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RESUMO

No Cerrado, o fogo ¢ um fator determinante para a estrutura da vegetacdo, sendo a
sobrevivéncia das espécies estabelecida por suas caracteristicas anatomicas, fisioldgicas e
comportamentais. Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand ¢ uma espécie de Burseraceae
nativa do Brasil e que ocorre em diversos tipos de vegetacdo, incluindo o Cerrado. Canais
secretores associados ao floema ocorrem por todo o eixo vegetativo e produzem resina
aromatica com valor ecologico, econdmico e medicinal. O objetivo deste trabalho foi identificar
as respostas morfofuncionais e as estratégias envolvidas na sobrevivéncia de P. heptaphyllum
apos a passagem de fogo, além de investigar a influéncia desse elemento no sistema secretor da
espécie. Individuos com cerca de nove meses de idade foram submetidos a um experimento de
fogo controlado e posteriormente acompanhados em casa de vegetacdo por seis meses, onde
também estavam individuos controle. Andlises morfoldgicas quantitativas foram realizadas
todo més e ao final do periodo de acompanhamento. Amostras de folhas, caule aéreo e colo
foram processadas para estudos anatémicos. A composi¢cdo quimica da secrecao produzida
pelas folhas foi analisada através de extrato com acetato de etila, por meio de cromatografia
gasosa acoplada com espectometro de massas. Todos os individuos submetidos ao fogo
apresentaram rebrotamento, além de uma maior taxa de crescimento em comparagdo com
plantas do grupo controle. Gemas foram observadas no colo dos individuos controle e daqueles
submetidos ao fogo. Nas folhas dos individuos que passaram pelo fogo foi registrada maior
relacdo entre a area ocupada pelos canais secretores e a area da nervura principal. Na porcao
jovem do caule, a densidade de canais secretores foi maior nos individuos submetidos ao fogo,
enquanto que no caule em crescimento secundario, a densidade de canais secretores foi maior
no grupo controle. Nas andlises quimicas, os principais constituintes identificados nas folhas de
P. heptaphyllum foram vitamina E, sitosterol, a-amirina, esqualeno e B-amirina. A vitamina E
foi o0 unico composto que diminuiu apos experimento do fogo. Os resultados aqui apresentados
colaboram para o entendimento das respostas de plantas nativas que ocorrem naturalmente em
areas sujeitas ao fogo, especialmente no que se refere ao desenvolvimento e funcionamento do

sistema secretor.

Palavras-chave: canais secretores, composicdo quimica, gemas, rebrotamento, Orgaos

vegetativos.



ABSTRACT

In the Cerrado, fire is a determining factor for the structure of the vegetation, with the survival
of species determined by their anatomical, physiological and behavioral characteristics.
Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand is a species of Burseraceae native to Brazil and occurs
in different types of vegetation, including the Cerrado. Secretory canals associated with the
phloem occur throughout the vegetative axis of P. heptaphyllum and produce aromatic resin
with ecological, economic and medicinal value. The objective of this work was to identify the
morphofunctional responses and strategies involved in the survival of P. heptaphyllum after the
passage of fire, in addition to investigating the influence of this element on the species' secretory
system. Individuals around nine months old were subjected to a burning experiment and
subsequently monitored in a greenhouse for six months, where control individuals were also
present. Quantitative morphological analyzes were performed every month and at the end of
the follow-up period. Samples of leaves, stem and root crown were processed for anatomical
studies. The chemical composition of the secretion produced by the leaves was analyzed using
ethyl acetate extract, using gas chromatography coupled with a mass spectrometer. The results
show that all individuals subjected to fire showed the formation of regrowth, in addition to a
higher growth rate than the control plants. Buds were observed in the root crown of control
individuals and those subjected to fire. In the leaves from individuals that submitted to fire a
higher relation between the area occupied by the secretory canals and the midrib area was
registered. In the young portion of the stem, the density of secretory canals was greater in
individuals subjected to fire, while in the stem under secondary growth the density of secretory
canals was higher in the plants from the control group. In chemical analyses, the main
constituents identified in P. heptaphyllum leaves were vitamin E, sitosterol, a-amyrin, squalene
and B-amyrin, with vitamin E being the only compound that decreased under fire conditions.
The results presented here contribute to the understanding of the responses of native plants to
fire occurring naturally in areas subject to fire, especially with regard to the development and

functioning of the secretory system.

Keywords: secretory canals, chemical composition, buds, regrowth, vegetative organs.



1. INTRODUCAO GERAL

O fogo ¢ um distirbio com uma longa historia evolutiva, que esta presente influenciando
a vegetacao desde o surgimento das plantas terrestres, ha cerca de 540 milhdes de anos (Pausas
& Keeley, 2009). Um fato marcante € a relagao do fogo com a propagacao das gramineas C4
no periodo Terciario, visto que os incéndios da época abriram grandes clareiras em regides
florestais, permitindo maior incidéncia de luz, e consequentemente um favorecimento das
plantas C4 em relacao as C3 (Keeley & Rundel, 2005).

A relacdo entre fogo e vegetacdo ¢ dinamica em ecossistemas inflamaveis, estando
relacionada com a disponibilidade de material combustivel e inflamabilidade (Whelan, 1995).
A composicdo e estrutura das comunidades vegetais estdo relacionadas ao regime de fogo, ou
seja, sua frequéncia, duragdo, intensidade e severidade (Bond & Wilgen, 1996; Whelan, 1995).
A ocorréncia do fogo pode se dar de maneira natural ou antrdpica, mas apesar de todas as
formagdes vegetais estarem sujeitas a queimadas, os ecossistemas apresentam respostas
diferentes a estes disturbios (Whelan, 1995). Em ambientes savanicos, o fogo ¢ necessario para
manter as populagdes vegetais de gramineas e lenhosas em equilibrio (Sankaran et al., 2005),
impedindo a invasao florestal (Hoffmann et al., 2012).

O bioma Cerrado, conhecido como savana brasileira, ocupa aproximadamente 23% de
todo territorio do pais (Ribeiro & Walter, 2008). E o tinico bioma que faz divisa com os outros
cinco biomas brasileiros, e conta com um clima sazonal, caracterizado pela presenga de
invernos secos e verdes chuvosos (Ribeiro & Walter, 2008). Esse clima, além de ter sido um
fator essencial para sua origem, ¢ um fator desencadeante dos solos distréficos e do disturbio
de fogo, que sdo agentes de selecdo fundamentais para manutencdo do bioma (Pinheiro &
Monteiro, 2010). O Cerrado contém a maior biodiversidade do continente em termos de
espécies endémicas, € por ser um bioma extenso, apresenta a formacdo de diversas
fitofisionomias, que vao desde regides de campo (Campo Sujo, Campo Limpo e Campo
Rupestre) e savana (Cerrado Sentido Restrito, Parque de Cerrado, Palmeiral e Vereda) até
regides de formacao florestal (Mata Ciliar, Mata de Galeria, Mata Seca e Cerraddo) (Ribeiro &
Walter, 2008).

A presenca recorrente do fogo ¢ um elemento determinante para a vegetacao do Cerrado,
especialmente em fitofisionomias abertas (Miranda et al., 2002). A maior parte da flora do
bioma ¢ de espécies adaptadas ao fogo, envolvendo ndo apenas tolerancia a ele, mas também
dependéncia desse elemento (Coutinho, 1990). Muitas espécies vegetais, inclusive, parecem

depender do fogo para a reproducdo sexual, com floragao intensa observada apds eventos de



fogo (Miranda et al., 2002). Segundo Oliveira-Filho & Ratter (2002), a flora lenhosa do Cerrado
tem caracteristicas tipicas de vegetacdo adaptada a periodicidade do fogo, tais como troncos e
ramos tortuosos, suber espesso, macrofilia, esclerofilia, arvores com ramificagdes escassas,
folhas concentradas nas pontas dos ramos, e grande investimento em estruturas de reservas de
carboidratos e nutrientes (Hoffmann & Moreira, 2002). H4 ainda um nimero consideravel de
espécies que apresentam sistema subterrdneo espessado, como xilopodios, raizes tuberosas,
soboles e rizoforos, além de raizes gemiferas (Pausas et al., 2018).

A familia Burseraceae, embora apresente grande diversidade e abundancia nas florestas
umidas da Amazodnia, também estd presente no Cerrado (Daly et al., 2022). Provavelmente
originada no periodo do Eoceno, na América do Norte, Burseraceae possui atualmente cerca de
750 espécies, distribuidas em 18 géneros (Weeks et al., 2005). Com distribui¢do Pantropical, a
familia é dividida em trés tribos: Canarieae, Proticae ¢ Bursereae, sendo Protieae a de maior
representacao nos neotropicos (Swart, 1942). No Brasil, sdo cinco géneros e 118 espécies (Flora
e Funga do Brasil, 2023), a maioria nativa da regido amazonica (Souza & Lorenzi, 2005),
embora seus representantes estejam presentes também na Mata Atlantica (exceto na Regido Sul
do Brasil), Caatinga e Cerrado (Flora e Funga do Brasil, 2023). Inclusive, registos recentes
mostram a descoberta de Bursera pereirae Daly, o primeiro registro de Bursera para aregido do
Cerrado e a tnica espécie da tribo Bursereae endémica do Brasil (Daly et al., 2022).

Burseraceae ¢ uma das principais familias de angiospermas produtoras de resina com
propriedade altamente aromatica (Daly et al., 2022). Sua importancia ¢ historica, uma vez que
abriga as espécies produtoras de mirra e olibano (franquincenso), produtos comerciais dos mais
importantes do mundo antigo e medieval (Langenheim, 2003). O 6leo de mirra (Commiphora
myrrha), por exemplo, ¢ utilizado desde a época do Egito faradnico (3000 a.C), para o
embalsamento dos mortos (Langenheim, 2003). Atualmente, além da importancia cultural, a
resina produzida por espécies de Burseraceae ¢ bastante utilizada na produgdo de cosméticos,
repelentes, inseticidas, medicamentos e na calafetagem de embarcagdes, dentre outros
(Langenheim, 2003; Lima & Pirani, 2005).

O género Protium Burm. f. ¢ o mais representativo de Burseraceae em numero de
espécies, contando com cerca de 200 espécies, sendo 68 delas registradas no Brasil (Hiura &
Watanabe, 2017). O principal centro de diversidade do género estd na Amazdnia, onde ocorrem
42 espécies endémicas (Lima & Pirani, 2005), porém existe grande presenc¢a do género em areas
de Cerrado, principalmente de Protium heptaphyllum (Daly et al., 2022). A presenga de canais

secretores de resina ¢ considerada uma caracteristica do género (Reis Souza, 2016).



Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand ¢ encontrada na Floresta Amazonica,
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Flora e Funga do Brasil, 2023). Trata-se de uma espécie
nativa popularmente conhecida pelos nomes de almecega, améscla ou breu-branco (Corréa,
1984). Os individuos de P. heptaphyllum podem apresentar de 5 a 15 metros de altura, possuem
folhas compostas pinadas e glabras, com 3-7 foliolos subcoridceos a cartaceos, e ramos glabros,
com poucas lenticelas. Suas flores sdo pequenas, unissexuais, e estdo dispostas em
inflorescéncias, podendo apresentar coloragao vermelha a vindcea ou amarelada a esverdeada,
dependendo da area geografica. A floragcdo pode ocorrer entre os meses de junho a outubro, ¢ a
frutificacao de junho a fevereiro (Lima & Pirani, 2005). A espécie ¢ considerada perenifolia e
heliofita (Lorenzi, 1992), e pela sua ocorréncia em diferentes ecossistemas, apresenta
plasticidade de caracteres morfoldgicos e/ou fisioldgicos. Dessa forma, possui potencial
ecologico e ornamental, sendo bastante explorada na arborizagao urbana e rural e também no
reflorestamento de areas degradadas, visto que seus frutos sdo muito atrativos para passaros,
devido a presenca de um arilo adocicado envolvendo as sementes (Lorenzi, 1992).

As arvores de P. heptaphyllum produzem uma resina caracteristica por todo seu eixo
vegetativo, sendo fortemente aromatica e que endurece em contato com o ar (Susunaga, 1996).
Além de ser muito utilizada na medicina popular e servir como fonte de recursos para a industria
farmacéutica, a resina de P. heptaphyllum também ¢ fonte de matéria-prima utilizada na
fabricagdo de vernizes, incensos ¢ velas (Corréa, 1984; Bandeira et al., 2001). Muitos estudos
vém comprovando as propriedades medicinais dessa resina, inclusive sua atividade
antimutagénica (Lima et al., 2016).

De modo geral, a presenga de dleos, resinas e gomas vegetais podem estar relacionados
a inflamabilidade de espécies de areas suscetiveis ao fogo (Batista et al., 2012). Os compostos
encontrados nos canais resiniferos das folhas e cascas de algumas espécies de coniferas e alguns
géneros de Anacardiaceae, por exemplo, faz com que essas plantas tenham uma maior
capacidade de flamabilidade (Kiigiik & Aktepe, 2017). Entretanto, mesmo contando com a
secre¢dao de resina, um estudo indica que P. heptaphyllum ¢ uma espécie considerada pouco

inflamavel (Oliveira et al., 2020).

Apesar da ampla ocorréncia de P. heptaphyllum nos diversos biomas e sua abundancia
no Cerrado e da importancia do fogo para essa vegetagao, nao foram encontradas informagdes
sobre as estratégias envolvidas na sobrevivéncia dessa espécie ao fogo, tampouco dados sobre

possiveis influéncias desse elemento no sistema secretor da espécie.
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2. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste trabalho foi identificar as respostas morfofuncionais e as estratégias
envolvidas na sobrevivéncia de P. heptaphyllum ao fogo, além de investigar a influéncia desse
distirbio no desenvolvimento e funcionamento do sistema secretor € na composicdo quimica

da secrecao produzida.
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CAPITULO I: Capacidade de rebrotamento e respostas morfofuncionais de Protium

heptaphyllum (Aubl.) Marchand (Burseraceae) apos a passagem do fogo
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RESUMO

No Cerrado, o fogo ¢ um fator determinante para a estrutura da vegetagdo, sendo o rebrotamento
uma estratégia que confere a sobrevivéncia da planta no ambiente. Protium
heptaphyllum (Aubl.) Marchand ¢ uma espécie pertencente a familia Burseraceae, cuja relagao
com o fogo ¢ pouco estudada. P. heptaphyllum esta presente em varias vegetacdes do Brasil,
sendo comum inclusive em diversas areas de Cerrado. Assim, o objetivo deste trabalho foi
identificar as respostas morfofuncionais e as estratégias envolvidas na sobrevivéncia de P.
heptaphyllum apos a passagem de fogo. Individuos com cerca de nove meses de idade foram
submetidos a um experimento de fogo controlado e posteriormente acompanhados em casa de
vegetacao por seis meses, onde também estavam individuos controle. Analises morfoldgicas
quantitativas foram realizadas todo més e ao final do periodo de acompanhamento. Amostras
de colo foram processadas nos dois grupos para a verificagdo da presenca de gemas. Todos os
individuos submetidos ao fogo apresentaram rebrotamento originado principalmente da parte
basal e subterranea, além de uma maior taxa de crescimento em comparagao com plantas do
grupo controle. O comprimento da parte subterranea foi maior nos individuos do controle, assim
como as biomassas fresca e seca. Gemas foram observadas no colo dos individuos controle e
daqueles submetidos ao fogo, que apresentaram grande quantidade de tricomas. Levando em
conta a importancia da relagdo do Cerrado com o fogo, os resultados aqui apresentados
colaboram para o entendimento das respostas de plantas nativas presentes em areas sujeitas ao

fogo.

Palavras-chave: colo, gemas, rebrotamento, taxa de crescimento, tricomas.
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1. INTRODUCAO

O fogo ¢ um fator comum no Cerrado e determinante para a estrutura da vegetacdo
(Miranda et al., 2002). A maior parte do fogo no Cerrado ¢ caracterizado como de superficie,
consumindo o combustivel fino da camada herbacea, com grande variagdo na frequéncia e
velocidade da passagem das chamas, especialmente entre diferentes fitofisionomias (Miranda
et al., 2002). As temperaturas maximas do ar durante as queimadas variam de 85 °C a 840 °C
(Miranda et al., 1993). De modo geral, temperaturas acima de 60 °C sao consideradas letais para
tecidos vivos, e por isso muitas plantas de ambientes suscetiveis ao fogo apresentam adaptagoes

morfolégicas que protegem seus tecidos essenciais (Cirne & Miranda, 2008).

O rebrotamento ¢ uma caracteristica de tolerancia que confere persisténcia a planta,
permitindo-lhe sobreviver a diversos regimes de perturbagdo (Clarke et al., 2013). A capacidade
de rebrota ¢ determinada pelo desenvolvimento e prote¢do de um banco de gemas viavel (Clarke
et al., 2013). Espécies de areas propensas ao fogo podem proteger suas gemas abaixo do solo,
em orgaos especializados (Pausas et al., 2018; Ott et al., 2019), ou acima do solo, com as gemas
sob a casca (Burrows, 2002). A presenca de estruturas subterraneas espessas € com capacidade
de rebrotamento ¢ fundamental para a manutencdo da flora, e os sistemas subterrdneos
gemiferos geralmente estdo relacionados a sobrevivéncia de espécies herbaceas e subarbustivas
em condicoes de perda dos 6rgaos aéreos (Munin et al., 2008).

Embora estudos recentes tragam informagdes sobre as diferentes estratégias adotadas
pelas plantas do Cerrado em resposta ao fogo (Chiminazzo et al., 2021; Zirondi et al., 2021;
Zupo et al., 2021; Leite et al., 2022), os mecanismos de sobrevivéncia e rebrotamento em
diversas familias permanecem desconhecidos. A familia Burseraceae, apesar de contar com
grande diversidade e abundancia nas florestas imidas da Amazdnia, também estad presente no
Cerrado (Daly et al., 2022). Entretanto, pouco se sabe da relacdo das espécies dessa familia com
o fogo. Em um experimento de queima em campo, Protium ovatum Engl. (Burseraceae) obteve
100% de “topkill” (perda de biomassa aérea), porém foi capaz de recuperar seu tamanho
reprodutivo minimo em um ano ap6s a queima (Hoffmann & Solbrig, 2003).

Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand (Burseraceae) apresenta grande importancia
em varias vegetacoes do Brasil, e ¢ uma espécie comum em diversas areas de Cerrado (Daly et
al., 2022). De acordo com Batalha e Mantovani (2001), a espécie estd presente nas
fitofisionomias de campo cerrado, cerrado sensu stricto e cerraddo, sendo as duas primeiras
mais susceptiveis a presenca do fogo (Miranda et al., 2002). Em uma area de cerrado sensu

stricto, em Gurupi (Tocantins), P. heptaphyllum foi a terceira espécie com maior
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representatividade em nimero de individuos e o segundo maior valor de importancia da espécie
na comunidade vegetal (Candido et al., 2016).

Assim, levando em conta a presenga e importancia de P. heptaphyllum em
fitofisionomias de Cerrado, inclusive naquelas que passam por eventos de fogo, e a falta de
informagdes sobre as repostas da espécie a esse elemento, nosso objetivo foi identificar as
respostas morfofuncionais e as estratégias envolvidas na sobrevivéncia de P. heptaphyllum apos

a passagem de fogo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal
Individuos de Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand. (Burseraceae) foram obtidos a
partir da germinacao de sementes coletadas de matrizes localizadas em uma &rea urbana de
Cerrado, no municipio de Presidente Prudente/SP. Eles foram mantidos em sacos plasticos com
substrato comercial para cultivo (terra vegetal), em casa de vegetagdo, no Departamento de
Biologia e Zootecnia, na UNESP/FEIS - Ilha Solteira. Quando os individuos atingiram nove

meses de idade, foram submetidos ao experimento com fogo.

2.2 Desenho experimental

Individuos de P. heptaphyllum apresentando eixo aéreo com cerca de 16,50 + 0,48 cm
de altura foram enterrados em campo (Figura 1A) com 1 m de distancia entre si. O desenho
experimental compreendia trés parcelas de queimadas (10 x 10m) com oito individuos cada, em
um delineamento em blocos casualizados, totalizando 24 individuos (Figura 1B). Ao redor de
cada parcela foram feitos aceiros de 4 m de largura para evitar que o fogo se espalhasse. Antes
do inicio do experimento, foi medida a quantidade de material combustivel de cada parcela
através da coleta de biomassa aérea em 5 parcelas de 0,30 x 0,30 m. Quando necessario, foi
adicionado mais material combustivel (gramineas secas coletadas em éareas vizinhas) em cada
parcela, até chegar a 600 g/m? (Rissi et al., 2017).

O experimento foi realizado na Fazenda de Ensino, Pesquisa ¢ Extensdo - Pomar -
UNESP - Ilha Solteira/SP no dia 26 de agosto de 2022. As plantas foram levadas para o campo
e enterradas no dia do experimento, no periodo da manha. O saco de muda foi mantido abaixo
daterra e o “torrdo” de substrato rente ao solo, expondo a parte aérea das plantas. O experimento
de fogo controlado foi realizado ao final da tarde, com auxilio da brigada de incéndio local, na

direcao do vento (‘headfire’) (Whelan, 1995) (Figura 1C-E). De acordo com dados da estagao
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meteoroldgica localizada ao lado do experimento (altitude: 337.0, latitude: 20.0° 25.0' 24.4",
longitude: 51.0°21.0" 13.1", Ilha Solteira/SP), a umidade relativa do ar era de aproximadamente
26%, com a temperatura média do ar proxima a 34 °C, 0 mm de precipitacdo e ventos de cerca
de 4 km/h. As parcelas foram queimadas separadamente, a fim de manter a independéncia entre
as réplicas. Em cada parcela, foi utilizado um Data-Logger com dois sensores acoplados para
aferir temperatura do fogo durante o experimento.

A duragdo do fogo em cada parcela foi, em média, de 8 minutos e 11 segundos (Tabela
1). A temperatura méxima do fogo foi de 136 °C, e as chamas se mantiveram na altura méxima
de 0,5 m durante a maior parte do tempo (Tabela 1; Figura 1C). Apds a queima, as plantas
foram retiradas do campo e levadas novamente para a casa de vegetacao.

Os individuos do grupo controle (n = 12) que ndo foram queimados apresentavam eixo

aéreo com altura média de 15,80 = 1,29 cm e foram mantidos em casa de vegetagao sob as

mesmas condi¢des de cultivo.

Figura 1. Experimento de fogo realizado na Fazenda de Ensino Pesquisa e Extensdo - Pomar -
UNESP - Ilha Solteira/SP. A. Individuo de Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand
(Burseraceae) na parcela experimental antes do fogo. B. Parcelas de 10 x 10 m preparadas para
aplicacdo do fogo. C. Inicio do experimento de fogo. D. Imagem aérea das trés parcelas logo
apos o experimento. E. Individuo de P. heptaphyllum logo apds a passagem do fogo.
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Tabela 1. Dados sobre o tempo de fogo e altura das chamas para cada parcela durante o

experimento.
Parcela 1 Parcela 2 Parcela 3
Regiao da Hora Altura da Hora Altura da Hora Altura da
parcela (m) chama (m) chama (m) chama (m)
Inicio (0) 16:14 0,5 16:32 0,5 16:43 0,5
2 16:15 0,5 16:33 0,5 16:43 0,5
4 16:17 0,5 16:33 0,5 16:45 1
6 16:20 0,5 16:34 0,5 16:47 0,5
8 16:21 0,5 16:38 0,5 16:48 0,5
Final (10) 16:23 0,5 16:38 0,5 16:52 1

2.3 Analises morfolégicas

A fim de verificar a capacidade de sobrevivéncia e/ou rebrotamento apos o disturbio, as
plantas foram acompanhadas em casa de vegetagdo por um periodo de seis meses apds o fogo
(26 semanas). Apos o evento de fogo, foram feitas andlises didrias para observar a presenca de
rebrotamento nos individuos e posicao desses brotos. Além disso, durante os seis meses de
acompanhamento das plantas, os individuos foram analisados mensalmente quanto ao
comprimento do eixo aéreo, nimero de folhas e diametro do caule (medido a 1 cm acima do
solo). Medig¢des do comprimento do eixo aéreo foram realizadas utilizando régua milimetrada,
enquanto que medigdes do diametro caulinar foram realizadas utilizando paquimetro. Nos
individuos que passaram pelo fogo, as medi¢gdes foram realizadas a partir dos novos brotos
formados. No grupo controle, os valores das medidas que as plantas possuiam um dia antes do
experimento de fogo foram subtraidos dos valores finais (apds os seis meses de
acompanhamento). Apds esse periodo, todas as plantas do controle (n = 12) e aquelas que
passaram pelo fogo (n = 24) foram coletadas. O comprimento da parte subterranea foi medido
utilizando régua milimetrada. Em seguida, as plantas foram pesadas para obtencdo do valor da
biomassa fresca, e posteriormente acondicionadas em sacos de papel e levadas a estufa em 60
°C por trés dias, e entdo foram pesadas novamente, para obten¢ao da biomassa seca.

Os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e
homogeneidade das variancias pelo teste de Levene. A altura, nimero de folhas e didmetro do
caule foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo post-hoc de Tukey a
5% de significancia. Os dados de comprimento da parte subterranea e biomassas foram
avaliados pelo teste de Mann-Whitney, pois eram dados nao-paramétricos. Para as analises, foi
utilizado o software RStudio (versdo 4.2.2), e os valores foram considerados significativos com
p<0,05.
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2.4 Presenca de gemas

Amostras da regido do colo (também conhecida como root crown) foram coletadas para
uma analise comparativa da presenca de gemas nos individuos controle e queimados. O material
foi fixado em mistura de formaldeido, acido acético glacial e etanol 50% (FAA 50) (Johansen,
1940) por 24 horas, e em seguida estocado em etanol 70%. As seccdes foram feitas
transversalmente em microtomo de deslize (Leica SM2010R) em 14pm de espessura. Os cortes
foram clarificados em hipoclorito de so6dio (20%) e corados em safranina e azul de alcian
(Bukatsch, 1972). Laminas permanentes foram montadas utilizando resina sintética Entellan
(Merck, Alemanha) e analisadas ao fotomicroscopio de luz Zeiss Primo Star com camera

acoplada (AxioCam ERc5s).

3. RESULTADOS
3.1 Rebrotamento e analises morfoldgicas
Todos os individuos submetidos ao experimento com fogo apresentaram rebrotamento
ao longo do periodo de observacao das plantas. O primeiro sinal de rebrotamento foi observado
aos sete dias apos fogo. A maior parte dos individuos rebrotou na segunda semana; entretanto,
ocorreram rebrotamentos até a 13* semana apds o fogo (Tabela 2). Dois individuos morreram
no decorrer do periodo de acompanhamento, mesmo ap6s a formagao de rebrotas; os individuos

do grupo controle apresentaram 100% de sobrevivéncia.

Tabela 2. Numero de individuos de Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand (Burseraceae)

com formagao de rebrotas no periodo de 13 semanas ap6s o experimento de fogo.

Semanas 1 2 3 4 5 7 13 Total
N°de
individuos 24
com rebrota

na semana
% de
individuos
com rebrota
na semana
% total de
individuos
com rebrota
(acumulado)

4,17%  5833% 16,66%  4,17% 4,17%  4,17%  833% 100%

4,17%  62,50%  79,16%  83,33% 87,50% 91,67%  100% 100%
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Em 87,5% dos individuos, os primeiros rebrotamentos se deram na base do caule (ou
por gemas cotiledonares ou gemas acessorias), até cerca de 1 cm de altura do solo (Figura 2A-
D), enquanto 12,5% dos individuos apresentaram rebrotamento subterraneo, porém ainda na
regido do colo (Figura 2E). Em dois individuos, juntamente com o rebrotamento da base, foi

verificada a presenga de broto originado de gema aérea (Figura 2D, F).

Figura 2. Rebrotamento de Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand (Burseraceae) apos o
experimento de fogo. A. Rebrota com origem na base do caule das semanas depois da passagem
do fogo. B-D. Rebrotas com origem na base do caule e em porcao aérea, trés semanas apos a
passagem do fogo. E. Rebrota com origem subterranea trés semanas apos a passagem do fogo.
F. Rebrota com origem em gema aérea sete semanas apds a passagem do fogo.

Ao final do periodo de acompanhamento em casa de vegetacdo, no 15° més de idade das
plantas e seis meses apds a passagem do fogo, foi possivel observar que as plantas submetidas

ao fogo eram menores que as plantas do controle, porém apresentaram maior taxa de

20



crescimento (Tabela 3; Figura 3).

Tabela 3. Morfometria de plantas de Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand (Burseraceae)

antes do experimento de fogo e ao final do periodo de 6 meses de observagao apds o tratamento.

Plantas do grupo controle Plantas submetidas ao fogo
indices Seis meses apos Seis meses apos
Antes do fogo Antes do fogo

o fogo o fogo
Alturadoeixo 45941994  23841,53  16,5+048%  13,7+0,58
aéreo (cm)
Numero de
folhas por 8,18 £ 0,46* 9,73 £0,43¢% 7,14 £ 0,414 7,05+0,61°
individuo

Diametro do
3,32+0,334 5,14+0,19% 3,19+ 0,164 2,60 +0,18°
caule (mm)

Meédia + erro padrao. Médias seguidas por letras maitisculas iguais ndo diferem entre si nas
colunas “Antes do fogo™ pelo teste de Tukey a 5% de significancia e médias seguidas por letras
minusculas iguais ndo diferem entre si nas colunas “Seis meses apds o fogo” pelo teste de Tukey
a 5% de significancia.

No que se refere a altura do eixo aéreo, enquanto as plantas do controle cresceram, em
média 8,02 + 0,87 cm, as que foram submetidas ao fogo cresceram 13,67 = 0,58 cm no mesmo
periodo. No diametro do caule, o crescimento teve incremento de 1,82 + 0,27 mm para
individuos do controle, e de 2,60 = 0,17 mm para aqueles submetidos ao fogo. O mesmo padrao
se repetiu com o numero de folhas. As plantas do controle tiveram um aumento de 1,55 + 0,37
folhas, enquanto as plantas submetidas ao fogo produziram 7,05 + 0,61 folhas no periodo de

seis meses.
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Figura 3. Crescimento de individuos de Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand
(Burseraceae) do grupo controle e de individuos submetidos ao fogo, no periodo de 6 meses.
A. Incremento em altura do eixo aéreo caulinar. B. Incremento no diametro do caule. C.
Incremento no numero de folhas. Médias com letras diferentes diferem entre os tratamentos
pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Apo6s serem coletados, ao final do periodo de observagdo, os individuos do grupo
controle apresentavam a parte subterrdnea com comprimento médio de 14,59 + 0,18 cm,
enquanto que os individuos tratados com fogo possuiam 12,18 + 0,22 cm (p<0,001; Tabela 4;
Figura 4). A andlise de biomassa fresca ndo apresentou diferenca entre as partes aéreas e
subterraneas de individuos de um mesmo grupo, porém a biomassa seca dos individuos
submetidos ao fogo foi maior na parte aérea. Individuos do grupo controle apresentaram maior
biomassa fresca e biomassa seca, tanto da parte aérea quanto da porcao subterranea, em relagao

aos individuos submetidos ao tratamento com fogo (Tabela 4).

Tabela 4. Comprimento das partes aérea e subterranea e analise da biomassa em individuos de
Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand (Burseraceae) do grupo controle e em individuos do

experimento com fogo.

., Tratamento P — valor
Variavel

Controle Fogo
Comprimento PA (cm) 23,80 + 1,5342 13,70 + 0,585 <0,001
Comprimento PS (cm) 14,59 + 0,184° 12,18 + 0,228° <0,001
P — valor 0,012 0,027
Biomassa fresca PA (g) 7,20 + 0,4748 3,11 +0,258 <0,001
Biomassa fresca PS (g) 7,52 +0,8448 3,03 +£0,198 <0,001
P — valor 1,000 0,557

22



Biomassa seca PA (g) 2,81 40,1942 1,07 +0,1188 <0,001
Biomassa seca PS (g) 2,89 40,3742 0,68 + 0,098 <0,001
P — valor 0,898 0,009

Meédia + erro padrdo. Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas ndo diferem entre si nas
colunas e médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas nao diferem entre si nas linhas pelo
teste de Mann-Whitney a 5% de significincia. Legenda: PA: parte aérea; PS: parte subterranea.

Figura 4. Individuos de Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand (Burseraceae) ao final do
experimento. A. Individuos do grupo controle (a esquerda) e individuos submetidos ao fogo (a
direita) em casa de vegetacdo, um dia antes da coleta. B. Individuo do grupo controle. C.
Individuo submetido ao fogo.
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3.2 Presenca de gemas

A presenga de gemas na regido do colo foi verificada tanto em individuos do grupo
controle quanto naqueles submetidos ao fogo (Figura 5A-E). Algumas possuiam tragos
vasculares no xilema secundario. As gemas, em estagio inicial de formacgao, eram revestidas
por periderme (Figura 5A). Grande quantidade de tricomas foram encontrados nos 6rgaos em

formacao, especialmente nos individuos submetidos ao fogo (Figura 5E).

Figura 5. Secgdes transversais do colo de Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand
(Burseraceae). A-B. Gemas presentes em individuos do grupo controle. C-E. Gemas presentes
em individuos do grupo submetido ao fogo. Legenda: pe: periderme; tr: tricoma.

4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostraram que individuos jovens de P. heptaphyllum sao
capazes de sobreviver ao fogo nas condigdes do experimento utilizadas no presente estudo, por
meio de rebrotamento a partir de por¢des aéreas, basais e subterraneas. Em um periodo de seis
meses de observagdo, os individuos submetidos ao fogo apresentaram taxas de crescimento
maiores do que os individuos do grupo controle. Além disso, gemas foram verificadas em

individuos das duas condi¢des, com grande quantidade de tricomas naqueles submetidos ao
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fogo.

O tempo de resposta das plantas apos a passagem do fogo pode variar de horas, como
no caso de Bulbostylis paradoxa (Cyperaceae), que produz botdes florais a partir do caule
espessado (caudex) queimado apenas 24h depois do fogo (Fidelis et al., 2019), até um ano, para
espécies arboreas e arbustivas (Zirondi et al., 2021). Embora o tempo de resposta para espécies
lenhosas possa ser maior (Zirondi et al., 2021), em P. heptaphyllum observamos a formacao de
rebrotamento entre uma a 13 semanas ap0s a aplicagdo do fogo. Situagao parecida foi verificada
com mudas de nove meses de Astronium fraxinifolium (Anacardiaceae), onde o
desenvolvimento das primeiras gemas foi observado em alguns individuos sete dias apds a
queima (Leite et al., 2022). Vale destacar que Anacardiaceae ¢ um grupo filogeneticamente
préximo de Burseraceae, sendo ambas as familias pertencentes a ordem Sapindales e
caracterizadas pela presenca de sistema secretor de resina com composi¢do quimica semelhante
(Langenheim, 2003). A resina produzida por espécies de Burseraceaec e Anacardiaceae ¢
constituida principalmente por terpenos e biflavonoides (Tolke et al., 2022). Além de fornecer
protecdo contra raios UV, perda de agua, altas temperaturas e ataques de herbivoros e
patogenos, devido sua inflamabilidade a resina pode promover a rapida queima de partes da
planta, protegendo desse modo os tecidos mais sensiveis ao fogo, como os meristemas (Martins

& Paiva, 2016).

Nossos resultados mostraram que todos os individuos P. heptaphyllum submetidos ao
fogo rebrotaram principalmente partir da base do caule ou do sistema subterraneo. De fato,
Clarke et al. (2013) mostraram que em individuos lenhosos, depois de incéndios de intensidade
moderada a alta e especialmente apds incéndios de copa, muitos brotos se formaram a partir de
gemas localizadas no nivel do solo ou abaixo dele. Em um estudo sobre caracteristicas de
recuperagao pos-fogo de plantas lenhosas em ecossistemas australianos, Clarke et al. (2015)
verificaram que o tipo de rebrotamento mais comum foi o basal (71%), seguido do rebrotamento
epicormico (22%), subterraneo (4%) e apical (3%). Ainda, Souza e Soares (1983) reportam que
seis meses apos o fogo em area de Cerraddo, 82% dos individuos apresentavam rebrotamentos,
sendo que apenas 5% apresentavam exclusivamente rebrotamentos aéreos, enquanto o restante
sofreu danos moderados, ou seja, morte da parte aérea com rebrotamentos basais e/ou

subterraneos, semelhante ao que ocorreu com P. heptaphyllum.

A localizagdo, prote¢ao e o numero de gemas sao os principais fatores impulsionadores
do rebrotamento pés-fogo (Clarke et al., 2013; Charles-Dominique et al., 2015; Pausas et
al., 2018), e a rebrota basal e/ou subterranea ¢ comum porque gemas posicionadas ao nivel do
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solo ou abaixo dele durante os incéndios tém a vantagem de serem protegidas ndo sé pelas
caracteristicas da planta, como a casca, mas também pelo solo, devido a sua baixa condutividade
térmica (Clarke et al., 2013), o que explica nossos resultados com P. heptaphyllum. No entanto,
essa forma de prote¢do exige uma maior alocacdo de recursos para a formacao de biomassa
aérea, e consequentemente um maior tempo para atingir a altura anterior a perturbacdo (Clarke
et al., 2013). A presenca de tricomas nas gemas, verificada em nossa espécie, também foi
relatada como uma forma de protecdo desses tecidos meristematicos (Burrows &
Chisnall, 2016). Inclusive, Chiminazzo et al. (2021) mostraram que espécies com gemas
desprotegidos pela casca sobreviveram ao fogo provavelmente devido & protecdo das gemas

por uma grande quantidade de tricomas.

Através da anatomia do colo de P. heptaphyllum, verificamos que os novos brotos
originados apds o fogo foram produzidos a partir de gemas pré-existentes, que estavam
dormentes antes da queima. Apesar da dorméncia dessas gemas, elas ainda estdo ativas e em
crescimento, por isso sdo mantidas proximas da superficie do caule ao longo do tempo (Meier,
Saunders, Michler, 2012) e s3o capazes de responder a diversos disturbios, como o fogo,
possibilitando o reestabelecimento no individuo no ambiente. H4 uma tendéncia de que
individuos mais baixos (menores que 2 m) rebrotem com mais frequéncia a partir das estruturas
basais e/ou subterraneas, e isso esta relacionado com a exposi¢ao da planta as chamas, visto que
a parte aérea de individuos menores normalmente esta dentro da zona de fogo (Chiminazzo et
al., 2021). Portanto, a posicao basal das gemas auxiliou na rebrota de P. heptaphyllum apds o

experimento de fogo, mesmo com os individuos em idade juvenil.

Os individuos de P. heptaphyllum que foram submetidos ao fogo apresentaram uma
maior taxa de crescimento em altura, diametro e numero de folhas do que aqueles pertencentes
ao grupo controle, no mesmo periodo de seis meses. Ou seja, a passagem do fogo influenciou
na velocidade de crescimento desses individuos. Geralmente, em plantas que rebrotam de
gemas basais, como no caso de P. heptaphyllum, o rapido crescimento em altura ou diametro,
associados a espessura do caule e protegdo das gemas, sdo estratégias que possibilitam o
reestabelecimento da planta no ambiente e resiliéncia a um proximo disturbio (Clarke et al.,

2013).

Poucos estudos tratam da relagdo de espécies do género Protium com o fogo. Porém,
Hoffmann & Solbrig (2003) mostram que, apds experimento de fogo, P. ovatum obteve topkill,
e seus didmetros maximos de rebrota foram de 3 a 4 mm um ano ap6s o fogo, valor proximo ao
encontrado neste estudo, de 2,60 mm em seis meses. Além disso, a espécie foi capaz de
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recuperar seu tamanho reprodutivo no periodo de um ano apds o experimento (Hoffmann &
Solbrig, 2003). Essa recuperacdo de didmetro ¢ vista como algo positivo, pois o tamanho das
espécies influencia fortemente na demografia vegetal e nas respostas a um novo evento de fogo
(Hoffmann & Solbrig, 2003).

Geralmente, o acimulo de biomassa na por¢do subterranea de plantas do Cerrado ¢
maior que a biomassa aérea (Castro & Kauffman, 1998; Delitti et al., 2001), com os tecidos
vegetais abaixo do solo compreendendo de 65 a 76% da biomassa total dos diferentes
ecossistemas do Cerrado (Castro & Kauffman, 1998). Mas, como os individuos de P.
heptaphyllum ainda eram jovens e em desenvolvimento, a biomassa encontrada entre a parte
aérea e subterranea foi semelhante. Além disso, os individuos submetidos ao fogo apresentaram
menor biomassa seca e fresca quando comparados aos individuos do controle, o que pode estar
relacionado a necessidade de realocacao de reservas para o rebrotamento dos novos caules.

Compreender as caracteristicas que permitem que as espécies na fase juvenil se
recuperem apo6s o fogo ¢ importante para entender e quantificar a probabilidade da sua
persisténcia e capacidade de estabelecimento a longo prazo (Vesk, 2006). No presente estudo,
observamos que em P. heptaphyllum o crescimento ¢ estimulado a partir de um evento de fogo
e que os individuos sdo capazes de se recuperar rapidamente através de rebrotamentos na por¢ao
aérea, basal e subterranea como mecanismo de sobrevivéncia. Assim, os resultados obtidos
preenchem uma lacuna existente nas informacgdes a respeito do comportamento de P.
heptaphyllum e nos auxiliam a compreender os efeitos do fogo sobre a vegetacao presente no

Cerrado e suas estratégias de sobrevivéncia.
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CAPITULO II: Efeitos do fogo no desenvolvimento e funcionamento dos canais

secretores de resina em Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand (Burseraceae)
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RESUMO

A resina produzida por todo o eixo vegetativo de arvores de P. heptaphyllum ¢ explorada para
fins comerciais, industriais e farmacéuticos. Embora fatores ambientais bidticos e/ou abioticos
possam influenciar na formacdo e distribuicdo de estruturas secretoras e na quantidade e
composi¢ao quimica da secre¢ao produzida, pouco se sabe sobre a influéncia do fogo nos canais
secretores de espécies ocorrentes no Cerrado, como € o caso de P. heptaphyllum. Assim, o
objetivo deste trabalho foi de investigar a influéncia do fogo no desenvolvimento e
funcionamento dos canais secretores de resina em P. heptaphyllum. Individuos com cerca de
nove meses de idade foram submetidos a um experimento de fogo controlado e posteriormente
acompanhados em casa de vegetagao por seis meses, onde também estavam individuos controle.
Por¢des foliares e caulinares foram processadas para estudos anatdmicos e posteriores medidas
morfométricas dos canais secretores. A composi¢ao quimica da secre¢do produzida pelas folhas
foi analisada através de extrato com acetato de etila, por meio de cromatografia gasosa acoplada
com espectometro de massas. Folhas dos individuos que passaram pelo fogo registraram maior
relagcdo entre a drea ocupada pelos canais secretores e a area da nervura principal. Na por¢ao
jovem do caule, a densidade de canais secretores foi maior nos individuos submetidos ao fogo,
enquanto que no caule em crescimento secundario, a densidade de canais secretores foi maior
no grupo controle. Os principais constituintes identificados nas folhas de P. heptaphyllum
através das andlises quimicas foram vitamina E, sitosterol, a-amirina, esqualeno e B-amirina. A
vitamina E foi o Ginico composto que diminuiu apds experimento do fogo. Os resultados aqui
obtidos contribuem para o entendimento das respostas referentes ao desenvolvimento e
funcionamento sistema secretor de plantas ocorrentes em areas sujeitas ao fogo, especialmente

plantas nativas.

Palavras-chave: densidade de canais secretores, fitoquimica, folhas, vitamina E.
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1. INTRODUCAO

Espécies de Burseraceae sdo conhecidas pela producdo de resinas aromaticas
constituidas por terpenos de grande importancia ecologica e econdomica (Langenheim, 2003).
Dentre os 19 géneros de Burseraceae, Protium (tribo Protieae) se destaca por incluir o maior
numero de espécies (Daly et al., 2010). Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand ¢ considerada
a espécie mais polimoérfica do género, provavelmente em razdo de sua ampla distribuicdo e
diversidade de habitats ocupados, que varia desde fitofisionomias de Cerrado a vegetagdes mais
umidas, como Mata Atlantica (Daly et al., 2022).

A resina produzida por todo o eixo vegetativo das arvores de P. heptaphyllum apresenta
elevado percentual de compostos quimicos volateis, sendo composta por uma mistura de
triterpenos majoritariamente das séries o ¢ p-amirina (Maia et al., 2000). E explorada para fins
comerciais, industriais e farmacéuticos (Bandeira et al., 2002; Marques et al., 2010), sendo
fonte de matéria-prima para produtos de higiene, vernizes, incensos e velas (Corréa, 1984;
Bandeira et al., 2001). Diversos estudos farmacologicos tém comprovado sua agdo anti-
inflamatéria, gastroprotetora, antinociceptiva, anti-hiperglicemia, fotoquimioprotetora,
antimicrobiana, antioxidante, antimutagéncia, dentre outras (Oliveira et al., 2004; Bandeira et
al., 2006; Rao et al., 2007; Santos et al., 2012; Forte, 2012; Lima et al., 2016). Além disso, o
papel ecologico da secrecio produzida por P. heptaphyllum é bastante importante, fornecendo
uma defesa eficaz da planta contra herbivoros e patogenos (Becerra et al., 2001).

Estudos demonstram que a resina de P. heptaphyllum ¢ produzida em canais secretores
associados ao floema primario e secundario de 6rgaos vegetativos aéreos (Palermo et al., 2018a)
e subterraneos (Palermo et al., 2017). Os canais secretores se originam por esquizogénese € se
desenvolvem por processo esquizolisigeno, podendo formar uma rede secretora anastomosada
no caule (Palermo et al., 2018a). O processo secretor tem inicio precocemente em porgdes ainda
nao diferenciadas de caules e folhas, sendo que canais ativos em secre¢ao ocorrem no apice
caulinar e nas proximidades do cambio vascular (Palermo et al., 2018a).

Em espécies produtoras de resina, estudos tem demostrado que fatores ambientais
bioticos e/ou abioticos podem influenciar na formagao e distribui¢ao de estruturas secretoras,
além da quantidade e composi¢ao quimica da secregao produzida (Lin et al., 2001; Langenheim,
2003; Rodrigues et al., 2014). Em P. heptaphyllum, pesquisas tém apontado para a plasticidade
do sistema secretor em resposta a fatores abidticos. Nesse contexto, Rodrigues (2017) mostrou
a influéncia do alagamento no desenvolvimento dos canais de resina em individuos de P.

heptaphyllum ocorrentes em area de restinga. Considerando a ampla distribuicao de P.
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heptaphyllum e sua ocorréncia natural em areas com distintas caracteristicas ambientais, torna-
se importante entender as respostas do sistema secretor aos fatores externos.

O Cerrado brasileiro ¢ uma formagdo savanica que ocupa cerca de 23% do territorio
nacional (Ribeiro & Walter, 2008). Em associagao a sazonalidade das chuvas e aos solos pobres
em nutrientes, a grande producdo de biomassa seca que se acumula nas estacdes mais secas
favorece a ocorréncia de fogo no Cerrado (Miranda et al., 2009). Assim, as plantas do Cerrado
estao sujeitas ao fogo natural, tendo se tornado adaptadas a ele ao longo da evolugao (Durigan,
2020). Existem relatos na literatura sobre a influéncia do fogo no sistema secretor de plantas
em florestas temperadas de coniferas (Hood et al., 2015; Slack et al., 2016), entretanto, pouco
se conhece sobre a essa influéncia em espécies naturalmente ocorrentes no Cerrado. Portanto,
esse trabalho teve como objetivo investigar a influéncia do fogo no desenvolvimento e

funcionamento dos canais secretores de resina em P. heptaphyllum.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal
Individuos de Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand. (Burseraceae) foram obtidos a
partir da germinacao de sementes coletadas de matrizes localizadas em uma &rea urbana de
Cerrado, no municipio de Presidente Prudente/SP. Eles foram mantidos em sacos plasticos com
substrato comercial para cultivo (terra vegetal), em casa de vegetagdo, no Departamento de
Biologia e Zootecnia, na UNESP/FEIS - Ilha Solteira. Quando os individuos atingiram nove

meses de idade, foram submetidos ao experimento com fogo.

2.2 Desenho experimental

Individuos de P. heptaphyllum apresentando eixo aéreo com cerca de 16,50 + 0,48 cm
de altura foram enterrados em campo (Figura 1A) com 1 m de distancia entre si. O desenho
experimental compreendia trés parcelas de queimadas (10 x 10m) com oito individuos cada, em
um delineamento em blocos casualizados, totalizando 24 individuos (Figura 1B). Ao redor de
cada parcela foram feitos aceiros de 4 m de largura para evitar que o fogo se espalhasse. Antes
do inicio do experimento, foi medida a quantidade de material combustivel de cada parcela
através da coleta de biomassa aérea em 5 parcelas de 0,30 x 0,30 m. Quando necessario, foi
adicionado mais material combustivel (gramineas secas coletadas em é4reas vizinhas) em cada
parcela, até chegar a 600 g/m2 (Rissi et al., 2017).

O experimento foi realizado na Fazenda de Ensino, Pesquisa ¢ Extensdao - Pomar -

UNESP - Ilha Solteira/SP no dia 26 de agosto de 2022. As plantas foram levadas para o campo
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e enterradas no dia do experimento, no periodo da manha. O saco de muda foi mantido abaixo
daterra e o “torrdo” de substrato rente ao solo, expondo a parte aérea das plantas. O experimento
de fogo controlado foi realizado ao final da tarde, com auxilio da brigada de incéndio local, na
direcao do vento (‘headfire’) (Whelan, 1995) (Figura 1C-E). De acordo com dados da estagao
meteorologica localizada ao lado do experimento (altitude: 337.0, latitude: 20.0° 25.0' 24.4",
longitude: 51.0°21.0' 13.1", Ilha Solteira/SP), a umidade relativa do ar era de aproximadamente
26%, com a temperatura média do ar proxima a 34 °C, 0 mm de precipitacdo e ventos de cerca
de 4 km/h. As parcelas foram queimadas separadamente, a fim de manter a independéncia entre
as réplicas. Em cada parcela, foi utilizado um Data-Logger com dois sensores acoplados para
aferir temperatura do fogo durante o experimento.

A duragdo do fogo em cada parcela foi, em média, de 8 minutos e 11 segundos (Tabela
1). A temperatura méxima do fogo foi de 136 °C, e as chamas se mantiveram na altura maxima
de 0,5 m durante a maior parte do tempo (Tabela 1; Figura 1C). Apds a queima, as plantas
foram retiradas do campo e levadas novamente para a casa de vegetagao.

Os individuos do grupo controle (n = 12) que ndo foram queimados apresentavam eixo
aéreo com altura média de 15,80 = 1,29 cm e foram mantidos em casa de vegetagao sob as

mesmas condi¢des de cultivo.

2.3 Anatomia e morfometria dos canais secretores

Seis meses apos a realizacdo do tratamento, quando as plantas submetidas ao fogo ja
apresentavam rebrotas robustas, amostras de 6rgaos vegetativos foram coletadas para estudos
ao microscopio de luz

Amostras de por¢ao caulinar jovem (localizadas a 1 cm abaixo do apice caulinar) e de
por¢ao caulinar basal (caule em crescimento secundario; 3 cm acima do nivel do solo) foram
coletadas do caule principal das plantas do grupo controle (n = 12) e das rebrotas caulinares das
plantas submetidas ao fogo (n =24). Para as folhas, nos individuos submetidos ao fogo, foram
coletadas amostras da regido mediana do limbo do foliolo central do primeiro par de folhas
completamente expandidas formadas ap6s a aplicagdo do fogo; dos individuos controle foram
coletadas amostra do primeiro par de folhas completamente expandidas abaixo do apice.

As amostras foram fixadas em mistura de formaldeido, acido acético glacial e etanol
50% (FAA 50) (Johansen, 1940) por 24 horas, desidratadas em série etilica e incluidas em
hidroxi-etil-metacrilato (Leica Historesin). Os blocos obtidos foram seccionados
transversalmente em microtomo rotativo semi-automatico Leica RM2245 (6-8um de

espessura). As laminas foram coradas com azul de toluidina 0,05% em tampao fosfato e acido
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citrico pH 4,5 (Sakai, 1973) e montadas utilizando resina sintética Entellan (Merck, Alemanha).
O laminario produzido foi analisado ao fotomicroscopio Zeiss Primo Star e os resultados
relevantes registrados com camera fotografica acoplada (AxioCam ERc5s).

A densidade dos canais secretores nas amostras de caule jovem e caule em estrutura
secundaria foi calculada em uma éarea de 0,2 mm? Na nervura principal das folhas, foram
contados todos os canais presentes nos cortes transversais. A area do lume dos canais presentes
em todos os 0rgdos ¢ a area total da nervura principal das folhas foi mensurada utilizando-se o
programa Digimizer (versao 5.9.3). Além disso, foi calculada a relacao entre a area total dos
canais e a area da nervura principal. Para isso, o valor da soma da area dos canais foi dividido
pela area da nervura principal, e multiplicado por 100, para encontrar a porcentagem da relacao.
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), utilizando o software

RStudio (versao 4.2.2).

2.4 Analises quimicas

Em cooperagdo com o Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e
Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), foi realizada a
andlise dos constituintes quimicos presentes nas folhas dos individuos do grupo controle e do
grupo submetido ao fogo.

Ao final do experimento, todas as folhas foram coletadas, colocadas para secar em estufa
a 60 °C e entdo pulverizadas em moinho de facas. Foram separados 0,5 g de amostra para o
grupo controle e 1 g para o grupo submetido ao fogo, que possuia maior quantidade de folhas.
Em cada falcon foram adicionados 5 ml de acetato de etila (solvente escolhido devido a sua
polaridade), e os compostos foram extraidos por 2 minutos no aparelho Ultra-Turrax IKA T10
Basic. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 7 minutos a 3 mil rpm (rotagdes por
minuto) e posteriormente filtradas com uma seringa com filtro especifico para
solvente organico (Unichro, com membrana em PTFE/L Hidrofilico e poro de 0,45 pum) e
acondicionadas em frascos de vidro de 5 ml, mantidos sob refrigeragao.

As andlises foram conduzidas em cromatdgrafo a gas (Agilent Technologies, modelo
HP - 6890N) equipado com espectrometro de massas (Agilent Technologies, HP - 5975), e uma
coluna capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). O gés hélio foi utilizado como gas de
arraste (1 mL/min), e 0 modo de inje¢do atuou nas seguintes condic¢des: injetor a 220 °C, coluna
a 60 °C, taxa de aquecimento a 3 °C/min até 280 °C e detector a 250 °C.

A aquisi¢do e processamento de dados foi feita através do software GC/MSD
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ChemStation. A identificagdo dos constituintes quimicos foi efetuada por meio da andlise
comparativa dos espectros de massas das substancias com a biblioteca National Institute of

Standards and Technology (NIST 14) e dos indices de reten¢ao com a literatura.

3. RESULTADOS

3.1 Anatomia e morfometria dos canais secretores

Nas folhas de plantas do grupo controle e de plantas submetidas ao fogo, canais
secretores de resina ocorreram no floema dos feixes vasculares imersos no mesofilo (Figura
1A, B) e nos feixes vasculares que compdem a nervura principal (Figura 1C, D). Os canais

secretores eram constituidos por epitélio secretor unisseriado e lume amplo (Figura 1A-D).

C Sum D IR

Figura 1. Secgdes transversais do limbo foliolar de Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand
(Burseraceae). A-B. Aspecto geral de regido intercostal mostrando canais secretores associados
ao floema de feixes vasculares imersos no mesofilo. A. Individuo controle. B. Individuo
submetido ao fogo. C-D. Aspecto geral da nervura principal mostrando canais secretores no

floema. C. Individuo controle. D. Individuo submetido ao fogo. Legenda: cs: canal secretor.
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O namero absoluto de canais secretores presentes na nervura principal das folhas de P.
heptaphyllum diferiu entre os individuos analisados, sendo menor naqueles que foram
submetidos ao experimento de fogo (Tabela 1; p<0,0001). Entretanto, a area da nervura
principal também foi menor em individuos submetidos ao fogo (Tabela 1; p<0,0001). A area
do lume dos canais secretores na nervura principal ndo apresentou diferenca significativa entre
as condi¢des analisadas (Tabela 1). Quanto a relacdo entre a area dos canais secretores e a area
da nervura central, plantas que passaram pelo experimento de fogo mostraram maior valor na
relagcdo entre a area dos canais secretores € a area da nervura central, quando comparados aos

individuos controle (Tabela 1; p=0,0006).

Tabela 1. Dados da area da nervura principal e do niimero e area dos canais secretores na
nervura principal do limbo foliolar de Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand (Burseraceac)

em individuos controle e individuos submetidos ao fogo.

Tratamento
Controle Fogo P - valor

Area da nervura

e ) 52.568,12 + 1.233,394 37.311,12 £ 711,498 <0,0001
principal (um?)

Numero absoluto de

. 7,90 + 0,164 6,73 +0,118 <0,0001
canais secretores

Area do lume dos

. ) 108,79 + 3,96* 121,61 £ 5,594 0,1610
canais secretores (Um?)

Soma da area total do

lume dos canais 841,70 + 28,644 805,28 + 35,284 0,5320

secretores (Lm?)

Relagio AC/AN (%) 1,60 + 0,06 2,16+ 0,104 0,0006
Valores apresentados em média + erro padrao. Médias com letras diferentes diferem entre si
pela andlise de variancia a 5% de significancia. Legenda: AC/NA: area dos canais/area da

nervura.

Canais secretores de resina constituidos por epitélio unisseriado e lume amplo também
ocorreram no floema primario do caule jovem (Figura 2A, C) e no floema secundario da por¢ao

basal do caule (Figura 2B, D).
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Figura 2. Seccdes transversais do caule em individuos de Protium heptaphyllum (Aubl.)
Marchand (Burseraceae) submetidos ao fogo. A, C. Caule jovem em crescimento primario. B,
D. Por¢ao basal do caule em crescimento secundario. Legenda: cs: canal secretor, lu: lume,
se: epitélio secretor

A densidade de canais secretores no caule em crescimento primario foi maior em
individuos submetidos ao fogo (Tabela 2; p=0,0097). J4 para a por¢ao do caule em crescimento
secundario, a densidade de canais secretores foi maior no grupo controle (Tabela 2; p=0,0013).
Na porcao jovem do caule ndo houve diferenca na area média do lume dos canais, porém a
soma total da area dos canais foi maior no grupo de plantas submetidas ao experimento de fogo
(Tabela 2; p=0,0413). J4 na porcao basal do caule, a drea média do lume dos canais secretores
foi maior nos individuos que passaram pelo fogo em comparagdo com individuos do grupo
controle (Tabela 2; p=0,0067); entretanto, a soma total da area dos canais ndo apresentou

diferencas entre os tratamentos (Tabela 2; p=0,3610).
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Tabela 2. Dados da densidade e area do lume dos canais secretores presentes no caule de
Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand (Burseraceae) em individuos controle e individuos

submetidos ao fogo.

Tratamento
Regido P — valor
Controle Fogo

Caule (porcio jovem)

Densidade de canais (em 0,2mm?) 6,17+ 0,198 7,02 +0,214 0,0097
Area do lume dos canais secretores 144,62 + 9,174 160,70 + 10,65* 0,3100
(um?)

Soma da area total do lume dos 876,91 + 58,548 1.040, 48 +£49,24%  0,0413
canais secretores (um?)

Caule (porcio basal)
Densidade de canais (em 0,2mm?) 6,71 + 0,294 5,62 +0,16° 0,0013

Area do lume dos canais secretores 182,27 + 11,138 240,92 + 11,274 0,0067
(um?)
Soma da area total do lume dos 1192,52 + 65,79%  1283,49 + 51,934 0,3610

canais secretores (um?)
Valores apresentados em média + erro padrao. Médias com letras diferentes diferem entre si

pela andlise de variancia a 5% de significancia.

3.2 Analise quimica da secrecio

Através da cromatografia a gas acoplada com espectrometro de massas, foi possivel
identificar, em média, 75% dos constituintes quimicos presentes nas folhas dos individuos
controle de P. heptaphyllum, e 60% dos constituintes do grupo submetido ao fogo (Tabela 3).
Para alguns compostos, foi possivel identificar apenas a massa molar.

Os principais constituintes identificados nas folhas de P. heptaphyllum através do
extrato com acetato de etila foram vitamina E, sitosterol, a-amirina, esqualeno e B-amirina,
respectivamente. A maioria dos compostos ndo diferiu estatisticamente entre as condigdes
analisadas, porém trés compostos tiveram um aumento significativo nos individuos submetidos
ao fogo, sendo eles M =278a, fitol e M =278b. A vitamina E foi o tinico composto que diminuiu

na condicao do fogo (Tabela 3; p=0,0009).

Tabela 3. Compostos quimicos identificados nos extratos foliares de Protium heptaphyllum
(Aubl.) Marchand (Burseraceae), através de cromatdgrafo a gas equipado com espectrometro

de massas, em individuos controle e individuos submetidos ao experimento com fogo.
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Porcentagem relativa por

Composto (ILI?n) (glylml\gl) tratamento P — valor
Controle Fogo

M =220 21,55 220 0,85+ 0,034 0,71 + 0,084 0,2880
M =278* 2598 278 1,84 + 0,148 3,43 +£0,384 0,0252
M =278b 26,86 278 0,27 +0,278 1,07+ 0,124 0,0163
Fitol 31,30 296 1,04 + 0,068 1,78 £0,174 0,0205
M =284 3450 284 1,25+ 0,684 1,05+ 0,414 0,7920
Esqualeno 42,61 410 3,77 £ 0,294 3,43 £ 0,26 0,4470
y-tocoferol 4586 416 1,29 +£ 0,104 1,67 +£0,334 0,4720
Vitamina E 4727 430 34,19 + 0,394 20,79 + 1,67® 0,0009
Sitosterol 51,20 414 19,71 + 1,334 15,40 + 1,224 0,0661
B-amirina 51,97 426 3,25+ 0,544 2,87 +0,274 0,4860
a-amirina 53,21 426 7,99 + 0,604 8,49 + 0,814 0,7020
;l;z)t)al identificado i i 75.46 60.67 i

Valores apresentados em média + erro padrdo. Médias com letras diferentes diferem entre si
pela anélise de variancia a 5% de significancia. Legenda: tR: tempo de retencdo, em minutos;
MM: massa molar, em g/mol.

4. DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que canais secretores de resina foram formados em
plantas de P. heptaphyllum mantidas como controle e em plantas submetidas ao experimento
com fogo. De fato, a presenga de canais secretores associados ao floema ¢ um aspecto
constitutivo de P. heptaphyllum e tem sido relatada em 6rgdos aéreos (Palermo, 2018a, b) e
subterraneos (Palermo et al., 2017) dessa espécie. Os canais formados em ambas as condigdes
experimentais apresentaram aspectos morfoldgicos semelhantes, sendo constituidos por um
epitélio unisseriado formado por células produtoras de resina e um lume (espaco intercelular)
onde a secrecdo produzida se acumula. Entretanto, diferencas na abundancia e no tamanho dos
canais e na composic¢ao da secre¢do foram observadas entre os tratamentos aqui aplicados. Uma
vez que o desenvolvimento do sistema secretor parece ter relagdo direta com a quantidade de
secrecdo produzida e acumulada (Rodriguez-Garcia et al., 2015), espera-se que quanto maior a
densidade de canais secretores e maior o seu tamanho (4rea do lume), maior seja a quantidade
de secrecdo produzida e acumulada.

A influéncia de fatores externos no desenvolvimento dos sistemas secretores ¢
documentada em algumas espécies, havendo relatos da influéncia de luz e temperatura
(Rodrigues et al., 2014), disponibilidade hidrica (Rodrigues, 2017) e de fogo (Hood et al., 2015;
Slack et al., 2016) em aspectos estruturais e funcionais do sistema secretor. Nesse sentido,

diferentes espécies vegetais parecem responder de formas distintas ao fogo quanto ao
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desenvolvimento do sistema secretor. Em Pinus ponderosa o fogo de baixa intensidade parece
induzir a formacao de canais secretores de resina (Hood et al., 2015), enquanto que arvores de
Pinus palustris submetidas ao fogo apresentam canais secretores de menor tamanho em
comparagdo com arvores que ndo sofreram o processo de queima (Slack et al., 2016). No
presente estudo, observamos que, em P. heptaphyllum, diferentes 6rgaos ou diferentes por¢des
de um mesmo 6Orgdo podem apresentar respostas distintas ao fogo no que se refere ao
desenvolvimento do sistema secretor. As folhas de P. heptaphyllum submetidas ao fogo
apresentaram menor area de nervura principal em compara¢ao com plantas do grupo controle,
0 que esta relacionado ao menor nimero absoluto de canais secretores de resina observado.
Entretanto, em tais individuos observamos maior relagdo entre a area total de canais e a area da
nervura principal, o que representa maior desenvolvimento do sistema secretor em folhas de
plantas submetidas ao fogo. Da mesma forma, observamos maior densidade de canais secretores
de resina e maior area do lume no caule em estrutura primaria de individuos de P. heptaphyllum
submetidos ao fogo em comparagdo com individuos do grupo controle.

De forma geral, sabe-se que a disponibilidade e distribui¢do de metabodlitos no corpo
vegetal ¢ essencial para formagdo de novos brotos (Clarke et al., 2015) e influencia no
desenvolvimento do sistema secretor (Lin, Sampson, Ceulemans, 2001). Dessa forma, os
individuos submetidos ao fogo poderiam estar direcionando a maior parte dos metabolitos
disponiveis para formagao de suas novas folhas e crescimento caulinar primario, o que tornaria
os recursos também disponiveis para a formacdo do sistema secretor pelos meristemas
primarios nesses 6rgaos. Além disso, folhas e por¢des caulinares jovens sdo geralmente mais
susceptiveis ao ataque de herbivoros e patdgenos. Assim, o maior desenvolvimento de
estruturas secretoras de compostos com propriedades antimicrobianas e anti-herbivoria como
aqueles produzidos por P. heptaphyllum (Becerra et al., 2001; Asteggiano et al., 2021) em
orgdos nos estagios iniciais do desenvolvimento fornece um sistema defensivo muito
importante (Rodrigues et al., 2011) e auxilia na recuperagdo das plantas apds o fogo.

Ainda, ¢ conhecido que sob condi¢des de estresse, ocorre aumento na produgdo de
determinados reguladores do crescimento vegetal, como o etileno, no corpo das plantas (Taiz
& Zeiger, 2017). O etileno ¢ um importante mediador na resposta das plantas ao estresse (Wang
& Ecker, 2002) e, uma vez presente nos tecidos vegetais, pode se ligar a receptores de
membranas, ativando proteinas que vao iniciar a transcri¢cao de genes (Liu, 2016) envolvidos
nas respostas celulares aos fatores de estresse (Nie et al., 2016). Assim, em resposta ao estresse

provocado pelo fogo, os individuos de P. heptaphyllum podem ter estado sujeitos ao aumento
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na concentragdo de etileno atuando sobre os meristemas primarios, especialmente o procambio,
interferindo na formacdo e desenvolvimento dos canais secretores. Semelhante ocorreu no
trabalho de Rodrigues (2017), onde individuos de P. heptaphyllum de ambiente alagavel de
restinga apresentaram sistema secretor mais desenvolvido em folhas e caule em comparagao
com individuos em ambiente ndo-alagavel.

Por outro lado, no caule em crescimento secundario de P. heptaphyllum, o
desenvolvimento do sistema secretor foi menor em individuos submetidos ao fogo. Esse fato
pode indicar que as células cambiais e procambiais podem responder de maneiras distintas a
presenca de reguladores vegetais associados ao estresse (Palermo, 2018b) e que maiores
quantidades de recursos energéticos podem ter sido alocadas para as regides dos meristemas
primarios, a fim de garantir a formagao de novas folhas e a sobrevivéncia dos individuos.

A quantidade e composi¢ao quimica da secrecao produzida pelas estruturas secretoras
também pode variar em resposta a fatores externos (Lin et al., 2001; Langenheim, 2003;
Rodrigues et al., 2014). Em nosso estudo, os constituintes majoritarios identificados nos
extratos das folhas de P. heptaphyllum foram vitamina E, sitosterol, a-amirina, esqualeno e [3-
amirina. A vitamina E, que ¢ o nome dado a um grupo de oito tocoferdis e tocotriendis
(Schneider, 2005), foi o composto mais abundante encontrado nas folhas de individuos de P.
heptaphyllum do grupo controle e do grupo submetido ao fogo. Estudos demonstram que a
vitamina E, e em particular o a-tocoferol, tem seus niveis aumentados em respostas a varios
estresses bidticos e abidticos (Munné-Bosch, 2005; Niu et al., 2022). Porém, observamos aqui
que a vitamina E foi o tinico composto identificado que diminuiu do grupo controle para o
grupo submetido ao fogo. Possivelmente, isso ocorreu devido ao grau do estimulo do fogo, visto
que, em casos de disturbios mais severos, os niveis de a-tocoferol, por exemplo, tendem a
diminuir (Munné-Bosch, 2005). Os tocoferdis, devido a sua atividade antioxidante, conferem
tolerancia a varios estresses abidticos, e a diminui¢do nos niveis desses compostos sob
condig¢des estressantes pode demonstrar uma sensibilidade da planta ao estresse ao qual ela foi
submetida (Hasanuzzaman, Nahar, Fujita, 2014).

Por outro lado, detectamos o aumento na produgao de trés compostos nos individuos de
P. heptaphyllum submetidos ao fogo, sendo eles M = 278a, M = 278b e fitol, que ¢ um
constituinte da clorofila e precursor dos tocoferéis (Fujimoto et al., 2021). Foi demonstrado que
alguns fatores de estresse, como altas e baixas temperaturas, seca e geada influenciam a
quantidade de fitol e de compostos relacionados a ele em diferentes plantas (Ekeberg,

Jablonska, Ogner, 1995). Portanto, nesse caso, o estimulo provocado pelo fogo pode ter
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induzido o aumento de fitol nas folhas de P. heptaphyllum. O papel fisiologico do fitol na defesa
das plantas permanece desconhecido, porém o composto possui atividades antimicrobianas
comprovadas (Fujimoto et al., 2021).

Em sintese, nossos dados comprovaram que o fogo pode exercer influéncia no
desenvolvimento e funcionamento do sistema secretor em folhas e caule de P. heptaphyllum.
Além de corroborar informagdes que apontam para a plasticidade do sistema secretor nessa
espécie, nossos resultados colaboram para o entendimento da influéncia do fogo no sistema
secretor de plantas do cerrado, fornecendo dados que auxiliam na compreensao do processo de

interacdo da espécie com o meio em que ela se encontra.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nossos dados mostraram que P. heptaphyllum sobrevive ao fogo através de
rebrotamentos basais, aéreos e subterraneos, tendo seu crescimento em altura, didmetro e
numero de folhas estimulados a partir deste distarbio. No que diz respeito a anatomia do colo,
foi verificada a presenga de gemas tanto em individuos do grupo controle quanto naqueles
submetidos ao fogo. Ainda, nossos dados mostraram alteragdes no desenvolvimento e
funcionamento do sistema secretor de P. heptaphyllum em resposta ao fogo, confirmando a
plasticidade do sistema secretor dessa espécie em resposta a fatores externos.

Considerando o aumento de incéndios em ambientes tropicais nos ultimos anos,
entender as respostas das plantas e suas estratégias de sobrevivéncia ao fogo faz-se cada vez
mais importante para a compreensdo dos efeitos desses episodios sobre a vegetagdo. Ainda,
quando falamos de espécies com importante papel ecoldgico, econdomico e medicinal do sistema
secretor, a forma como esse sistema reage a diferentes condi¢des gera informacgdes uteis para a
compreensdo do processo de interagcdo da espécie com o meio, além de fornecer dados para o

estabelecimento de técnicas sustentaveis de exploragdo dos produtos da secregao.
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