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RESUMO

COSTA, Ana Paula Ferreira, M. Sc.Universidade Vila Velha — ES, julho de 2016.
Volateis e a unidade de sinalizacdo da dispersdo de sementes em Protium

icicariba (DC) Marchand.Orientador: Ary Gomes da Silva.

A familia Burseraceae é fonte bem conhecida de exsudatos e oleorresinas ricas em
substancias volateis. Os 6leos essenciais estdo presentes em varias partes da planta,
entre elas na resina seca, foliolo, flor, fruto e semente. Objetivou-se caracterizar a
natureza do exsudato caulinar e dos apices dos ramos de Protium icicariba e investigar
a unidade de disperséo, de modo a identificar os volateis que compdem o aroma do
fruto maduro, comparando-os aos do fruto imaturo, dos foliolos, ramos e resina do
caule, de modo a investigar seu papel na dispersdo das sementes desta espécie
vegetal. A producéo de exsudato foi estimulada através de incisédo no caule, retirada
de folhas no ponto de insercéo das raquis e ramos, remocgao de flores e frutos pelo
pedicelo. Para analise anatdbmica, foram retirados fragmentos de caule, ramo, peciolos
da raque e de foliolos, de modo a investigar a natureza das estruturas. O exsudato do
caule, ramos e folhas de P. icicariba é representado por um liquido oleoso que se
resseca apo0s exposicdo ao ar, produzindo um residuo amorfo de coloracéo
esbranquicada, podendo desenvolver tons levemente amarelados ou rosados. As
estruturas secretoras desta oleorresina correspondem a cavidades alongadas,
delimitadas por um epitélio secretor, associadas ao floema no caule e nos ramos das
plantas, chegando até as folhas através das nervuras do sistema vascular. Isto indica
gue a oleorresina circula na planta inteira em meio aos tecidos vasculares, desde o
caule até toda ramificacdo do sistema axial do caule, ramos e peciolos. O rendimento
extrativo do 6leo essencial foi obtido por meio de hidrodestilagéo das diferentes partes
estudadas da planta e ndo apresentou diferencas significativas entre o fruto maduro
aberto e resina seca, ao contrario do fruto maduro fechado, fruto imaturo e foliolos. A
composi¢cdo quimica do Oleo do fruto maduro aberto revelou que 0s compostos
majoritarios representam um total de 74,83% de todo 6leo, do fruto maduro fechado
74,76%, do fruto imaturo 77,83%, do foliolo 72,37% e da resina seca 74,38%. Os
frutos maduros e imaturos formaram um bloco distinto das outras partes vegetativas,
considerando o perfil fitoquimico dos éleos essenciais, e 0s frutos imaturos também
foram distintos dos frutos maturos. Portanto, o perfil fitoquimico dos frutos e sementes
nao representou um evento conservativo em P. icicariba e, como s&o produzidos em
estruturas secretoras internas e fechadas, essas substancias volateis podem estar
envolvidas em alguma via secundaria a dispersdo ou influenciando a palatabilidade
dos didsporos.

Palavras—chave: almécega, estruturas secretoras, exsudato, oleorresina.



ABSTRACT

COSTA, Ana Paula Ferreira, M. Sc.Universidade Vila Velha - ES, July 2016. Volatile
and signaling unit of seed dispersal on Protium icicariba (DC)
Marchand.Orientador: Ary Gomes da Silva.

The Burseraceae family is well-known source of exudates and oleoresins rich in
volatile substances. Essential oils are present in various parts of the plant, including
the dry resin leaflet, flower, fruit and seed. This study aimed to characterize the nature
of stem exudate and apexes of icicariba Protium branches and investigate the
dispersion unit, in order to identify volatiles that make up the aroma of ripe fruit,
comparing them to the immature fruit of the leaflets, branches and stem of the resin,
in order to investigate their role in the dispersion of the seeds of plant species. The
exudate production was stimulated through an incision in the stem, removal of leaves
at the insertion point of the rachis and branches, removal of flowers and fruits by
pedicel. For anatomical analysis, stem fragments were removed branch petioles rachis
and leaflets, in order to investigate the nature of the structures. The exudate stem,
branches and leaves of P. icicariba is represented by an oily liquid that dries upon
exposure to air, producing a whitish amorphous residue and may develop slightly
yellow or pink tones. Secretory structures of oleoresin match elongate cavities
bounded by a secretory epithelium associated to the phloem in stems and branches of
the plant, reaching the leaves by the ribs of the vascular system. This indicates that
circulates in the whole plant oleoresin among the vascular tissue from the stem to the
whole branch of the axial stem system branches and petioles. The extraction yield of
the essential oil was obtained by hydrodistillation of the different parts of the plant
studied and no significant differences between the ripe fruit open and dry resin, unlike
the mature fruit closed, immature fruit and leaflets. The chemical composition of the
open ripe fruit oil revealed that the major compounds represent a total of 74.83% of alll
oil, ripe fruit closed 74.76%, 77.83% of the immature fruit, foliole 72.37% and 74.38%
of dry resin. Mature and immature fruits formed a distinct block of other vegetative
parts, considering the phytochemical profile of essential oils, and immature fruits were
also distinct from mature fruits. Therefore, the phytochemical profile of the fruits and
seeds did not represent a conservative event in P. icicaribaand, as produced in internal
secretory structures and closed, these volatile substances may be involved in some
way secondary to dispersion or influencing palatability of didsporas.

Key words: almecega, exudate, oleoresin, secretor structures
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1. INTRODUCAO

A Familia Burseraceae € uma fonte conhecida de exsudados e oleorresinas
ricas em substancias volateis que sdo usadas para muitas finalidades, por exemplo,
produtos de perfumaria. Na regido Neotropical, esta familia € largamente
representada pelo género Protium. Este é o principal género da familia, que
compreende cerca de 135 espécies e € um dos géneros mais difundidos na América
do Sul (Khalid, 1983). Estima-se que mais de 80% das espécies de Burseraceae na

regido amazonica, por exemplo pertencem ao género Protium (Siqueira, 1991).

Nessa familia os 6leos essenciais, de metabolismo secundario, estdo presentes
em varias partes da planta, entre elas na resina seca, foliolo, flor, fruto e semente.
Devido a este fator € possivel a extracdo do 6leo sem suprimir as populacées naturais
da planta (Oliveira et al., 2006). Os 6leos possuem composi¢cdo quimica complexa,
destacando-se a presenca de terpenos e fenilpropanoides (Gongalves et al., 2003;
Silva et al., 2003).

Protium icicariba (DC) Marchand conhecido popularmente como almécega ou
almesca, possui distribuicdo que vai do norte da Amazonia até a Argentina. E uma
espécie arbustiva atingindo alturas médias de 2,5m, podendo variar de 8 a 14m, com
folhas compostas de 5-7 foliolos, de peciolulos muito curtos e oblongo-lanceolados. O
fruto, de forte aroma possui mais de 10% em acucar, sendo capsula de pericarpo
avermelhado. Quando maduro, abre expondo uma semente com sarcotesta branca
comestivel. Esta semente produz 25% de 6leo que pode ser consumido substituindo
0 azeite. A espécie apresenta ainda ductos ou canais secretores de oleorresina no

caule, ramos e frutos (Siani et al., 2004; Ferreira et al., 2010).

O processo de dispersao de sementes é um dos fatores mais importantes para
a manutencao de populacdes de espécies vegetais, sendo crucial para a reproducao
da planta jA que a semente pode viajar por grandes distancias evitando a competicéao
com a planta-m&e (Howe, 1993; Janzen, 1970). Desta forma é muito importante a
interacdo entre animal-planta, j& que algumas plantas necessitam dos animais
polinizadores e/ou dispersores para sua reproducéo e, em contrapartida, oferecem a
eles recursos alimentares como poélen, néctar, 6leos, frutos e sementes (Stefanello et
al., 2010; Silva et al., 2012). A dispersao de sementes representa a Ultima fase do
ciclo reprodutivo das plantas, e porisso é considerada como um evento critico para a

regeneracao vegetal (Francisco e Galetti, 2002).
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O presente trabalho foi norteado pela hipotese de que a presenca de um perfil
de substancias volateis no aroma das unidades de dispersdo representa um carater
conservativo decorrente da producdo em todas as partes da planta de uma oleorresina
que contém Oleos essenciais em sua composi¢cdo. Caso ndo seja assim, outras
possibilidades de dispersédo para as sementes de P. icicariba, além da ornitocoria,
seria a existéncia de processos secundarios de dispersao realizada por dispersores
olfativamente orientados. Assim, o presente estudo tem como objetivo geral investigar
aunidade de dispersdo em P. icicariba, de modo a identificar os volateis que compdem
o aroma do fruto maduro, comparando-os aos do fruto imaturo, dos foliolos, ramos e
resina do caule, para ainvestigar seu papel na dispersao das sementes desta espécie
vegetal e como objetivos especificos, propde-se o perfil quimico qualitativo e
quantitativo do o 0leo essencial de frutos maduros, frutos imaturos e eixo vegetativo
de P. icicariba e entender por que um fruto com padrbes de sindrome ornitocérica
apresenta volateis, sendo que as aves apresentam pouca ou nenhuma resposta aos

odores.
2. FUN DAMENTA(;AO TEORICA

2.1 A oleorresina na Familia Burseraceae

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de compostos quimicos com
caracteristicas volateis, lipofiicas, geralmente odoriferas e liquidas (Martins et al.,
2002). Podem estar presentes em um s6 6rgdo ou em toda planta, o que pode variar
de acordo com a familia. Podem ser produzidos em células secretoras, cavidades,
ductos, células epidérmicas e tricomas. Assim como visto em cortes anatbmicos de
Protium icicariba nos foliolos e ramos a presenca de ductos e nos frutos cavidades.
Geralmente, os Oleos possuem densidade menor que da agua e sdo sollveis em
compostos organicos (Bakkali et al., 2008).

Na Familia Burseraceae o0s Oleos essenciais, de metabolismo secundario,
estdo presentes em varias partes da planta, entre elas na resina seca, foliolo, flor,
fruto e semente. Devido a este fator é possivel a extracdo do éleo sem suprimir as
populacdes naturais da planta (Oliveira et al., 2006). Esses 0leos possuem
composicdo quimica complexa, destacando-se a presenca de terpenos e
fenilpropanoides (Goncalves et al., 2003; Silva et al., 2003).

As espécies da Familia Burseraceae caracterizam-se por exsudacdo de
resinas, que ocorrem nas raizes, caules, folhas, flores e frutos e quase sempre tem

tracos de latex branco resinosos, que podem ser encontrados nos galhos ou nas
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goticulas dispersas em barras feitas da casca. E esta presenca de um exsudato
resinoso aromatico € largamente responsavel pela proeminéncia de espécies de
Burseraceae na etnobotanica das regides onde elas ocorrem (Cuatrecasas, 1957;
Khalid, 1983; Gentry, 1993). Na natureza, a exsudacdo da oleorresina também é
provocada pela acdo de insetos (Susunaga, 1996). Ao ferir alguma parte da planta,
como caule e ramos, ha exsudacdo de uma oleorresina que seca rapidamente
formando blocos esbranquicados. Essa secrecao é originada em ductos ou cavidades
secretoras esquizégenos ou esquizolisigenas (Siani et al., 2004).

Os ramos sao frequentemente escandentes com o coOrtex de coloracdo
acinzentada, marcados por lenticelas, apresentando o lenho circundado por ductos
secretores de Oleo-resina. O fruto é uma capsula de pericarpo avermelhado quando
maduro, que expde as sementes com sarcotesta branca. Desde imaturos, o pericarpo
do fruto apresenta estruturas secretoras de oleorresina (Engler, 1874; Siani et al.,
2004). Em condi¢des naturais, esta oleorresina pode exsudar espontaneamente ou
provocada por incisdes no tronco das plantas que, neste género, podem ser arbustos
ou arvores.

Protium icicariba (DC) Marchand conhecido popularmente como almécega ou
almesca € uma espécie nativa das restingas do sudeste do Brasil. A espécie apresenta
ductos ou canais secretores de oleorresina no caule, ramos e frutos (Siani et al., 2004).

Algumas partes da planta, raiz, caule, folha e frutos sédo fundamentais como
sinalizadores para agentes dispersores e/ou polinizadores, além de compostos
exsudados das mesmas, como oleorresina seca e o0 0leo essencial. A oleorresina seca
€ constituida, por cerca de 11% de Oleo essencial, monoterpeno triidroxilado 1,
triterpeno a-aminira, B-amirina e breina (Bandeira et al., 2002). Os 0Oleos essenciais
séo responsaveis pelo aroma, servindo como sinalizador para agentes dispersores
e/ou polinizadores, além de apresentarem grande importancia ecolégica, como
inibidores da germinacao, protecéo contra predadores, protecdo contra perda de dgua

e aumento datemperatura (Santos et al., 2004).

2.2 Dispersao de sementes

A interacdo mutualistica entre plantas e animais no meio ambiente é frequente.
As vezes ha um grau de reciprocidade como nos casos da poliniza¢éo e da dispersao.
Em outras situacdes, essas interacbes podem acarretar riscos para a propria planta,
como o caso da herbivora, onde o animal se alimenta de partes ou de todo o vegetal

0 que resulta em efeitos negativos no crescimento e sobrevivéncia de uma populacao
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e em um efeito positivo ou benéfico na outra, (Krohling et al., 2010; Stefanello et al.,
2010; Odum, 1988; Silva et al 2012). Quando a interacdo é benéfica para os dois
lados, a atracdo implica na existéncia de sinais, muitas vezes em forma de recursos
alimentares, oferecidos pela planta, que intermediam a comunicagdo com
polinizadores e dispersores (Dusenbery, 1992). Dentre eles pode-se destacar a
presenca de poélen, néctar nas flores, e 6leos essenciais em flores, frutos e sementes
(Harborne, 1993). Deste modo a planta oferece seus recursos alimentares e em
contrapartida os animais auxiliam em sua polinizacdo e dispersdo (Krohling et al.,
2010; Stefanello et al., 2010; Silva et al., 2012).

Entre as sindromes de dispersdo ha aquela que envolve a participacédo direta
dos animais, a disperséo biotica ou zoocorica, e a que ndo ha participacao efetiva dos
mesmos, conhecida como dispersao abiotica. Na dispersao biotica ou zoocoria, 0s
animais atuam como agentes dispersores, sendo o tamanho do fruto ou o porte da
planta o que vai determinar o tipo de animal responsavel pela disperséo (Saravy et al.,
2003). Uma forma de classificacdo é de acordo com o tipo que animal que realiza a
disperdo podendo ser. ornitocoria, mirmecocoria, Ssaurocoria, ictiocoria,
guiropterocoria e melitocoria (Pijl, 1982).

A ornitocoria € quando a dispersao de diasporos envolve a participacdo de
aves, considerados 6timos agentes dispersores, devido sua capacidade de voar,
tamanho da abertura do bico, tempo gasto do forrageamento, forma de lidar com o

fruto e grande mobilidade (Francisco et al., 2007).

Mirmecocoria é a disperséo de diasporos por formigas, esse fenbmeno ndo é
considerado especializado ja que ha um envolvimento de uma grande diversidade de
espécies de formigas associadas as sementes. Onde as formigas fazem a selecao,
as sementes maiores e mais dificeis sdo transportadas por individuos de fortes
mandibulas (Peternelli et al., 2004).

A saurocoria ocorre quando ha disperséo de diasporos pela acdo de répteis,
enquanto a ictiocoria ocorre por peixes. A quiropterocoria é a dispersao feita por
morcegos que, de certa maneira, acaba auxiliando no mecanismo de sucessao floral
e restauracdo. Portanto, o conhecimento da alimentacdo do morcego é de extrema
importancia ja que serve como subsidio ao manejo e a conservacdo de ambientes

(Vergoza et al., 2012). Outro tipo de dispersédo de invertebrados é a melitocoria,

disperséo feita por abelhas.
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Na Familia Burseraceae a disperséo de diasporos em Protium sp, é feita pelas
aves por orientacdo visual do fruto e ndo do 6leo essencial. Entretanto acredita-se que
as formigas possam desempenhar um papel secundario de dispersdo sendo
orientadas pelo 6leo Saravy et al. (2003)

2.3A sinalizagdo quimica na disperséo

Ha trés fatores bioquimicos que envolvem a atracao de animais para as plantas,
sendo o perfume, a cor da flor e o valor nutricional do néctar e do pélen (Harbone
1993).

Gracas ao perfume exalado pela planta, por meio dos 6leos essenciais, 0s
animais detectam a distancia os terpenos ou outras substancias volateis e deste modo
0 Oleo essencial acaba servindo como atrativo para um agente polinizador/dispersor.
Portanto, cada tipo de didasporo possui sua forma de atracdo de
polinizadores/dispersores, como por exemplo 0s animais que se alimentam a noite
sdo orientados pelo aroma exalado da planta, uma vez que o contato visual é quase
ausente (Harbone, 1993).

As pequenas concentragdes dos aromas das flores servem como sinalizadores
para 0s insetos, ja que sdo sensiveis a pequenas concentracfes dos produtos
guimicos volateis. Logo, algumas espécies de plantas que ndo apresentam odor
nenhum na percepc¢do do ser humano, para um inseto ha producédo suficiente para
atrai-lo. E a produgdo maxima do perfume € coordenada com o momento em que 0
polen esta maduro e a flor pronta para polinizacdo (Harbone, 1993).

Sementes maduras exalam uma quantidade maior de odor e ha um aumento
na producdo de acucares, resultando em mecanismos para atracéo de dispersores. E
ainda neste momento que a semente apresenta uma testa mais enrigecida que a torna
capaz de resistir a passagem pelo tubo digestivo dos animais (Marinho-Filho e
Vasconcellos-Neto, 1994).

3.MATERIAL E METODOS
3.1 Area de estudos
A Area de Protecdo Ambiental (APA) de Setiba foi instituida em 1994 através
do decreto estadual n° 3.747-N. Inicialmente denominada de “APA de Trés llhas”, foi

recriada em 1998 pela Lei Estadual 5.651 com o nome de “APA Paulo Cesar Vinha”

ou apenas “APA de Setiba”. Foi criada para ser zona de amortecimento para o Parque
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Estadual Paulo César Vinha (PEPCV), conferindo-lhe uma protecdo paisagistica,
estética e ambiental, por meio da adequacdo das atividades efetivas ou
potencialmente poluidoras as condicdes ecoldgicas regionais (CEPEMAR, 2007).
Localizada sobre uma planicie arenosa quaternaria, a APA de Setiba possui cerca de
12.960 ha de extensdo que vai do extremo sul do municipio de Vila Velha a regido
nordeste de Guarapari. Sua criacdo € um marco histérico na conservacao da
biodiversidade costeira e marinha do Espirito Santo por ser a primeira Unidade de
Conservacao (UC) do estado com incluséo do ambiente marinho, abrangendo uma

area de 5.460 ha da éarea total (Figura 1) (Thomazi e Silva, 2014).

A area apresenta fisionomia herbacea-arbustiva aberta, com algumas areas,
apresenta areas onde o lencol freatico se apresenta mais préximo do solo, sujeitas a
inundacdo em determinada época do ano. A paisagem local se caracteriza por
formagbBes vegetacionais constituidas por conglomerados de plantas de porte
arbustivo e subarbustivo, podendo ocorrer algumas espécies arbéreas (Ferreira et al.,
2010).

Figura 1. Area Protecio Ambiental de Setiba e do Parque Estadual Paulo César Vinha,
municipio de Guarapari/ES. Fonte: Plano de Manejo do Parque Estadual Paulo César
Vinha, CEPEMAR.
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3.2 Coleta de Material

As coletas de resina seca, foliolos, ramos e frutos de Protium icicariba foram
realizadas entre os meses de fevereiro a maio de 2015, somando um total de sete

coletas.

A resina seca, foliolos e frutos coletados manualmente foram acondicionados
em potes de vidro e armazenados no freezer. Para as andlises das estruturas
secretoras, frutos verdes, ramos e alguns foliolos foram mergulhados em campo no
FAA 50 (formol; acido acético e alcool), visando a preservacdo, assim como também

a morte do protoplasma sem distor¢cdes e permaneceu no FAA por 24 horas.

3.3 Estruturas secretoras nos ramos, foliolos e frutos

Para andlise das estruturas secretoras nos frutos e nos ramos foram realizados
cortes transversais e longitudinais a mao livre. Ja nos foliolos, cortes transversais e
paradérmicos. Com o auxilio de um pincel, levou-se o corte para uma placa de Petri
contendo agua deionisada. Em seguida, as secdes mais finas transparentes foram
diafanizadas em solugéo de hipoclorito de sodio (1:1), lavadas com agua deionisada
e neutralizadas em solucdo de acido acético 5%, por cinco minutos. Apds a
neutralizacdo, as secgOes, foram lavadas em &gua deionisada até o total
desaparecimento do odor de &cido acético. A coloracao foi feita em solucdo de azul
de astra (1:4), por 10 segundos e logo apoOs as sec¢Oes foram lavadas em &gua
deionisada para retirada do excesso de corantes. Sendo que para cada uma das
partes utilizadas (ramos, foliolos e frutos) o processo foi desenvolvido separadamente.
As secdes coradas foram montadas entre lamina e laminula em meio a glicerina
bidestilada, e depois lutadas com esmalte. Estas preparacdes semi-permanentes
foram analisadas em microscopio 6ptico e Olympus BH2-BHS Olympus BH2 utilizando
o software analisador de imagem Pro-Plus, versdao 3.0 para Windows acoplado ao

mesmo microscopio.

3.4 O exsudato

A producéo de exsudato foi estimulada através de incisdo no caule, retirada de
folhas no ponto de insercdo das raquis nos ramos, remocéo de flores e frutos pelo
pedicelo. O exsudato foi testado quanto ao grau e solubilidade em agua e em
solventes organicos. Gotas do exsudato produzido foram colocadas em laminas de

vidro desengorduradas e incubadas por 8 horas em estufa de ar forcado a temperatura
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de 40°, para determinacao do residuo de evaporacdo. Também foi realizado um teste
de higroscopicidade em meio a tinta da China (Costa, 1972), para evidenciar a
presenca de mucilagem. Em caso negativo, 0 ensaio a quente com o regente de
Fehling foi realizado para revelar glicanas hidrolisaveis (Sass,1951) que sao
caracterizados como gomas, se demonstrarem carater acido in natura, ao corar-se
pelo vermelho de ruténio, enquanto o verde de metila evidenciou o carater mais neutro
das mucilagens (Jensen, 1962). O exsudato liquido foi dividido em trés aliquotas: uma
foi tratada com éter etilico, outra com solu¢cdo aquosa de &cido cloridrico diluido e a
terceira com solucdo aquosa de acido acético glacial. A solubilidade em éter,
acompanhada de insolubilidade em solucdo aquosa de &cido cloridrico diluido e
solucdo aquosa de &cido acético glacial, permitiu caracterizar os 6leos fixos, enquanto
a solubilidade em éter e em solugdo aquosa de acido acético glacial, mas que
precipitaram em meio a solugdo aquosa de &cido cloridrico caracteriza resinas
(Konarev, 1972, Harborne, 1984). O exsudato também foi gotejado em papel de filtro
Whatmann n° 1, e as manchas produzidas, se persistentes a temperatura ambiente,
indicam a caracterizacdo como Oleos fixos, enquanto os que formaram manchas

efémeras sao caracterizados como volateis (Costa, 1972).

3.5 Extracéo do 6leo essencial

O processo de extracdo do Oleo essencial foi desenvolvido pelo método de
hidrodestilacéo utilizando o aparelho de Clevenger. Para extracdo do 6leo essencial
foi utilizada resina seca e foliolos, como referéncia do perfil de aromas do eixo
vegetativo, e frutos imaturos e maduros, para identificacdo do perfil de aromas
caracteristico dos frutos. Cada uma das amostras foi triturada e pesada, em seguida
transferida para um baldo de 2000 ml com agua deionizada e acomodado sobre uma
manta elétrica aquecedora. O extrator de Clevenger foi adaptado ao baldo e o
pingador a saida superior do extrator. Para cada uma das partes de Protium icicariba
utilizadas o processo de hidrodestilacdo foi feito separadamente. O processo teve
duracdo de até 4 horas. Apos a extracdo, o 6leo essencial foi armazenado e reduzindo

a temperatura a ponto de congelamento da agua de forma a separar 6leo da agua.

3.6 Andlise cromatografica do 6leo essencial

A injecdo do 6leo essencial foi realizada em sistema de cromatografia em fase

gasosa de alta resolugédo. O volume de injecdo foi de 2L, composto por 1,6 pyL de
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uma solugdo de 6leo essencial (30mg/ml) e 0,4 yL de uma solugdo de uma série de

hidrocarbonetos de C7-C30, como padréo interno, tendo o n-hexano como solvente.

Na cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM), o sistema utilizado foi consistido de um cromatégrafo a gas acoplado a um
espectrometro de massa. Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida (30m x 0,25
mm x 0,25 mm). O gés de arraste foi o hélio e o programa de temperatura da coluna
consistiu em aumentos de 3° C por minuto, entre 60° -240° C. Os espectros de massa
foram obtidos em 70eV a velocidade de varredura de 0,84 scan/s, na faixa de m/z 40-
500 (Adams, 2009).

O tempo de retencdo dos componentes da amostra e uma mistura de n-alcanos
de C7-C30, co-injetados no sistema GC-MS no ambito do mesmo programa de
temperatura, foram utilizados para o célculo do indice de Retencdo de Kovats — K e
do indice Aritmético de Van der Dool e Kratz (IA) . A identificacdo dos componentes
do Oleo essencial utilizou os cromatogramas e 0s espetros de massas obtidos por
varredura dos diferentes picos dos componentes identificardos, utilizando o software
Xcalibur, (versdo 2.0). Os tempos de retencéo, os indices de retencéo e os espectros
de massas obtidos, foram comparados com a biblioteca espectral de CG-EM nos K e
IA calculados em comparacao com a literatura disponivel (Adams, 2009).

As substancias volateis ou semivolateis (termo estaveis) foram
preferencialmente analisadas por cromatografia gasosa, devido ao grande poder de
separacédo desta técnica, sendo capaz de separar compostos organicos com isomeria

plana similar, isomeria 6ptica e homdélogos com grande pureza (Vilegas, 1997).
3.7 Analise dos dados

O perfil fitoquimico qualitativo e quantitativo dos Oleos essenciais foi
determinando com base na composi¢cdo do produto de extracdo de frutos maduros
abertos, frutos maduros fechados, frutos imaturos, resina seca e foliolos, este dltimo
introduzido na andalise como padrédo externo para monitoramento do processo.

A diversidade quimica para cada unidade morfoldgica trabalhada foi estimada
pelo indice de Diversidade de Shannon-Weaver — H’. A equitabilidade foi determinada
pelo indice de Pielou (Brower et al., 1997). Os indices obtidos foram testados em
relacdo a eventuais diferencas pela analise de variancia — (ANOVA), com um critério
de classificagdo, utilizando as fontes de 6leo essencial como blocos de tratamento no

modelo linear. As diferencas entre as médias foram descriminadas a posteriori pelo
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Teste de Scheffé. O nivel de significancia para rejeicdo da hipotese de nulidade de
igualdade entre os indices médios foi p < 0,05 (Zar, 2010).

Na avaliacdo das afinidades, foi utiizada uma matriz com os sinais detectados
em eletronvolts (eV) para os componentes dos 6leos essenciais, corrigida em escala
pela transformagao ranging que acomodou todos os dados numa amplitude entre zero
e um, excluidos os componentes de ocorréncia restrita em uma Unica amostra e 0s
que estivessem presentes em todas elas. Para a avaliagdo qualitativa, os sinais
detectados em eV foram convertidos numa matriz binaria que expressasse a presenca
ou auséncia do componente no 6leo essencial, excluidos também os compostos de
ocorréncia restrita a uma amostra e 0s que estivessem presentes em todas. Na matriz
guantitativa, a dessimilaridade foi estimada pelo coeficiente de distancia de Manhattan
Total. O dendrograma foi construido pelo método de ligacdo de média de grupo. O
coeficiente de Manhattan total, o dendrograma e seu respectivo coeficiente de
correlacdo cofenética foram calculados utilizando o programa Fitopac versdo 2.0
(Shepherd, 1995).

No estudo do gradiente quimico foi aplicado o algoritmo da analise de espécies
indicadoras (TWINSPAN) (Hill, 1979) utilizando os componentes quimicos dos 0leos
essenciais de cada unidade morfologica trabalhada, como classificadores que foram
categorizados como compostos indicadores, preferenciais e ndao preferéncias para os
blocos formados pela maximizacdo das discrepancias encontradas nas mesmas

matrizes qualitativa e quantitativa empregadas (ter Braak, 1987).

4. RESULTADOS

4.1 Descricao morfolégica e estrutural dos ramos, foliolos, frutos

imaturos e maduros

Na area estudada, Protium icicariba € um arbusto com até 3m de altura, didico,
com inflorescéncias axilares que portam flores de perianto vinoso externamente e
internamente de cor creme (Figura 2). As folhas sdo compostas, apresentando em
média de 5-7 foliolos oblongo-lanceolados discolores, sendo na face adaxial verde
mais escuro e na abaxial verde mais claro, de nervacdo peninérvea (Figura 2). A
producdo de flores ocorre a partir de setembro, num periodo de maior pluviosidade,
mas algumas inflorescéncias podem ser encontradas ainda no més de janeiro. O
amadurecimento do fruto ocorre predominantemente nos meses de janeiro e fevereiro

e mais esparsadamente até abril.
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Os frutos de P. icicariba sdo drupoides que contém de 1-5 pireneos cujo
endocarpo é carnoso acastanhado; o mesocarpo é de sabor adocicado com uma
coloracéo esbranquicada e aroma adocicado; e o epicarpo com variacao de coloracéo
do verde com rajados avermelhados até ser integralmente vinoso, quando maduro
(Figura 3). O mesocarpo esbranquicado acaba produzindo um contraste com o
avermelhado do epicarpo. Quando o epicarpo sofre deiscéncia expde as unidades de
pireneo revestidas pelo mesocarpo carnoso branco.

Figura 2 Protium icicariba (DC) Marchand. 1- Flor masculina; 2- Face adaxial da folha;

3- Flor feminina; 4- Face abaxial da folha.

Figura 3 Protium icicariba (DC) Marchan Frutos: imaturos esverdeados, maduros
fechados avermelhados e maduros deiscentes expondo 0 mesocarpo e o epicarpo. 1-

Epicarpo; 2- Mesocarpo.
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4.2 Estruturas secretoras

Os cortes longitudinais e transversais do fruto evidenciaram cavidades
secretoras as vezes isodiamétricas, as vezes rombicas (Figura 4 ae b) e as cavidades
na maioria das vezes sdo delimitadas por epitélio secretor (Figura 5 a). Os feixes

vasculares neste caso sado mais isolados e concéntrico anficrival (Figura 5 b).

Figura 4 Protium icicariba (DC) Marchand. a: Estruturas secretoras em secao
transversal na regido do epicarpo do fruto; b: estruturas secretoras em secéo
longitudinal do epicarpo e mesocarpo do fruto; b, em detalhe as cavidades 1:

isodiamétricas e 2- rombicas.

Figura 5 Protium icicariba (DC) Marchand. Fruto a) Secao longitudinal com destaque
para cavidades secretoras: 1- Cavidade secretora; 2- Feixe vascular em plano
longitudinal. / b) Secao transversal detalhe para feixe vascular concéntrico anficrival:

1- xilema; 2- floema.
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Os ductos secretores, presentes em foliolos e peciolos, acompanham nervuras
principais e secundarias, contudo as nervuras secundarias de menor calibre ndo foram
observadas associadas a ductos em seccdes transversais da lamia foliar (Figura 6).
Secgdes transversais da nerwura primaria  mostram uma bainha de fibras
esclerenquimaticas que delimita a regido vascular, onde as estruturas secretoras, em
média de 8-13, estdo dispostas em um arranjo circular sinuoso, além de oito feixes
vasculares (Figura 7). Em seccdes paradérmicas observa-se ductos retorcidos dentro
das aréolas (Figura 8) e o feixe vascular no peciolo mostra-se concéntrico anficrival
(Figura 9).

Figura 6 Protium icicariba (DC) Marchand. Seccao transversal do mesofilo de

foliolos.1-Estrutura secretora.

Figura 7 Protium icicariba (DC) Marchand. Seccéo transversal da nervura principal. 1-
Bainha de fibras esclerenquimaticas; 2- Estrutura secretora; 3- Xilema; 4- Floema.
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Nos ramos, as estruturas secretoras ocorrem entre as células do floema num
cilindro vascular delimitado por uma bainha esclerenquimatica, onde os feixes

vasculares sao colaterais (Figura 10).

Figura 8 Protium icicariba (DC) Marchand. Nervura principal seccionada
longitudinalmente a) Nervura secundaria evidenciando o ducto: 1- Ducto. / b) Aréolas

contendo ductos retorcidos: 2- Ducto retorcido.

Figura 9 Protium icicariba (DC) Marchand. Seccéo transversal do peciolo
evidenciando o ducto bicolateral entre dois feixes vasculares concéntricos anficrivais.

1- Xilema; 2- Floema; 3- Ducto.
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Figura 10 Protium icicariba Seccao transversal do ramo. 1- Bainha esclerenquimatica;

2- Estrutura secretora; 3- Floema; 4- Xilema.

4.3 Exsudato

O exsudato do caule, ramos e folhas de Protium icicariba é representado por
um liquido oleoso que se resseca apds exposicdo ao ar, produzindo um residuo
amorfo de coloragcdo esbranquicada, podendo desenvolver tons levemente
amarelados ou rosados. Quando liquida, ela foi insolivel em agua, apresentando-se
soluvel em éter etilico e em &cido acético glacial, mas foi insolivel em acido cloridrico
indicando a presenca de um componente resinoso. Apos a incubacdo a 40°C, houve
a producédo de uma substancia amorfa, de coloracdo esbranquicada, com as mesmas
caracteristicas da encontrada na natureza. N&o foram detectados polissacarideos
acidos nem neutros. Estes resultados permitiram caracterizar o exsudato de caule,
ramos, folhas e frutos de P. icicariba como uma oleorresina. O residuo obtido apés
evaporacdo a 40°C também foi insolivel em agua e na solucdo aquosa de acido
cloridrico, mas foi solivel em éter etilico e em solugdo aquosa de acido acético,
revelando sua natureza resinosa, compativel com a descricdo do elemi da 12 edicao
da Farmacopeia Brasileira (Silva, 1926). As gotas de exsudato ndo produziram
manchas persistentes no papel de filtro Whatmann n°l, indicando que o aspecto
oleoso do exsudato no momento de usa eliminacdo € devido a presenca de
substancias volateis, caracterizando o exsudato como uma oleorresina, um fato

comum ao género Protium (Cuatrecasas, 1957; Khalid, 1983; Gentry, 1993). Esta
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oleorresina corresponde a fonte de Oleos essenciais desta espécie e, mesmo 0
residuo resinoso conhecido como elemi pode chegar a ter 30% de seu peso em 06leos

essenciais (Silva, 1926).

4.4 Perfil fitoquimico do 6leo essencial

O 6leo essencial extraido do fruto maduro aberto, fruto maduro fechado, fruto
imaturo e foliolos constituiram em um 6leo de alta mobilidade, transparente e incolor.
Jao 6leo essencial da resina seca apresentou uma coloracédo diferente, com variacdes
de transparente a amarelado. Ndo houve diferencas significativas no rendimento
extrativo do fruto maduro aberto e da resina seca, que apresentaram rendimento maior
que os do fruto maduro fechado, fruto imaturo e foliolo que ndo deferiram entre si
(Tabela 1).

Em relacdo a as densidades dos Oleos essenciais, a dos foliolos, frutos
imaturos foram maiores que as do fruto maduro aberto. N&o diferindo
significativamente entre si e nem no fruto maduro fechado e da resina seca. A menor
densidade foi do fruto maduro aberto que ndo diferiu significativamente do fruto
maduro fechado e da resina seca (Tabela 1).

A diversidade quimica do fruto maduro fechado e dos foliolos ndo diferiram
significativamente entre si e foram maiores que todos os demais. O fruto maduro
aberto e a resina seca nao diferiram significativamente entre si em relacdo a
diversidade quimica que também foram maiores que a do fruto imaturo. Os frutos
imaturos apresentam a menor diversidade quimica em relacéo aos demais (Tabela 1).

Em relacdo a equitabilidade, apesar de uma composi¢cdo quimica nitidamente
assimétrica, essa, foi menor em decorréncia dos maiores indices de equitabilidade
nos foliolos e na resina seca e no fruto maduro ndo importando se é aberto ou fechado
A maior simetria indicada pelo indice equitabilidade mais baixo ocorreu no fruto
imaturo.

Os valores médios das equitabilidades quimicas estdo na faixa de 0,5-0,6 para
todas as partes da planta analisadas, indicando uma assimetria de representatividade
dos componentes dos 0leos essenciais. Dentre eles cinco a oito substancias
representam mais de 70% da composicao total do Oleo, ficando os 30% restantes
distribuidos entre um numero bem variavel, entre 20 e 70 substancias quimicas
diferentes dependendo da natureza do material. Os resultados da ANOVA (F = 15,08;
gl =4:13, p <0,01,r=0.91; r2=0,82) revelaram que, de uma maneira geral os 6leos

essenciais da resina seca e dos foliolos apresentaram o0s maiores indices de
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equitabilidade, sendo que ndo houve diferenca significativa entre a equitabilidade da
resina seca, foliolos e fruto maduro fechado. A equitabilidade do éleo essencial da
resina seca foi maior que a do 6leo do fruto maduro aberto e do fruto imaturo, mas foi

igual a do fruto maduro fechado. E o foliolo apresentou maior equitabilidade do éleo

em relacdo fruto imaturo (Tabela 1).

Tabela 1. Rendimento, densidade absoluta e diversidade quimica do 6leo essencial de

fruto maduro aberto, fruto maduro fechado, fruto imaturo, foliolos e resina seca de

Protium icicariba (Média + Intervalo de Confianca a 95%).

Rendimento (g/%)

Densidade (g.mL1)

Diversidade

guimica (H’)

Equitabilidade
Q)

Fruto
maduro 1,244(1,014-1,474)% 0,815(0,775- 1,215)2 2,074(2,207-2.207)2 0,503(0,471-0,535)2
aberto
Fruto
maduro 0,702(0,519-0,885)* 0,864(0,771-0,957)2b 2,287(2.391-2,391)® 0,562(0,520-0,604) ac
fechado
Fruto
imat 0,306(0,207-0,405)® 0,891(0,870-0,912)" 1,732(1,674-1,790) ¢ 0,446 (0,423-0,469)°
imaturo
Foliolos

0,524(0,49-0,555) 0,933(0,911-0,955)° 2,448(1,943-2.953)" 0,615 (0,568-0,662) ¢
Resina

1,383(0,722-2,044)2 0,867(0,801-0,933)2b 2,021(1,473- 2,569)2 0,575(0,486-0,664) a°
seca

Legenda: H”: indice de diversidade de Shannon-Weaver; J: indice de equitabilidade de Pielou. Letras iguais: nao

h& diferencas significativas.

O nimero de substancias quimicas detectadas nos 6leos essenciais analisados
variou numa faixa grande. Enquanto no 6leo essencial da resina foram encontrados
25-28 compostos, nos foliolos foram encontrados entre 66-78, nos frutos imaturos
foram identificadas entre 46-58 substancias, nos frutos maduros fechados
apresentaram 53-65 componentes e, no fruto maduro aberto foram identificadas 61-

62 substancias.
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A composicdo quimica do oOleo essencial de fruto maduro aberto (Tabela 2)
apresentou como compostos majoritarios (E)-f—ocimene, a—fenchene e limonene,
onde estes representam um total de 74,83% de compostos de todo o 6leo. No fruto
maduro fechado (Tabela 3), a composi¢do quimica de compostos majoritarios em
74,76% de todo Oleo, revelou E-B—ocimene, a—fenchene, limonene e a—phellandrene.
O fruto imaturo (Tabela 4) teve como seus compostos majoritarios o E-p—ocimene,
limonene e salicylaldehyde, equivalendo a 77,83% de todo 6leo. Os foliolos (Tabela
5) tiveram como compostos majoritarios em seu Oleo essencial a—phellandrene,
a—pinene,  3-p-menthene, o—terpinene, Z-B-ocimene e  a—amorphene,
correspondendo a 72,37% do 6leo. Por fim aresina seca (Tabela 6) revelou a—pinene,
sylvestrene e epi-a—cadinol como compostos majoritarios do 6leo representando um

total de 74,38%.

Tabela 2. Compostos majoritarios nos frutos maduros abertos de Protium icicariba
(DC) Marchand.

indices de Retencéo

Van der Dool e Kratz Kovats )
Substancias %
Calculad Calculad Adams
o] Adams 2009 o] 2009
1042 1044 1048 1050 E-B-ocimene 31.07
945 945 949 952 a-fenchene 27.67
1023 1024 1028 1029 limonene 16.10
1001 1002 1002 1002 a.-phellandrene 8.86
1007 1008 1008 1011 6-3-carene 5.49
1436 1434 1437 1436 y-elemene 2.03
940 942 944 950 B-citronellene 1.12
1067 1067 1072 1072 cis-linalool oxide 0.87
1504 1505 1504 1506 premnaspirodiene 0.72
1039 1039 1045 1044 salicylaldehyde 0.52
1645 1644 1646 1646 o-muurolol 0.43
1293 1293 1293 1294 methy myrtenate 0.38
Total 95.26
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Tabela 3 Compostos majoritarios nos frutos maduros fechados de Protium icicariba
(DC) Marchand.

Van der Dool e Kratz
Calculado Adams 2009 Calculado Adams 2009

indices de Retencéo

Kovats

Substancias

%

1042 1044 1048 1050 (E)-B-ocimene 28.14
1023 1024 1028 1029 limonene 21.29
945 945 949 952 a-fenchene 12.83
1001 1002 1002 1002 a-phellandrene 12.50
1007 1008 1008 1011 8-3-carene 6.30
1067 1067 1072 1072 cis-linalool oxide 3.78
1176 1174 1178 1177 terpinen-4-ol 3.52
1436 1434 1437 1436 y-elemene 2.59
940 942 944 950 B-citronellene 2.12
1039 1039 1045 1044 salicylaldehyde 0.91
1645 1644 1646 1646 a-muurolol 0.57
1504 1505 1504 1506 premnaspirodiene 0.57
Total 95.12

Tabela 4 Compostos majoritarios nos frutos imaturos de Protium icicariba (DC)

Marchand.

Van der Dool e Kratz
Calculado Adams 2009 Calculado Adams 2009

indices de Retencéo

Kovats

Substancias

%

1039 1039 1045 1044 salicylaldehyde 35.63
1042 1044 1048 1050 (E)-B-ocimene 28.87
1023 1024 1028 1029 limonene 13.33
1001 1002 1002 1002 a-phellandrene 8.68
945 945 949 952 a-fenchene 1.62
1436 1434 1437 1436 y-elemene 1.48
1504 1505 1504 1506 premnaspirodiene 1.48
1007 1008 1008 1011 8-3-carene 1.37
940 942 944 950 B-citronellene 1.27
1645 1644 1646 1646 o-muurolol 0.48
1532 1532 1534 1533 y-cuprenene 0.47
1517 1516 1518 1517 menthyl isovalerate 0.40
Total 95.08
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Tabela 5 Compostos majoritarios nos foliolos de Protium icicariba (DC) Marchand.

Van der Dool e Kratz
Calculado Adams 2009 Calculado Adams 2009

indices de Retencéo

Kovats

Substancias

%

1031 1032 1036 1037 Z-B-ocimene 25.04
1016 1014 1020 1017 o-terpinene 18.69
1485 1483 1485 1484 a-amorphene 15.47
985 984 987 987 3-p-menthene 491
935 932 939 939 o-pinene 4.49
1001 1002 1002 1002 a-phellandrene 3.77
1450 1449 1452 1451 a-himalachene 3.60
1525 1527 1527 1528 E-y-macrocarpene 3.57
1364 1365 1367 1367 cis-carvyl acetate 2.82
1575 1577 1577 1578 spathulenol 2.53
1055 1054 1060 1059 a-terpinene 2.10
1536 1537 1538 1538 a-cadinene 1.92
Total 88.91

Tabela 6 Compostos majoritarios de resina seca de Protium icicariba (DC) Marchand.

Van der Dool e Kratz
Calculado Adams 2009 Calculado Adams 2009

indices de Retencéo

Kovats

Substancias

%

1027 1025 1031 1030 sylvestrene 50.50
935 932 939 939 a-pinene 18.24
1635 1638 1637 1640 epi-a.-cadinol 5.64
986 988 989 990 myrcene 4.70
1501 1501 1501 1501 epi-zonarene 2.74
1412 1411 1413 1412 2-epi-p-funebrene 2.65
1007 1008 1008 1011 d-3-carene 2.36
976 974 980 979 B-pinene 1.31
1138 1137 1141 1142 trans-sabinol 1.28
1194 1194 1195 1195 myrtenol 1.24
1478 1478 1479 1479 y-muurolene 1.14
1160 1160 1164 1164 cis-chrysanthenol 1.02
Total 92.82
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A composicdo qualitativa e centesimal dos O6leos essenciais extraidos
evidénciaram um agrupamento bem distinto entre os 6leos essenciais das amostras
de resina seca, de foliolos e de frutos.Entretanto, as distingbes de agrupamento entre
os diferentes estados de maturagcdo de fruto que foram extraidos revelaram em niveis
de fusdo mais basais, num dendrograma bem representativo da matrix de Coeficientes

de Distancia de Manhattan Total que foi analisada (Figura 11).
res= 0.997
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Figura 11. Dendrograma de agrupamento das amostras de Protium icicariba (DC)
Marchand, construido a partir da média de grupos formados pelos coeficientes de
Distancia de Manhattan Total. Aberto: fruto maduro deiscente; Fechado: fruto maduro
ainda ndo deiscente; Imaturo: Fruto jovem com tamanho de fruto maduro mas ainda

com epicarpo de cor verde.
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A andlise de substancias indicadoras (Figura 12) revelou que os compostos

majoritarios nem sempre podem determinar a identificagdo tipica do material vegetal

ou dos estagios de maturacdo dos frutos.
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Figura 12. Diagrama de ordenacdo por analise de substancias
(TWINSPAN) entre os 6leos essencias de frutos maduros abertos (Aberto) e fechados

indicadoras

(Fechado), frutos imaturos (Imaturos), foliolos e resina seca (Resina) de Protium

icicariba (DC) Marchand.

Os Oleos essenciais obtidos da resina foram principalmente marcados pela
presenca do 2-epi-B-burnesene, enquanto o 6leo essencial obtido a partir dos foliolos
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foi caracterizado pela 1,3,8-p-menthatriene. O a-cubebene permitiu a diferenciacéo
dos frutos maduros abertos. Partes das amostras dos frutos maduros fechados podem
ser caracterizadas pelo B-bourbonene. O perfil quimico dos frutos imaturos néo
revelou nenhum marcador que os identificasse, sendo agrupados por exclusdo dos

demais.

5. DISCUSSAO

O fruto de P. icicariba ocorrentes na area de estudo apresentou o padrao tipico
dos filotrimidios, frutos carnosos cuja deiscéncia acomete apenas o epicarpo (Barroso
etal., 2004). O fruto € drupdide e se caracteriza como filotrimidio, originados de ovario
infero, cujo exocarpo € mais ou menos coriaceo de pouca espessura e cor parda a
avermelhada, frequentemente quebradico de deiscéncia valvar, que evidencia o
contraste do epicarpo vermelho vinoso com o mesocarbo esbranquicado. O epicarpo
desde imaturo apresenta ductos secretores de oleorresina seca. O mesocarpo se
apresenta membrano-carnoso, de cor geralmente branca e cobre a superficie de cada
pirénio, onde este possui a forma ovoide de textura firme, de coriacea a sublenhosa e
mostra no lado externo (no ponto de insercdo da semente) uma porcao de cor
diferente das demais porcdes restantes. A semente possui uma testa membranacea
(Ferri el al., 1981, Siani et al., 2004; Barroso el al., 2004). E esta desicéncia que coloca
em evidéncia o contraste entre a coloracdo vermelha vinosa do epicarpo e o branco
do mesocarpo carnoso que reveste 0s pirénios.

O contraste do epicarpo vermelho vinoso com 0 mesocarpo esbranquicado do
fruto de Protium icicariba segue um padrdo visual que compreende alguns dos
atributos mais expressivos da sindrome de disperséo por zoocoria (van der Pijl 1978),
jA que apresenta um forte contraste de coloracdo facilitando ser visto por aves,
entretanto em carater secundario a presenca deste 6leo poderia sinalizar para um
sistema secundario de disperséo. A dispersdo de sementes desse fruto foi descrita
como ornitorcoria uma area de restinga no Rio de Janeiro (Gomes et at, 2008) e
dispersdo secundéaria por mimercocorica em uma reserva de Floresta Atlantica em
Permanbuco (Silva et al, 2007).

O aroma adocicado perceptivel no fruto pode ter a mesma origem que 0S
aromas exalados quando as partes vegetativas dos individuos desta espécie séao
feridas, uma vez que foram identificadas nos frutos, tanto uma oleorresina que € capaz
de produzir exsudacOes de pequena intensidade, como as estruturas anatdmicas

responsaveis pela sua secrecao.
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A literatura tem consagrado a existéncia de ductos secretores de oleorresina
em espécies do género Protium (Engler, 1874), ao mesmo tempo em que sdo também
comuns os relatos de ductos e cavidades secretoras tanto para este género como
para a familia Burseraceae (Siani et al., 2004).

A analise anatbmica dos frutos, foliolos e ramos jovens, permitiu evidenciar os
dois padrbes de estruturas secretoras. As cavidades, desde isodiamétricas até
romboides, foram visualizadas em regides parengquimaticas, sem associacfes mais
imediata com floema. Os ductos, mais calibrosos, foram facilmente visualizados nos
ramos e nervuras secundarias dos foliolos, assim como em meio ao tecido do fruto
que constituiria 0 mesocarpo carnoso. A mesma distribuicdo de ductos secretores
associados ao floema em tracos vasculares de pequeno calibre foi identificada em
flores de Protium morii D.C. Daly e P. obtusifolium Marchand (Bachelier e Edress,
2009).

A oleorresina de Protium icicariba pode ser encontrada em todas as partes da
planta. Contudo, o perfil fitoquimico qualitativo e quantitativo evidenciou Oleos
essenciais com caracteristicas bem distintas.

A equitabilidade encontrada evidencia a maneira pela qual o nimero de
substancias quimicas esta distribuido em suas propor¢cdes nas espécies em estudo,
indicando o grau de simetria na distribuicdo proporcional de massas entre 0s
componentes dos 0Oleos essenciais. Os valores menores que um vao expressando
uma concentracdo cada vez mais irregular entre os componentes na medida em que
se aproximam de zero, 0 que é muito comum nhos Oleos essenciais nos quais se
identificam facilmente mais de 40 substancias, porém apenas um pequeno nimero é
responsavel pela maior proporcédo de massas (Bakkali et al., 2008).

A composicdo quimica dos 6leos essenciais sofre importante influéncia do
ambiente e tipo de cultivo que o vegetal € submetido, especialmente nas espécies
cuja estocagem ocorre em regides mais superficiais (Maciel et al., 2002). Os 6leos
podem conter, mais comumente, cerca de 20 a 60 componentes em diferentes
concentragbes. Geralmente 2 ou 3 componentes apresentam-se em maior
concentracdo (20 — 70%) que vao caracterizar o Oleo e determinar sua propriedade
biologica (Bakkali et al., 2008).

Os mono e sesquiterpenos dominaram o perfil cromatografico dos Oleos
essenciais estudados. Este fato tem sido comumente descrito na literatura onde as

oleorresinas se apresentam como uma dispersao natural de acidos diterpénicos em
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uma mistura de mono-e sesquiterpenos, que sao 0s principais componentes do 6leo
essencial (Rigamonte-Azevedo et al., 2006; Cole, 2008).

A fracdo volatil dos frutos maduros de P. icicariba € composta de mono- e
sesquiterpenos, em particular o E-B-ocimene, o limonene e o Z-B-fenchene. Por outro
lado, o Oleo essencial dos foliolos consistiu principalmente de Z-B-ocimene, o-
terpinene e a-amorphene. Entretanto estes resultados divergem dos encontrados no
Oleo essencial dos foliolos constituido principalmente sesquiterpeno germacreno,
seguido em abundancia pelo a-copaeno, pelo y-elemeno e pelo o-cadineno (Siani et
al., 2004).

Este perfil fitoquimico apresenta algumas divergéncias em relacéo a literatura.
Quimicamente, os Oleos essenciais da familia Burseraceae sdo, em sua maioria,
constituidos de substancias terpénicas e eventualmente de fenilpropandides,
acrescidos de moléculas menores, como alcodis, ésteres, aldeidos e cetonas de
cadeia curta. O perfil terpénico apresenta normalmente monoterpenos e
sesquiterpenos, mas, dependendo do método e extracdo e da composicdo da planta,
terpenos menos volateis podem aparecer na composicao do 6leo essencial (Simdes
et al., 2004).

VariagOes qualitativas e quantitativas desta ordem na composi¢cdo do 6leo
essencial de uma mesma espécie vegetal podem estar relacionadas com varias
causas diferentes. Estes tipos de diferengcas podem ocorrer como consequéncia da
variacdo intra-clonal no melhoramento genético de cultivares exclusivamente de
propagacao vegetativa de rosa com cheiro de geranio, Pelargonium sp., sugerindo
que mesmo variagfes genéticas somaticas podem afetar a biossintese e a producao
de Oleo essencial (Kulkarni etal., 1997). Em outras situacdes, essas diferengcas podem
ser devido a razles ambientais que podem envolver a origem geografica, como
consequéncia de estresse produzido por fatores abioticos como vento, umidade do ar
e salinidade (Kokkini et al., 1994). A forma de cultivo pode também ocasionar
variacdes na composicdo do 6leo essencial (Paul et al., 2010), e mesmo 0 processo
de extracdo ndo deve ser descartado (Sefidkon et al., 2007). Neste caso, 0 processo
experimental de extracdo pode ser refutado como uma causa para esta variacdo, uma
vez que os trés compostos principais eram 0s mesmos encontrados anteriormente,
apos a extracdo e andlise cromatografica exatamente nas mesmas condicdes como

descritas aqui (Silva etal., 2010).
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O rendimento extrativo do Oleo essencial encontrado para a resina foi menor
que o previsto na literatura, registrado entre 2,9 - 9,7%, sendo composto
exclusivamente de monoterpenos, em particular o terpinoleno. A extracdo do Oleo
essencial dos frutos tem um rendimento de 0,8-1,0%, e também apresenta predominio
de monoterpenos, mas ha evidéncias da presenca de sesquiterpenos, embora pouco
representativa. Por outro lado, o 6leo essencial das folhas consistiu principalmente
sesquiterpeno germacreno, seguido em abundancia pelo pelo a-copaeno, pelo y-
elemeno e pelo c-cadineno (Siani et al., 2004).

Analises fitoquimicas realizadas Protium icicariba mostraram que a resina, cujo
maior rendimento em 6leo essencial variou de 2,9-9,7%, apresenta exclusivamente
monoterpenos. Nos frutos, o rendimento foi de 0,8-1,0%. Por outro lado, o dleo
essencial das folhas consistia principalmente de sesquiterpenos, entre 75-93% de sua
composi¢do. O perfil quimico da resina é caracterizado predominantemente pelo p-
cimeno, acrescido do p-cimen-8-ol, contrabalanceado pela soma do conjunto de todas
as substancias aliciclicas, como o a-pineno, limoneno e a- terpinoleno (Siani et al.,
2004).

A predominéncia de sesquiterpenos nas folhas ja foi descrita para outras
espécies amazonicas de Protium. A folha de P. icicariba acumula majoritariamente
um tipo de sesquiterpeno, o germacreno, seguida em abundéancia pela a-copaeno, y-
elemeno e d-cadineno. Entre os constituintes monoterpénicos minoritarios nas folhas,
estdo os terpinenos. O mesmo vale para o 6leo do fruto, onde os monoterpenos do
tipo terpineno representam regularmente cerca de 50% da composi¢cao. Nao existem
dados suficientes sobre os componentes volateis dos frutos das espécies de
Burseraceae (Siani et al., 2004).

Do fruto maduro aberto ndo foi obtido um rendimento extrativo de Oleos
essenciais melhor do que o obtido a partir das resinas secas, que endurecem apos
exposicao prolongada as condi¢cdes ambientais que, neste caso, correspondem as
disponiveis na restinga. A diversidade quimica dos frutos abertos foi menor que a dos
foliolos. Do ponto de vista ecoldgico, este fato aponta para algumas reflexdes.

Os frutos imaturos foram agrupados principalmente pela presenta majoritaria
do salicilaldeido que foi apontado como um precursor do &cido salicilico em plantas
(Phidham,1965). De fato, esse grupo de compostos fenélicos derivados da via acido
chiquimico tem desempenhado papel ecoldgico tanto na protecdo contra agentes
infecciosos (Harbone,2001) como no processo de maturacdo dos frutos, na forma de

acido salicilico ( Storage, 2012; Kant et al, 2016; Harbone, 2001; Srivastava e
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Upendra, 2000; Ding e Wang,2003). No processo de maturacdo dos frutos, onde o
acido salicilico participa como modulador desacelerando o processo de maturagdo
induzindo também o amaciamento dos frutos carnosos.

Em Protium icicariba os teores de salicilaldeido se tornam residuais antes e
depois da deiscéncia do fruto e ndo figuram entre os 6leos essenciais provenientes
do eixo vegetativo.

Os Oleos essenciais sdo um produto do metabolismo secundario e estédo
contidos em varios érgaos da planta. Possuem varias fungcdes importantes para os
vegetais dentro do seu ecossistema, pois atuam defendendo-o contra
microorganismos e predadores (Henriques et al., 2000) e como sinalizadores
quimicos em Varios processos ecologicos, como a polinizacdo (Silva e Lutz 2004), a
dispersdo de frutos e sementes (Harborne, 1993), ou mesmo a localizacdo de

hospedeiros por seus insetos galhadores (Moura et al., 2009).

6. CONCLUSOES

O possivel envolvimento primario de vertebrados na dispersao pode ser
considerado, mas que 0s 6leos essenciais ndo representam um papel relevante
para atracdo dos dispersores porque eles estdo contidos em estruturas internas
fechadas do epicarpo ao fruto que se destaca do ariloide do pireneo no processo
de deiscéncia quando maduros. No ariloide a presenca de ductos oleoreseniferos
e bem mais esparsa e limitado aos feixes vasculares quer percorre o tecido do
mesocarpo do qual deriva o ariloide branco que envolve o pireneo.

Desta forma, o eventual teor de éleos essenciais na unidade de disperséao
contento o pireneo e ariloide branco tem mais chances de afetar a palatabilidade do
didsporo ou uma sinalizacdo secundaria, do que atuar primeiramente na sinalizacao
a dispersores.

Esses resultados reforcam a ideia de que o contraste de cores vermelho e
branco, respectivamente, do epicarpo e do ariloide prevalecem como sinalizadores

visuais de dispersao.
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