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Resumo

Corema album (Ericaceae), comumente conhecida como camarinha, é um
arbusto dioico endémico da Costa Atlantica da Peninsula Ibérica, cuja distribuicao se
encontra limitada a ambientes costeiros, como dunas de areia e areas rochosas. Esta
espécie tem despertado um interesse crescente relacionado com a utilizacdo dos seus
frutos como alimento e devido as suas potencialidades medicinais. No entanto, a
regressao do seu habitat natural conjuntamente com a dificuldade de regeneragéo desta
espécie, colocam a camarinha em perigo de extingdo. Foi objetivo deste trabalho
valorizar esta espécie usando a cultura in vitro como abordagem biotecnoldgica. Para a
multiplicacdo da camarinha, o meio WPM suplementado com 2 mg/L 2iP + 1 mg/L Cin
apresentou os melhores resultados. A utilizacdo de 2 mg/L AIB, associado a mistura de
perlite e vermiculite foi a combinag&do mais favoravel para o enraizamento ex vitro. As
plantas aclimatizadas apresentaram uma sobrevivéncia de 100%. Este protocolo de
micropropaga¢do mostrou-se robusto, possibilitando a regenera¢do n&o convencional
da camarinha. Em paralelo, testou-se a eficiéncia dos biorreatores de imersdo
temporaria na multiplicagdo de rebentos em larga escala. Apesar dos melhores
resultados, os rebentos formados apresentaram mais anomalias comparativamente a
metodologia tradicional.

A ocorréncia de possiveis variagbes somaclonais durante o processo de
micropropagacdao foi analisada através da técnica de citometria de fluxo, que descartou
a existéncia de alteracbes na ploidia e permitiu a validacdo deste protocolo de
micropropagacdo como eficaz para a producdo de plantas true-to-type de Corema
album.

Apesar das inUmeras vantagens associadas a micropropagacao, este é um
processo indutor de stresse, que conduz a producao excessiva de espécies reativas de
oxigénio, que podem causar stresse oxidativo e gerar danos irreversiveis. Através do
estudo do seu estado oxidativo, Corema album demonstrou um desenvolvimento dos
mecanismos antioxidantes que asseguraram a sua sobrevivéncia durante a fase de
aclimatizacdo. Através da comparacao com a planta de campo, as plantas aclimatizadas
de Corema album mostraram um desenvolvimento dos mecanismos antioxidantes
diferente, em geral com uma menor atividade enzimética e com uma menor acumulagéo
de compostos fendlicos, embora seja esperado um desenvolvimento semelhante destes

mecanismos quando transferidas para campo, como resposta as condi¢cdes ambientais.
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Abstract

Corema album (Ericaceae), commonly known as camarinha, is an endemic
dioecious shrub of the Iberian Atlantic Coast, which distribution is limited to coastal
environments such as sand dunes and rocky areas. This specie has aroused a growing
interest among the population and the scientific community, related to the use of its fruits
as food and due to the medicinal potentialities. However, the regression of its natural
habitat together with the difficulty of natural regeneration put the shrub in danger of
extinction. The objective of this work was to valorize camarinha using in vitro culture as
a biotechnological approach. The most effective condition for multiplication phase was
WPM with 2 mg/L 2iP + 1 mg/L. The use of 2 mg/L IBA combined with perlite and
vermiculite mixture was the most favorable combination for ex vitro rooting. Acclimatized
plants had a 100% survival. This micropropagation protocol proved to be robust and
allows the unconventional regeneration of Corema album. In parallel, the efficiency of
the temporary immersion bioreactors in the large-scale shoot multiplication was tested.
Despite the best results, the shoots formed presented more anomalies compared to the
traditional methodology.

The occurrence of possible somaclonal variations during the micropropagation
process was analyzed by flow cytometry, which ruled out ploidy alterations and allowed
the validation of this micropropagation protocol as effective to produce true-to-type
Corema album plants.

Despite the numerous advantages associated with micropropagation, this is a
stress-inducing process that leads to excessive production of reactive oxygen species
that can cause oxidative stress and irreversible damage. By studying its oxidative state,
Corema album demonstrated a development of antioxidant mechanisms that ensured its
survival during the acclimatization phase. By comparison with field plant, Corema album
acclimatized plants showed a different development of antioxidant mechanisms,
generally with lower enzymatic activity and less accumulation of phenolic compounds,
although a similar development of these mechanisms is expected when transferred to

field as a response to environmental conditions.



FCUP
Uso de ferramentas biotecnoldgicas para a valorizagéo de Corema album: Micropropagacgao

Palavras-chave

Camarinha; micropropagacao; biorreatores; citometria de fluxo; espécies reativas de

oxigénio; mecanismos antioxidantes.

Indice

YYo= (o [=To 0 0= ) (o OSSPSR I
RESUIMIO ..ottt e e ettt e e e e et e e e e at e e e era e e enaans I
Y 1] 1 = X Il
PalaVrasS-ChaVe .......c.oo o e e e e e e aaane \%
Yo [To=Yo = 1o =Y TSR Vil
INCICE T TADEIAS. ......cveceeeeeeeecte ettt ettt e te s et e e eaeereereaneas IX
Lista de abreViatUras. .........uuueiii e e e e e e e e s e e e e et e e et e e e e e eaeaennnes Xl
110 [ o T 1 1
1. Importancia das Plantas ...........coeveiiiiiiiiiiiiiii 1
1.1. ContextualizaGao MEICINGI ..........uuuuuuuuririiiiiiiiiiiiieeiieriaeereearerereeeaeeeeaeeeenneennnee 1
2. Corema album: uma espécie com interesse medicinal pouco explorada............... 2
B T = e (o] 0 11 = PP 2
2.2. Distribuico geografica € eCOI0gIa .......ccceeiiiiiiiiiiiiiiee e 3
2.3. Descricao vegetativa — flores e frutoSs ..........oooovvvviiiiiiii 4
3. MetaboliSMO VEGETAL .........uuiiiiiiiiii e 5
3.1. Metabolismo de Corema album: compostos de interesse medicinal ............... 7
4. Abordagens biotecnoldgicas para a propagacao de espécies vegetais................. 8
4.1. Principios basicos de MiCropropagacao............uveeeeeeeeeeeeieeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 8
4.2. Importancia do Meio de CUUIA...........oevvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 9
4.3. Importancia das condigdes de CUltUra.............covvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee 11
4.4. Fases da MIiCrOPrOPAJAGAD.........cuvvveteieeeeieieeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeereeereeeeeeeeee 11
4.4.1. Selecdo do stock/plantas de elite .............cccouiiiiiiiiiiiiiiie 12
4.4.2. Estabelecimento em cultura asséptica .........cccceeeveeeeiiiiiiiiiii e, 12
4.4.3. Multiplicagao € aloNgamento ...............uuuuuuummmmmniiiiiiiiiiiiiiiiiiieiineeeeeeeaeee 13
O N o = V= 1 T=] o] o PP 13
4.4.5. ACHMALIZAGAD ......uuuuiiiiiiiiiiiii e 14
4.5. Potencialidades da micropropagacao de Corema album ...................cooooeeee 16

5. Producdo em larga escala: uso e vantagens de biorreatores na producao de
PIANTAS ... 17
5.1. Biorreatores de imersao teMpPOraria............couuvveeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 18
6. Analise de estabilidade de ploidia em material micropropagado.......................... 19

6.1. Aplicacéo da citometria de fluxo & andlise de ploidia ............cccccovvvvvvvveeennn... 19

v



Uso de ferramentas biotecnoldgicas para a valorizacéo de Corema album: Micropropagect:glgz
6.2. Principios da citometria de fluX0..........ccccooeiiiiiiiiiiiice e 20
7. Fisiologia da planta micropropagada: destaque para o estado oxidativo............. 21
7.1. Producédo de espécies reativas de oXigénio ..............uvvieeiieeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeennnns 22
7.2. Eliminagdo de espécies reativas de OXIgENIO ..........coouviuiiiiieiieeeniiiiiiieeeeenn 24
7.2.1. ANtiOXidaNteS ENZIMALICOS ......uvurrrrrririririiieerrereerenenrneneneernerennerrrrreee 24
7.2.2. Antioxidantes NA0 €NZIMALICOS ........uuuurrrrrrrririieeiirrnnnieieennerernrnrrrn.. 25
(@] 0T T=] 11701 U PO 28
Materiais € MELOUOS. .....ccceeee e 29
Y/ [Tod o] 0] f0] o T To F= Vo= Lo FU SO 29
1.1. Material VEQETAl ..........uuuiiiiiiiiiiiiii e 29
1.2. Aumento e manutencgéo da populagdo stock de Corema album.................... 29
1.3. Ensaios de multipliCaGa0 iN VItrO ............uuuuumummiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieiineeees 30
1.3.1. Multiplicacdo em meio de cultura gelificado...........ccccceeeiiiiiiiiiiiiiiiee e, 30
1.3.2. Multiplicag&o em biorreatores de imersado temporaria...............cceeeeeeennn. 32
I e g = T Lo [ =T g = T4 1 1= | (o 33
1.4.1. ENraizamento iN VIrO......cooeeeei e 34
1.4.2. Enraizamento ex vitro e pré-aclimatizagdio ............cccoovevvviieiieeeeeniiiiinne 36
ST Aol [0 =V 72= Lo Lo 1R 38
2. Andlise da estabilidade de ploidia das plantas micropropagadas........................ 38
2.1. Material VEOETAl ........uueii e e 38
2.2. Processamento da amostra e analise no citometro de fluxo ..............cccc...... 38
3. Estado oxidativo de plantas micropropagadas ............cccevvvevviiiiiiieeeecceviiceee e, 39
3.1. Material vegetal ... 39
3.2. Quantificac@o de espécies reativas de OXIgeNI0............ccvvvvvviiiiiiiiiieeieeeeeeee, 40
3.2.1. Quantificacio aniao SUPErOXidO ...........eeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 40
3.2.2. Quantificagédo peroxido de hidrogénio ................eeeeveeeueermmmnnieneiinennnnnnnnnns 40
3.3. Atividade enNZIMALICA..........cceeviiiiiiie 41
3.3.1. Extragé@o do material Vegetal ...............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 41
3.3.2. Quantificagdo proteinas totais SOIUVEIS ...........uewvrrerrmrmeemnrieiieneiieenennnnnnnns 41
3.3.4. Determinagéo da atividade da ascorbato peroxidase ............cccccvvvveennnns 42
3.3.5. Determinacéo da atividade da catalase...........ccccccoeieiiiiiiiiiiis 43
3.3.6. Determinagéo da atividade da guaiacol peroxidase..............ccccuvvvvveennnnns 43
3.4. Atividade N80 eNZIMALICA ...........cceviieieieee e 44
3.4.1. Quantificacdo do conteldo total de fendis.............euvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 44
3.4.2. Determinacéo da atividade antiradicalar............cccccooooieiiiiiiiiis 44
4. ANAIISE ESTAISTICA ....uuvuveeiiiiiiiiiii s aasnanannnnnne 45
LTS U] = 1o [0 1RSSR a7

(1Y [Tl (o] 0] (0] o T= 1o F=Tox= Lo J PP PPPPPPPPPPPP a7

\%



FCUP | VI
Uso de ferramentas biotecnoldgicas para a valorizagéo de Corema album: Micropropagacgao

1.1 Ensaios de multiplicac8o iN VItrO ..........ueiiieiiiiieeccee e a7
1.1.1. Identificagéo da melhor condi¢cdo de multiplicagédo em meio gelificado... 47
1.1.2. Identificacdo das melhores condi¢c6es de cultura para a multiplicacdo em

biorreatores de iIMersao teMPOIAria............eeeiiiiiiiiiiiiiiieieee e 50
1.1.3. Multiplicacdo em meio gelificado vs biorreatores de imersédo temporaria 52
1.2. ENSaios d€ eNraiZameNntO.........ceeeivieeiiiiaee e e e e eeitiee s e e e e et e e e e e e eeneee s 53
1.2.1. Identificacdo das melhores condi¢cbes de enraizamento in vitro ............. 53
1.2.2. Identificagéo das melhores condigbes de enraizamento ex vitro e
ACHMEALIZAGED ...ttt 58
2. Analise da estabilidade de ploidia das plantas micropropagadas........................ 61
3. Avaliacdo do estado oxidativo das plantas micropropagadas...............cccccuveeennns 62
3.1. Espécies reativas de OXIgENI0......c..cceviiiiiiiiiiii e eee e e e e aanees 62
3.1.1. NiVelS de SUPEIOXIAO ........uueieeieeeeiiiiiiieiee e e e ettt e e e a e e e e 62
3.1.2. Niveis de perdxido de hidrogénio ........ccccoeeeviiiiiiiiiiii e 63
3.2. Atividade enzimatiCa............cccvviiiiiiiii 64
3.2.1. Proteinas tOtaiS SOIUVEIS........uuuuuriiiiiiiiriiiiiiiiiniieiiernnenennennnnnnernrnrreres 64
3.2.2. Atividade superdxido diSMULASE ...........eeeiiiieiiiiiiiiiiiiie e 65
3.2.3. Atividade ascorbato peroXidase............uuuuuuuuurummiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnennaenes 65
B B N 11V o F= o Lo oF= =L F= L 66
3.2.5. Atividade guaiacOl PEIrOXIdASE .........uuuurururiiiiiiiiiiiiriiiiiiieiiieieeeeeeeeeeeeeeeenee 67
3.3. Atividade N80 eNZIMALICA ...........cceviieiiiiee e 67
3.3.1. Conteldo total de fENGIS..........uuuririiiiiiiiiiiiiiiiiiie i 67
3.3.2. Atividade antiradiCalar .................eeeeeuueeeeeeiiiieieeeiieeeieeeeereereee.. 68
o 017 U 1RSSR 69
I 1Y T £ o] {0] o F= 1o = ox= Lo J PP 69
2. Estabilidade de ploidia das plantas micropropagadas .....................eeeeeeeeeeneennnnnns 77
3. Estado oxidativo das plantas micropropragadas...............ccoeuvvvieieieeeeiieiiiiiieee e, 78
Conclusdes e perspetivas fULUIAS ...........cooiiviiiiiiiiii e 82

Referéncias bibliografiCas ... 85



FCUP
Uso de ferramentas biotecnoldgicas para a valorizagéo de Corema album: Micropropagacgao

Indice de figuras

Figura 1: Planta feminina de Corema album em frutificagdo. Retirado de: Costa (2011).

Figura 2: Esquema representativo das vias metabdlicas envolvidas na formacdo das
trés classes principais de metabolitos secundarios. Cada uma das vias esta assinalada
com 0s numeros 1, 2 ou 3. Retirado de: Ramawat et al. (2009)..........ccooviiviriiriieeennnnnns 6

Figura 3: Principais fases de micropropagacdo (Fase O, I, II, lll e IV). A fase 0,
corresponde a selecdo do stock vegetal, fase | ao estabelecimento da planta in vitro,
fase Il & multiplicac@o e alongamento, a fase Ill ao enraizamento in vitro ou ex vitro do
material aclimatizado na fase IV. Adaptado de Hartman et al. (2011)............ccceeennnnn. 16

Figura 4: Esquema representativo de um BIT, demonstrado a transferéncia do meio e
0 movimento do ar entre o reservatério do meio de cultura e o reservatorio contendo o
material vegetal. Retirado de: Lima et al. (2012)........ccoooeieiieeiieeeeeeeeeeeeee e 19

Figura 5: Esquema representativo do principio basico da citometria de fluxo,
evidenciado os trés componentes principais de um citbmetro de fluxo: componente
fluidica, componente 6tica e componente eletronica. Retirado de: Adan et al. (2017).21

Figura 6: Efeito da concentracéo elevada de ERO ao nivel dos lipidos, proteinas e ADN.
Retirado de: Sarma et al. (2012) .......ccuuiuiiiiieieiieeiee e 22

Figura 7: Planta feminina de Corema album em periodo de frutificacdo, representativa
do local onde o material vegetal foi recolnido. ..........cccccciviiiiiiiii 29

Figura 8: Esquema representativo das diferentes condi¢cdes de multiplicagdo. Cada
condicdo € representada por 5 frascos, cada um contendo 7 rebentos, totalizando 35
rebentos POr trataMENTO. .......cooeeeee e 32

Figura 9: Representagdo de alguns dos tratamentos testados na multiplicagdo de
Corema album. Em todas as imagens (A, B e C) o regulador de crescimento 2iP é
utilizado na concentracéo de 2mg/L e a BAP (A), mT (B) e Cin (C) na concentragéo de
1 mg/L. Em C, encontra-se representada uma das réplicas do tratamento T17, que
apresenta os resultados mais favoraveis para a multiplicagdo desta espécie.............. 50

Figura 10: Rebento em estado de vitrificacdo, umas das principais problematicas
associadas a cultura em biorreatores. ............ccovvvviiiiiiiii 52

Figura 11: Comparacdo da fase de multiplicacdo de Corema album em biorreator e
frasco de cultura, com informacdes relativas ao nimero de novos rebentos (>5mm) (A)
e ao comprimento dos rebentos (mm) (B). Os resultados estdo representados em valor
médio + dp. * representa as diferengas significativas (*p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001,
FHIHE ) S 0.000L). ettt e e e et e e e e e e e e e aaeas 53

Figura 12: Alongamento dos rebentos ndo enraizados (A e B). Em B observa-se um
rebento saudavel, com sinais de oxidag&do na porgao basal............cccooeviiiiiiiiiiieennnnnn. 56

Figura 13: Processo de enraizamento nos 2 tipos de substratos testados. (A) Perlite +
Vermiculite (1:1, ViV); (B) JIfTYS. ettt 58

Vil


file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708746
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708746
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708747
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708747
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708747
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708748
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708748
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708748
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708748
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708749
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708749
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708749
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708750
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708750
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708750
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708751
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708751
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708752
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708752
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708753
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708753
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708753
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708754
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708754
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708754
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708754
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708754
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708755
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708755
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708756
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708756
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708756
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708756
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708756
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708757
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708757
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708758
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708758

FCUP
Uso de ferramentas biotecnoldgicas para a valorizagéo de Corema album: Micropropagacgao

Figura 14: Rebentos de Corema album enraizados em substrato P+V, apds a indugéo
com 0,2 % AIB, a combinag&o mais promissora para o desenvolvimento radicular desta
espécie. (A barra representa 25 MM).......cooviiiiiiiiii e 60

Figura 15: Transferéncia de rebentos enraizados ex vitro para vasos com a mistura
perlite + turfa+ substrato comercial (1:2:1, v:v:v) (A). Rebento enraizado ex vitro, com
ASPELO VIGOIOSO (B)..cieiiiiiiiiiiiiieeeee e 61

Figura 16: Histogramas de citometria de fluxo representativos da intensidade da
fluorescéncia relativa do iodeto de propidio obtidos ap6s a analise simultanea de
nucleos isolados de uma referéncia padrao (Solanum lycopersicum) e de plantas de
campo (A-C) ou plantas micropropagadas (D-F) de Corema album. Em todos os
histogramas (A, B, C, D, E e F), (1) corresponde a fase GO/G1 de Corema album e (2)
a fase GO/G1 de Solanum lycopersicum. (3) representa a fase G2 da espécie padrdo. A
seta vermelha aponta para a regido da fase G2 de Corema album. ...........ccccceeeeeenn. 62

Figura 17: Niveis O2" nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema
album. Os valores estao representados como média + dp. * representa as diferencas
significativas (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001)...cccevvvrrrrrrrrrrrrrnnnn. 63

Figura 18: Niveis de H;O2 nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de
Corema album. Os valores estédo representados como média + dp. * representa as
diferengas significativas (* p < 0.05, ** p £ 0.01, *** p < 0.001, **** p £0.0001). ......... 64

Figura 19: Conteldo de proteinas totais sollveis nas plantas de campo e nas plantas
micropropagadas de Corema album. Os valores estado representados como média * dp.
* representa as diferencas significativas (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p <
0000 PP 64

Figura 20: Atividade da SOD nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de
Corema album. Os valores estdo representados como média + dp. * representa as
diferencas significativas (* p < 0.05, ** p £ 0.01, ** p < 0.001, *** p < 0.0001). ......... 65

Figura 21: Atividade da APX nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de
Corema album. Os valores estdo representados como média + dp. ns representa a
auséncia de diferengas SigNIfiCatiVas. ..........ccouviiiiiiiiiiiiii 66

Figura 22: Atividade da CAT nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de
Corema album. Os valores estdo representados como média + dp. ns representa a
auséncia de diferengas SigNIfiCatiVas. ..........ccouviiiiiiiiiiiiii 66

Figura 23: Atividade da GPX nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de
Corema album. Os valores estdo representados como média + dp. * representa as
diferencas significativas (* p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001, **** p < 0.0001). ......... 67

Figura 24: Contetudo total de fendis nas plantas de campo e nas plantas
micropropagadas de Corema album. Os valores estéo representados como média * dp.
* representa as diferengas significativas (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, *** p <
0100 0 1 TP OUR TP PPPPPRI 68

Figura 25: Atividade antiradicalar nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas
de Corema album. Os valores estéo representados como média + dp. * representa as
diferencas significativas (* p < 0.05, ** p £ 0.01, ** p < 0.001, **** p < 0.0001). ......... 68

Vil


file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708759
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708759
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708759
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708760
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708760
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708760
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708761
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708761
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708761
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708761
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708761
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708761
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708761
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708762
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708762
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708762
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708763
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708763
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708763
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708764
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708764
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708764
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708764
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708765
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708765
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708765
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708766
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708766
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708766
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708767
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708767
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708767
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708769
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708769
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708769
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708769
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708770
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708770
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708770

FCUP
Uso de ferramentas biotecnoldgicas para a valorizagéo de Corema album: Micropropagacgao

Figura 26: Resumo do protocolo otimizado para a micropropagacéo de Corema album.
................................................................................................................................... 84

Indice de tabelas

Tabela 1: Exemplos de espécies vegetais com propriedades medicinais e do seu valor
no mercado. Retirado de: Rao & Ravishankar (2002). ..........cccoeeveeeiiiviiiiiiiee e, 2

Tabela 2: Principais constituintes do meio de cultura vegetal............ccccccvvvvvviiiiiinnnnn. 11

Tabela 3: Principais antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos utilizados na
eliminagcdo de ERO, com informacéo relativa a sua funcéo e localizacdo subcelular.
Retirado de: Das & Roychoudhury (2014).......ccooooi oo 27

Tabela 4:Formulacdo do meio WPM (Lloyd & McCown 1980), com informacéo relativa
aos seus constituintes e respetivas CONCENLraCOES. ..........cuvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 30

Tabela 5: Representacdo das diferentes condi¢cdes de multiplicagdo, com informacéo
relativa & combinagéo dos reguladores de crescimento e respetivas concentracdes. A
verde esta assinalada a combinagdo de reguladores de crescimento usada até ao
momento para a multiplicacdo de Corema album: 2 mg/L 2iP + 1 mg/L BAP.............. 31

Tabela 6: Representacdo das diferentes condi¢cbes de multiplicagdo em sistemas BIT,
com informagéo relativa a adicdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura,
duracéo e frequéncia do periodo de imerséo e arejamento e presenca ou auséncia de
1= [ TSRS 33

Tabela 7: Representacdo das diferentes condicbes de enraizamento in vitro, com

informacgé&o relativa & modalidade de enraizamento, auxinas utilizadas e respetivas
CONCENITAGOES. ... 35

Tabela 8: Representacdo das diferentes condi¢cbes de enraizamento in vitro, com
informacéo relativa a fase de inducéo e a fase de expressao radicular. ..................... 36

Tabela 9: Representacdo das diferentes condigbes de enraizamento ex vitro, com
informacéo relativa a concentracédo do regulador de crescimento AIB, assim como ao
tipo de substrato UtIliZado. ...........ccooiiiiiiiiice e 38

Tabela 10: Diluigbes dos extratos da planta de campo e da planta micropropagada de
Corema album em metanol, utilizados na quantificagéo da atividade antiradicalar. .... 45

Tabela 11: Efeito dos diferentes tratamentos na inducéo de rebentos (%), nimero de
rebentos (>5mm) e comprimento (mm) dos rebentos formados na multiplicacdo de
Corema album na 12 e 22 subculturas. Os pardmetros numero de rebentos (>5mm) e
comprimento dos rebentos (mm) estéo representados como valor médio + ep. Valores
médios inseridos na mesma coluna e com a mesma letra ndo variam significativamente
entre si (p<0,05). A verde encontra-se assinalado o tratamento mais favoravel para a
multiplicac@o de Corema albUmM. .......oooo i 49

Tabela 12: Efeito dos diferentes tratamentos na mortalidade (%), capacidade de inducéo
de novos rebentos (%), numero de rebentos (>5mm) e seu comprimento (mm) na

IX


file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708771
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23708771
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709212
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709212
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709214
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709214
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709214
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709222
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709222
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709222
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709222
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709222
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709222
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709222

FCUP
Uso de ferramentas biotecnoldgicas para a valorizagéo de Corema album: Micropropagacgao

multiplicacdo de Corema album em BIT. Os parametros numero de rebentos (>5mm) e
comprimento dos rebentos (mm) encontram-se representados como valor médio + ep.
Valores meédios inseridos na mesma coluna com a mesma letra ndo variam
significativamente entre si (p<0,05). SR representa auséncia de resultado. A verde
encontra-se assinalado o tratamento mais promissor para a multiplicacdo de Corema
=1 018 ] 1= o 0 = O PSS 51

Tabela 13: Efeito dos diferentes tratamentos na % de inducdo radicular, nUmero de
novas raizes formadas por rebento e no seu comprimento (mm), assim como 0O
comprimento dos rebentos (mm) em Corema album. O parametro comprimento dos
rebentos (mm) encontra-se representado como valor médio + ep. Valores médios
inseridos na mesma coluna com a mesma letra ndo variam significativamente entre si
(p<0,05). SR representa a auséncia de resultado. * rebentos que permaneceram durante
todo o tempo de enraizamento em meio de cultura com a respetiva auxina. A verde
encontra-se assinalada a melhor condi¢cdo de alongamento em Corema album......... 55

Tabela 14: Efeito dos diferentes tratamentos na % de inducao radicular, nUmero de
novas raizes formadas por rebento e no seu comprimento (mm), assim como o
comprimento dos rebentos (mm) em Corema album. O parametro comprimento do
rebento (mm) encontra-se representado como valor médio + ep. Valores médios
inseridos na mesma coluna com a mesma letra ndo variam significativamente entre si
(p<0,05). SR representa a auséncia de resultado. A verde encontra-se assinalada a
melhor condigdo de alongamento em Corema album. ..., 57

Tabela 15: Efeito dos diferentes tratamentos na capacidade de inducéo de raizes (%),
no nimero de raizes formadas por rebento e no seu comprimento (mm), assim como no
comprimento dos rebentos (mm) em Corema album. Os parametros nimero de raizes,
comprimento radicular (mm) e comprimento do rebento (mm) encontram-se
representados como valor médio + ep. Valores médios inseridos na mesma coluna com
a mesma letra ndo variam significativamente entre si (p<0,05). A verde encontra-se
assinalado o tratamento mais favoravel para o enraizamento ex vitro de Corema album.
................................................................................................................................... 59

Tabela 16: Conteudo de ADN gendmico (pg) e coeficiente de variagdo (%) das plantas
micropropagadas e das plantas de campo de Corema album. O contetdo de ADN (pg)
e 0 CV (%) encontram-se representados como o valor médio £ dp. ..........cccevvvvvveenenn. 61

X


file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709224
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709224
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709224
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709224
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709224
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709224
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709224
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709224
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709225
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709225
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709225
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709225
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709225
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709225
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709225
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709226
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709226
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709226
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709226
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709226
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709226
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709226
file:///C:/Users/User/Desktop/Tese%20versão%20mais%20atualizada.docx%23_Toc23709226

FCUP

Uso de ferramentas biotecnoldgicas para a valorizagéo de Corema album: Micropropagacgao
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AlA - 4cido indol-3-acético

AIB - 4cido indol-3-butirico
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APX - ascorbato peroxidase
ARN - &cido ribonucleico

ASA - ascorbato
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CA - carvao ativado
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Introducao

1. Importancia das plantas

A humanidade sempre dependeu do uso de plantas para assegurar as suas
mdultiplas necessidades ao nivel da (1) alimentacdo (eg: cereais, legumes),
providenciando dietas ricas e fundamentais para o bem-estar humano e animal; (2)
vestuario, ja que muita da roupa é feita com materiais de origem vegetal, direta ou
indiretamente; (3) saude, sendo frequentemente utilizadas na medicina tradicional para
o tratamento/ prevencao de doencas (Dar et al. 2017; Usman et al. 2014). Para além
disso, as plantas ajudam na melhoria da qualidade do ar, através da fixacdo de grandes
qguantidades de dioxido de carbono e libertacdo de oxigénio na atmosfera durante o
processo fotossintético (Usman et al. 2014). Apesar dos enormes beneficios para a
humanidade, muitas espécies vegetais nativas estdo a desaparecer a uma taxa
alarmante, maioritariamente devido a causas antrépicas (Humphreys et al. 2019;
Usman et al. 2014).

1.1. Contextualizagdo medicinal

Existem registos da utilizag@o de plantas para fins medicinais desde ha milhares
de anos (Balunas & Kinghorn 2005) na China (Hesketh & Zhu 1997) e na India
(Scartezzini & Speroni 2000). No entanto, as evidéncias escritas mais antigas remontam
h& aproximadamente 5000 anos na Suméria, existindo dados arqueol6gicos que
sugerem uma utilizacdo ainda mais primitiva (Raskin et al. 2002). Atualmente, uma
grande parte da populagdo mundial recorre a métodos tradicionais para cuidados
primarios de saude e, aproximadamente 80% da humanidade, principalmente nos
paises em desenvolvimento, socorre-se de plantas medicinais ou de seus derivados em
atividades medicinais (Firmo et al. 2011; Jamshidi-kia et al. 2018).

As plantas medicinais séo definidas pela Organizacdo Mundial de Saude como
plantas que possuem propriedades ou compostos que podem ser utilizados para fins
terapéuticos ou que sintetizam metabolitos Gteis na producéo de drogas (WHO 1977).
Estas sempre representaram uma das principais matérias primas para a indastria
farmacéutica. Tradicionalmente, os quimicos com potencial efeito na saude podem ser
classificados de trés formas distintas: produtos naturais originais, produtos derivados ou
qguimicamente sintetizados a partir de produtos naturais e produtos sintéticos baseados
nas estruturas dos produtos naturais (Raja et al. 2010). Em 1826, a morfina foi o primeiro
produto natural (puro) comercializado para fins terapéuticos, enquanto que a aspirina,

introduzida no mercado em 1899, foi o primeiro medicamento semi-sintético baseado

1



FCUP
Uso de ferramentas biotecnoldgicas para a valorizacéo de Corema album: Micropropagacgao

num produto natural, a salicina, isolado a partir da espécie vegetal Salix alba
(Veeresham 2012).

Existe um futuro promissor relativamente a utilizacdo de plantas para fins
medicinais (tabela 1) , uma vez que a grande maioria das espécies vegetais ainda nao

foi investigada relativamente ao seu potencial terapéutico (Singh 2015).

Tabela 1: Exemplos de espécies vegetais com propriedades medicinais e do seu valor no mercado. Retirado de: Rao &
Ravishankar (2002).

Cost
Product Use Plant species (USS per kilogram)
Ajmalicine Antihypertensive Cath. roseus 37,000
Artemisinin Antimalarial Artemisia annua 400
Ajmaline — Ra. serpentina 75,000
Acinitine - Acotinum spp. n'a
Berberine Intestinal ailment C. japonica 3250
Camptothecin Antiturnour Camptotheca acuminata 432,000
Capsaicin Counterirritant Ca. frutescens 750
Castanospermine Glycoside inhibitor Castanospermum australe n'a
Codeine Sedative P somniferum 17,000
Colchicine Antitumour Colchivm autumnale 35,000
Digoxin Heart stimulant . lanara 3000
Diosgenin Steroidal precursor Dioscorea delioidea 1000
Ellipticine Antiturnour Ovrchrosia elliptica 240,000
Emetine - Cephaclis ipecaccuanha 1500
Forskolin Bronchial asthma Coleus forskolii n‘a
Ginsenosides Health tonic Panax ginseng n'a
Morphine Sedative P somniferum 340,000
Podophyllotoxin Antitumour Podophyllum petalum n'a
Quinine Antimalarial Cinchon. ledgeriana 500
Sanguinarine Antiplaque Sanguinaria canadensis 4,800

F somniferum

Shikonin Antibacterial L. ervthrorhizon 4500
Taxol Anticancer Taxus brevifolia 600,000
WVincristine Antilenkemic Cath. roseus 2,000,000
Vinblastine Antilenkemic Cath. roseus 1,000,000

2. Corema album: uma espécie com interesse medicinal pouco

explorada

A pesquisa argueobotanica em Corema album (L.) D. Don tem demonstrado

registos da sua importancia na cultura humana, que datam do inicio do periodo Neolitico
(Lépez-Dériga 2018). Atualmente, o seu fruto € vendido como um produto fresco em
alguns mercados de Espanha (Galiza e Andaluzia) e Portugal e desperta particular
interesse por parte das criangas que comem estes frutos como se fossem doces (Gil-
Lépez 2011; Ledn-Gonzales et al. 2013). Para além da sua utilizacdo como alimento,
esta espécie tem sido cultivada como planta ornamental (Gonzales 2011), mas nunca

apresentou uma grande valorizacdo comercial.

2.1. Taxonomia

Corema album, vulgarmente apelidada de camarinha ou camarinheira, € uma

das duas espécies que constituem o género Corema, pertencente a familia Ericaceae e
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subfamilia Ericoideae. Corema album contém duas subespécies: Corema album subsp.
album e Corema album subsp. azoricum (de Oliveira & Dale 2012). Corema conradii, a
outra espécie do género Corema, distingue-se facilmente de Corema album através do
seu fruto (de tamanho bastante reduzido), previamente descrito como seco (Martine et
al. 2005) e com estruturas brancas e carnudas, desenvolvidas na sua por¢ao basal
(Dunwiddie 1990).

2.2. Distribuicdo geografica e ecologia

No que diz respeito a sua distribuicdo geogréafica, Corema album subsp.
azoricum, é endémica do arquipélago dos Acores (Ormonde & Constancia 1991), onde
se encontra representada em seis das nove ilhas Acorianas. Corema album subsp.
album encontra-se dispersa na costa atlantica da Peninsula Ibérica (Zunzunegui et al.
2006), crescendo em solos sob dunas e falésias costeiras (Alvarez-Cansino et al. 2010).
A espécie Corema conradii é encontrada em sistemas dunares sob as rochas graniticas
e igneas das montanhas costeiras do noroeste dos Estados Unidos e sudeste do
Canada (Diaz-Barradas et al. 2002; Mcewen 1894).

Corema album apresenta uma distribuicdo limitada a ambientes costeiros,
nomeadamente dunas de areia, locais rochosos e, na llha dos Acores em lavas
vulcanicas e campos de cinzas (Calvifio-Cancela 2005; Guitian 1997). Atualmente, a
distribuicdo da camarinha encontra-se em regresséao tendo até mesmo desaparecido o
seu habitat natural em véarias regifes. Por exemplo, na Galiza, esta espécie, que foi
outrora abundante, esta confinada a duas grandes populacdes, uma nas llhas Cies e
outra em Camarinhas, na Corunha (Diaz-Barradas et al. 2002). Considera-se que a
fragmentacéo e degradacédo dos habitats sédo as principais causas de extin¢éao local e
regressao de numerosas espécies (Fahrig 1997). Os ecossistemas de dunas litorais da
Peninsula Ibérica tém sofrido uma enorme regressao nos Ultimos 30 anos devido a
crescente pressao antropica fundamentalmente associada a fins urbanisticos e
recreativos (Clavijo et al. 2003) e a introducao de espécies exéticas de crescimento
rapido. Estes processos tém colocado em risco a sobrevivéncia ou a regeneracao de
um numero elevado de espécies autéctones, nomeadamente o cedro das dunas
(Juniperus oxycedrus) e a camarinha (Clavijo et al. 2002). Nos Agores, Corema album
€ uma das espécies considerada de conservacao prioritaria e € uma das cem especies
de risco com elevada prioridade de conservacao na regido da Macaronésia (Arquipélago

dos Agores e Madeira, Ilhas Selvagens, Ilhas Canérias e Cabo Verde) (Silva et al. 2008).
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2.3. Descricao vegetativa — flores e frutos

Corema album é um arbusto dioico e perene, com numerosas ramificacdes
geralmente entre os 30-75 cm, podendo atingir 1 m de altura, embora raramente este
valor seja excedido (de Oliveira & Dale 2012; Santos et al. 2014). Os arbustos do sexo
feminino distinguem-se morfoldgica e fisiologicamente dos arbustos do sexo masculino,
caraterizando-se 0s primeiros como curtos e curvilineos, enquanto as do sexo masculino
sao longos e eretos (Andrade 2016; Zunzunegui et al. 2006)

As folhas apresentam dimensfes compreendidas entre 8-10 mm de
comprimento e 1 mm de largura e estdo em verticilos de 3 ou 4, com peciolos curtos
(Lisboa 2017). Quando as folhas séo jovens, estas sdo cobertas com glandulas sésseis,
que desaparecem nas folhas desenvolvidas (De Oliveira & Dale 2012).

Corema album apresenta flores pequenas com simetria actinomorfica, cujo
namero por inflorescéncia é variavel entre os sexos, nunca excedendo as 20 (Guitian et
al. 1997). As flores masculinas estdo agrupadas em inflorescéncias de 4-14, possuindo
as flores trés sépalas, pétalas avermelhadas e trés estames com anteras vermelhas
conspicuas. As flores femininas apresentam menores dimensdes relativamente as
masculinas, também com trés pequenas pétalas avermelhadas, trés sépalas e trés
estigmas vermelhos (Alvarez-Cansino et al. 2010; de Oliveira & Dale 2012; Diaz-
Barradas et al. 2018). As plantas produzem as flores numa fase inicial da primavera,
comecando em fevereiro e estendendo-se até abril (Andrade 2017) e a sua polinizagdo
€ sobretudo realizada pela a¢éo do vento (Guitian et al. 1997; Li et al. 2002)

No veréo, as plantas femininas de Corema album produzem centenas a milhares
de frutos brancos ou rosados, de formato quase esférico (figura 1). Cada fruto possui
um diametro de aproximadamente 5-8 mm e geralmente contém trés pequenas
sementes (excecionalmente duas ou quatro) (Alvarez-Cansino et al. 2010; Diaz-
Barradas et al. 2016). O tamanho da semente relaciona-se positivamente com o
tamanho do fruto (Larrinaga & Guitian 2016). A producéo de frutos em Corema album
estende-se de julho a outubro, correspondendo ao periodo de temperaturas mais
elevadas, auséncia de chuva e intensa radiacdo (longas horas de luz solar forte),
sobretudo nas areas expostas das zonas costeiras (Diaz-Barradas et al. 2016).

A dispersdo de sementes € um mecanismo extremamente importante para a
regeneracdo natural da populacdo de plantas (Calvifio-Cancela 2002), sendo que
alguns estudos referem a importancia de animais frugivoros na regeneracdo das
populacdes de Corema album nos sistemas dunares da Costa Atlantica da Peninsula
Ibérica (Clavijo et al. 2003; Calvifio-Cancela 2005; Calvifio-Cancela 2002). Os frutos
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sao previamente ingeridos e posteriormente as sementes sao dispersas via defecacao
ou regurgitacdo. Gaivotas (Larus cachinnans Pallas) e melros (Turdus merula), assim
como pequenos passeriformes e coelhos fazem parte das espécies que realizam a
dispersdo das sementes de camarinha (Calvifio-Cancela 2002). A endozoocoria
(ingestéo e posterior libertacdo do diasporo) assume importancia vital, ndo apenas pela
sua intervencao na dispersédo, mas também como potenciador quer da germinacao das
sementes através da remocado da polpa e de compostos quimicos que poderdo ser
inibidores de germinacéo (Costa 2011; D’Antonio 1990), quer pela escarificacao fisica e
gquimica da casca da semente, tornando-a mais permedvel a passagem de agua e gases
assim como a percegcdo de sinais exteriores necessarios ao inicio do processo
germinativo e estabelecimento das plantulas (Izhaki & Safriel 1990; Traveset 1998).
Atualmente, ao contrario de outros pequenos frutos, a camarinha (vulgarmente
denominada de crowberry portuguesa), ndo é comercializada nas grandes cadeias de
distribuicdo do setor agroalimentar. No entanto, os seus frutos, que se caraterizam pelo
seu sabor levemente acido, rigueza em agua, agucares e fibras (Andrade 2016) tém
sido tradicionalmente consumidos nas zonas costeiras, frescos ou utilizados na

confegdo de limonadas, geleias e licores ( Andrade et al. 2017).

Figura 1: Planta feminina de Corema album em frutificag&o. Retirado de: Costa (2011).

3. Metabolismo vegetal

As plantas produzem uma vasta gama de metabolitos, estimando-se que
coletivamente atinjam valores entre os 100000 e 1 milh&o. Sendo as plantas seres
imoveis, muitos destes compostos apresentam papéis essenciais na resisténcia e
tolerancia da planta aos stresses biotico e/ou abiético. (Afendi et al. 2013; Dixon & Strack
2003; Fang et al. 2019; Rai et al. 2017; Weng 2014).
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Os metabolitos primarios como os carbohidratos, proteinas, acidos nucleicos e
lipidos séo produzidos através das vias metabdlicas fundamentais como o ciclo de
Calvin, a Glicdlise e o ciclo de Krebs e podem encontrar-se ubiqguamente distribuidos
nas células vegetais, apresentando fungdes essenciais na sobrevivéncia e
desenvolvimento das plantas (Rungsung et al. 2015). Por outro lado, alguns metabolitos
secundarios, também denominados de metabolitos especializados, podem apresentar
uma distribuicdo taxondmica limitada, que pode ser Unica de uma espécie ou género
(Kennedy & Wightman 2011; Russell & Duthie 2011).

PHOTOSYNTHESIS

Carbohydrates —p Sugars —p m-inositol

. | !

Pentose phosphate Glycolysis Complex polysaccharides
pathway l e.g., cell wall

v

Pyruvic acid —» Acetyl CoA ——» Malonic
Shikimic acid pathway y Y

; | [

Aromatic amino acids DOX/MEP Mevalonic acid Malonyl CoA
¢ \ pathway pathway l
Phenylpropanoid \ l
pathway (2) Nitrogen containing Lipids
Secondary metabolites Terpenoid Phospholipis
(3) Phenolic compounds ~ €-9- alkaloids pathways €.g., wax, fats Polyketides
—Lignins l

(3) Terpenes
——Tannins

———»Quinones

Figura 2: Esquema representativo das vias metabdlicas envolvidas na formag¢@o das trés classes principais de
metabolitos secundérios. Cada uma das vias esté assinalada com os nimeros 1, 2 ou 3. Retirado de: Ramawat et al.
(2009).

Embora os metabolitos secundarios ndo apresentem um papel essencial nas
necessidades metabdlicas primarias das plantas, estes melhoram a sua capacidade de
sobrevivéncia e facilitam a sua interagdo com o ambiente (Kennedy & Wightman 2011),
uma vez que possuem um papel fundamental na resposta aos stresses bidtico e abiético
(eg: herbivoria), interaces benéficas com insetos (eg: polinizacdo) e comunicagcédo com
outras espécies vegetais e ndo vegetais (eg: alelopatia) (Moghe & Last 2015; Pichersky
& Lewinsohn 2011; Saito & Matsuda 2010; Wink 2010). Os metabolitos secundarios sédo
frequentemente extraidos das plantas e utilizados como fitofarmacéuticos, fragrancias,

inseticidas e corantes, conferindo-lhes um elevado valor econémico (Pagare et al. 2015).
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De uma forma generalizada, os metabolitos secundarios podem ser classificados
com base na estrutura quimica (eg: existéncia de anéis e acucares), composicao (eg:
presenca ou auséncia de azoto), solubilidade em varios solventes e as vias metabdlicas
pelos quais sado sintetizados (Devika & Kaoilpilai 2012). Assim, estes podem ser divididos
em: (1) compostos fendlicos, (2) compostos que contém azoto, como os alcaloides e (3)

terpenos (figura 2).

3.1. Metabolismo de Corema album: compostos de interesse

medicinal

As crescentes evidéncias cientificas sobre relacdo entre a dieta alimentar e a
saude tém aumentado a procura do consumidor por um maior numero de informacéao
acerca de dietas nutricionalmente ricas, que incluem sobretudo frutas e legumes
(N6thlings et al. 2008). Os constituintes bioativos destes alimentos apresentam efeitos
benéficos para a salde humana e o seu consumo tem um papel importante na
prevencdo de uma vasta gama de doencas (Joshipura et al. 1999; Timlin & Pereira
2007). Os frutos silvestres/bagas poderédo ser um dos componentes incluidos nas dietas
saudaveis, uma vez que de uma forma geral contém elevados niveis de compostos
fendlicos, incluindo acidos fendlicos, glicosideos flavonoides e antocianinas (Leon-
Gonzéles et al. 2013), existindo numerosos estudos que sugerem que 0 Seu consumo
apresenta efeitos benéficos na saude: prevencéo de infe¢cdes do trato urinario (Jepson
& Craig 2007), neuroproteccao (Fuentealba et al. 2011; Krikorian et al. 2010), reducdo
do risco de doenca cardiovascular (Sesso et al. 2007) e prevencdo do cancro (Neto
2011; Seeram 2008; Truchado et al. 2013).

Recentemente, diversos estudos tém evidenciado o carater antioxidante dos
frutos e folhas de Corema album, maioritariamente associado a sua riqueza em
compostos fendlicos (Andrade et al. 2017; Diaz-Barradas et al. 2016; Ledn-gonzalez et
al. 2012; Macedo et al. 2015). Ledn-Gonzales et al. (2013) identificaram e quantificaram,
por técnicas de cromatografia, quinze compostos presentes no fruto da camarinha,
incluindo acidos fendlicos (2268 mg/Kg), flavonoides (638 mg/Kg) e antocianinas (19
mg/Kg), verificando-se que os &cidos fendlicos sdo os principais constituintes deste
fruto. Inseridos neste grupo foram ainda identificados onze compostos distintos: acido
benzoico, acido salicilico, acido t-cindmico, acido p-hidrobenzéico, &cido vanilico, &cido
gentisico, acido siringico, &cido p-cumarico, acido galico, acido ferdlico e acido cafeico,

sendo os acidos benzoico, vanilico, fertllico e cafeico os mais abundantes. Para além
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disso, Ledn-Gonzales et al. (2012) comprovaram os efeitos protetores de extratos
fendlicos do fruto da camarinha contra o stresse oxidativo em células hepaticas.

Ferreira (2018) também evidenciou os frutos e folhas de Corema album como
potenciais fontes de compostos fendlicos e flavonoides, apresentando as folhas uma
maior riqueza face ao fruto, assim como uma maior atividade antioxidante. Para além
disso, verificou-se que os extratos das folhas da camarinha apresentam efeitos
citotoxicos contra a linhagem de células HT-29 de cancro do colén, induzindo a morte
celular das mesmas. Também o seu efeito no controlo da doencga de Parkinson, um dos
disturbios neurodegenerativos mais comuns, que se encontra associado a agregacao
da alfa-sinucleina, responsavel pela formagdo dos corpos de Lewy (Kim et al. 2014),
pode ser promissor. Estudos sobre o potencial antioxidante das folhas de Corema album
evidenciaram que a sua fragao rica em polifendis apresenta uma acao protetora contra
0 stresse oxidativo, assim como contra a toxicidade induzida pela alfa-sinucleina
(Macedo et al. 2015).

4. Abordagens biotecnoldgicas para a propagacao de espécies

vegetais

As ferramentas biotecnoldgicas apresentam um papel fundamental na
multiplicacdo e no melhoramento genético de plantas, através da utilizagdo de técnicas
de regeneracdo in vitro e de transformacdo genética (Bhatia et al. 2015). Muitas
espécies que contém compostos de elevado valor/bioatividade sao dificeis de cultivar
(Mulabagal & Tsay 2004; Rates 2001) e, por outro lado, a sintese quimica dos
compostos derivados das mesmas é frequentemente ndo viavel economicamente,
devido as suas estruturas complexas e as necessidades estereoquimicas especificas
destes compostos (Oksman-Caldentey & Inzé 2004). Para além disso, a colheita
descontrolada de plantas em habitats naturais tem levado a que algumas espécies se
tornem cada vez mais raras e em perigo de extingdo, sendo a sua protegao urgente
(Liao et al. 2006).

4.1. Principios béasicos de micropropagacéo

Técnicas como a propagacao por cultura in vitro, em particular a micropropagacao,
podem contribuir para a resolucdo dos problemas supracitados. A micropropagacao é
uma das técnicas com maior relevancia, que utiliza pequenas seccfes de tecidos ou
orgdos, denominados explantes, removidos de um érgao/planta dador, desinfetados e
cultivados assepticamente em meio de cultura geralmente definido (liquido ou sélido),

sob condi¢des ambientais controladas (Flickinger 2010; Zhou & Wu 2006). Esta técnica
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baseia-se na capacidade de totipoténcia apresentada pelas células vegetais, onde a
diferenciacéao é reversivel. A generalidade das células diferenciadas retém a capacidade
de desdiferenciar e adquirir um estado meristematico, podendo posteriormente ocorrer
a diferenciacdo das células descendentes e, via organogénese/embriogénese originar-
se uma planta completa (Bhojwani & Razdan 1996; Vasil & Vasil 1972). A
micropropagacado poderd desta forma apresentar algumas vantagens face aos métodos
de cultura tradicionais, nomeadamente (1) a producdo um elevado nimero de plantas
num espaco e periodo de tempo relativamente reduzidos (Debnath et al. 2006); (2)
conservacdo de genotipos de “elite”, raros e/ou economicamente importantes (Rani &
Raina 2000); (3) producéao de uma elevada quantidade de plantas semelhantes com a
planta mde, no seu tamanho, forma, cor das flores, presenca e concentracdo de
metabolitos (Suman 2017) e (4) producédo de plantas independentemente do clima,
estacdo do ano e condicbes ambientais, desde que as condi¢cdes da cultura (luz,
temperatura e humidade) sejam especificamente controladas durante o procedimento
(Mehrotra et al. 2007).

Por outro lado, apesar das vantagens supracitadas, a micropropagacgao apresenta
também algumas potenciais desvantagens, como (1) elevados custos de producdo,
maioritariamente derivados do custo da mao-de-obra (Etienne & Berthouly 2002); (2)
contaminacdo, sendo algumas das maiores perdas econOmicas ao nivel da
micropropagacdo comercial causadas pelas contaminacdes das culturas de plantas,
quer endégenas ou induzidas durante o processo (Leifert et al. 1994); (3) niveis de
variagdo somaclonal superiores aos aceitaveis (Bairu et al. 2011; Miguel & Marum 2011)
e (4) plantulas com taxa de sobrevivéncia reduzida durante a aclimatizacdo (Chandra et
al. 2010).

4.2. Importancia do meio de cultura
O sucesso da cultura de tecidos vegetais como estratégia de propagacdo de
plantas é altamente influenciado pela natureza do meio de cultura utilizado (George et
al. 2008). Apesar de existirem diversos meios de cultura disponiveis, 0 meio Murashige
& Skoog (MS) (Murashige & Skoog 1962) é o mais comumente utilizado. No entanto,
frequentemente podem também ser utilizados diferentes meios de cultura como:
Linsmaier & Skoog (LS) (Linsmaier & Skoog 1965), Schenk & Hildebrandt (SH) (Schenk
& Hildebrandt 1972), meio para plantas lenhosas (WPM) (Lloyd & McCown 1980), Nitsch
& Nitsch (NN) (Nitsch & Nitsch 1969), entre outros.
O meio utlizado para a cultura de células e tecidos vegetais é geralmente

constituido por alguns dos seguintes componentes: macronutrientes na ordem dos mM,
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micronutrientes na ordem dos pM, vitaminas cuja concentracdo é variavel de acordo
com o tipo de cultura, aminoacidos ou outros suplementos de azoto, aglcares como
fonte de energia e carbono, outros suplementos organicos indefinidos, agentes de
gelificacdo e reguladores de crescimento (tabela 2) (Torres 1989). Os reguladores do
crescimento vegetal desempenham um papel importante, coordenando o crescimento e
resposta ao stresse, assim como regulando a maioria dos processos fisioldgicos (Stirk
& Staden 2014). Estes sdo componentes criticos do meio de cultura, uma vez que
estimulam a divisao celular e regulam o crescimento e diferenciacao de rebentos, raizes
e embrides nos explantes (Narayana et al. 2016). Nestes, podem incluir-se cinco classes
distintas de fitohormonas: auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e &cido abscisico
(Poonam et al. 2014), sendo as auxinas e as citocininas reconhecidas como moléculas
chave de sinalizacdo no desenvolvimento (Moubayidin et al. 2009). Ja é vastamente
reconhecido que uma concentracdo elevada de citocinina favorece o desenvolvimento
de rebentos (caulogénese), enquanto que a concentracao elevada de auxinas favorece
o desenvolvimento de raizes (rizogénese e/ou eventualmente embriogénese) e
concentracdes equilibradas de ambos os reguladores conduzem a formacéo de tecido
caloso (callus) (George et al. 2008a).

Para além da composicdo basal do meio de cultura e da adicdo dos
reguladores de crescimento, existe outro fator limitante no sucesso da micropropagacao
vegetal: valor do pH. De uma forma generalizada, os valores de pH entre 5,5-5,8 sdo os
recomendados para a cultura in vitro na maioria das espécies vegetais (George 1993;
Ostrolucka et al. 2010).
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Tabela 2: Principais constituintes do meio de cultura vegetal.

Constituinte Exemplo
Macronutrientes N, P, K, Ca, Mg, S (Saad & Elshahed 2012)
Micronutrientes Fe, Mn, B, Zn, Mo, Cu, CI (Santos 2016)

Sacarose, glucose, frutose, sorbitol (Swedlund & Locy

Fonte de Carbono 1993; wamy et al. 2010; Yaseen et al. 2012)
Tiamina, piridoxina, &cido nicotinico, mio — inositol
Vitaminas (George et al. 2008)

Glicina, glutamina, asparagina, L-arginina, cisteina, L-
Aminoacidos tirosina (Kadhimi et al. 2014; Torres 1989b)

Agua de coco, extrato de bactéria, extrato de malte,

Suplementos Organicos Indefinidos hidrolisado de caseina (Molnar et al. 2011)

Agar, poliacrilamida, extratos de tecidos mucilaginosos,
polissacarideos microbianos, agarose, amidos vegetais

Agentes Gelificantes (Henderson & Kinnersley 1988.; Liu 1989; Sovari 1986;
Titel et al. 1987; Wang & Hu 1980)

Acido indoloacético, &cido indolbutirico,  &cido
naftalenoacético, 2-(isopentenil)ademina, cinetina, 6-

Reguladores de Crescimento benzilaminopurina, éacido abscisico (Flickinger 2013;
Gaspar et al. 1996; George et al. 2007; Rai et al. 2011,
Viana & Mantell 1998)

4.3. Importancia das condi¢des de cultura

O material vegetal devera ser mantido sob condi¢des ambientais controladas, de
modo a atingir um crescimento 6timo. Todos os tipos de cultura deverédo ser incubados
em condi¢cdes de temperatura controlada, evitando flutuagbes superiores a £ 0.3°C. A
humidade relativa (HR%), é em geral elevada durante a cultura in vitro (~98%, baixando
durante a aclimatizacdo). Também a qualidade da luz devera ser em geral de baixa
intensidade e ajustavel em termos de quantidade e duracdo do fotoperiodo (eg:
lampadas fluorescentes), que varia entre dias longos, dias neutros ou dias curtos (Bhatia
et al. 2015).

4.4. Fases da micropropagacéao

Os métodos de micropropagacdo de plantas podem dividir-se em trés tipos
distintos, consoante o material inicial e a resposta obtida, nomeadamente a proliferacdo
de meristemas existentes no explante inicial, inducao da organogénese e formacéao de

embries somaticos. De uma forma generalizada, a cultura de tecidos vegetais pode
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dividir-se em cinco fases distintas (0-1V) (figura 3), propostas por Murashige (1974) e
Debergh & Maene (1981).

4.4.1. Selecao do stock/plantas de elite

O primeiro passo no processo de micropropagacao € a selecdo do stock ou
das plantas de elite que apresentem carateristicas desejaveis para a sua multiplicacao
em grande escala (Bhatia & Sharma 2015). Esta fase envolve a preparagéo da planta-
mae, de modo a providenciar explantes de qualidade para um melhor estabelecimento
em condi¢6es assépticas na fase | (Bhojwani & Razdan 1996).

A fase de pré-propagagdo (também denominada de fase O requer a
manutencdo apropriada da planta-mée (eg: em estufa) preferencialmente em condiges
livres de agentes patogénicos e pragas (Shastri 2006). Uma vez que as condi¢es
fitossanitarias da planta dadora sdo um dos aspetos mais importantes a ter em
consideracdo, sdo aplicados pré-tratamentos a base de fungicidas e/ou inseticidas
sistémicos, por vezes ainda acrescidos de antibiéticos (Altafin 2005).

Desta forma, deve ser providenciada uma selecdo e manutencado efetiva da
fonte dos explantes para garantir que esta possui as seguintes carateristicas (Flickinger
2010): (1) representante certificada da espécie ou cultivar desejada; (2) planta com
aspeto saudavel e vigoroso, com potencial para responder as condi¢des da cultura e (3)

planta aparentemente livre de doencas e contaminages enddgenas.

4.4.2. Estabelecimento em cultura asséptica

O objetivo primordial da fase | centra-se na obtencdo de uma cultura vegetal em
condi¢cBes assépticas (livre de infegcdes obvias), com uma percentagem satisfatoria de
explantes que sobreviva e apresente um rapido crescimento (Murashige 1974).

Acaros, fungos, leveduras e bactérias tém sido relatados como contaminantes
em culturas in vitro (Blake 1988; Enjalric et al. 1987; Leggat et al. 1988; Leifert et al.
1989), sendo a presenca de bactérias considerada a forma mais grave de
contaminacgédo, que pode conduzir a taxas reduzidas de multiplicacdo e enraizamento,
ou até mesmo a morte das culturas vegetais (Leifert et al. 1989). De uma forma
generalizada, existem quatro fontes distintas de infec&o: a planta, o meio nutritivo, o ar
e o operador, sendo que a planta representa a fonte de infegdo mais importante (Pierik
1997). Com o intuito de eliminar a ocorréncia de contaminagéo durante a propagacao in
vitro tém sido desenvolvidos varios protocolos de desinfecdo (Barrett & Cassells 1994;
Herman 1996; Hussain et al. 1994; Mihaljevic et al. 2013). Uma vez que as superficies

dos materiais vegetais estdo naturalmente contaminadas com microrganismos
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provenientes do meio ambiente, a desinfecdo dessas superficies usando substancias
guimicas € um processo critico, sendo os desinfetantes mais comumente utilizados o
hipoclorito de sdédio, hipoclorito de célcio, etanol, cloreto de mercurio, peréxido de
hidrogénio e o nitrato de prata (Mihaljevic et al. 2013). Frequentemente, adiciona-se uma
substancia surfactante (eg: Tween 20) a solucdo de desinfecdo, com o objetivo
aumentar a eficiéncia da mesma (Oyebaniji et al. 2009).

Apesar da principal fonte de contaminacao ser o material vegetal, a proliferacdo
de contaminantes é potenciada no meio de cultura (Bertoncelli et al. 2009), podendo
levar a um dominio do meio pelos agentes contaminantes que competem com os tecidos
vegetais pelos nutrientes (Odutayo et al. 2007). Uma vez estabelecidos no meio de
cultura, estes contaminantes podem ter um crescimento rapido, levando a uma deplecao
dos nutrientes e produzindo toxinas que afetam o crescimento, ou que conduzem a
morte do tecido vegetal (Guri & Patel 1998).

4.4.3. Multiplicacdo e alongamento

O objetivo primordial da fase Il centra-se na multiplicagédo de 6rgdos e estruturas,
gue sdo capazes de formar plantas completas (Sathyanarayana & Verghese 2007).
Geralmente, a multiplicagdo é melhorada pela adicdo de citocinina isolada ou
combinada com uma pequena quantidade de auxina ao meio de cultura, sendo que a
presenca e quantidade destes reguladores de crescimento até ao momento é
empiricamente determinada (Sathyanarayana & Verghese 2007). Em determinados
casos, quando os rebentos ndo possuem dimensfes adequadas (geralmente < 1cm), a
multiplicacdo pode ser seguida de uma subfase denominada alongamento, na qual os
rebentos adquirem um tamanho superior devido a acao de agentes como as giberelinas,

tornando-se mais propicios para o enraizamento (Canhoto 2010; Shani et al. 2013)

4.4.4. Enraizamento

O enraizamento de pequenos rebentos é geralmente um processo problematico,
no qual se verificam perdas de material vegetal, com vastas consequéncias ao nivel
econdémico (de Klerk 2002).

O desenvolvimento de raizes pode ser alcancado através de duas metodologias
distintas (Canhoto 2010):

1. Ex vitro (Benmahioul et al. 2012a; Yan et al. 2010);

2. Invitro (Bhatia & Sharma 2015);

Os dois métodos supracitados sdo muitos distintos entre si em varios aspetos,

nomeadamente no tempo de exposicdo a auxina, que se verifica bastante reduzido no
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enraizamento ex vitro, enguanto que na técnica in vitro pode ocorrer durante um longo
periodo de tempo (de Klerk 1997), na morfologia das raizes formadas, verificando-se
que o enraizamento ex vitro geralmente conduz a formacdo de um sistema radicular
melhor desenvolvido, quando comparado com o das plantas resultantes de
enraizamento in vitro (Borkowska 2001; McClelland et al. 1990; Yan et al. 2010). Para
além disso, as plantulas enraizadas ex vitro ndo requerem um aclimatizacéo previa a
sua transplantacdo para ambiente de estufa (Pruski et al. 2000; Yan et al. 2010),
permitindo uma redu¢do nos custos de manipulacdo e do tempo necessario para 0s
processos de enraizamento e aclimatizagao (Ranaweera et al. 2013).

Com o intuito de enraizar os rebentos provenientes da multiplicagdo, varias auxinas
podem ser utilizadas (eg: acido indoloacético (AlA), &cido indolbutirico (AIB), acido
naftalenoacético (ANA)) (Overvoorde et al. 2010). A auxina convencionalmente mais
utilizada é o AIB, quer para os processos de enraizamento in vitro, quer ex vitro (de Klerk
et al.1999; Gongcalves et al.1998; Krikorian 1995; Stefangi¢ et al. 2005).

Existem varios fatores, para além daqueles que apresentam um carater hormonal ,
que estdo envolvidos na capacidade de enraizamento de uma espécie vegetal,
nomeadamente a existéncia de determinadas combina¢cfes genéticas que sdo mais
favoraveis a formacao de raizes, ou a presenca de mutagfes que possam limitar este
processo (Canhoto 2010). Fatores fisicos como o stresse hidrico, elevadas
temperaturas, reducdo da concentracdo de sais do meio de cultura e utilizagdo de
carvao ativado (composto com capacidade adsorvente), tém sido indicados como
promotores do enraizamento (Arigita et al. 2010; Canhoto 2010; Silva et al. 2017; Sota
& Kongjika 2014; Verma 2012).

4.4.5. Aclimatizacao

Apesar do processo de micropropagacdo ser extensamente utilizado para a
rapida multiplicacdo de varias espécies vegetais, a sua utilizacdo é frequentemente
restringida devido ao elevado nimero de mortes e danos do material vegetal, aquando
da sua transferéncia para as condi¢fes ex vitro (Deb & Imchen 2010). Desta forma, de
modo a preparar as plantas para a sua transicao para o ambiente externo é fundamental
a sua aclimatizacdo (Bhatia & Sharma 2015).

A aclimatizacéo é definida como a adaptacao climéatica ou ambiental de um
organismo, especialmente uma planta, a um novo ambiente (Conover & Poole 1984).
Nesta fase, a planta torna-se mais resistente ao stresse, humidade e infeces,
ocorrendo uma mudanca de um ambiente heterotréfico para um regime de autotrofia
(Bhatia & Sharma 2015).

14



FCUP
Uso de ferramentas biotecnoldgicas para a valorizagéo de Corema album: Micropropagacgao

As plantulas ou rebentos que sdo mantidos em condi¢cbes de crescimento in
vitro sdo expostas com continuidade a um Ganico microambiente, selecionado com o
objetivo de providenciar condicGes 6timas para o desenvolvimento da planta, assim
como o0 minimo de stresse possivel (da Silva 2006). Geralmente, as plantas
desenvolvem-se dentro de frascos de cultura, sob condi¢cbes otimizadas e controladas
(descritas acima), que conduzem ao desenvolvimento de carateristicas fisioldgicas e
morfoldgicas diferentes das plantas que crescem em condi¢des ex vitro (Chandra et al.
2010; Hazarika 2003). Por exemplo, a auséncia de estomas funcionais e a presenca
uma cuticula fina (que pode levar a que a planta entre em dessecacao) (PospisSilova et
al. 1999) e a existéncia de um sistema radicular frequentemente disfuncional e com os
apices radiculares em geral pouco expostos ao stresse mecanico (0 que pode
comprometer a absor¢cdo de agua e nutrientes) (Fila et al. 1998), representam
carateristicas que contribuem para o insucesso da transferéncia para o ambiente ex vitro
(Mathur et al. 2008). Além disso, a baixa intensidade luminosa a que estdo expostos 0s
rebentos in vitro, promove a mixo/heterotrofia, ndo estimulando o funcionamento dos
cloroplastos (Kozai 1991). Apés a transferéncia das condigfes in vitro para ex vitro, as
plantas necessitam de corrigir as anomalias supracitadas para garantirem a sua
sobrevivéncia e desenvolvimento em estufa e especialmente no campo onde a
intensidade luminosa é muito superior e a humidade relativa ¢é inferior,
comparativamente aos frascos de cultura (PospiSilova et al. 1999).

Na fase de aclimatizacdo recorrendo aos métodos convencionais as plantas
sdo primeiramente retiradas dos frascos de cultura de forma gradual, ocorrendo
posteriormente a remocao de todo o agar. As plantas devem ser lavadas em agua
corrente cuidadosamente, uma vez que 0s nutrientes e a sacarose podem ser usados
como meio para o crescimento de organismos causadores de doencas. Tipicamente, as
plantas podem ser também lavadas em solug&o fungicida (Ehirim et al. 2014; Santos
2016). Posteriormente, estas sdo transferidas para varios tipos de recipientes
preenchidos com diferentes substratos, desde turfa, perlite, solo, vermiculite isolada ou
combinada (Clapa 2013). Tradicionalmente, o ambiente de aclimatizagdo ex vitro é
ajustado de modo a que os niveis de humidade relativa e intensidade luminosa sejam
regulados gradualmente, evitando a dissecagdo e morte das plantas devido a uma

grande mudancga no ambiente (Kumar & Rao 2012).
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Figura 3:Principais fases de micropropagacéo (Fase 0, I, II, lll e V). A fase 0, corresponde a selecéo do stock vegetal,

fase | ao estabelecimento da planta in vitro, fase Il & multiplicacéo e alongamento, a fase Ill ao enraizamento in vitro ou
ex vitro do material aclimatizado na fase IV. Adaptado de Hartman et al. (2011)

4.5. Potencialidades da micropropagacao de Corema album

Apesar de em Corema album a producgéo de frutos ser bastante abundante, o
processo de germinacdo e a sobrevivéncia de plantulas e individuos jovens néo
apresenta tanto sucesso, limitando a colonizagdo de novos territorios e,
consequentemente 0 rejuvenescimento da populagdo (Lopes 2015). Estas
carateristicas, associadas a regressdo da distribuicdo da camarinha em muitas areas
dunares tem levado ao interesse no seu estabelecimento como cultura. No entanto, a
informacéo sobre o seu sistema de reproducao € escassa, representando um parametro
essencial para a sua gestdo sustentavel e conservacdo (Oliveira et al. 2016). Neste
sentido, a biotecnologia, nomeadamente a otimizacao de técnicas de cultura in vitro,
como a micropropagacao, surge como um caminho alternativo aos problemas e desafios
previamente mencionados.

Varias técnicas de micropropagacao como embriogénese somatica (Canhoto et
al. 1999), organogénese (Arezki et al. 2000) e proliferagédo de rebentos axilares (Jain &
Haggman 2007) tém sido aplicados na propagacao in vitro de diversas plantas lenhosas.
De entre todas estas metodologias, a proliferacdo de rebentos axilares é a mais
frequentemente utilizada na propagacéo clonal de Ericaceae (Gomes & Canhoto 2009).
Arbustus xalapensis (Mackay 1996), Kalmia latifolia (Lloyd & McCown 1980),
Oxydendrum arboreum (Banko & Stefani 1996), Rhododendrum (Anderson 1984) e
varias espécies pertencentes ao género Vaccinium (GajdoSova et al. 2007; Gomes &
Canhoto 2009; Isutsa & Pritts 1994; Ostrolucka et al. 2007), sdo exemplos de Ericaceae

micropropagadas com sucesso.
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Atualmente, alguns estudos referentes a cultura in vitro para o estabelecimento
e multiplicagdo da camarinha demonstram que o meio de cultura MS com o0s
macronutrientes a metade da concentracao foi utilizado conjuntamente com a citocinina
Né-(2-Isopentenil)adenina (2iP) para o estabelecimento desta espécie (Goncalves &
Pinto 2019). No entanto, os melhores resultados em termos de multiplicacdo foram
conseguidos para a utilizacdo do meio de cultura WPM suplementado por 2 mg/L 2iP e
1 mg/L 6-Benzilaminopurina (BAP) (Gongalves & Pinto 2019).

5. Producao em larga escala: uso e vantagens de biorreatores

na producéo de plantas

A micropropagacdo € atualmente aplicada a um grande nimero de espécies
vegetais, no entanto continua a possuir custos de producéo elevados devido ao trabalho
manual intensivo ao longo das varias fases de cultura. Assim, a automatizacdo e a
utilizacdo de culturas liquidas em grande escala para a propagacao in vitro de plantas,
nomeadamente o0s biorreatores, Ss&8o essenciais para ultrapassar algumas destas
limitacbes (Paek et al. 2001; Ziv 2005). Os objetivos primordiais da aplicacdo dos
sistemas de biorreatores passam por providenciar condi¢bes Otimas de crescimento
através da regulacdo dos parametros quimicos e fisicos, com o intuito de atingir o
rendimento e a qualidade maxima dos propagulos, assim como manter 0s custos de
producao reduzidos através da automatizacdo e da integracdo de aparelhos de baixo
custo (Hvoslef-Eide & Preil 2005). Enquanto que, na micropropagagdo convencional
sdo usados pequenos frascos com um numero reduzido de explantes, que requerem
uma intensa manipulacdo e uma grande quantidade de trabalho especializado, os
biorreatores utilizam grandes recipientes contendo meio liquido com uma elevada
quantidade de explantes, o que diminui a frequéncia de manipulac¢des (Lima et al. 2012).
A producdo em escala de plantas através do uso de biorreatores pode ser alcancada
através da inducdo da embriogénese somatica (Denchev et al. 1992; Greidziak et al.
1990; Stuart et al. 1987; Terashima & Nishimura 1991) ou através da técnica de
multiplicacdo de rebentos meristematicos (Hagimori et al. 1984; Katagi et al. 1986;
Takayama & Akita 1994; Takayama 1986).

Diversos estudos descreveram a micropropagac¢ao em larga escala recorrendo
a dois tipos de biorreatores distintos: aqueles em que as culturas estdo continuamente
submersas no meio, ou aqueles em que as culturas se encontram temporariamente
imersas (Ducos et al. 2010). A primeira abordagem consiste no crescimento de tecidos

vegetais em vasos de fermentacdo, que podem ser mecanicamente ou
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pneumaticamente agitados (Ducos et al. 2010; Takayama & Akita 1994; Ziv 1991). A
segunda abordagem envolve a ocupacdo de um recipiente com tecidos vegetais, que €
periodicamente preenchido com solugéo nutritiva (Aitken-Christie & Jones 1987; Ducos
et al. 2010; Krueger et al. 1981; Tisserat & Vandercook 1985). Apesar da existéncia de
diferentes tipos de biorreatores, a sua eficicia estd dependente de pardmetros comuns
como o oxigénio dissolvido, a agitacdo, o pH e a disponibilidade de nutrientes (Paek et
al. 2005). E importante ter em consideracdo que diferentes espécies vegetais e
diferentes materiais de propagacdo apresentam diferentes especificidades quanto ao
microambiente no biorreator, sendo necessario selecionar o tipo de biorreator mais

apropriado tendo em consideracao estas carateristicas (Mamun et al. 2015).

5.1. Biorreatores de imersédo temporaria

Os biorreatores de imersao temporaria (BIT) sao sistemas automaticos simples,
desenhados para providenciarem o melhor ambiente, através da melhoria das
transferéncias gasosas e de nutrientes, assim como da diminuicdo do stresse mecanico
com o intuito de reduzir desordens fisiolégicas e preservar a integridade morfolégica de
culturas vegetais in vitro (Steingroewer et al. 2013).

Entre os diferentes tipos de biorreatores, os BIT (figura 4) tém ganho
popularidade para a micropropagagdo de espécies vegetais (Ahmadian et al. 2017;
Topoonyanont et al. 2011; Zhang et al. 2019). De uma forma generalizada, estes
biorreatores sdo formados por dois recipientes de vidro ou plastico, em que um deles
contém o material vegetal, enquanto o outro armazena o meio de cultura liquido. A
transferéncia do meio para o recipiente que contém o material vegetal ocorre através de
um tubo de silicone pela acdo da pressao positiva exercida por uma bomba de ar,
verificando-se a imersao temporaria dos explantes, ocorrendo este processo em
intervalos de tempo regulares pré-determinados. Quando o tempo de imerséo termina,
a bomba de ar é acionada e por acao de uma valvula solenoide o fluxo de ar ocorre na
direcdo oposta, havendo circulacdo de meio para o outro recipiente. O ar que circula no
sistema de biorreatores é esterilizado devido a sua passagem por filtros acoplados aos

tubos de silicone (Lima et al. 2012).
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Figura 4: Esquema representativo de um BIT, demonstrado a transferéncia do meio e o movimento do ar entre o
reservatorio do meio de cultura e o reservatério contendo o material vegetal. Retirado de: Lima et al. (2012).

6. Andalise de estabilidade de ploidia em material
micropropagado

6.1. Aplicacéo da citometria de fluxo a analise de ploidia

A variagdo somaclonal foi um termo proposto para descrever a variagdo genética
em plantas regeneradas através de métodos de cultura de células e tecidos vegetais
(Sahijram 2015). Apesar desta variagdo apresentar conotacdes positivas relacionadas
com a possibilidade de sele¢cdo de novas variantes com resisténcia a doengas, com
melhor qualidade e com maior rendimento (Mehta & Angra 2000; Prediere 2001), uma
das maiores finalidades do processo de micropropagacéo é a obtencdo de plantas
geneticamente idénticas a planta-mae, com valores de variagdo somaclonal aceitaveis
(Krishna et al. 2016). Contudo, podem ocorrer mutacdes devido a alteragbes na
sequéncia de acido desoxirribonucleico (ADN) (eg: mutacdes pontuais) ou no nivel de
ploidia (eg: euploidia/aneuploidia), sendo estas Ultimas facilmente detetadas
recorrendo a técnicas como a citometria de fluxo.

A citometria de fluxo encontra-se entre os métodos mais comumente utilizados na
avaliacao da variacdo somaclonal (Brito et al. 2010), e devido as suas vantagens como
um elevado rendimento, preciséo e resolu¢ao, assim como a destrui¢cdo negligenciavel

do material vegetal e baixo custo de manuseamento por amostra, tem substituido
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outros métodos utilizados para a determinacdo do conteddo gendmico/ analise da
ploidia em varios laboratérios (Sliwinska 2018; Vrana et al. 2014).

Para além da analise de ploidia e da estimativa do conteido de ADN gendmico, a
citometria de fluxo é utilizada na biotecnologia de plantas para o estudo do ciclo
celular, determinacdo do sexo numa fase prévia do crescimento, andlises de

genotoxicidade e andlises e separacdo de cromossomas (Loureiro & Santos 2004).

6.2. Principios da citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma tecnologia que mede e analisa simultaneamente
multiplas caracteristicas fisicas de particulas individuais (geralmente células) a medida
que fluem, através de um feixe de luz (Sacerdoti et al. 2016). Apesar das células serem
mais comumente analisadas, outras particulas como nlcleos, cromossomas e
pequenas moléculas podem também ser estudadas (Givan 2013). Historicamente, o
primeiro citbmetro de fluxo desenvolvido caraterizava-se como uniparameétrico,
detetando apenas o tamanho celular. No entanto, atualmente, instrumentos mais
sofisticados séo capazes de detetar 14 parametros diferentes, simultaneamente (Adan
et al. 2017; Wilkerson 2012).

O citbmetro de fluxo € um instrumento compostos por trés partes distintas:
fluidica, 6tica e eletronica, possuindo adicionalmente uma componente informatica
(figura 5) (Dolezel et al. 2007). O sistema fluidico do citbmetro tem como objetivo
primordial posicionar as células (ou particulas) no ponto exato em que o feixe luminoso
ir atravessar as células individualmente, sendo este processo denominado de focagem
hidrodindmica (Suthanthiraraj & Graves 2013). Relativamente ao sistema 6tico este
divide-se em duas partes: Gtica de excitacao e ética de emissao. A 6tica de excitacado é
composta por um laser com lentes de foco e prismas, enquanto a ética de emisséo
possui lentes, espelhos e filtros que reinem e direcionam a luz dispersa ou fluorescente
para detetores 6ticos especificos (Gupta et al. 2016; Weaver 2000). Quando as
particulas intersectam o feixe de luz, ocorre um processo de disperséo foténica e/ou de
emissdo de fluorescéncia, cuja intensidade est4 dependente das caracteristicas das
particulas (Corte-Real et al. 2002). A terceira parte do citometro de fluxo, o sistema
eletrénico, € responsével pela conversdo dos sinais luminosos em dados numeéricos,

usados nas andlises computacionais posteriores (Wilkerson 2012).
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Figura 5: Esquema representativo do principio basico da citometria de fluxo, evidenciado os trés componentes principais
de um citémetro de fluxo: componente fluidica, componente ética e componente eletrénica. Retirado de: Adan et al.
(2017).

7. Fisiologia da planta micropropagada: destaque para o estado

oxidativo

Além do aspeto/morfologia da planta, também o estudo do processo fotossintético,
e/ou do estado oxidativo da planta aclimatizada é crucial para a avaliagdo do fenétipo e
desempenho das plantas micropropagadas. O stresse oxidativo (SO) é definido como o
desequilibrio entre a manifestagéo sistémica de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
a capacidade de um sistema bioldgico eliminar os intermediarios reativos ou reparar 0s
danos resultantes (Ozougwu 2016). Situagdes de stresse abidtico e bidtico conduzem a
respostas de SO que danificam componentes celulares e os tornam disfuncionais
(Demidchik 2015).

O estado fundamental do oxigénio (O-) é relativamente pouco reativo, no entanto
durante os processos metabdlitos essenciais e como consequéncia de exposi¢do a
perturbagbes ambientais como elevados niveis de luminosidade, seca, metais pesados,
concentracdes elevadas de sais, temperaturas extremas, poluicdo aérea, radiacdo
ultravioleta, herbicidas e ataques de patégenos (Sharma et al. 2012), o O é capaz de
converter-se em estados mais reativos como as ERO (Karuppanapandian et al. 2011,
Mittler et al. 2004; Scandalios 2005). As ERO como o radical superéxido (O;"), o radical
hidroxilo (OH), peréxido de hidrogénio (H.O;) e o singleto de oxigénio (*O,) sédo
continuamente geradas em organelos como o0s cloroplastos, mitocondria e
peroxissomas (Sandalio et al. 2013; Sharma et al. 2012; Singh et al. 2016; Singh et al.
2015; Suzuki et al. 2012), estimando-se que cerca de 1% do O, consumido pelas plantas

seja convertido em ERO (Asada & Takahashi 1987). Niveis elevados destas moléculas
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podem provocar danos nas biomoléculas como lipidos, proteinas e acidos nucleicos,
conduzindo a distirbios como mudancas na fluidez e permeabilidade da membrana
lipidica, aumento da degradacéo proteolitica e inducédo de mutacfes nas bases de ADN
(figura 6) (Das & Roychoudhury 2014).

As ERO apresentam um papel duplo na biologia de plantas, uma vez que
representam subprodutos téxicos resultantes do metabolismo aerdbico, mas séo
essenciais para muitas reacfes importantes de sinalizacdo (Mittler 2016). Diversos
estudos demonstram que nas plantas vasculares, as ERO sao responsaveis por regular
0 desenvolvimento, diferenciacdo, reactes redox, sinalizacdo de stresse, interacdes
com outros organismos, respostas sistémicas e morte celular (Foyer & Noctor 2013;
Konig et al. 2012; Mittler 2016; Mittler et al. 2011; Vaahtera et al. 2014)

ROS
at high concentrations

[ Oxidative damage ]

e N

» Site-specific amino acid

Lipid Protein [NA

* Chain breakage
* Increase in membrane
fluidity and permeability

maodification

* Fragmentation of the
peptide chain

= Aggregation of cross-

Deooyribose oxidation
Strand breakage
Removal of nucleotides
Modification of bases
DNA-protein crosslinks

linked reaction products
= Altered electric charge
* Enzyme inactivation
» Increased susceptibility

l\\_cul' proteins to pl'lﬂL‘U‘_\.\'iy

Figura 6: Efeito da concentragdo elevada de ERO ao nivel dos lipidos, proteinas e ADN. Retirado de: Sarma et al.
(2012)

7.1. Producéo de espécies reativas de oxigénio

O O;" é geralmente a primeira ERO a ser formada e é moderadamente reativo,
com uma meia-vida reduzida (Jajic et al. 2015). Nos tecidos vegetais, 0 anido
superoéxido é maioritariamente produzido nas mitocéndrias e nos cloroplastos, sendo os
complexos | e Il os principais locais de produg¢édo nas mitocondrias (Mgller 2001; Raha
& Robinson 2000; Rhoads et al. 2006; Sweetlove et al. 2002), enquanto que o
fotossistema | e Il séo responsaveis pela principal producdo de O,” na membrana
tilacoidal (Drazkiewicz et al. 2014; Smirnoff 1993). Nos peroxissomas, 0 anido
superéxido é maioritariamente produzido na matriz do peroxissoma, através da acao da
enzima xantina oxidase (Corpas et al. 2008; Sandalio et al. 1988) e através da cadeia

transportadora de eletrdes na membrana peroxissomal (del Rio & Donaldson 1995).
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O H202 é uma das ERO mais estudados por parte da comunidade cientifica,
devido a sua importancia, quer nos mecanismos de sinaliza¢do, quer nos mecanismos
de toxicidade (Mhamdi & Van Breusegem 2018). O facto desta molécula apresentar uma
meia vida superior comparativamente as outras ERO, associada ao seu pequeno
tamanho e a falta de eletrdes desemparelhados, permitem-lhe atravessar as
membranas e enviar sinais, assim como causar dano oxidativo em regifes distantes do
seu local de formacao (Sharma et al. 2012). Nas plantas, o H,O; pode ser produzido
através de duas vias distintas: dismutacdo do O," com o envolvimento da superéxido
dismutase (SOD) (Asada 2006) ou via oxidases como as amino ou oxalato oxidases (Hu
et al. 2003). Apesar desta molécula estar envolvida na sinalizacdo de diversos
processos celulares, em concentragbes demasiado elevadas pode causar dano
oxidativo.

O OH' é a molécula mais reativa e mais toxica pertencente as ERO. Apesar da
sua elevada reatividade, os radicais hidroxilo sdo extremamente instaveis e ndo se
movem para longe do seu local de formacéo (Tuteja et al. 2009). A sua principal via de
formacdo é a reacao de Fenton, que ocorre entre o H.O, e 0 O, e é catalisada por
metais de transicdo como o ferro (Das & Roychoudhury 2014). Esta ERO tem a
capacidade de danificar diferentes componentes celulares através da peroxidacao
lipidica, dano proteico e destruicdo membranar (Das & Roychoudhury 2014;Demidchik
2015). De facto, as propriedades destrutivas associadas ao H;O; e ao O," estdo
maioritariamente relacionadas com o seu papel na produgéo do radical hidroxilo e néo
com o seu efeito direto (Imlay & Linn 1988).

Por ultimo, o 0, é uma ERO menos comum, uma vez que em geral ndo esta
relacionado com a transferéncia de eletrbes para o O2, mas preferencialmente com a
insuficiente dissipacdo de energia. A sua formagédo durante a fotossintese € um dos
casos mais estudados, onde a excesso de energia leva a formagéo de clorofila em
estado de tripleto que pode reagir com 30, e originar o singleto de oxigénio (Gill & Tuteja
2010). Apesar de possuir uma meia vida bastante reduzida (Hatz et al. 2007), esta
molécula é altamente reativa, consegue difundir-se e causar dano numa grande
variedade de alvos, incluindo proteinas, pigmentos, acidos nucleicos e lipidos (Krieger-
Liszkay et al. 2008; Wagner et al. 2004). A eliminacao do singleto de oxigénio € mediada
pelo B-caroteno, tocoferol, flavonoides e plastoquinona reduzida (Demidchik 2015).

Apesar da formacéo das espécies reativas de oxigénio ocorrer sobretudo ao nivel

dos cloroplastos, mitocéndrias e peroxissomas, a membrana plasmatica, apoplasto,

23



FCUP
Uso de ferramentas biotecnoldgicas para a valorizagéo de Corema album: Micropropagacgao

reticulo endoplasmético e parede celular também contribuem para esta producao
(Sharma et al. 2012).

7.2. Eliminacéo de espécies reativas de oxigenio

O equilibrio entre a producéo e eliminacao de ERO ao nivel intracelular deve ser
altamente regulado, uma vez que é necessario evitar o dano causado pelas espécies
reativas de oxigénio nos componentes celulares, garantindo simultaneamente o
crescimento, metabolismo, desenvolvimento e produtividade global das plantas (Mittler
et al. 2004; Mittler 2002). Este equilibrio € assegurado pela existéncia de sistemas
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (tabela 3) (Noctor & Foyer 1998), que
atuam como dadores de eletrdes, reduzindo as ERO em moléculas menos perigosas e
com menor reatividade (Racchi 2013). Os antioxidantes enzimaticos incluem
componentes como a superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX),
guaiacol peroxidase (GPX) e a catalase (CAT), enquanto que 0s compostos ndo
enzimaticos de baixo peso molecular incluem o ascorbato (AsA), glutationa reduzida
(GSH), a-tocoferol, carotenoides e compostos fendlicos (Das & Roychoudhury 2014; Gill
et al. 2011; Gill & Tuteja 2010; Miller et al. 2010).

7.2.1. Antioxidantes enziméticos

As SOD sao os antioxidantes enzimaticos intracelulares mais efetivos, ubiquos
em todos os organismos aerébios e em todos os compartimentos subcelulares
propensos ao SO provocado pelas ERO (Apel & Hirt 2004; Gill & Tuteja 2010). Estas
enzimas atuam na primeira linha de defesa contra os efeitos toxicos das espécies
reativas de oxigénio através da dismutagdo do superoxido em oxigénio molecular e
peroxido de hidrogénio. Este ultimo deve ser posteriormente destruido pela CAT ou/e
pelas peroxidases, assim como por outros mecanismos ndo enzimaticos (Racchi 2013).
De acordo com o co-fator metalico presente no local catalitico podem distinguir-se trés
classes distintas de SODs: Cu/ZnSOD, MnSOD e FeSOD. Geralmente, as plantas
contém SODs do tipo CU/ZnSODs no citosol e nos cloroplastos e possivelmente no
espaco extracelular, FeSODs nos cloroplastos e MNnSODs na matriz mitocondrial e nos
peroxissomas (Racchi 2013; Scandalios 2005).

A CAT é uma enzima largamente, mas ndo exclusivamente produzida nos
peroxissomas, que catalisa a dismutacao do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio
(Racchi 2013). A principal funcé@o da catalase é evitar a dispersédo do H.0. para outros
compartimentos celulares, impedindo a sua reagdo com i6es metdlicos e subsequente

formacgé&o de radicais hidroxilo altamente reativos (Bettini et al. 2008; Dat et al. 2000; del
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Rio et al. 2002). As catalases presentes nas plantas podem classificar-se em trés
classes distintas: catalases da classe |, maioritariamente proeminentes dos tecidos
fotossintéticos e envolvidas na remoc¢do do H>O, produzido durante a fotorrespiracao;
as catalases da classe Il, altamente produzidas nos tecidos vasculares, podendo
apresentar um papel importante no processo de lenhificagdo, embora o seu exato papel
biolégico permaneca desconhecido e as catalases da classe lll, abundantes nas
sementes e em plantas jovens, estando a sua atividade relacionada com a remocao do
excesso de perdxido de hidrogénio produzido durante a degradacéo dos acidos gordos
no ciclo do glioxilato nos glioxissomas (Ahmad et al. 2010; Willekens et al. 1994).

A APX utiliza o ascorbato (AsA) como dador de eletrdes para a reducgéo de H>O,
em &gua, gerando simultaneamente monodehidroascorbato (MDHA), um oxidante
univalente do ascorbato. O MDHA € espontaneamente convertido em AsA e
dehidroascorbato (DHA). A DHA redutase (DHAR) utiliza a glutationa (GSH) como
dadora de eletrbes para a regeneracao de AsA para a sua forma oxidada. (Racchi 2013).
Assim, €& necessaria a manutencao de niveis elevados de ascorbato para o
funcionamento viavel desta enzima (Shigeoka et al. 2002). Diferentes isoenzimas de
APX ja foram identificadas nas células vegetais: citosolica (Ishikawa et al. 1995),
peroxissomal (Ishikawa et al. 1998), cloroplastidial (Ishikawa et al. 1996) e mitocondrial
(De Leonardis et al. 2000). A isoenzima citosoélica APX tem sido considerada uma das
mais importantes na defesa contra o H.O», pois devido & sua localizagéo celular é a
primeira a receber os sinais produzidos durante o stresse, atuando rapidamente com o
intuito de prevenir danos celulares/todo o tecido (Ceron-Garcia et al. 2012).

A GPX é uma enzima contendo um grupo heme, que preferencialmente oxida
dadores aromaticos como o guaiacol e o piragalol, através do gasto de H.O- (Erofeeva
2015; Sharma et al. 2012). As GPXs para além de estarem associadas com muitos
processos biossintéticos importantes, apresentam também um papel central na defesa
contra o stresse biotico e abiotico, sendo vastamente reconhecidas como “enzimas do
stresse” (Haag 2019).

7.2.2. Antioxidantes ndo enzimaticos

O ascorbato (AsA) é o composto antioxidante mais abundante e mais
extensamente estudado, sendo detetado na maioria das células vegetais e no apoplasto
(Horemans et al. 2000; Smirnoff 1993). O AsA tem uma elevada capacidade de doar
eletrdes para uma ampla gama de reacdes enzimaticas e ndo enziméticas (Das &
Roychoudhury 2014). Este atua sobretudo como redutor e elimina varios tipos de

radicais livres. Indiretamente, duas moléculas de AsA sao utilizadas pela APX no ciclo
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do ascorbato-glutationa, de forma a reduzir o peréxido de hidrogénio em agua (Ahmad
et al. 2010). Diretamente, o AsA pode ainda eliminar os radicais superdxido e hidroxilo
e regenerar os corotenoides oxidados ou a- tocoferol, providenciando protecéo
membranar e minimizando os danos causados pelo processo oxidativo através da
sinergia com outros antioxidantes (Gill and Tuteja 2010; Racchi 2013).

O a-tocoferol € um antioxidante lipofilico que, conjuntamente com outros
antioxidantes, desempenha um papel fundamental na reducdo dos niveis de ERO
(maioritariamente 'O, e OH’) nas membranas fotossintéticas e limita a extensdo de
peroxidacdo lipidica, através da reducdo dos radicais peroxil aos respetivos
hidroperéxidos (Munné-Bosch 2005). A principal funcao atribuida ao a-tocoferol é o seu
envolvimento em diversos mecanismos que protegem os acidos gordos polinsaturados
da oxidagéo (Ledford & Niyogi 2005).

Em todos os organismos fotossintéticos, tal como o a-tocoferol, os carotenoides
apresentam uma funcao fotoprotetora vital, através da dissipagéo do excesso de energia
de excitagdo sob a forma de calor, ou através da eliminagdo de ERO, suprimindo a
peroxidacgéo lipidica (Igbal et al. 2017). O B-caroteno apresenta-se como um excelente
agente na remocao de singletos de oxigénio.

O tripéptido glutationa € um antioxidante de baixo peso molecular, detetado em
compartimentos celulares como o citosol, cloroplastos, reticulo endoplasmatico,
vacuolos mitocéndrias, peroxissomas e apoplasto (Noctor & Foyer 1998; Roy 2017). A
glutationa reduzida é considerada o tiol mais importante contra os danos oxidativos,
atuando como um redutor dissulfito e protegendo o grupo tiol das proteinas (-SH),
regenerando o ascorbato e atuando como substrato das enzimas importantes como as
glutationa peroxidases e glutationa S-transferases (Labudda & Azam 2014).

Os compostos fendlicos representam o grupo mais importante de antioxidantes
naturais (Goncalves et al. 2017; Huyut et al. 2017). A sua atividade antioxidante
encontra-se primeiramente atribuida as suas propriedades redox, que Ihes permitem
atuar como supressores dos singletos de oxigénio, agentes redutores e dadores de
hidrogénio (Bhuyan & Basu 2017; Galleano et al. 2010; Gharekhani et al. 2012; Rice-
Evans et al. 1996).
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Tabela 3: Principais antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos utilizados na eliminagdo de ERO, com informagéo
relativa a sua fungao e localizagdo subcelular. Retirado de: Das & Roychoudhury (2014).

Enzymatic antioxidants

Enzyme code  Reaction catalyzed

Subcellular location

Superoxide dismutase (SOD)
Catalase (CAT)

Ascorbate peroxidase (APX)
Monodehydroascorbate reductase
(MDHAR}

Dehydroascorbate reductase
(DHAR]

Glutathione reductase (GR)

Guaiacol peroxidase (GPX)

1181
1116

03~ O3+ 2H* — 2H,0; +0;
2H90y — Qa4 2H20

1man HaOp+ AA — 2H;0 + DHA
1654 2MDHA + NADH — 244 + NAD
1851 DHA 4 2G8H — AA 4 GSSG
16.4.2 GS5G + NADPH — 2GSH +

NADP*

117 Ha0y + DHA = 2H;0 + G55G

Peroxisomes, Mitochondria, Cytosol, and Chloroplast
Peroxisome and Mitochondria

Peroxisomes, Mitochondria, Cytosol, and Chloroplast
Mitachandria, Cytoplasm, and Chloraplast
Mitochondria, Cytoplasm, and Chloroplast

Mitochondna, Cytoplasm, and Chloroplast

Mitochondria, Cytoplasm, Chloroplast, and ER

Mon-enzymatic Antioxidants

Function

Subcellular location

Ascorbic Acid (AA)
Reduced Glutathione (GSH)
o -Tocopheral

Carotenoids

Flavonoids
Praline

Detoxifies HyO2 via action of APX

Acts as a detoxifying co-substrate for enzymes like
peroxidases, GR and GST

Guards against and detoxifies products of membrane
LFO

Ouenches excess energy from the photosysterns, LHCs
Direct scavengers of H; Oz and ' Q7 and OH*

Efficient scavenger of OH* and 'Os and prevent
damages due to LPO

Cytosal, Chloroplast, Mitochondria, Peroxisome,
Yacuole, and Apoplast
Cytosol, Chloroplast, Mitochondria, Peroxisome,
Yacuole, and Apoplast
Mostly in membranes

Chloroplasts and other non-green plastids
Yacuole
Mitachondria, Cytosal, and Chloroplast
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Objetivos

E crescente o interesse no desenvolvimento de protocolos robustos para
producdo em larga escala de espécies subvalorizadas, quer para alimentagcdo (eg:
frutos), quer como fonte de produtos de interesse para a indastria farmacéutica. A
espécie autéctone Corema album tem despertado cada vez mais atengdo pelos eus
frutos e pelas suas potencialidades medicinais, associadas ao carater antioxidante das
suas folhas e frutos. Contudo, varios fatores tém colocado em risco as populacdes
naturais desta espécie. Assim sendo,

O primeiro objetivo desta dissertagéo centra-se no desenvolvimento e otimizagéo
de um protocolo robusto de micropropagacdo (até a aclimatizacéo), que permita a
regeneragdo ndo convencional das populagfes de camarinha;

O segundo objetivo foca-se na andlise da instabilidade genética (face ao nivel
de ploidia) das plantas obtidas através do protocolo de micropropagacgéo apos a fase de
aclimatizacdo. Paratal, recorrer-se-a a técnica de citometria de fluxo para a comparagéo
da ploidia e quantidade de ADN (pg/2C) entre as plantas micropropagadas e as plantas
de campo de Corema album.

O terceiro objetivo relaciona-se com a avaliacdo do estado oxidativo das plantas
micropropagadas, que serd realizada através de um estudo comparativo entre as
plantas de campo e as plantas micropropagadas (aclimatizadas), com principal
destaque para as vias de eliminacdo de ERO, evidenciando se plantas da mesma
espécie, mas de origens distintas (zigotica vs micropropagada) apresentam atividades

semelhantes ao nivel dos mecanismos antioxidantes.
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Materiais e Métodos

1. Micropropagacao

1.1. Material vegetal

Para os ensaios posteriores recorreu-se a um stock de Corema album estabelecido
no ambito de um projeto de dissertacdo anterior. O material vegetal pré-existente foi
recolhido na zona dunar da Praia de S&o Jacinto, no distrito de Aveiro, coordenadas
40°43'5.18"N, 8°43'20.42"W (figura 7), estabelecido in vitro e transferido para meio de
multiplicacdo (meio WPM suplementado por 2 mg/L 2iP + 1 mg/L BAP). O ndmero de

subculturas deste material vegetal é igual a 5.

T

Figura 7: Planta feminina de Corema album em periodo de frutificagdo, representativa do local onde o material vegetal
foi recolhido.

1.2. Aumento e manutencao da populacao stock de Corema album
Com o intuito de assegurar a disponibilidade de material vegetal para os ensaios
posteriores, aumentou-se a populacdo stock de camarinha através da sua multiplicacao.
Para tal, recorreu-se a formulagdo do meio de cultura que mais se adequou a
multiplicacdo de Corema album: WPM (tabela 4). O meio foi ainda suplementado com 1
mg/L BAP, 2 mg/L 2iP, sacarose (30 g/L) e agar (7 g/L) como agente gelificante. O pH
foi ajustado para valores entre 5,7-5,8, antes da adicdo do agar. Apos a distribui¢cdo do
meio em frascos de cultura (50 mL cada), os mesmos foram esterilizados por
autoclavagem a uma temperatura de 121°C, pressdo de 1,2 atm durante 20 minutos.
Apo6s a gelificacdo do meio a temperatura ambiente, 0 manuseamento do material
vegetal e a sua inoculacdo ocorreu em ambiente estéril, dentro da camara de fluxo
laminar e com o auxilio de algum material de apoio como placas de Petri, pincas e
bisturis (previamente esterilizado em estufa de calor seco a 180°C, durante 3 horas).
Em cada frasco de cultura foram colocados 10 rebentos axénicos, sem remogao
da porc¢éao apical e com um comprimento entre 10-15 mm. Durante a manipulacdo dentro

da camara de fluxo laminar, as pincas e os bisturis foram esterilizados através de um
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esterilizador de bancada com esferas de vidro (Steri) que atingem temperaturas de
250°C. Finalizado o processo de inoculacéo, as culturas foram transferidas para camara
climatizada com temperatura de 25°C dia e 22°C noite, sob uma intensidade luminosa
de 35 pmol/m?/s e um fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuriddo. O
desenvolvimento do material vegetal foi monitorizado ao longo do tempo, sendo
removidos frascos que apresentassem qualquer tipo de contaminacado. Para além disso,
foi feita a manutencdo do material vegetal através de subculturas periédicas para novo

meio de cultura com as condi¢cdes acima descritas.

Tabela 4:Formulagdo do meio WPM (Lloyd & McCown 1980), com informag&o relativa aos seus constituintes e respetivas
concentragdes.

Constituintes mg/L Solugéo Stock
1000 mL 500 mL
Macronutrientes (9, x 10)
CaCl, 72,5 0,725 0,363
NHiNO3 400,00 4,0 2,0
Ca(NO3),.4H,0 471,26 4,71 2,355
MgSO, 180,54 1,81 0,905
KH,PO, 170,00 1,7 0,85
K>S0, 990,00 9,9 4,95
Micronutrientes (g, x 100)
FeNaEDTA 36,70 0,37 0,185
MnS0O,.H,O 22,30 2,3 1,15
ZnS0,4.7H,0 8,60 0,86 0,43
CuS0,4.5H,0 0,25 0,025 0,0125
H3BO3 6,20 0,620 0,31
MoO4Na,.2H,0 0,25 0,025 0,0125
Vitaminas
m-Inositol 100,00 10 5
Tiamina.HCI 1,00 - -
Acido nicotinico 0,50 - -
Glicina 2,00 - -
Piridoxina-HCI 0,50 - -

1.3. Ensaios de multiplicacao in vitro

1.3.1. Multiplicagdo em meio de cultura gelificado

Para a identificacdo da melhor condicdo de multiplicagdo em meio gelificado
utilizou-se material vegetal proveniente da cultura stock. Neste ensaio, 0 meio WPM foi
suplementado por combinagdes de duas citocininas: 1) 2iP+BAP, 2) 2iP+meta-topolina
(mT) e 3) 2iP+Cinetina (Cin), nas concentracdes apresentadas na tabela 5, com a

excecdo do tratamento controlo onde nédo foi adicionado qualquer regulador de

30



FCUP | 31
Uso de ferramentas biotecnoldgicas para a valorizacéo de Corema album: Micropropagacgao

crescimento. A sacarose e agar foram adicionados ao meio de cultura nas

concentracdes de 30 g/L e 7 g/L, respetivamente.

Tabela 5: Representacdo das diferentes condices de multiplicacdo, com informacgéo relativa a combinacdo dos
reguladores de crescimento e respetivas concentragdes. A verde esta assinalada a combinagdo de reguladores de
crescimento usada até ao momento para a multiplicacdo de Corema album: 2 mg/L 2iP + 1 mg/L BAP.

2iP BAP mT Cin
Tratamento (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
TO
T1 1,0 0,5
T2 1,0 1,0
T3 1,0 2,0
T4 1,0 0,5
T5 1,0 1,0
T6 1,0 2,0
T7 1,0 0,5
T8 1,0 1,0
T9 1,0 2,0
T10 2,0 0,5
[ Ti1 2.0 1.0 ]

T12 2,0 2,0
T13 2,0 0,5
T14 2,0 1,0
T15 2,0 2,0
T16 2,0 0,5
T17 2,0 1,0
T18 2,0 2,0
T19 4,0 0,5
T20 4,0 1,0
T21 4,0 2,0
T22 4,0 0,5
T23 4,0 1,0
T24 4,0 2,0
T25 4,0 0,5
T26 4,0 1,0
T27 4,0 2,0

A elaboracéo dos meios de cultura seguiu o procedimento previamente descrito
em 1.2., com acerto do pH para valores entre 5,7-5,8, dissolucdo do agar em placa de
aguecimento, seguido de esterilizacdo do meio por autoclavagem.

Para cada tratamento foram utilizados 5 frascos de cultura (50 mL cada), cada
um inoculado com sete rebentos axilares com um comprimento entre 10-15 mm e sem
remocdo da porcdo apical, perfazendo um total de 35 rebentos por cada uma das

condicdes estudadas (figura 8).
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Figura 8: Esquema representativo das diferentes condi¢cdes de multiplicacdo. Cada condicdo é representada por 5
frascos, cada um contendo 7 rebentos, totalizando 35 rebentos por tratamento.

Concluida a inoculagdo, o material vegetal foi armazenado em camara
climatizada nas condi¢des descritas anteriormente para a populagao stock.

Com o intuito de determinar qual o melhor tratamento em termos de
multiplicacdo, foram realizadas duas subculturas, com a duragéo de 60 dias cada, com
avaliacdo de alguns parametros intermédios, nomeadamente a capacidade de indugao
de novos rebentos (%), formacdo de novos rebentos (>5mm), o comprimento dos
rebentos (mm) e taxa de mortalidade (%) e contaminacdo (%). Para além disso,
registaram-se ainda carateristicas qualitativas como o nivel de oxidagéo dos rebentos e

a ocorréncia de hiperhidricidade.

1.3.2. Multiplicac&@o em biorreatores de imerséo temporaria

Para a identificagcdo das melhores condi¢des de multiplicagédo em BIT, utilizaram-
se rebentos axilares provenientes da populacdo stock com tamanho compreendido
entre 10-15 mm. Neste ensaio, pretendeu-se avaliar a influéncia da adigcdo de
citocinininas, da frequéncia e duragéo do periodo de imerséo e arejamento, assim como
da presenca ou auséncia de rede nos biorreatores na multiplicacdo dos rebentos (tabela
6). Para tal, o meio de cultura utilizado foi o meio WMP, suplementado com sacarose
30 g/L, com adicéo dos reguladores de crescimento 2iP+BAP nas concentracdes 2 mg/L
+1 mg/L, ou sem adicdo de qualquer regulador de crescimento (dependendo do
tratamento).

Apb6s a elaboracdo do meio de cultura e ajuste do pH entre 5,7-5,8, este foi
transferido para o recipiente do biorreator destinado ao armazenamento do mesmo.

Antes da autoclavagem nas condicfes ja mencionadas, colocou-se papel de aluminio
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em ambos os depdsitos do biorretor na zona de ligacao dos tubos de silicone. Os filtros
e 0s tubos, previamente embrulhados em papel de aluminio, foram também
autoclavados conjuntamente com os depdsitos. Apds o periodo de autoclavagem, os
filtros e tubos de silicone foram colocados em estufa a 60°C para a remoc¢&o do excesso
de 4gua.

Antes da inoculagdo do material vegetal, procedeu-se a montagem do sistema
de biorreatores. Em ambiente estéril em camara de fluxo laminar, procedeu-se a ligacao
dos filtros a cada um dos depdésitos de birreatores, assim como a ligacdo de ambos os
depdsitos através da utilizacao de tubos de silicone. Posteriormente, o material vegetal
foi inoculado (40 rebentos por tratamento) e colocado na camara de crescimento em
prateleiras especializadas para a ligacdo de biorreatores. A frequéncia e duracdo do
periodo de imersdo e arejamento foram definidos e controlados automaticamente
através do software de gestdo de sistema de biorreatores de imerséo temporaria modelo
SETIS™ (https://setis-systems.be/home). As condi¢Bes de temperatura, luminosidade e
fotoperiodo sdo as mesmas ja descritas para a multiplicagéo em frasco de cultura.

Ao fim de 60 dias, quantificaram-se os parametros inducdo de rebentos (%),
namero de novos rebentos formados (>5mm), comprimento dos rebentos (mm), assim
como a taxa de mortalidade (%) e taxa de contaminacgédo (%). Para além disso, registou-

se também o nivel de oxidacao e existéncia de hiperhidricidade e massas de vitrificagéo.

Tabela 6: Representacéo das diferentes condi¢cdes de multiplicagdo em sistemas BIT, com informag&o relativa a adigao
de reguladores de crescimento ao meio de cultura, duracéo e frequéncia do periodo de imersao e arejamento e presenca
ou auséncia de rede.

Tratamento 2mg/L 2iP +1 Imerséao Arejamento Presenca
mg/L BAP de rede
TO N&o 2’ a cada 6h 1’ a cada 3h Sim
T1 Sim 2’ a cada 6h 1’ a cada 3h Sim
T2 N&o 3’ acada 12h 1’ acada 4h Sim
T3 Sim 3’ acada 12h 1’ a cada 4h Sim
T4 N&o 3’ acada 8h 30” a cada 8h Sim
T5 Sim 3’ acada 8h 30” a cada 8h Sim
T6 N&o 3’ a cada 8h 30” a cada 8h N&o
T7 Sim 3’ acada 8h 30” a cada 8h N&o

1.4. Ensaios de enraizamento

Com o intuito de identificar a melhor condicdo de enraizamento para Corema
album, e uma vez que na literatura ndo ha informacdes relativas a fase de enraizamento
desta espécie, foram realizados ensaios de enraizamento em condi¢fes in vitro e ex

vitro.
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Tendo em consideracao a proveniéncia dos rebentos utilizados nos ensaios de
enraizamento (1.2.) e devido a possivel habituacdo as citocininas, estes foram
colocados durante 15 dias em meio WPM sem adicdo de qualquer regulador de
crescimento, suplementado com sacarose (20 g/L) e agar (7 g/L), tal como proposto na
literatura (Anwar et al. 2008; Dewir et al. 2016). ApGs a preparacdo do meio de cultura
(de acordo com o descrito anteriormente), este foi distribuido em frascos de cultura de
50 mL e autoclavado. O manuseamento do material em camara de fluxo laminar ocorreu
conforme o supracitado. Finalizada a inoculacdo, o material vegetal foi armazenado em
camara climatizada nas mesmas condigdes de cultura da fase de multiplicagéo, durante

duas semanas com monitoriza¢ao regular.

1.4.1. Enraizamento in vitro
Primeiro ensaio de enraizamento in vitro

No primeiro ensaio de enraizamento in vitro, estudou-se a influéncia da utilizagéo
de reguladores de crescimento (auxinas) individualizados ou combinados, nas
concentracdes apresentadas na tabela 7. Utilizaram-se duas modalidades distintas: 1)
exposic¢ao de longa duracao por cultura do rebento em meio contendo auxina; 2) choque
auxinico por imerséo (dipping) do rebento em auxina previamente esterilizada através
de filtragdo, seguida da sua transferéncia para meio de cultura sem reguladores de
crescimento. Para o tratamento controlo néo foi feita qualquer indugdo com auxina. O
meio de cultura utilizado para o ensaio de enraizamento foi o WPM com os
macronutrientes reduzidos para metade da sua concentracdo, suplementado de
sacarose e agar nas concentracfes de 20 g/L e 7 g/L, respetivamente. Cada um dos
tratamentos foi representado por 30 rebentos individualizados com tamanho entre 20-
25 mm.

O manuseamento do material vegetal foi realizado em camara de fluxo laminar,
com os mesmos cuidados jA& mencionados nas metodologias anteriores. Apds a
inoculagédo do material vegetal, as culturas foram transferidas para a cadmara climatizada
nas condicdes de luminosidade de 17 pmol/m?/s, com fotoperiodo de 16 horas dia e 8
horas noite e temperatura de 25°C dia e 22°C noite.

A avaliagdo do ensaio de enraizamento ocorreu 60 dias apds o inicio do mesmo
e 0s parametros avaliados foram a % de inducéo radicular, o nimero de raizes por
rebento, comprimento radicular (mm) e o comprimento do rebento (mm). Para além
disso, registou-se também a ocorréncia de mortalidade e contaminagdo, assim como a

oxidagao e o aparecimento de tecido caloso.
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Tabela 7: Representagdo das diferentes condi¢cdes de enraizamento in vitro, com informagé&o relativa a modalidade de
enraizamento, auxinas utilizadas e respetivas concentragées.

Tratamento Modalidade ANA AlIB AlIB
(mg/L) (mg/L) (mg/L)

TO Controlo
T1 Auxina no meio 1,0
T2 Auxina no meio 2,0
T3 Auxina no meio 1,0
T4 Auxina no meio 2,0
T5 Dipping in vitro 1 minuto 1000,0
T6 Dipping in vitro 2 minutos 1000,0
T7 Dipping in vitro 1 minuto 1000,0
T8 Dipping in vitro 2 minutos 1000,0
T9 Auxina no meio 1,0
T10 Auxina no meio 2,0
T11 Auxina no meio 0,5 0,5
T12 Auxina no meio 1,0 0,5
T13 Auxina no meio 2,0 0,5
T14 Auxina no meio 0,5 1,0
T15 Auxina no meio 1,0 1,0
T16 Auxina no meio 2,0 1,0
T17 Auxina no meio 0,5 2,0
T18 Auxina no meio 1,0 2,0
T19 Auxina no meio 2,0 2,0

Segundo ensaio de enraizamento in vitro

Tendo em consideracdo o0s resultados obtidos no primeiro ensaio de
enraizamento in vitro, foi desenvolvido um segundo ensaio com o intuito de conseguir
melhores taxas de enraizamento.

Este ensaio ocorreu em duas fases distintas: 1) indugéo radicular e 2) expresséo
radicular. Na primeira fase, o meio de cultura (WPM com o0s macronutrientes a metade
da concentragdo, sacarose 20 g/L e agar 7 g/L) foi suplementado com o regulador de
crescimento AIB em duas concentrac¢des distintas: 3 mg/L ou 5 mg/L (ou ndo ocorreu
adicdo de AIB, dependendo do tratamento) e posteriormente os rebentos inoculados
foram transferidos para camara climatizada com temperatura de 25°C dia e 22°C noite e
condi¢cBes de luminosidade variaveis consoante o tratamento (nota: para os tratamentos
cuja inducao radicular ocorreu na presenca de luz, a intensidade luminosa foi de 17
umol/m?/s, com fotoperiodo de 16 horas dia e 8 horas noite). Apds o periodo de inducédo
de 5 dias, o material vegetal foi transferido para tubos de ensaio, para a expressao
radicular (segunda fase). O meio de cultura utilizado foi o WPM com os macronutrientes

a metade da sua concentragdo, sacarose e agar nas concentragées ja referidas, sem
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adicdo de qualquer regulador de crescimento. Em alguns tratamentos o meio de cultura
foi suplementado por carvao ativado (CA) na concentracdo de 1,5%. Apds a inoculagéo
do material vegetal, este foi armazenado em camara climatizada com temperatura de
25°C dia e 22°C noite, condi¢des de luminosidade 17 pmol/m?/s e fotoperiodo de 16h dia
e 8h noite. Os diferentes tratamentos encontram-se representados na tabela 8.

Cada um dos tratamentos foi representado por um numero de rebentos
individualizados igual a 30, de comprimento entre 20-25mm e 60 dias apos o inicio do

tratamento foram avaliados os parametros ja referidos para o primeiro ensaio.

Tabela 8: Representacdo das diferentes condigées de enraizamento in vitro, com informagéao relativa a fase de indugao
e a fase de expresséo radicular. U8

Tratamento Fase de inducéo Fase de expressao
(5 dias)
AlB Condicéo Condicé&o
(mglL)
TO 0,0 Luz Luz
T1 3,0 Luz Luz
T2 5,0 Luz Luz
T3 0,0 Luz CA, Luz
T4 3,0 Luz CA, Luz
T5 5,0 Luz CA, Luz
T6 0,0 Escuro Luz
T7 3,0 Escuro Luz
T8 5,0 Escuro Luz
T9 0,0 Escuro CA, Luz
T10 3,0 Escuro CA, Luz
T11 5,0 Escuro CA, Luz

1.4.2. Enraizamento ex vitro e pré-aclimatizacéao

Para além dos ensaios de enraizamento in vitro foram também testadas algumas
condic¢@es distintas de enraizamento ex vitro.

Neste ensaio foi estudada a influéncia da utilizag&o do regulador de crescimento
AIB em concentracdes distintas e combinadas com dois substratos diferentes na
capacidade de enraizamento dos rebentos (tabela 9). Os substratos utilizados foram os
jiffys e a mistura de perlite e vermiculite (P+V). As concentragdes estudadas foram: 0,2%
(AIB em solucéo), 0,3% (AIB em gel), 0,4% (AIB em solucédo), 0,5% (AIB em po) e 1%
(AIB em po).
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Para a utilizacdo dos jiffys (constituidos por 60% turfa + 40% fibras de coco) foi
necessario o seu embebimento em agua desionizada durante alguns minutos, com o
intuito de ganharem volume e se tornarem utilizaveis. No caso da mistura de perlite e
vermiculite esta foi usada na proporcéo 1:1 (v:v), autoclavada nas mesmas condicdes
dos meios de cultura e distribuida em caixas de esferovite (60x40x15 cm).

Relativamente aos rebentos utlizados, para além da eliminacdo do excesso de
agar, ocorreu também a remoc¢ao de uma pequena por¢cdo basal do material vegetal,
com o intuito de se criar uma superficie de contacto. Para além disso, eliminou-se
também a folhagem do cm basal que iria estar em contacto com o regulador de
crescimento e subsequentemente com o substrato. No caso das modalidades de
controlo, apds este processo os rebentos foram diretamente transferidos para o
respetivo substrato, enquanto que nas restantes modalidades antes da transferéncia
para os substratos adequados, a sua porgdo basal foi colocada em contacto com o
regulador de crescimento durante 10 segundos. Cada um dos tratamentos foi
representado por 30 rebentos individualizados com comprimentos compreendidos entre
20-25 mm. Apés 60 dias do inicio do ensaio os parametros avaliados foram os ja
descritos para o enraizamento in vitro.

A fase de pré-aclimatizagdo ocorreu em simultineo com o processo de
enraizamento. Desta forma, depois da transferéncia do material para o substrato
adequado, este foi colocado em caixas (no caso dos jiffys, uma vez que P+V ja estava
em caixa) fechadas com tampa acrilica, com o objetivo de promover um microambiente
com maior humidade relativa (%HR). No decorrer do processo, realizou-se uma abertura
gradual da tampa, acompanhada de uma reducdo da humidade relativa, até ao
momento em que a tampa foi removida por completo. Para além disso, ocorreu também
0 aumento gradual da intensidade luminosa (até 150 pmol/m?/s). As condicdes de
temperatura sdo as ja descritas nas metodologias anteriores. Durante o ensaio

experimental, o material vegetal foi regado periodicamente com agua desionizada.
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Tabela 9: Representacédo das diferentes condigdes de enraizamento ex vitro, com informacao relativa a concentragao
do regulador de crescimento AlB, assim como ao tipo de substrato utilizado.

Tratamento AlIB Substrato
(%)

TO (Controlo) 0,0 Jiffy

T1 (Controlo) 0,0 P+V
T2 0,2 Jiffy
T3 0,2 P+V
T4 0,3 Jiffy
T5 0,3 P+V
T6 0,4 Jiffy
T7 0,4 P+V
T8 0,5 Jiffy
T9 0,5 P+V
T10 1,0 Jiffy
T11 1,0 P+V

1.5. Aclimatizacao

Terminado o ensaio de enraizamento ex vitro e o periodo de pré-aclimatizagéo,
os rebentos enraizados foram transferidos para vasos contendo uma mistura de
substratos: perlite + turfa + substrato comercial, nas propor¢cbes 1:2:1 (viviv), e
colocados em estufa de campo com revestimento em acrilico alveolar de 10 mm,
bancadas com fog system e rega por microaspersao. No final de 30 dias foi avaliada a

taxa de sobrevivéncia (%) das plantas.

2. Andalise da estabilidade de ploidia das plantas
micropropagadas

2.1. Material vegetal

A avaliacdo da estabilidade da ploidia das plantas micropropagadas foi efetuada
através da metodologia de citometria de fluxo. Para o efeito, compararam-se plantas de
campo provenientes da praia de S&o Jacinto em Aveiro (coordenadas
40°43’5.18"N, 8°43'20.42"W) e plantas micropropagadas (ap0s aclimatizagdo). Para
guantificar o ADN (pg) da camarinha, usou-se o tomate (Solanum lycopersicum

“Stupické”) como espécie padrao, de contedo genémico conhecido.

2.2. Processamento da amostra e analise no citOmetro de fluxo

Para a analise da ploidia e quantificagdo do ADN gendémico, as suspensdes

nucleares foram preparadas segundo Galbraith et al. (1983) através de chopping de
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tecidos foliares das amostras (plantas de campo e plantas micropropagadas),
conjuntamente com tecido foliar de uma espécie padrdo. No caso da suspensao nuclear
de Corema album, utilizou-se aproximadamente 100 mg de tecido foliar, que sofreu
chopping simultaneamente com 50 mg da folha de Solanum lycopersicum “Stupické”
[2C=1,96 pg] (Dolezel et al. 1992)), utilizando uma lamina de barbear. Este processo foi
realizado em 1 mL de tampdao para plantas lenhosas (WPB), constituido por Tris-HCI 0,2
M, MgCl,.6H,O 4 mM, Triton X-100 0,1%, EDTANa,.2H.O 2 mM, NaCl 86 mM,
metabisulfito 10 mM, polivinilpirrolidona (PVP) 1%, com pH ajustado a 7,5 (Loureiro et
al. 2007).

A suspensdo nuclear resultante foi filtrada através de um filtro de nylon de 50 pm
e posteriormente adicionou-se 50 pg/mL de iodeto de propidio e 50 pg/mL de
ribonuclease (RNase) para marcar o ADN e evitar a marcagao de cadeias duplas de
acido ribonucleico (ARN), respetivamente. Ap6s 5 minutos de incubacdo, a
fluorescéncia do ADN da amostra foi analisada recorrendo ao citbmetro de fluxo (Partec
CyFlow Space). Utilizando o software Partec Flomax v.2.4d, obtiveram-se os
histogramas de fluorescéncia dos nucleos correspondentes a cada uma das amostras
e ao padrdo. Pelo menos 1300 nucleos foram analisados em todas as amostras e no
padréo (Suda et al. 2007).

Para a andlise do contetido genémico de Corema album, foram preparadas e
analisadas 3 réplicas representativas da planta de campo e 3 réplicas representativas
da planta micropropagada. O tamanho do genoma holoploide (2C em pg; (Greilhuber et

al. 2005)) foi obtido utilizando a seguinte férmula:

Valor médio pico GO/G1 em Corema album

Tamanho genoma holoploide (pg) =Valor médio pico GO/G1 da espécie padrao

x tamanho genémico da espécie padrao

3. Estado oxidativo de plantas micropropagadas

3.1. Material vegetal

Para a avaliacdo do estado oxidativo das plantas produzidas in vitro foram
utilizadas plantas obtidas através do protocolo de micropropagacdao (plantas
aclimatizadas) e comparadas com plantas de campo recolhidas na zona dunar da praia
de Sao Jacinto, no distrito de Aveiro, coordenadas 40°43’'5.18"N, 8°43°20.42"W.

Inicialmente, as plantas foram colocadas nas mesmas condigdes, em ambiente
de estufa, durante 15 dias.

Para a quantificagdo das ERO (O, e H20), assim como para o estudo da

atividade antioxidante enzimatica foram utilizadas aliquotas de 20 mg de tecido foliar,
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quer das plantas de campo, quer das plantas micropropagadas, previamente maceradas
em azoto liquido e congeladas a -80°C. Para avaliagdo da atividade antioxidante n&o
enzimatica foram utilizadas aliquotas de 20 mg de material fresco.

Em cada um dos ensaios foram utilizadas trés réplicas biologicas
correspondentes ao material micropropagado e ao material de campo, com pelo menos

trés réplicas técnicas (cada réplica representada por 3 pocos).

3.2. Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio

3.2.1. Quantificacdo anido superoxido

Para quantificagdo do O,", seguiu-se a metodologia desenvolvida por Gajewska
& Sktodowska (2007), com algumas modificagdes. Inicialmente, preparou-se 2 mL de
tampdao de extragcdo para cada réplica, constituido por tampao fosfato 0,01 M (pH=7,8),
azul de nitrotetrazolio (NBT) 0,05% previamente diluido em 100 pL de dimetilsulféxido
(DMSO) e 10 mM de azida sddica. A cada tubo com 20 mg de tecido foliar, adicionou-
se 2mL de tampdao de extracao e incubou-se durante 1 hora a temperatura ambiente e
com algumas inversdes ocasionais. Posteriormente, os microtubos foram centrifugados
durante 2 minutos, a 13000 xg e a 4°C. Finalizado este periodo, transferiu-se para novos
microtubos de 2 mL, 1,5 mL do sobrenadante obtido e as amostras foram aquecidas em
banho-maria a temperatura de 85°C, durante 15 minutos. De seguida, os microtubos
foram transferidos para o gelo, onde permaneceram durante 10 minutos.

Por fim, numa placa de 96 pocos de espetro visivel, cada uma das réplicas e o
branco (formado apenas por tampé&o de extracdo) foram representados em triplicado,
por um volume de 150 pL por poco. A leitura da absorvancia foi realizada a 580 nm num
espetrofotometro de placas. A quantidade de superdxido por amostra foi determinada

com base na reducgdo do NBT e expressa em Abssgonm/g de massa fresca (MF).

3.2.2. Quantificacao peroxido de hidrogénio

A gquantificagdo do H;O; foi realizada de acordo com Dias et al. (2014), com
algumas modificacfes. Preparam-se padrbes para a realizacéo da reta padrao de H>O,
[0; 1; 10; 25; 50; 75; 1009] uM. Preparou-se também 2 mL de &cido tricloroacético (TCA)
0,1 % (m/v) por réplica e posteriormente, procedeu-se a maceragao dos tecidos foliares
num almofariz com o suporte mecéanico de um pildo, em 2 mL de TCA. Depois, decantou-
se todo o volume do macerado para um microtubo de 2 mL e agitou-se (vortex) durante
15 segundos. Apos este periodo, os microtubos foram centrifugados durante 15 minutos,
a 12000 xg e a 4°C.
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Apbés a centrifugacdo, adicionou-se a um novo microtubo, 500 pL do
sobrenadante obtido, 500 pL de tampéao fosfato 0,1M (pH=7,0) e 1 mL de iodeto de
potassio. A semelhanca das amostras, seguiu-se 0 mesmo procedimento para oS
diferentes padrdes da reta, sendo o sobrenadante substituido pelo padrao.
Posteriormente, incubaram-se os microtubos durante 1 hora na obscuridade.

Por fim, numa placa de 96 poc¢os de espetro visivel, as amostras e cada um dos
padrées foram representados em triplicado, por um volume de 150 pL por poco e a
leitura da absorvancia foi realizada 390 nm num espetrofotdmetro leitor de placas. A
concentracdo de H>O, presente nas amostras foi calculada de acordo com a reta padréo

e expressa em mmol/g de massa fresca.

3.3. Atividade enzimética

Os ensaios de atividade enzimatica foram realizados através da quantificacdo da
atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX), peroxidases que usam o guaiacol
como substrato (GPX), catalase (CAT) e superédxido dismutase (SOD). Para todas as
quantificacbes, apos a extracdo do material vegetal, determinou-se primeiramente a

quantidade de proteinas totais sollveis (TSP) presentes em cada amostra.

3.3.1. Extragc&o do material vegetal

Para a extracdo do material vegetal de cada uma das amostras seguiu-se a
metodologia de Mariz-Ponte et al. (2018), com algumas modificagdes. Preparou-se um
tampdao de extracdo constituido por tampéo fosfato 0,1 M (pH =7), &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) 0,5 M, 0,2 % triton X-100 (v/v), ditiotreitol (DTT) 1 M, fluoreto de
fenilmetilsufonil (PMSF) 1 M e polivinilporrilidona (PVP). Como o tampé&o de extracao foi
utilizado para todos os protocolos de atividade enzimatica, incluindo a SOD, o seu pH
foi ajustado para valores de 7,5.

Posteriormente, procedeu-se a maceracdo do material vegetal (previamente
congelado a -80°C) num almofariz com o suporte mecéanico de um pildo (em gelo) com
2 mL de tampé&o de extragcdo. Depois decantou-se todo o volume do macerado para um
microtubo de 2 mL e agitou-se (vortex) durante 15 segundos. Centrifugou-se durante 15
minutos, a 8000 xg a 4°C Apoés a centrifugacdo, o sobrenadante obtido foi transferido

para um novo microtubo e colocado em gelo, descartando-se o pellet.

3.3.2. Quantificagado proteinas totais soluveis

Os sobrenadantes das diferentes amostras foram usados para quantificar as
proteinas totais sollveis (TSP). Para o efeito, usou-se uma reta padrao [0; 0,1; 0,25;
0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5] pug/uL de proteina (albumina de soro bovino (BSA)). Usando
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uma placa de 96 pocos de espetro visivel, nos poc¢os representativos do branco
adicionou-se 5 L de tampdao de extracao, enquanto que nos outros po¢os o tampao de
extracdo foi substituido pelo respetivo extrato das amostras. A todos 0S pocos
preenchidos com tampao de extracdo/extrato adicionou-se 150 pL de reagente de
Bradford. De seguida, incubou-se a placa de 96 pocos durante 10 minuto a temperatura
ambiente e leu-se a absorvancia a 595 nm num leitor de microplacas.

Por fim, calculou-se o conteido de TSP com base na reta padrdo. Os resultados

foram expressos em mg/g de massa fresca.

3.3.3. Determinacédo da atividade da superdxido dismutase

A avaliacdo da atividade da SOD foi realizada de acordo Beauchamp & Fridovich
(1981), com algumas modificagdes. Inicialmente procedeu-se a elaboragcdo da
mastermix da reagdo. Para um volume final de 17 mL, adicionou-se a um tubo falcon de
50 mL, 9 mL de tampéo fosfato 100 mM (pH =7,5), 3,6 mL de metionina a 70 mM, 0,18
mL de EDTA 10 uM, 1,350 mL NBT e 2,790 mL de agua miliQ. De seguida, adicionou-
se a um microtubo de 2 mL 940 uL da mastermix anteriormente elaborada, 50 pL de
extrato (ou tampao de extragdo no caso do branco) e 50 pL de riboflavina a 2 mM.

Neste ensaio foram preparadas duas placas de 96 pocos de espetro visivel. Para
cada uma das placas pipetou-se por poco 150 pL da mistura realizada anteriormente,
existindo 3 pocos representativos do branco e 3 pocos correspondentes a cada uma das
3 réplicas. Posteriormente, colocou-se uma das placas no escuro, enquanto a outra foi
colocada a luz (fonte luminosa artificial) durante 10-15 minutos. Por fim, a absorvancia
foi lida a 560 nm num espectrofotometro de placas.

A atividade da SOD foi quantificada através da sua habilidade para inibir a
reducdo fotoquimica do NBT (Giannopolitis & Ries 1977) e os seus resultados foram
expressos em U SOD/mg de proteina, sabendo que uma unidade de SOD é definida
como a quantidade de enzima necessaria para causar 50% de inibicdo de reducao do
NBT.

3.3.4. Determinacao da atividade da ascorbato peroxidase

A avaliagdo da atividade da APX foi realizada de acordo com Azevedo et al.
(2005), com algumas modificacdes. Para tal, recorrendo a uma placa de 96 pocos de
espetro UV, adicionou-se a cada poc¢o 140 pL de tampéo fosfato (pH= 7,5), 20 pL de
extrato (ou tampéo de extracdo para o branco), 20 pL de AsA preparado a fresco (0,0176
g para 20 mL) e por fim, 100 pL de H20. 0,01 M. Apds a adi¢éo do H2O: procedeu-se
a leitura da microplaca num espectrofotdbmetro de placas no comprimento de onda de

290 nm, 7 vezes, em intervalos de 10 segundos.
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A atividade da APX foi quantificada com base na taxa de oxidacdo de AsA aos
290nm e durante 70 segundos (Azevedo et al. 2005) e utilizando o coeficiente de
extincdo do ascorbato (2,8/mM/cm). Os resultados foram expressos em pmol

DHA/min/mg de proteina.

3.3.5. Determinacgéao da atividade da catalase

A avaliacdo da atividade da CAT foi realizada de acordo com Teranishi et al. (1974),
com algumas modificacfes. Para a quantificacdo desta enzima preparam-se padroes
gue permitiram a construgdo de uma reta padréo de catalase [0; 0,5; 1,0; 2,5; 5; 10; 25;
50; 100; 250; 500; 1000; 1700] pg/mL em agua miliQ.

Inicialmente, foram preparados microtubos de 2 mL para as réplicas representativas
da planta de campo e da planta micropropagada e para o branco correspondente a cada
uma das réplicas. Para um volume final de 2 mL, adicionou-se 700 L de tempao fosfato
0,1 M (pH = 7), 50 pL de extrato e por fim 250 pL H.O, 6 mM para ativar a reagdo. Nos
microtubos correspondentes aos brancos nao foi adicionado H,O2, sendo o volume final
concluido com 250 pL de tampéo de extracdo. Apos a adi¢cdo do H>O, a cada um dos
tubos, estes foram incubados durante 5 minutos a temperatura ambiente e
posteriormente, adicionou-se a cada tubo 1 mL de regante de titanio [1 g de diéxido de
tithnio (TiO2) e 10 g de sulfato de potassio (K2SOs) em 150 ml de &cido sulfarico
(H2S0.)], com o intuito de finalizar a reacéo. Tendo em consideragédo que o reagente de
titinio é altamente corrosivo, a sua preparacgao e utilizacdo ao longo do protocolo foi
realizada em hotte, e com o material devidamente adaptado.

Posteriormente, os microtubos foram centrifugados a temperatura ambiente durante
10 minutos a 10000 xg. O sobrenadante foi recolhido e aliquotas colocadas em
microplaca de 96 pocos de leitura a luz visivel. A leitura da absorvancia foi realizada a
410 nm e a atividadade da catalase foi determinada com base na degradacéo do H2O-.

Os resultados foram expressos em pmol H>O2/min/mg de proteina.

3.3.6. Determinacdo da atividade da guaiacol peroxidase

A avaliacdo da atividade da GPX foi realizada de acordo com Azevedo et al. (2005),
com algumas modificacdes. Para tal, numa placa de 96 pocos de espetro visivel
adicionou-se a cada poc¢o 50 L de tampéo fosfato 0,1 M, 50 pL de guaiacol 15 mM, 100
puL de extrato (ou tampdo de extracdo para o branco) e 50 puL de H;O, 0,083 M.
Posteriormente, colocou-se a placa a incubar a temperatura ambiente durante 10
minutos. Apos o periodo de incubacéo, procedeu-se a determinacao da absorvancia a

470 nm, recorrendo a um espectrofotometro de placas.
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Por fim, calculou-se a atividade de GPX usando o coeficiente de extincdo do

tetraguaiacol (26600/M/cm). Os resultados foram expressos em U GPX/ mg de proteina.

3.4. Atividade ndo enzimatica

Os ensaios de atividade ndo enzimatica foram realizados através da

gquantificacdo do conteudo total de fendis (TPC) e do estudo da atividade antiradicalar.

3.4.1. Quantificacdo do conteudo total de fendis

Para a quantificacdo do TPC seguiu-se a metodologia proposta por Dewanto et
al. (2002), com algumas modificagdes. Preparam-se 7 padrdes para a construcdo de
uma reta padrao de acido galico [0; 50; 100; 200; 300; 400; 500] pg/mL em dH-O.
Posteriormente, maceraram-se as réplicas representativas das plantas de campo e das
plantas micropropagadas em 3 mL de agua desionizada num almofariz em gelo, com o
suporte mecéanico de um pildo. Posteriormente, o macerado foi filtrado com o auxilio de
um funil de Bichner com filtro de celulose Whatman ®, usando um kitasato ligado a uma
bomba de vacuo. Dentro do kitasato colocou-se um tubo falcon de 15 mL, para recolher
o filtrado. Cada tubo falcon contendo o filtrado foi centrifugado a 2500 rpm durante 10
minutos. Recolheu-se o0 sobrenadante. Num tubo falcon de 15 mL para cada amostra,
adicionou-se 500 pL de agua desionizada, 125 pL do extrato e 125 L de reagente de
Folin-Ciocalteu. No caso da reta padrdo, seguiu-se a mesma metodologia, sendo
preparados tubos falcon de 15 mL correspondentes a cada um dos padrées da reta.
Depois, os tubos falcon (amostras e padrdes) foram agitados (vortex) e incubados
durante 6 minutos a temperatura ambiente.

Apos o periodo de incubagéo, adicionou-se a cada tubo 1250 pL de carbonato
de sédio (Na2CO3) 7% e 1 mL de dH.0O até se perfazer 3 mL. Posteriormente, os tubos
foram incubados durante 90 minutos a temperatura ambiente. A absorvancia foi lida a
760 nm em placa de 96 pocos.

O conteudo total de fendis calculou-se através da curva de acido galico (AG),
sendo o resultado expresso em equivalentes de acido galico (EAG) por mL de volume

de solucdo (pg EAG/mL).

3.4.2. Determinacao da atividade antiradicalar

O estudo da atividade antiradicalar foi determinado de acordo com a metodologia
seguida por Harkat-Madouri et al. (2015), com algumas modificacdes. Inicialmente,
prepararam-se 7 padrbes que permitiram a construcdo de uma reta padrdo de acido
galico [0; 2,5; 5; 10; 15; 20; 30; 40; 50; 65] ug/mL em metanol puro.
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Posteriormente, procedeu-se a maceracdo das 3 réplicas representativas das
plantas de campo e das plantas micropropagadas em 3 mL de metanol puro hum
almofariz em gelo, com o suporte mecéanico de um pildo. O macerado foi filtrado usando
um funil de Blichner com um filtro de celulose Whatman ®, e um kitasato ligado a uma
bomba de vacuo. Dentro do kitasato colocou-se um tubo falcon de 15 mL, para recolher
o filtrado. Os tubos falcon contendo os filtrados foram centrifugados a 2500 rpm durante
10 minutos. Seguidamente os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos
falcon, enquanto aqueles que continham o precipitado foram eliminados. Em microtubos
de 2 mL adicionou-se extrato, metanol puro e 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) 0,1 M
elaborado a fresco. A solugdo de reacdo foi preparada com diferentes diluicbes do

extrato para a planta de campo e as plantas micropropagadas (tabela 10).

Tabela 10: Diluigbes dos extratos da planta de campo e da planta micropropagada de Corema album em
metanol, utilizados na quantificacdo da atividade antiradicalar.
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Planta de Extrato Extrato Metanol DPPH
Campo (%) (uL) (uL) (HL)
4 10 240 1250
8 20 230 1250
12 30 220 1250
15 37,5 2125 1250

Planta Extrato Extrato Metanol DPPH
Micropropagada (%) (uL) (L) (uL)
4 10 240 1250
15 37,5 212,5 1250
30 75 175 1250
50 125 125 1250

Apos a adigcéo do extrato (ou do padréo), do metanol e do DPPH aos microtubos
de 2 mL, agitaram-se (vortex) durante 10 segundos e colocaram-se no escuro durante
30 minutos para ocorrer a reagcdo. Seguidamente, leu-se a absorvancia a 517nm em
placa de 96 pocos.

Os resultados foram expressos em mg de massa fresca/mL de solucao

necessaria para causar a reducao de 50% do DPPH (ICso).

4. Andlise estatistica

Relativamente aos ensaios de micropropagacao, a andlise estatistica foi realizada
recorrendo ao software IBM SPSS Statistics v.25.00 através da realizagdo de Anovas
unidirecionais, conjuntamente com o teste de Duncan. Os resultados foram expressos

como o valor médio + erro padréo (ep), seguido da(s) letra(s) correspondente(s) ao
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subconjunto homogéneo. Adicionalmente, o teste t-student (software Prism 7
(GraphPad Softwre Inc., USA)) foi também aplicado na analise estatistica de alguns
dados e os resultados expressos em valor médio + dp (desvio padrao).

Os dados da citometria de fluxo foram obtidos através do software Partec Flomax
v.2.4d e a andlise estatistica foi realizada através do software Prism 7 (GraphPad
Softwre Inc., USA. Os resultados foram expressos como valor médio + dp.

Por ultimo, a andlise estatistica relacionada com os ensaios de stresse oxidativo
foi realizada através do software Prism 7 (GraphPad Softwre Inc., USA), recorrendo ao

teste t-student. Os resultados foram expressos em valor médio * dp.
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Resultados

1. Micropropagacao
1.1 Ensaios de multiplicacao in vitro

1.1.1 Identificacdo da melhor condi¢cdo de multiplicagdo em meio gelificado

Para a identificacdo da melhor condicdo de multiplicacdo, o material vegetal foi
submetido a duas subculturas, com a duracdo de 60 dias cada. Para cada um dos
tratamentos, quantificou-se, em cada subcultura, a percentagem de diferenciacdo de
novos rebentos (% inducdo de rebentos), o0 nimero de novos rebentos (>5mm), assim
como o respetivo comprimento (mm). Os resultados obtidos para cada tratamento
encontram-se representados na tabela 11.

De uma forma generalizada verifica-se que a % de indu¢do de novos rebentos é
superior para a combinacdo entre as citocininas 2iP+Cin, quando comparada com a
adicdo conjunta de 2iP+BAP e 2iP+mT, ocorrendo 100% de indugdo para os
tratamentos T16, T17 e T18 na 2° subcultura. Embora na primeira subcultura alguns
dos tratamentos apresentem uma capacidade de proliferacdo reduzida, com valores
inferiores ou préximos de 50% (eg: T6, T10, T13, T14, T15, T20, T23, T24), na segunda
subcultura observa-se um aumento da capacidade de proliferacdo dos rebentos em
todos os tratamentos, com a exceg¢éo do controlo (T0O), cuja percentagem de proliferagéo
diminui de 60% para 31%.

Relativamente ao niamero de novos rebentos (>5mm), na primeira subcultura
T17 (2 mg/L 2iP + 1 mg/L Cin) representa o melhor resultado para este parametro com
5,9 + 0,3 rebentos, ndo variando significativamente de T16 e T25. Na segunda
subcultura, com excec¢ao do controlo, verificamos um acréscimo do numero de rebentos
formados, comparativamente com a 12 subcultura, para a generalidade das
combinacdes testadas, com particular destague para os tratamentos T25 (7 rebentos),
T17 (6,8 rebentos) T26 (6,7 rebentos) T16 (6,6 rebentos) e T27 (5,7 rebentos), todos
sem diferencas significativas. Desta forma, através da andlise deste parametro para as
duas subculturas, é possivel concluir-se que a combinacdo dos reguladores de
crescimento 2iP+Cin é a mais benéfica, estando os melhores resultados associados a
adicdo de cinetina conjuntamente com a 2iP em concentra¢cdes mais elevadas desta
dltima, pois para a concentracdo mais reduzida de 2iP (1 mg/L), a combinacdo de
2iP+Cin apresenta resultados similares a adicao conjunta de 2iP+BAP e 2iP+mT. Os
resultados menos satisfatorios estdo associados ao controlo, onde, como ja foi referido,

se registou um decréscimo da capacidade proliferativa dos explantes, assim como a
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adicdo de 2iP+mT, embora a combinacdo dos reguladores de crescimento 2iP+BAP
gere resultados semelhantes para este parametro.

No que diz respeito ao comprimento dos novos rebentos (mm), os melhores
resultados estdo associados mais uma vez a combinacdo dos reguladores de
crescimento 2iP+Cin e adicionalmente ao controlo, no caso da primeira subcultura.
Apesar desta associacdo ser a mais promissora, os resultados mais satisfatérios estéo
sobretudo relacionados com concentragfes de 2iP de 1 mg/L e 2 mg/L, com os melhores
resultados a serem obtidos nos tratamentos T7, T8, T9, T16, T17, T18, com valores que
variaram entre 14,2 e 13,1 mm, sem diferencas significativas. Para a concentragdo mais
elevada (4 mg/L) ndo séao tao satisfatérios, com valores entre os 11,3 e os 9,4 mm. Por
outro lado, verifica-se mais uma vez que a adi¢cdo conjunta de 2iP+mT ndo é a mais
benéfica, apresentando os piores resultados para este pardmetro em todas as
concentracdes de 2iP+mT testadas, seguido da combinacéo entre 2iP+BAP tal como se
sucedeu para o parametro numero de rebentos. Verifica-se 0 aumento do comprimento
dos rebentos para todos os tratamentos testados, com a excec¢do do controlo entre a
primeira e a segunda subcultura.

Neste trabalho, foram também quantificados o ndmero de rebentos (<5mm).
Apesar de normalmente ndo serem considerados explantes secundarios de
multiplicacdo face a sua menor viabilidade, podem ser considerados como um indicador
do potencial de diferenciagdo do material vegetal. Ndo apresentando os seus resultados
natabela 11 devido & pouca relevancia neste estudo, verifica-se que a combinagdo mais
favoravel ocorre entre 2iP+mT, contrariamente ao que se observou para 0os parametros
anteriores.

Em suma, os dados mostram que a associa¢ao entre o 2iP+Cin é a mais benéfica
para todos os parametros avaliados. Tendo em consideragéo os resultados obtidos nas
duas subculturas para a indugdo e numero de novos rebentos, assim como para o0 seu
alongamento, a combinacéo entre 2 mg/L 2iP + 1 mg/L Cin (T17) é a mais favoravel
(figura 9, c).
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Tabela 11: Efeito dos diferentes tratamentos na indugéo de rebentos (%), nimero de rebentos (>5mm) e comprimento
(mm) dos rebentos formados na multiplicacdo de Corema album na 12 e 22 subculturas. Os parametros nimero de
rebentos (>5mm) e comprimento dos rebentos (mm) estdo representados como valor médio + ep. Valores médios
inseridos na mesma coluna e com a mesma letra ndo variam significativamente entre si (p<0,05). A verde encontra-se
assinalado o tratamento mais favoravel para a multiplicacdo de Corema album.

Regulador de Inducéo de rebentos Numero de rebentos Comprimento dos rebentos

crescimento (%) (>5mm) £ ep (mm) £ ep
(mglL)
12 22 12 22 12 22

2iP BAP mT Cin subcultura subcultura subcultura subcultura subcultura subcultura
TO 60 31 2,3 +0,3 hijk 1,1+0,7h 10,7+0,3a 10,3+ 0,7 efgh
T1 1,0 0,5 69 90 2,9 + 0,4 ghijk 4,9 + 0,4 cdef 7,3+0,4 def 12,3+ 0,4 bed
T2 1,0 1,0 82 88 3,7 0,4 cdefgh 3,7 +0,4 efg 7,8+0,3de 12,0+ 0,4 cd
T3 1,0 2,0 66 83 3,0+ 0,4 efghik 3,7 +0,4 efg 7,3+0,4 def 10,9 + 0,4 defg
T4 1,0 0,5 60 94 4,5+ 0,4 bed 4,5 + 0,4 cdefg 7,3 £0,4 def 11,5+£0,4 de
T5 1,0 1,0 60 90 2,3 £ 0,4 hijk 4,5 £ 0,4 cdefg 6,6 0,4 efgh 10,5 £ 0,4 efgh
T6 1,0 2,0 57 90 3,2+0,4defghij 3,3%04¢g 6,4 +0,4 fgh 9,8 +0,4 fgh
T7 1,0 0,5 89 91 2,9 + 0,3 fghijk 4,1 +0,4 defg 11,8+03a 13,5+0,4 ab
T8 1,0 1,0 82 93 3,5+0,4 cdefgh 5,4 +0,5bcd 11,704 a 13,4 +£0,4 abc
T9 1,0 2,0 81 96 4,4 +0,4 bed 4,4 + 0,4 cdefg 116+04a 145+04 a
T10 2,0 0,5 57 86 3,1 + 0,4 efghij 34+049 7,6 0,4 def 10,2 + 0,4 efgh
T11 2,0 1,0 83 100 4,3 + 0,4 bedef 4,3 + 0,4 cdefg 8,1+0,3cd 12,3+0,4 bed
T12 2,0 2,0 71 85 2,5 £ 0,4 ghijk 34+04fg 7,2 £ 0,4 defg 9,9 £0,4 fgh
T13 2,0 0,5 54 97 3,6 +0,4 cdefgh 3,7 +0,4 efg 7,2 +0,4 defg 11,1 + 0,4 def
T14 2,0 1,0 44 92 2,9 0,5 fghijk 5,0+0,5 cde 6,4 0,5 fgh 10,3+ 0,5 efgh
T15 2,0 2,0 52 96 2,3+0,5 hijk 31+x05¢9 6,0+0,4 gh 7404k
T16 2,0 0,5 93 100 54+0,4ab 6,6 +0,4 ab 11,1+04a 13,1+ 0,4 abc

[tz 20 1,0 89 100 59+03a 6,8+04a 112+03a 142+04a |

T18 2,0 2,0 97 100 3,8+ 0,3 cdefg 4,9 +0,4 cde 9,6+03b 13,1+ 0,4 abc
T19 4,0 0,5 71 94 3,6 £0,4 cdefgh 4,4 +0,4 cdefg 7,4 £ 0,4 def 9,6 £ 0,4 ghi
T20 4,0 1,0 52 91 2,1+0,5ik 3,9+0,4 efg 6,3+0,5fgh 9,5 £ 0,4 hij
T21 4,0 2,0 47 94 2,1+0,5ik 4,3 £ 0,4 cdefg 6,0 £0,4 gh 9,1 £ 0,4 hij
T22 4,0 0,5 53 64 1,7+05k 4,3+0,5 cdefg 56+04h 9,8 +0,5 fgh
T23 4,0 1,0 49 84 1,7+04k 4,2 + 0,4 cdefg 57+04h 8,3+0,4 ijk
T24 4,0 2,0 51 76 2,1+0,5ijk 3,9+0,5efg 55+04h 82+04jk
T25 4,0 0,5 89 89 4,8+0,4 abc 70x04a 9,2+0,4 bc 11,3+ 0,5de
T26 4,0 1,0 86 94 3,5+0,4 cdefghi 6,7 +0,4ab 94+03b 12,2+ 0,4 bed
T27 4,0 2,0 79 100 2,6 £ 0,4 ghijk 5,7+ 0,4 abc 9,1+0,4 bc 9,4 + 0,4 hjj

Para além dos parametros previamente analisados, quantificou-se também a
taxa de mortalidade e contaminagdo em cada subcultura. Em relacdo a mortalidade,
verificou-se que os tratamentos mais afetados sdo os representativos da combinacdo
2iP+mT, com valores maximos de mortalidade de 13%, ndo sendo observada ocorréncia
de contaminagéo.

Em relacdo ao pardmetro qualitativo nivel de oxidagcdo, mais uma vez a
combinacdo entre 2iP+mT foi a mais afetada. No que diz respeito a ocorréncia de
desordens fisiolégicas como a hiperhidricidade, esta observou-se muito baixa em todos
os tratamentos, verificando-se um ligeiro aumento com a adi¢cdo de concentracdes de

2iP mais elevadas.
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Figura 9: Representagdo de alguns dos tratamentos testados na multiplicagcdo de Corema album. Em todas as imagens
(A, B e C) o regulador de crescimento 2iP é utilizado na concentracdo de 2mg/L e a BAP (A), mT (B) e Cin (C) na
concentragdo de 1 mg/L. Em C, encontra-se representada uma das réplicas do tratamento T17, que apresenta o0s
resultados mais favoraveis para a multiplicacdo desta espécie

1.1.2. Identificagdo das melhores condi¢cdes de cultura para a multiplicagéo
em biorreatores de imersdo temporaria

Para determinar as melhores condicbes de multiplicacdo em sistemas BIT, o
material vegetal foi avaliado 60 dias apds a sua inoculagdo. Para cada um dos
tratamentos, quantificou-se a mortalidade (%), a inducdo de novos rebentos (%), 0
nimero de novos rebentos (>5mm), assim como o respetivo comprimento (mm). Os
resultados obtidos encontram-se representados na tabela 12.

Inicialmente, observa-se que os tratamentos TO e T1 apresentam uma
mortalidade de 100%, constatando-se que as condicdes fisicas de imersao e arejamento
(2° a cada 6h e 1" a cada 3h, respetivamente) associadas aos mesmos ndo séo
favoraveis ao desenvolvimento de Corema album. Para além disso, verifica-se também
a mortalidade da totalidade dos rebentos no tratamento T2, que podera estar associada
a existéncia de um explante na zona de ligagdo entre duas componentes do biorreator,
impedindo a circulagdo conveniente do meio de cultura. Observa-se ainda que para a
mesma composi¢cdo do meio de cultura e para as mesmas condi¢cdes de imerséo e
arejamento, a mortalidade € muito superior para os biorreatores sem rede, atingindo os
100% para o tratamento T6 e 65% para o tratamento T7, quando comparados com 0s
tratamentos T4 (25% mortalidade) e T5 (5% de mortalidade).

Relativamente a capacidade de inducéo de novos rebentos, verifica-se que esta
€ baixa para todos os tratamentos onde a mortalidade néo foi maxima, apresentando o
valor mais elevado (50%) para o tratamento T5.

No que diz respeito ao nimero de rebentos (>5mm), verifica-se que T3 é a
condicao que melhor resultado apresenta, com um numero de rebentos de 11,6 + 1,3,
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embora nédo varie significativamente do tratamento T5. Por outro lado, T4 e T7 sdo 0s

tratamentos com capacidade de gerar o menor nimero de rebentos. No entanto, a

menor capacidade de gerar rebentos em T4 e T7 podera relacionar-se sobretudo a

auséncia de citocininas no meio e a auséncia de rede no biorreator, respetivamente.

Uma vez que T4, T5, T6 e T7 apresentam as mesmas condi¢des de cultura em termos

de frequéncia e duracdo do periodo de imersdo e arejamento, quando comparando T4

(meio sem adicdo de citocininas) e T5 (meio de cultura adicionalmente suplementado

com citocininas), verifica-se que T5 apresenta uma multiplicacdo 7,1 vezes superior,

demonstrando que a presenca de reguladores de crescimento no meio de cultura afeta

positivamente a multiplicacdo. Para além disso, comparando o tratamento T5 (com rede)

e T7 (sem rede) observa-se que a capacidade de formacdo de novos rebentos é

aproximadamente 3,6 vezes menor no biorreator onde a rede ndo esta presente. Desta

forma, conclui-se que a auséncia de rede afeta negativamente a multiplicacdo assim

como a sobrevivéncia dos rebentos.

Relativamente ao comprimento dos rebentos (mm), embora a condicdo T7 néo

seja a mais indicada para a formag&o de novos rebentos em termos de % de inducéo e

namero de novos rebentos gerados, tem capacidade de formar os rebentos com maiores

dimensdes (23,0 £ 2,5 mm). Por outro lado, T3, que se apresenta com melhores

resultados para a formacgéo de novos rebentos € a condigdo com menor capacidade de

alongamento (11,0 £ 0,9 mm).

Tabela 12: Efeito dos diferentes tratamentos na mortalidade (%), capacidade de indug&o de novos rebentos (%), nUmero
de rebentos (>5mm) e seu comprimento (mm) na multiplicagdo de Corema album em BIT. Os parametros numero de
rebentos (>5mm) e comprimento dos rebentos (mm) encontram-se representados como valor médio + ep. Valores médios
inseridos na mesma coluna com a mesma letra ndo variam significativamente entre si (p<0,05). SR representa auséncia
de resultado. A verde encontra-se assinalado o tratamento mais promissor para a multiplicacdo de Corema album em
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BIT.
Tratamento
Mortalidade Indugéo Namero de Comprimento
2 mglL 2iP + Imers&o / Arejamento Presenca (%) de rebentos dos rebentos
1mg/L BAP (duraggo e frequéncia) de rede rebentos (>smm) £ ep (mm) + ep
(%)
TO Né&o 2’ acada 6h/ 1" acada3h Sim 100 0 SR SR
T1 Sim 2 acada6h/1 acada 3h Sim 100 0 SR SR
T2 Néo 3' acada 12h/ 1’ a cada 4h Sim 100 0 SR SR
I T3 Sim 3’ acada 12h/ 1’ a cada 4h Sim 10 40 116+13a 11,0+0,9c I
T4 Néo 3" acada 8h /30" acada 8h Sim 25 20 1,0+x18b 15,3+1,2 bc
T5 Sim 3 acada 8h/ 30" acada 8h Sim 5 50 71+12ab 17,3+08b
T6 Néo 3" acada 8h /30" a cada 8h Néo 100 0 SR SR
T7 Sim 3 acada 8h/ 30" acada 8h Néao 65 5 20£3,7b 230+25a

No que diz respeito a ocorréncia de desordens fisiolégicas como vitrificacdo dos

rebentos, formacéo de massas de vitrificagdo e oxidacao, verificou-se a ocorréncia de
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todas elas em todos os tratamentos testados, no entanto estas sdo superiores para 0s
tratamentos T4, T5 e T7, cuja multiplicacdo ocorre nas mesmas condi¢des fisicas
(imersao 3’ a cada 8h e arejamento 30” a cada 8h), sendo o tratamento T7 (auséncia

de rede) especialmente afetado pela ocorréncia de vitrificacéo (figura 10).

Figura 10: Rebento em estado de vitrificagdo, umas das principais problematicas associadas a cultura em biorreatores.

Em suma, verifica-se que a combinacéo entre a adicdo de citocininas ao meio
de cultura e a utilizag&o de rede no biorreator é propicia a regeneracéo de rebentos em
Corema album, contudo, os resultados obtidos ndo permitem selecionar
significativamente quais as melhores condi¢des de imerséo e arejamento associadas a
estas caracteristicas. No entanto, o tratamento T3 é aquele que apresenta melhor
resultado em termos de numero de novos rebentos formados (>5mm). Para além disso,
€ o tratamento menos afetado pela ocorréncia de desordens fisiolégicas como a

vitrificag&o.

1.1.3. Multiplicacdo em meio gelificado vs biorreatores de imersao
temporaria

Com o intuito de verificar qual a o sistema mais eficiente para a multiplicacédo de
Corema album, estabeleceu-se uma comparagcdo entre a multiplicacdo de rebentos
recorrendo aos métodos tradicionais (representado pelo tratamento T11, tabela 11) e
utilizando os BIT (representado pelo tratamento T3, tabela 12). Desta forma, verifica-se
que para a mesma composi¢cdo do meio de cultura (com a excecdo do agar) e para o
mesmo numero de subculturas existem diferencas significativas no nimero de novos
rebentos (>5mm) e no seu comprimento (mm) entre a cultura em frasco e em biorreator

(figura 11). T3, que apresenta os melhores resultados para a multiplicacdo em
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biorreator, gera aproximadamente 2,7 vezes mais rebentos do que os observados em
frasco de cultura e apresenta um alongamento 1,4 vezes superior (figura 11).

Em suma, conclui-se que para a mesma composi¢cdo do meio de cultura, a
multiplicacdo recorrendo a biorreatores se torna mais vantajosa no que diz respeito aos
parametros quantitativos. No entanto, esta é bastante mais afetada pela ocorréncia de

desordens fisioldgicas, assim como fenomenos de mortalidade.
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Figura 11: Comparacéo da fase de multiplicagdo de Corema album em biorreator e frasco de cultura, com informagdes
relativas ao nimero de novos rebentos (>5mm) (A) e ao comprimento dos rebentos (mm) (B). Os resultados estéo
representados em valor médio + dp. * representa as diferencas significativas (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p
<0.0001).

1.2. Ensaios de enraizamento

1.2.1 Identificag&o das melhores condi¢cdes de enraizamento in vitro
Primeiro ensaio de enraizamento in vitro

Para a identificacdo da melhor condicdo de enraizamento in vitro, 60 dias apos
o0 inicio do ensaio, avaliaram-se parametros relacionados com a % de inducao radicular,
namero de raizes formadas por rebento, comprimento radicular (mm) e comprimento do
rebento (mm). No entanto, ndo sdo apresentados resultados referentes aos parametros

relacionados com a formacao de raizes, uma vez que nao se verificou desenvolvimento
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radicular em nenhum dos tratamentos aplicados. Por outro lado, apresentam-se
resultados referentes ao comprimento dos rebentos nao enraizados, uma vez que se
verificou um aumento no seu comprimento, sem perda de viabilidade, o que pode ter
interesse sob ponto de vista de obtencdo de rebentos mais longos para futuros ensaios
de enraizamentos ex vitro. Os resultados encontram-se representados na tabela 13.

Apesar de todos os tratamentos aplicados apresentarem aumento do
comprimento dos rebentos, através da andlise estatistica, é possivel constatar que o
tratamento T4 (2 mg/L AIB) é a condi¢cdo que melhor resultados gera em termos de
alongamento dos rebentos, com valores de aproximadamente 65,2 + 2,0 mm, n&o
variando significativamente do tratamento T8. Pelo contrério, o pior resultado esta
associado ao tratamento T19 (2 mg/L AlA + 2 mg/L AIB), ndo variando significativamente
de TO, T14, T15e T17.

Verifica-se também que a incorporacgéo individualizada de AIB, ANA e AlA no
meio de cultura gera resultados semelhantes entre si para a concentragdo de 1 mg/L,
no entanto para a concentracdo de 2 mg/L a auxina AIB é aquela que mais promove o
alongamento. A utilizacdo simultdnea das auxinas AIB e AIA no meio de cultura gera
resultados similares para todas as concentracfes testadas.

Relativamente a utilizagdo da metodologia de dipping, observa-se que a
capacidade de alongamento de AIB é superior comparativamente a AlA para os dois
tempos de imerséao testados, estando o melhor resultado associado aos 2 minutos de
dipping em AIB.

De uma forma global, os melhores resultados de alongamento estdo
relacionados com a utilizag&o individualizada da auxina AIB, quer pela sua incorporacao

no meio de cultura, que pelo processo de dipping.
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Tabela 13: Efeito dos diferentes tratamentos na % de inducéo radicular, nimero de novas raizes formadas por rebento
e no seu comprimento (mm), assim como o comprimento dos rebentos (mm) em Corema album. O parametro
comprimento dos rebentos (mm) encontra-se representado como valor médio + ep. Valores médios inseridos na mesma
coluna com a mesma letra ndo variam significativamente entre si (p<0,05). SR representa a auséncia de resultado. *
rebentos que permaneceram durante todo o tempo de enraizamento em meio de cultura com a respetiva auxina. A verde
encontra-se assinalada a melhor condicao de alongamento em Corema album.

Indugcdo Namero de Comprimento Comprimento

Tratamento radicular  raizes por radicular do rebento
(%) explante (mm) + ep (mm) +ep
tep
Regulador de crescimento  Tempo / Método
(mg/L)
ANA AIB AlA
TO * 0 SR SR 426 +2,1h
Tl 1,0 * 0 SR SR 54,3 + 2,0 cdef
T2 2,0 * 0 SR SR 50,8 + 2,0 cdefg
T3 1,0 * 0 SR SR 56,9 + 2,0 bed
|74 2,0 * 0 SR SR 65,2 +20a |

T5 1000,0 1 min / dipping 0 SR SR 55,6 + 2,0 cde
T6 1000,0 2 min / dipping 0 SR SR 50,3 + 2,0 defg
T7 1000,0 1 min / dipping 0 SR SR 57,3+2,0bc
T8 1000,0 2 min / dipping 0 SR SR 62,8+2,0ab
T9 1,0 * 0 SR SR 50,1 + 2,0 cdefg
T10 2,0 * 0 SR SR 56,0 + 2,0 cde
T11 0,5 0,5 * 0 SR SR 52,3 £ 2,1 cdefg
T12 1 0,5 * 0 SR SR 49,2 + 2,0 efg
T13 2 0,5 * 0 SR SR 54,0 £ 2,0 cdef
T14 0,5 1,0 * 0 SR SR 459 +2,0gh
T15 1,0 1,0 * 0 SR SR 48,1 + 2,1 fgh
T16 2,0 1,0 * 0 SR SR 49,9 + 2,0 efg
T17 0,5 2,0 * 0 SR SR 47,7 £ 2,2 fgh
T18 1,0 2,0 * 0 SR SR 51,2 + 2,0 cdefg
T19 2,0 2,0 * 0 SR SR 42,4+2,0h

Para além do registo dos parametros radiculares e do alongamento dos
rebentos, foi ainda avaliada a taxa de mortalidade e de contaminag&o. Relativamente &
ocorréncia de mortalidade, esta verificou-se bastante reduzida (com um valor maximo
de 3%), ocorrendo apenas em 3 dos 20 tratamentos (TO, T2 e T6). Nao foi registada
gualguer contaminacdo em nenhum dos tratamentos aplicados. Em relagdo aos
parametros qualitativos como a oxidacdo, esta foi constante entre os diferentes
tratamentos e sobretudo ao nivel da base, onde se localizam as regifes foliares mais
antigas e onde ocorreu contacto com o meio de cultura (figura 12). Para além disso, os

rebentos ndo apresentaram sinais de formagéo de calo em nenhum dos tratamentos.
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Figura 12: Alongamento dos rebentos ndo enraizados (A e B). Em B observa-se um rebento saudavel, com sinais de oxidacédo
na porgdo basal.

Segundo ensaio de enraizamento in vitro

Tendo em consideracdo o0s resultados obtidos no primeiro ensaio de
enraizamento in vitro, realizou-se um novo ensaio e apos 60 dias do seu inicio foram
novamente quantificados os parédmetros jA& mencionados. Mais uma vez, ndo sao
apresentados os resultados relacionados com os parametros radiculares, uma vez que
ndo se verificou formacdo de raizes em nenhum dos tratamentos. Ndo obstante, o
comprimento (mm) dos rebentos ndo enraizados encontra-se representado na tabela
14.

Apesar de se observar um aumento no comprimento dos rebentos em todas os
tratamentos testados, verifica-se que presenca ou auséncia de AIB no meio de cultura
na fase de inducéo afeta a capacidade de alongamento, uma vez que as condi¢des TO,
T3, T6 e T9 (auséncia de AIB na fase de inducdo), sdo as que apresentam um menor
alongamento dos rebentos, ndo variando significativamente entre si. Por outro lado, a
utilizacdo de 3 mg/L ou 5 mg/L AIB gera resultados semelhantes.

Para os tratamentos onde o AIB foi utilizado na fase de inducéo, verifica-se que
a presenca ou auséncia de luz é um fator importante, sendo que os 5 dias iniciais em

condicBes de obscuridade melhoraram a capacidade de alongamento dos rebentos.
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Assim, para as mesmas condicdes de cultura, os tratamentos cuja indu¢do ocorreu em
ambiente de luminosidade apresentam um menor comprimento comparativamente
agueles cuja inducao foi feita obscuridade (eg: T1 < T7; T2 < T8; T4 < T10; T5 < T11).
A adicdo de CA ao meio de expressdo ndo mostra influéncia na capacidade de
alongamento dos rebentos.

De uma forma geral, verifica-se que os melhores resultados em termos de
alongamento dos rebentos ndo enraizados estdo associados a uma fase de inducéo na
presenca de AIB e ambiente de obscuridade, com posterior transferéncia para meio de
expressao suplementado ou ndo por CA, destacando-se o tratamento T7 com

comprimento de 66,2 + 2,3, apesar de ndo variar significativamente de T8, T10 e T11.

Tabela 14: Efeito dos diferentes tratamentos na % de indugdo radicular, nimero de novas raizes formadas por rebento
e no seu comprimento (mm), assim como o comprimento dos rebentos (mm) em Corema album. O parametro
comprimento do rebento (mm) encontra-se representado como valor médio + ep. Valores médios inseridos na mesma
coluna com a mesma letra ndo variam significativamente entre si (p<0,05). SR representa a auséncia de resultado. A
verde encontra-se assinalada a melhor condi¢éo de alongamento em Corema album.

Inducéo Nimero de  Comprimento Comprimento
Tratamento radicular raizes radicular do rebento
(%) tep (mm) = ep (mm) + ep
Fase de indugéo Fase de
(5 dias) expresséo
AlB Condicgao Condigéo
(mg/L)
T0 0,0 Luz Luz (0] SR SR 426+24c
T1 3,0 Luz Luz 0 SR SR 52,6 +2,3b
T2 5,0 Luz Luz (0] SR SR 529+23b
T3 0,0 Luz CA, Luz 0] SR SR 43,1+24c
T4 3,0 Luz CA, Luz 0 SR SR 52,8+2,3b
T5 5,0 Luz CA, Luz 0 SR SR 52,7+23b
T6 0,0 Escuro Luz 0 SR SR 43,6 +2,4cC
| 7 3,0 Escuro Luz 0 SR SR 662+23a |
T8 5,0 Escuro Luz (0] SR SR 59,9+ 2,0 ab
T9 0,0 Escuro CA, Luz 0 SR SR 435+24c
T10 3,0 Escuro CA, Luz 0 SR SR 59,9+ 2,3 ab
T11 5,0 Escuro CA, Luz 0 SR SR 65,2+23a

Para além do registo dos parametros radiculares e do alongamento dos
rebentos, foi ainda avaliada a taxa de mortalidade e de contaminagéo dos rebentos, no
entanto ndo se verificou ocorréncia de mortalidade ou contaminacdo em nenhum dos
tratamentos testados. Em relagédo aos parametros qualitativos como a oxidacgéo, esta foi
constante entre os diferentes tratamentos e sobretudo ao nivel da base, onde se
localizam as regides foliares mais antigas e onde ocorreu contacto com o meio de
cultura. Para além disso, os rebentos ndo apresentaram sinais de formagéo de tecido

caloso em nenhum dos tratamentos.
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1.2.2. Identificacdo das melhores condicdes de enraizamento ex vitro e
aclimatizacao

Para a identificacdo da melhor condi¢éo de enraizamento ex vitro, 60 dias ap6s
o inicio do ensaio avaliaram-se parametros quantitativos relacionados com o
desenvolvimento radicular, nomeadamente a capacidade de inducédo radicular (%), o
numero de novas raizes formadas por rebento e o comprimento radicular (mm). Para
além disso, registou-se ainda o comprimento dos rebentos (mm).

Como descrito em material e métodos foram testadas 5 modalidades de inducao
com AIB e 2 tipos de substrato para expressado radicular (figura 13). Os resultados
obtidos para os diferentes tratamentos encontram-se discriminados na tabela 15.

> eh

Fgﬁu‘ra 1: rgseso de enrémnto nos tip;)s de substratos testa:;c:sf(;) Perlite + Vermiculite (1:1, v:v); (B) Jiffys.

A capacidade de inducéo radicular (%) é reduzida para todos os tratamentos
testados. No entanto, os piores resultados estdo associados a utilizagédo de 0,3% AIB,
para ambos os substratos, apresentado uma inducdo de apenas 6% (T4 e T5), com
valores inferiores aos tratamentos de controlo (TO e T1). Por outro lado, a melhor
percentagem de indugéo (20%) relaciona-se com a utilizagédo de 0,2% e 0,5% AIB em
substrato jiffy (T2 e T8, respetivamente), seguido de 17% e 16% para as concentracdes
1,0% e 0,2% de AIB em P+V, respetivamente (T11 e T3, respetivamente).

No que diz respeito ao numero de raizes formadas por rebento, o tratamento T11
(1,0% AIB em substrato P+V) é aquele que apresenta o melhor resultado, com a
formacao de 7,2 + 1,3 raizes, apesar de nao variar significativamente das condicfes T1,
T2, T3, T4, T6, T7, T8, T9 e T10. Por outro lado, os tratamentos TO (controlo em jiffys)
e T5 (0,3% AIB em substrato P+V), apresentam os piores resultados para este
parametro com o mesmo numero de raizes formadas (1,0 £ 2,1). De uma forma
generalizada, observa-se um maior ndmero de raizes no substrato P+V
comparativamente aos jiffys para todas as concentracdes de AIB testadas, com a

excecao de AIB 0,3%. Em substrato jiffy, 0,2% é a concentracdo que promove 0 maior
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namero de raizes, enquanto que em P+V, AIB 1% foi a mais satisfatoria. A concentracao
de 0,3% é a menos satisfatoria para ambos os substratos.

Em relacdo ao comprimento radicular (mm), observa-se que o tratamento T3
(0,2% AIB em substrato P+V) apresenta o melhor resultado, com valores de
aproximadamente 63,9 + 4,9 mm, nao variando significativamente do tratamento T2 e
T7 e T10. Por outro lado, TO e T5 apresentam os valores mais reduzidos no comprimento
radicular, demonstrando a ineficacia destes tratamentos no nidmero de raizes, assim
como no seu alongamento. Para ambos o0s substratos, a concentracdo 0,2% é aquela
que mais favorece o alongamento radicular.

Considerando que o0s comprimentos iniciais dos rebentos utilizados para
enraizamento tinham entre 20-25 mm, verificou-se também o desenvolvimento dos
rebentos para todas os tratamentos durante a fase de enraizamento, sendo o melhor
resultado para o tratamento T10 com 50,2 + 2,9 mm, n&o variando significativamente
dos tratamentos TO, T2, T3, T4, T5, T7, T8, T9 e T11. Por outro lado, o pior resultado é
observado para a condicdo de controlo em substrato P+V, com valores de
aproximadamente 30,9 £ 4,1 mm. De uma forma generalizada, a utilizacdo de jiffys
conduz a um maior alongamento face a P+V para todas as concentracdes, com a
excecao de 0,4%.

Tabela 15: Efeito dos diferentes tratamentos na capacidade de indugdo de raizes (%), no nimero de raizes formadas
por rebento e no seu comprimento (mm), assim como no comprimento dos rebentos (mm) em Corema album. Os
parametros ndmero de raizes, comprimento radicular (mm) e comprimento do rebento (mm) encontram-se representados
como valor médio + ep. Valores médios inseridos na mesma coluna com a mesma letra ndo variam significativamente

entre si (p<0,05). A verde encontra-se assinalado o tratamento mais favoravel para o enraizamento ex vitro de Corema
album.
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Indugdo  Numero de Comprimento Comprimento do

Indugdo Substrato  radicular raizes radicular rebento
(AIB, %) tep (mm) tep (mm) tep

T0 0.0 Jiffy 7 1.0£21b 55+1254d 44 5+2 8ab

T 0,0 P+ 7 45+21ab 175+125¢cd 309+41¢c

T2 0.2 Jiffy 20 53+12ab 43,8 +7,2 abc 47.0+29ab

L 0.2 P4V 16 63£08ab _ 639+49a 450+20ab ]

T4 0.3 Jiffy 6 20+21ab 25,0 £12,5 bed 483+28a

T5 0,3 P+ 6 10+21b 10,0 £125d 41,7+62ab

T6 04 Jiffy 10 27+17ab 27,7 +£10,2 bed 36,0 +25bc

T 04 P+ " 50+10ab 56,3 +6,2ab 50,0+26a

T8 05 Jiffy 20 27+12ab 248 +7,2bed 478+26a

T9 05 P+V 10 50+17 ab 27,7 £10,2 bed 46,3+6,2ab

T10 1.0 Jiffy 10 47+1.7ab 37,7 £10,2 abed 802+29a

T 1,0 P+V 17 72+13a 25,6 £10,2 bed 492+32a

Em suma, tendo em consideracdo a capacidade de indug&o radicular, o nimero
de raizes e 0 seu comprimento, poderemos considerar que a utilizacdo de 0,2% de AIB

sera, das concentracdes testadas, a mais eficaz na inducéo radicular de Corema album,
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associada depois a expressao em jiffys (T2) ou P+V (T2), ainda que os valores mais
elevados em termos de numero e comprimento radicular estejam associados a

combinacédo 0,2% AIB em substrato P+V (figura 14).

Figura 14: Rebentos de Corema album enraizados em substrato P+V, apés a indu¢do com 0,2 % AIB, a combinagédo
mais promissora para o desenvolvimento radicular desta espécie. (A barra representa 25 mm).

Para além dos parametros quantitativos, avaliou-se também a ocorréncia de
contaminacédo. Esta verificou-se muito superior no caso dos jiffys comparativamente a
P+V, onde se registou sobretudo o aparecimento de algas e fungos, um problema
ultrapassado pela aplicacdo da solugéo antifiingica Mancozebe 1 g/L.

Relativamente a ocorréncia de desordens fisiolégicas como oxidagdo, esta
observou-se de uma forma generalizada em todos o0s tratamentos testados, sobretudo
na folhagem basal, que est4 em contacto com o substrato. N&o se verifica formagéo de
calo para nenhum dos tratamentos.

A taxa de sobrevivéncia dos rebentos enraizados, avaliada 30 dias depois da
sua transferéncia para estufa, foi de 100% para todos os tratamentos, evidenciado uma
capacidade de pré-aclimatizagcdo/aclimatizacdo elevada e idéntica para todas as

combinagfes estudadas (figura 15).
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4

Figura 15: Transferéncia de rebentos enraizados ex vitro para vasos com a mistura perlite + turfa+ substrato comercial
(1:2:1, v:v:v) (A). Rebento enraizado ex vitro, com aspeto vigoroso (B).

2. Andlise da estabilidade de ploidia das plantas
micropropagadas

Para a analise da fidelidade genética (ploidia) do material obtido através do
protocolo de micropropagacdo, quantificou-se o tamanho do genoma nuclear das
plantas aclimatizadas e de plantas recolhidas em campo, recorrendo a técnica de
citometria fluxo. O contetdo genémico (pg ADN), assim como o coeficiente de variacdo

(CV) (%) encontram-se representados na tabela 16.

Tabela 16: Contetdo de ADN gendmico (pg) e coeficiente de variagédo (%) das plantas micropropagadas e das plantas
de campo de Corema album. O contetido de ADN (pg) e o CV (%) encontram-se representados como o valor médio
dp.

Material Vegetal Contetdo de ADN Ccv CV minimo CV maximo
genémico (%) + dp (%) (%)
(pg/2C) £ dp
Planta de campo 1,21 +0,03 5,30 + 0,47 4,69 571
Planta micropropagada 1,21+ 0,04 4,41+ 1,54 3,25 6,16

Através da comparacao do conteddo genémico recorrendo ao teste de t-student,
verifica-se que néo existem diferencas significativas (p=0,9134) entre as plantas de

campo e plantas obtidas in vitro, excluindo-se a possivel ocorréncia de instabilidade de
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ploidia durante o desenvolvimento do protocolo de micropropagacéao (tabela 16 e figura
16)

O valor médio do coeficiente de variacao, indicativo da qualidade da amostra,
apresenta um valor inferior, ainda que préximo dos 5% para as plantas micropropagadas
e um valor superior a 5% para as plantas de campo. Para os dois tipos de material

vegetal, observa-se que pelo menos uma das 3 réplicas possui os valores de CV mais

elevados, superiores a 5%, revelando uma menor qualidade da amostra.
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Fluorescéncia iodeto de propidio

Figura 16 :Histogramas de citometria de fluxo representativos da intensidade da fluorescéncia relativa do iodeto de
propidio obtidos ap6s a anélise simultanea de nucleos isolados de uma referéncia padrao (Solanum lycopersicum) e de
plantas de campo (A-C) ou plantas micropropagadas (D-F) de Corema album. Em todos os histogramas (A, B, C, D, E e
F), (1) corresponde a fase GO/G1 de Corema album e (2) a fase GO/G1 de Solanum lycopersicum. (3) representa a fase
G2 da espécie padrdo. A seta vermelha aponta para a regido da fase G2 de Corema album.

3. Avaliacéo do estado oxidativo das plantas micropropagadas

3.1. Espécies reativas de oxigénio

3.1.1. Niveis de superoxido

A quantificacdo dos niveis de anido superéxido nas plantas de campo e nas
plantas micropropagadas encontra-se representada na figura 17.

Verifica-se a existéncia de diferencas significativas na quantidade de O;"
acumulada entre as plantas de campo e as plantas micropropagadas. Embora as

plantas de campo apresentem niveis reduzidos desta ERO, as plantas micropropagadas
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apresentam aproximadamente 13,6 vezes mais superéxido, conduzindo a niveis
elevados deste radical.
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Figura 17: Niveis 0, nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema album. Os valores estdo

representados como média + dp. * representa as diferencas significativas (* p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001, ** p <
0.0001).

3.1.2. Niveis de peroxido de hidrogénio
Os niveis de peréxido de hidrogénio acumulado nas plantas recolhidas em
campo e nas plantas produzidas in vitro encontram-se representados na figura 18.
Observa-se a ocorréncia de diferencas significativas nos niveis de H,O, entre os
dois tipos de material vegetal. Os valores de peréxido de hidrogénio verificam-se
bastantes superiores para as plantas de campo, existindo aproximadamente 13,5 vezes

mais H.O- nestas plantas comparativamente as plantas micropropagadas.
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Figura 18: Niveis de H,O; nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema album. Os valores estdo
representados como média + dp. * representa as diferencas significativas (* p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001, **p <
0.0001).

3.2. Atividade enzimatica

3.2.1. Proteinas totais sollveis

O contelido das proteinas hidrossollveis das plantas de campo e das plantas
micropropagadas encontra-se representado na figura 19.

Observa-se a existéncia de diferengas significativas no conteddo proteico nos

dois tipos de material vegetal, apresentando as plantas de campo aproximadamente 1,7
vezes mais proteinas.
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Figura 19: Contetido de proteinas totais sollveis nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema
album. Os valores estdo representados como média * dp. * representa as diferencas significativas (* p < 0.05, ** p <
0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).
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3.2.2. Atividade superoxido dismutase

A atividade enzimatica da SOD nas plantas de campo e nas plantas
micropropagadas encontra-se representada na figura 20.

Verifica-se que existem diferencas significativas na atividade da SOD entre as
plantas recolhidas em campo e as plantas micropropagadas. As plantas de campo
apresentam aproximadamente 1,26 + 0,13 U SOD/mg proteina, enguanto que as plantas
micropropagadas apresentam apenas 0,34 + 0,02 U SOD/mg proteina, concluindo-se
gue a atividade da SOD é superior nas plantas de campo.
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Figura 20: Atividade da SOD nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema album. Os valores estao
representados como média + dp. * representa as diferencas significativas (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p <
0.0001).

3.2.3. Atividade ascorbato peroxidase

A atividade enziméatica da APX nas plantas de campo e nas plantas
micropropagadas encontra-se representada na figura 21.

Verifica-se que ndo existem diferencas significativas na atividade da APX entre
as plantas recolhidas em campo e as plantas obtidas através da metodologia de
micropropagacéo, apesar da planta de campo apresentar uma atividade ligeiramente

superior.
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Figura 21: Atividade da APX nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema album. Os valores estédo
representados como média + dp. ns representa a auséncia de diferengas significativas.

3.2.4. Atividade catalase

A atividade enziméatica da CAT nas plantas de campo e nas plantas
micropropagadas encontra-se representada na figura 22.

Verifica-se que ndo existem diferencgas significativas na atividade da CAT entre
as plantas de campo e as plantas micropropagadas, apesar das plantas
micropropagadas apresentarem uma atividade ligeiramente superior.
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Figura 22: Atividade da CAT nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema album. Os valores estdo
representados como média + dp. ns representa a auséncia de diferengas significativas.
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3.2.5. Atividade guaiacol peroxidase

Os resultados da atividade da GPX para os dois tipos de material vegetal
encontram-se representados na figura 23.

Verifica-se a existéncia de diferencas significativas na atividade da GPX entre as
plantas recolhidas em campo e as plantas obtidas através da metodologia de
micropropagacao. Contrariamente ao que se verificou para a ascorbato peroxidase e
para a catalase, cujas atividades n&o diferiam com o tipo de material vegetal, a atividade
da guaiacol peroxidase € superior nas plantas de campo.
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Figura 23: Atividade da GPX nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema album. Os valores estao
representados como média + dp. * representa as diferengas significativas (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p <
0.0001).

3.3. Atividade ndo enziméatica

3.3.1. Conteudo total de fendis

O conteudo total de fendis das plantas micropropagadas e das plantas de campo
encontra-se representado na figura 24.

Verifica-se que o conteudo total de fendis varia significativamente com o tipo de
material vegetal. As plantas de campo apresentam valores superiores as plantas

micropropagadas, com um contetdo total de fendis aproximadamente 2,3 vezes maior.
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Figura 24: Conteudo total de fendis nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema album. Os valores
estéo representados como média + dp. * representa as diferengas significativas (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, ****
p < 0.0001).

3.3.2. Atividade antiradicalar

Os resultados da atividade antiradicalar das plantas de campo e das plantas
micropropagadas encontram-se representados na figura 25.

Verifica-se a existéncia de diferencas significativas na atividade antiradicalar
entre as plantas de campo e as plantas micropropagadas. Aquilo que se observa é que
para a reducdo de 50% do DPPH, as plantas micropropagadas necessitam de
aproximadamente 5,3 vezes mais material vegetal quando comparadas com as plantas

de campo, exibindo assim uma atividade antiradicalar inferior.
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Figura 25: Atividade antiradicalar nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema album. Os valores
estéo representados como média * dp. * representa as diferengas significativas (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, ****
p < 0.0001).
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Discussao

1. Micropropagacao

A regeneracdo de plantas in vitro € uma ferramenta biotecnolégica que oferece
uma potencial solucdo para propagacdo de espécies de interesse comercial ou
ameacadas, que podem ser posteriormente transplantadas no seu habitat natural ou
propagadas em larga escala para a obtencao de produtos de interesse (Chandana et al.
2018).

Embora ja tenham sido realizados alguns avancos no estabelecimento e
multiplicacdo da camarinha (Gongalves & Pinto 2019), ndo esta disponivel um protocolo
completo (até a aclimatizagéo) para a sua propagagao in vitro.

Para a otimizagcéo da fase de multiplicacdo, recorreu-se ao meio WPM (Lloyd &
McCown 1980), que mostrou ser o melhor meio basal em termos de formagéao de
rebentos para Corema album, tal como para outras espécies pertencentes a familia
Ericaceae como Vaccinium arctostaphylos (Clice et al. 2013), Vaccinium myrtillus (Ctice
& Sokmen 2015) e Empetrum nigrum (Han et al. 2010) e estudou-se a influéncia da
combinacgdo entre as citocininas 2iP+BAP, 2iP+mT e 2iP+Cin nas concentra¢des de
1mg/L, 2mg/L e 4mg/L para 2iP e 0,5 mg/L, 1mg/L e 2mg/L para as outras citocininas,
sendo 2mg/L 2iP + 1mg/L BAP reconhecida como a combinagdo mais favoravel até ao
momento para a multiplicacao desta espécie (Gongalves & Pinto 2019).

Apobs os ensaios desenvolvidos em Corema album, tendo em consideragéo a
capacidade de inducdo, numero e comprimento dos novos rebentos formados, a
combinacdo entre 2iP+Cin mostrou ser a mais indicada para a multiplicacdo desta
espécie, sobretudo para as concentra¢des de 2mg/L 2iP e 1mg/L Cin. O regulador de
crescimento 2iP é uma das citocininas mais comumente utilizadas na propagacgao in
vitro de ericaceas, sendo vital a selecdo da concentracdo 6tima para cada espécie, uma
vez que esta citocinina pode ter efeitos fitotéxicos (Zrébek-Sokolnik et al. 2011). Em
Arbustos unedo, uma espécie pertencente a familia Ericaceae, a adicdo isolada de
cinetina ao meio de cultura apresentou melhor taxa de multiplicagdo, embora ndo varie
significativamente das citocininas BAP e zeatina (Gomes 2011). Para além disso, em
Arbustus pavarii, outro exemplo de ericacea, a cinetina apresentou-se como o regulador
de crescimento mais benéfico em termos de alongamento dos rebentos formados
(Elmaghabi et al. 2017). O mesmo foi observado em espécies como Lagenaria siceraria

(Saha et al.2007) e Matthiola incana (Hesar et al. 2011), filogeneticamente mais
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distantes de Corema album. Na camarinha, o efeito sinergético destas hormonas
permitiu a inducao de um namero étimo de rebentos, com um comprimento favoravel.
Embora o efeito do nimero de subculturas na capacidade de multiplicacéo varie
entre as espécies, na literatura estd mencionado um declinio do potencial de
multiplicacdo durante um longo periodo de subcultura em meio com a composicao
hormonal constante para seis espécies ornamentais e cultivares pertencentes a familia
Rosaceae (Norton & Norton 1986), duas cultivares de Potentilla fruticosa (Remphrey et
al. 1993), vérias plantas decorativas (Vardja & Vardja 2001), entre outras (Vujovic et al.
2012). No entanto, para Rubus pubescens Raf. (Debnath 2004), verificou-se um
aumento da multiplicagéo, assim como do tamanho dos rebentos e do nimero de folhas
até a terceira subcultura, mantendo-se constantes posteriormente (Vujovic et al. 2012).
Para Corema album, observou-se a ocorréncia de um aumento no numero e
comprimento dos novos rebentos para a maioria dos tratamentos da primeira para a
segunda subcultura, sendo o controlo uma das excecdes. Como seria de esperar, o
controlo (sem citocininas), apresentou um dos piores resultados na formacéo de novos
rebentos (indugdo e numero), confirmando-se que a inclusdo de citocininas no meio de
cultura é geralmente necessaria para a proliferacao in vitro (Arab et al. 2014; Dobranszki
& Teixeira da Silva 2010). Para além disso, verificou-se a diminuicdo no numero de
rebentos formados entre a primeira e segunda subculturas, o que podera ser explicado
pela habituacdo ao meio de cultura stock (2 mg/L 2iP + 1mg/L BAP), que poderé ter
funcionado como um indutor da multiplicagdo na primeira subcultura. Apesar da
auséncia de citocininas ndo se mostrar favoravel na formacdo de novos rebentos,
apresenta um papel positivo no seu comprimento. Noutras espécies, a utilizacdo de
meio de cultura sem adicdo de reguladores de crescimento também se mostrou
vantajosa para o alongamento dos rebentos (Arab et al. 2014; Franklin et al. 2004).
Recentemente, a mT tem-se tornado também uma das citocininas de eleicdo na
producéo de plantas in vitro (Gentile et al. 2014; Koszeghi et al. 2014; Nowakowska et
al. 2019), embora o seu efeito em espécies pertencentes a familia Ericaceae ainda nédo
esteja descrito na literatura. A aplicacdo desta citocinina ja demonstrou evitar problemas
relacionados com a dificuldade de regeneracédo de algumas espécies, baixa capacidade
de enraizamento devido ao efeito prévio de outras citocininas, assim como na reducéo
da mortalidade durante a fase de aclimatizacdo em condicfes ex vitro (Amoo et al. 2015;
Amoo & Van Staden 2012; Aremu et al. 2012; Nowakowska et al. 2019; Tarkowska et
al. 2003). No entanto, para Corema album, a adicdo simultinea de 2iP+mT é a

combinacdo hormonal que gera os piores resultados na formacdo de rebentos
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superiores a 5 mm, assim como no alongamento dos mesmos, sobretudo em
concentracdes de 2iP mais elevadas. Por outro lado, esta apresenta-se como a
combinacdo com maior capacidade de regenerar rebentos de dimensdes reduzidas
(<5mm), o que revela a forte capacidade de inducdo de novas formacbes
meristematicas, aliada a incapacidade de alongamento. A combinacdo entre 2iP+BAP
apresentou resultados similares, ainda que mais elevados para todos os parametros.

Em suma, apos a realizacdo deste estudo encontrou-se uma nova combinacao
hormonal mais favoravel a multiplicacdo de Corema album, que ao final de duas
subculturas permitiu uma inducdo de 100% e aproximadamente 6,8 novos rebentos,
com um tamanho médio de 14,2 mm.

Apesar da multiplicagdo de Corema album n&o ser fortemente afetada pela
ocorréncia de desordens fisioldgicas como a oxidacado e hiperhidricidade, verificou-se
um ligeiro aumento desta Ultima com o aumento da concentracdo de 2iP. A
hiperhidricidade € o termo proposto para designar as malformacdes hiperhidricas que
frequentemente afetam os rebentos herbaceos e lenhosos durante a sua propagagéo
vegetativa in vitro (Debergh et al. 1992; Kevers et al. 2004). Este fenédmeno € induzido
pela agdo combinada de vérios fatores fisicos e/ou quimicos do ambiente de cultura e,
embora a maioria das plantas se consiga adaptar a estas condigbes ambientais,
algumas delas tornam-se anormais com um aspeto translicido, devido a deficiéncia de
clorofila e a um elevado conteddo em &agua, o que poderd conduzir a perda de
capacidade proliferativa dos explantes e consequente perda das culturas (Debergh
1983; Gaspar 1991; Quiala et al. 2014). A observacéao feita em Corema album para este
parametro esta de acordo com Williams & Taji (1991), que defendem que o aumento da
concentracdo das citocininas, com o intuito de maximizar a taxa de multiplicacdo, por
vezes corresponde a ocorréncia de vitrificacdo. Apesar de varios estudos relatarem uma
maior ocorréncia de vitrificacdo aquando da adicdo individual de BAP (van der
Westhuizen 2014), para Corema album a combinagéo de 2iP com BAP, mT ou Cin gera
resultados semelhantes para este parametro.

A automatizacao, através da utilizacao de biorreatores, € uma das formas mais
efetivas de reduzir os custos associados a micropropagacao (Paek et al. 2001). A
literatura demonstra que o uso de biorreatores em detrimento dos métodos de
micropropagacéo tradicionais foi empregue em varias espécies pertencentes a familia
Ericaceae (Debnath 2011; Jesionek et al. 2017). Porém, apesar de todas as vantagens
associadas aos biorreatores, a ocorréncia de fendémenos anormais como a

hiperhidricidade aquando do desenvolvimento vegetal representa um dos maiores
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problemas (Ziv 2000), pelo que a utilizacdo de sistemas de imersdo temporaria surge
com intuito de reduzir este fendbmeno.

Para a multiplicacdo de Corema album, recorrendo a utilizacdo de biorreatores
de imersao temporaria, 0 melhor resultado em termos de formacéo de rebentos com
maior qualidade foi conseguido para o meio de cultura suplementado com citocininas,
com rede no biorreator e para uma frequéncia e duracdo de imersao e arejamento de 3’
a cada 12h e 1’ a cada 4h, respetivamente. A manipulacdo da frequéncia e da duracdo
do periodo de imerséo é um fator fundamental para a obtencédo de um maior coeficiente
de multiplicag&o e melhor qualidade dos explantes em sistemas de imersdo temporarios
(Castro & Gonzales 2002; de Oliveira et al. 2014), uma vez que controla a absorgéo de
nutrientes e a ocorréncia de hiperhidricidade (de Oliveira et al. 2014; Etienne & Berthouly
2002). Vérios estudos corroboram também a importancia do ambiente gasosos dos
recipientes de cultura no desenvolvimento vegetal (Afreen 2006; Chakrabarty et al.
2006; de Oliveira et al. 2014 Gaspar 1991b; Ziv 1995, 1991b), assim como o arejamento
e as trocas gasosas como medida de prevencdo a situacbes de stresse como a
hiperhidricidade (de Oliveira et al. 2014; Majada et al. 2000; Park et al. 2004). Lai et al.
(2005) relatam a importancia da ventilacdo na reducdo da humidade relativa no interior
do recipiente, assim como na remoc¢éao de etileno, CO e outros componentes volateis
gue possam contribuir para a ocorréncia de vitrificagdo.

A utilizagdo de um suporte fisico para colocar os explantes, promovendo o seu
contacto parcial com o meio de cultura, apresentou efeitos positivos na diminuicdo de
ocorréncia de hiperhidricidade, afetando consecutivamente a mortalidade, a capacidade
de inducdo e o numero de novos rebentos formados. O mesmo foi observado para a
micropropagacao da castanha hibrida em biorreator (Vidal et al. 2015).

Quando comparada a capacidade de multiplicagédo de Corema album entre os
biorreatores e os frascos de cultura, observa-se que os sistemas BIT nas melhores
condigOes fisicas encontradas, sdo capazes de gerar aproximadamente 3 vezes mais
rebentos do que a micropropagacédo tradicional em meio de cultura gelificado. Estes
resultados foram também observados para outras espécies (Businge et al. 2017; Hahn
& Paek 2005; Ross & Castillo 2009). Um dos motivos que favorece a multiplicagdo em
biorreator face ao frasco de cultura é o facto do meio de cultura liquido promover um
maior contacto entre o explante e o0 meio de cultura, facilitando a absorcédo de agua e
nutrientes, assim como como a diluicdo de exudados téxicos (Monteiro et al. 2018;
Weckx et al. 2019). Por outro lado, a percentagem de inducdo de novos rebentos é

inferior quando comparada aos frascos de cultura, o que podera ser explicado pela
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auséncia de desenvolvimento dos explantes devido a ocorréncia de vitrificacdo, pois
uma das limitacdes associadas a este fendmeno € a perda irreversivel da capacidade
de multiplicacdo e do potencial de regeneracao (Sreedhar et al. 2009), conduzindo por
vezes a morte (Machado et al. 2014).

Embora na multiplicacdo da camarinha a utilizacdo de sistemas de imersao
temporaria suplementados de suportes fisicos para os explantes tenha permitido a
formacdo de mais e maiores rebentos, a melhoria da sua qualidade podera ser
conseguida através da otimizacdo da frequéncia e duracdo do periodo de imerséo e
arejamento.

O enraizamento de rebentos produzidos in vitro é uma fase extremamente
importante aquando do processo de micropropagacdo (Dabski & Parzymies 2007). No
entanto, este é também um dos maiores obstaculos da cultura de tecidos vegetais (de
Klerk 2002), sobretudo para espécies lenhosas ( Singh et al. 2014).

As propriedades de enraizamento das auxinas e a sua importancia na
propagacao vegetal foram reconhecidas ha muito tempo atras (Thimann & Went 1934)
e embora estas sejam os principais fatores envolvidos no processo de enraizamento,
outros fatores enddgenos e exdgenos também sao capazes de influenciar a rizogénese,
nomeadamente a concentracdo do meio de cultura basal, a concentracdo de
carbohidatos, a luz ou obscuridade, assim como a presencga e auséncia de compostos
fendlicos no meio de cultura (Zavattieri et al. 2007).

A necessidade de aplicagdo de auxinas exdgenas com o intuito de induzir a
formacdao radicular nos rebentos foi reportada para uma grande diversidade de espécies
(Caboni et al. 1997; Edson et al. 1996; Fett-Neto et al. 2001; Greenwood & Weir 1994;
Qaddoury & Amssa 2004; Thimann & Went 1934). Na micropropagagdo de varios
elementos pertencentes a familia Ericaceae, as auxinas AIB, AIA e ANA sdo as mais
utilizadas para a formacéo de raizes in vitro (Clice & S6kmen 2015; Cice et al. 2013;
Magnitskiy et al. 2011; Mohamed et al. 2018).

No primeiro estudo, verificou-se que a utilizagédo individual ou combinada das
auxinas anteriormente mencionadas, através da sua incorporacdo no meio de cultura
ou pela metodologia de dipping, conjuntamente com a reducdo da concentracdo dos
macronutrientes do meio WPM para metade, e da sacarose para 20 mg/L ndo conduziu
a formacao de raizes em Corema album. A reducao da forca iénica do meio de cultura,
através da diminuicdo da concentragcdo dos macronutrientes para metade,
acompanhada pela reducdo simultdnea da concentracdo de sacarose € uma das

metodologias mais utilizadas para o melhoramento do enraizamento in vitro (Canhoto
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2010). Apesar da formulacdo de WPM com metade da sua concentracao ser utilizada
no enraizamento de outras espécies pertencentes a familia Ericaceae (Han et al. 2013;
Woo & Wetzstein 2008), ndo apresentou qualquer efeito no enraizamento da camarinha.
Por outro lado, no que diz respeito ao comprimento dos rebentos nédo enraizados, AlB
foi a auxina que melhor promoveu o alongamento dos rebentos, sobretudo pela sua
incorporacdo no meio de cultura na concentracéo de 2 mg/L ou por dipping dos rebentos
durante 2 minutos. O efeito positivo desta auxina no alongamento ja foi demonstrado
em espécies como Pisum sativum (Yang & Davies 1999).

Tendo em consideracdo os resultados obtidos no primeiro ensaio de
enraizamento in vitro, realizou-se um novo ensaio com 0 objetivo de encontrar
combinacfes de tratamentos indutores e promotores de rizogénese. Desta forma,
avaliou-se a inducéo radicular recorrendo a duas concentragdes distintas de AIB, a
influéncia da obscuridade na fase de inducéo e a adicdo de carvao ativado na fase de
expressao e alongamento radicular.

Uma vez que o AIB é a auxina mais utilizada para estimular o enraizamento
devido a sua propensao para promover a iniciacao radicular e a sua fraca toxicidade e
elevada estabilidade quando comparada com o AIA e ANA (Namli et al. 2011), foi
estudada a sua capacidade de inducg&o radicular em duas concentragfes distintas e
superiores as utlizadas anteriormente. Apesar da adi¢do de AIB ao meio de cultura ndo
ter promovido o0 enraizamento para nenhum dos tratamentos, verificou-se que a sua
presenca ajuda na promog¢ao do alongamento, ja que para todas as condi¢des onde ndo
ocorreu indugdo com este regulador de crescimento, o comprimento dos rebentos é
inferior quando comparado com os tratamentos onde ocorreu indugdo com auxina.

A literatura suporta que para muitas plantas lenhosas, o enraizamento é superior
quando os rebentos sdo incubados em obscuridade durante a fase inicial, com posterior
transferéncia para ambiente luminoso (McCown 1988; Sanchez et al. 1996). No caso da
camarinha, a fase de inducéo (fase inicial) teve uma duracéo de 5 dias, com posterior
transferéncia para meio de cultura sem reguladores de crescimento, na presenca de luz,
com ou sem carvao ativado. Neste estudo, verificou-se que a presenca ou auséncia de
luz na fase indutora ndo teve qualquer influéncia na formacao de raizes, no entanto
observou-se que para os tratamentos com utilizacdo de auxina, os piores resultados no
alongamento estao associados a fase de inducdo na presenca de luz. Apesar do AIB
apresentar uma estabilidade superior quando comparado com outras auxinas, este pode
sofrer alguma decomposicdo na presenca de luz, e consequentemente reduzir a sua
atividade (Nor et al. 2009).
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O carvao ativado é frequentemente utilizado na cultura de tecidos vegetais com
o intuito de promover o crescimento e desenvolvimento celular (Buckseth et al. 2018).
O efeito estimulador do carvdo ativado ao nivel do enraizamento encontra-se
relacionado com a reducéo da intensidade luminosa na base do rebento, providenciando
um ambiente propicio & acumulacdo de auxinas, dos seus cofatores ou de ambos, assim
como a adsorcao de substancias como compostos fendlicos e excesso de auxinas e
citocininas provenientes de um meio de cultura anterior (Arthur et al. 2006; Thwe et al.
2015). Embora a adicdo de carvao ativado no meio de cultura tenha apresentado os
melhores resultados na formacao de raizes para Vaccinium myrtillus (Ericaceae) (Cice
& Sokmen 2015), no presente estudo a adicdo deste composto ndo teve qualquer
influéncia no enraizamento ou no alongamento dos rebentos ndo enraizados. Desta
forma, a indugdo radicular com AIB, associada a auséncia de luz nesta fase, com
posterior transferéncia para um novo meio de cultura sem auxinas na presenca de luz,
suplementado ou ndo por carvdo ativado é a combinagdo que melhor promove o
alongamento dos rebentos em Corema album.

Ambas as metodologias, apesar de ndo promoverem a formac&o radicular
permitem o alongamento dos rebentos para posterior enraizamento ex vitro. Apesar de
nao ter sido testado o meio de cultura base, sem a reducdo dos macronutrientes e da
sacarose e, portanto, ndo ser possivel excluir o meio utilizado como motivo de ndo
ocorréncia de enraizamento, considera-se que a regeneragdo de raizes in vitro para a
espécie Corema album é de grande dificuldade, verificando-se recalcitrante para esta
etapa. A recalcitrAncia é a inabilidade das células, tecidos e Grgaos vegetais
responderem a cultura de tecidos. Esta pode ocorrer em todas as fases da cultura
(Benson 2000) e geralmente apresenta uma conotacao genética (Mccown 2000) ou esta
relacionada a fatores como a fisiologia vegetal ou o stresse da cultura in vitro (Benson
2000; Carra et al. 2019). Para muitas espécies vegetais, que apresentam dificuldades
de enraizamento em condi¢des in vitro ou durante a aclimatizacédo, a utilizagdo de
metodologias de enraizamento ex vitro surge como resposta a estas problematicas
(Annapurna and Rathore 2010; Benmahioul et al. 2012a; Huang et al. 2011; Saiju 2006).

A maioria dos estudos relacionados com o enraizamento ex vitro focam-se
sobretudo no tratamento auxinico aplicado nos rebentos ndo enraizados (Aygun &
Dumanoglu 2015; Benmabhioul et al. 2012; Shekafandeh & Shahcheraghi 2017), no
entanto, ao longo dos anos houve um interesse crescente por parte da comunidade
cientifica no efeito de outros fatores no sucesso desta fase. De entre esses fatores, €

possivel destacar a utilizacéo de diferentes substratos (Doina et al. 2015), as condicdes
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de luminosidade (Wozny & Miler 2016), a aplicacdo de citocininas em fases prévias da
cultura (Benmahioul et al. 2012b), o niumero de subculturas (Leva 2011) e o tipo e
concentracdo da fonte de carbono (Bohra et al. 2016). Neste estudo, avaliou-se o efeito
do choque auxinico com diferentes concentracbes de AIB combinadas com dois
substratos distintos na formacéo e no desenvolvimento radicular de Corema album.

A inducao radicular foi realizada recorrendo as concentracdes de 0,2; 0,3; 0,4;
0,5 e 1,0% AIB, com posterior desenvolvimento radicular em substrato jiffy ou P+V.
Vérias espécies foram enraizadas e aclimatizadas com sucesso em ambos o0s
substratos (Clapa et al. 2013; Dodds 1983; Vescan et al. 2012). No entanto, em Corema
album, verificou-se que a inducao radicular foi baixa para todos os tratamentos testados,
sobretudo para a concentracao de 0,3% AIB associada a qualquer um dos substratos,
com uma capacidade de inducdo inferior aos controlos. Tendo em consideragdo que
todas as outras concentracdes apresentaram resultados superiores face aos controlos,
a fraca indugéo de 0,3% AIB, podera estar sobretudo relacionada com o estado fisico
do regulador de crescimento, demonstrando que a utilizagdo de hormona em gel
apresenta efeitos negativos na indugdo radicular de Corema album. O facto das
condi¢des controlo (sem inducdo com AIB) apresentarem inducéo radicular, ainda que
reduzida, ocorre, provavelmente, devido a concentragcdo endogena de AlA. Esta auxina,
gue é naturalmente produzida nas plantas, desloca-se em direcdo a parte inferior e
aumenta a sua concentragdo ao nivel da base, o que conjuntamente com outras
substancias endogenas, estimula a formacgdao radicular (Lone et al. 2010).

De acordo com Martins et al. (2013), o bom desenvolvimento do sistema
radicular no que diz respeito ao nimero de raizes e ao seu comprimento é fundamental
para a maior exploracdo do solo, promovendo a absor¢cdo de agua e nutrientes e
melhorando o crescimento da planta. Desta forma, a associagédo entre 0,2% AIB com
substrato P+V foi a combinacdo que se observou mais promissora, permitindo
simultaneamente a inducéo radicular (perto do valor maximo observado para Corema
album) e um numero razoavel de raizes com o maior comprimento observado. Apesar
de este ser o primeiro registo relativo ao enraizamento de rebentos de camarinha
provenientes de multiplicacdo in vitro, um estudo relacionado com o enraizamento ex
vitro de estacas de Corema album, também evidenciou esta associagdo como a mais
promissora, com percentagem de inducéo radicular de 60% (Alvarez-Cansino et al.
2017).

A rizogénese ex vitro oferece a oportunidade de melhorar a micropropagacéo,

ndo apenas do ponto de vista bioldgico, mas também econdmico. As plantas

76



FCUP
Uso de ferramentas biotecnoldgicas para a valorizagéo de Corema album: Micropropagacgao

desenvolvidas a partir do enraizamento ex vitro apresentam mudltiplas vantagens
comparativamente aquelas desenvolvidas in vitro, nomeadamente um melhor sistema
radicular, com um maior numero de raizes, que facilita a aclimatizacdo e conduz a uma
maior percentagem de plantas sobreviventes (Benmahioul et al. 2012; Goncalves et al.
1998; Yan et al. 2010). Para além disso, o enraizamento ex vitro diminui os custos e a
manipulacdo da cultura, uma vez que 0 enraizamento e a aclimatizacdo (pré-
aclimatizacao) sao realizados simultaneamente (Phulwaria et al. 2012). Durante a fase
de aclimatizacao pretende-se preparar as plantas para as condicfes exteriores pela: 1)
diminuicdo gradual das taxas de transpiragdo dos estomas e da cuticula através da
regulacdo da abertura estomética e do desenvolvimento da espessura cuticular,
conseguida pela diminuicdo controlada da humidade relativa (HR%) (Pospisilova et al.
1999); 2) adaptacao dos cloroplastos e toda a maquinaria fotossintética ao aumento da
intensidade luminosa, com transicdo de um regime de heterotrofia/mixotrofia para
autotrofia (Kozai 1991) e 3) regulacdo da absorcao e translocacao de agua e nutrientes,
conseguido pelo bom desenvolvimento e condutividade do sistema radicular (Fila et al.
1998). Tendo em consideracdo que neste estudo a taxa de sobrevivéncia das plantas
foi de 100% para todos os tratamentos testados, verifica-se que todos estes objetivos
foram atingidos através da utilizacdo simultdnea da metodologia de enraizamento ex
vitro e pré-aclimatizacdo. Varios estudos apresentaram valores idénticos de
sobrevivéncia para o enraizamento ex vitro de outras espécies (Shekhawat & Manokari
2015; Yan et al. 2010b).

2. Estabilidade de ploidia das plantas micropropagadas

A ocorréncia de instabilidade genética é um dos maiores obstaculos aquando da
propagacao in vitro (Tawar et al. 2008). Geralmente, as plantulas derivadas da cultura
de tecidos s&o reconhecidas por exibirem variacdes somaclonais (Larkin & Scowcroft
1981), frequentemente resultantes de um elevado nimero de subculturas, mudangas na
relag@o auxina/citocinina, tipo de explante (Modgil et al. 2005), elevada concentracéo de
reguladores de crescimento (Bairu et al. 2011), assim como pelo stresse oxidativo que
conduz a producdo de radicais livres e consequentemente ao dano no ADN (Jackson et
al. 1998). Estas variacdes podem manifestar-se sobretudo através de alteracdes
epigenéticas (eg: acetilagdo/metilagdo das histonas ou metilagdo do ADN), mutacdes
que podem ser pontuais (eg: em bases), ou grandes mutacdes que implicam alteracbes
da ploidia (eg: euploidias ou aneuploidias) (Krishna et al. 2016).

A variagdo somaclonal geralmente altera a morfologia das plantas produzidas in

vitro, podendo ser detetada visualmente. No entanto, para uma analise mais precisa sao
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frequentemente aplicadas técnicas de rastreio moleculares (eg: microssatélites) e/ou de
analise da ploidia (Sliwinska 2018). A citometria de fluxo, associada a utilizacdo do
iodeto de propidio (um fluorocromo especifico para acidos nucleicos), tem-se mostrado
uma técnica simples, rapida e reprodutivel para a determinacéo do contetdo de ADN e
da variacdo da ploidia na cultura de tecidos vegetais (Escobedo-Gracia-Medrano et al.
2018).

O uso da citometria de fluxo no estudo do conteido gendmico das plantas
micropropagadas de Corema album permitiu descartar a ocorréncia de variacdo
somaclonal associada a alteracbes de ploidia, validando o protocolo de
micropropagacao para a obtencdo de plantas true-to-type desta espécie. A qualidade
da analise de citometria de fluxo foi estabelecida através do valor do coeficiente de
variacao (%), que é um critério elementar para a validagdo de métodos citoldgicos
(Loureiro & Santos 2004). Galbraith et al. (2002) estabeleceram um CV<5% como
critério de aceitacdo. Embora em algumas amostras de Corema album, os valores sejam
superiores ao comumente aceite, para muitas espécies recalcitrantes, como muitas
plantas lenhosas, a obtencéo dos valores recomendados é muito dificil ou até mesmo
impossivel (Loureiro & Santos 2004). Apesar de ndo se verificarem alteracdes na ploidia
através do uso da citometria de fluxo, esta técnica da informacéo limitada acerca de
outras alteracdes que podem ter ocorrido na planta, nomeadamente as mutacdes
pontuais. Desta forma, posteriormente, sera interessante utilizar outras metodologias
(eg: marcadores moleculares) para descartar este tipo de instabilidade.

Este é também um dos primeiros estudos reportando a quantificagdo do genoma

desta espécie.

3. Estado oxidativo das plantas micropropragadas

7

A homeostasia de espécies reativas de oxigénio nas células é conseguida
através do balancgo entre a produgédo de ERO e a sua eliminagdo pelos compostos e
enzimas antioxidantes (Mittler et al. 2004). Neste estudo, avaliou-se o estado oxidativo
das plantas aclimatizadas de Corema album utilizando como referéncia plantas da
mesma espécie recolhidas em campo. O principal foco recaiu no envolvimento dos
mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos na eliminagéo de ERO.

O estado oxidativo das plantas foi seguido através da determinacdo dos niveis
de ERO (02" e H,0,). Verificou-se que o anido superoxido se encontra presente em
niveis mais elevados na planta micropropragadas, contrariamente aos niveis de H,O,,
gue sdo aproximadamente 15,6 vezes superiores na planta de campo. Tendo em

consideracdo que o O>" possui uma meia vida bastante reduzida e é produzido
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localmente, a determinacdo quantitativa dos seus niveis nem sempre descreve com
precisdo aquilo que esta a acontecer na planta (Demidchik 2015), porém a maior
quantidade de H.O, nas plantas de campo pode ocorrer devido a rapida e eficiente
dismutacdo do superéxido. Os niveis elevados de H,O; na planta de campo foram
acompanhados por uma elevada atividade da SOD, a enzima responsavel pela
dismutacdo do O, em H;O, e O, (Banowetz et al. 2004; Fridovich 1975). Na planta
micropropagada, a maior acumulacdo de O, provavelmente consequéncia do stresse
aguando da micropropagacdo sobretudo durante a fase de aclimatizacdo, esta de
acordo com a menor atividade da SOD.

Uma vez que H>O, é uma ERO com uma meia vida mais longa que o0 anido
superéxido, com capacidade de se difundir entre as membranas e em concentracdes
mais elevadas gerar dano oxidativo em regides distantes do seu local de producéo
(Sharma et al. 2012), existem véarios mecanismos antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos capazes de controlar os niveis celulares desta ERO. Neste estudo, a APX,
CAT e GPX sao as enzimas antioxidantes responsaveis pelo controlo dos niveis de
H20:.

Em geral, ndo se verificaram alteragdes significativas na atividade da CAT entre
plantas micropropagadas e de campo. Esta enzima, contrariamente a APX e a GPX,
ndo necessita de um substrato como dador de eletrdes para a redu¢éo do H.O, (Sharma
et al. 2012), e o facto da sua atividade nao variar significativamente entre as plantas de
campo e as plantas micropropagadas podera ser explicada pelo papel menos relevante
da catalase na remocdo do H.O, em Corema album, comparativamente as outras
peroxidases. Por exemplo, isto poderd acontecer porque nos cloroplastos e
mitocéndrias (organelos chave dos processos energéticos) onde a maioria do Oy é
formado , a sua presenca € menor (Halliwell 2006).

Tal como na CAT, também ndo se observam diferencas significativas no
envolvimento da APX entre as plantas micropropagadas e as de campo, sugerindo que
nesta espécie a via da APX pode ter pouca relevancia no controlo antioxidante.

Ja a atividade da GPX é significativamente maior nas plantas de campo,
sugerindo uma ativacdo desta enzima para controlar os elevados niveis de H,O, destas
plantas comparativamente as plantas micropropagadas. No caso da GPX, para que esta
enzima possa decompor o H,O, é necessario que certos compostos fendlicos (eg:
guaiacol) sejam utilizados como dadores de eletrdes (Asada 1994). Desta forma, a maior
atividade desta peroxidase nas plantas de campo também podera estar relacionada com

a maior acumulacéo de compostos fendlicos.
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Relativamente ao conteudo total de proteinas sollveis, verificou-se que as
plantas de campo apresentam uma maior riqueza proteica. Tendo em consideracdo que
a RuBisCO representa 30-50% do total de proteinas solluveis das folhas das plantas C3
(Erb & Zarzycki 2018), ja seria de esperar a maior riqueza das plantas de campo face
as micropropagadas, devido a maior taxa fotossintética esperada. No entanto,
posteriormente, esta hipétese deve ser confirmada através de estudos moleculares.

Para além dos sistemas enzimaticos, as plantas podem recorrer aos
antioxidantes ndo enzimaticos, como os compostos fendlicos, para a reducéo dos niveis
de ERO. Os compostos fendlicos representam o grupo mais importante de antioxidantes
naturais (Gongalves et al. 2017; Huyut et al. 2017) e a sua atividade antioxidante
relaciona-se sobretudo com as suas propriedades redox, que apresentam um papel
importante na adsorcdo e neutralizagcdo de radicais livres, na quelatacéo de singletos e
tripletos de oxigénio e na decomposicdo de peroxidos (Khateeb et al. 2017; Zheng &
Wang 2001). Neste estudo, a quantificacdo da totalidade dos compostos fendlicos
revelou que as plantas de campo possuem aproximadamente 2,8 vezes mais compostos
fendlicos comparativamente as plantas obtidas in vitro. Para além disso, através da
avaliacdo da atividade antiradicalar, verificou-se que as plantas de campo apresentam
uma capacidade antioxidante bastante superior as plantas micropropagadas,
observando-se uma correlagdo positiva entre os dois parametros estudados. Esta
correlagdo foi previamente demonstrada por véarios autores (Cai et al. 2004; Maizura et
al. 2011; Moldovan et al. 2011; Shan et al. 2005; Wong et al. 2006; Wu et al. 2006).
Diversos estudos também evidenciam a maior acumulagédo de compostos fendlicos e a
maior atividade antioxidante em plantas de campo quando comparadas com as
micropropagadas. Por exemplo Costa et al. (2012) referem que o conteldo total de
compostos fendlicos e a atividade antioxidante das plantas selvagens de Thymus
lotocephalos é superior quando comparada com as plantas desenvolvidas in vitro. Outro
estudo comparativo, concluiu que as plantas de campo de Arnica montana apresentam
uma maior atividade antiradicalar, assim como uma maior riqueza em polifendis quando
comparada com as amostras de plantas em estufas resultantes da metodologia in vitro
(Nikolova et al. 2013).

Em suma, verifica-se que os dois tipos de material vegetal apresentam
acumulacdo de ERO de forma distinta, o que sugere diferentes vias de
formacao/neutralizacdo destas moléculas. No entanto, estas diferencas nado se
encontram apenas dependentes do tipo e origem das plantas (micropropagada vs

zigética), existem outros fatores como a idade e as condigBes de crescimento que
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podem contribuir para estes resultados. No que diz respeito as plantas de campo, a
grande acumulacéo de H,O- estd sobretudo relacionada com a maior atividade da SOD,
no entanto no caso das plantas micropropagadas a menor atividade desta enzima
sugere um ajuste da sua atividade ao longo do tempo. A semelhanca da atividade
enzimatica da CAT e APX entre as plantas micropropagadas e as plantas de campo
sugere a menor relevancia destas enzimas na eliminacdo de H.O, em Corema album,
que parece ser sobretudo realizada pelos compostos fendlicos, diretamente como
antioxidantes, ou pela sua participacdo como substrato de enzimas (GPX).

Tendo em consideragdo que uma das principais aplicagdes do protocolo de
micropropagacao de Corema album € a regeneracao ndo natural das suas populacgoées,
€ de esperar que quando transferidas para o seu habitat natural, as plantas resultantes
da metodologia in vitro desenvolvam os mecanismos antioxidantes de forma semelhante
a planta de campo, com uma maior acumulacdo de compostos fendlicos e
possivelmente com uma maior resposta da GPX ao aumento dos niveis de H.O.

Apesar da acumulacao de O observada nao atingir niveis letais para a planta
micropropagada, deverdo ser realizados outros estudos mais informativos que
envolvam a quantificacdo de ERO mais reativos (eg: OH"), assim como estudos
relacionados com a integridade membranar. Para além disso, sera interesse estudar a
fisiologia da planta ndo apenas do ponto de vista oxidativo, mas também relacionada

com a sua performance fotossintética.
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Conclusdes e perspetivas futuras

Corema album tem despertado um interesse crescente por parte da populagéo
e da comunidade cientifica devido ao seu interesse como fonte alimentar e ao seu
potencial medicinal maioritariamente associado as propriedades antioxidantes das suas
folhas e frutos. No entanto, tal como outras espécies, neste momento, a camarinha
encontra-se em perigo de extin¢géo, sobretudo devido a regressao do seu habitat natural,
consequéncia dos efeitos antropogénicos.

Esta dissertacdo permitiu o desenvolvimento e otimizacdo de um protocolo
robusto (figura 26) de micropropagacao de Corema album, que permitira a regeneracao
de plantas para potencial uso industrial e/ou replantagdo em habitats naturais. Para além
de robusto, o protocolo mostrou-se eficiente em termos de multiplicagdo, com uma
capacidade de inducdo de 100% e com a formacdo de um numero médio de 6,8
rebentos na 22 subcultura. Embora o enraizamento in vitro ndo tenha sido alcancado
para esta espécie, indicando a sua recalcitrancia para esta fase, foram encontradas
varias condi¢des propicias ao alongamento in vitro dos rebentos apds a multiplicacéo e
antes do seu enraizamento/pré-aclimatizacao em condi¢des ex vitro. O enraizamento ex
vitro apresenta ja uma taxa de sucesso aceitavel em termos de inducdo radicular, e
permitiu a formagao de um sistema radicular desenvolvido, que conjuntamente com as
restantes adaptacfes da planta durante a pré aclimatizagcdo/ aclimatizacdo conduziu a
uma sobrevivéncia de 100% dos individuos enraizados. No entanto, futuramente
deverdo ser realizados mais estudos de forma otimizar estas ou outras condi¢cdes no
sentido de aumentar a taxa de enraizamento (eg: avaliar o efeito da reducéo do nimero
de subculturas do material vegetal na melhoraria da capacidade de rizogénese).

A utilizacdo de biorreatores de imersédo temporaria também se mostrou uma
opcao viavel para a multiplicacdo em larga escala da camarinha. No entanto, e apesar
de no geral, os resultados obtidos terem sido melhores comparativamente a
multiplicacdo em meio de cultura gelificado, a ocorréncia de desordens fisiologicas como
a hiperhidricidade afetou a eficiéncia deste protocolo. Desta forma, deverdo ser feitas
algumas otimizacdes, sobretudo ao nivel da frequéncia e duracdo do periodo de imersao
e arejamento, com intuito de reduzir a incidéncia de vitrificacdo e consecutivamente
melhorar a sua eficiéncia.

A aplicacdo da técnica de citometria de fluxo excluiu a possibilidade de
ocorréncia de instabilidade genética durante a micropropagacao de Corema album,
evidenciando a eficacia deste protocolo para a producdo de plantas true-to-type desta

espécie. Nao obstante, outros estudos poderdo ser realizados com o intuito de excluir
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mutacdes que ndo podem ser determinadas através desta metodologia, nomeadamente
a utilizacao de marcadores moleculares para a identificacdo de mutacdes pontuais.

Por ultimo, a avaliacdo do estado oxidativo das plantas aclimatizadas, através
da comparacdo com uma referéncia (plantas de campo) apresentou diferencas na
acumulacdo de ERO e nas vias de neutralizacdo/eliminacdo destes compostos. No
entanto, estas diferencas para além de estarem relacionadas com o tipo de material
vegetal (micropropagado vs zigético), relacionam-se ainda com as suas condicdes de
crescimento e idade. Apesar destes mecanismos se apresentarem em geral
aparentemente menos ativos nas plantas micropropagadas face as de campo, sao
suficientes para evitar que os niveis de ERO observados sejam letais durante a
aclimatizacdo. Uma vez transferidas as plantas micropropagadas para o seu habitat
natural, € de esperar que 0s mecanismos antioxidantes se desenvolvam de forma
semelhante nos dois tipos de materiais vegetais. Futuramente, deverdo realizar-se mais
estudos com o intuito de avaliar a possivel acumulacdo de ERO mais reativas (eg: OH),
a integridade membranar, assim como a performance fotossintética destas plantas.

Em suma, conclui-se o desenvolvimento de um protocolo robusto, eficiente (na
maioria das etapas de micropropagacao) e eficaz que permite a producdo de plantas
geneticamente iguais a planta-mde e que apresentam mecanismos antioxidantes
suficientemente desenvolvidos, que impedem a morte e permitem o desenvolvimento
da planta.

Futuramente, sera também interessante avaliar a riqueza nutritiva dos frutos de
Corema album obtidos a partir das plantas micropropagadas, assim como confirmar as
possiveis potencialidades farmacologicas destas plantas através da determinacdo da
sua composigdo fendlica (eg: estudos metabolomicos) e dos efeitos quimio-protetores
contra o stresse oxidativo das suas folhas e frutos (eg: efeitos bioativos dos extratos

apos exposicao a linhas celulares).
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