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PALERMO, F. H. ASPECTOS SUBCELULARES E INFLUENCIA DE FATORES
EXOGENOS NOS ESPACOS SECRETORES DE RESINA DE Protium heptaphyllum
(AUBL.) MARCHAND. 2018. 53p. DISSERTACAO (MESTRADO) — INSTITUTO DE
BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

Resumo - Espécies de Burseraceae sdo conhecidas pela producéo de resina utilizada na producéo
de incensos, repelentes, impermeabilizantes, medicamentos e cosméticos, além de conferir as
plantas protecdo contra herbivoros e patdgenos. Protium heptaphyllum € uma espécie arbdrea
produtora de resina aromatica com comprovada acdo medicinal no tratamento de doencas
respiratérias e do trato digestivo, dentre outras. Apresenta grande plasticidade quanto aos
ambientes de ocorréncia, estando presente em ecossistemas com caracteristicas contrastantes em
diferentes regides do Brasil. Espacos secretores de resina ocorrem associados ao floema de raiz,
caule e folhas, podendo formar uma rede anastomosada no caule. Esse trabalho teve como
objetivo analisar o0s aspectos subcelulares envolvidos na origem, desenvolvimento e
funcionamento dos espacos secretores de resina em P. heptaphyllum, além de avaliar a influéncia
do etileno no desenvolvimento do sistema secretor. Amostras de caule jovem foram processadas
para anélise convencional e citoquimica em microscopia eletronica de transmissdo. Plantas jovens
foram mantidas em casa de vegetacdo e submetidas a diferentes concentracdes de Ethephon: 6g L
1 (T1), 12g L™ (T2), 18g L™ (T3) e 24g L™ (T4); amostras de suas folhas e caule foram
processadas segundo técnicas usuais em anatomia vegetal. Os canais secretores se originam por
esquizogénese e se desenvolvem por esquizolisogénese. As células epiteliais apresentam
populacdo de organelas consistente com secrecdo de lipidios, polissacarideos e proteinas. Canais
maduros podem se alongar, ramificar e fundir por processo que envolve separagdo e morte de
células. Pectinase e celulase foram detectadas e estdo associadas ao processo de expansdo do
sistema secretor e liberagdo da secrecdo. Folhas de plantas tratadas com Ethephon mostraram
aumento na area do lume dos ES, o que pode estar relacionado a agéo do etileno em processos de
degradacéo da parede celular. No caule primério, plantas do T2 e T3 apresentaram diminui¢do na
area do lume em comparacdo com o grupo controle e T1. No caule em crescimento secundario,
plantas do T4 apresentaram maior densidade de ES; entretanto, nessa regido caulinar, plantas do
T2 e T4 apresentaram ES com menor area do lume. A resposta diferencial do sistema secretor em
0rgdos em estrutura priméria e secundéaria pode estar relacionada a atuacdo distinta do hormdnio
nos diferentes meristemas. Nossos resultados podem fornecer subsidios para o estabelecimento de

técnicas mais sustentaveis e eficientes de extracdo de resina dessa espécie.

Palavras-chave: breu-branco, canais secretores, desenvolvimento, etileno, resina, ultraestrutura



PALERMO, F. H. SUBCELLULAR FEATURES AND INFLUENCE OF EXOGENOUS
FACTORS ON THE RESIN SECRETORY SPACES IN Protium heptaphyllum (AUBL.)
MARCHAND. 2018. 53p. MSc DISSERTATION — BIOCIENCE INSTITUTE, UNESP —
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

Abstract - Burseraceae species are known for resin production used in the yield of incense,
repellent, waterproofing, drugs and cosmetics, and also protect plants against herbivores and
pathogens. Protium heptaphyllum is a tree producer of aromatic resin with medicinal action in
respiratory and digestive diseases, among others. It occurs in many environments, being present in
ecosystems with contrasting characteristics in different regions of Brazil. Resin secretory spaces
(SS) occur associated with phloem in root, stem and leaves, and form an anastomosed network in
the stem. We aimed to analyze the subcellular aspects involved in the origin, development and
functioning of the resin secretory spaces in P. heptaphyllum, besides to evaluate the influence of
ethylene on the development of the secretory system. Young stem samples were processed for
conventional analysis and cytochemistry in transmission electron microscopy. Young plants were
kept in greenhouse and treated with different concentrations of Ethephon: 6g L™ (T1), 12g L™
(T2), 18g L™ (T3) e 24g L™* (T4); leaf and stem samples were processed according to usual
techniques in plant anatomy. Secretory canals in the phloem originated by schizogenesis and
developed by schyzolysigenesis. Epithelial cells presented organelles consistent with lipid,
polysaccharides and proteins secretion. Mature canals can elongate, ramify and fuse, resulting in a
complex structure. Pectinase and cellulase were detected and are associated with expansion and
processes of secretion release of the secretory system. Leaves from plants treated with Ethephon
showed wider SS; this can be associated with the ethylene action in degradation processes of cell
walls. In the primary stem, plants under T2 and T3 presented narrower lumen area in comparison
to control group and T1. In secondary stem, plants under T4 exhibited higher density of SS;
however, in this stem region, plants under T2 and T4 showed SS with narrower lumen. The
differential answering of the secretory system between organs under primary and secondary
growth can be associated with the distinctive action of ethylene on the different meristems. Our
results can provide subsidies to the establishment of more sustainable and efficient techniques of

resin extraction in this species.

Keywords: breu-branco, secretory canals, development, ethylene, resin, ultrastructure



Introducéo geral

Espacos secretores (canais e cavidades) sdo estruturas secretoras internas constituidas
por um epitélio de células secretoras especializadas que delimitam um espaco intercelular
(lume), onde a secre¢do produzida se acumula (Fahn 1979). A diferenciagédo entre cavidades e
canais secretores é baseada em seus aspectos morfoldgicos em secgdes longitudinais, sendo
que cavidades secretoras apresentam lume esférico ou ovdide, enquanto que os canais
secretores mostram-se alongados e com lume estreito em plano longitudinal (Fahn 1979).

Cavidades e canais secretores podem se originar por: a) lisogénese, processo que
envolve a desintegracao (lise) de células para a formacdo do lume; b) esquizogénese, no qual
o afastamento das células epiteliais pela dissolucdo da lamela média resulta na formacéo do
lume; e c) esquizolisogénese, processo que envolve uma combinagdo entre afastamento e
morte celular (Fahn 1979; Evert 2013).

As substancias produzidas pelos espagos secretores podem apresentar natureza
quimica diversa, podendo conter 6leos essenciais, resinas, mucilagem, proteinas, compostos
fenolicos, alcaloides, flavonoides, dentre outras (Metcalfe & Chalk 1950; Fahn 1979; Castro
& Machado 2006; Donato & Morretes 2007; Rodrigues & Fett-Neto 2009; Rocha et al. 2011;
Rodrigues et al. 2011a). Dentre essas substancias, merecem destaque os terpenos, substancias
com reconhecida importancia ecoldgica e econémica, representados pelos 6leos-essenciais e
pelas resinas (Langenheim 2003). Os Gleos essenciais sdo terpenos volateis de baixo peso
molecular, enquanto que as resinas sdo formadas por uma mistura de terpenos volateis e nao-
volateis (Langenheim 2003). Entre os principais produtores de resina estdo familias
pertencentes as gimnospermas, as monocotiledéneas e as eudicotileddneas, dentre elas
Burseraceae (Langenheim 2003).

As caracteristicas ultraestruturais das células epiteliais de canais e cavidades
secretores variam conforme a composicdo da secrecdo produzida (Fahn 1979; Evert 2006).
Dictiossomos ativos na producdo de vesiculas caracterizam o citoplasma de células produtoras
de material hidrofilico (Fahn 2000; Rodrigues et al. 2011b). Em células ativas na secrecao de
substancias lipofilicas, a presenca de reticulo endoplasmatico liso bem desenvolvido,
plastidios desprovidos de tilacdides e abundancia de gotas de 6leo no citoplasma sé&o
caracteristicas tipicamente observadas (Fahn 1979; Paiva & Machado 2007; Rodrigues et al.
2011a). Em células produtoras de proteinas, o citoplasma é caracterizado pela abundancia de

ribossomos e pela proliferacdo do reticulo endoplasmatico rugoso (Evert 2013).



A liberacédo da secrecdo das células epiteliais para o lume pode ocorrer por mecanismo
hol6crino ou merdcrino (écrino e granuldcrino). A presenca de vesiculas proximas a
membrana plasmética pode indicar secrecdo granuldcrina, onde as vesiculas produzidas por
dictiossomos e reticulo endoplasmatico se fundem a membrana plasmatica, liberando seu
conteddo por exocitose. J& na secrecdo écrina as substancias atravessam diretamente a
membrana plasmatica, por mecanismos de transporte ativo ou passivo. Na secre¢do holécrina,
0 contedo produzido é liberado pela dissolucdo ou lise das células epiteliais (Fahn 1979;
Evert 2013).

Apesar da presenca dos espagos secretores representar um carater constitutivo em
muitos grupos de plantas, fatores externos podem influenciar no desenvolvimento de canais e
cavidades, assim como na quantidade e composi¢cdo quimica da secre¢do produzida
(Langenheim 2003; Rodrigues et al. 2014). Intensidade luminosa, temperatura, altitude,
disponibilidade de &gua e nutrientes, ataque de herbivoros e patdgenos, ferimentos dentre
outros fatores, podem induzir mudancas nos aspectos morfolégicos, subcelulares e funcionais
do sistema secretor de espécies pertencentes a diversas familias (Fahn & Benayoun 1976;
Nair et al. 1980, 1985; Lin et al. 2001; Sheue et al. 2003; Moreira et al. 2008; Rodrigues et
al. 2014).

De forma geral, o estresse provocado por fatores bidticos ou abidticos é capaz de
promover a liberacdo de grandes quantidades de hormoénios no corpo vegetal, dentre eles o
etileno (Taiz & Zeiger 2009). O etileno € um horménio gasoso que regula muitos processos
durante o crescimento e desenvolvimento vegetal (Trobacher 2009) e € um importante
mediador das respostas das plantas ao estresse provocado por fatores bidticos e abidticos
(Wang & Ecker 2002). Trabalhos mostram que a aplicagdo de Ethephon em sua forma
sintética pode induzir a formacdo de espacos secretores em espécies vegetais (Nair et al.
1985), além de induzir o aumento do didametro dos espacos secretores (Tomas et al. 1993) e
aumentar de forma significativa a quantidade da producéo da secrec¢do produzida (Bhatt 1989;
Scarazatti 2011; Zufiiga 2013).

Espécies de Burseraceae sdo caracterizadas pela presenca constitutiva de canais
secretores de resina associados ao floema (Metcalfe & Chalk 1950). A resina produzida por
espécies de Burseraceae é fortemente aromatica (Langenheim 2003) e apresenta importancia
ecologica conferindo as plantas protecdo contra ataques de herbivoros e patégenos (Bowers et
al. 2001). Além disso, apresenta grande importancia econémica, sendo amplamente utilizada
na producdo de farmacos, cosméticos (Souza et al. 2016) e incensos, dentre outros (Tolera

2013). Ainda, merece ser mencionado o valor historico da secrecdo produzida por espécies da
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familia. Registros de seu uso datam desde a época do Egito faradnico (3000 a.C), onde se
utilizava 6leo de mirra (Commiphora myrrha) para o embalsamento dos mortos (Langenheim
2003). Outros povos também se utilizavam desta matéria prima, como 0s Sumérios,
Babildnios e Assirios, indicando um amplo comércio na regido do sudeste da Arabia (Groom
1981; Langenheim 2003). O incenso e mirra, muito utilizados em ceriménias religiosas e
citados em passagens biblicas sdo extraidos, respectivamente, de espécies pertencentes aos
géneros Boswellia e Commiphora (Tolera 2013). Na regido das Américas, 0 uso da resina de
copal (Protium copal) pela civilizacdo Maia, data de 600 d.C., sendo muito utilizado também
em suas cerimonias religiosas (Tripplett 1999; Langenheim 2003).

Apesar da importancia de Burseraceae na producao de resina com alto valor ecologico,
econdmico e histdrico, os estudos morfoldgicos sobre o sistema secretor em membros da
familia sdo escassos e restritos a um pequeno numero de espécies, principalmente no que se
refere aos aspectos subcelulares envolvidos no desenvolvimento e funcionamento dos canais
secretores. Em Commiphora mukul, Setial et al. (1977) observaram que 0s canais secretores
no floema caulinar se desenvolvem por esquizogenia e suas células apresentam maquinaria
para intensa sintese lipidica e proteica. Nessa mesma espécie, Nair et al. (1981) mostraram
que precursores da resina sdo produzidos no citoplasma das células epiteliais e que a secrecao
atravessa a parede celular para se depositar no lume do canal.

Bhatt (1987) por meio de microscopia eletronica de transmissdo analisou 0 processo
de origem e desenvolvimento dos canais secretores no caule de Commiphora wightti e notou
que o inicio de um espaco secretor é sinalizado pela formacdo de um espaco esquizégeno
entre um grupo de células procambiais. Em embriGes somaticos dessa mesma espécie
produzidos in vitro, Kumar et al. (2004) observaram que canais secretores de resina estdo
presentes desde a fase de torpedo e que grande quantidade de resina é produzida em culturas
de tecido. Shah et al. (1980) registraram a alta atividade enzimatica das células epiteliais dos
canais de Commiphora mukul e Boswellia serrata o que foi atribuido aos processos de
degradacdo e conversdo de substancias durante a diferenciacdo dos canais e sintese da
secrecéo.

Tolera et al. (2013) encontraram canais secretores de resina no lenho e na casca do
caule de Boswellia papirifera; os autores observaram que o sistema secretor forma uma rede
tridimensional na por¢do mais interna da casca, enquanto que no lenho ocorrem canais apenas
no sentido axial; segundo os autores, a distribuicdo e arquitetura dos canais de resina pode ter
implicacdes para o estabelecimento de técnicas de extracdo mais sustentaveis da secre¢do. Em

2016, Souza et al. descreveram a presenca de canais secretores associados ao floema de
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quatro especies de Protium e observaram variagdes na composi¢do dos 6leos essenciais entre
elas.

No Brasil, 0 género Protium Burm. f € 0 mais comum dentre as Burseraceae, havendo
registros de 35 espécies (Rankin-de-Mérona et al. 1992; Daly & Fine 2011). Estudos tém
investigado a composi¢do quimica da secrecdo produzida por espécies deste género (Bandeira
2002; Rudiger et al. 2007; Marques 2010, Lima et al. 2016) e tém demonstrado a importancia
farmacéutica e bioldgica de seus produtos (Otuki 2005; Souza et al. 2016).

Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand, é uma espécie arbdrea conhecida como
breu-branco ou almecega. Apresenta ampla distribuicdo no Brasil ocorrendo nas regides norte,
nordeste, centro-oeste e sudeste do pais (Bandeira et al. 2002; Cité et al. 2006; Daly & Fine
2011). A resina que exsuda de seu tronco e folhas, além de servir como fonte de recursos para
a indastria farmacéutica, ¢ fonte de matéria-prima utilizada na fabricacdo de cosméticos,
produtos de higiene, repelentes, vernizes, incensos e velas (Siani et al. 1999; Revilla 2001;
Bandeira et al. 2001; Oliveira et al. 2005; Amaral et al. 2006; Pontes et al. 2007; Marques et
al. 2010). Estudo recente relata a ocorréncia de espacos secretores de resina associados ao
floema de raiz e caule em estrutura primaria e secundaria e folhas de individuos de P.
heptaphyllum (Rodrigues 2017). No caule, Rodrigues (2017) observou que 0s canais
secretores sofrem processo de expansdo e anastomose mesmo em o6rgdos ja diferenciados.
Entretanto, estudos ultraestruturais detalhados envolvendo técnicas especificas que permitam
0 entendimento do processo de expansdo e fusdo glandular ndo foram encontrados para
espécies da familia. Tampouco, foram encontradas informacBes sobre os aspectos
ultraestruturais envolvidos na origem e funcionamento (sintese, acimulo e liberacdo da
secrecdo) do sistema secretor em P. heptaphyllum.

O sistema secretor de P. heptaphyllum parece apresentar plasticidade de
desenvolvimento no que se refere ao nimero e tamanho dos espagos secretores em resposta a
fatores exdgenos. Rodrigues (2017) mostrou que individuos adultos de P. heptaphyllum
vivendo em ambiente naturalmente alagavel pelo pulso das marés em éarea de restinga
apresentaram espacos secretores mais numerosos e com lume mais amplo em folhas e caule
em estrutura primaria, além de espacgos secretores com &rea do lume duas vezes maior em
caule em estrutura secundaria, em compara¢do com individuos ocorrentes em areas nao-
alagaveis.

Este trabalho teve como objetivo analisar os aspectos subcelulares envolvidos na

origem, desenvolvimento e funcionamento dos espagos secretores de resina em P.



heptaphyllum, além de avaliar a influéncia do etileno no desenvolvimento do sistema secretor

dessa espécie.
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Consideracoes finais

Este trabalho foi dedicado ao entendimento dos processos celulares envolvidos no
desenvolvimento dos espacos secretores de resina em P. heptaphyllum, além de contribuir
para o conhecimento da influéncia de fatores exdgenos no desenvolvimento do sistema
secretor de resina em espécies nativas.

A utilizacdo de técnicas convencionais e citoquimicas para deteccdo de enzimas
(celulase e pectina) ao microscopio eletrébnico de transmissdo produziram informagdes
importantes sobre as alteraces celulares nos espacos secretores dessa espécie que levam ao
alongamento, ramificacdo e fusdo de canais, mesmo em 06rgdos maduros. As informacoes
obtidas possibilitaram a complementagdo dos dados sobre a formacgdo dessa complexa rede
secretora tridimensional anastomosada responsavel pela producdo de resina com alto valor
ecologico e econdmico. Conhecer a estrutura do sistema secretor de resina em P.
heptaphyllum e os aspectos celulares envolvidos em seu desenvolvimento pode ter
implicacdes sobre a forma de extracdo do exsudato e gerar subsidios para o entendimento dos
mecanismos de defesa da planta contra herbivoros.

Nossos resultados mostram que o estresse provocado pelo etileno liberado pela
aplicacdo do Ethephon é capaz de induzir alteracfes estruturais no sistema secretor de P.
heptaphyllum. A aplicagcdo de Ethephon em plantas jovens produziu respostas diferenciais no
sistema secretor em Orgdos com estrutura priméria e secundaria, indicando que 6rgdos em
diferentes estagios de desenvolvimento podem responder de formas distintas a situacfes de
estresse. Esses dados sdo inéditos e abrem novas perspectivas para o estudo da influéncia de
fatores exdgenos no desenvolvimento e funcionamento de glandulas presentes em 6érgdos em
crescimento primario e secundario. Pesquisas adicionais merecem também ser realizadas para
verificar possiveis alteracfes subcelulares no sistema secretor e na quantidade e composicédo
da secrec¢do produzida por plantas sob diferentes concentracdes de Ethephon.

Por fim, os dados obtidos com o desenvolvimento desse trabalho preenchem uma
importante lacuna sobre os processos celulares envolvidos no estabelecimento da complexa
rede secretora em P. heptaphyllum, além de subsidiar o estabelecimento de técnicas mais
sustentaveis de extracdo da resina e o entendimento da tolerancia das plantas ao estresse,

ressaltando a necessidade de preservacao dos ambientes em que ocorrem.
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