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RESUMO

SILVA, Cleber José da, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, mar¢o de 2007.
Morfoanatomia foliar e composicdo quimica dos 6leos essenciais de sete espécies
de Melaleuca L. (Myrtaceae) Orientador: Luiz Claudio de Almeida Barbosa. Co-
orientadores: Antonio Lelis Pinheiro e Renata Maria Strozi Alves Meira.

Sdo apresentados dados relativos a anatomia foliar, composi¢cdo quimica e
histolocalizagdo dos 6leos essenciais de sete espécies de Melaleuca L. cultivadas no
municipio de Vicosa, estado de Minas Gerais — Brasil. As espécies de Melaleuca
apresentaram padrdes diferenciados de composi¢ao de 6leo essencial. Os componentes
majoritarios dos 6leos essenciais foram terpinen-4-ol (53,7% em M. alternifolia Cheel),
1,8-cineol (80,2% em M. armillaris Sm., 79,5% em M. ericifolia Sm., 43,7% em M.
cajuputi Roxb subespécie cajuputi Powell, 41,0% em M. cajuputi Roxb subespécie
platyphylla Barlow), viridiflorol (71,0% em M. quinquenervia (Cav.) S.T.Blake) e
metileugenol (96,6% em M. leucadendra (L.) L). Os oleos essenciais de M.
quinquenervia ¢ M. leucadendra consistem quimiotipos ricos em viridiflorol e metil
eugenol, respectivamente. A avaliagdo morfoldgica e anatdmica das sete espécies de
Melaleuca revelou a presenca de elementos universais da familia Myrtaceae. Caracteres
xeromorficos foram identificados em todas as espécies bem como a presenga de
estruturas semelhantes a lenticelas nas espécies pecioladas. Os estudos de
histolocalizagao revelaram ser as cavidades secretoras os sitios de producao e acimulo
dos o6leos essenciais. Foi evidenciada também a presenca de compostos fendlicos nas
células do parénquima lacunoso e do epitélio secretor dos canais, indicando serem estes

0s provaveis sitios de producgdo e acimulo destes compostos.
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ABSTRACT

SILVA, Cleber José da, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, March of 2007. Leaf
morphoanatomy and chemical composition of seven Melaleuca L. (Myrtaceae)
species. Adviser: Luiz Claudio de Almeida Barbosa. Co-Advisers: Antonio Lelis
Pinheiro e Renata Maria Strozi Alves Meira.

Results on the compared leaf anatomy, chemical composition and histolocalization
of the essential oils of the species of Melaleuca L. growing in the municipal district of
Vigosa, state of Minas Gerais - Brazil. The various Melaleuca species showed
differences within their relative essential oil composition. Each of the oils analyzed
revealed a dominant component: terpinen-4-ol (53.7%) for M. alternifolia, 1,8-cineole
for M. armillaris (80.2%), M. ericifolia (79.5%), M. cajuputi Roxb subspecies cajuputi
(43.7%), and M. cajuputi Roxb subspecies platyphylla (41.0%). M. quinquenervia and
M. leucadendra presented chemotypes with volatile oils rich in viridiflorol (71.0%) and
methyleugenol (96.6%), respectively. The morphologic and anatomical evaluation of
the seven species of Melaleuca revealed the presence of universal elements of the
family Myrtaceae. Xeromorphyc features were identified in all the species as well as the
presence of similar structures the lenticels in the species peciolateds. The
histolocalization studies revealed to be the secretors cavities the production site and
accumulation of the essential oils. It was also evidenced the presence of fenolic
compounds in the cells of the spongy parenchyma and of the epithelium secretor of the
channels, indicating be these probable production sites and accumulation of these

composed.
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Introducao Geral

INTRODUCAO GERAL

Os oleos essenciais sdo produtos naturais produzidos pelas plantas e armazenados
em estruturas anatomicas altamente especializadas como tricomas glandulares, células
oleiferas, cavidades secretoras, ductos e laticiferos (Fahn, 1979; Roshina e Roshina,1993).
Do ponto de vista econdmico sdo fontes de substidncias de usos variados nos diversos
ramos da industria.

A familia Myrtaceae, com cerca de 130 géneros e aproximadamente 4000
espécies de distribuicdo predominantemente tropicais e subtropicais, concentradas na
regido neotropical e na Austrdlia ¢ uma importante fonte de 6leos essenciais. Representa
uma das maiores familias da flora brasileira, com 23 géneros e 1000 espécies (Souza e
Lorenzi, 2005). Encontra-se dividida em duas grandes subfamilias, Myrtoideae
(predominante na América tropical e subtropical e compreende espécies com frutos
carnosos baciformes e folhas opostas) e Leptospermoideae (ocorre predominantemente na
Australia e Polinésia e retine espécies com fruto seco, geralmente capsulas loculicidas e
folhas alternas). O género Melaleuca pertencente a subfamilia Leptospermoideae, ocorre
predominantemente na Australia e compreende aproximadamente de 150 a 230 espécies
descritas em todo o mundo (Boland et al., 1984; Cronquist, 1981; Harwod, 1999, Heywood
1993).

As folhas e caule de varias espécies de Melaleuca produzem 6leo essencial de uso
medicinal (Boland et al., 1984), com atividade fungicida (Tong et al., 1992), acaricida (Iori
et al., 2005), sendo também utilizado no tratamento de picadas de insetos e infec¢des de
pele (Budhiraja et al., 1999), tratamento de doengas como Herpes simples (Carson et al.,
1998), sendo também utilizados como antiséptico € expectorante, para tratamento de
distarbios grastrointestinais (Kitanov et al., 1992), tendo enfim, amplo uso, desde a
industria de perfumes a componente de germicidas e pesticidas (Boland et al., 1984).

Em muitas espécies de plantas aromaticas, variagdes na constituicdo quimica do
6leo produzido sdo utilizadas para identificagao de distintos quimiotipos (Brophy e Doran,
1996). Estudos preliminares indicam a existéncia de quimidtipos em populagdes de
espécies de Melaleuca (Wheeler, 2006). Assim as espécies de Melaleuca cultivadas no
Brasil podem constituir quimiétipos diferentes dos encontrados em outros ambientes,
podendo mesmo haver quimiotipos de maior valor comercial para producdo de 6leos

essenciais que podem ter importantes implicagdes comerciais.
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O estudo das estruturas secretoras e¢ o material secretado podem fornecer
importantes contribui¢cdes para a anatomia sistematica (Metcalfe e Chalk, 1983). Uma das
caracteristicas marcantes da familia Myrtaceae ¢ a presenca de cavidades secretoras de
6leos que possuem importancia taxondmica (Solereder, 1908; Metcalfe e Chalk, 1950).
Apesar do elevado potencial de producdo de 6leos essenciais das espécies do género
Melaleuca, poucos s3o os estudos anatdmicos relativos a este género. Considerando-se a
caréncia de dados sobre as estruturas secretoras deste género, o presente trabalho tem por
objetivo fornecer dados estruturais que poderdo ser utilizados como subsidio para estudos
farmacolégicos, eco-fisiologicos e taxondmicos.

Considerando-se também a atividade bioldgica do oOleo essencial do género
Melaleuca, bem como seu uso na medicina, perfumaria, industria farmacéutica, dentre
outras, propde-se o estudo quimico do 6leo, bem como o estudo anatdmico das folhas de
M. alternifolia Cheel, M. armillaris Sm., M. ericifolia Sm., M. cajuputi Roxb subespécie
cajuputi Powell, M. cajuputi Roxb subespécie platyphylla Barlow, M. quinquenervia
(Cav.) S.T. Blake e M. leucadendra (L.) L. cultivadas no Brasil.
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Capitulo 1 — Resumo e Abstract

CAPITULO 1:
ESTUDO COMPARATIVO DO OLEO ESSENCIAL DE SETE
ESPECIES DE Melaleuca L. (MYRTACEAE) CULTIVADAS NO
BRASIL

RESUMO: A composigido quimica do 6leo essencial de sete espécies de Melaleuca cultivadas no
municipio de Vigosa-Brasil foram analisadas por CG e CG-MS. As espécies apresentaram padrdes
diferenciados na composicao relativa do dleo essencial. A andlise revelou como componente
majoritario: terpinen-4-ol (53,7%) para M. alternifolia, 1,8-cineol para M. armillaris (80,2%), M.
ericifolia (79,5%), M. cajuputi, subespécie cajuputi (43,7%), e M. cajuputi, subespécie platyphylla
(41,0%); viridiflorol (71,0%) em M. quinquenervia e metil eugenol (96,6%) em M. leucadendra.

ABSTRACT: The compositions of the essential oils obtained from seven species of Melaleuca
grown in the municipal district of Vigosa, state of Minas Gerais-Brazil were analyzed both by GC
and CG-MS. The various Melaleuca species showed differences within their relative essential oil
composition. Each of the oils analyzed revealed a dominant component: terpinen-4-ol (53,7%) for
M. alternifolia, 1,8-cineole for M. armillaris (80,2%), M. ericifolia (79,5%), M. cajuputi,
subspecies cajuputi (43,7%), and M. cajuputi, subspecies platyphylla (41,0%); viridiflorol (71,0%)

in M. quinquenervia and methyl eugenol (96,6%) in M. leucadendra.




Capitulo 1 — Introdugdo

1. INTRODUCAO

O género Melaleuca, pertencente a familia Myrtaceae ocorre predominantemente
na Australia e contém aproximadamente de 150 a 230 espécies descritas em todo o mundo
(Boland et al., 1984; Cronquist, 1981; Harwod, 1999). As folhas e caule de varias espécies
de Melaleuca produzem o6leo essencial de forte aroma e de uso medicinal (Boland et al.,
1984).

Estudos recentes demonstram a interagao dos oleos essenciais de Melaleuca
alternifolia com membranas celulares potencializando o tratamento de melanoma humano
(Giordani et al., 2006), bem como sua atividade antiinflamatéria (Caldefie-Chezet et al.,
2006), antimicrobiana (Carson et al., 2006, Ferrarese et al., 2006, Silva et al., 2003),
fungicida (Tong et al., 1992), e acaricida (lori et al., 2005), e seu reconhecido efeito para
tratamento de picadas de inseto e infecgdes de pele (Budhiraja et al., 1999). Boland et al.
(1984) descreveram M. alternifolia como uma das mais importantes espécies produtoras de
6leo essencial, pois seu 6leo ndo ¢ toxico nem irritante em comparacdo com seu efeito
germicida, tendo eficiente poder de penetracdo cutanea, eliminando infec¢des subcutineas
e levando a uma rapida cicatriza¢do. Carson et al. (1998) descrevem a atividade de amplo
espectro dos Oleos essenciais de M. alternifolia, incluindo atividade contra o virus do
herpes simples (HSV), agente causador do herpes labial recorrente. Além destes usos
medicinais, seus compostos sao utilizados pela industria cosmética em varias formulagdes
(Riedl, 1997). O interesse crescente na producdo de 6leo essencial desta espécie tem
levado ao desenvolvimento de técnicas de cultura de tecidos para se verificar a influéncia
genética e ambiental na composicao do oleo de M. alternifolia (Paschen et al., 2000).

Outras espécies como M. leucadendra tem seus Oleos utilizados na Malésia e
Indonésia para tratamento de dor de dente, varias doengas da pele e tratamento de colicas
(Yoshida et al., 1996). Segundo Kitanov et al. (1992) as folhas desta espécie tém diversos
usos na medicina popular, destacando-se seu uso como anti-séptico, expectorante, para
distarbios gastrointestinais, dentre outros.

M. linariifolia apresenta em seu Oleo essencial, alto teor de 1,8-cineol, o que lhe
confere grande atividade germicida, sendo utilizado também na formulagdo de sabdes. Ja
M. bracteata apresenta o componente metil eugenol, amplamente utilizado, desde a

indtstria de perfumes a componente de germicidas e pesticidas (Boland et al., 1984).




Capitulo 1 — Material e Métodos

Em muitas espécies de plantas aromaticas como da familia Myrtaceae, variacdes na
constitui¢do quimica do 6leo produzido s3o utilizadas para identificagdo de distintos
quimiotipos (Brophy e Doran, 1996). Estudos preliminares indicam a existéncia de dois
quimidtipos de M. quinquenervia em diversas populagdes da Florida: quimidtipo I
(predominancia do sesquiterpeno E-nerolidol), e o quimidtipo II (predominancia do
sesquiterpeno viridiflorol), sendo estes facilmente distinguiveis por analise de CG e CG-
MS dos constituintes dos 6leos essenciais das folhas (Wheeler et al., 2003).

Teorias modernas estabelecem que todos os metabolitos secundérios se
expressam como resultado de estimulos e se integram com os sistemas receptores
adequados (Zhao et al., 2005). Isto indica que um organismo pode produzir padrdes
completamente diferentes de metabolitos dependendo das condigdes ambientais, duragao e
intensidade de estresse, composicao e plasticidade genética das plantas. Assim as espécies
de Melaleuca cultivadas no Brasil podem constituir quimiotipos diferentes dos encontrados
em outros ambientes, podendo mesmo haver quimiétipos de maior valor comercial para
producao de 6leos essenciais que podem ter importantes implicagdes comerciais.

Considerando a atividade bioldgica do dleo essencial do género Melaleuca, bem
como seu uso na medicina, perfumaria e industria farmacéutica, objetivou-se realizar um
estudo comparativo dos oOleos essenciais de espécies do referido género, cultivadas no

Brasil, identificando seus possiveis quimiotipos.

2. MATERIAL E METODOS

Coleta e Identificagdo das Plantas

Melaleuca alternifolia Cheel, Melaleuca leucadendra (L.) L, Melaleuca ericifolia
Sm., Melaleuca armillaris Sm., Melaleuca quinquenervia (Cav.) S. T. Blake e Melaleuca
cajuputi Roxb. subesp. cajuputi Powell, and Melaleuca cajuputi Roxb. subesp. platyphylla
Barlow foram coletadas nos locais indicados no Quadro 1.1, sendo plantas adultas e
cultivadas. A plantacdo de M. alternifolia foi estabelecida ha 10 anos e as demais ha
aproximadamente 4 anos. Em seguida foram identificados, herborizados e incorporados ao
acervo do Herbario VIC (registradas sob os numeros 30839 a 30845) do Departamento de
Biologia Vegetal, da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
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Quadro 1.1 Locais de coleta dos espécimes de Melaleuca

Localidade Espécime Altitude Latitude Longitude
Setor de Dendrologia do oo . o oms .
Departamento de Engenharia 1 697m 20°46°24.4°S | 42°52°28.9”°W
Florestal da UFV.
Sitio Reftigio, Municipio de Sdo o oms . e .
Geraldo, distrito de Monte Celeste — 2,3,4,5,6,7. 762m 20°52°49.6’S 42°51°42.1°W
MG.

1. M. alternifolia; 2. M. armillaris; 3. M. ericifolia; 4. M. cajuputi, subespécie cajuputi; 5. M. cajuputi, subespécie
platyhylla; 6. M. quinquenervia; 7. M. leucadendra.

Extracdo e Andlise dos oleos essenciais

As folhas das plantas foram coletadas separadamente em pontos aleatorios da copa
das arvores. Cada amostra foi subdividida em trés porgdes de 100 gramas, picadas e
submetidas a extragdo. M. alternifolia e M. armillaris possuem folhas aciculares, inseridas
em caules finos, tornando inviavel a separagdo destas partes para extragdo comercial. Neste
trabalho analisou-se separadamente a composi¢do quimica e o teor do 6leo do caule e da
folhas das referidas espécies. O processo de extragdo do oleo essencial utilizado em todas
as amostras foi a hidrodestilagdo, por trés horas consecutivas e em triplicata, utilizando-se
o aparelho tipo Clevenger modificado. O 6leo obtido foi recolhido e acondicionado em
frascos de vidro ambar e mantido sob atmosfera de Nitrogénio a temperatura de
aproximadamente 0 °C, até o momento da anélise por GC-MS.

A determinagao do peso seco foi realizada para cada amostra (2 g, a temperatura de
103 £+ 2 °C durante 24 horas) de acordo com métodos publicados (ASAE, 2000). Cada

determinagao foi feita em triplicata.

Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massas (CG-EM)

As amostras de 0leo essencial foram analisadas por cromatografia em fase gasosa e
espectrometria de massas (CG e CG-EM, respectivamente), utilizando-se equipamento
Shimadzu, modelo GC17A, com detector seletivo de massa (Shimadzu), modelo QP5000.
Foi utilizada coluna do tipo silica fundida, com fase estacionaria DB-5 (espessura do filme
de 0,25 um), de 30 m do comprimento e 0,25 mm de didmetro interno.

As condigdes utilizadas foram: temperatura do injetor igual a 220 °C; detector de

ioniza¢do de chama (FID) a 300 °C; temperatura da coluna variando de 60-240 °C a
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3°C/minuto, permanecendo a 240 °C por 15 minutos; fluxo de gas de arraste (He) foi de 1
mL/minuto; pressdo inicial da coluna 19,5 psi; razdo de split 1:10; volume injetado 1 uL
(solugdo a 1 % em hexano). As condigdes do EM foram: energia de impacto 70 eV;
velocidade de varredura 1000; intervalo de varredura de 0,5, e fragmentos detectados de 45
Da a 450 Da. As andlises foram realizadas em triplicata.

A identificacdo dos compostos foi feita por meio de comparagdo dos espectros de
massas da amostra, com aqueles existentes no banco de dados (Wiley 330) do aparelho e
também pelos indices de retengao relativos calculados a partir das inje¢des de uma mistura
de alcanos lineares (Davies, 1990; Adams, 1995; Girard, 1996, Van den Dool ¢ Kratz,
1963).

Todos os resultados foram interpretados estatisticamente por meio de analise de

variancia das médias das repetigoes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Rendimento do oleo essencial

O rendimento médio do 6leo essencial, em porcentagem, extraido da matéria fresca
das espécies de Melaleuca pode ser observado na Figura 1. M. alternifolia, M. cajuputi
subespécie cajuputi, M. armillaris e M. cajuputi subespécie platyphylla apresentaram
maior rendimento (4%, 4%, 3,9% e 3,4% respectivamente), ao passo que M. leucadendra,
M. quinquenervia e M. ericifolia apresentaram menor rendimento (1,5% 1,5% e 0,7%
respectivamente). Brophy e Doram (2004) verificaram que a composicdo do 6leo de M.
ericifolia ocorrente na Australia e Tasmania variou quantitativamente de acordo com a
localizag¢do da espécie o que aponta uma associagdo aparente com latitude de ocorréncia,
porém ndo se verificou variagdo qualitativa do 6leo essencial das populagdes analisadas.
Para as espécies M. alternifolia e M. armillaris os teores do 6leo essencial do caule e folha
foram avaliados separadamente.

Os teores encontrados para as folhas foram 4% e 3,9%; e para o caule foram 0,8% e
0,02% (M. alternifolia e M. armillaris, respectivamente). O maior teor de 6leo encontrado
nas folhas das duas espécies, provavelmente se deve ao fato deste 6rgdo estar exposto a
maior incidéncia de radiacdo solar e também ser mais propenso ao ataque de herbivoros e
patogenos. Esses fatores poderiam levar a maior produgdo de espécies reativas de oxigénio

(ERO’s), o que resultaria em maior acumulo de dleos essenciais nas estruturas secretoras
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das folhas (Zhao et al., 2005). A explosdo oxidativa ¢ uma resposta de defesa da planta
apods reconhecimento do patdégeno, conduzindo a reacdo de hipersensibilidade (HR). Esta
resposta deve-se a geragao de ERO’s tais como H,O, e O,” e OH™ que possuem varias
fungdes na resposta de defesa da planta. O H,O,, por exemplo, promoveu o acimulo do
isoflavondide gliceolina em soja (Glycine max) (Degousee et al., 1994), p-
cumaroiloctopamina em tubérculos de tomate (Matsuda et al., 2001), alcal6ides indolicos
em Catharanthus roseus (Zhao et al., 2001), tcibulina 1 e 2 em culturas de Allium cepa
(Kravchuk et al., 2003), saponina em ginseng (Hu et al., 2003), B-tujaplicina em cipreste
Argentino (Cupressus lusitanica) (Zhao e Sakai, 2003). Em outras plantas O, ¢ o mediador
para a produ¢do de metabdlitos secundarios levando ao acumulo de fitoalexinas
(furanocumarina) em células de cultura de salsa (Jabs et al., 1997), diterpenos em
tubérculos de tomate (Mehdy,1994), medicarpina em alfafa (Tang e Smith, 2001), e
capsidiol em tabaco (Perrone et al., 2003). Outro fator que pode contribuir para 0 menor
acumulo de dleos essenciais no caule ¢ a presenca de células suberificadas na periderme
que se constituem uma barreira térmica e ao ataque de microrganismos e herbivoros,
processos associados a producdo de ERO’s e conseqiiente acimulo de metabolitos
secundarios, dentre estes os 0leos essenciais.

Observou-se também composicdo quimica diversa do 6leo de ambas as partes

(caule e folha) analisadas (Tabela 1.1).

Composic¢do do oleo essencial

A composicdo dos 6leos essenciais das sete espécies de Melaleuca estudadas ¢
apresentada na Tabela 1.1.
As espécies de Melaleuca apresentam padrdao diferenciado na composi¢do do oOleo
essencial. Os componentes encontrados em maiores propor¢des foram terpinen-4-ol
(53,7% em M. alternifolia); 1,8-cineol (80,2% em M. armillaris, 79,5% em M. ericifolia,
43,7% em M. cajuputi, subespécie cajuputi, 41,0% em M. cajuputi, subespécie
platyphylla). A presenga de altas concentragcdes de 1,8-cineol sugere que estas espécies
podem ser utilizadas como fonte alternativa deste composto, que apresenta desde uso
medicinal como broncodilatador, expectorante, anti-séptico, dentre outros (Albornoz,
1992, Morton, 1981) a acaricida. Na concentra¢do de 10,6% provocou a mortalidade de
100% das larvas do carrapato Boophilus microplus em apenas 5 minutos (Prates et al.,

1998). Estd presente no 6leo essencial das folhas de diversas espécies de Eucalyptus
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(Myrtaceae), variando conforme a espécie: Eucalyptus citriodora (55,0%), Eucalyptus
globulus (71,0%), Eucalyptus punctata (66,0%), Eucalyptus maculata (51,0%), Eucalyptus
maidesii (70,0%), Eucalyptus smithii (84,0%) e outros (Chalchat et al., 1997). Estas
espécies de Melaleuca ricas em 1,8 cineol podem, portanto ter aplicacdes semelhantes
aquelas descritas para espécies deste género, podendo ser utilizado como fonte alternativa
de 1,8-cineol. Para M. quinquenervia identificou-se como componente majoritario
viridiflorol (71,0%) e Metil eugenol foi o maior constituinte do Oleo essencial de M.
leucadendra (96,6%) (Figura 2).

Segundo Shelton et al. (2004), os mais importantes componentes do 6leo essencial
de M. alternifolia sao os monoterpenos 1,8-cineol, terpinoleno e terpinen-4-ol. O teor
destes compostos ¢ utilizado para se caracterizar quimidtipos ocorrentes na espécie.
Penfold (1948) identificou trés quimidtipos de acordo com as concentracdes de 1,8-cineol:
abaixo de 8,0% , de 30,0% a 45,0% e de 50,0% a 64,0% deste composto. Em 1994,
Butcher et al. acrescentaram mais dois quimidtipos baseados na propor¢do de
terpinoleno/terpinen-4-ol: um com 28,0% a 57,0% de terpinoleno e 1,0% a 2,0% de
terpinen-4-ol e outro com 10,0% a 18,0% de terpinoleno e 15,0% a 20,0% de terpinen-4-ol.
A Organizagdo de Padronizacdo Internacional (ISO 4370) estabeleceu que o o6leo
comercial de M. alternifolia deve apresentar niveis minimos de 30,0% de terpinen-4-ol e
maximos de 15,0% de 1,8-cineol (ISO, 1996). Isto se deve ao fato de que a qualidade anti-
séptica atribuida ao dleo desta espécie ocorre em funcdo dos niveis do monoterpeno
oxigenado terpinen-4-ol (Shelton et al., 2004). Da mesma forma 1,8-cineol ¢ apontado
como causador de irritacdo na pele mesmo em propor¢des abaixo de 10,0%. Assim, teores
abaixo de 7,0% sao preferidos para producao de cosméticos (Caboi et al., 2002). A anélise
quimica dos 6leos essenciais de M. alternifolia cultivadas no municipio de Vigosa, mostrou
que as concentracdes dos principais constituintes estdo de acordo com as especifica¢des da
ISO 4730 (2004) (Tabela 1.2), considerando-se que as concentracdes dos constituintes
podem variar de acordo com a populagdo de plantas utilizada, clima, solo, idade das folhas
e tempo de extracdo. (Russell e Southwell, 2002 e 2003; Southwell e Russell, 2002)
Estudos revelam que para terpinen-4-ol as concentragdes variam de 28,6% a 57,9%; y-
terpineno de 9,5% a 28,3%; a-terpineno de 4,6% a 12,8%; 1,8-cineol de 0,5% a 17,7%; p-
cimeno de 0,4% a 12,4%; a-terpineol de 1,5% a 7,6% e para limoneno de 0,4% a 3,1%
(Leach et al., 1993; Johns et al., 1992; Brophy et al., 1989).

10
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Figura 1 — Rendimento (%) do 6leo essencial das folhas das sete espécies de Melaleuca em relagdo
a matéria seca. MAL = M. alternifolia; MAR = M. armillaris; MCJ = M. cajuputi
subespécie cajuputi; MPL = M. cajuputi subespécie platyphylla; MLD = M.
leucadendra; MQQ = M. quinquenervia; MER = M. ericifolia
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Figura 2 — Padrdo diferenciado dos principais componentes dos 6leos essenciais das sete espécies
de Melaleuca. MAL = M. alternifolia MLD = M. leucadendra; MCJ = M. cajuputi
subespécie cajuputi; MPL = M. cajuputi subespécie platyphylla; MQQ = M.
quinquenervia; MAR = M. armillaris; MER = M. ericifolia.
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Silva et al. (2002) realizaram estudos submetendo espécimes de M. alternifolia
cultivadas em Vigosa a diversos niveis de estresse hidrico. Mesmo nestas condigdes,
mantiveram baixas concentracdes de 1,8-cineol (1,8% a 3,5%) e proporcdes similares as
encontradas neste estudo dos principais componentes do dleo (Tabela 1.2). Em outro
estudo os mesmos autores (Silva et al., 2003), analisaram as variagdes das concentragdes
dos principais componentes das amostras do 6leo essencial desta espécie em diversos
horérios de coleta, observando-se que as concentragdes de 1,8 cineol variaram de 0,33% a
1,33% e terpinen-4-ol de 49,7 a 53,4%. Estes dados apontam para a presenca do
quimidtipo com concentragdes abaixo de 8,0% de 1,8-cineol nas populagdes cultivadas em
Vicosa.

Poucos trabalhos referentes a espécie M. armillaris foram encontrados na literatura,
sobretudo em relacdo a composi¢do quimica dos dleos essenciais. Neste estudo identificou-
se o 1,8-cineol, (80,2%) como componente majoritario desta espécie seguido de o-
terpineol (9,4%) na folha. No caule, verificou-se a presenga de a-terpineol (15,0%) como
componente majoritario, seguido por Globulol (17,6%), 1,8-cineol (14,3%) e E-cariofileno
(13,6%). (Tabela 1.1). Farag et al. (2004) analisaram a composi¢do quimica do 6leo das
folhas de M. armillaris provenientes do Egito, encontrando teores de 33,9% de 1,8-cineol,
seguido por 18,8% de terpinen-4-ol. Aboutabl et al. (1991) em seu estudo do 6leo essencial
das folhas desta espécie ocorrentes Egito reportou a presenca de 33,7% de 1,8-cineol,
seguido de 24,8% de terpinen-4-ol. O 6leo essencial de M. armillaris analisado no presente
estudo apresentou maiores propor¢des do principal componente em relagdo aquelas
espécies cultivadas no Egito. O ambiente no qual o vegetal se desenvolve exerce grande
influencia sobre a producdo e a composicao quimica dos 6leos essenciais. Fatores como
temperatura, umidade relativa, duracdo total de exposi¢do ao sol e ao regime de ventos,
bem como as condi¢des edaficas, dentre outras, exercem influencia direta na producao de
6leo essencial (Simdes e Sptizer, 1999). Shelton et al. (2004) sugere maior influencia das
condigdes ambientais sobre a composicao do d6leo essencial dos diversos quimiotipos de M.

alternifolia.
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Tabela 1.1 — Teores (%) dos componentes identificados dos 6leos essenciais das sete espécies de
Melaleuca determinados por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas. IR = indice de Reten¢do calculado; MCJ = M. cajuputi
subespécie cajuputi; MER = M. ericifolia;, MLD = M. leucadendra; MPT = M.
cajuputi subespécie platyphylla; MQQ = M. quinquenervia; MAL = M. alternifolia;
MAR = M. armillaris.

CONSTITUINTE IR MCJ MER MLD MPT MQQ MAL* MAR*

Caule Folha Caule Folha

a-tujeno 932 - 5,9 - 3,1 - - - - 4,8
o-pineno 935 2,8 - - - 4,0 - - - -
Sabineno 976 - - - 0,3 - - - - _
B-pineno 976 0,9 - - 1,2 - - - - 1,6
Mirceno 990 - - - 1,6 - - - - 2,5
d-careno 1014 - - - 0,5 - - - - -
Terpineno 1019 - - - - - - 7.6 - -
p-Cimeno 1023 - - - - - 3,7 - -
1,8-cineol 1032 43,7 79,5 - 41,0 7,2 - - 14,2 80,2
y-Terpineno 1060 0,3 0,3 - 0,8 - - 18,9 - -
a-terpinoleno 1089 - - - 0,3 - - 3,0 - -
Linalol 1097 - - - 0,2 - - - - _
Neo-isopulegol 1144 - - - 0,7 - - - - -
Citronelal 1154 - - - 7,0 - - - - -
Terpinen-4-ol 1176 1,0 - - 2,0 - 242 53,7 24 1,9
a-terpineol 1189 22,6 8,0 7,0 2,2 2,2 3,7 15 10,0
Citronelol 1234 - - - 13,0 - - - - -
Neral 1240 - - - 0,9 - - - - -
Geraniol 1254 - - - 1,3 - - - - -
Geranial 1270 - - - 0,5 - - - - -
Acetato de o- 1349 - - - - - -
terpinila - 3,5 -

Acetato de 1353 - - - - 1,8 -
citronelila ) 15 )

Acetato de 1382 - - - - -
Geranila ) 0.3 )

Tetradecano 1399 - - - - - 5,3 1,3 -

13
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Tabela 1.1 - (Continuacdo) — Teores (%) dos componentes identificados dos O6leos

essenciais das sete espécies de Melaleuca determinados por cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas. IK = indice de
Retencdo calculado; MCJ = M. cajuputi subespécie cajuputi; MER = M.
ericifolia, MLD = M. leucadendra, MPT = M. cajuputi subespécie
platyphylla; MQQ = M. quinquenervia, MAL = M. alternifolia; MAR =
M. armillaris.

CONSTITUINTE

IR MCJ MER MLD MPT MQQ MAL* MAR*

Caule Folha Caule Folha

Metileugenol 1416 - - 96,6 - - - - - -
E-cariofileno 1417 0,8 - - 1,0 - - - 13,6 -
B-(Z)-farneseno 1438 - - - - - 10,2 - - -
B-(E)-farneseno 1457 - - - - - 3,6 - - -
Aromadendreno 1437 - - - - - - - 2.8 -
o-humuleno 1451 - - - 0,3 - - - 1,4 -
GermancernoD 1478 - - - 0,7 - - - -
Z- B-guaieno 1490 - - - 0,8 - - - -
Viridifloreno 1493 - - - - - 54 - _
Isobutirato 1511 - ) - - - i - 2.3 -
Geranila

d-cadineno 1521 - - - - - 4.4 - 1,7 -
Ledol 1564 0,6 - 0,3 - 2,2 - 1,7 -
Epatulenol 1575 - - 0,3 1,3 - 2,0 - 5,0 -
8;rli(i)oﬁ(11§no 1581 ) ) ) 0.9 35 ) ) - }
Globulol 1583 4.8 - 0,3 - - 14,2 2,0 17,6 -
Viridiflorol 1589 133 - 0,2 0,8 71,0 7,5 1,6 10,8 -
Epi-a-cadinol 1640 0,9 - 0,8 - - - - 7,0 -
a-muurolol 1651 - - 0,3 L1 - - - -
TOTAL 918 93,7 985 942 879 812 942 986 991

* Para estas espécies foram analisados caule e folha separados.
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Tabela 1.2 — Comparagdo dos padrdes do 6leo essencial de M. alternifolia

Composigdo
(%)

Constituinte

Padrdes ISO M. alternifolia M. alternifolia

4730 Vigosa * Vigosa

o-pineno 1-6 t -
Sabineno t-3,5 t -
a-terpineno 5-13 7,44 -
Limoneno 0,5-1,5 t -
p-Cimeno 05-8 4 3,22
(léﬁgll;;%l) w13 t e
y-terpineno 10-28 18,66 20,80
Terpinoleno 1,5-5 3 -
Terpinen-4-ol 30-48 51,22 39,37
a-terpineol 1,5-8 3,63 10,25
Aromadendreno t-3 t -
Lf.)d.CI.IO (sin. (3 ) -
Viridifloreno)
d-cadineno t-3 t -
Globulol t-1 2,03 -
Viridiflorol t-1 1,57 -

a — presente estudo.
b —Silva et al., 2002.

Os resultados encontrados no presente trabalho revelam que M. quinquenervia
corresponde ao quimiotipo com maiores concentragdes de viridiflorol (71,0%) seguido por
1,8-cineol (7,2%) (Tabela 1.1). Ramanoelina et al. (1993) apontaram a existéncia de quatro
quimiotipos de M. quinquenervia ocorrentes em Madagascar: quimiétipo contendo altas
concentragdes de 1,8-cineol (37,0%); quimidtipo relativamente rico em 1,8-cineol (23,0%),
viridiflorol (20,0%), e terpinoleno (5,0%); outro rico em viridiflorol (48,0%) e o quarto
rico em E-nerolidol (87,0%). Ireland et al, (2002) descreve dois quimiotipos de M.
quinquenervia na Australia e Nova Guiné: quimioétipo I contendo o sesquiterpeno E-
nerolidol como componente majoritario estando ou ndo associado a presenca de linalol,
constituintes de interesse da industria de perfumaria; e quimiotipo II contendo 1,8-cineol
ou viridiflorol em maiores propor¢des além de a-terpineol e f-cariofileno. J& Trilles et al.
(2006) descrevem 3 quimidtipos em populacdes desta espécie ocorrentes na Nova
Caledonia: quimidtipo rico em 1,8-cineol (até 80,0%), quimidtipo rico em derivados de

terpineno e quimiotipo rico em o-pineno e viridiflorol. Dray et al. (2004) observaram
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aumento da mortalidade e diminui¢ao no ganho de biomassa em larvas de Oxyops vitiosa
alimentadas com folhas do quimidtipo rico em viridiflorol, em relagdo as larvas
alimentadas com folhas dos outros quimiotipos.

Para M. leucadendra sdo descritos quatro quimioétipos: um com 1,8-cineol (64.3%)
como o principal componente (Aboutabl et al., 1991); dois quimiotipos caracterizados por
altos teores dos fenilpropanodides metileugenol e (E)-metilisoeugenol (até 99% e 88%
respectivamente) (Brophy e Lassak, 1988); e outro com quantidades significantes de
viridiflorol (28.2%) e 1,8-cineol (21.3%) (Pino et al., 2002). Os dados obtidos no presente
estudo revelam altas concentragdes de metil eugenol (96,6%) nas espécies cultivadas em
Vicosa. Por apresentar elevada concentragdo deste composto em seu oOleo, quando
comparada a outras espécies como Ocimum selloi (65,5%) (Martins et al., 1996), Ocimum
gratissimum (46,8%) (Vostrowsky, 1990) e Thapsia maxima (59,6%) (Avato, 1991), M.
leucadendra ¢ uma promissora fonte de metil eugenol. Esse composto apresenta leve odor
de eugenol sendo utilizado em larga escala na composicdo de perfumes e como
aromatizante de alimentos (Guenther, 1972). Dentre as propriedades biologicas do metil
eugenol, destaca-se sua capacidade de atragdo dos machos da mosca da fruta do género
Bractocera (Diptera: Tephritidae) podendo, portanto ser utilizado como isca para captura
de espécimes (Shelly, 2001).

M. ericifolia apresentou 1,8-cineol (79,5%) como componente majoritario. Dois
quimiotipos desta espécie sdo conhecidos. Andlises das variagcdes quimicas dos Oleos
essenciais desta espécie ocorrentes na Australia identificaram populagdes com elevado teor
de 1,8-cineol e populagdes contendo linalol como principal componente (Brophy e Doran,
2004). Farag et al (2004) analisando o 6leo essencial desta espécie cultivada no Egito
encontrou como principal componente metil eugenol (96,8%), indicando que novos
quimiétipos podem ocorrer. O presente estudo revelou a presenga do quimidtipo portador
de 1,8-cineol como componente majoritario do 6leo essencial.

Trés quimiotipos de M. cajuputi, subespécie cajuputi foram reportados em estudos
realizados no Japao com amostras de folhas e 6leos essenciais comerciais, adquiridas da
Indonésia (quatro amostras) e Japao (duas amostras). Os resultados indicaram a ocorréncia
de quimidtipos com altas (50,0-70,0%), baixas (31,0%) ou nenhuma concentragdo de 1,8-
cineol (Sakasegawa et al.,2003). A subespécie cajuputi cultivada em Vigosa pode ser
identificada como quimiotipo de concentragdes relativamente altas de 1,8-cineol (43,7%).
O estudo comparativo de M. cajuputi, subespécie cajuputi e subespécie platyphylla,

referente a composi¢ao quimica do 6leo essencial foi realizado. O monoterpeno 1,8-cineol
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¢ o componente majoritario, seguido do monoterpeno oxigenado a-terpineol (22,6%) na
subespécie cajuputi e citronelol (15,2%) na subespécie platyphylla. A subespécie cajuputi
apresentou ainda, a-pineno (2,8%) e viridiflorol (13,3%) (Tabela 1.1). Anélises dos
padroes dos dleos essenciais produzidos por plantas sdo utilizadas como ferramenta para
estudos de biossistematica e quimiotaxonomia. Panos et al. (2005) estudaram a
constituicdo quimica do o6leo essencial de cinco espécies de Hypericum (Clusiaceae)
nativas da Grécia, propondo uma reconstru¢do filogenética que confirma as divisdes
taxondmicas existentes para este género. Gauvin et al. (2005) realizaram estudo utilizando
cinco espécies do género Psidia (Asteraceae) nativas do Reino Unido e de taxonomia
bastante complexa, baseada, sobretudo em caracteres morfologicos, fornecendo
importantes informagdes sobre a composi¢do do 6leo essencial, que podem ser utilizadas
como ferramenta quimiotaxondmica para a caracterizagdo de algumas espécies de Psidia.
Os dados apresentados no presente estudo, somados a novos estudos com espécimes de
diversas localidades poderdao ser utilizados como ferramentas taxondmicas, podendo

contribuir para confirmagdo do grau de parentesco entre estas subespécies.
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4 — CONCLUSAO

O presente estudo confirmou que as espécies M. armillaris, M. ericifolia, M.
cajuputi subespécie cajuputi, € M. cajuputi subespécie platyphylla cultivadas em Vigosa-
Brasil constituem-se quimiotipos ricos em 1,8-cineol, o que sugere que tais espécies podem
ser utilizadas como fonte alternativa deste composto, que apresenta desde uso medicinal
(broncodilatador, expectorante, anti-séptico) a uso na industria de produtos de limpeza. M.
alternifolia apresentou altas concentragdes de terpinen-4-ol e baixas concentragdes de 1,8
cineol revelando-se fonte promissora de 6leo essencial para uso na industria de cosméticos
em geral. M. leucadendra possui metil eugenol como maior componente do 6leo essencial,
composto largamente utilizado como aromatizante na industria alimenticia. M.
quinquenervia apresentou como componente majoritario viridiflorol, compostos associado

a plantas de baixa palatabilidade a herbivoros.
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CAPITULO 2:
MORFOANATOMIA FOLIAR DE SETE ESPECIES DE Melaleuca
L. (MYRTACEAE) CULTIVADAS NO BRASIL

RESUMO: Sio apresentados dados relativos a morfoanatomia foliar de sete espécies de
Melaleuca L. cultivadas no municipio de Vigosa, estado de Minas Gerais — Brasil. A avaliagao
morfologica e anatdmica das espécies revelou a presenga de elementos ja descritos para familia
Myrtaceae. A analise do padrao de distribuicao das glandulas em M. alternifolia Cheel e M.
armillaris Sm. pode ser potencialmente utilizada para identificacdo destas espécies quando
outras partes diagnosticas da planta ndo estdo presentes. A ocorréncia de estdmatos
anomociticos ¢ a semelhanga anatdmica dos peciolos podem ser considerados caracteres
unificadores para o género. A presenca e o tipo das células de cobertura das cavidades
secretoras podem ser utilizados como ferramenta taxonomica. Caracteres xeromorficos foram
identificados em todas as espécies bem como a presen¢a de estruturas semelhantes a lenticelas
nas folhas das espécies pecioladas. Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para se

estabelecer a correlacdo de tais caracteristicas a fatores genéticos e/ou ambientais.

ABSTRACT: This work presents data on leaf morphoanatomy of seven Melaleuca L. species
cultivated in Vigosa, Minas Gerais - Brazil. The morphological and anatomical evaluation of the
species confirmed the presence of elements already described in the Myrtaceae family. The
analysis of gland distribution pattern in M. alternifolia Cheel M. armillaris Sm. can potentially
be used to identify these species when other diagnostic plant parts are not present. The
occurrence of anomocytic stomata and the anatomical similarity of the petioles can be
considered unifying characters for the genus. The presence and the type of cells covering the
secretory cavities can be used as taxonomic tool. Xeromorphic characters were identified in all
the species as well as the presence of structures similar to lenticels in leaves of petioled species.
However, further studies are necessary to establish the correlation of such characteristics with

genetic and/or environmental factors.
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1. INTRODUCAO

O género Melaleuca L. pertencente a subfamilia Leptospermoideae, ocorre
predominantemente na Australia e Polinésia e retine espécies com fruto seco
(geralmente capsulas loculicidas) e folhas alternas e compreende aproximadamente de
150 a 230 espécies descritas em todo o mundo (Boland et al., 1984; Cronquist, 1981;
Harwod, 1999). Varias espécies deste género ocorrem naturalmente em regides pouco
drenadas ou sazonalmente alagadas ou solos acidos na Australia e Papua-Nova Guiné.
Tém sido utilizadas para reflorestamento no Vietnd, em 4areas inadequadas para
agricultura, como locais de alagamento sazonal e de solos acidos e com alta incidéncia
de queimadas na estacdo seca, caracteristicas que conferem a varias espécies deste
género o status de plantas daninhas invasoras (Doram e Gum, 1994). As folhas, flores e
frutos sdo frequentemente muito distintivas do género Melaleuca (Boland et al., 1984).

As folhas e caule de varias espécies de Melaleuca produzem 6leo essencial de
uso medicinal, sendo muito exploradas comercialmente, sendo a Austrdlia um dos
maiores produtores de oOleo essencial de espécies deste gé€nero, sobretudo de M.
alternifolia o que eleva o preco deste produto. As indistrias de cosméticos e produtos
naturais no Brasil adquirem tal produto através de importagdo, e ¢ entdo utilizado na
formulag¢do de cosméticos, produtos farmacéuticos e de higiene pessoal (Castro et al.,
2005).

No Brasil ¢ crescente o interesse de vdarias industrias na implantacdo de
cultivos comerciais de M. alternifolia. Os estudos de Castro et al. (2005) sobre a analise
econdmica do cultivo e extracdo do dleo essencial de M. alternifolia indicam a total
viabilidade de implantacdo do cultivo desta espécie para fins comerciais. A analise do
6leo essencial desta e de outras seis espécies de Melaleuca realizados (Capitulo 1 deste
trabalho) indicou padrdo diferenciado na composicdo quimica dos 6leos essenciais,
revelando o potencial de utilizacdo destas espécies para extracdo e comercializagdo de
Oleos essenciais de interesse industrial. Este padrao distinto na composi¢do quimica dos
Oleos essenciais pode indicar também a presenca de estruturas secretoras diferenciadas
em cada espécie. Apesar do elevado potencial de producdo de oleos essenciais das
espécies do género Melaleuca, poucos sao os estudos anatomicos relativos a este género
que apresenta alguns caracteres anatomicos descritos como a presenga de idioblastos

cristaliferos e presenca de papilas na epiderme da face abaxial (Solereder, 1908). O
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estudo de tais caracteristicas pode contribuir para o controle de qualidade da extracao
dos oleos, auxiliando na identificagdo correta da espécie, especialmente sob a forma de
fragmentos de folhas. Considerando-se a caréncia de dados sobre anatomia foliar e
caracterizagdo de estruturas secretoras deste género o presente trabalho tem por objetivo
obter maior conhecimento destas espécies, fornecendo dados estruturais como subsidio

para estudos farmacologicos, ecofisioldgicos e taxondmicos.

2. MATERIAL E METODOS

Coleta e Identificagdo das Plantas

M. alternifolia Cheel, M. armillaris Sm., M. ericifolia Sm., M. cajuputi Roxb.
subespécie cajuputi Powell, M. cajuputi Roxb subespécie platyhylla Barlow, M.
quinquenervia (Cav.) S.T.Blake e M. leucadendra (L.)L. foram coletadas em diferentes
localidades (Quadro 1.2). As plantagdes de Melaleuca foram estabelecidas a partir de
sementes originadas do CSIRO - Division of Forestry and Forest Products — Canberra —
ACT. O material foi identificado, herborizado e incorporados ao acervo do Herbario
VIC (registradas sob os nimeros 30839 a 30845) do Departamento de Biologia Vegetal,
da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Quadro 1.2-Locais de coleta dos espécimes de Melaleuca utilizados no estudo de morfoanatomia foliar.

Localidade Espécime | Altitude Latitude Longitude
Setor de Dendrologia do
Departamento de Engenharia 1,6,7. 697m 20°46°24.4°S | 42°52°28.9”°W
Florestal da UFV
Sitio Reftigio, Municipio de Sao 1,2,3,4,5,6 o oms . e .
Geraldo, distrito de Monte Celeste — 7 762m 20752°49.6’S | 42°51°42.1"W
MG >
Sitio Boa Vista, Municipio de 3. 708m | 20°49°00.9”°S | 42°49°07.3°W
Coimbra - MG

1. M. alternifolia; 2. M. armillaris; 3. M. ericifolia; 4. M. cajuputi, subespécie cajuputi; 5. M. cajuputi,
subespécie platyhylla; 6. M. quinquenervia; 1. M. leucadendra.

Caracterizagcdo Anatbmica
Foram utilizadas folhas adultas coletadas em dois individuos de cada espécie.

Folhas completamente expandidas provenientes do 4° n6 foram coletadas em pontos
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aleatorios das arvores e foram fixadas em FAAs, (formaldeido, acido acético e
etanol50%, 1:1: 18 v/v), por 48 horas, e armazenadas em etanol 70% (Johansen, 1940).
Se¢des transversais e longitudinais do peciolo (regido basal, mediana e distal) e da
lamina foliar (regido mediana) foram obtidas com o uso de micrétomo de mesa; os
cortes foram corados com azul-de-astra e fucsina basica (Kraus e Arduin, 1997) e as
laminas foram montadas em balsamo-do-Canada sintético. Fragmentos da lamina foliar
foram diafanizados, utilizando-se solu¢do de acido cloridrico e perdxido de hidrogénio,
1:1, hidroxido de sédio 10% e cloral hidratado 25%, intercalados por sucessivas
lavagens em agua destilada e corados com safranina e azul-de-astra (Kraus e Arduin,
1997).

A classificagcdo dos estomatos foi feita de acordo com Wilkinson (1979), a do
sistema vascular de acordo com o esquema proposto por Howard (1979) e a descri¢do
morfoldgica seguiu as recomendacdes de Radford et al. (1974).

A analise e a documentagao fotografica foram feitas utilizando-se um
microscopio de luz (Olympus AX 70), conectado a um sistema de fotomicrografia (U-
Photo), do Laboratério de Anatomia Vegetal, do Departamento de Biologia Vegetal da
UFV.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Descricéo Morfologica

Poucos trabalhos referentes as caracteristicas morfologicas distintivas entre as
espécies foram encontrados. As espécies de Melaleuca estudadas apresentam folhas
alternas com margem inteira, nervagao paralelodroma (Figura 1). Estas caracteristicas
foram referidas por Boland et al., (1984) para o género. As folhas de M. alternifolia, M.
armillaris e M. ericifolia sdo sésseis, lineares com dpice e base agudos. Podem ser
diferenciadas pelo tamanho e disposicao das glandulas. Estas caracteristicas sdo uteis na
identificagdo de material estéril, podendo ser observadas mesmo em material
herborizado (Figura 2). As demais espécies sao pecioladas e possuem folhas coridceas.
M. leucadendra apresenta folhas adultas mais ou menos lanceoladas, com cinco
nervuras longitudinais; M. quinquenervia possui folhas lanceoladas a oblanceoladas,

duras, com cinco nervuras longitudinais (raramente 3 ou 6), com outras nervuras menos
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distintas e glandulas pouco visiveis. M. cajuputi subespécie cajuputi apresenta folhas
adultas retas ou ligeiramente curvas, com tricomas tectores € 3-5 nervuras. As folhas de
M.cajuputi subespécie platyphylla sao semelhantes as de M. cajuputi subespécie
cajuputi, porém apresentam peciolo curto. Boland et al., (1984) observaram esta

caracteristica também em M. dealbata, M. leucadendra e M. preissiana.

3.2. Descrigéo anatdmica

3.2.2 — Peciolo

Anatomicamente o peciolo ¢ semelhante em todas as espécies pecioladas
estudadas. Sao revestidos por epiderme unisseriada e no parénquima cortical ¢ comum a
ocorréncia de cavidades secretoras e idioblastos cristaliferos contendo drusas. O sistema
vascular ¢ constituido por um conjunto de aproximadamente sete feixes vasculares
bicolaterais que sdao menos calibrosos nas extremidades. Os feixes sdo parcialmente
circundados por fibras densas que formam uma calota na face adaxial (Figura 3, A-G).
Solereder (1908) indicou a presenga de bainha perivascular no peciolo das Myrtaceae
que segundo Howard (1979), ¢ formada por fibras e apresenta espessura variavel, de
acordo com a espécie considerada. A andlise da estrutura anatdmica do peciolo auxilia
no reconhecimento de determinados tdxons, sendo que a observagdo de sua seccao distal
pode, em muitos casos, ser suficiente, para identificar a familia e, em alguns casos, até o
género de determinadas plantas (Howard, 1979). O uso do padrdao de nervagao foliar
aliado a analise do sistema vascular no peciolo permitiu a separagdo da grande maioria
das espécies de Eugenia (Cardoso e Sajo, 2004). Khatijah et al. (1992) e Costa et al.
(1995) utilizaram a natureza das células dessa bainha como carater taxondmico, para
delimitar espécies de Eugenia. No presente estudo dos peciolos das quatro espécies,
nenhum carater distintivo pode ser utilizado para delimitagdo de espécies, porém pode

vir a ser utilizado como carater unificador para o género Melaleuca.
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1

Figura 1. Aspectos gerais das folhas das sete espécies de Melaleuca. Da esquerda para direta: M.
leucadendra; M. quinquenervia;, M. cajuputi, subespécie cajuputi, M. cajuputi, subespécie
platyphylla, M. alternifolia; M. armillaris e M. ericifolia.

2mm

Figura 2. Esquema das folhas de M. alternifolia, M. armillaris ¢ M. ericifolia (respectivamente, da
esquerda para direita). Notar o padrio de distribuicdo das glandulas: aleatério em M.
alternifolia e linear nas demais espécies. Notar também o apice recurvado, caracteristico da

folha de M. armillaris e o tamanho reduzido da folha de M. ericifolia em relagdo as demais
espécies.
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Figura 3. Secgdes transversais de peciolos: A: M. cajuputi subespécie cajuputi; B: M. Cajuputi
subespécie platyphylla; C: M. leucadendra;, D: M. quinquenervia. —Luz Polarizada
evidenciando a presenga de idioblastos cristaliferos contendo drusas: E: M. quinquenervia, F:
M. leucadendra; G: M. cajuputi; H: M. platyphylla; ¥ = Cavidades Secretoras.

3.2.2 - Lamina foliar

As folhas sdo anfiestomaticas, com epiderme unisseriada de células que em
seccOes transversais se apresentam quadrangulares ou as vezes arredondadas e em

ambas as faces revestidas por cuticula espessa, papilosa em M. alternifolia, e lisa ou
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estriada nas demais espécies. Os estOmatos sdo anomociticos e distribuidos
regularmente em toda extensdao da epiderme. EstOmatos anomociticos ou paraciticos
estdo presentes em ambas as faces da epiderme foliar na familia Myrtaceae (Solereder,
1908; Metcalfe e Chalk, 1979), porém outros tipos estomaticos como
anemostaurocitico, paracitico, ciclociticos podem estar presentes, niao sendo
considerados por alguns autores como um bom carater diagndstico para alguns géneros
da familia Myrtaceaec (Fontenelle et al., 1994; Neves e Donato, 1989; Arruda e
Fontenelle, 1994). No presente estudo, a presenga de estomatos anomociticos se
constituiu um carater constante podendo vir a ser considerado como carater unificador
para o género Melaleuca. Em vista frontal o contorno das células epidérmicas
apresenta-se espessado e reto a ondulado em todas as espécies estudadas. Observou-se
em ambas as faces da epiderme células de cobertura, que revestem as cavidades
secretoras do mesofilo. Estas células se destacam pela auséncia de coloracdo e em M.
alternifolia e M. leucadendra ocorrem aos pares e tém aspecto reniforme. Ja em M.
cajuputi subespécie cajuputi, M. cajuputi subespécie platyphylla e M. quinquenervia
ocorrem isoladamente. Em M. ericifolia e M. armillaris onde as cavidades secretoras
ndo se localizam em posicdo subepidérmica, ndo se verifica a presenga de células de
cobertura das cavidades e sim regides distintas na face abaxial da epiderme onde nao
ocorrem estomatos (Figura 4, A-G). Cuidado especial deve ser tomado para ndo se
confundir tais células com cicatrizes de tricomas tectores que ocorrem em ambas as
faces em M. leucadendra, M. cajuputi subespécie cajuputi, M. cajuputi subespécie
platyphylla e M. quinquenervia (Figura 4, F).

A excegdo de M. alternifolia nas demais espécies a crista cuticular que recobre
as células-guarda ¢ tdo espessa que forma uma camara epiestomatica sobre o atrio
externo do ostiolo (Figura 4, D-G). Em vista frontal a delimitacdo entre as células
guardas e subsidiarias ¢ dificultada pela proeminéncia da crista cuticular, especialmente
em M. cajuputi subespécie cajuputi, M. cajuputi subespécie platyphylla, M.
quinquenervia € M. leucadendra (Figura 4, D-G).

A presenca de células de cobertura ocorrendo aos pares ¢ um carater distintivo
em M. leucadendra. Esta caracteristica também ¢ 1til para diferenciacdo de M.
alternifolia, M. armillaris e M. ericifolia, ndo tendo a mesma eficiéncia como carater
distintivo entre M. quinquenervia, M. cajuputi subespécie cajuputi € M. cajuputi

subespécie platyphylla (Figura 4, A-G).
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As folhas das sete espécies sao isobilaterais com mesofilo de arranjo compacto,
caracteristica observada em folhas geralmente de posi¢ao vertical, sendo comum na
familia Myrtaceae (Metcalfe e Chalk, 1979). Em M. cajuputi subespécie cajuputi, M.
leucadendra, M. cajuputi subespécie platyphylla e M. quinquenervia o parénquima
palicadico em ambas as faces encontra-se interrompido na regido das nervuras de maior
calibre, sendo preenchido por células de menor tamanho e de aspecto colenquimatoso
(Figura 5, A-H; Figura 6, A, C, E). O parénquima lacunoso apresenta nimero variavel
de camadas celulares (4-8) dependendo da espécie. A presenca de mesofilo compacto, e
volume reduzido de espagos intercelulares sdo caracteristicas xeromorficas e podem
refletir condi¢des ambientais xerofiticas (Eames e McDaniels, 1925; Fahn e Cutler,
1992). A compacta¢do do mesofilo pode se constituir um refor¢o estrutural visto que
nem sempre o desempenho fotossintetizante ¢ maior nas células do parénquima
palicadico. Devido a esse refor¢o mecanico, quando hd um menor volume de
parénquima lacunoso em relagdo ao parénquima palicadico, a forma das folhas ¢ menos
impactada pela desidratacdo (James et al., 1999). Outro fator a ser considerado ¢ o
excesso de luminosidade ao qual estdo expostas as plantas em regides tropicais.
Waldhoff e Furch (2000) atribuem a presenca de caracteres xeromorficos observados
em plantas tropicais a este fator. A presencga de maior espessura da cuticula, parénquima
palicddico mais espesso e lacunoso mais compacto a maior grau de estruturas
lignificadas no mesofilo, como se observa nas espécies estudadas ¢ apontado por

Boeger e Wisniewsk (2003) como resposta ao excesso de luminosidade.
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Figura 4. Dissociagdo epidérmica evidenciando espessamento das paredes das células epidérmicas com
contorno reto a ondulado e células de cobertura da cavidade secretora (setas); A: M.
alternifolia; B: M. armillaris; C: M. ericifolia; D: M. cajuputi subespécie cajuputi; E: M.
leucadendra; F: M. cajuputi subespécie platyphylla; G: M. quinquenervia. * = cicatriz de
tricoma

As cavidades secretoras encontram-se distribuidas na interface entre o
parénquima pali¢adico e lacunoso em M. armillaris, M. ericifolia, M. quinquenervia, M.

cajuputi subespécie cajuputi, M. cajuputi subespécie platyphylla e M. leucadendra,
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nestas duas ultimas, ocupando maior extensdo do parénquima paligadico. Em M.
cajuputi subespécie platyphylla, M. leucadendra, M. cajuputi subespécie cajuputi e M.
quinquenervia as cavidades secretoras fazem contato direto com a epiderme (Figura 5,
B-D, F, H; Figura 6, A, C, D, E). As cavidades secretoras em Myrtaceae t€ém origem
esquizogena (Solereder, 1908; Fahn, 1979), porém podem ter origem esquizolisigena
como observado em M. alternifolia (List et al., 1995). O tipo e a posi¢ao das cavidades
secretoras presentes nas folhas, bem como o tipo de epitélio secretor foram utilizados
por Keating (1984) para estudo das relagdes filogenéticas da Ordem Mtyrtales. Neste
estudo o autor verificou que a ocorréncia das cavidades nas 14 familias desta Ordem
estudadas ¢ rara, sendo encontradas apenas nas familias Myrtaceae e Psiloxilaceae e
sendo caracterizada pela presenca de epitélio secretor com uma camada de células.

Os feixes vasculares sdo do tipo bicolateral em todas as espécies (Figura 5, A, C,
E, G). Em M. alternifolia, M. armillaris e M. ericifolia, observou-se uma nervura
mediana de maior calibre em meio a duas nervuras de menor calibre que apresentam
mesma organizacdo estrutural da nervura mediana (Figura 6, A, C, E). Nas demais
espécies os feixes vasculares apresentam disposi¢do alternada entre feixes de maior e
menor calibre. Em todas as espécies os feixes sdo circundados parcialmente por uma
bainha de fibras densas que formam calotas em ambas as faces da folha. Em M. cajuputi
subespécie cajuputi, M. leucadendra, M. cajuputi subespécie platyphylla e M.
quinquenervia observou-se que o xilema se organiza radialmente sendo envolvido por
floema bem desenvolvido e dividido em duas porc¢des laterais na face adaxial. Todo
feixe vascular nestas espécies ¢ circundado por uma camada de células parenquimaticas
formando uma bainha (Figura 5, A, C, E, G). A presenga de feixe vascular do tipo
bicolateral e circundado por fibras e células parenquimadticas ja foi descrita por
Solereder (1908) para a familia Myrtaceae.

M. alternifolia e M. ericifolia apresentaram nervura mediana distinta somente
em seccao transversal, sendo identificado pelo trago mediano e de maior calibre (Figura
6, A, C, E). Nas demais espécies, observou-se uma tendéncia substitui¢do do modelo de
nervura mediana pelo arranjo alternado de nervuras de maior e menor calibre. Keating
(1984) afirma que em individuos pertencentes a Ordem Myrtales a nervura mediana
pode ser pouco definida, porém ndo faz referéncia a espécies onde se verifica auséncia
de nervura mediana. O mesmo autor sugere para a familia Myrtaceae, a hipotese da

especializacdo dos padrdes de nervura mediana que poderia ser confirmado por uma
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ampla andlise de outras espécies da familia. De modo geral sugere que um traco
semicircular poderia ter evoluido em duas diregdes: 1°) reducdo de um trago largo a um
arco estreito de tecidos condutores; 2°) o trago teria se tornado, de recurvado
adaxialmente a plano. Esta segunda tendéncia se verifica nas espécies estudadas onde
observamos traco recurvado adaxialmente em M. ericifolia e M. alternifolia e trago
plano com auséncia de nervura central e com um padrao de alternancia de feixes de
maior e menor calibre nas demais espécies (Figura 4, A-M).

A margem foliar é revoluta apresentando interrup¢ao do parénquima paligaddico
que ¢ substituido por um conjunto de células de natureza colenquimatosa (Figura 5, D,
F, H) como descrito por Metcalfe e Chalk (1975) para o género Melaleuca, porém tal
caracteristica ndo ¢ universal, pois ndo foi observada em M. alternifolia, M. armillaris e
M. ericifolia. As células epidérmicas desta regido sdo levemente conicas e alongadas
anticlinalmente, apresentando cuticula mais espessa em relacdo a superficie foliar,
caracteristica que se acentua em M. quinquenervia.

A excegdo de M. ericifolia, observou-se em luz polarizada, a presenca de
idioblastos cristaliferos no mesofilo das demais espécies. M. alternifolia apresentou
idioblastos cristaliferos contendo drusas por entre as células do parénquima lacunoso e
em M. armillaris além de drusas, foram observados monocristais (Figura 7, E, F e G).
Ja& em M. cajuputi subespécie cajuputi, M. cajuputi subespécie platyphylla e M.
quinquenervia os idioblastos contendo monocristais ocorreram preferencialmente por
entre as células do parénquima paligaddico e em M. leucadendra observou-se idioblastos
contendo drusas por entre o parénquima paligadico e monocristais no lacunoso. Em M.
cajuputi subespécie cajuputi, M. cajuputi subespécie platyphylla, M. quinquenervia e
M. leucadendra constatou-se a presenga de drusas envolvendo a bainha de fibras que
circundam o feixe vascular (Figura 7, A-D). O tipo e a distribui¢do dos cristais podem
constituir-se em caracteres diagnosticos para a taxonomia (Fahn, 1990), sendo comum

sua presenga na familia Myrtaceae (Metcalfe e Chalk, 1975).
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Figura 5. Cortes transversais da 1amina foliar das espécies de Melaleuca e. A-B: M. cajuputi subespécie
cajuputi; C-D: M. quinquenervia, E-F: M. leucadendra;, G-H: M. cajuputi subespécie
platyphylla; CS = cavidade secretora; Fl = floema; Fi = fibras; Xi = xilema.
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Figura 6. Folha das espécies de Melaleuca em secgdo transversal. A-B: M. ericifolia ; C-D: M.
alternifolia; E-F: M. armillaris. CS = cavidade secretora; Ct = cuticula; Ep = epiderme; Es =
estomato; Fl = floema; Fi = fibras; Fv = feixe vascular; Pl = Parénquima lacunoso; Pp =
Parénquima pali¢adico.

Nas espécies pecioladas, foram observadas estruturas semelhantes a lenticelas
em ambas as faces da epiderme (Figura 8 A-G). Lenticelas normalmente sdo citadas
para a periderme de caules, raizes e frutos (Dietz et al., 1988) e sdo relacionadas com a
funcdo de aeragdo dos tecidos internos (Mauseth, 1988). Nas folhas, entretanto, a
presenca de tais estruturas ¢ considerada rara, tendo sido registradas estruturas
semelhantes em representantes de Myrtaceae (Metcalfe e Chalk, 1950) como

Eucalyptus incrassata e E. laevopinea (Neish, et al. 1995) e em Tripodnathus

acutifolius da familia Loranthaceae (Morretes ¢ Venturelli, 1985). Solereder (1908) faz
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mencao a verrugas de tecido suberificado presentes nas folhas de Eucalyptus calophylla,
E. globulus, E. gunii, E. megacarpa, E. obliqua ¢ E. siderophloia, bem como em
Acmena floribunda. Nao existe consenso em relacdo a denominacdo adequada a ser
utilizada para descrever as areas suberificadas presentes na lamina foliar (Morretes e
Venturelli, 1985), especialmente porque tais estruturas embora parecidas com lenticelas
ocorram na epiderme e nao em periderme. Porém a funcdo de tais estruturas ¢
desconhecida. Muitos autores afirmam que em plantas de regides submetidas a
alagamento ocorre além do fechamento dos estomatos (Norby e Kozlowski 1983;
Pezeshki e Chambers 1985a, 1985b; Sena Gomes e Kozlowski 1986; Larson et al.,
1989; Wazir et al., 1988), formacdo de compostos fitotoxicos que se acumulam nas
folhas, caules e raizes (Crawford e Zochowski 1984, Andrev e Vartapetian 1992,
Marschner 1995, Kelsey 1996). Evidéncias indicam que tais compostos sdo rapidamente
transportados pelas plantas a locais onde as taxas de oxigénio sdo maiores onde estes
compostos sao, entdo, metabolizados (Kennedy et al. 1992). Desta forma, a hipertrofia
lenticelar poderia auxiliar na eliminagdo de compostos potencialmente toxicos
associados as condigcdes anaerdbicas em que as plantas de regides alagadas se
encontram (Chirkova e Gutman 1972). Porém ndo se pode afirmar com exatiddo a
funcdo de tais estruturas encontradas no presente estudo, visto que as espécies utilizadas
foram cultivadas em regides nao alagadas. Um estudo comparativo amplo de espécies
de Melaleuca ocorrentes em seu ambiente natural e em outros locais de solo seco ¢é
necessario para se estabelecer correlagdo de tais estruturas a fatores genéticos e/ou

ambientais.
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Figura 7. Corte transversal em luz polarizada evidenciando idioblastos cristaliferos contendo drusas,
monocristais e bainha cristalifera em torno dos feixes vasculares de (seta): A: M. cajuputi
subespécie cajuputi; B: M. leucadendra; C: M. quinquenervia;, D: M. cajuputi subespécie
platyphylla. E: M. alternifolia; F: M. armillaris; G: M. ericifolia. CS = cavidade secretora; F
= floema; Fi = fibras; X = xilema.
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3.3 - Caracteres Xeromorficos

Apesar das espécies estudadas terem uma ocorréncia natural em ambientes alagados
(Tabela 2.2), varios caracteres xeromorficos foram observados (Figura 9, A-G): reducgdo
foliar em M. alternifolia, M. ericifolia ¢ M. armillaris. A formacao de folhas pequenas,
lineares esta associada a reducao da superficie foliar, fator que contribui para minimizar
a perda de agua (Dickinson, 2000). Em todas as espécies observou-se: 1. mesofilo
isobilateral, compacto e com duas camadas de parénquima paligaddico. 2. Cuticula
espessa, que se constitui barreira contra a perda excessiva de agua, prote¢do contra a
invasdo de microrganismos e prote¢ao contra radiagdo UV (Dickison, 2000; Larcher,
2000). 3. Presenga de cristas epiestomatica. Os estdomatos em xerofitas localizam-se
freqlientemente em depressdes ou estdo rodeados por projecdes cuticulares ou
bastonetes de cera que, de algum modo, os protegem contra a perda excessiva de dgua e
gases (Dickison, 2000; Machado e Barros, 1995). 4. Presenca de tecidos
esclerenquimaticos associados aos feixes vasculares. Em xerofitas se verifica o aumento
na propor¢do de tecidos de refor¢o mecanico e paredes lignificadas (Dickison, 2000).
Metcalfe e Chalk (1979) afirmam que nem sempre ¢ possivel distinguir se caracteres
xeromorficos sdo hereditarios ou se sdo respostas da planta a fatores ambientais.
Segundo Dickison (2000) tais caracteres podem estar relacionados a deficiéncia de
certos nutrientes no solo. Plantas que crescem em solos com baixa retencdo de agua e
nutrientes possuem folhas com caracteristicas xeromoérficas, mesmo que pertengam a
ambientes de florestas tropicais (Turner et al. 1995; Medina et al., 1990; Cao, 2000).
Estas espécies sdo classificadas como esclerofilas, termo controverso, que significa
“folhas duras” (Roth, 1984). Este conceito, porém ¢ mais utilizado quando relaciona
plantas esclerofilas com deficiéncias hidricas sazonais, baixos teores de nutrientes no
solo, defesa contra herbivoria ou mecanismos de protecao da longevidade das folhas,
aumentando assim o carbono foliar por unidade de investimento (Edwards et al., 2000).
Em 4reas alagadas, apesar do aumento da disponibilidade de nutrientes
(Ponnamperuma, 1972; Vahl, 1991), a formagdo de 4cidos organicos de cadeia curta
(Stevenson, 1967) causa danos principalmente ao sistema radicular (Rao e Mikkelsen,
1977; Camargo et al., 1993; Agostinetto et al., 2001) comprometendo a absor¢do de

nutrientes (Camargo et al., 2001).
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Figura 8. Corte transversal evidenciando estruturas semelhantes a lenticelas no mesofilo foliar. A: M.
cajuputi; B: M. leucadendra (Vermelho de Ruténio), C: M. cajuputi subespécie platyphylla;
D: M. quinquenervia (Sudan Escarlate). Dissocia¢dao Epidérmica: E: M. leucadendra; F: M.
quinquenervia; G: M. cajuputi subespécie cajuputi.

0 / _‘ ! > ,_e Wy .. - @
Figura 9. Detalhe da cuticula espessa formando uma crista epiestomatica — Vista frontal: A: M.
leucadendra; B: M. cajuputi subespécie platyphylla;, C: M. cajuputi subespécie cajuputi; D:

M. quinquenervia. Corte Transversal: E: M. armillaris; F: M. ericifolia; G: M. alternifolia.
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A partir dai pode-se inferir que tais caracteres xeromorficos presentes nas
espécies de Melaleuca poderiam ser causados por deficiéncia de absor¢ao de nutrientes
levando ao escleromorfismo sendo que tais caracteristicas foram conservadas mesmo
em plantas cultivadas em locais secos. Por outro lado, as caracteristicas verificadas no
presente estudo podem também ser uma resposta da planta quando cultivada em locais
nao alagados, inviabilizando a hipotese do baixo grau de plasticidade genética destas
espécies. Como nenhum estudo sobre a anatomia destas espécies ocorrentes em seu
ambiente natural foi encontrado na literatura até o presente momento, as sugestdes aqui
feitas s6 poderiam ser confirmados mediante estudos comparativos de espécies de

Melaleuca ocorrentes em seu ambiente natural e em outras regides de cultivo.

Tabela 2.2 - Locais de ocorréncia das espécies de Melaleuca em seu habitat natural.

Espécie Tipo de Solo Referéncia
M. quinquenervia Seu melhor desenvolvimento ocorre em solos Boland et al.,
pantanosos, porém podem ocorrer em solos arenosos. 1984.

M. alternifolia

Habita zonas ribeirinhas de agua doce e pantanos.

Lee et al., 2002.

M. cajuputi,
subespécie cajuputi
e subespécie

Habita solos pantanosos, linhas de drenagem e em solos
sujeitos ao alagamento por seis meses ou mais durante
0 ano. Pode ocorrer também em locais secos, rochosos

Turnbull, 1986;
Doram e Gunn,
1994.

platyphylla e de solo infértil. Esta espécie ¢ adaptada a locais
alagados tolerando até mesmo alagamento com agua
salgada.

M. ericifolia Ocorre em locais inundados, sendo tolerante a esta Ladiges et al.,
condigao. 1981.

M. armillaris

Ocorre em solos rochosos e muito rasos, com pouca
capacidade de retengdo de umidade, tolerando bem as
condigdes de seca.

Doram e Gum,
1994.

M. leucadendra

Ocorre em planicies de rios, litorais ou pantanos
sazonais, em solos argilosos, arenosos, tolerante a solos
acidos, infecundos e pantanosos, emitindo raizes
adventicias em locais alagados e tendo boa tolerancia
ao fogo.

Boland et al.,
1984; Doram ¢
Gum, 1994.
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CONCLUSOES

A avaliacdo morfologica e anatomica das sete espécies de Melaleuca revelou a
presenga caracteres de ocorréncia comum na familia Myrtaceae.

A simples andlise do padrdo de distribuicao das glandulas em M. alternifolia e
M. armillaris pode ser potencialmente utilizada para identificacdo destas espécies
quando outras partes diagndsticas da planta ndo estdo presentes.

A presenca de estdmatos anomociticos e distribuidos em toda extensdo da
epiderme ¢ uma caracteristica constante nas espécies estudadas podendo vir a ser
considerado como um carater unificador para o género Melaleuca.

A presenga e o tipo das células de cobertura das cavidades secretoras, aliado a
outras caracteristicas, pode ser utilizado como ferramenta taxonomica.

Caracteres xeromorficos foram identificados em todas as espécies bem como a
presenca de estruturas semelhantes a lenticelas nas folhas das espécies pecioladas.
Entretanto, ¢ necessaria a andlise de espécimes de Melaleuca ocorrentes em seu
ambiente natural e em outros locais de solo seco para se estabelecer correlagdo de tais

caracteristicas a fatores genéticos e/ou ambientais.
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CAPITULO 3:
HISTOQUIMICA DAS CAVIDADES SECRETORAS DE TRES
ESPECIES DE Melaleuca L. (MYRTACEAE) CULTIVADAS NO
BRASIL

RESUMO: Realizou-se o estudo histoquimico das cavidades secretoras de trés espécies de
Melaleuca cultivadas no Brasil. O sistema secretor das folhas das trés espécies € constituido por
numerosas cavidades proximas a epiderme e na interface entre parénquima paligadico e
lacunoso. Os testes histoquimicos revelaram a presenga de terpendides e substancias lipofilicas
no lume das cavidades secretoras das trés espécies e de esterdides no secretado de M.
alternifolia ¢ M. quinquenervia, indicando que as substincias ai liberadas tém composi¢do
quimica heterogénea, o que confirma o potencial farmacoldgico destas espécies. Os resultados
dos testes histoquimicos estdo em consonédncia com a composi¢do quimica dos 6leos essenciais
obtidos por CG e CG-MS. Os testes indicaram também a presenga de compostos fenolicos,
dentre eles, taninos condensados nas células do parénquima paligadico e lacunoso de M.
leucadendra e M. quinquenervia indicando serem estes os provaveis sitios de sintese e acimulo
destas substancias nestas espécies. Nao foi evidenciada a presenga de alcaldides no mesofilo

foliar das trés espécies estudadas

ABSTRACT: A histochemical study on secretory cavities of three Melaleuca species
cultivated in Brazil was carried out. The leaf secretory system of the three species consists of
numerous cavities adjacent to the epidermis and in the interface between the palisade and
spongy parenchymas. Histochemical tests confirmed the presence of terpenoids and lipophilic
substances in the lumen of the secretory cavities of the three species and steroids in secretion of
M. alternifolia and M. quinquenervia, which indicates that the secreted substances have
heterogeneous chemical composition, confirming the pharmacological potential of these
species. The results of the histochemical tests agree with the chemical composition of essential
oils obtained by GC and GC-MS. The tests also indicated the presence of phenolic compounds,
such as condensed tannins, in the palisade and spongy parenchyma cells of M. leucadendra and
M. quinquenervia, indicating that these are the probable sites of synthesis and accumulation of
these substances in the species. The presence of alkaloids in the leaf mesophyll was not

confirmed in any of the three studied species.
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1. INTRODUCAO

A presenca de cavidades secretoras nos 6rgaos vegetativos ¢ uma caracteristica
peculiar da familia Myrtaceae, que possui cerca de 130 géneros e aproximadamente
4000 espécies concentradas na regido neotropical ¢ com centros de distribuicdo na
Australia e América (Keating, 1984). Esta familia apresenta varias espécies produtoras
de 6leos essenciais de uso nos diversos ramos da indulstria, que possuem composi¢ao
diversa: substancias de natureza lipofilica, polifenois, substincias aromaticas,
monoterpenos, triterpenos e sesquiterpenos (Fahn, 1979; Cronquist, 1981; Metcalfe,
1989).

O género Melaleuca compreende aproximadamente de 150 a 230 espécies
descritas em todo o mundo (Boland et al., 1984; Cronquist, 1981; Harwod, 1999) e
pertence a subfamilia Leptospermoideae, ocorrendo predominantemente na Australia
(Cronquist, 1981; Harwod, 1999). Assim como as espécies do género Eucalyptus, as
espécies deste género produzem o6leo essencial que tem sido amplamente estudado
devido as suas propriedades medicinais (Lassak e McCarthy, 1983).

Diversos autores tém se dedicado, nas ultimas décadas, ao estudo das estruturas
secretoras, dentre eles destacando-se Fahn (1979; 1988); Bentley e Elias (1983),
Rodriguez et al. (1984) e Roshina e Roshina (1993). Locais de sintese e acimulo de
terpenos, componentes dos 6leos essenciais, bem como as caracteristicas estruturais dos
tecidos secretores t€ém sido identificadas histoquimicamente (Ascensdo et al., 2005;
1998%, 1998b; Gershenzon et al., 1989) contribuindo para o conhecimento dos processos
de sintese e acimulo dos secretados nas diversas espécies. O estudo das estruturas
secretoras ¢ de grande importancia tanto para o conhecimento da sua organizagdo e
funcionamento no corpo do vegetal, quanto para o tipo de material secretado (Castro,
1987), podendo também ser utilizado como carater taxondmico (Metcalfe e Chalk,
1950). West (1969) afirma que as familias primitivas do complexo basal ranaleano tém
como caracteristica unificadora a presenca de idioblastos e cavidades secretoras.
Familias como Myrtaceae, Rutaceae, Flacourtiaceae e Teaceae podem em muitos casos
ser identificadas pela analise das estruturas secretoras (Gentry, 1993).

Metcalfe e Chalk (1950) referem 40 familias que apresentam cavidades cujos

conteudos secretados eram desconhecidos. Estudos que revelem a natureza quimica dos
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secretados podem ser uma ferramenta adicional a identificacdo taxondmica. Apenas o
estudo de List e Walsh (1995) sobre a ontogenia das estruturas secretoras de Melaleuca
alternifolia foi encontrado na literatura, ndo se verificando nenhum estudo sobre a
histolocalizagdo das estruturas produtoras de Oleos essenciais, bem como sua
caracterizagdo nas diversas espécies do género Melaleuca. O Capitulo 1 deste trabalho
revelou a presenca de um padrao diferenciado na composi¢ao quimica do 6leo essencial
das espécies de Melaleuca estudadas, o que pode indicar ocorréncia de estruturas
secretoras diferenciadas em cada espécie. Sendo assim, presente trabalho tem como
objetivo a caracterizagdo estrutural e histoquimica das cavidades secretoras de M.
alternifolia, M. leucadendra e M. quinquenervia cultivadas no municipio de Vigosa,

estado de Minas Gerais-Brasil.

1. MATERIAL E METODOS

Coleta e Identificacédo das Plantas

Melaleuca alternifolia Cheel, M. quinquenervia (Cav.) S.T. Blake e M.
leucadendra (L.) L. foram coletadas em populagdes cultivadas do arboreto do
Departamento de Engenharia Florestal, Setor de Dendrologia, no campus da
Universidade Federal de Vigosa (altitude: 697m, latitude: 20°46°24.4°’S, longitude: 42°
52°28.9>’W), sendo em seguida identificados, herborizados e incorporados ao acervo do

Herbario VIC (30839; 30841 e 30842, respectivamente).

Analise Histoquimica

Para a realizacdo dos testes histoquimicos foram utilizadas folhas adultas e
frescas com o intuito de se identificar as principais classes de metabolitos produzidos.
As folhas foram seccionadas transversal e longitudinalmente utilizando-se micrétomo
de mesa (Modelo LPC, Rolemberg e Bhering Comércio e Importacio LTDA, Belo
Horizonte, Brasil).

Os cortes foram submetidos aos testes descritos na Tabela 3.1. Secg¢des
controle foram realizadas simultaneamente, segundo recomendagdes dos respectivos
autores dos testes histoquimicos (Tabela 3.1).

A andlise e a documentacgdo fotografica foram realizadas em microscopio de

luz (Modelo AX70TRF, Olympus Optical, Toéquio, Japao), conectado a um sistema de

52




Capitulo 3 — Resultados e Discussdo

fotomicrografia (U-Photo), pertencente ao Laboratério de Anatomia Vegetal, do

Departamento de Biologia Vegetal da UFV.

Tabela 3.1 - Metodologias utilizadas para detectar as principais classes de metabolitos secundarios.

Grupos de .
Metabélitos Teste Aplicado
Lipidios Totais Sudan Vermelho Escarlate (Johansen, 1940)
Lipidios ipidios Aci
P Lipidios Acidos e Sulfato Azul de Nilo (Cain, 1947)
Neutros
0160918 Esseqcmls N Reagente de Nadi (David e Carde, 1964)
Terpendides co-resinas . ——
Esterides Tricloreto de Antiménio (Hardman e Sofowora,
1972 Mace et al., 1974)
C’anpostos . Dicromato de Potassio (Gabe, 1968)
Compostos Fenolicos Gerais
Fendlicos Taninos Vanilina Cloridrica (Mace e Howell, 1974)
Lignina Floroglucinol (Jensen,1962)
Amido Lugol (Johansen, 1940)
. ; Polissacarideos PAS (McManus, 1948)
Polissacarideos Gerais
Pectinas Vermelho de Ruténio (Johansen, 1940)
Proteinas Xilidine Pounceau (XP)
( O’ Brien e McCully, 1981)
Alcal6ides Reagente de Wagner (Furr e Mahlberg, 1981)

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Rendimento do 6leo essencial

M. alternifolia, apresentou rendimento superior (4,0%) em relacio a M.
leucadendra (1,6%) e M. quinquenervia (1,5%). O estadio de desenvolvimento da
planta associado a fatores como condi¢des nutricionais, estresse hidrico ou estresse
provocado por injarias, temperatura, polui¢ao do ar, luminosidade dentre outros podem
influenciar na producdo de metabolitos secundarios. Penfold et al. (1948) observaram
que espécies que ocorrem em regides com condi¢cdes ambientais semelhantes podem
apresentar composi¢oes de Oleos essenciais diferenciadas. Isto pode indicar que a
composi¢ao do 6leo essencial pode ser considerada como sendo produto muito mais do
controle genético que das condi¢des ambientais. Dale et al. (2004), porém sugerem
maior influéncia das condigdes ambientais sobre a composi¢do do dleo essencial dos

diversos quimiotipos de M. alternifolia.
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Composic¢ao do 6leo essencial

A composicao dos 6leos essenciais das sete espécies de Melaleuca estudadas ¢
apresentada na Tabela 3.2.

Os componentes encontrados em maiores propor¢des foram terpinen-4-ol em M.
alternifolia (53,7%), viridiflorol como componente majoritario de M. quinquenervia
(71,0%) e Metil eugenol como maior constituinte do 6leo essencial de M. leucadendra

(96,6%).

Tabela 3.2 — Teores (%) dos principais componentes identificados dos 6leos essenciais de trés espécies
de Melaleuca determinados por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas. IRt = indice de Reten¢do tabelado; IRc = indice de Retengdo calculado; MLD =
M. leucadendra; MQQ = M. quinquenervia; MAL = M. alternifolia.

COMPOSTO IRt IRc MLD MQQ MAL

a-pineno 939 935 - 4.02 -

Terpineno 1018 1019 - - 7.60
p-Cimeno 1026 1023 - - 3.70
1.8-cineol 1033 1032 - 7.16 -

y-Terpineno 1062 1060 - - 18.90
a-terpinoleno 1088 1089 - - 3.05
a-terpineol 1189 1189 2.20 3.70
Terpinen-4-ol 1177 1174 - - 53.70

Metil Eugenol 1401 1416 96.60 - -

Espatulenol 1576 1575 0.30 - -
Globulol 1583 1583 031 - 2.05
Viridiflorol 1589 1589 0.1 71.0  1.62
Oxido de 1581 1581 ) 3.50 -
cariofileno

Analise Histoquimica

O sistema secretor das folhas das trés espécies estudadas ¢ constituido por
numerosas cavidades proximas a epiderme e na interface entre o parénquima palicadico
e lacunoso. O padrao de distribuicdo e a freqliéncia das estruturas secretoras sao
importantes para fins diagnodsticos (Metcalfe e Chalk, 1989). O tipo e a posigdo das

cavidades secretoras presentes nas folhas, bem como a morfologia do epitélio secretor,
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foram utilizados por Keating (1984) para estudo das relagdes filogenéticas dentro da
Ordem Myrtales. O autor verificou que a ocorréncia de cavidades nas 14 familias
estudadas ¢ rara, encontradas apenas nas familias Myrtaceae e Psiloxilaceae, sendo
caracterizada pela presenca de epitélio secretor com uma camada de células.

As cavidades possuem, em sec¢do transversal, lume circular delimitado por
epitélio secretor. List e Walsh (1995) observaram que em M. alternifolia as cavidades
sdo de origem esquizogena ou lisigeno-esquizdgena, caracteristica ja observada por
Metcalfe e Chalk (1983) para a familia Myrtaceae. As cavidades secretoras geralmente
se formam a partir de uma unica célula, e se desenvolvem centrifugamente (Mauseth,
1988). Kalachanis e Psaras (2005) observaram este padrao de formacao das cavidades
em Myrtus communis (Myrtaceae) a partir de uma unica célula epidérmica que, apos
sofrer divisdes periclinais, seguidas de divisdes anticlinais, e varias divisdes obliquas,
originou por esquizogénese a cavidade secretora.

No lume das cavidades, em material fresco, observou-se uma secregao
transliicida em M. alternifolia e M. leucadendra e de coloracdo fortemente amarelada
em M. quinquenervia, que se condensavam na forma de gotas (Figuras 1, A-C).

Os resultados das analises histoquimicas das cavidades secretoras estdao
resumidos na Tabela 3.3. O teste com Sudan Escalarte evidenciou a presenca de
substancias lipofilicas no lume das cavidades secretoras das trés espécies (Figura 1, D-
E). A natureza lipofilica do o6leo essencial de M. alternifolia permite sua eficiente
penetragdo na pele, o que reforca seu uso no tratamento topico de infec¢des cutaneas,
além disso, estudos recentes demonstram a interacao dos Oleos essenciais desta espécie
com membranas celulares potencializando o tratamento de melanoma humano
(Giordani et al., 2006). A reagdo com tricloreto de antimdnio detectou a presenca de
esteroides no secretado de M. alternifolia e M. quinquenervia (Figura 2, E). Resultados
semelhantes foram observados para os secretados de espécies da familia Compositae,
onde alguns terpenoides detectados por este método podem ser esterdides (Ascensdo,
1988). Na familia Myrtaceae, Neira Gonzales et al. (2005) identificaram a presenca
desta classe de substancias em Psidium guineense. Nenhum esterdide foi detectado no
estudo da composi¢do quimica dos Oleos essenciais das trés espécies de Melaleuca
estudadas. Isto se deve ao fato destas substancias apresentarem alta massa molecular,
sendo, portanto pouco volateis, ndo sendo extraidas pelo método de hidrodestilacdo

(Patitucci et al., 1995). Secregdes heterogéneas encontradas nas cavidades secretoras de
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algumas espécies podem ser resultantes de mistura de dleos essenciais € compostos
fendlicos (Castro e Machado, 2003). Este conceito pode ser aplicado ao secretado das
espécies aqui estudadas, ja que os testes para lipidios e esterdides foram positivos no
material localizado nas cavidades secretoras de M. quinquenervia e M. leucadendra,
indicando que as substancias ai liberadas tém composi¢do quimica heterogénea.

A natureza lipidica das substancias presentes nos cavidades secretores foi
revelada pela reagdo ao Azul do Nilo: em M. leucadendra observou-se coloragdo rdsea,
tipica de lipidios neutros, e coloragdo azul em M. alternifolia e M. quinquenervia,
indicativa de lipidios acidos (Figura 2, D). O resultado ¢ coerente com os estudos
quimicos dos Oleos essenciais destas espécies, onde se verificou a presenca de Metil
eugenol como componente majoritdrio de M. leucadendra, sendo este composto de
carater neutro. J& M. alternifolia e M. quinquenervia apresentaram terpinen-4-ol e

viridiflorol, respectivamente, compostos de natureza fracamente 4acida devido a

presenca de hidroxilas em sua estrutura quimica (Barbosa, 2004) (Figura 4).

OH

Metil eugenol Terpinen- 4-ol Viridiflorol

Figura 4. Principais componentes dos 6leos essenciais de M. leucadendra (metil eugenol), M. alternifolia
(terpinen-4-ol) e M. quinquenervia (viridiflorol).
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Tabela 3.3 — Caracterizagdao histoquimica das cavidades das folhas de M. alternifolia (MAL); M.

leucadendra (MLD) e M. quinquenervia (MQQ).

Ducto
Grupo de Teste Lume Epitélio
Compostos
MAL MLD MQQ MAL MLD MQQ
Sudan Vermelho
Lipidios Escarlate + + + ) B }
Azul do Nilo + + + - - -
Reagente de Nadi + + + - - -
Terpenoides
P Tricloreto de
N + - + - - .
Antimonio
Dicromato de Potassio - - - - + +
Compostos . .
Fené?icos Vanilina Cloridrica - - - - + +
Floroglucinol - - - - - -
PAS - - - - - -
Polissacarideos Lugol
Neutros ugo - - - - - -
Vermelho de Ruténio - - - - - -
Proteinas
Totais Xilidine Ponceau - - - - - -
Alcalbides - -

Reagente de Wagner

+ = reagdo positiva; - = reacdo negativa.
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Figura 1. Cortes histologicos de folhas frescas de Melaleuca. A-C: Cortes observados sem coloragéo
(Branco), notar o aspecto da secre¢do no lume da cavidade de M. Leucadendra (A) de M.
Quinquenervia (B) e M. alternifolia (C). D-E: cortes submetidos ao Sudan Vermelho
Escarlate. D: M. leucadendra. E: M. alternifolia.

A secre¢do no lume da cavidade de M. quinquenervia e M. alternifolia reagiu
positivamente ao teste com reagente de Nadi para deteccao de terpendides. Observou-se
uma coloragdo azul tipica de 6leos essenciais em M. alternifolia e coloragdo verde no

secretado de M. quinquenervia (Figura 2, B), que certamente se deve ao fato da
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secrecdo presente no lume em material fresco nesta espécie apresentar coloragdo

amarela intensa (Figura 1, B).

Figura 2. Cortes histologicos de folhas frescas de Melaleuca. A-C: cortes submetidos ao Reagente de
Nadi. A: M. leucadendra. B: M. quinquenervia. C: M. alternifolia. D-E: cortes de M.
alternifolia submetidos ao Azul do Nilo (D) e Tricloreto de Antimonio (E).

A partir dai conclui-se que a coloragdo verde observada ¢ resultado da combinagdo da
cor amarela do material fresco com o azul da reagcdo ao Nadi (Figuras 2, A; C). A
presenga de Oleos essenciais nestas espécies ja foi relatada em diversos estudos
quimicos, com énfase em suas propriedades antimicrobianas (Carson et al., 2006,
Ferrarese et al., 2006, Silva et al., 2003, dentre outros). M. leucadendra, porém
apresentou coloracdo violeta-résea tipica de mistura entre 6leo essencial e resina (Figura
2). A ocorréncia de terpendides foi comprovada pelo estudo quimico realizado dos 6leos

essenciais destas trés espécies, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 3.2.
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A presenca de terpinen-4-ol em M. alternifolia (53,7%), viridiflorol como
componente majoritario de M. quinquenervia (71,0%) confirmam os resultados
observados dos testes histoquimicos. Da mesma forma a presenca do fenilpropandide
Metil eugenol como maior constituinte do 6leo essencial de M. leucadendra (96,6%)
confirma o resultado positivo para 6leo-resina ¢ ndo para 6leos essenciais como nas
demais espécies onde os componentes majoritarios do secretado sdo terpenoides. Os
Oleos essenciais contém voldteis de baixo peso molecular enquanto as resinas
representam mistura de terpenos volateis e ndo volateis (Fahn, 1979).

Parte do contetido celular presente nos vacuolos das células do parénquima
pali¢adico e lacunoso reagiu positivamente ao dicromato de potéssio (Figura 3, A) e a
vanilina cloridrica, revelando a natureza fenolica de seus compostos (provavelmente
taninos condensados), presentes também nas células epiteliais da cavidade secretora de
M. leucadendra e M. quinquenervia (Figura 3, B-C). Alguns estudos indicam a presenga
de taninos na familia Myrtaceae. A abundancia desta substancia nas folhas de Eugenia
dysenterica confirma a aplicacdo antidiarréica desta espécie (Palhares, 2003). Da
mesma forma, a presen¢a de quantidades consideraveis de tanino e flavonoides, na folha
de Pimenta pseudocaryophyllus, indicam seu potencial uso farmacologico (Paula et al.,
2005). Okuda et al. (1987) isolaram taninos hidrolisaveis das folhas de Psidium
guajava. As folhas de Syzygium cumini sdo ricas em taninos e saponinas (Kapoor,
1990). Segundo Cruz e Kaplan (2004), a familia Myrtaceae caracteriza-se quimicamente
pela presenga de taninos, flavondides, monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos,
derivados do floroglucinol, cromenos, estilbenos e outros. Yoshida et al. (1996)
afirmam que as informagdes sobre a presenca de taninos em espécies de Melaleuca sao
parcialmente documentadas. O mesmo autor relata a presenca de um novo tanino
hidrolisavel isolado dos frutos de M. leucadendra. Nenhum estudo fitoquimico
indicando o isolamento destas substincias de folhas de espécies do género Melaleuca
foi encontrado. Outros estudos fitoquimicos revelam a presenca de uma nova classe de
flavondides denominada leucadendrona (B-tricetona flavonona) das folhas de M.
leucadendra (Lee, 1999). Estas ciclopolicetonas sdo raras, estando presentes apenas em
espécies do género Eucalyptus e géneros relacionados (Ghisalberti, 1996). Ja para os
frutos de M. quinquenervia, estudos fitoquimicos tém revelado ocorréncia de um novo
flavondide com estrutura trifenilmetano, denominado melanervina (Seligmann e
Wagner, 1981). A reagdo positiva @ Vanilina Cloridrica e ao Dicromato de Potassio nas

células do parénquima lacunoso e palicaddico e no epitélio secretor das cavidades indica
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serem estes os provaveis sitios de sintese e acimulo destas substancias de natureza

fenolica em M. quinquenervia e M. leucadendra.

Figura 3. A: cortes de M. leucadendra submetidos ao Dicromato de Potassio. B-C: cortes submetidos a
Vanilina Cloridrica. B: M. quinquenervia. C: M. leucadendra. D: cortes de M. quinquenervia

submetidos ao Floroglucinol. E: cortes de M. leucadendra submetidos ao Vermelho de
Ruténio.
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A ocorréncia de compostos fenolicos na familia Myrtacae ¢ relatada em outros
estudos. Compostos fendlicos foram identificados no extrato aquoso de doze espécies
desta familia (Siani et al., 1988), bem como de compostos taniferos no mesofilo de
Psidium widgrenianum (Donato e Morretes, 2005). Os compostos fenolicos sdo
apontados como tendo atividade alelopatica (Rice, 1984) e antioxidante, podendo
desempenhar relevante papel na absorcao e neutralizagdo de radicais livres, quelando o
oxigénio triplete e simplete ou decompondo perdxidos (Brenna e Pagliarini, 2001;
Zheng ¢ Wang, 2001). Como as espécies de Melaleuca se destacam por sua alta
capacidade de tolerancia a estresses ambientais, desde solos alagados a secos e acidos
(Doram e Gum,1994; Boland et al., 1984; Lee, et al., 2002) pode-se inferir que estas
substancias poderiam exercer importante papel de protecdo das folhas contra espécies
reativas de oxigénio provenientes de estresse.

A presenca de compostos lipofilicos no lume das cavidades secretoras, e
hidrofilicos nos parénquimas lacunoso e pali¢adico e nas c€lulas epiteliais das cavidades
secretoras de M. quinquenervia e M. leucadendra, indicam a complexidade da secrecao
produzida pelas espécies e confirmam seu potencial farmacolégico. Embora os testes
para a detec¢do de fenodis em luz visivel tenham dado resultados negativos em M.
alternifolia, ndo se pode concluir, de modo absoluto, que esses compostos nao existam
no secretado. Os testes para compostos fendlicos sdo de um modo geral pouco
especificos, havendo compostos que, devido a sua grande capacidade de se ligar a
outros compostos, ndo sdo, na maioria das vezes, detectaveis sendo em microscopia de
fluorescéncia em luz ultravioleta (Sant’ Anna-Santos et al., 2006). Nao foram detectados
alcaloides, substincias pécticas, polissacarideos e proteinas como conteido do
secretado.

Nao foi evidenciada a presenca de alcaldides no mesofilo foliar das trés espécies
estudadas. Segundo Gottlieb e Salatino (1987) plantas que produzem o6leos essenciais
ndo produzem alcaldides e vice-versa. Como ambos sdo produtos do metabolismo
secundario que visam a defesa contra herbivoria, e levando-se em conta que alcaloides e
6leos essenciais possuem rotas metabolicas distintas, ndo havendo compartilhamento de
enzimas nestas rotas (Ruiz, 2002; Mann, 1984), pode-se supor que seria muito
dispendioso para a planta sintetizar duas substdncias com a mesma fungdo, fato que
poderia explicar as afirmacdes feitas por estes autores. O estudo dos constituintes

quimicos do caule e casca de M. alternifolia revelou a presenga de triterpenos
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pentaciclicos, mas nenhum alcalédide foi encontrado (Viera et al, 2004). Estes resultados
somados aos resultados dos testes histoquimicos obtidos da folha indicam a provavel
auséncia de producdo de alcaldides em M. alternifolia.

A Tabela 3.4 reune os resultados encontrados para outras estruturas do mesofilo.
Os demais testes histoquimicos aplicados ndo apresentaram resultado positivo para o

secretado e células do epitélio das estruturas secretoras.
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Tabela 3.4. Caracterizagdo histoquimica do mesofilo foliar de M. alternifolia (MAL), M. leucadendra (MLD) e M. quinquenervia (MQQ).

Grupo de Teste Cuticula Parede Celular Parenq. Palicadico Parenq. Lacunoso  Cloroplastos

Compostos MAL MLD MQQ MAL MLD MQQ MAL MLD MQQ MAL MLD MQQ MAL MLD MQQ
Sudam Escarlate + + + - - - + + + + + + + + +

Lipidios Azul do Nilo - - - - - - - . _ - - . . } i

Acetato de Cobre/ - - - - - - - - - -
Acido Rubeanico

Reagente de Nadi - - - - -

Tricloreto de
Terpendides Antimonio
Acido Sulftrico - - - - -

2.,4- - - - - - - - - - -
Dinitrofenolhidrazina

Dicromato de ) i - + + - + N . - - + _ - ]

Compostos Potdssio

Fendlicos Vanilina Cloridrica - - - - - - - + . - + + - - i
Floroglucinol - - - + + + - - _ - - - - - )
PAS - - - + + + - - - - - - - - _

. , Lugol - - - - - - - . _ - - + - R )

Polissacaride

os Neutros Vermelho de Ruténio - - - - + + - - _ - - - - - )
Acido Tanico / ) ] - - - - - ] ) . - - - . )
Cloreto de Ferro

Proteinas Xilidene de Ponceau - - B B + + B - + B B B B B +

Totais
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4 — CONCLUSOES

O sistema secretor das folhas das trés espécies estudadas ¢ constituido por
numerosas cavidades proximas a epiderme e na interface entre parénquima palicadico e
lacunoso. Estas cavidades em sec¢do transversal apresentam lume circular delimitado
por epitélio secretor.

Os testes histoquimicos revelaram a presenca de terpendides e substancias
lipofilicas no secretado das trés espécies além de esterdides no secretado de M.
alternifolia e M. quinquenervia, indicando que as substincias ai liberadas tém
composi¢do quimica heterogénea. Os resultados dos testes histoquimicos estio em
consonancia com a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais obtidos por CG e CG-MS.

A reagdo positiva a vanilina cloridrica e ao dicromato de potassio nas células do
parénquima lacunoso e paligddico e no epitélio secretor das cavidades indica serem
estes os provaveis sitios de sintese e acimulo destas substancias de natureza fendlica em
M. quinquenervia e M. leucadendra.

A presenga de compostos lipofilicos no lume das cavidades secretoras, e
hidrofilicas nos parénquimas lacunoso e palicadico e nas células epiteliais das cavidades
secretoras de M. quinquenervia e M. leucadendra, indicam a complexidade da secrecdo
produzida pelas espécies e confirmam seu potencial farmacolédgico.

Nao foi evidenciada a presenca de alcaldides no mesofilo foliar das trés espécies

estudadas.
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CONCLUSOES GERAIS

A analise dos dados obtidos nos trabalhos realizados permite concluir que:

1. As espécies de Melaleuca apresentaram padrdes diferenciados de composi¢ao
quimica do 6leo essencial sendo que os componentes majoritarios dos 6leos essenciais
foram: terpinen-4-ol (53,7% em M. alternifolia), 1,8-cineol (80,2% em M. armillaris,
79,5% em M. ericifolia, 43,7% em M. cajuputi subespécie cajuputi, 41,0% em M.
cajuputi subespécie platyhylla), viridiflorol (71,0% em M. quinquenervia) e metil
eugenol (96,9% em M. leucadendra).

2. Os Oleos essenciais de M. quinquenervia € M. leucadendra consistem em
quimidtipos ricos em viridiflorol e metil eugenol, respectivamente.

4. A avaliacdo morfologica e anatdmica das sete espécies revelou a presenga de
caracteres de ocorréncia comum na familia Myrtaceae.

5. Alguns dos caracteres anatdmicos observados como tipo de estdomato e
organizac¢do do peciolo, podem contribuir para caracterizacdo do género Melaleuca.

6. Caracteres xeromorficos foram identificados em todas as espécies bem como
a presenca de estruturas semelhantes a lenticelas nas folhas das espécies pecioladas.
Entretanto, ¢ necessaria a analise de espécimes de Melaleuca ocorrentes em seu
ambiente natural e em outros locais de solo seco para se estabelecer correlacao de tais
caracteristicas a fatores genéticos e/ou ambientais.

7. Os estudos de histolocalizacdo revelaram serem as cavidades secretoras os
sitios de produgdo e aciimulo dos 6leos essenciais.

8. A presenca de compostos fendlicos nas células do parénquima lacunoso e do
epitélio secretor dos canais indica serem estes os provaveis sitios de produgdo e

acumulo destes compostos.
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Anexos - Cromatogramas das Espécies de Melaleuca

1- CROMATOGRAMAS DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS FOLAS E CAULE
DAS ESPECIES DE MELALEUCA ESTUDADAS
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Anexos - Cromatogramas das Espécies de Melaleuca

Melaleuca armillaris — Folha
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Anexos - Cromatogramas das Espécies de Melaleuca

Melaleuca cajuputi subespécie cajuputi
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Anexos - Cromatogramas das Espécies de Melaleuca

Melaleuca leucadendra
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Anexos - Cromatogramas das Espécies de Melaleuca

a-pineno

1,8-cineol

Melaleuca quinquenervia
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Anexos — Formulas estruturais dos compostos identificados nos dleos essenciais de Melaleuca

2. Férmulas estruturais de alguns compostos identificados nos 6leos essenciais
das especies de Melaleuca

Iada

a-pineno
a-tujeno

)<=

B-pineno
Sabineno
6- careno
Terpineno

L~

.

B-E-ocimeno

;

Terpinoleno Linalol

1,8-cineol

ata

o

Canfeno

\

Mirceno

:

p-Cimeno

;

y-Terpineno

OH

7,
’,
1,
1
1

Cis-p-ment-2-en-1-ol
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Anexos — Formulas estruturais dos compostos identificados nos dleos essenciais de Melaleuca
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Anexos — Formulas estruturais dos compostos identificados nos dleos essenciais de Melaleuca

AN 74 A
/H\“\\ \ / /

E-cariofileno Beta-(Z)-farneseno Beta-(E)-farneseno

\ S
S
S
S
S
N

Z- B-guaieno

o -(E,E)-farneseno

Viridifloreno
0] HO
N 0
H
d-cadineno
Isobutirato de geranila Ledol

Viridiflorol

Globulol

Espatulenol

80




Anexos — Formulas estruturais dos compostos identificados nos dleos essenciais de Melaleuca

i

Oxido de cariofileno Epi-a-cadinol Alfa-muurolol

Germancerno D
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