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RESUMO

RAMALHO, Victor Franco, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, agosto de 2013.
Reac¢des estruturais e quimicas durante a ontogénese de duas galhas induzidas
em foliolos de Protium icicariba (DC) Marchand. Orientador: Ary Gomes da Silva.

A inducdo de galhas em plantas € considerada a mais complexa
associacdo na natureza, onde o ganho dos insetos consiste em redirecionar o
crescimento e fisiologia de 6rgdos atacados, de modo a criar um ambiente favoravel,
gue forneca alimento, abrigo e protecéo para o desenvolvimento de suas larvas. Tanto
alteracdes estruturais quanto quimicas tém grande influéncia na manutengéo do ciclo
de vida dos galhadores. Assim, este trabalho tem o objetivo de dimensionar do ponto
de vista estrutural e quimico a constituicdo reacional da galha induzida por
Cecidomyiidae e Psyllidae Protium icicariba (DC) Marchand. A morfologia e a estrutura
das galhas foi avaliada em microscopia estereoscopica e de luz transmitida. O perfil
quimico dos 6leos essenciais foi analisado em cromatografia de fase gasosa acoplada
a espectrometria de massas. Métodos numéricos de analise estatistica paramétrica e
multivariada foram aplicados na analise de dados. Na galha de Cecidomyiidae e
Psyllidae, a presenca de epiderme ndo cutinizada e as pontoacfes em paredes
celulares lignificadas, sdo os instrumentos principais na transferéncia de agua e
substéancias hidrosolluveis das células do parénquima fundamental, onde se localizam
os feixes vasculares, para dentro da camera larval favorecendo o acesso da larva a
alimentacéo. A parede externa da galha e a parede interna da camera larval composta
em parte por esclerénquima, no tecido com galha induzida por Cecidomyiidae e
Psyllidae em P. icicariba indica forte relacdo com a defesa mecéanica contra 0s
inimigos externos. Tanto quantitativa como qualitativamente, a quimica dos 06leos
essenciais formou gurpos distintos de amostras para as galhas ativas de
Cecidomyidae e Psyllidae, que por sua vez se separam bem distintamente da
composicdo quimica do 6leo essencial dos foliolos que ndo tém galhas ou estédo
inativas. A andlise de substancias indicadoras revelou que tanto quantitativa como
qualitativamente, existe um gradiente de composicéo quimica dos 6leos essenciais de
foliolos que ndo portam galhas ativas, ao mesmo tempo em que os foliolos com galhas
ativas formam blocos bem distintos e coesos.

Palavras-chaves: Galha, Cecidomyidae, cecidogénese, Psyllidae, restinga.
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REACOES ESTRUTURAIS E QUIMICA
DURANTE A ONTOGENESE DE DUAS
GALHAS INDUZIDAS EM FOLIOLOS DE

Protium icicariba

Resumo

A inducdo de galhas em plantas é considerada a mais complexa associacdo na
natureza, onde o ganho dos insetos consiste em redirecionar o crescimento e fisiologia de érgéos
atacados, de modo a criar um ambiente favoravel, que forneca alimento, abrigo e protecdo para
0 desenvolvimento de suas larvas. Tanto alteraces estruturais quanto quimicas tém grande
influéncia na manutencgéo do ciclo de vida dos galhadores. Assim, este trabalho tem o objetivo
de dimensionar do ponto de vista estrutural e quimico a constituicdo reacional da galha induzida
por Cecidomyiidae e Psyllidae Protium icicariba (DC) Marchand. A morfologia e a estrutura
das galhas foi avaliada em microscopia estereoscépica e de luz transmitida. O perfil quimico
dos 6leos essenciais foi analisado em cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria
de massas. Métodos numeéricos de andlise estatistica paramétrica e multivariada foram
aplicados na andlise de dados. Na galha de Cecidomyiidae e Psyllidae, a presenca de epiderme
ndo cutinizada e as pontoacdes em paredes celulares lignificadas, séo 0s instrumentos principais
na transferéncia de agua e substancias hidrosoltveis das células do parénquima fundamental,
onde se localizam os feixes vasculares, para dentro da camera larval favorecendo o acesso da
larva a alimentacdo. A parede externa da galha e a parede interna da camera larval composta
em parte por esclerénquima, no tecido com galha induzida por Cecidomyiidae e Psyllidae em
P. icicariba indica forte relacdo com a defesa mecénica contra 0s inimigos externos. Tanto
quantitativa como qualitativamente, a quimica dos 6leos essenciais formou gurpos distintos de
amostras para as galhas ativas de Cecidomyidae e Psyllidae, que por sua vez se separam bem
distintamente da composigdo quimica do 6leo essencial dos foliolos que ndo tém galhas ou estdo
inativas. A analise de substancias indicadoras revelou que tanto quantitativa como
qualitativamente, existe um gradiente de composic¢ao quimica dos 6leos essenciais de foliolos
que ndo portam galhas ativas, ao mesmo tempo em que os foliolos com galhas ativas formam

blocos bem distintos e coesos.
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Palavras-chaves: Galha, Cecidomyidae, cecidogénese, Psyllidae, restinga.

Abstract

Gall induction in plants is considered the most complex association in nature, where the insect
gains in redirecting the physiology and growth of attacked organs, in order to create a proper
environment that provides food, shelter and protection for the development of their larvae. Both
structural and chemical changes have great influence in maintaining the life cycle of galling
insect. So this study aims to evaluate the structural and chemical reaction of the gall induced
by the Lopesia simplex in Protium icicariba. The morphology and structure of the galls was
assessed by stereoscopic and transmitted light microscopy. The chemical profile of essential
oils was analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry. Numerical methods
of parametric and multivariate statistics were used for data analysis. The presence in the gall,
of non cutinized inner epidermis and pits in plant cells in tissues whose walls were lignified,
are the main instruments in the transfer of water and water soluble substances from the cells of
the fundamental parenchyma, where there are the vascular bundles, towards the camera larval
promote access to food for the larvae. The outer wall of the gall and the internal wall of the
camera larval composed in part by schlerenchyma, with gall tissue induced Cecidomyidae e
Psyllidae in P. icicariba indicates a strong relationship with the physical defense against external
enemies. Both quantitatively and qualitatively, the chemistry of essential oils formed gurpos
distinct samples galls active Cecidomyidae and Psyllidae, which in turn is quite distinctly
separate the chemical composition of the essential oil galls the leaflets that do not have or are
inactive. The indicator substance analysis revealed that both quantitatively and qualitatively,
there is a gradient of chemical composition of the essential oils of leaflets which do not bear

galls active while the leaves with galls active form distinct and cohesive blocks.

Key-words: Gall, Cecidomyidae, cecidogénese, Psyllidae, restinga.
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INTRODUCAO

Insetos herbivoros e plantas estabelecem relagcBes que assumem Varios niveis de
complexidade, abrangendo desde relagdes tréficas até as adaptacdes evolutivas. No que diz
respeito aos insetos herbivoros, uma das caracteristicas mais marcantes das relacbes com as
plantas é o alto grau de especializacdo alimentar que podem alcancar. Este fenbmeno constitui
0 ponto principal destas relacdes logo, € Util considerar o grau de especializacdo ou
generalizacdo alimentar mostrado por herbivoros (Schoonhoven et al., 2005).

Alguns estudos demonstraram que existe uma variagdo na abundancia e
composicdo de insetos herbivoros associados as plantas em estagios ontogenéticos distintos
(Fonseca et al., 2006, Campos et al., 2006). Assim, 0 comportamento, a fisiologia e adaptagdes
ecoldgicas dos herbivoros selecionam o estidgio de desenvolvimento da planta que Ihes
propiciam melhores taxas de sobrevivéncia e reprodugdo. Portanto, o processo de
desenvolvimento da planta hospedeira é a principal pressao seletiva sobre este tipo de interacdo
(Fonseca & Benson 2003). Prever e avaliar as alteracdes ontogenéticas na resisténcia de plantas
aos herbivoros é importante, ja que tais variacbes podem alterar os efeitos ecoldgicos e
evolutivos das interacdes planta-herbivoro (Boege & Marquis, 2005).

A ontogenia, ou modificacdo natural na expressao génica do meristema do vegetal,
estd diretamente relacionada ao desenvolvimento das plantas. Com a sucesséo para estagios
ontogenéticos mais avancados, ocorrem variaces na forma, fisiologia, composicéo quimica e
resisténcia a patdgenos (Lawrence et al., 2003). A principal forca por tras das sucessdes
ontogenéticas na interacdo planta-inseto, é o processo de desenvolvimento do hospedeiro, o que
muda continuamente a qualidade do recurso, associado a seletividades comportamentais,
fisioldgicas e ecoldgicas dos herbivoros, de modo a alcancar o melhor conjunto de condicdes
para a sua sobrevivéncia e reproducdo. Além disso, interagdes bidticas com niveis troficos
superiores e condi¢des abidticas vao modular densidades de espécies ao longo da ontogenia
(Fonseca et al., 2006).

A inducdo de galhas na planta é considerada a mais complexa associacao entre
insetos e plantas existentes no mundo natural, onde o ganho dos insetos consiste em redirecionar
o crescimento e fisiologia de 6rgdos atacados, de modo a criar um ambiente interno favoravel,
que forneca alimento, abrigo e protecdo para o desenvolvimento de suas larvas (Shorthouse et
al., 2005).

Em contraste com os herbivoros generalistas de vida livre que podem se mover
entre habitats e se alimentam de diferentes espécies de plantas durante suas vidas, 0s insetos

galhadores tendem a viver a maior parte de suas vidas dentro da espécie hospedeira, induzindo
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a alteracOes nos tecidos da planta. No entanto, eles s&o livres para escolher entre os diferentes
orgdos oferecidos por seus hospedeiros, podendo induzir galhas em folhas, caules, espinhos,
flores, frutos e raizes (Fonseca et al., 2006).

Muitos insetos tém uma capacidade notavel para modificar os tecidos da planta
hospedeira e induzem crescimentos atipicos no tecido vegetal, chamados de galhas (Mani,
1964; Redfern e Shirley, 2002). Galhas sdo estruturas sofisticadas constituidas de células vivas
da planta hospedeira, consideradas como o fenétipo estendido do indutor, no qual o mesmo é
capaz de induzir crescimentos anormais no tecido da planta hospedeira, através de um estimulo
especifico (Mani, 1964; Redfern & Shirley, 2002; Stone & Schonrogge, 2003; Shorthouse et
al., 2005). Insetos galhadores sdo herbivoros que representam um dos extremos do gradiente
especialista- generalista, sendo demasiadamente especificos em relacéo a escolha do hospedeiro
(Fernandes & Price, 1992; Price et al., 1998).

Até agora, muitos estudos ecoldgicos e histoldgicos se concentraram no significado
adaptativo do habito de insetos galhadores (Rohfritsch & Shorthouse, 1982; Price et al., 1987;
Stone & Schonrogge, 2003; Raman et al., 2005; Shorthouse et al., 2005), e no processo de
desenvolvimento de galhas induzidas por insetos (Rohfritsch, 1992). Apresentando estilos de
vida altamente especializados, esses insetos sdo aparentemente parasitas, monofagos, sésseis e
imersos em tecidos vegetais por um periodo mais ou menos do seu ciclo de vida (Shorthouse et
al., 2005). O reconhecimento das varias espécies de indutores de galha nos Gltimos anos sugere
que os galhadores ainda estdo em um estado dinamico evolutivo, com extensa radiacao
adaptativa (Price, 2005).

As espécies do género Protium tém cedido seus epitetos a descricdo de novas
espécies de insetos galhadores, de tal maneira que o tipo de espécie em que as galhas ocorrem
passam a ser passos das chaves analiticas para identificacdo das espécies de insetos galhadores
(Maia,2013). Assim este trabalho tem por objetivo investigar as reacdes estruturais e quimicas
que ocorrem nos foliolos de Protium icicariba (DC) Marchand, (Burseraceae), quando

acometido por galhas de duas espécies diferentes de insetos galhadores.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo
As coletas de material botanico foram feitas em exemplares que crescem na Area
de Protecdo Ambiental de Setiba — APA-Setiba (Figura 1, UTM Sad 69: 352397 E/ 77233856

N). A identificacdo botanica foi realizada por Ary Gomes da Silva. Dentre as diversas
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comunidades vegetais da APA-SETIBA, foi escolhida uma &rea de formacéo arbustiva aberta
ndo inundavel, em funcdo da facilidade de deslocamento e acessibilidade da vegetacdo. E
caracteristica marcante a presenca de areia branca exposta e a vegetacdo distribuida em moitas
de diferentes tamanhos e formas, com até oito metros de altura, intercaladas por espagos onde

a cobertura vegetal é esparsa (Aradjo & Henriques, 1984).

Coleta de Material

Em setembro/2011 foram realizadas trés coletas de foliolos sem galhas com
intervalo de uma semana entre elas. Em janeiro/2012 foram realizadas trés coletas de foliolos
com galha fusiforme em fase ativa de desenvolvimento Em julho/2012 foram realizadas trés
coletas de foliolos com galha laminar em fase senil. Em mar¢o/2013 foram realizadas trés
coletas de foliolos com galha laminar em fase ativa de desenvolvimento.

Nas coletas foram utilizados frascos de vidro hermeticamente fechados, limpos e
aquecidos a 200°C para eliminar quaisquer residuos volateis, sendo mantido resfriados em
campo em bolsa térmica até que chegassem ao laboratorio e ecologia funcional da UVV-ES

para o processo de hidrodestilacao.

Descri¢cdo morfoldgica e estrutural das galhas e estruturas secretoras

As galhas foram caracterizadas morfologicamente quanto a forma, coloracéo, 6rgao
de ocorréncia na planta hospedeira, nimero de camaras internas e indumento. No caso de galhas
foliares, foi assinalada a sua ocorréncia na face adaxial ou abaxial. A avaliacdo estrutural das
galhas foi feita no Laboratério de Ecologia Funcional da UVV.

As analises morfoldgicas foram feitas em material fresco de foliolos sem galha,
com galhas jovens, com galhas maduras e, num dos casos, com galhas senis. Exemplares de
foliolos com galhas jovens foram separados em frascos de vidro protegidos por tela de malha
inframilimétrica para acompanhar a eclosdo dos insetos adultos. Parte das galhas foi dissecada
para obtencdo de estagios imaturos. Os exemplares das larvas foram identificados com auxilio
de literatura especializada e fotografados em lupa.

Para as analises anatdmicas, a fixacdo dos foliolos sem galhas e com os dois tipos
estudados de galha em diferentes estadios de desenvolvimento foram fixados em campo no
FAA 50 (Jensen, 1962). Apbs cerca de 40 minutos de transporte, 0s recipientes foram
submetidos a cdmara de vacuo por um periodo de duas horas para facilitar a penetragdo do
fixador (Jensen, 1962). Em seguida as amostras foram lavadas em agua destilada para a retirada

de todo o fixador e conservadas em alcool 70%. As secOes foram realizadas a méo livre, em
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plano transversal a regido nervura central do terco médio da lamina foliolar e nas galhas em
fase de maturacéo, em plano transversal e longitudinal (Johansen, 1940).

As secOes obtidas foram diafanizadas em solucdo de hipoclorito de sédio (1:1),
lavadas agua destilada e neutralizadas em solugéo de acido acético 5%, por cinco minutos. Apds
a neutralizacédo as sec¢Oes foram lavadas em &gua destilada até o total desaparecimento do odor
de &cido acético e coradas com uma mistura de safranina e azul de astra (1:4), por 10 segundos
e logo apos as secbes foram lavadas em agua. As sec¢bes coradas foram montadas em meio a
glicerina bidestilada e analisadas e fotografadas em microscépio 6ptico

A investigacdo in situ da natureza das impregnacdes avermelhadas na regido das
galhas foi feita através de microextracdo das regides afetadas em metanol e etanol, posterior e
exposicdo ao HCl a 1%, NH4OH a 1% e AICls a 5% (Costa, 1972; Harborne, 1984).

Extracéo e analise fitoquimica do 6leo essencial

As extracdes de 0Oleo essencial foram realizadas em triplicata, no laboratério de
Ecologia Funcional da UVV. As amostras de foliolos com e sem galha foram separadamente
pesadas em balanca semi-analitica com exatiddo de 0,01 g, trituradas e transferidos para um
baldo de destilacdo de 2 L. A extracdo do 6leo essencial foi feita por hidrodestilagdo em
aparelho Clevenger, durante uma hora de processo extrativo. A purificagdo do dleo essencial
foi realizada ap0s a separacdo da agua residual do processo de extracdo, através da reducédo a
temperatura ao ponto de congelamento da agua, de modo a separar por escoamento do 6leo
essencial obtido que se manteve em fase liquida.

As amostras de 6leos essenciais foram pesadas em balanca analitica de exatiddo
1mg e, posteriormente, calculados os valores de rendimento de cada extracdo para obtencédo das
analises quantitativas do material. As injecdes das amostras em cromatografia em fase gasosa
de alta resolucdo foram realizadas no Laborat6rio de Quimica Fina da Tommasi Analitica. O
volume de injegdo foi 2ul, composto por 1,9 uL de uma solugdo de dleo essencial (30mg/ml)
e 0,1 uL 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 —
0 sistema utilizado consistiu de um cromatografo a gas da Thermo Scientific® Ultra GC
acoplado a um espectrometro de massa, Thermo Scientific®. Foi utilizada uma coluna capilar
de silica fundida DB-5 J & W Scientific (30m x 0,25 mm x 0,25 mm). O gas de arraste foi 0
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).
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A identificagdo dos componentes dos 6leos essenciais extraidos foi realizada no
Laboratorio de Ecologia Funcional da UVV. Num dos critérios aplicados para identificacdo das
substancias, 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 Retencio de Kovats — IK e do Indice Aritmético de Van
der Dool e Kratz - IA. A identificacdo dos componentes do 6leo essencial foi baseada nos
espectros de massas obtidos, na comparacdo deles com a biblioteca espectral de CG-EM nos

IK e 1A calculados em comparacao com a literatura disponivel (Adams, 2009).

Analise estatistica dos dados

A diversidade quimica para cada unidade morfologica 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 andlise de variancia — ANOVA, com um critério de classifica¢do utilizando as
fontes de Oleo essencial como blocos de tratamento. As diferencas entre as médias foram
descriminadas aposteriori pelo Teste de Scheffe. O nivel de significancia para rejeicdo da
hipdtese de nulidade de igualdade entre os indices médios foi p < 0,05 (Zar, 2010)

Na avaliagdo das afinidades, foi utilizada uma matriz com os sinais detectados em
eletronvolts — eV — para os componentes dos 6leos essenciais, corrigida em escala pela
transformacdo 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 avaliacdo qualitativa, os sinais detectados em eV foram
convertidos huma matriz binaria que expressasse a presenca ou auséncia do componente no
Oleo essencial, excluidos também os compostos de ocorréncia restrita a uma amostra e 0s que
estivessem presentes em todas. Na matriz quantitativa, a dessimilaridade foi estimada pelo
coeficiente de distancia de Canberra, excluindo-se as auséncias em comum. Para a matriz
qualitativa, o coeficiente de distancia utilizado foi a Distancia Média de Manhattan. Em ambos
0s casos, 0 dendrograma foi construido pelo método de ligacdo de média de grupo. Os
coeficientes de distancia, os dendrogramas e seus respectivos coeficientes de correlacdo
cofenética foram realizados no programa Fitopac versdo 2.0 (Shepherd, 1995).

No estudo do gradiente quimico foi aplicado o algoritmo da anélise de espécies
indicadoras — TWINSPAN (Hill, 1979) utilizando os componentes quimicos dos 6leos
essenciais e de cada unidade morfoldgica trabalhada, como classificadores que foram

categorizados como compostos indicadores, preferenciais e ndo preferéncias para os blocos
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formados pela maximizacdo das discrepancias encontradas nas mesmas matrizes qualitativa e

quantitativa empregadas (ter Braak, 1987).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Descricao morfologica e estrutural das galhas de cecidomyiidae e psyllidae

As galhas de Cecidomyiidae em P. icicariba séo fusiformes, glabras, verdes durante
boa parte do seu desenvolvimento, podendo apresentar estrias avermelhadas pela presenca de
antocianinas na senilidade. Podem se desenvolver tanto na face adaxial como na abaxial como
em ambas as faces do foliolo (Figura 1.A). Possuem uma Unica camara larval, onde se aloja
apenas uma larva do indutor (Figura 1.B; Figura 1.C). Em galhas maduras foram encontrados
3 estagios larvais (Figura 1) e a presenca do individuo adulto em material fechado em bote de
vidro (Figura 1.F). O primeiro estagio larval apresenta coloracdo amarela e com
desenvolvimento incompleto de tubo digestivo ventral (figura 1.B); o segundo estagio larval
apresenta uma segmentacdo mais marcada, coloracdo amarela e com aparelho digestivo ventral
de cor preta bem desenvolvido (figura 1.C), e o terceiro estadgio jad apresenta um
desenvolvimento mais marcante com a mudanca de coloragcdo do corpo para laranja e a
formacdo de exoesqueleto que ira dar origem ao cefalotérax e ao par de asas (figura 1.D). O
adulto é um diptero com asas membranosas, balancins bem desenvolvidos, trés pares de pernas
ambulatérias com estrias pretas e brancas e um par de antenas (figura 1.F). A exuvia foi
encontrada presa ao canaliculo de saida em um dos materiais vistoriados (figura 1.E).

As galhas de Psyllidae sdo campanuladas, glabras, de cor vinosa pela presenca de
antocianinas e se desenvolve apenas na face abaxial dos foliolo (Figura 2.A; figura 2.B). Possui
uma Unica camara larval que ndo é fechada pelo tecido vegetal da galha, mas pelo corpo do
préprio insento em desenvolvimento (Figura 2.B). Na superficie do local onde ocorreu a
ovoposicao, os ovos (figura 3.A), e quatro estagios larvais (figura 3.B; figura 3.C; figura 3.D;
figura 3.E) se apresentaram envoltos por um material lanuginoso branco, que também foi
observado nas imediacfes do corpo das pupas obliterando a camara larval de onde eclode o
inseto adulto (figura 3.F).

Maia (2001) relatou em estudo sobre galhas nas restingas, a ocorréncia de oito tipos
de galhas associado Protium: 2 tipos em Protium brasiliense; 2 em Protium heptaphyllum; e 4
em Protium icicariba. Em outro estudo Maia et al. (2002) 2 novas espécies de Cecidomyiidae
foram descritas para Protium icicariba: Dactylodiplosis icicaribae Maia, 2002 e Lopesia
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simplex Maia,2002. Maia (2013) reconhece 4 morfotipos de galhas em folhas e 1 morfotipo em

fruto de Protium icicariba, apartir de suas pesquisas e de outros autores.

Figura 1 Galhas cecidomyiidae em Protium icicariba (DC) Marchand. A- galha fusiforme; B-

larva fase inicial; C- larva fase pré pupa; D — pupa; E- exUlvia; F- adulto

Figura 2 Galhas em psyllidae em Protium icicariba (DC) Marchand. A- galha campanulada; B-

camara larval; C- extvia; D- larva vista dorsal; E- larva vista ventral



Figura 3 Galhas em psyllidae em Protium icicariba (DC) Marchand. A-postura do ovo; B- larva
(L1); C- larva(L2); D- larva (L3); E- larva (L4); F- adulto

Tanto nos foliolos sem galha, como nas porc6es sadias dos foliolos com galhas, foi
observado um mesofilo dorsiventral tipico, com o parénquima clorofiliano pali¢adico na face
adaxial e o lacunoso na abaxial (Figura 4; figura 5; figura 6). Contudo na galha de
cecidomyiidae e psyllidae, a modificacdo mais evidente é a formacdo e a disposicdo de
parénquima fundamental, com formas celulares diferentes das que ocorrem no mesofilo onde

se desenvolveram (figura 5; figura 6).
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Figura 4. Protium icicariba: corte transversal do foliolo. Delimitacdo mostra bainha de feixe
de natureza esclerenquimatica em torno dos feixes vasculares. Diposi¢do dorsiventral do
mesdfilo, com paréngquima palicédico (PP) voltado para a face adaxial e o parénquima lacunoso

(PL) voltado para a face abaxial. Epiderme (EP)

Figura 5. Galha de Cecidomyiidae em Protium icicariba: corte longitudinal da galha. Seta 1:
formacao das caracteristicas hiperplésica; seta 2: esclerénquima na por¢do da camara larval em
formacao; seta 3: esclerénquima envolvendo a superficie externa da galha
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Figura 6. Galha de Psyllidae em Protium icicariba: corte longitudinal da galha.

A perda da diferenciacdo dos parénquimas pali¢adico e lacunoso, formando um
parénquima fundamental pode ser uma caracterisitca atribuida ao efeito indutor da galha,
devido a essa profunda modificacdo no mesdfilo da folha provocada em Protium icicariba. Isto
pode ser entendido como uma forma de demonstrar a adaptacao aos agentes indudores de galha,
com base em um design funcional, que do ponto de vista evolutivo pode ser visto, como galhas
sendo fendtipos estendidos dos insetos indutores, devido a influéncia dos mesmos sobre o seu

crescimento e desenvolvimento (Dawkins, 1982; Stone & Schonrogge, 2003).
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Figura 7. Galha Cecidomyiidae em Protium icicariba: detalhe do corte transeversal da galha.

Seta 1: epiderme da parede externa da galha; seta 2: esclereideos; seta 3: colénquima; seta 4:

esclereideos; seta 5: colénquima; seta 6: epitélio da parede da camera larval

A parede externa da galha de Cecidomyiidae € revestida por uma epiderme glabra
unisseriada, intensamente cutinizada. Mais internamente, é seguida por duas a trés camadas de
colénquima que tocam uma faixa de duas a trés camadas de esclereides que podem se projetar
de maneira focal e irregular (Figura 7). A parede interna da camera larval apresenta disposicédo
diferente da parede externa. Com camadas de células esclerenquimaticas formadas por
esclereideos, voltadas mais externamente a parede da camera larval, camadas de células
colenquimaticas preenchendo o espaco entre o esclerénquima e o epitélio unisseriado nao
cutinizado que delimita seu espaco interno. Ndo foi observado nenhum tecido com
caracteristicas de nutricéo.

A presenca de um epitélio ndo cutinizado que reveste a camara larval pode ser um
dos instrumentos principais na transferéncia simplastica da passagem de &gua e substancias
hidrosoluveis das células do parénquima fundamental, onde se localizam os feixes vasculares,
para dentro da camara larval favorecendo o acesso da larva & alimentacdo. Além disso as
pontoacOes em células vegetais em tecidos cujas paredes foram lignificadas permitem a troca
de agua e solutos organicos hidrossoluveis, poderiam constituir um modo complementar a essa
relacdo (Evert, 2005). Em estudo histoldgico da epiderme de Pistacia terebinthus com galhas,

provocadas por trés pulgdes diferentes, mostrou que a epiderme multiseriada observada nas trés
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galhas, representa uma barreira destinada a impedir a entrada de 4gua da parede exterior para o
interior da galha, viabilizando um ambiente seco hidrofébico que é crucial para a sobrevivéncia
dos insetos (Alvarez et al., 2009)

Nas galhas de Psyllidae a formacdo da camara larval envolve modificagdes
estruturais, uma vez que ndao ha tumoracdo do foliolo, mas sim um cresimento apresso da
propria 1dmina foliolar, formando um pequeno tunel dentro do qual se acomoda o corpo do
inseto em desenvolvimento, que é efetivamente a estrutura que oblitera a saida da cAmara larval.
Durante o desenvelvimento larval, a refido da galha desenvolve uma coloragdo vinosa
decorrente da deposicdo de antocianinas. Apos a eclosdo do adulto, o tecido vegetal evolui para
um estado senil, onde a regido que foi utilizado pelo inseto galhador se torna acastanhada e
persiste no foliolo. Este estafio da galha foi considerado inativo para o desenvolvimento do

inseto.
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Figura 8. Galha Psyllidae em Protium icicariba: detalhe do corte transeversal da galha.

As camadas de células esclerenquimaticas encontradas em ambas as paredes
externas da galha de Cecidomyiidae e Psyllidae e da camera larval, sdo constituidas de
esclereideos. Os esclereideos tem sido caracterizados pela maior capacidade de compressao
(Evert, 2005). Tomando como base que esclereideos podem surgir de células do parénquima

que se esclerificaram, e ndo necessariamente a partir de celulas meristematicas, esta
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caracteristica confere aos tecidos da galha maior capacidade de resistir a0 esmagamento.
(Dorchin et al., 2002; Evert, 2005).

A formacdo de esclereideos pode ser atribuida também ao envolvimento dos
hormdnios, em especial, a diminui¢do dos niveis de auxina (Dorchin et al., 2002). Essa € uma
associacdo que indica que a inducdo da galha de cecidomyiidae e psyllidae em P.icicariba,
poderia estar atuando em nivel molecular na regulacao da expressdo génica da planta, acoplado
a resposta cecidogénica, que de outra forma estaria agindo diretamente em rotas metabolicas
bioquimicas de produgdo de hormonios de crescimento vegetal. Como consequéncia, o destino
das células da planta hospedeira sdo alterados pela diferenciacdo e rediferenciacdo destas
células, podendo revelar a origem e a trajetoria das formas peculiares e variabilidade dos
morfotipos (Oliveira & lIsaias, 2010). Bem como uma forma de demonstrar a adaptacdo aos
agentes indudores de galha, com base em um design funcional, que do ponto de vista evolutivo
pode ser visto, como galhas sendo fendétipos estendidos dos insetos indutores, devido a
influéncia dos mesmos sobre o seu crescimento e desenvolvimento (Stone & Schdnrogge,
2003).

De acordo com Stone & Schonrogge (2003) a diversificacdo da estrutura interna de
galhas devem ser relacionadas com a nutricao de seus habitantes, enquanto que as variagdes na
estrutura externa estariam relacionadas a defesa contra inimigos. A parede externa da galha de
cecidomyiidae e psyllidae composta em parte por esclerénquima, no tecido com galha induzida
em Protium icicariba indica forte relacdo com a defesa mecanica contra os inimigos externos.
Adicionalmente as adaptacdes com fins de alimentacdo na parede interna da camera larval, a
presenca de tecido esclerénquimatico compondo esse estrutura, pode ser também um bom
apontador que a mesma sirva como artefato de defesa a favor do inseto indutor em
desenvolvimento no interior no galha. Essa seria uma defesa adicional ao indutor, ja que as
galhas em Protium icicariba ndo apresentam outras formas de defesa como pélos, tricomas e
cristais.

E claro que galhas fornecem nutricéo e protecdo contra variagdes bioclimaticas aos
seus habitantes, todavia as galhas ndo estdo livres de inimigos. Inserido nesse contexto, as
adaptacdo de defesa contra os inimigos naturais seriam as responsaveis por sua grande
diversidade de morfotipos, embora essa hipotese ainda precise ser confirmada (Stone &
Schonrogge, 2003). A respeito do significado evolutivo das galhas as linhas de investigagao
que abrangem as hipoteses: nutricional, microambientais e de prote¢do contra os inimigos, sao
atualmente as vias mais promissoras de analise e passiveis de estudos adicionais (Stone &
Schoénrogge, 2003).
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Uma das caracteristicas histolégicas dos cortes transversais dos foliolos de Protium
icicariba é a existencia no mesofilo de uma bainha de feixe vascular (Figura 9), e estruturas
secretoras associadas aos feixes vasculares desde a nervura principal (Figura 9) até as nervuras
secundarias (Figura 5), com a formacdo de uma cavidade secretora (Figura 6, Figura 9), sem a
formagé&o de um ducto propriamente dito, revelado claramente por um corte tangencial eventual
ao corte transversal do mesofilo do foliolo (Figura 8). Na nervura principal, hd em torno das 8-
13 cisternas secretoras dispostas em um arranjo circular sinuoso, e uma bainha de fibras
esclerenquimaticas que abrage além dessas, 8 feixes vasculares com presenca de bainha de feixe
situados mais internamente, dispostos também em um circulo sinuoso (Figura 7, Figura 9). Pela
caracterisitca de resisténcia mécanica essas fibras esclerenquimaticas podem desempenhar
entre outros papeis, o de protecdo ao esmagamento das células secretoras mais frageis
envolvidas por elas. As estruturas secretoras estdo no floema, com xilema voltado internamente
para uma medula composta por parénquima fundamental (Figura 9).

Os feixes vasculares dispostos radialmente na galha de Cedidomyidae em
P.icicariba, ndo apresentam bainha de feixe ao seu redor (Figura 11; Figura 12). Segundo
Arduin et al., (2005) os feixes vasculares que ndo sdo rodeado por uma bainha fascicular ou
bainha do feixe, com espessamento secundario nas paredes celulares, tendem a favorecer o
acesso do indutor ao floema ou a liberagdo das substancias organicas transportadas por ele, para
os tecidos ao redor. Os feixes vasculares de galhas sem uma bainha fascicular também ocorrem
nas folhas de Pistacia terebinthus, e ndo estdo relacionados ao conceito de alimentacdo do
pulgdo, mas sim com o fato de que as nervuras principais e secundarias de foliolos sadios de P.
terebinthus apresentam este mesmo padrdo (Alvarez et al., 2009).

Oleo essencial

Tando nos foliolos como nas galhas encontradas o 6leo essencial esta disperso em
resina, formando uma oleorresina que se acumula em ductos e cavidades sercretoras. Os ductos
secretores, presentes em foliolos e peciolos, acompanham nervuras principais e secundarias,
contudo as nervuras secundarias de menor calibre ndo foram vistas associadas a ductos em
seccOes transversais da lamia foliar (Figura 9). Seccfes transversais da nervura primaria
mostram uma 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 8 feixes vasculares (Figura 10). Em sec¢bes paradérmicas observa-se ductos retorcidos
dentro das aréolas (Figura 11). E o feixe vascular no peciolo mostra-se concéntrico anficrival
(Figura 12).
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Figura 9 Protium icicariba (DC) Marchand. Secc¢do transversal do mesofilo de foliolos. 1-
Estrutura secretora.

Figura 10 Protium icicariba (DC) Marchand. Seccdo transversal da nervura principal. 1- Bainha

de fibras esclerenquimaticas; 2- Estrutura secretora; 3- Xilema; 4- Floema.
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Figura 11 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 12 Protium icicariba (DC) Marchand. Seccéo transversal do peciolo evidenciando o
ducto bicolateral entre dois feixes vasculares concéntricos anficrivais. 1- Xilema; 2- Floema;

3- Ducto.

Nos ramos as estruturas secretoras ocorrem entre as células do floema num cilindo

vascular delimitado por uma bainha esclerengquimatica, onde os feixes vasculares sao colaterias

(Figura 10).
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Figura 13 Protium icicariba Sec¢do transversal do ramo. 1- Bainha esclerenquimatica; 2-
Estrutura secretora; 3- Floema; 4- Xilema

O oleo essencial extraido dos foliolos de P.icicariba sem galha e com galha
Cecidomyiidae e Psyllidae ativa e inativa constituiram em um liquido de alta mobilidade,
transparente e incolor. Os foliolos com galhas ativas de Cecidomyiidae e de Psyllidae
produziram uma quantidade de éleo essencial significativamente menor do que foliolos sem
galha e dos com galhas inativas de psyllidae (F=33,409; df=3:8; p=0,00; r=0,962; r2=0,926).
Os insetos galhadores podem ser considerados como um tipo de herbivoro especializado que
para completar seu ciclo de vida, obrigatoriamente s&o indutores de galhas na planta hospedeira,
direcionando a maior parte da sua capacidade para controlar e redirecionar o desenvolvimento
e a fisiologia dos 6rgédos da planta atacada em seu proprio beneficio (Shorthouse et al., 2005).
A diminuicdo na producdo de 6leo essencial acompanhada do processo de inducéo de galha em
Protium icicariba, pode ser um processo que evidencia uma capacidade dos galhadores em
atuar em um nivel cecidogenético na planta hospedeira, modulando a capacidade guantitativa
de sintese de 6leos essenciais enquanto as galhas estdo em processo ativo.

N3o foram detectadas diferencas entre os indices Médios de riqueza (F=2,998;
df=3:8; p=0,095; r=0,73; r2=0,53), diversidade (F=0,971; df=3:8; p=0,453; r=0,517; r2=0,267),
equitabilidade (F=1,184; df=3:8; p=0,375; r=0,555; r2=0,308) (Tabela 1).

Tabela 1. Rendimento, riqueza, diversidade quimica do 6leo essencial de foliolos sem galha e
com galha de cecidomyiidae e psyllidae em Protium icicariba.
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Origem

Rendimento Riqueza Diversidade Equitabilidade

(9/%) quimica (H’) )

Foliolo sem 0,619+ 0,363  3,251*+0,622 2,1822+0,808 0,510%+0,175
galha
Galha 0,099°+ 0,049  2,258%+ 1,169 2,4542 + 0,928 0,6432+0,299
cecidomyiidae
Galha psyllidae 0,148°+0,037  1,721%+0,262 2,2792+1,323 0,6062 + 0,336
ativa
Galha psyllidee 594040130  2908°£2712  2,6572%0242  0,657%+0,201

inativa

Legenda: H’: indice de diversidade de Shannon-Weaver; J: indice de equitabilidade de Pielou.

Letras iguais: ndo ha diferencas significativas.

O numero de substancias quimicas detectadas nos 6leos essenciais analisados
variou entre as amostras. Enquanto no dleo essencial da foliolos sem galha foram encontrados
91 compostos, nos foliolos com galha cecidomyiidae foram encontrados 67, nos foliolos com
galha de psyllidae inativos foram encontrados 101 compostos, foliolos com galha de psyllidae
ativos 56 compostos.

Foram considerados para todas as amostras de 6leos essenciais extraidos a presenca
de 12 compostos majoritarios, listados em suas respectivas tabelas. Sendo representados para
foliolos sem galha (Tabela 2) um total de 86,26% de toda a amostra. Foliolos com galha de
cecidomyiidae (Tabela 3),um toral de 87,3%. Os foliolos com galha de psyllidae ativa um total
de 77,94% (Tabela 4). E foliolos com galha de psyllidae inativa, um total de 88,29%. (Tabela
5).
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Tabela 2 Compostos majoritarios nos foliolos sem galha de Protium icicariba (DC) Marchand
dos

indices de Retencéo

Van der Dool e Kratz Kovats Substancias %
Calculado Adams 2009 Calculado Adams 2009
1031 1032 1036 1037 Z-B-ocimene 20,59
1016 1014 1020 1017 o-terpinene 13,89
1483 1483 1484 1484 a-amorphene 9,90
1055 1054 1060 1059 y-terpinene 8,03
1424 1423 1425 1424 4,8-B-epoxy-caryophyllane 7,33
1536 1537 1538 1538 a-cadinene 6,48
985 984 987 987 3-p-menthene 6,08
931 932 939 939 o-pinene 4,17
1450 1449 1452 1451 a-himalachene 3,38
1001 1002 1002 1002 o-phellandrene 2,31
1525 1527 1527 1528 E-y-macrocarpene 2,25
1575 1577 1577 1578 spathulenol 1,85
Total 86,26

Tabela 3 Compostos majoritarios nos foliolos com galha de Cecidomyiidae em Protium
icicariba (DC) Marchand.

indices de Retengéo

Van der Dool e Kratz Kovats Substancias %
Calculado Adams 2009 Calculado Adams 2009

1370 1369 1372 1371 cyclosativene 28,06
984 983 988 987 cis-m-mentha-2,8-diene 15,59
1003 1003 1003 1004 p-mentha-1(7),8-diene 10,37
931 932 939 939 o-pinene 5,96
1410 1409 1410 1409 o-gurjunene 5,36
1436 1436 1438 1438 B— humulene 5,15
1380 1380 1382 1382 2-epi-o— funebrene 3,78
1327 1326 1329 1328 limonene aldeyde 3,78
1520 1520 1521 1522 7-epi-o— selinene 2,36
1454 1454 1456 1456 o—patchoulene 2,30
1403 1405 1404 1405 italicene 2,30
1483 1483 1484 1484 o-amorphene 2,29

Total 87,3
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Tabela 4 Compostos majoritarios nos foliolos com galha de Psyllidae ativa de Protium icicariba
(DC) Marchand.

indices de Retencéo

Van der Dool e Kratz Kovats Substéncias %
Calculado Adams 2009 Calculado Adams 2009
1408 1407 1409 1407 longifolene 30,73
1031 1032 1036 1037 Z--ocimene 10,33
1483 1483 1484 1484 o-amorphene 6,97
1016 1014 1020 1017 o-terpinene 5,91
1427 1429 1428 1431 cis-thujopsene 5,26
1503 1502 1503 1502 trans-p-guaiene 3,58
931 932 939 939 o-pinene 2,96
1552 1554 1554 1555 [-vetivenene 2,72
1575 1577 1577 1578 spathulenol 2,65
1492 1492 1492 1492 d-selinene 2,37
1462 1460 1464 1462 dehydro-aromadendrane 2,25
1450 1449 1452 1451 a-himalachene 2,21
Total 77,94

Tabela 5 Compostos majoritarios nos foliolos com galha de Psyllidae inativa de Protium
icicariba (DC) Marchand.

indices de Retencéo

Van der Dool e Kratz Kovats Substancias %
Calculado Adams 2009 Calculado Adams 2009

1320 1319 1321 1321 neo -verbanol acetate 18,431
969 969 976 975 sabinene 16,980
1380 1380 1382 1382 2-epi-a-funebrene 15,177
949 946 958 954 camphene 8,611
904 906 905 908 santolina triene 5,504
931 932 939 939 o-pinene 5,181
1329 1328 1331 1330 (E)-patchenol 4,131
1392 1390 1393 1391 sativene 3,359
1459 1458 1460 1460 allo- aromadendrene 2,855
1352 1352 1354 1355 o longipinene 2,806
1235 1235 1238 1239 Isobornyl formate 2,799
1275 1274 1277 1276 [-pregeijerene 2,456
Total 88.29

A composicdo quantitativa e a qualitativa dos 0leos essenciais extraidos
evidénciaram um agrupamento bem distinto entre os éleos essenciais das amostras de foliolos
sem galhas com foliolos que apresentavam galhas de Psyllidae inativas e ambas as galhas ativas.
(Figura 14 e 15).
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Foliolol
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Distancia de Canberra excluindo os zeros comuns
Figura 14. Dendrograma de agrupamento das amostras de 6leos essenciais de de foliolos com
e sem galhas Protium icicariba (DC) Marchand, construido a partir da média de grupos

formados pelo coeficiente de Distancia de Canberra excluindo os zeros comuns.
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Psyllidae atival

—— Psyllidae ativa3

— Psyllidae ativa2

Cecidomyidae2

Cecidomyidae3
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Psyllidae inativa3

Psyllidae inativa2

Foliolo3

Foliolo2
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Figura 15. Dendrograma de agrupamento das amostras de 6leos essenciais de de foliolos com
e sem galhas Protium icicariba (DC) Marchand, construido a partir da média de grupos

formados pelo coeficiente de Distancia Média de Manhattan.

Tanto quantitativa como qualitativamente, a quimica dos 6leos essenciais produziu
a definicdo de gurpos distintos de amostras para as galhas ativas de Cecidomyidae e Psyllidae,
que por sua vez se separam bem distintamente da composicdo quimica do 6leo essencial dos
foliolos que ndo tém galhas ou cujas galhas de Psyllidae estdo inativas.

A analise de substancias indicadoras (Figuras 16 e 17) revelou que néo
necessariamente 0s compostos majoritarios podem determinar a identificacao tipica dos 6leos
essenciais em questdo, e ajudou a definir que tanto quantitativa como qualitativamente, existe

um gradiente de composic¢do quimica dos 0leos essenciais de foliolos que ndo portam galhas
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ativas, ao mesmo tempo em que os foliolos com galhas ativas formam blocos bem distintos e

CO€SOs.
tetrahydro-linalool acetate |) — 0,854
4-hydroxy-cryptone
cis-carvyl acetate
Foliol-3 Cecyl-3
Psyinat1-3 Psyat1-3
A= 0,509 A= 0,751
) car-3-en-2-one ?
1,10-di-epi-cubenol | tetrahydro-linalool acetate neoiso dihydro carveol acetate [ Z-methyl cynnamate
2-epi-a-cedren-3-one fl-hy.droxy-cryptone ) B-copaene | seychellene
isopimara-9(11),15-diene 7-epi-o-selinene | germacrene B
Psyinat1 Foliol-3 Psyat]-3 Cecyl-3
Psyinat2-3
A=0,339

octyl formate
longifolene

y-cadinene
caryophyllenyl alcohol

I |

Psyinat2 Foliol-3
Psyinat3

7-epi-eudesmol
junicedranone
[B-cedrene

A=0,310

borneol
myrtenol | myrtenyl acetate
bornyl acetate | dihydro carveol
daucene
cis-thyjopsene

Foliol-3 Psyinat3

Figura 16. Diagrama de ordenacdo por analise de substancias indicadoras (TWINSPAN)
considerando a composi¢ao quantitativa entre os 6leos essencias de folilos sem galhas (Folio),
foliolos com galhas de Cecidomyidae (Cecy), com galhas ativas de Psyllidae (Psyat) e galhas

inativas de Psyllidae (Psyinat)
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A= 0,836

cyclosativene

p-mentha-1(7),8-diene | funebrene
o-terpinene | B-humulene
B-ocimene |selinene

| I

Foliol-3 Cecyl-3

Psyinat1-3 Psyat1-3
A= 0’7778 cis-m-mentha-2,8-diene A=0,674
y-terpinene p-mentha-1(7),8-diene | 6,7 epoxymyrcene
camphene iso-3-thujanol | car-3-en-2-one
p-cymene neo-3-thujanol | perilla aldehyde
pinocarveol
myrtenol |
trans-piperitol Cecyl-3 Psyatl-3
tetra hydrolinalool

Psyinat1 Foliol-3
Psyinat2-3

borneol A= 0,181

limonene aldeyde
o-ylangene

daucene

longifolen

cis-thujopsenee
dihydro-iso-carveol acetate

Psyinat2-3 Foliol-3

Figura 17. Diagrama de ordenagdo por andlise de substancias indicadoras (TWINSPAN)
considerando a composicdo qualitativa entre os 6leos essencias de folilos sem galhas (Folio),
foliolos com galhas de Cecidomyidae (Cecy), com galhas ativas de Psyllidae (Psyat) e galhas

inativas de Psyllidae (Psyinat)

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 0s
relatos de ductos e cavidades secretoras tanto para este género como para a familia Burseraceae
(Siani et al., 2004 ).

A analise anatdmica dos foliolos e ramos jovens, permitiu evidenciar os dois
padrdes de estruturas secretoras. As cavidades, desde isodiamétricas até romboides, foram
visualizadas em regides parenquimaticas, sem associa¢cbes 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
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mesma distribuigéo 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 & Edress, 2009). A oleorresina de P. icicariba pode ser encontrada em todas as
partes da planta. Contudo, o perfil fitoquimico qualitativo e quantitativo evidenciou 6leos
essenciais com caracteristicas bem distintas, dependendo da existéncia ou da atividade da galha.

A equitabilidade encontrada evidencia a maneira pela qual o numero de substancias
quimicas esta distribuido em suas proporcdes nas espécies em estudo, indicando o grau de
simetria na distribuicdo proporcional de massas entre os componentes dos 6leos essenciais. Os
valores menores que um v&o expressando uma concentracdo cada vez mais irregular entre os
componentes na medida em que se aproximam de zero, 0 que € muito comum nos 0Oleos
essenciais nos quais se identificam facilmente mais de 40 substancias, porém apenas um
pequeno namero é responsavel pela maior propor¢do de massas (Bakkali et al., 2008).

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de compostos quimicos com
caracteristicas volateis, lipofilicas, 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 anatdmicos de Protium icicariba nos foliolos e ramos a
presenca de ductos e nos frutos cavidades. Geralmente, possuem densidade menor que da dgua
e sdo soluveis em compostos organicos (Bakkali et al., 2008).

A composicdo quimica dos Oleos essenciais sofre importante influéncia do
ambiente e tipo de cultivo que o vegetal é 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 concentracdes. Geralmente 2 ou
3 componentes apresentam-se em maior concentracdo (20 — 70%) que véo caracterizar o 6leo e
determinar sua propriedade bioldgica (Bakkali et al., 2008).

Os mono e sesquiterpenos dominaram o perfil cromatogréfico dos 6leos essenciais
estudados. Este fato tem sido comumente descrito na literatura onde as oleorresinas se
apresentam como uma dispersdo natural de acidos diterpénicos em uma mistura de mono-e
sesquiterpenos, que sdo 0s principais componentes do 6leo essencial (Rigamonte-Azevedo et
al., 2006; Cole, 2008).

A composicao majoritaria dos 6leos essenciais estudados (Tabelas 2 a 5) 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). Quimicamente, os 6leos essenciais da familia Burseraceae séo, em sua maioria,

constituidos de substancias terpénicas e eventualmente de fenilpropandides, acrescidos de
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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 composicdo do 6leo
essencial (Simdes et al., 2004).

Variagdes qualitativas e quantitativas desta ordem na composicéo do 6leo essencial
de uma mesma espécie vegetal podem estar relacionadas com varias causas diferentes. Estes
tipos de diferencas podem ocorrer como consequéncia da varia¢do intra-clonal no
melhoramento genético de cultivares exclusivamente de propagacdo vegetativa de rosa com
cheiro de geranio, Pelargonium sp., sugerindo que mesmo variagbes genéticas somaticas
podem afetar a biossintese e a producéo de 0leo essencial (Kulkarni et al., 1997).

Em outras situacdes, essas diferencas podem ser devido a razdes ambientais que
podem envolver a origem geogréfica, como consequéncia de estresse produzido por fatores
abidticos como vento, umidade do ar e salinidade (Kokkini et al., 1994). A forma de cultivo
pode também ocasionar variagdes na composicao do 6leo essencial (Paul et al., 2010), e mesmo
0 processo de extracdo nao 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
0s trés compostos principais eram 0s mesmos encontrados anteriormente, ap0s a extracdo e
analise cromatogréfica exatamente nas mesmas condi¢fes como descritas aqui (Silva et al.,
2010).

Mesmo quando originarios de uma mesma regido geografica, materiais vegetais
coletados em diferentes fases do ciclo fenol6gico das plantas podem produzir diferengas
qualitativas e quantitativas nos principais compostos, e as diferencas qualitativas e quantitativas
sobre 0s compostos minoritarios, como descrito por Silva e colaboradores (2010) pode ser
provavelmente uma consequéncia da sazonalidade (Paolini et al., 2010).

Os 0leos essenciais sdo um produto do metabolismo secundario e estdo contidos
em varios Orgdos da planta. Possuem varias funcbes 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 ecoldgicos, como a polinizacdo
(Silva & Lutz 2004), a dispersdo de frutos e sementes (Harborne, 1993), ou mesmo a
localizagé@o de hospedeiros por seus insetos galhadores (Moura et al., 2009).

Os compostos volateis fazem parte das emissdes de sinais quimicos detectaveis
pelos sistemas de olfacdo e gustacdo de um grande nimero de espécies animais (Harborne,
1993), provocando respostas semelhantes tanto para os sistemas de polinizagdo, como para a
dispersdo de frutos e sementes e para a herbivoria (Spencer, 1988; Silva & Lutz, 2004).

Similares por serem interacGes troficas, a polinizagdo e a herbivoria diferem entre si pelas
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consequéncias ecoldgicas. Enquanto a herbivoria se caracteriza pelo antagonismo entre as
partes, a polinizacdo € principalmente mutualista (Weis & Campbell, 1992).

No caso em questdo, a presenca de um inseto galhador conduziria a um raciocinio
primario que relacionasse a quimica dos 6leos essenciais com uma resposta reacional a presenca
do herbivoro (Harborne 1993), usualmente associada a defesa quimica da planta. Contudo, o
teor de 6leos essenciais nos folilos com galhas foi menor que nos foliolos sem galhas, e aliado
a isto, quando as galhas de Psyllidae se tornaram inativas, o teor de dleos essenciais nao
apresentou diferencas significativas em relacdo aos foliolos sem galhas. Este fato sugere uma
acdo do inseto galhador, induzindo & diminuicdo do acumulo de 6leos essenciais (Tabela 1).
Enquanto as galhas de Cecidomyidae apresentam ductos secretores em sua parede, nas de
Psyllidae a esclerificacdo se torna mais evidente e 0s ductos secretores se mantem na associacao
aos feixes vasculares.

Esta diminuicédo do teor de 6leos essenciais (Tabela 1) ndo pode ser atribuida a uma
perda estrutural de ductos e cavidades secretoras, reforcando a ideia de um controle molecular
do inseto galhador sobre os tecidos da planta hospedeira. Esta possibilidade se consolida ainda
mais, quando a composicdo quimica dos Oleos essenciais permite separar em blocos bem
distintos, as galhas de Cecidomyidae e Psyllidae (Figuras 13 a 16) e estes por sua vez,
separando-se também de maneira bem distinta dos foliolos sem galhas e dos que apresentavam
galhas inativas, entre os quais foi evidenciado um gradiente tanto qualitativo como quantitativo.

Este fato poderia estar relacionado a Hipdtese Nutricional (Price et al. 1987) no
desenvolvimento de galhas, pela qual os insetos galhadores controlariam os tecidos dos
hospedeiros que os envolvem, de modo ou a aumentar seu potencial nutritivo ou a diminuir os
teores de denfisivos aleloquimicos (Hartley 1998).

Quando a herbivoria, a polinizacdo e a dispersdo sdo analisadas em relacdo a
esséncia da motivacdo, do consumidor, a busca de algum tipo de recurso se apresenta como um
ponto comum entre elas, sendo que Pellmyr e Thien (1986) sugeriram que fragrancias florais
teriam evoluido a partir de inibidores de herbivoria. Apesar da repercussdo ecolégica e
evolutiva da polinizacdo e da dispersdo de diasporos ndo serem menos importantes que a da
herbivoria, os estudos sobre a quimica e bioquimica da polinizacao e da dispersdo avangcaram
muito menos que os ligados a herbivoria (Spencer, 1988; Harborne, 1993).

Estudos sobre a mediagdo quimica dessas interacdes tornam-se ainda mais
relevantes quando séo considerados 0s progressos na investigacdo de volateis florais (Williams
& Whitten, 1983; Knudsen et al., 1993). A busca de perfis quimicos de aromas caracteristicos
para as sindromes de polinizacéo e as de dispersao continua, contudo, motivando pesquisadores
(Knudsen & Tollsten, 1993; Knudsen & Tollsten, 1995).
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Cuidados no estabelecimento destes perfis quimicos tém sido fortemente
recomendados, principalmente quando séo feitas inferéncias de respostas dos visitantes florais
a aromas percebidos pelo homem. O olfato humano é sensorialmente muito limitado (\VVogel,
1963), em relagdo a outros grupos de animais (Dusenbery, 1992), e € mais comumente
sensibilizado pelo conjunto de componentes majoritarios das fragrancias (Kaiser, 1993) que,
por sua vez, estdo sujeitos a convergéncias ecoldgicas (Knudsen & Tollsten, 1995). Nem
mesmo listagens quimicas de compostos majoritarios permitem tal inferéncia, a ndo ser que 0s

efeitos dos volateis sobre o animal em questéo ja estejam disponiveis na literatura.
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