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Enquanto produtos do metabolismo secundario das plantas, os 6leos essenciais secretados sdo de
extrema importancia para a sua manutencdo e funcionamento, apesar de ndo directamente
vinculados ao metabolismo primario. Além de possuirem indimeras actividades que beneficiam a
planta, como agentes de defesa, atractores de polinizadores, entre outros, sdo também muitas vezes
procurados pelo seu valor comercial, com aplicacdo em variadas industrias. A espécie de estudo
seleccionada foi Pinus pinaster, uma conifera tipica da bacia mediterranica, caracterizada pela
existéncia destes metabolitos secundarios sob a forma de éleoresinas, presentes em estruturas
secretoras internas e individualizadas, denominadas de ductos. Para caracterizar estas estruturas e
0s compostos nelas presentes, procederam-se a testes histoquimicos e para uma analise
guantitativa, aléem de qualitativa, fez-se a extraccao dos 6leos essenciais seguida de cromatografia e
espectrometria de massa de modo a se obterem as suas percentagens relativas. Foram identificados
monoterpenos e sesquiterpenos, sendo os dominantes o a-pineno, B-pineno, a-terpineol, e, num dos
trés quimiotipos utilizados para estudo comparativo, o a-felandreno. Estas espécies quimicas,
produtos naturais do metabolismo vegetal, revelam-se determinantes para a interaccdo da planta
com o meio ambiente, predominantemente nas suas capacidades de defesa, facto demonstrado

através de um ensaio bioldgico para averiguacgdo de alelopatia.

INTRODUCAO

As coniferas (ordem Coniferales) ocupam a maior
extensdo da Terra entre as plantas (Phillips e Croteau, 1999),
sendo os cones reprodutores e as suas folhas em forma de
agulha o que as distingue das restantes gimnospérmicas
(Singhi et al., 1999). Entre elas encontra-se a familia
Pinaceae, que constitui a maior familia de gimnospérmicas no
mundo (Wu e Hu, 1997). Pinus pinaster Aiton., uma espécie
com distribuicdo maioritariamente a oeste do Mediterraneo
(Ottavioni et al., 2008), ao longo da costa Atlantica,
(Macchioni et al., 2003) faz parte desta familia e como todas
as plantas produz 6leos essenciais, mas também resina, sendo
a sua mistura designada de 6leoresina.

Os 06leos essenciais sdo misturas de compostos naturais
volateis originados no metabolismo secundario das plantas
(Bakkali et al., 2008), que emanam odor. Podem ter diversas
actividades na sua proteccdo, como anti-microbiana, anti-
herbivoria, entre muitas outras. Os monoterpenos sdo dos
compostos mais relevantes dos 6leos na funcdo de defesa
contra agentes patogénicos e contra a herbivoria (Santos et al.,
2006), podendo-se também salientar as outras frac¢des mais
abundantes, como os sesquiterpenos e os fenilpropanoides. As
plantas segregam estes compostos volateis ndo sO para
actuarem na sua defesa, mas também como atractivos de

agentes polinizadores e noutras estratégias de comunicacao
com 0s organismos e o ambiente que as rodeiam.

Na familia Pinaceae 0s 6leos essenciais sdo quase na
totalidade idénticos a componente volatil da o6leoresina, onde
se podem encontrar essencialmente monoterpenos e
sesquiterpenos que constituem a fraccdo volatil, a turpentina
(Phillips & Croteau, 1999). A fraccdo maioritariamente nao
volatil é designada de rosina e é constituida por &cidos
diterpénicos. Os Oleos essenciais nas folhas de pinheiro
chegam a conter mais de 50 compostos em algumas espécies,
sendo a sua constituicdo essencialmente a mesma da
turpentina (Vallejo et al., 1994). Estes séo produzidos pelas
células epiteliais de ductos resiniferos e segregados para o seu
limen. Os ductos diferem entre géneros (Wu e Hu, 1997) e
sdo utilizados como indicadores quimiotaxonémicos (Vallejo
et al., 1994) e marcadores bioquimicos da origem de
diferentes espécies de Pinus (Arrabal et al., 2005).

Nas folhas de Pinus, os ductos estdo rodeados por uma
camada de células de parede celular fina e ndo lenhificada
(Wu e Hu, 1997), células vivas que formam o epitélio e
células da bainha. Estas Gltimas sdo muito ricas em pectinas e
podem incluir células mortas que formam um cilindro em
torno das células epiteliais, ficando esmagadas aquando da
expansdo e crescimento dos ductos. Os ductos em si podem
ser primarios ou secundarios. Nas folhas, os primarios
aparecem no mesofilo apical, paralelos ao eixo longitudinal da
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folha, e na porcdo basal, podem ser distinguidos dois ductos
laterais abaxiais. Os ductos secundarios sdo continuos com os
vasos do xilema secundario do eixo dos braquiblastos e
acabam pouco acima da base da folha (Fahn, 1990; Werker e
Fahn, 2008).

Em Pinus existem preocupacdes na actualidade
relacionadas com a sua susceptibilidade a predadores, como a
lagarta processionaria do pinheiro Thaumetopoea pityocampa
(Tiberi et al., 1999) ou o neméitode do pinheiro
Bursaphelenchus xylophilus (Li et al., 2007), uma situacdo
preocupante a nivel mundial que afecta fortemente Portugal.

A alelopatia é definida como a interacgéo entre plantas ou
entre estas e outros organismos (Singh et al., 1999), através de
metabolitos secundarios segregados, que podem ter efeitos no
crescimento das organismos alvo, aumentando, reduzindo, ou
mesmo inibindo completamente o seu desenvolvimento (Singh
et al., 1999; Siddiqui et al., 2009). A actividade biol6gica de
um dado aleloquimico depende tanto da concentracdo como
do limite da resposta da espécie afectada. Essas substancias
pertencem a diferentes categorias de compostos, tais como
fendis, terpenos, alcaldides, poliacetilenos, e péptidos
provenientes de diferentes 6rgdos, incluindo folhas, flores e
frutos de muitas espécies vegetais (Rice, 1984). De modo a
determinar os efeitos fitotoxicos de substancias alelopéticas,
fazem-se ensaios em Lemna minor (Leather & Einhellig,
1988; Lockhart et al., 1989; Vesonder et al., 1992). Trata-se
de uma pequena angiospérmica aquatica que consiste numa
raiz e numa fronde (Einhellig et al., 1985). Estes factos
explicam a utilizagdo dos ensaios em L. Minor, pois sdo
rapidos (Vesonder et al., 1992) e maximizam a sensibilidade
do teste, enquanto as amostras necessarias ao ensaio Sao
minimas quando comparadas com outras espécies (Einhellig et
al., 1985, Vesonder et al., 1992).

Neste trabalho pretendeu-se extrair o dleo essencial de 3
individuos de Pinus pinaster diferentes, para identificacdo dos
compostos presentes e determinou-se ainda a sua actividade
biol6gica num ensaio em Lemna minor e Pisum sativum. Para
além disso, identificou-se as estruturas secretoras dos
diferentes compostos com testes histoquimicos, com fim a
detectar diferencialmente a sua presenca nos varios tecidos.

MATERIAL E METODOS

Histoquimica: A microscopia éptica de campo claro
(luz visivel) foi feita com microscépio Leitz SM-Lux e
cdmara Leica WILD MPS52 e a microscopia de
fluorescéncia (luz ultravioleta) em microscdpio Leitz Dialux
com cadmara Leica WILD MPS52). As imagens foram obtidas
em ambos os casos, em filme Kodak Professional Elite
Chrome 400. A deteccdo diferencial de terpenodides,
nomeadamente de esséncias e acidos resinicos, em luz
visivel, foi efectuada através do reagente de Nadi, a
temperatura ambiente, no escuro, durante 60 a 90 minutos,
tendo-se procedido a uma lavagem em liquido de extraccdo
durante 2 min. A deteccdo geral de lipidos, a luz visivel, foi
efectuada através dos corantes negro de suddo B e vermelho
de sudéo IV (Pearse 1980), numa solucéo saturada (0,3%) em
etanol a 70%, durante cerca de 15 min. Seguidamente
efectuou-se uma lavagem réapida em etanol a 70% e outra em
agua. Foi também utilizado o vermelho de suddo 7B [2] a
0,1% em polietilenoglicol 400 e glicerol a 90% (v/v) durante
cerca de 60 minutos, lavando-se de seguida em agua. Para a

observacdo de lipidos em luz ultravioleta, utilizou-se uma
solucdo de vermelho neutro, a 0,1% em tampdo fosfato de
sodio a 0,1% pH6,5 durante 20 min, lavando-se rapidamente
em agua. Os fendis foram caracterizados em luz visivel,
através do dicromato de potassio [9] a 10% durante cerca de
30 minutos, repetindo a lavagem répida em 4&gua.
Relativamente & deteccdo dos flavonoides, foram utilizados
dois comprimentos de onda, um em luz ultravioleta e outro
para a luz azul.

Os hidratos de carbono foram detectados em luz visivel
através da utilizacdo do acido periddico-reagente de Schiff
(PAS). Foi utilizada uma solugdo de tetrahidreto boreto de
sodio a 1%, durante 30 min, uma solucéo de acido periddico a
1% durante 10 min, efectuando-se uma lavagem rapida em
agua. O reagente de Schiff actuou durante cerca de 30 min,
procedendo-se a uma lavagem em solucdo de metabissulfito
de sddio a 0,5% durante 2 minutos, repetindo o procedimento
3 vezes. Lavou-se novamente em agua. Todos 0os compostos
identificados nas respectivas estruturas anatémicas da planta
(cortes transversais da folha e caule) foram posteriormente
observados por microscopia electronica de varrimento
(Microscopio JEOL T220 com 20 Kv) ap6s terem sido sujeitas
a uma metalizacéo por fina camada de ouro com cerca de 500
A num aparelho Poleron E5300 e secagem num aparelho de
ponto critico Biorad. As imagens captadas foram registadas
em filme Kodak a preto e branco Tmax 100.

Destilagéo: A destilacdo foi feita através da condensacéo e
decantagdo dos mesmos compostos e o0s volateis
permaneceram na agua de destilagdo, em 3 diferentes
duraces: 15 min, 30 min e 60 min, num aparelho de
Clevenger. Comegou-se por colocar-se o material bioldgico,
previamente pesado numa balanca de precisdo, num
Erlenmeyer com agua destilada. De salientar que o material se
encontrava seco, por congelagdo para evitar perdas nos
compostos de interesse e tornando-os mais manuseaveis,
mantidos dentro de sacos ou envelopes de papel, um material
indcuo. Colocou-se num Erlenmeyer o material em &gua sobre
uma placa de aquecimento, que se ligou a 75° Mediu-se o
rendimento da destilacdo pela escala graduada do aparelho (1
mL=0,05%).

Destilacdo/Extraccdo: Foi feita com um aparelho de
Likens-Nickerson (fig), ndo graduado, usando-se como
solvente organico pentano e mantido a 25°C numa manta de
aquecimento. Num Erlenmeyer (2-3 L) com o material em
agua destilada, sobre placa de aquecimento (75%). O 6leo
diluido no pentano foi recolhido no baldo onde se encontra o
restante solvente e apés o fim do tempo de destilacdo (15,30 e
60 min), recorreu-se a utilizacdo de um evaporador rotativo
(‘Yamato Rotary Evaporator RE-51), para remog¢do do pentano
e se obter maior concentracdo do 6leo. Utilizaram-se 70/80
rotagdes/min.

Cromatografia Gas-Liquido: As analises quantitativas de
cromatografia gas-liquido (CGL) foram efectuadas num
cromatdgrafo Perkin Elmer 8700 equipado com dois
detectores de ionizagdo de chama (DIC), um sistema de
tratamento de dados e um injector, no qual foram instaladas
duas colunas de polaridade diferente: DB-1 de silica fundida,
de fase imobilizada de metilsilicone (30m x 0,25mm d.i.,
espessura de filme 0,25um; J & W Scientific Inc.) e DB-
17HT de silica fundida (30m x 0,25mm d.i., espessura
de filme 0,25um; J & W Scientific Inc.). Através de uma
rampa de temperaturas, a temperatura do forno foi de 45°C a
175°C, com incrementos de 3°C/min, e subsequentemente a
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15°C/min até 300°C. Atingidos os 300 °C a temperatura foi
mantida isotérmica durante 10 min, de modo a limpar a coluna
de qualquer residuo. As temperaturas do injector e dos
detectores foram de 290°C e 280°C, respectivamente. O
hidrogénio foi o gas de arrasto, ajustado para uma velocidade
linear de 30cm/s. Relagdo de reparticdo de fluxo, 1:50. A
composi¢do percentual dos Oleos foi determinada pela
integracdo das &reas dos picos sem utilizagdo de factores de
correccdo. Os valores apresentados correspondem ao valor
médio de duas injeccoes.

Cromatografia Gas-Liquido - Espectrometria de
Massa: Nas analises qualitativas de cromatografia gas
liquido/espectrometria de massa (CGL-EM) utilizou-se um
Autosystem XL equipado com uma coluna de silica fundida
DB-1 (30mx0,25mm d.i., espessura de filme 0,25um; J & W
Scientific Inc.) ligado a um Perkin-Elmer Turbomass (verséo
de programa 4.1). Através de uma rampa de temperaturas, a
temperatura do forno foi programada de 45° a 175°C, com
incrementos de 3°C/min, e subsequentemente a 15°C/min
até 300°C. Atingidos os 300°C a temperatura foi mantida
isotérmica (de forma a limpar a coluna de residuos) durante
10 min; temperatura da linha de transferéncia, 280°C;
temperatura da camara de ionizacdo, 220°C; gas de arrasto,
hélio, ajustado para uma velocidade linear de 30cm/s; relacdo
de reparticdo de fluxo, 1:40; energia de ionizacdo, 70eV;
corrente de ionizacdo, 60UA; gama de massas, 40-300u;
tempo de varrimento, 1s. A identidade dos compostos foi
determinada por comparagdo dos seus indices de retencdo, em
relacdo aos dos n-alcanos Cg-Co4 e espectros de massa,
utilizando-se o software Turbomass e com o auxilio da
biblioteca construida na Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Lisboa.

Ensaio bioldgico: Foram utilizadas duas espécies, Lemna
minor e Pisum sativum. Em Lemna minor utilizaram-se caixas
com varios pogos, procede-se a divisdo das amostras em
diferentes concentracfes de 6leo e agua de destilagdo. Em
todas as placas foram usadas 4 individuos de L.minor, excepto
na 7 que se usaram 10. Na placa 7 foram utilizados 6 pogos
com diferentes concentragdes de O6leo, nos quais o0s 3
primeiros continham 30 pl e os 3 seguintes 15 pl. No controlo
e nas placas 1, 2 e 7 foram colocados 3 ml de 4gua em cada
pogo, acrescentando-se as respectivas diluicbes dos 6leos em
etanol (2:3 na placa 1; 1:3 na placa 3). Nas restantes, foram
colocados 3 ml de agua de destilagdo (agua obtida na
extraccdo dos 6leos) a diferentes tempos (15 min e 30 min,
placas 3 e 5) e nas placas 4 e 6 juntaram-se ainda 15 pL do
6leo extraido. Durante um periodo de 8 dias, as plantas foram
mantidas a uma temperatura constante de 24°C,estando
expostas a um fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas sem
iluminagdo. Foi também analisada a actividade do 6leo nas
folhas de Pisum sativum, visto que esta € uma espécie modelo
no estudo da producéo de fitoalexinas. Foram utilizadas caixas
de Petri contendo uma folha de ervilheira, com a pagina
superior para baixo, sulfato de cobre utilizado como indutor
abidtico (3 gotas, caixa 1), algumas de gotas de 6leo essencial
(caixa 2 e 3) e 4gua a cobrir o fundo de cada uma das caixas.

RESULTADOS
Microscopia electronica de varrimento: Através de

microscopia electrénica de varrimento puderam-se evidenciar
as os ductos resiniferos, em caules de Pinus pinaster (Fig.1B-

F). Os ductos secretores observados nas imagens da Fig.1
correspondem a espacos intercelulares, de forma circular a
eliptica. Na Fig.1A observa-se a superficie inferior de uma
folha de Pinus pinaster, onde se evidencia a disposi¢do regular
e paralela das longas células epiteliais, bem como das orlas
elipticas das camaras epistomaticas, a Unica parte do
complexo estomatico sempre visivel na superficie da folha.
Por outro lado tambem se verificam a existéncia de tricomas
ndo glandulares defensivos, bastante agugados. Ja nas Figs.1B
e D obtivemos imagens de corte transversal de caule, onde se
verificam os ductos xilémicos e do cortex, vistos mais
pormenorizadamente numa maior ampliacdo na Fig.1C e E,
onde se consegue reconhecer bem os ductos bem como as
células epiteliais secretoras em toda a sua extensédo, sendo o
ducto do cértex o da Fig.1C e o do xilema secundario o da
Fig.1E.

Figura 1- Microscopia electrénica de varrimento exibindo cortes de sec¢des
transversais e longitudinais revelando ductos secretores e sua dimensdo em
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diferentes locais de Pinus pinaster. A- Seccdo longitudinal da superficie
direita da folha,100um; B- Corte transversal do caule,100 pm; C- Corte
transversal do caule (ampliagdo do ducto do cortex),100um; D- Corte

transversal do caule, 100um; E- Corte transversal do caule (ampliagdo do
ducto do xilema secundario), 100pum; F- Corte longitudinal do caule, 50pm.

Figura 2- Microscopia optica de campo claro de ductos secretores em cortes transversais da folha de Pinus pinaster. A e B. Testes controlo, C. Teste
com dicromato de potassio. Presenca de fendis revelada por cor castanho-avermelhado, D,E e F. Teste com reagente de Nadi. Coloragdo azulada no
limen indicadora de maior teor de 6leos essenciais e cor pdrpura no exterior revelando a presenga de acidos resinicos. . G. Teste com Negro de
Suddo. Lipidos coram de azul/negro, H. Teste com PAS. Hidratos de carbono coram de rosa. I. Teste com Vermelho de Sudéo 1V, com os lipidos

corados de vermelho.

Microscopia de campo claro: Como se pode observar na
Fig.2D, E e F, o resultado do teste com o reagente de Nadi
utilizado na  deteccdo  diferencial de  terpenoides
(nomeadamente as esséncias e acidos resinicos) em luz visivel
foi positivo, visto observar-se um secretado de cor pdrpura, 0
qual resulta da mistura de 6leos essenciais que coram de azul
com os acidos resinicos que coram de vermelho. Portanto, a
cor resultante da mistura destes compostos dependerd da
predominancia de cada componente. E possivel verificar a
existéncia de algum secretado de colorac&o ainda no limen dos
ductos secretores (Fig.2 — D,E e F). Este apresenta-se com uma
coloragdo azulada, o que significa ser principalmente Gleo
essencial. No que respeita aos compostos fendlicos, a
coloragdo é de um tanto acastanhada perto do epitelio dos
ductos, ndo revelando a cor castanho avermelhado, resultado
positivo do teste do dicromato de potéssio, indicando a
inexisténcia de fendis, como mostra a Fig.2C. Foi também
possivel detectar lipidos através do corante vermelho de sudéo
IV e negro de suddo B, a luz visivel, onde se observa
secretado com coloracdo vermelha, para o Vermelho de Sudéo

IV, e de coloragdo azul, para o Negro de Suddo B, ambos fora
do lumen e principalmente evidente no epitélio desses mesmos
ductos (Fig.2G e ). Através do método do PAS (Acido
periddico — reagente de Shiff), fez-se uma caracterizacdo geral
dos polissacaridos, onde se evidenciam os polissacarideos da
parede celular e alguns dentro das células circundantes
evidenciado pela coloracdo rosa (Fig.2H). Todos estes testes
devem ser comparados com os testes controlo (Fig.2A e B).

Dimensfes dos ductos secretores: Através da
observacdo dos ductos secretores, por microscopia oOptica e
com o auxilio de uma ocular micrométrica, foram obtidos
valores de didmetro para ductos na parte basal e apical da
folha. A média aritmética final resultou em 48,13 pm
correspondendo a parte basal e 56,88 um correspondentes a
zona apical. O valor obtido para a area dos ductos secretores
foi de 1,8 mm? para os ductos secundarios da parte basal e
2,54 mm? para os primarios na parte apical.

Microscopia de fluorescéncia: Apos cortes em que ndo
se realizou nenhum teste histoquimico (sem acrescento de



fluorocromos), observou-se a autofluorescéncia resultante

Figura 3- Cortes transversais observados com microscopia de fluorescéncia
evidenciando a autofluorescéncia dos ductos secretores das folhas e caules de
Pinus pinater, para diferentes comprimentos de onda. A - Corte de caule em
luz ultravioleta, evidéncia de autofluorescéncia com uma certa coloragdo
branco-azulado, um sinal de fendis no secretado; B e C - Cortes de folhas em
luz azul, autofluorescéncia amarelo-esverdeada indica presenca de fendis.

Com a luz ultravioleta foi possivel obter uma coloracédo
com tonalidade azul esbranquicada no limen do ducto e rosa
no epitélio secretor (Fig.3A). Com a luz azul é possivel
observar uma coloracdo alaranjada e amarelada no limen
(Fig.3B), indicando a presenca de fenois no secretado que foi

para luz ultravioleta e luz azul.

observavel neste caso. Na Fig.3C observa-se uma fina camada
de secretado na superficie do ducto, mas essencialmente ainda
nas células epiteliais, indicando também a presenca de fendis.

Identificacdo dos compostos do 6leo essencial: Com o
auxilio da biblioteca da Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Lisboa, compararam-se os tempos de
retencdo para identificagdo dos diferentes picos presentes nos
cromatogramas. Obteve-se assim as percentagens relativas de
cada composto em cada uma das duas injeccBes para 0s 3
Oleos essenciais analisados pela cromatografia gasosa e
espectrometria de massa acopladas, respectivos aos diferentes
quimiotipos de Pinus pinaster fornecidos (I, Il, I11) e calculou-
se a média das duas injecgBes (Tabela 2). Somando-se as
percentagens relativas consoante 0 grupo de compostos
obteve-se as composi¢des por grupos do dleo essencial, que
podem ser observadas na Tabela 1. Foram identificados 25
compostos com percentagem relativa superior a 0,05%. Os
compostos abaixo deste limiar foram também identificados
aquando do estudo comparativo dos cromatogramas mas
ignorados na apresentacdo dos resultados por constituirem
quantidades desprezaveis no Oleo essencial. Os principais
grupos de compostos identificados (Tabela 1) foram os
monoterpenos (95,4% de média percentual dos trés
quimiotipos) e os sesquiterpenos (2,4% de média percentual).
Dos monoterpenos 87,9% eram hidrocarbonetos terpénicos e
7,5% eram monoterpenos oxigenados; dos sesquiterpenos
2,2% eram hidrocarbonetos sesquiterpénicos e 0,2%
sesquiterpenos oxigenados.

Globalmente os compostos mais abundantes no 6leo
foram o a-pineno (33,5%), o B-pineno (36,3%), 0 a-terpineol
(5,4%), o B-mirceno (3,2%), o limoneno (2,8%), o terpinoleno
(2,1%) e o acetato de bornilo (1,3%). Mas, conforme seria
esperado, existiam algumas diferencas entre os trés
quimiétipos estudados de Pinus pinaster. A divergéncia mais
notdvel deu-se com o o-felandreno, inexistente nos
quimiotipos | e Il mas com uma quantidade consideravel
(21,7%) em Il. O terpinoleno também se encontrava presente
em maior percentagem neste Gltimo do que nos dois anteriores
que por sua vez, continham considerdveis quantidades
percentuais de feniletil 2-metil butanoato (1,9% e 1,1%
respectivamente) enquanto que em Il eram muito baixas.

Tabela 1 - Grupos de compostos presentes nos 6leos
essenciais dos quimiotipos de Pinus pinaster I, 11 e I11.

Percentagens relativas (%)

Componentes agrupados | 1 11 Média
Monoterpenos 95,9 97,1 93,1 95,4
Hidrocarbonetos monoterpénicos 895 839 852 87,9
Monoterpenos oxigenados 6,4 8,2 79 75
Sesquiterpenos 1,8 1,6 3.8 24
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 1,7 15 34 2,2
Sesquiterpenos oxigenados 0,1 0,1 0,4 0,2
Diterpenos 0,0 0,1 0,0 0,0
Outros 1,9 0,1 1,1 1,0




Tabela 2 — Componentes individuais dos 6leos essenciais dos quimiotipos de Pinus pinaster I, 11 e 11l (RI é o indice de
retencdo; % de identificacdo corresponde a percentagem do composto no total dos constituintes do 6leo).

Percentagens relativas (%)

Compostos identificados RI | 11 11 Média
a-Tujeno 924 0,1 0,1 0,1 0,1
a-Pineno 930 42,3 22,7 35,5 335
a-Fencheno 938 0,6 05 14 0,8
Canfeno 938 19 14 0,5 13
B-Pineno 963 357 328 40,3 36,3
B-Mirceno 975 40 2,6 29 3,2
a-Felandreno 995 0,0 21,7 0,0 72
B-Felandreno 1005 0,6 0,5 0,8 0,6
Limoneno 1009 29 31 24 2,8
Terpinoleno 1064 1,4 35 13 2,1
endo-Fenchol 1085 0,2 0,3 0,3 0,3
trans-Verbenol 1114 01 01 01 01
a-Felandrol* 1134 0,1 0,1 0,1 0,1
Borneol 1134 0,1 0,1 0,1 0,1
Terpinen-4-ol 1148 0,0 0,1 0,1 0,1
a-Terpineol 1159 43 6,3 57 54
Acetato de bornilo 1265 14 1,2 1,2 13
Longifoleno 1399 0,3 04 0,5 04
trans-B-Cariofileno 1414 11 0,8 14 11
a-Humuleno 1447 0,1 0,1 0,0 0,1
Fenil etil 2-metil butanoato 1467 1,9 0,1 11 1,0
a-Muuroleno 1494 0,1 0,1 0,1 0,1
§-Cadineno 1505 0,1 0,1 0,3 0,2
Longiborneol 1574 0,1 0,1 0,1 0,1
Sandaracopimarinal* 2157 0,0 0,1 0,0 0,0
% de ldentificacdo - 99,60 98,90 98,00 98,8
Rendimento (v/p) - 0,26 0,19 0,21 0,2

Efeito alelopatico do dleo essencial de Pinus pinaster
em Lemna minor e Pisum sativum: O 0leo essencial de
Pinus pinaster demonstrou actividade biolégica sobre Lemna
minor, sendo esta verificada 1 e 8 dias ap0s as espécies em
estudo estarem sob o efeito das varias condi¢des utilizadas.
Ao fim de 24 horas, apesar de ser pouco evidente ja se notava
uma ligeira alteracdo na pigmentacdo das folhas de Lemna
minor existentes na placa 7 (placa que continha o 6leo mais
concentrado). Ap6s 8 dias eram bastante evidentes as
alteracBes na cor, observando-se um resultado bastante
diferente nas amostras que estavam mergulhadas em 6leo e
nas que se encontravam em agua de destilacdo. Nas placas
que estavam sob o efeito do 6leo (placas 1,2 e 7), foi possivel
verificar que as folhas que se encontravam em éleo puro
(placa 7) apresentavam despigmentacdo total quando

comparadas com as folhas mergulhadas em dleo diluido
(placas 1 e 2). Na placa 1 todas as plantas apresentam uma
perda quase total de clorofila em toda a sua estrutura,
verificando-se algum crescimento vegetativo. Tal facto ndo
se verifica na placa 2, na qual quase todas as plantas
apresentam perda de clorofila mas ndo de uma maneira tdo
evidente como na placa 1 (algumas delas apresentam uma
coloracdo igual a da placa controlo). As plantas que estavam
sobre o efeito da 4gua de destilagdo apresentam
caracteristicas bem diferentes das anteriores (placas 3,4,5 e
6). Na placa 3 verifica-se alteracdo da estrutura, coloragéo,
ligeiro escurecimento do meio e presenca de fungos, facto
este que ocorre também nas placas 4, 5 e 6, sendo que na
ultima as folhas estdo completamente subjugadas pelos
fungos. Na placa que contém 6leo puro (placa 7) observa-se
6



uma total despigmentagéo (100%), tanto nos po¢os com 30 pl
de 6leo como nos que contem 15 pl do mesmo. Em
condicBes controlo, ndo se verificou qualquer alteracdo na
cor das folhas, observando-se algum crescimento vegetativo.

Em Pisum sativum também se verificam alteracdes
provocadas pelos componentes existentes no 6leo essencial
do Pinus pinaster. Um dia ap6s o inicio dos testes ja era
possivel observar uma ligeira alteragdo de cor na zona de
corte da planta (caixa 2). Apos 8 dias era evidente a alteracdo
em todas as plantas, tanto nas que continham éleo como na
que continha sulfato de cobre (CuSQO,4), que serviu como
controlo positivo. CuSO, é uma forma do cobre disponivel
para ser absorvida pelas plantas. A sua toxicidade deve-se ao
facto de afectar a actividade fotossintética por inibicdo de
diversas reaccdes deste processo quando em concentragdes
excessivas. Na caixa que continha 3 gotas de CuSO, (caixa 1)
é possivel observar uma completa dissolucdo de uma delas
com consequente descoloracdo da folha, principalmente na
zona de contacto com a gota. Nas caixas que continham 3
gotas de dleo puro (caixa 2 e 3), apesar das concentracdes de
6leo usadas serem exactamente as mesmas, observou-se uma
ligeira diferenca na despigmentagdo. Na caixa 2 a folha
encontra-se completamente descolorada apresentando a
existéncia de fungos a superficie. O mesmo ndo acontece na
caixa 3 em que é possivel observar a perda de clorofila da
folha apenas nas zonas de contacto com a gota de 6leo. Em
condi¢Bes normais (caixa controlo) ndo se verificou qualquer
alteracdo da estrutura e coloracdo da folha.

DISCUSSAO

As dimensdes obtidas das areas dos ductos secretores
secundérios da parte basal rondaram os 1,8 mm para a parte
basal e 2,54 mm para a parte apical. O valor mais pequeno
para 0s ductos basais parece revelar que o0s ductos
secundarios sdo mais estreitos que os secundarios.

Com os testes histoquimicos e posterior observacgao por
microscopia de campo claro, microscopia electrénica de
varrimento e microscopia de fluorescéncia, evidenciou-se a
presenca de varios metabolitos secundarios nas células
epiteliais dos ductos. Na maioria dos cortes, excepto nalguns
casos em que foi possivel observar uma grande quantidade de
secretado no limen dos ductos (Fig.2D e Fig.3B), apenas era
observavel secretado em redor da sua parede. A luz visivel, o
teste com reagente de Nadi revelou a presenca de
terpendides, nomeadamente 6leo essencial e acidos resinicos
que coraram de azul e vermelho respectivamente. A mistura
resultante destes compostos originou uma coloragao parpura,
estando de acordo com os resultados esperados, uma vez que
esta planta é uma grande produtora de &cidos resinicos.
(Phillips e Croteau, 1999).

A presenca de lipidos, a luz visivel, foi evidenciada por
dois testes ambos de caracterizacdo geral, o vermelho de
suddo 1V e o negro de suddo B. Em todos os testes efectuados
se obteve resultados positivos, isto é, o vermelho de sudao IV
corou de vermelho e o negro de suddo B corou de azul negro,
ambos exclusivamente para os epitélios secretores, mas ndo
para o limen dos ductos. Ou seja estes resultados vém
confirma-lo nas células epiteliais, na forma de corpos
lipidicos (Jimenez, 1999), ndo se observando no limen por

ndo haver secretado, provavelmente devido ao corte que
permitiu que escapasse.

Fazendo referéncia aos compostos hidrofilicos, foram
detectados polissacaridos apenas nas células do epitélio do
ducto e ndo no secretado.

Ja com os compostos fendlicos ndo foram detectados
inicialmente por luz visivel, mas depois sim em microscopia
de fluorescéncia. Sendo esta muito utilizada na
caracterizacdo histoquimica de diversas substancias, ndo sé
pelo facto de detectar substincias em muito baixa
concentragdo, mas também por colocar em evidéncia um
grande nimero de compostos, quer directamente quer apds
tratamento quimico. Neste caso os fendis, ndo possuem
fluorescéncia natural, mas quando se incide um comprimento
de onda UV ou de cor azul estes evidenciam
autofluorescéncia (Hutzler e tal, 1999).

Apesar de Pinus pinaster ndo possuir uma grande
diversidade de estruturas secretoras, isto é, s6 possui ductos
resiniferos, € um grande produtor de 6leo resinoso, rico em
compostos terpénicos e fendlicos, evidenciados pelos
diferentes testes histoquimicos realizados e pela analise da
contituicho do OGleo essencial. Estes oleos sdo alvo de
interesse por parte da industria farmacéutica e quimica, uma
vez que possuem varias caracteristicas farmacopeicas e de
valor comercial.

A caracterizagdo dos volateis emitidos pelas vérias
espécies do género Pinus tem efeito no padrdo de selec¢cdo do
hospedeiro por parte dos insectos herbivoros (Santos et al.,
2006). As diferencas no género Pinus parecem ser
maioriamente quantitativas, podendo as diferentes espécies
dentro do género ser descriminadas. O tipo de tecido também
influencia a quantidade relativa dos metabolitos secundarios,
podendo mesmo haver diferenciacdo ao nivel dos diferentes
enantiémeros de um composto (Santos et al., 2006).

Analisando as percentagens relativas dos 6leos em cada
quimiotipo, foi possivel identificar uma série de compostos
comuns, monoterpenos e sesquiterpenos volateis, encontrados
em grandes quantidades nos oOleos recolhidos de Pinus
pinaster. Como seria de esperar 0s mais abundantes foram a-
pineno e B-pineno. De um modo geral, as plantas emitem uma
maior quantidade e variedade de compostos volateis apds
danos mecénicos (Dudareva et al.,, 2004), normalmente
causados por predadores, ocorrendo também este fenémeno
nos pinheiros, com o a- e 0 B- pineno (Marpeau et al., 1989).
O a-pineno esta envolvido na protec¢do contra a herbivoria e
insectos fitéfagos, sendo parte componente dos fenémenos de
agregacdo e anti-agregacdo na sua forma enantiomérica. f3-
pineno foi identificado como um interveniente na defesa
contra a poluicdo em parques, onde as plantas periféricas e
mais expostas aos agentes poluentes eram mais abundantes
neste composto. Ambos sd0 importantes anti-irritantes,
germicidas e fontes de quimicos industriais (Dewick, 2009).

Numa outra espécie de pinheiro, Pinus caribaea, foram
descritas significativas variagdes diarias da concentracdo de
terpenos volateis na composicdo dos seus Oleos,
possivelmente associados & actividade de um insecto ao qual
seriam desfavoraveis a presenca destes compostos nas folhas
de que se alimentava. Esta defesa selectiva a herbivoria é
patente pela presenca de pB-pineno e mirceno e que as
variacBes diarias patentes no estudo de P. caribaea podem
estar directamente relacionadas com as horas de actividade
desse mesmo insecto (Barnola et al., 1997). Experiéncias
mais recentes mostraram também que existia uma correlagéo
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directa entre a activacdo de genes relacionados com a sintese
de sesquiterenos aquando da deposi¢do de ovos do léfiro
grande do pinheiro, Diprion pini, em Pinus sylvestris, uma
resposta especifica de defesa que ndo se repetia, por exemplo,
com danos mecénicos (Kopke et al., 2008). O o-terpineol, -
mirceno e o limomeno tém também utilizagGes na producéo
de anti-sépticos, aditivos alimentares e na aromaterapia
(Dewick, 2009).

O a-felandreno é o componente dissonante na anélise
dos quimiotipos, inexistente em dois deles e em elevada
quantidade no outro, indicando que este poderd ter uma
funcdo importante nestes individuos, e actualmente foi
descrito como um composto importante enquanto pesticida
contra insectos de cereais (Liu Q., 2007). Isto pode levar a
crer que a sua elevada concentracdo pode constituir uma
interaccdo da planta com determinadas espécies de insectos.
Esta ideia foi refor¢ada em estudos que evidenciavam os seus
efeitos repelentes (Bleeker et al., 2009) e em demonstragdes
que o a-felandreno, enquanto um dos principais constituintes
de um O6leo essencial, apresenta alguma toxicidade e
propriedades alelopéticas (Pontes et al., 2007; Kpoviessi et
al., 2009).

Seria necesséria informacdo mais aprofundada sobre a
localizacéo e condi¢Bes ambientais e de crescimento de cada
guimiotipo para investigar tais especula¢des, bem como uma
maior informagdo sobre a actividade alel6patica destes
compostos. Verificou-se que existem varios trabalhos
dedicados a extrac¢do quantitativa destes compostos para
potencial aplicacdo na industria farmacéutica — os 6leos de P.
pinaster sdo utilizados no tratamento de afeccGes do sistema
respiratorio (Cunha, 2006). No entanto, eram raros 0s que se
debrucavam sob a funcdo dos mesmos compostos na
alelopatia especifica das plantas de onde eram extraidos.

Através dos resultados obtidos verificou-se que o 6leo
essencial de Pinus pinaster apresenta um enorme efeito
alelopatico. A perda de clorofila, a contaminacdo das
espécies em estudo por fungos e alteracdo de cor do meio em
determinados pocos sdo alguns aspectos que confirmam este
facto. Os efeitos do 6leo essencial sobre a germinacgdo de
sementes e 0 desenvolvimento da planta sdo frequentemente
explicados em termos individuais através da acgéo de alguns
dos principais constituintes. Os resultados obtidos mostram
que tanto as folhas de Lemna minor como as de Pisum
sativum apresentam maior actividade alelopatica quando
expostas a accdo de dleos mais concentrados, uma vez que
ocorreu uma perda total de clorofilas nas folhas expostas a
maiores concentragdes de 6leo essencial. Nas placas onde
foram utilizadas as &guas de destilacdo, desenvolveram-se
fungos, facto que pode ser explicado devido as amostras de
plantas estarem contaminadas com estes agentes quando
efectuada a sua extrac¢do, ou mesmo por contaminagdo das
placas ou qualquer material utilizado. A &gua de destilacéo
possui mucilagens e outros polissacaridos que sdo excretados
pelas plantas, que ndo sendo volateis, ficam na &gua de
destilagdo. A presenca destes polissacaridos permitiu o
desenvolvimento dos fungos, visto que estes adsorvem ao
substrato mucilaginoso (Gould e Northcote, 1986), de onde
adquirem também carbono. Os resultados do efeito dos 6leos
foram atribuidos em ensaios semehantes por Filho et al.,
2009, a composicdo quimica dos mesmos, especificamente a
presenca de monoterpenos, monoterpenos oxigenados e
sesquiterpenos, agentes que podem reduzir ou inibir
completamente o crescimento vegetal (Cutler, 1999). O 6leo

obtido através desta espécie evidencia uma actividade
alelopatica, em intensidades que variaram em funcdo da
concentracdo do 6leo, da espécie emissora para as espécies
receptoras. De facto, sabe-se que muitas gimnospérmicas
segregam composto alelopéticos, sendo este fendmeno mais
observado em familias de coniferas como a Pinaceae (Sing et
al., 1999). Seria interessante averiguar qual ou quais 0s
compostos especificos do 6leo essencial exercem esta
actividade.
CONCLUSOES

Os metabolitos secundarios produzidos pelas plantas tém
uma grande diversidade de efeitos fisioldgicos nos
organismos alvo. Dependendo do seu efeito, poderdo
traduzir-se nas mais diversas aplicagbes para o Homem,
tornado-se importante conhecer o modo de accéo biolégica
destes compostos, para se averiguar possiveis aplicacdes na
indlstria, salde e ambiente (Bakkali et al., 2008). Com o0s
avancos na biologia molecular e outras tecnologias
desenvolveu-se a caracterizacdo de genes responsaveis pela
codificacdo de enzimas chave nas vias biossintéticas de
metabolitos secundarios e o papel destas na sua producéo e
regulacdo. No futuro dever-se-4 tentar compreender melhor
os efeitos que estes compostos tém na fisiologia das plantas e
0 seu impacto nas interacgdes entre as plantas e 0 ambiente
(Dudareva et al., 2004), bem como outras possiveis
aplicacfes destes compostos para o Homem. Estudos
citoldgicos para identificagdo das estruturas onde sdo
maioritariamente produzidos 0s compostos de interesse,
potencializardo outros estudos que revelem as vias
biossintéticas que levam a produgdo desse composto nesses
tecidos, para, através da engenharia genética, obtermos uma
maior producdo de um composto de interesse.

No caso do género Pinus, podemos estabelecer uma
relacdo directa entre a producdo de terpenos volateis e as suas
propriedades de defesa contra a herbivoria por parte do
género Pinus. Estudos mais detalhados e especificos da ac¢do
destes compostos em Pinus pinaster podem-se revelar
valiosos na compreensdo da praga do neméatode do pinheiro,
que assola Portugal e Espanha. Para suportar estes dados, foi
sugerido recentemente que os volateis libertados por Pinus
massoniana podem ser a base da relagdo quimioecologica
entre 0 nematode Bursaphelenchus xylophilus e o seu insecto
vector (Li et al., 2007). Tal demonstra que 0s terpenos
continuam a demonstrar cada vez maior importancia
bioldgica na interaccdo da planta com o seu meio ambiente e
necessitam de continuar a ser estudados para que estes
mecanismos possam Ser previstos e descritos.
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