ldem, face abaxial, idem, nervura central,
44. Idem, face adaxial, regiéo 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 estdmato.
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Figuras 46-54. Histoquimica de ecfilos e metafilos, regido mediana em secgdo transversal.
46,49,52. Copaifera duckei. 47,50,53. C. martii. 48.51.54. C. reticufata. 46. Metafilo, semi-limbo
in-natura evidenciando cloroplastos. 47. |dem, idem, amido. 48. ldem, 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
pm. a= amido; ¢ = colénquima; el = epiderme lipofilica; f = feixe perivascular; fv = feixe
vascular; pf = parénquima fundamental; pl = parénquima lacunoso; pp = parénquima paligadico.
asterisco = cavidade secretora. ponta da seta = idioblasto cristalifero. seta = idioblastos

fendlicos.
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Figuras 55-63. Microécopia Eletrénica de Varredura de eofilos e metafilos em secgao

transversal, exceto 62. Secgéo longitudinal. 55,58,61. Copaifera duckei. 56,59,62. C. martii.
57.60.63. C. reticufata. 55. Eofilo, nervura marginal. 56.57. 58. ldem, semi-limbo. 59. Idem,

60.61. Metafilo, raque. 62. 63. ldem, pulvinulo. Barras = 50 pm. f = feixe
parénguima lacunoso; pp =

nervura central.

perivascular; fv = feixe vascular; pf = parénquima fundamentl; pl =

parénquima paligadico. 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"", JOAO UBIRATAN M. DOS
SANTOS?, MARIA SILVIA DE MENDONGA®
RESUMO: A rica e diversificada flora amazénica 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 oleos essenciais de
Copaifera duckei Dwyer, C. marti Hayne e C. reticulata Ducke bem como as variagdes
decorrentes da fonte e da composicdo quimica dos oOleos. Foram analisados os efeitos
alelopéticos sobre a germinagdo de sementes e o desenvolvimento da raiz e do hipocétilo das
plantas Mimosa pudica L. {malicia} e Senna obtusifofia (L.) H.S. Irwin & Barneby (mata-pasto).
Foram identificados os constituintes quimicos (%) dos dleos das folhas e galhos das trés
espécies. A atividade alelopatica variou em fungéo da espécie de planta receptora, das
espécies doadoras e das fragbes das plantas doadoras de onde foram obtidos os dleos. Os
efeitos inibitérios foram mais intensos sobre o desenvolvimento da raiz e os de menor
intensidade sobre a germinagéo de sementes. Malicia tendeu a ser mais sensivel aos efeitos
alelopaticos do que mata-pasto. As espécies de Copaifera ndo revelaram grandes diferencas
quanto a atividade alelopética de seus 6leos. Por outro lado, os 6leos das folhas apresentaram
maior potencial para inibir o desenvolvimento da raiz e do hipocétilo, enquanto que os do galho
inibiram, preferencialmente, a germihagéo de sementes, embora, em algumas ocasides essas
diferencas n&o foram estatisticamente significativas. A composi¢éo quimica (%) dos 6leos
variou mais entre as fragdes oriundas de folhas e galhos do que entre as espécies doadoras.
Adicionalmente, os constituintes majoritarios estavam em concentragdes 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 d—candineno e linalol,
ja foram relacionados & 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, inibigao.
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POTENTIAL ALLELOPATHIC ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS FROM THREE
Copaifera L. (LEGUMINOSAE — CAESALPINIOIDEAE) SPECIES

ABSTRACT — The rich and diversified Amazonian flora represents an excellent resource for
new chemical structures with potential use in agriculture, particularly those species which
produce essential oils. In this work we characterized the chemical composition of the essential
oils from leaves and stem of Copaifera duckei Dwyer, C. martii Hayne and C. reticulata Ducke.
The allelopathic activity of these essential oils was analyzed on seed germination, root and
hypocotyl development of the pasture weeds Mimosa pudica L. (“malicia”) and Senna obtusifolia
(L.) H.S. Irwin & Barneby (“‘mata-pasto”). The allelopathic activity varied in function of the
receiving plant, the species and the fractions of the giver plant. Inhibitory effects had been more
intense on the root development and lesser intense on seeds germination. “malicia” tended to be
more sensible to the allelopathic effects than “mata-pasto”. The Copaifera’s had not disclosed
great differences regarding the allelopathic activity of its oils. On the other hand, leaves' oils
presented greater potential to inhibit root and hypocotyl development, while stem had inhibited,
preferentially, seeds germination, although in some cases these differences had not been
statistically significant. The chemical oils composition (%) varied more between leaves and
stems fractions than among species. Additionally, the constituents concentrations were higher in |
the leaves than in the stems, which justifies the differences in the intensity of the allelopathic
effect observed between stems and leaves. Among the identified constituents, only 5—candinene
and linalool had been already related to allelopathic activity. All such findings reinforce the
importance of Amazon flora as an alternative source of chemical constituents with potential for
use in agricultural activity.

Keywords: Allelopathy, Copaifera duckei . C. martii , C. reticulata, inhibition
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INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, a agricultura estd 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 relagéo aos prejuizos ambientais que
esses produtos promovem. Apesar de todo o arsenal agroguimico aplicado anualmente nas
lavouras, as perdas anuais promovidas por agentes bidticos s@o elevadas (31), 0 que revela
problemas na eficiéncia dos produtos. Adicionalmente, racas de agentes bidticos resistentes
(tolerantes) aos atuais produtos disponiveis no mercado emergem em diferentes paises (5). No
Brasil, varios casos de resisténcias de plantas daninhas foram divulgados em passado recente
(9). O conjunto de todos esses aspectos mostra que inovadoras estratégias de controle de
plantas daninhas precisam ser estabelecidas, as quais nao apenas resguardem 0s interesses
da sociedade, mas, também, que sejam eficientes no controle de plantas daninhas e tenham
baixo custo de aquisi¢ao.

A rica e diversificada biodiversidade amazdnica, 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 dltimos anos,
alguns trabalhos de prospecgéo de plantas nativas da regido amazbnica, com vista a
determinagdo de atividades bioherbicidas, foram desenvolvidos, como s@o o caso de
Sclerolobium paniculatum Vogel (taxi-branco), Tachigali myrmecophila (Ducke) Ducke (taxi-
preto), Virola michelii Heckel e V. surinamensis (Rol. Ex Rotth.) Warb. (virola} (2, 3, 26).

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

Os 6leos esséncias de algumas poucas espécies amazdnicas ja foram estudos em
relagdo a atividade bioerbicida, como os de Cymbopogon sp. (11) e Vouacapoua americana
Aubl. (36), revelando resultados promissores.

Uma fonte importante para este tipo de pesquisa é a familia Leguminosae, com algo em
torno de 727 géneros e 19.325 espécies (25); representa um dos principais e mais importantes
grupos de plantas superiores, sendo a terceira maior familia de angiospermas, depois das
Asteraceae (Compositae) e Orchidaceae. Na regifo 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 si0 encontradas no Brasil e nove na

Amazénia brasileira. Todas as espécies contempladas no presente estudo sdo encontradas no
estado do Para; sendo que C. duckei ocorre ainda no Maranhao, C. martii no Maranh&o e no

Tocantins e C. reticulata no Amapa e no Mato Grosso. Séo conhecidas popularmente por

“copaiba”, “copaibeira”, “arvore milagrosa”, “pau d'6lec”, entre outros nomes. Os indigenas

2 n i it it 4 " H [ LI "
denominaram o “produto milagroso” como copahu” ou “copaiva’, proveniente de “kupa’ iwa da

lingua tupi, que quer dizer “planta da qual se extrai um dleo com propriedades medicinais’

(10,15, 29).
Este trabalho teve por objetivo caracterizar a atividade potencialmente a

éleos essenciais de trés espécies de Copaifera e determinar suas variagbes em fungéo da

lelopatica dos

espécie e da fonte doadora. Também buscou verificar as implicagdes dos constituintes quimicos

dos o6leos na atividade potencialmente alelopatica.

MATERIAL E METODOS

Coleta e identificagdo taxonémica

Para a obtencdo 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
herberizados, identificados e incorporados aos acervos dos Herbarios do Museu Paraense
Emilio Goeldi, Belem — 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 trituracio do material botanico coletado para extragdo de 6leo
essencial

Para a obteng&o 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.

—
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Extracdo dos dleos essenciais

As amostras trituradas foram submetidas a hidrodestilagéo, em sistemas de vidro do tipo
Clevenger, durante 3 h, em baldes com capacidade para um litro cada, utilizando baterias de
extragio contendo seis mantas de aquecimento, acopladas ao sistema de refrigeragao para
manutengdo da agua de condensagdo entre 12-15°C. Apos extragdo, os dleos 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 Sleos em ml/100g, os
quais foram armazenados em ampolas de vidro &mbar, vedadas, acondicionadas em gefadeira

a 5°C e, incorporadas & colegéo de 6leos essenciais do MPEG.

Analise da composigao 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 condi¢bes
operacionais: gas de arraste: hélio, em velocidade linear de 32 cm/s (medida a 100 °C); tipo de
injecao: “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 conexdo: 180°C,

A identificagao foi feita por comparagao dos espectros de massas e indices de retencéo
{IR) com os de substancias padrac existentes nas bibliotecas do sistema e com os dados da
literatura (01). Os IR foram obtidos utilizando-se a série homdloga dos n-alcanos e a
quantificacdo dos componentes por crormatografia de gas (CG) em equipamento Shimadzu QP-
2010, equipado com detecitor de ionizagdo de chama (DIC), nas mesmas condi¢des

operacionais acima citadas, exceto pelo use 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 Caesalpinicideae (mata-pasto) uniformemente quanto ao tamanho, formato e
coloragao {24), coletadas no Campo Experimental da Embrapa Amazénia QOriental, localizado
em Belém, Estado do Para, as quais passaram por processo de limpeza e tratadas visando a
quebra da dorméncia, via imers&o em acido sulfirico (44).

Cada placa de Petri de 8,0 cm de didgmetro recebeu 20 sementes de cada espécie
receptora. A germinagéao foi monitcrada em periodos de 10 dias, com contagens diarias e
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eliminagdo das sementes germinadas. Os bioensaios foram desenvolvidos em camaras tipo
BOD, com temperatura controlada para 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Consideraram-se
sementes germinadas aguelas que apresentavam raiz com extenséao igual ou superior a 2,0 mm
(21, 13).

Os bioensaios de desenvolvimento da raiz e do hipocdtilo foram desenvolvidos nas
mesmas condi¢cbes do bicensaio de 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 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 solugdo teste, adicionada apenas uma vez, no inicio de
cada bioensaio, sendo, a partir de entdo, acrescentado apenas agua destilada sempre que
necessario. Apos a adi¢ao das solugdes, deixava-se evaporar o solvente par adicionar agua
destilada, em volume correspondente, mantendo, dessa forma, a concentracao original.

Delineamento experimental e andlise estatistica dos dados
Para- todos os bioensaios, foi utilizado o delineamento experimental inteiramente
casuvalizado, 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 meédias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% (46). Os dados foram transformados para arc. sen. Vx.
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RESULTADOS E DISCUSSAOQ

O uso de extratos brutos ou mesmo de éleos essenciais em bicensaios de avaliagao de
atividade alelopatica exige atengdo especial em relagéo aos efeitos do potencial osmético do
material que se esta avaliando. As principais conseqiiéncias da n3o observancia desse aspecto
é superestimar a atividade alelopética do extrato ou, entdo, admitir a existéncia de atividade
alelopatica em casos onde néo existe (50). Esses aspectos apontam para a necessidade de se
separar tais efeitos para que ndo haja comprometimento dos resultados. No presente estudo, a
concentragao utilizada foi de 1,0%, pois para concentragdes igual ou ligeiramente acima, a
contribui¢éo do potencial osmético pode ser desconsiderada (43). Assim sendo, os resultados
encontrados neste trabalho podem ser atribuidos, exclusivamente, aos efeitos da atividade
alelopatica dos Oleos sobre a germinagcdc 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 germinagdo de sementes, &
apresentado na Fig. 1. Os dados indicam que a inibigdo foi extremamente baixa, nao
ultrapassando o valor de 17,3%, para a espécie malicia e 18%, para mata-pasto. Para todas as
trés espécies doadoras do oleo 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 6leos essenciais de cada
espécie, C. reficulata foi a que evidenciou maior habilidade para inibir a germinagdo das
sementes de malicia e mata-pasto.

A intensidade dos efeitos inibitorios sobre a germinacdo de sementes, verificada neste
trabalho, & inferior & obtida utilizando oleos essenciais de duas espécies de Cybopongon (42).
Alguns autores ressaltam o potencial dos 6leos essenciais como agentes inibitérios da
germinagdo de sementes (41, 4). Os baixos efeitos verificados para os 6leos das espécies
estudadas neste trabalho, em relagdo a outros resultados, podem estar associados as
diferengas na composigéo quimica dos 6leos e &s 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 fragso da planta doadora, para a
especie malicia, e n&o significativo (p>0,05) para mata-pasto. Na Fig. 2 & apresentado o
desdobramento da interacéo entre esses dois fatores, para a espécie malicia. As inibigdes
verificadas foram de magnitude bem superior aguelas verificadas sobre a germinagio de
sementes. Ao contrario do observado no bicensaio de germinagdo de sementes, o dleo
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essencial das folhas revelou potencial inibitério superior ao dos gathos, 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 interagdo entre esses fatores,
para a espécie mata-pasto, os dados s&o apresentados separadamente. Na Fig. 3, observa-se
que nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre as inibicdes promovidas pelos 6leos
essenciais das trés espécies doadoras sobre o desenvolvimento da raiz de mata-pasto. Ja na
comparagao do fator fragéo da planta doadora (Fig. 4), observa-se que os Oleos 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 éleo 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 interagao
entre planta doadora x fracdo da planta doadora, para as duas espécies receptoras, no
bioensaio de desenvolvimento do hipocétilo. Isoladamente, C. duckei , C. martii e C. reticulata
promoveram inibicées sobre o desenvolvimento do hipocétilo de malicia acima de 69%, com
destaque para a espécie C. reticufata, com inibicdo acima de 76%. Em relagao acs efeitos
sobre a espécie mata-pasto, a intensidade dos mesmos foi de ordem inferior, sendo o efeito
promovido por C. Marti, 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 ndo apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05) com relagdo as
inibigbes promovidas sobre o desenvolvimento do hipocétilo 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 informagdes confirmam a maior sensibilidade da espécie malicia
aos efeitos alelopaticos dos éleos essenciais das trés espécies de Copaifera,
independentemente da fragdo da planta.

Quando se considera as inibigdes potencialmente alelopaticas promovidas pelos 6leos
essenciais das trés espécies de Copaifera sobre a germinagao de sementes, desenvolvimento
da raiz e do hipocétilo, observa-se que os efeitos incidiram com maior intensidade sobre o
desenvolvimento do hipocétilo e, em menor intensidade, sobre a germinac¢do das sementes. Em
relagéo as duas fragdes das plantas doadoras, os 6leos essenciais dos galhos apresentaram
potencial inibitério superior na germinagaéo, enquanto os de folhas foram superiores na inibigao
do desenvoilvimento da raiz e do hipocétilo, embora, em determinadas ocasifes, essas
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diferen¢as ndo foram estatisticas significativa (p>0,05), especialmente em relagao aos efeitos
sobre o desenvolvimento do hipocétilo (Fig. 6).

Em estudos de alelopatia, variagdes no potencial alelopatico sac 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, diferengas na atividade alelopatica 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 ocasides essa diferenga ndoc foi estatisticamente
significativa {p>0,05).

As plantas produzem e estocam um sem-numerc de metabodlitos com atividade de
defesa, os quais se distribuem nos diferentes érgaos sem padrao 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 dleos essenciais apresentam o mesmo padric dos demais
aleloguimicos em relagéo & sua distribuig@o, podendo ser encontrados tanto em rizomas {48)
como em folhas e galhos, como neste trabatho.

Os efeitos alelopaticos de dleos essenciais devem ser vistos como ¢ resultado da agédo
conjunta dos seus diferentes componentes. No presente trabalho, a composi¢&o gquimica dos
oleos essenciais variou consideravelmente entre as espécies e entre as duas fracbes das
plantas (Fig. 1). Do total de constituintes identificados, quatro eram monoterpenos (linalol,
Butancato de (3Z)-hexenil, butancato de hexil e o 2-metilbutanoato de (3Z} hexenil}, um
diterpeno (kaureno) e os restantes eram sesquiterpenos. Os monoterpenos foram identificados
apenas nas folhas das espécies C. duckei (somente linalol) e C. martii (todos os quatro
monoterpenos). Os componentes majoritarios foram: p-cariofileno, B-copaeno, o-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 relagéo as variagées dos constituintes
quimicos de 6leos 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 relagdo aos efeitos promovidos sobre o
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desenvolvimento da raiz e do hipocétilo. Porém, as pequenas variagbes na atividade alelopatica
observadas entre as trés espécies ndo acompanhou a variacdo dos constituintes quimicos
majoritarios, o que indica a participagado de outros constituintes ndo majoritarios na atividade
alelopatica dos éleos.

Os trabalhos disponiveis na literatura abordando os efeitos alelopéaticos de dleos
essenciais sdo relativamente raros. Quando se considera os efeitos de constituintes
isoladamente ou em grupos mencres, os trabalhos sdo ainda mais escassos (32, 16). Dos
constituintes identificados como fazendo parte dos dleos essenciais das espécies estudadas
neste trabalho, atividade alelopética foi reportada apenas para §-cadinenc e linalol. O 8-
cadineno & um sesquiterpeno, considerado um aleloquimico em estado puro e tem apresentado
fitotoxicidade sobre o desenvolvimento da raiz de algodac e trigo, em concentracac de 1,0 nM
{38). O linalol foi apontado como importante agente alelopatico, com petente atividade inibitdria
{49). Os dados da Fig. 1 mostram que 8-cadineno esta presente em todas as espécies e nas
duas fracGes 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
concentragbes de 8-cadineno, com excegéo dos galhos de C. martii. Evidéncias de atividade
alelopatica 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
oleos essenciais de C. duckei, C. reticulata e C. martii. A intensidade e as variagbes verificadas
se devem mais as fontes (folhas ou galhos) do que a espécie. Comparativamente, os 6leos
obtidos das folhas foram mais efetivos na inibigdo do desenvolvimento da raiz e do hipocétilo,
enquanto que os dos galhos promoveram inibigdo de maior grandeza sobre a germinagao das
sementes. A acéo alelopatica dos 6leos incidiu com mais intensidade sobre a planta malicia do
que mata-pasto. O desenvolvimento do hipocétilo foi mais sensivel aos efeitos alelopaticos,
enquanto que a germinacao foi menos afetada. As diferengas na composi¢éo quimica dos oleos
podem explicar, em parte, as diferencas obtidas, especialmente em relagéo & presenca dos
componentes §-cadinenc e linalol, moléculas com atividade alelopatica ja comprovada. Esses
resultados conferem a flora Amazénica importancia bioldgica e econdmica, na medida em que
pode se constituir em importante fonte de moléculas quimicas com potencial uso na atividade

agricola.
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Tabela 1. Componentes quimicos (%) dos dleos essenciais de trés espécies de Copaifera.

Nome re C. duckei C. reticulata C. martii
Folha Galho Folha Galho Folha Galho
Linalo! 1103 0,38 - - - 0,53 -
Butanoato de (3Z)-hexenil 1189 - - - - 2,81 -
Butanoato de hexil 1194 - - - - 0,38 -
2-Metilbutanoato de (3Z)-hexenil 1234 - - ; - 014 -
5-Elemeno 1340 335 1,37 1,93 1,46 347 051
a-Cubebeno 1353 0,50 - 0,46 - 0,35 -
Ciclosativeno 1369 - - 0,30 1,60 - -
a-llangeno 1375 073 057 046 068 0,41 -
o-Copaeno 1379 1,01 2,21 1156 1,97 3,18 1441
Hexanoato de {(3Z)-hexenil 1384 - - - - 0,41 -
p-Bourboneno 1389 0,37 - 0,42 - - -
-Cubebeno 1394 - - - - - 5,19
j-Elemeno 1385 1,81 1,35 1,67 4,18 2,50 -
Cipereno 1404 0,29 1,80 2,44 1,54 219 8.25
Sesquitujeno 1409 - 0,16 - - - -
a-Gurjuneno 1415 - - - - 0,19 -
cis-a-berbamoteno 1420 - 0,25 - - - -
g-Cariofileno 1425 1392 3345 20,06 24,77 19980 9,20
B-Copaeno 1432 445 147 222 134 212 047
y-Elemeno 1437 - 1,16 056 080 084 -
Trans-a-Bergamoteno 1439 - - - - - 6,76
Aromadendreno 1444 0,59 0,54 0,70 0,57 - -
(z)-p-Farneseno 14456 - - - - - 3,03
Cis-Muurola-3,5-dieno 1450 - - - - - 0,82
Trans-Muurola-3,5-dieno 1455 - - 0,49 - - -
a-Humuleno 1458 4,81 7,63 435 497 490 1,85
Aloaromadendreno 1466 - - - - - 3,07
Cis-Cadina-1(8), 4-dienc 1468 1,32 0,62 071 011 132 -
4,5-di—epf-ﬁlg!ristolocheno 1474 - - - 0,33 - -

3-Muuroleno 1479 - - - - - 3,90
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Cont...
C. duckei C. reticulata C. martii
Nome IRc
Folha Galho Folha Galho Folha Galho
y-Gurjuneno 1479 - - 1,13 - 1,11 -
v-Muuroleno 1482 - 5,91 476 479 1,72 -
Germacreno D 1486 23,37 12,00 17,53 10,61 1582 4,92
B-Selineno 1491 - 1,03 196 1436 056 215
Trans-Muurola-4(14),5-dieno 1497 - - 0,83 - 1,21 -
Valenceno 1500 - 4,79 - - - -
a-Selineno 1500 - - - 11,57 - 4,06
Viridifloreno 1500 - - 2,98 - - -
Biciclogerrﬁacreno 1502 9,15 - 3,16 - 8,86
a-Muurcleno 1504 - - 1,98 1,06 - -
5-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 1,04 1,12
7-epi-a-Selineno 1522 - - - 0,40 - -
g-Cadineno 1527 6,18 526 661 374 519 719
Trans-Cadina-1,4-dieno 1535 0,53 0,17 037 0,12 034 0,58
a-Cadineno 1540 072 034 048 0117 036 -
a—CaIac?reno 1546 025 027 018 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 1,36 0,67 1,08 015 0,30 3,32
Oxido de cariofileno 1583 195 371 134 147 - 1,16
-copaen-4-g-ol 1582 - - - - - 0,80
Rosifoliol 1603 0,43 - - - - -
Epoxido de humuleno Il 1611 - 0,53 - - - -
1,10-di-epi-Cubenol 1617 - - 0,09
1631 0,56 1,11 065

1-epi~-Cubenol
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I:h Cont...
Norhe IRe C. duckei C. reticulata C. martii
‘ Folha Galho Folha Galho Folha Galho
y-Eudesmol 1635 0,26
Cubenol 1636 0,99 0,18
a-Muurolol 1646 3,09 0,57 2,98 1,12
epi-a-Cadinal 1646 1,78
a-Cadinol 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-1-3-ol 1693 0,26 0,13 0,13
Pentadecanal 1717 0,31
Kaureno 2051 0,69 1,52 1,35 154 018 168

IRc = Indice de retengao calculado
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Importante ressaltar que algumas caracteristicas, amplamente divulgadas como
taxonomicamente Uteis, como as variagbes morfolégicas e distribuicdo das estruturas
secretoras, N30 sdo seguras para distinguir as espécies aqui estudadas.

Para as sementes das espécies aqui investigadas, compostos fendlicos & alcaldides,
presentes no tegumento e nos cotiledones, respectivamente, s&o provavelmente as principais
substéncias relacionadas a defesa do embrido. Polissacarideos acidos, corpos protéicos e
lipidicos das células cotiledonares, possivelmente constituem as principais reservas.

Em relat;éo a histoquimica dos limbos foliolares de eofilos e metafilos, observou-se
amido, substancias lipofilicas e pécticas, idioblastos mucilaginasos, fendlicos e cristaliferos,
estes dltimos localizados ao longo dos feixes vasculares, comum a maioria das Leguminosae.

Mesmo com a presenca 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.

Com os estudos da atividade alelopética dos oleos essenciais de C. duckei, C. reticulata
e C. martii, constatou-se que a intensidade e as variagbes verificadas se devem mais as fontes
(folhas ou galhos) do que a espécie, ja que os dleos obtidos das folhas foram mais efetivos na
inibigdo do desenvolvimento da raiz e do hipocétilo, enquanto que os dos galhos promoveram
inibicao de maior grandeza sobre a germinagio das sementes.

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

As difeﬁenq:as na composi¢do quimica dos dleos podem explicar, em parte, as diferengas
obtidas, especialmente em relagéo & presenga dos componentes 5-cadineno e linalol, moléculas
com atividade alelopatica ja comprovada.. Esses resultados conferem a flora Amazbnica
importancia biolégica e econdmica, na medida em que pode se constituir em importante fonte
de moléculas quimicas com potencial uso na atividade agricola.

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

Além da elevada taxa de desmatamento, nas areas onde foi coletado material botanico
das espécies aqui estudadas, foi verificado, também, 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. P



3 CONCLUSAO

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

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

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

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

Quanto ao eixo embrionario, C. duckei apresenta pequeno diametro em relagéo ao seu
comprimento, enquanto que os de C. reticulata e de C. martii sdo proporcionais. Os eixos de C.
duckei e de C. martii tém base angulosa, &pice truncado e apresentam plimula rudimentar,
havendo, nas r;(_éspectivas espécies, um e dois relevos na regido apical do eixo embrionério; ja
em C. reticufata, a base é angulosa e o apice irregular, e a plumula 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 folidceas conspicuas, visiveis a vista desarmada, em C. reticulata, ausentes em C.
duckei e semelhantes a da plantula em C. martii, sendo também foliaceas, 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 ¢ numero de material analisado as
caracteristicas se sobrepunham, exceto as ressaltadas anteriormente.

Eofilos ﬁ: metafilos de C. duckei, C. martii e C. reticulata apresentaram o mesmo padréao
anatémico.

O nimero 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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Quadro 2. Namero de registro do material botanico das matrizes dos espécimes estudados.

Espécies Nomes vernaculares Local E?.tlae tc;ass N° Herbdrio Coletor e N°
Acara 06/2000 IAN 176.876 Ana Cristina Magalhdes Carvalho, 02
Paragominas 0512002 IAN 175.801 Ana Cristina Magalhaes Carvalho, 25
) 04/2002 IAN 175602 Regina Célia Viana Martins-da-Silva, 76
. o Mosqueiro 07/2007 IAN 175603 Regina Célia Viana Martins-da-Silva, 77
_ ' copaiba R 05/2008 _JAN 175605 Regina Célia Viana Martins-da-Silva, 79_
Copaifera duckei “Dod6i” Bracanca 09/2003 IAN 180436 Miguel Pastana do Nascimento, 281
gang 07/2007 tAN 180437 Miguel Pastana do Nascimento, 282
06/2005 . .
Moju 0712007 IAN 180660 Miguel Pastana do Nascimento, 402
07/2005 . .
07/2007 IAN 181039 Jair Freitas da Costa, 180
. 04/2002
Mosqueiro 07/2007 IAN 175604 Regina Célia Viana Martins-da-Silva, 78
“copaibarana”, 05/2008
“copaiba de restinga’ B 10/2002 IAN 178.276 Eily Simone Cajueiro Gurgel, 137
i i inga”, arcarena
Copaffera martij . COPa> 9 102007 IAN 176.278 Ely Simone Cajueiro Gurgel, 139
copaiba de canga” 09/2008
IAN 179.134 Regina Célia Viana Martins-da-Silva, 115
Belterra 10/2003 IAN 179.135 Regina Célia Viana Martins-da-Silva, 116
IAN 179.136 Regina Célia Viana Martins-da-Silva, 117
. 04/2006 MG 186.090 Ely Simone Cajueiro Gurgel, 591
Mosqueiro 06/2007 . o
05/2008 MG 186.091 Ely Simone Cajueiro Gurgel, 592
“copaiba”, “copaiba Séo Félix 09/2002 AN 176.207 Mério L. Barreto Jesus, M. 51
Copaifera branca”, “copaiba da Medicilandia 12/2002 IAN 178.302 Mario L. Barreto Jesus, 118
ticul,
reticulata folha . Soure 01/2003 IAN 178784 Mario L. Barreto Jesus, 134
pequena’,
Paragominas 06/2003 IAN 178.850 Miguel Pastana do Nascimento, 258
Baigo 6/2002 IAN 180.400

7/2007

Jodo Carlos Lima de Oliveira, 321
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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