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Resumo 

Corema album (Ericaceae), comumente conhecida como camarinha, é um 

arbusto dioico endémico da Costa Atlântica da Península Ibérica, cuja distribuição se 

encontra limitada a ambientes costeiros, como dunas de areia e áreas rochosas. Esta 

espécie tem despertado um interesse crescente relacionado com a utilização dos seus 

frutos como alimento e devido às suas potencialidades medicinais. No entanto, a 

regressão do seu habitat natural conjuntamente com a dificuldade de regeneração desta 

espécie, colocam a camarinha em perigo de extinção. Foi objetivo deste trabalho 

valorizar esta espécie usando a cultura in vitro como abordagem biotecnológica. Para a 

multiplicação da camarinha, o meio WPM suplementado com 2 mg/L 2iP + 1 mg/L Cin 

apresentou os melhores resultados. A utilização de 2 mg/L AIB, associado à mistura de 

perlite e vermiculite foi a combinação mais favorável para o enraizamento ex vitro. As 

plantas aclimatizadas apresentaram uma sobrevivência de 100%. Este protocolo de 

micropropagação mostrou-se robusto, possibilitando a regeneração não convencional 

da camarinha. Em paralelo, testou-se a eficiência dos biorreatores de imersão 

temporária na multiplicação de rebentos em larga escala. Apesar dos melhores 

resultados, os rebentos formados apresentaram mais anomalias comparativamente à 

metodologia tradicional.  

A ocorrência de possíveis variações somaclonais durante o processo de 

micropropagação foi analisada através da técnica de citometria de fluxo, que descartou 

a existência de alterações na ploidia e permitiu a validação deste protocolo de 

micropropagação como eficaz para a produção de plantas true-to-type de Corema 

album.  

Apesar das inúmeras vantagens associadas à micropropagação, este é um 

processo indutor de stresse, que conduz à produção excessiva de espécies reativas de 

oxigénio, que podem causar stresse oxidativo e gerar danos irreversíveis. Através do 

estudo do seu estado oxidativo, Corema album demonstrou um desenvolvimento dos 

mecanismos antioxidantes que asseguraram a sua sobrevivência durante a fase de 

aclimatização. Através da comparação com a planta de campo, as plantas aclimatizadas 

de Corema album mostraram um desenvolvimento dos mecanismos antioxidantes 

diferente, em geral com uma menor atividade enzimática e com uma menor acumulação 

de compostos fenólicos, embora seja esperado um desenvolvimento semelhante destes 

mecanismos quando transferidas para campo, como resposta às condições 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. 
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Introdução 

1. Importância das plantas  

A humanidade sempre dependeu do uso de plantas para assegurar as suas 

múltiplas necessidades ao nível da (1) alimentação (eg: cereais, legumes), 

providenciando dietas ricas e fundamentais para o bem-estar humano e animal; (2) 

vestuário, já que muita da roupa é feita com materiais de origem vegetal, direta ou 

indiretamente; (3) saúde, sendo frequentemente utilizadas na medicina tradicional para 

o tratamento/ prevenção de doenças (Dar et al. 2017; Usman et al. 2014). Para além 

disso, as plantas ajudam na melhoria da qualidade do ar, através da fixação de grandes 

quantidades de dióxido de carbono e libertação de oxigénio na atmosfera durante o 

processo fotossintético (Usman et al. 2014).  Apesar dos enormes benefícios para a 

humanidade, muitas espécies vegetais nativas estão a desaparecer a uma taxa 

alarmante,  maioritariamente devido a causas antrópicas (Humphreys et al. 2019; 

Usman et al. 2014).  

1.1. Contextualização medicinal  

 Existem registos da utilização de plantas para fins medicinais desde há milhares 

de anos (Balunas & Kinghorn 2005) na China (Hesketh & Zhu 1997) e na India 

(Scartezzini & Speroni 2000). No entanto, as evidências escritas mais antigas remontam 

há aproximadamente 5000 anos na Suméria, existindo dados arqueológicos que 

sugerem uma utilização ainda mais primitiva (Raskin et al. 2002). Atualmente, uma 

grande parte da população mundial recorre a métodos tradicionais para cuidados 

primários de saúde e, aproximadamente 80% da humanidade, principalmente nos 

países 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 são definidas pela Organização Mundial de Saúde como 

plantas que possuem propriedades ou compostos que podem ser utilizados para fins 

terapêuticos ou que sintetizam metabolitos úteis na produção de drogas (WHO 1977). 

Estas sempre representaram uma das principais matérias primas para a indústria 

farmacêutica. Tradicionalmente, os químicos com potencial efeito na saúde podem ser 

classificados de três formas distintas: produtos naturais originais, produtos derivados ou 

quimicamente 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 terapêuticos, enquanto que a aspirina, 

introduzida no mercado em 1899, foi o primeiro medicamento semi-sintético baseado 
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num produto natural, a salicina, isolado a partir da espécie vegetal Salix alba 

(Veeresham 2012).  

Existe um futuro promissor relativamente à utilização de plantas para fins 

medicinais (tabela 1) , uma vez que a grande maioria das espécies vegetais ainda não 

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

 

2. Corema album: uma espécie com interesse medicinal pouco 

explorada 

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

registos da sua importância na cultura humana, que datam do início do período Neolítico 

(López-Dóriga 2018). Atualmente, o seu fruto é vendido como um produto fresco em 

alguns mercados de Espanha (Galiza e Andaluzia) e Portugal e desperta particular 

interesse por parte das crianças que comem estes frutos como se fossem doces (Gil-

López 2011; León-Gonzáles et al. 2013).  Para além da sua utilização como alimento, 

esta espécie tem sido cultivada como planta ornamental (Gonzales 2011), mas nunca 

apresentou uma grande valorização comercial. 

2.1. Taxonomia 

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

das duas espécies que constituem o género Corema, pertencente à família Ericaceae e 

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

(Dunwiddie 1990).  

2.2. Distribuição geográfica e ecologia 

No que diz respeito à sua distribuição geográfica, Corema album subsp. 

azoricum, é endémica do arquipélago dos Açores (Ormonde & Constância 1991), onde 

se encontra representada em seis das nove ilhas Açorianas. Corema album subsp. 

album encontra-se dispersa na costa atlântica da Península Ibérica (Zunzunegui et al. 

2006), crescendo em solos sob dunas e falésias costeiras (Álvarez-Cansino et al. 2010).  

A espécie Corema conradii é encontrada em sistemas dunares sob as rochas graníticas 

e ígneas das montanhas costeiras do noroeste dos Estados Unidos e sudeste do 

Canadá (Díaz-Barradas et al. 2002; Mcewen 1894).  

Corema album apresenta uma distribuição limitada a ambientes costeiros, 

nomeadamente dunas de areia, locais rochosos e, na Ilha dos Açores em lavas 

vulcânicas e campos de cinzas (Calviño-Cancela 2005; Guitián 1997). Atualmente, a 

distribuição da camarinha encontra-se em regressão tendo até mesmo desaparecido o 

seu habitat natural em várias regiões. Por exemplo, na Galiza, esta espécie, que foi 

outrora abundante, está confinada a duas grandes populações, uma nas Ilhas Cies e 

outra em Camarinhas, na Corunha (Díaz-Barradas et al. 2002). Considera-se que a 

fragmentação e degradação dos habitats são as principais causas de extinção local e 

regressão de numerosas espécies (Fahrig 1997). Os ecossistemas de dunas litorais da 

Península Ibérica têm sofrido uma enorme regressão nos últimos 30 anos devido à 

crescente pressão antrópica fundamentalmente associada a fins urbanísticos e 

recreativos (Clavijo et al. 2003) e à introdução de espécies exóticas de crescimento 

rápido. Estes processos têm colocado em risco a sobrevivência ou a regeneração de 

um número elevado de espécies autóctones, nomeadamente o cedro das dunas 

(Juniperus oxycedrus) e a camarinha (Clavijo et al. 2002). Nos Açores, Corema album 

é uma das espécies considerada de conservação prioritária e é uma das cem espécies 

de risco com elevada prioridade de conservação na região da Macaronésia (Arquipélago 

dos Açores e Madeira, Ilhas Selvagens, Ilhas Canárias e Cabo Verde) (Silva et al. 2008). 
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2.3. Descrição vegetativa – flores e frutos 

Corema album é um arbusto dioico e perene, com numerosas ramificações 

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 morfológica e fisiologicamente dos arbustos do sexo masculino, 

caraterizando-se os primeiros como curtos e curvilíneos, enquanto as do sexo masculino 

são longos e eretos (Andrade 2016; Zunzunegui et al. 2006) 

As folhas apresentam dimensões compreendidas entre 8-10 mm de 

comprimento e 1 mm de largura e estão em verticilos de 3 ou 4, com pecíolos curtos 

(Lisboa 2017). Quando as folhas são jovens, estas são cobertas com glândulas sésseis, 

que desaparecem nas folhas desenvolvidas (De Oliveira & Dale 2012).  

Corema album apresenta flores pequenas com simetria actinomórfica, cujo 

número por inflorescência é variável entre os sexos, nunca excedendo as 20 (Guitián et 

al. 1997). As flores masculinas estão agrupadas em inflorescências de 4-14, possuindo 

as flores três sépalas, pétalas avermelhadas e três estames com anteras vermelhas 

conspícuas. As flores femininas apresentam menores dimensões relativamente às 

masculinas, também com três pequenas pétalas avermelhadas, três sépalas e três 

estigmas vermelhos (Álvarez-Cansino et al. 2010; de Oliveira & Dale 2012; Díaz-

Barradas et al. 2018). As plantas produzem as flores numa fase inicial da primavera, 

começando em fevereiro e estendendo-se até abril (Andrade 2017) e a sua polinização 

é sobretudo realizada pela ação do vento (Guitián et al. 1997; Li et al. 2002) 

No verão, 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 diâmetro de aproximadamente 5-8 mm e geralmente contém três pequenas 

sementes (excecionalmente duas ou quatro) (Álvarez-Cansino et al. 2010; Diaz-

Barradas et al. 2016). O tamanho da semente relaciona-se positivamente com o 

tamanho do fruto (Larrinaga & Guitián 2016). A produção de frutos em Corema album 

estende-se de julho a outubro, correspondendo ao período de temperaturas mais 

elevadas, ausência de chuva e intensa radiação (longas horas de luz solar forte), 

sobretudo nas áreas expostas das zonas costeiras (Diaz-Barradas et al. 2016).  

A dispersão de sementes é um mecanismo extremamente importante para a 

regeneração natural da população de plantas (Calviño‐Cancela 2002), sendo que 

alguns estudos referem a importância de animais frugívoros na regeneração das 

populações de Corema album nos sistemas dunares da Costa Atlântica da Península 

Ibérica (Clavijo et al. 2003; Calviño-Cancela 2005; Calviño‐Cancela 2002).  Os frutos 
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são previamente ingeridos e posteriormente as sementes são dispersas via defecação 

ou regurgitação. Gaivotas (Larus cachinnans Pallas) e melros (Turdus merula), assim 

como pequenos passeriformes e coelhos fazem parte das espécies que realizam a 

dispersão das sementes de camarinha (Calviño‐Cancela 2002). A endozoocoria 

(ingestão e posterior libertação do diásporo) assume importância vital, não apenas pela 

sua intervenção na dispersão, mas também como potenciador quer da germinação das 

sementes através da remoção da polpa e de compostos químicos que poderão ser 

inibidores de germinação (Costa 2011; D’Antonio 1990), quer pela escarificação física e 

química da casca da semente, tornando-a mais permeável à passagem de água e gases 

assim como à perceção de sinais exteriores necessários ao início do processo 

germinativo e estabelecimento das plântulas (Izhaki & Safriel 1990; Traveset 1998).  

 Atualmente, ao contrário de outros pequenos frutos, a camarinha (vulgarmente 

denominada de crowberry portuguesa), não é comercializada nas grandes cadeias de 

distribuição do setor agroalimentar. No entanto, os seus frutos,  que se caraterizam pelo 

seu sabor levemente ácido, riqueza em água, açúcares e fibras (Andrade 2016) têm 

sido tradicionalmente consumidos nas zonas costeiras, frescos ou utilizados na 

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

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

3. Metabolismo vegetal 

As plantas produzem uma vasta gama de metabolitos, estimando-se que 

coletivamente atinjam valores entre os 100000 e 1 milhão. Sendo as plantas seres 

imóveis, muitos destes compostos apresentam papéis essenciais na resistência e 

tolerância da planta aos stresses biótico e/ou abiótico. (Afendi et al. 2013; Dixon & Strack 

2003; Fang et al. 2019; Rai et al. 2017; Weng 2014).  

Figura 1: Planta feminina de Corema album em frutificação. Retirado de: Costa (2011). 
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Os metabolitos primários como os carbohidratos, proteínas, ácidos nucleicos e 

lípidos são produzidos através das vias metabólicas fundamentais como o ciclo de 

Calvin, a Glicólise e o ciclo de Krebs e podem encontrar-se ubiquamente distribuídos 

nas células vegetais, apresentando funções essenciais na sobrevivência e 

desenvolvimento das plantas (Rungsung et al. 2015).  Por outro lado, alguns metabolitos 

secundários, também denominados de metabolitos especializados, podem apresentar 

uma distribuição taxonómica limitada, que pode ser única de uma espécie ou género 

(Kennedy & Wightman 2011; Russell & Duthie 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Embora os metabolitos secundários não apresentem um papel essencial nas 

necessidades metabólicas primárias das plantas, estes melhoram a sua capacidade de 

sobrevivência e facilitam a sua interação com o ambiente (Kennedy & Wightman 2011), 

uma vez que possuem um papel fundamental na resposta aos stresses biótico e abiótico 

(eg: herbivoria), interações benéficas com insetos (eg: polinização) e comunicação com 

outras espécies vegetais e não vegetais (eg: alelopatia) (Moghe & Last 2015; Pichersky 

& Lewinsohn 2011; Saito & Matsuda 2010; Wink 2010). Os metabolitos secundários são 

frequentemente extraídos das plantas e utilizados como fitofarmacêuticos, fragrâncias, 

inseticidas e corantes, conferindo-lhes um elevado valor económico (Pagare et al. 2015).  

(2) 

(3) 

(3) 

Figura 2: Esquema representativo das vias metabólicas envolvidas na formação das três classes principais de 
metabolitos secundários. Cada uma das vias está assinalada com os números 1, 2 ou 3. Retirado de: Ramawat et al. 
(2009). 

.  
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De uma forma generalizada, os metabolitos secundários podem ser classificados 

com base na estrutura química (eg: existência de anéis e açúcares), composição (eg: 

presença ou ausência de azoto), solubilidade em vários solventes e as vias metabólicas 

pelos quais são sintetizados (Devika & Koilpilai 2012). Assim, estes podem ser divididos 

em: (1) compostos fenólicos, (2) compostos que contêm azoto, como os alcaloides e (3) 

terpenos (figura 2). 

3.1. Metabolismo de Corema album: compostos de interesse 

medicinal 

As crescentes evidências científicas sobre relação entre a dieta alimentar e a 

saúde têm aumentado a procura do consumidor por um maior número de informação 

acerca de dietas nutricionalmente ricas, que incluem sobretudo frutas e legumes 

(Nöthlings et al. 2008). Os constituintes bioativos destes alimentos apresentam efeitos 

benéficos para a saúde humana e o seu consumo tem um papel importante na 

prevenção de uma vasta gama de doenças (Joshipura et al. 1999; Timlin & Pereira 

2007). Os frutos silvestres/bagas poderão ser um dos componentes incluídos nas dietas 

saudáveis, uma vez que de uma forma geral contêm elevados níveis de compostos 

fenólicos, incluindo ácidos fenólicos, glicosídeos flavonoides e antocianinas (León-

Gonzáles et al. 2013), existindo numerosos estudos que sugerem que o seu consumo 

apresenta efeitos benéficos na saúde: prevenção de infeções do trato urinário (Jepson 

& Craig 2007), neuroprotecção (Fuentealba et al. 2011; Krikorian et al. 2010), redução 

do risco de doença cardiovascular (Sesso et al. 2007) e prevenção do cancro (Neto 

2011; Seeram 2008; Truchado et al. 2013).  

Recentemente, diversos estudos têm evidenciado o carater antioxidante dos 

frutos e folhas de Corema album, maioritariamente associado à sua riqueza em 

compostos fenólicos (Andrade et al.  2017; Diaz-Barradas et al. 2016; León-gonzález et 

al. 2012; Macedo et al. 2015). León-Gonzáles et al. (2013) identificaram e quantificaram, 

por técnicas de cromatografia, quinze compostos presentes no fruto da camarinha, 

incluindo ácidos fenólicos (2268 mg/Kg), flavonoides (638 mg/Kg) e antocianinas (19 

mg/Kg), verificando-se que os ácidos fenólicos são os principais constituintes deste 

fruto. Inseridos neste grupo foram ainda identificados onze compostos distintos: ácido 

benzoico, ácido salicílico, ácido t-cinâmico, ácido p-hidrobenzóico, ácido vanílico, ácido 

gentísico, ácido siríngico, ácido p-cumárico, ácido gálico, ácido ferúlico e ácido cafeico, 

sendo os ácidos benzoico, vanílico, ferúlico e cafeico os mais abundantes. Para além 
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disso, León-Gonzáles et al. (2012) comprovaram os efeitos protetores de extratos 

fenólicos do fruto da camarinha contra o stresse oxidativo em células hepáticas. 

Ferreira (2018) também evidenciou os frutos e folhas de Corema album como 

potenciais fontes de compostos fenólicos 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 

citotóxicos contra a linhagem de células HT-29 de cancro do colón, induzindo a morte 

celular das mesmas. Também o seu efeito no controlo da doença de Parkinson, um dos 

distúrbios neurodegenerativos mais comuns, que se encontra associado à agregação 

da alfa-sinucleína, responsável pela formação 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 fração rica em polifenóis apresenta uma ação protetora contra 

o stresse oxidativo, assim como contra a toxicidade induzida pela alfa-sinucleína 

(Macedo et al. 2015).   

4. Abordagens biotecnológicas para a propagação de espécies 

vegetais 

As ferramentas biotecnológicas apresentam um papel fundamental na 

multiplicação e no melhoramento genético de plantas, através da utilização de técnicas 

de regeneração in vitro e de transformação genética (Bhatia et al. 2015). Muitas 

espécies que contêm compostos de elevado valor/bioatividade são difíceis de cultivar 

(Mulabagal & Tsay 2004; Rates 2001) e, por outro lado, a síntese química dos 

compostos derivados das mesmas é frequentemente não viável economicamente, 

devido às suas estruturas complexas e às necessidades estereoquímicas específicas 

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 extinção, sendo a sua proteção urgente 

(Liao et al. 2006).   

4.1. Princípios básicos de micropropagação 

Técnicas como a propagação por cultura in vitro, em particular a micropropagação, 

podem contribuir para a resolução dos problemas supracitados. A micropropagação é 

uma das técnicas com maior relevância, que utiliza pequenas secções de tecidos ou 

órgãos, denominados explantes, removidos de um órgão/planta dador, desinfetados e 

cultivados assepticamente em meio de cultura geralmente definido (líquido ou sólido), 

sob condições ambientais controladas (Flickinger 2010; Zhou & Wu 2006). Esta técnica 
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baseia-se na capacidade de totipotência apresentada pelas células vegetais, onde a 

diferenciação é reversível. A generalidade das células diferenciadas retém a capacidade 

de desdiferenciar e adquirir um estado meristemático, podendo posteriormente ocorrer 

a diferenciação das células descendentes e, via organogénese/embriogénese originar-

se uma planta completa (Bhojwani & Razdan 1996; Vasil & Vasil 1972). A 

micropropagação poderá desta forma apresentar algumas vantagens face aos métodos 

de cultura tradicionais, nomeadamente (1) a produção um elevado número de plantas 

num espaço e período de tempo relativamente reduzidos (Debnath et al. 2006); (2) 

conservação de genótipos de “elite”, raros e/ou economicamente importantes (Rani & 

Raina 2000); (3) produção de uma elevada quantidade de plantas semelhantes com a 

planta mãe, no seu tamanho, forma, cor das flores, presença e concentração de 

metabolitos (Suman 2017) e (4) produção de plantas independentemente do clima, 

estação do ano e condições ambientais, desde que as condições da cultura (luz, 

temperatura e humidade) sejam especificamente controladas durante o procedimento 

(Mehrotra et al. 2007). 

Por outro lado, apesar das vantagens supracitadas, a micropropagação apresenta 

também algumas potenciais desvantagens, como (1) elevados custos de produção, 

maioritariamente derivados do custo da mão-de-obra (Etienne & Berthouly 2002); (2) 

contaminação, sendo algumas das maiores perdas económicas ao nível da 

micropropagação comercial causadas pelas contaminações das culturas de plantas, 

quer endógenas ou induzidas durante o processo  (Leifert et al. 1994); (3) níveis de 

variação somaclonal superiores aos aceitáveis (Bairu et al. 2011; Miguel & Marum 2011) 

e (4) plântulas com taxa de sobrevivência reduzida durante a aclimatização (Chandra et 

al. 2010).  

4.2. Importância do meio de cultura 

O sucesso da cultura de tecidos vegetais como estratégia de propagação de 

plantas é altamente influenciado pela natureza do meio de cultura utilizado (George et 

al. 2008). Apesar de existirem diversos meios de cultura disponíveis, o 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 

constituído por alguns dos seguintes componentes: macronutrientes na ordem dos mM, 
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micronutrientes na ordem dos μM, vitaminas cuja concentração é variável de acordo 

com o tipo de cultura, aminoácidos ou outros suplementos de azoto, açúcares como 

fonte de energia e carbono, outros suplementos orgânicos indefinidos, agentes de 

gelificação 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 fisiológicos (Stirk 

& Staden 2014). Estes são componentes críticos do meio de cultura, uma vez que 

estimulam a divisão celular e regulam o crescimento e diferenciação de rebentos, raízes 

e embriões nos explantes (Narayana et al. 2016). Nestes, podem incluir-se cinco classes 

distintas de fitohormonas: auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e ácido abscísico  

(Poonam et al. 2014),  sendo as auxinas e as citocininas reconhecidas como moléculas 

chave de sinalização no desenvolvimento (Moubayidin et al. 2009). Já é vastamente 

reconhecido que uma concentração elevada de citocinina favorece o desenvolvimento 

de rebentos (caulogénese), enquanto que a concentração elevada de auxinas favorece 

o desenvolvimento de raízes (rizogénese e/ou eventualmente embriogénese) e 

concentrações equilibradas de ambos os reguladores conduzem à formação de tecido 

caloso (callus) (George et al. 2008a).  

 Para além da composição basal do meio de cultura e da adição dos 

reguladores de crescimento, existe outro fator limitante no sucesso da micropropagação 

vegetal: valor do pH. De uma forma generalizada, os valores de pH entre 5,5-5,8 são os 

recomendados para a cultura in vitro na maioria das espécies vegetais (George 1993; 

Ostrolucká et al. 2010).  
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Tabela 2: Principais constituintes do meio de cultura vegetal. 

 

4.3. Importância das condições de cultura  

O material vegetal deverá ser mantido sob condições ambientais controladas, de 

modo a atingir um crescimento ótimo. Todos os tipos de cultura deverão ser incubados 

em condições de temperatura controlada, evitando flutuações superiores a ± 0.3°C. A 

humidade relativa (HR%), é em geral elevada durante a cultura in vitro (~98%, baixando 

durante a aclimatização). Também a qualidade da luz deverá ser em geral de baixa 

intensidade e ajustável em termos de quantidade e duração do fotoperíodo (eg: 

lâmpadas fluorescentes), que varia entre dias longos, dias neutros ou dias curtos (Bhatia 

et al. 2015).  

4.4. Fases da micropropagação  

Os métodos de micropropagação de plantas podem dividir-se em três tipos 

distintos, consoante o material inicial e a resposta obtida, nomeadamente a proliferação 

de meristemas existentes no explante inicial, indução da organogénese e formação de 

embriões somáticos. De uma forma generalizada, a cultura de tecidos vegetais pode 

Constituinte Exemplo 

Macronutrientes N, P, K, Ca, Mg, S (Saad & Elshahed 2012) 

Micronutrientes Fe, Mn, B, Zn, Mo, Cu, Cl (Santos 2016) 

 

Fonte de Carbono 

Sacarose, glucose, frutose, sorbitol (Swedlund & Locy 

1993; wamy et al. 2010; Yaseen et al. 2012) 

 

Vitaminas 

Tiamina, piridoxina, ácido nicotínico, mio – inositol 

(George et al. 2008) 

 

Aminoácidos 

 

Glicina, glutamina, asparagina, L-arginina, cisteína, L-

tirosina (Kadhimi et al. 2014; Torres 1989b) 

 

Suplementos Orgânicos Indefinidos 

Água de coco, extrato de bactéria, extrato de malte, 

hidrolisado de caseína (Molnár et al. 2011) 

 

 

Agentes Gelificantes 

Agar, poliacrilamida, extratos de tecidos mucilaginosos, 

polissacarídeos microbianos, agarose, amidos vegetais 

(Henderson & Kinnersley 1988.; Liu 1989;  Sovari 1986;  

Titel et al. 1987; Wang & Hu 1980) 

 

 

Reguladores de Crescimento 

Ácido indoloacético, ácido indolbutírico, ácido 

naftalenoacético, 2-(isopentenil)ademina, cinetina, 6-

benzilaminopurina, ácido abscísico (Flickinger 2013; 

Gaspar et al. 1996; George et al. 2007; Rai et al. 2011; 

Viana & Mantell 1998) 
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dividir-se em cinco fases distintas (0-IV) (figura 3), propostas por Murashige (1974) e 

Debergh & Maene (1981).  

4.4.1. Seleção do stock/plantas de elite  

 O primeiro passo no processo de micropropagação é a seleção do stock ou 

das plantas de elite que apresentem caraterísticas desejáveis para a sua multiplicação 

em grande escala (Bhatia & Sharma 2015). Esta fase envolve a preparação da planta-

mãe, de modo a providenciar explantes de qualidade para um melhor estabelecimento 

em condições assépticas na fase I (Bhojwani & Razdan 1996).  

 A fase de pré-propagação (também denominada de fase 0 requer a 

manutenção apropriada da planta-mãe (eg: em estufa) preferencialmente em condições 

livres de agentes patogénicos e pragas (Shastri 2006). Uma vez que as condições 

fitossanitárias da planta dadora são um dos aspetos mais importantes a ter em 

consideração, são aplicados pré-tratamentos à base de fungicidas e/ou inseticidas 

sistémicos, por vezes ainda acrescidos de antibióticos (Altafin 2005).   

 Desta forma, deve ser providenciada uma seleção e manutenção efetiva da 

fonte dos explantes para garantir que esta possui as seguintes caraterísticas (Flickinger 

2010): (1) representante certificada da espécie ou cultivar desejada; (2) planta com 

aspeto saudável e vigoroso, com potencial para responder às condições da cultura e (3) 

planta aparentemente livre de doenças e contaminações endógenas. 

4.4.2. Estabelecimento em cultura asséptica  

O objetivo primordial da fase I centra-se na obtenção de uma cultura vegetal em 

condições assépticas (livre de infeções obvias), com uma percentagem satisfatória de 

explantes que sobreviva e apresente um rápido crescimento (Murashige 1974).  

Ácaros, fungos, leveduras e bactérias têm sido relatados como contaminantes 

em culturas in vitro (Blake 1988; Enjalric et al. 1987; Leggat et al. 1988; Leifert et al. 

1989), sendo a presença de bactérias considerada a forma mais grave de 

contaminação, que pode conduzir a taxas reduzidas de multiplicação e enraizamento, 

ou até mesmo à morte das culturas vegetais (Leifert et al. 1989). De uma forma 

generalizada, existem quatro fontes distintas de infeção: a planta, o meio nutritivo, o ar 

e o operador, sendo que a planta representa a fonte de infeção mais importante (Pierik 

1997). Com o intuito de eliminar a ocorrência de contaminação durante a propagação in 

vitro têm sido desenvolvidos vários protocolos de desinfeção (Barrett & Cassells 1994; 

Herman 1996; Hussain et al. 1994; Mihaljevic et al. 2013). Uma vez que as superfícies 

dos materiais vegetais estão naturalmente contaminadas com microrganismos 
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provenientes do meio ambiente, a desinfeção dessas superfícies usando substâncias 

químicas é um processo crítico, sendo os desinfetantes mais comumente utilizados o 

hipoclorito de sódio, hipoclorito de cálcio, etanol, cloreto de mercúrio, peróxido de 

hidrogénio e o nitrato de prata (Mihaljevic et al. 2013). Frequentemente, adiciona-se uma 

substância surfactante (eg: Tween 20) à solução de desinfeção, com o objetivo 

aumentar a eficiência da mesma (Oyebanji et al. 2009).  

Apesar da principal fonte de contaminação ser o material vegetal, a  proliferação 

de contaminantes é potenciada no meio de cultura (Bertoncelli et al. 2009), podendo 

levar a um domínio 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 rápido, levando a uma depleção 

dos nutrientes e produzindo toxinas que afetam o crescimento, ou que conduzem à 

morte do tecido vegetal (Guri & Patel 1998). 

4.4.3. Multiplicação e alongamento 

O objetivo primordial da fase II centra-se na multiplicação de órgãos e estruturas, 

que são capazes de formar plantas completas (Sathyanarayana & Verghese 2007). 

Geralmente, a multiplicação é melhorada pela adição de citocinina isolada ou 

combinada com uma pequena quantidade de auxina ao meio de cultura, sendo que a 

presença e quantidade destes reguladores de crescimento até ao momento é 

empiricamente determinada (Sathyanarayana & Verghese 2007). Em determinados 

casos, quando os rebentos não possuem dimensões adequadas (geralmente < 1cm), a 

multiplicação pode ser seguida de uma subfase denominada alongamento, na qual os 

rebentos adquirem um tamanho superior devido à ação de agentes como as giberelinas, 

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

4.4.4. Enraizamento  

O enraizamento de pequenos rebentos é geralmente um processo problemático, 

no qual se verificam perdas de material vegetal, com vastas consequências ao nível 

económico (de Klerk 2002).  

O desenvolvimento de raízes pode ser alcançado através de duas metodologias 

distintas (Canhoto 2010):  

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

2. In vitro (Bhatia & Sharma 2015); 

Os dois métodos supracitados são muitos distintos entre si em vários aspetos, 

nomeadamente no tempo de exposição à auxina, que se verifica bastante reduzido no 
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enraizamento ex vitro, enquanto que na técnica in vitro pode ocorrer durante um longo 

período de tempo (de Klerk 1997), na morfologia das raízes formadas, verificando-se 

que  o enraizamento ex vitro geralmente conduz à formação 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 plântulas enraizadas ex vitro não requerem um aclimatização previa à 

sua transplantação para ambiente de estufa (Pruski et al. 2000; Yan et al. 2010), 

permitindo uma redução nos custos de manipulação e do tempo necessário para os 

processos de enraizamento e aclimatização (Ranaweera et al. 2013).  

Com o intuito de enraizar os rebentos provenientes da multiplicação, várias auxinas 

podem ser utilizadas (eg: ácido indoloacético (AIA), ácido indolbutírico (AIB), ácido 

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; Gonçalves et al.1998; Krikorian 1995; Štefančič et al. 2005). 

Existem vários fatores, para além daqueles que apresentam um carater hormonal , 

que estão envolvidos na capacidade de enraizamento de uma espécie vegetal, 

nomeadamente a existência de determinadas combinações genéticas que são mais 

favoráveis à formação de raízes, ou a presença de mutações que possam limitar este 

processo (Canhoto 2010). Fatores físicos como o stresse hídrico, elevadas 

temperaturas, redução da concentração de sais do meio de cultura e utilização de 

carvão ativado (composto com capacidade adsorvente), têm sido indicados como 

promotores do enraizamento (Arigita et al. 2010; Canhoto 2010; Silva et al. 2017; Sota 

& Kongjika 2014; Verma 2012). 

4.4.5. Aclimatização 

 Apesar do processo de micropropagação ser extensamente utilizado para a 

rápida multiplicação de várias espécies vegetais, a sua utilização é frequentemente 

restringida devido ao elevado número de mortes e danos do material vegetal, aquando 

da sua transferência para as condições ex vitro (Deb & Imchen 2010). Desta forma, de 

modo a preparar as plantas para a sua transição para o ambiente externo é fundamental 

a sua aclimatização (Bhatia & Sharma 2015). 

 A aclimatização é definida como a adaptação climática 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 infeções, 

ocorrendo uma mudança de um ambiente heterotrófico para um regime de autotrofia 

(Bhatia & Sharma 2015).   
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 As plântulas ou rebentos que são mantidos em condições de crescimento in 

vitro são expostas com continuidade a um único microambiente, selecionado com o 

objetivo de providenciar condições ótimas para o desenvolvimento da planta, assim 

como o mínimo de stresse possível (da Silva 2006). Geralmente, as plantas  

desenvolvem-se dentro de frascos de cultura, sob condições otimizadas e controladas 

(descritas acima), que conduzem ao desenvolvimento de caraterísticas fisiológicas e 

morfológicas diferentes das plantas que crescem em condições ex vitro (Chandra et al. 

2010; Hazarika 2003). Por exemplo, a ausência de estomas funcionais e a presença 

uma cutícula fina (que pode levar a que a planta entre em dessecação) (Pospíšilová et 

al. 1999) e a existência de um sistema radicular frequentemente disfuncional e com os 

ápices radiculares em geral pouco expostos ao stresse mecânico (o que pode 

comprometer a absorção de água e nutrientes) (Fila et al. 1998), representam 

caraterísticas que contribuem para o insucesso da transferência para o ambiente ex vitro 

(Mathur et al. 2008). Além disso, a baixa intensidade luminosa a que estão expostos os 

rebentos in vitro, promove a mixo/heterotrofia, não estimulando o funcionamento dos 

cloroplastos (Kozai 1991). Após a transferência das condições in vitro para ex vitro, as 

plantas necessitam de corrigir as anomalias supracitadas para garantirem a sua 

sobrevivência 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 (Pospíšilová et al. 1999).  

 Na fase de aclimatização recorrendo aos métodos convencionais as plantas 

são primeiramente retiradas dos frascos de cultura de forma gradual, ocorrendo 

posteriormente a remoção de todo o agar. As plantas devem ser lavadas em água 

corrente cuidadosamente, uma vez que os nutrientes e a sacarose podem ser usados 

como meio para o crescimento de organismos causadores de doenças. Tipicamente, as 

plantas podem ser também lavadas em solução fungicida (Ehirim et al. 2014; Santos 

2016). Posteriormente, estas são transferidas  para vários tipos de recipientes 

preenchidos com diferentes substratos, desde turfa, perlite, solo, vermiculite isolada ou 

combinada (Clapa 2013). Tradicionalmente, o ambiente de aclimatização ex vitro é 

ajustado de modo a que os níveis de humidade relativa e intensidade luminosa sejam 

regulados gradualmente, evitando a dissecação e morte das plantas devido a uma 

grande mudança no ambiente (Kumar & Rao 2012).   
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4.5. Potencialidades da micropropagação de Corema album 

Apesar de em Corema album a produção de frutos ser bastante abundante, o 

processo de germinação e a sobrevivência de plântulas e indivíduos jovens não 

apresenta tanto sucesso, limitando a colonização de novos territórios e, 

consequentemente o rejuvenescimento da população (Lopes 2015). Estas 

caraterísticas, associadas à regressão da distribuição da camarinha em muitas áreas 

dunares tem levado ao interesse no seu estabelecimento como cultura. No entanto, a 

informação sobre o seu sistema de reprodução é escassa, representando um parâmetro 

essencial para a sua gestão sustentável e conservação (Oliveira et al. 2016). Neste 

sentido, a biotecnologia, nomeadamente a otimização de técnicas de cultura in vitro, 

como a micropropagação, surge como um caminho alternativo aos problemas e desafios 

previamente mencionados.  

Várias técnicas de micropropagação como embriogénese somática (Canhoto et 

al. 1999), organogénese (Arezki et al. 2000) e proliferação de rebentos axilares (Jain & 

Häggman 2007) têm sido aplicados na propagação in vitro de diversas plantas lenhosas. 

De entre todas estas metodologias, a proliferação de rebentos axilares é a mais 

frequentemente utilizada na propagação clonal de Ericaceae (Gomes & Canhoto 2009).  

Arbustus xalapensis (Mackay 1996), Kalmia latifolia (Lloyd & McCown 1980), 

Oxydendrum arboreum (Banko & Stefani 1996), Rhododendrum (Anderson 1984) e 

várias espécies pertencentes ao género Vaccinium (Gajdošová et al. 2007; Gomes & 

Canhoto 2009; Isutsa & Pritts 1994; Ostrolucká et al. 2007), são exemplos de Ericaceae 

micropropagadas com sucesso.  

Figura 3:Principais fases de micropropagação (Fase 0, I, II, III e IV). A fase 0, corresponde à seleção do stock vegetal, 
fase I ao estabelecimento da planta in vitro, fase II à multiplicação e alongamento, a fase III ao enraizamento in vitro ou 
ex vitro do material aclimatizado na fase IV. Adaptado de Hartman et al. (2011) 

Fase II 
 

Fase III 

Fase IV 

Fase 0 Fase 0 
Fase I Fase II 
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Atualmente, alguns estudos referentes à cultura in vitro para o estabelecimento 

e multiplicação da camarinha demonstram que o meio de cultura MS com os 

macronutrientes a metade da concentração  foi utilizado conjuntamente com a citocinina 

N6-(2-Isopentenil)adenina (2iP) para o estabelecimento desta espécie (Gonçalves & 

Pinto 2019). No entanto, os melhores resultados em termos de multiplicação foram 

conseguidos para a utilização do meio de cultura WPM suplementado por 2 mg/L 2iP e 

1 mg/L 6-Benzilaminopurina (BAP) (Gonçalves & Pinto 2019). 

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

na produção de plantas  

A micropropagação é atualmente aplicada a um grande número de espécies 

vegetais, no entanto continua a possuir custos de produção elevados devido ao trabalho 

manual intensivo ao longo das várias fases de cultura. Assim, a automatização e a 

utilização de culturas líquidas em grande escala para a propagação in vitro de plantas, 

nomeadamente os biorreatores,  são essenciais para ultrapassar algumas destas 

limitações (Paek et al. 2001; Ziv 2005). Os objetivos primordiais da aplicação dos 

sistemas de biorreatores passam por providenciar condições ótimas de crescimento 

através da regulação dos parâmetros químicos e físicos, com o intuito de atingir o 

rendimento e a qualidade máxima dos propágulos, assim como manter os custos de 

produção reduzidos através da automatização e da integração de aparelhos de baixo 

custo (Hvoslef-Eide & Preil 2005).  Enquanto que, na micropropagação convencional 

são usados pequenos frascos com um número reduzido de explantes, que requerem 

uma intensa manipulação e uma grande quantidade de trabalho especializado, os 

biorreatores utilizam grandes recipientes contendo meio líquido com uma elevada 

quantidade de explantes, o que diminui a frequência de manipulações (Lima et al. 2012).  

A produção em escala de plantas através do uso de biorreatores pode ser alcançada 

através da indução da embriogénese somática (Denchev et al. 1992; Greidziak et al. 

1990; Stuart et al. 1987; Terashima & Nishimura 1991) ou através da técnica de 

multiplicação de rebentos meristemáticos (Hagimori et al. 1984; Katagi et al. 1986; 

Takayama & Akita 1994; Takayama 1986). 

 Diversos estudos descreveram a micropropagação em larga escala recorrendo 

a dois tipos de biorreatores distintos: aqueles em que as culturas estão 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 fermentação, 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 ocupação de um recipiente com tecidos vegetais, que é 

periodicamente preenchido com solução nutritiva (Aitken-Christie  & Jones 1987; Ducos 

et al. 2010; Krueger et al. 1981; Tisserat & Vandercook 1985). Apesar da existência de 

diferentes tipos de biorreatores, a sua eficácia está dependente de parâmetros comuns 

como o oxigénio dissolvido, a agitação, o pH e a disponibilidade de nutrientes (Paek et 

al. 2005). É importante ter em consideração que diferentes espécies vegetais e 

diferentes materiais de propagação apresentam diferentes especificidades quanto ao 

microambiente no biorreator, sendo necessário selecionar o tipo de biorreator mais 

apropriado tendo em consideração estas caraterísticas (Mamun et al. 2015). 

5.1. Biorreatores de imersão temporária  

Os biorreatores de imersão temporária (BIT) são sistemas automáticos simples, 

desenhados para providenciarem o melhor ambiente, através da melhoria das 

transferências gasosas e de nutrientes, assim como da diminuição do stresse mecânico 

com o intuito de reduzir desordens fisiológicas e preservar a integridade morfológica de 

culturas vegetais in vitro (Steingroewer et al. 2013).   

Entre os diferentes tipos de biorreatores, os BIT (figura 4) têm ganho 

popularidade para a micropropagação de espécies vegetais (Ahmadian et al. 2017; 

Topoonyanont et al. 2011; Zhang et al. 2019). De uma forma generalizada, estes 

biorreatores são formados por dois recipientes de vidro ou plástico, em que um deles 

contém o material vegetal, enquanto o outro armazena o meio de cultura líquido. A 

transferência do meio para o recipiente que contém o material vegetal ocorre através de 

um tubo de silicone pela ação da pressão positiva exercida por uma bomba de ar, 

verificando-se a imersão temporária dos explantes, ocorrendo este processo em 

intervalos de tempo regulares pré-determinados. Quando o tempo de imersão termina, 

a bomba de ar é acionada e por ação de uma válvula solenoide o fluxo de ar ocorre na 

direção oposta, havendo circulação de meio para o outro recipiente. O ar que circula no 

sistema de biorreatores é esterilizado devido à sua passagem por filtros acoplados aos 

tubos de silicone (Lima et al. 2012).  
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6. Análise de estabilidade de ploidia em material 

micropropagado 

6.1. Aplicação da citometria de fluxo à análise de ploidia 

A variação somaclonal foi um termo proposto para descrever a variação genética 

em plantas regeneradas através de métodos de cultura de células e tecidos vegetais 

(Sahijram 2015).  Apesar desta variação apresentar conotações positivas relacionadas 

com a possibilidade de seleção de novas variantes com resistência a doenças, com 

melhor qualidade e com maior rendimento (Mehta & Angra 2000; Prediere 2001), uma 

das maiores finalidades do processo de micropropagação é a obtenção de plantas 

geneticamente idênticas à planta-mãe, com valores de variação somaclonal aceitáveis 

(Krishna et al. 2016). Contudo, podem ocorrer mutações devido a alterações na 

sequência de ácido desoxirribonucleico (ADN) (eg: mutações pontuais) ou no nível de 

ploidia (eg: euploidia/aneuploidia), sendo estas últimas facilmente detetadas 

recorrendo a técnicas como a citometria de fluxo.  

A citometria de fluxo encontra-se entre os métodos mais comumente utilizados na 

avaliação da variação somaclonal (Brito et al. 2010), e devido às suas vantagens como 

um elevado rendimento, precisão e resolução, assim como a destruição negligenciável 

do material vegetal e baixo custo de manuseamento por amostra, tem substituído 

Figura 4: Esquema representativo de um BIT, demonstrado a transferência do meio e o movimento do ar entre o 
reservatório do meio de cultura e o reservatório contendo o material vegetal. Retirado de: Lima et al. (2012). 
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outros métodos utilizados para a determinação do conteúdo genómico/ análise da 

ploidia em vários laboratórios (Sliwinska 2018; Vrána et al. 2014). 

Para além da análise de ploidia e da estimativa do conteúdo de ADN genómico, a 

citometria de fluxo é utilizada na biotecnologia de plantas para o  estudo do ciclo 

celular, determinação do sexo numa fase prévia do crescimento, análises de 

genotoxicidade e análises e separação de cromossomas (Loureiro & Santos 2004).  

6.2. Princípios da citometria de fluxo 

A citometria de fluxo é uma tecnologia que mede e analisa simultaneamente 

múltiplas características físicas de partículas individuais (geralmente células) à medida 

que fluem, através de um feixe de luz (Sacerdoti et al. 2016).  Apesar das células serem 

mais comumente analisadas, outras partículas como núcleos, cromossomas e 

pequenas moléculas podem também ser estudadas (Givan 2013). Historicamente, o 

primeiro citómetro de fluxo desenvolvido caraterizava-se como uniparamétrico, 

detetando apenas o tamanho celular. No entanto, atualmente, instrumentos mais 

sofisticados são capazes de detetar 14 parâmetros diferentes, simultaneamente (Adan 

et al. 2017; Wilkerson 2012). 

O citómetro de fluxo é um instrumento compostos por três partes distintas: 

fluídica, ótica e eletrónica, possuindo adicionalmente uma componente informática 

(figura 5) (Doležel et al. 2007). O sistema fluídico do citómetro tem como objetivo 

primordial posicionar as células (ou partículas) no ponto exato em que o feixe luminoso 

irá atravessar as células individualmente, sendo este processo denominado de focagem 

hidrodinâmica (Suthanthiraraj & Graves 2013). Relativamente ao sistema ótico este 

divide-se em duas partes: ótica de excitação e ótica de emissão. A ótica de excitação é 

composta por um laser com lentes de foco e prismas, enquanto a ótica de emissão 

possui lentes, espelhos e filtros  que reúnem e direcionam a luz dispersa ou fluorescente 

para detetores óticos específicos (Gupta et al. 2016; Weaver 2000). Quando as 

partículas intersectam o feixe de luz, ocorre um processo de dispersão fotónica e/ou de 

emissão de fluorescência, cuja intensidade está dependente das características das 

partículas (Côrte-Real et al. 2002). A terceira parte do citómetro de fluxo, o sistema 

eletrónico, é responsável pela conversão dos sinais luminosos em dados numéricos, 

usados nas análises computacionais posteriores (Wilkerson 2012).  
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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 avaliação do fenótipo e 

desempenho das plantas micropropagadas. O stresse oxidativo (SO) é definido como o 

desequilíbrio entre a manifestação sistémica de espécies reativas de oxigénio (ERO) e 

a capacidade de um sistema biológico eliminar os intermediários reativos ou reparar os 

danos resultantes (Ozougwu 2016). Situações de stresse abiótico e biótico conduzem a 

respostas de SO que danificam componentes celulares e os tornam disfuncionais 

(Demidchik 2015).  

 O estado fundamental do oxigénio (O2) é relativamente pouco reativo, no entanto 

durante os processos metabólitos essenciais e como consequência de exposição a 

perturbações ambientais como elevados níveis de luminosidade, seca, metais pesados, 

concentrações elevadas de sais, temperaturas extremas, poluição aérea, radiação 

ultravioleta, herbicidas e ataques de patógenos (Sharma et al. 2012),  o O2 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 superóxido (O2
•-), o radical 

hidroxilo (OH•), peróxido de hidrogénio (H2O2) e o singleto de oxigénio (1O2) são 

continuamente geradas em organelos como os cloroplastos, mitocôndria 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 O2 consumido pelas plantas 

seja convertido em ERO (Asada & Takahashi 1987). Níveis elevados destas moléculas 

Figura 5: Esquema representativo do princípio básico da citometria de fluxo, evidenciado os três componentes principais 
de um citómetro de fluxo: componente fluídica, componente ótica e componente eletrónica. Retirado de: Adan et al. 
(2017). 
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podem provocar danos nas biomoléculas como lípidos, proteínas e ácidos nucleicos, 

conduzindo a distúrbios como mudanças na fluidez e permeabilidade da membrana 

lipídica, aumento da degradação proteolítica e indução de mutações nas bases de ADN 

(figura 6) (Das & Roychoudhury 2014).  

As ERO apresentam um papel duplo na biologia de plantas, uma vez que 

representam subprodutos tóxicos resultantes do metabolismo aeróbico, mas são 

essenciais para muitas reações importantes de sinalização (Mittler 2016). Diversos 

estudos demonstram que nas plantas vasculares, as ERO são responsáveis por regular 

o desenvolvimento, diferenciação, reações redox, sinalização de stresse, interações 

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)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.1. Produção de espécies reativas de oxigénio 

O O2
•- é geralmente a primeira ERO a ser formada e é moderadamente reativo, 

com uma meia-vida reduzida  (Jajic et al. 2015). Nos tecidos vegetais, o anião 

superóxido é maioritariamente produzido nas mitocôndrias e nos cloroplastos, sendo os 

complexos I e III os principais locais de produção nas mitocôndrias (Møller 2001; Raha 

& Robinson 2000; Rhoads et al. 2006; Sweetlove et al. 2002), enquanto que o 

fotossistema I e II são responsáveis pela principal produção de O2
•-  na membrana 

tilacoidal (Drążkiewicz et al. 2014; Smirnoff 1993). Nos peroxissomas, o anião 

superóxido é maioritariamente produzido na matriz do peroxissoma, através da ação da 

enzima xantina oxidase (Corpas et al. 2008; Sandalio et al. 1988) e através da cadeia 

transportadora de eletrões na membrana peroxissomal (del Río & Donaldson 1995). 

Figura 6: Efeito da concentração elevada de ERO ao nível dos lípidos, proteínas e ADN. Retirado de: Sarma et al. 
(2012) 
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O H2O2 é uma das ERO mais estudados por parte da comunidade científica, 

devido à sua importância, quer nos mecanismos de sinalização, quer nos mecanismos 

de toxicidade (Mhamdi & Van Breusegem 2018). O facto desta molécula apresentar uma 

meia vida superior comparativamente às outras ERO, associada ao seu pequeno 

tamanho e à falta de eletrões desemparelhados, permitem-lhe atravessar as 

membranas e enviar sinais, assim como causar dano oxidativo em regiões distantes do 

seu local de formação (Sharma et al. 2012). Nas plantas, o H2O2 pode ser produzido 

através de duas vias distintas: dismutação do O2
•- com o envolvimento da superóxido 

dismutase (SOD) (Asada 2006) ou via oxidases como as amino ou oxalato oxidases (Hu 

et al. 2003). Apesar desta molécula estar envolvida na sinalização de diversos 

processos celulares, em concentrações demasiado elevadas pode causar dano 

oxidativo.  

O OH• é a molécula mais reativa e mais toxica pertencente às ERO. Apesar da 

sua elevada reatividade, os radicais hidroxilo são extremamente instáveis e não se 

movem para  longe do seu local de formação (Tuteja et al. 2009). A sua principal via de 

formação é a reação de Fenton, que ocorre entre o H2O2 e o O2
•- e é catalisada por 

metais de transição como o ferro (Das & Roychoudhury 2014). Esta ERO tem a 

capacidade de danificar diferentes componentes celulares através da peroxidação 

lipídica, dano proteico e destruição membranar (Das & Roychoudhury 2014;Demidchik 

2015). De facto, as propriedades destrutivas associadas ao H2O2 e ao O2
•- estão 

maioritariamente relacionadas com o seu papel na produção do radical hidroxilo e não 

com o seu efeito direto (Imlay & Linn 1988). 

Por último, o 1O2 é uma ERO menos comum, uma vez que em geral não está 

relacionado com a transferência de eletrões para o O2, mas preferencialmente com a 

insuficiente dissipação de energia. A sua formação durante a fotossíntese é um dos 

casos mais estudados, onde a excesso de energia leva à formação de clorofila em 

estado de tripleto que pode reagir com 3O2 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 proteínas, pigmentos, ácidos nucleicos e lípidos (Krieger-

Liszkay et al. 2008; Wagner et al. 2004). A eliminação do singleto de oxigénio é mediada 

pelo β-caroteno, tocoferol, flavonoides e plastoquinona reduzida (Demidchik 2015). 

Apesar da formação das espécies reativas de oxigénio ocorrer sobretudo ao nível 

dos cloroplastos, mitocôndrias e peroxissomas, a membrana plasmática, apoplasto, 
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reticulo endoplasmático e parede celular também contribuem para esta produção 

(Sharma et al. 2012).  

7.2. Eliminação de espécies reativas de oxigénio  

O equilíbrio entre a produção e eliminação de ERO ao nível intracelular deve ser 

altamente regulado, uma vez que é necessário 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 equilíbrio é assegurado pela existência de sistemas 

antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos (tabela 3) (Noctor & Foyer 1998), que 

atuam como dadores de eletrões, reduzindo as ERO em moléculas menos perigosas e 

com menor reatividade (Racchi 2013). Os antioxidantes enzimáticos incluem 

componentes como a superóxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), 

guaiacol peroxidase (GPX) e a catalase (CAT), enquanto que os compostos não 

enzimáticos de baixo peso molecular incluem o ascorbato (AsA), glutationa reduzida 

(GSH), α-tocoferol, carotenoides e compostos fenólicos (Das & Roychoudhury 2014; Gill 

et al. 2011; Gill & Tuteja 2010; Miller et al. 2010).  

7.2.1. Antioxidantes enzimáticos 

As SOD são os antioxidantes enzimáticos intracelulares mais efetivos, ubíquos 

em todos os organismos aeróbios 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 tóxicos das espécies 

reativas de oxigénio através da dismutação do superóxido em oxigénio molecular e 

peroxido de hidrogénio. Este último deve ser posteriormente destruído pela CAT ou/e 

pelas peroxidases, assim como por outros mecanismos não enzimáticos (Racchi 2013). 

De acordo com o co-fator metálico presente no local catalítico podem distinguir-se três 

classes distintas de SODs: Cu/ZnSOD, MnSOD e FeSOD. Geralmente, as plantas 

contêm SODs do tipo CU/ZnSODs no citosol e nos cloroplastos e possivelmente no 

espaço extracelular, FeSODs nos cloroplastos e MnSODs na matriz mitocondrial e nos 

peroxissomas (Racchi 2013; Scandalios 2005).  

A CAT é uma enzima largamente, mas não exclusivamente produzida nos 

peroxissomas, que catalisa a dismutação do peroxido de hidrogénio em água e oxigénio 

(Racchi 2013). A principal função da catalase é evitar a dispersão do H202 para outros 

compartimentos celulares, impedindo a sua reação com iões metálicos e subsequente 

formação de radicais hidroxilo altamente reativos (Bettini et al. 2008; Dat et al. 2000; del 
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Río et al. 2002). As catalases presentes nas plantas podem classificar-se em três 

classes distintas: catalases da classe I, maioritariamente proeminentes dos tecidos 

fotossintéticos e envolvidas na remoção do H2O2 produzido durante a fotorrespiração; 

as catalases da classe II, altamente produzidas nos tecidos vasculares, podendo 

apresentar um papel importante no processo de lenhificação, embora o seu exato papel 

biológico permaneça desconhecido e as catalases da classe III, abundantes nas 

sementes e em plantas jovens, estando a sua atividade relacionada com a remoção do 

excesso de peróxido de hidrogénio produzido durante a degradação dos ácidos gordos 

no ciclo do glioxilato nos glioxissomas (Ahmad et al. 2010; Willekens et al. 1994). 

A APX utiliza o ascorbato (AsA) como dador de eletrões para a redução de H2O2 

em água, gerando simultaneamente monodehidroascorbato (MDHA), um oxidante 

univalente do ascorbato. O MDHA é espontaneamente convertido em AsA e 

dehidroascorbato (DHA). A DHA redutase (DHAR) utiliza a glutationa (GSH) como 

dadora de eletrões para a regeneração de AsA para a sua forma oxidada. (Racchi 2013). 

Assim, é necessária a manutenção de níveis elevados de ascorbato para o 

funcionamento viável desta enzima (Shigeoka et al. 2002). Diferentes isoenzimas de 

APX já foram identificadas nas células vegetais: citosólica (Ishikawa et al. 1995), 

peroxissomal (Ishikawa et al. 1998), cloroplastidial (Ishikawa et al. 1996) e mitocondrial  

(De Leonardis et al. 2000). A isoenzima citosólica APX tem sido considerada uma das 

mais importantes na defesa contra o H2O2, pois devido à sua localização 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 aromáticos como o guaiacol e o piragalol, através do gasto de H2O2 (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 biótico e abiótico, sendo vastamente reconhecidas como “enzimas do 

stresse” (Haag 2019). 

7.2.2. Antioxidantes não enzimáticos  

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 

eletrões para uma ampla gama de reações enzimáticas e não enzimáticas (Das & 

Roychoudhury 2014). Este atua sobretudo como redutor e elimina vários tipos de 

radicais livres. Indiretamente, duas moléculas de AsA são utilizadas pela APX no ciclo 
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do ascorbato-glutationa, de forma a reduzir o peróxido de hidrogénio em água (Ahmad 

et al. 2010). Diretamente, o AsA pode ainda eliminar os radicais superóxido e hidroxilo 

e regenerar os corotenoides oxidados ou α- tocoferol, providenciando proteção 

membranar e minimizando os danos causados pelo processo oxidativo através da 

sinergia com outros antioxidantes (Gill and Tuteja 2010; Racchi 2013).  

 O -tocoferol é um antioxidante lipofílico que, conjuntamente com outros 

antioxidantes, desempenha um papel fundamental na redução dos níveis de ERO 

(maioritariamente 1O2 e OH•) nas membranas fotossintéticas e limita a extensão de 

peroxidação lipídica, através da redução dos radicais peroxil aos respetivos 

hidroperóxidos (Munné-Bosch 2005). A principal função atribuída ao -tocoferol é o seu 

envolvimento em diversos mecanismos que protegem os ácidos gordos polinsaturados  

da oxidação (Ledford & Niyogi 2005). 

 Em todos os organismos fotossintéticos, tal como o -tocoferol, os carotenoides 

apresentam uma função fotoprotetora vital, através da dissipação do excesso de energia 

de excitação sob a forma de calor, ou através da eliminação de ERO, suprimindo a 

peroxidação lipídica (Iqbal et al. 2017). O -caroteno apresenta-se como um excelente 

agente na remoção de singletos de oxigénio.  

O tripéptido glutationa é um antioxidante de baixo peso molecular, detetado em 

compartimentos celulares como o citosol, cloroplastos, reticulo endoplasmático, 

vacúolos mitocôndrias, 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 proteínas (-SH), 

regenerando o ascorbato e atuando como substrato das enzimas importantes como as 

glutationa peroxidases e glutationa S-transferases (Labudda & Azam 2014).  

Os compostos fenólicos representam o grupo mais importante de antioxidantes 

naturais (Gonçalves et al. 2017; Huyut et al. 2017). A sua atividade antioxidante 

encontra-se primeiramente atribuída às suas propriedades redox, que lhes 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 enzimáticos e não enzimáticos utilizados na eliminação de ERO, com informação 
relativa à sua função e localização subcelular. Retirado de: Das & Roychoudhury (2014). 
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Objetivos 

É crescente o interesse no desenvolvimento de protocolos robustos para 

produção em larga escala de espécies subvalorizadas, quer para alimentação (eg: 

frutos), quer como fonte de produtos de interesse para a indústria farmacêutica. A 

espécie autóctone Corema album tem despertado cada vez mais atenção pelos eus 

frutos e pelas suas potencialidades medicinais, associadas ao carater antioxidante das 

suas folhas e frutos. Contudo, vários fatores têm colocado em risco as populações 

naturais desta espécie. Assim sendo,  

O primeiro objetivo desta dissertação centra-se no desenvolvimento e otimização 

de um protocolo robusto de micropropagação (até à aclimatização), que permita a 

regeneração não convencional das populações de camarinha; 

O segundo objetivo foca-se na análise da instabilidade genética (face ao nível 

de ploidia) das plantas obtidas através do protocolo de micropropagação após a fase de 

aclimatização. Para tal, recorrer-se-á à técnica de citometria de fluxo para a comparação 

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 avaliação do estado oxidativo das plantas 

micropropagadas, que será realizada através de um estudo comparativo entre as 

plantas de campo e as plantas micropropagadas (aclimatizadas), com principal 

destaque para as vias de eliminação de ERO, evidenciando se plantas da mesma 

espécie, mas de origens distintas (zigótica vs micropropagada) apresentam atividades 

semelhantes ao nível dos mecanismos antioxidantes.  
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Materiais e Métodos 

1. Micropropagação  

1.1. Material vegetal 

Para os ensaios posteriores recorreu-se a um stock de Corema album estabelecido 

no âmbito de um projeto de dissertação anterior. O material vegetal pré-existente foi 

recolhido na zona dunar da Praia de São 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 

multiplicação (meio WPM suplementado por 2 mg/L 2iP + 1 mg/L BAP). O número de 

subculturas deste material vegetal é igual a 5. 

1.2.  Aumento e manutenção da população stock de Corema album 

Com o intuito de assegurar a disponibilidade de material vegetal para os ensaios 

posteriores, aumentou-se a população stock de camarinha através da sua multiplicação. 

Para tal, recorreu-se à formulação do meio de cultura que mais se adequou à 

multiplicação 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 adição do agar. Após a distribuição do 

meio em frascos de cultura (50 mL cada), os mesmos foram esterilizados por 

autoclavagem a uma temperatura de 121℃, pressão de 1,2 atm durante 20 minutos. 

Após a gelificação do meio à temperatura ambiente, o manuseamento do material 

vegetal e a sua inoculação ocorreu em ambiente estéril, dentro da câmara de fluxo 

laminar e com o auxílio de algum material de apoio como placas de Petri, pinças e 

bisturis (previamente esterilizado em estufa de calor seco a 180℃, durante 3 horas). 

Em cada frasco de cultura foram colocados 10 rebentos axénicos, sem remoção 

da porção apical e com um comprimento entre 10-15 mm. Durante a manipulação dentro 

da câmara de fluxo laminar, as pinças e os bisturis foram esterilizados através de um 

Figura 7: Planta feminina de Corema album em período de frutificação, representativa do local onde o material vegetal 

foi recolhido.   
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esterilizador de bancada com esferas de vidro (Steri) que atingem temperaturas de 

250℃. Finalizado o processo de inoculação, as culturas foram transferidas para câmara 

climatizada com temperatura de 25℃ dia e 22℃ noite, sob uma intensidade luminosa 

de 35 µmol/m2/s e um fotoperíodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuridão. O 

desenvolvimento do material vegetal foi monitorizado ao longo do tempo, sendo 

removidos frascos que apresentassem qualquer tipo de contaminação. Para além disso, 

foi feita a manutenção do material vegetal através de subculturas periódicas para novo 

meio de cultura com as condições acima descritas. 

Tabela 4:Formulação do meio WPM (Lloyd & McCown 1980), com informação relativa aos seus constituintes e respetivas 

concentrações. 

 

 

1.3. Ensaios de multiplicação in vitro 

1.3.1. Multiplicação em meio de cultura gelificado 

Para a identificação da melhor condição de multiplicação em meio gelificado 

utilizou-se material vegetal proveniente da cultura stock. Neste ensaio, o meio WPM foi 

suplementado por combinações de duas citocininas: 1) 2iP+BAP, 2) 2iP+meta-topolina 

(mT) e 3) 2iP+Cinetina (Cin), nas concentrações apresentadas na tabela 5, com a 

exceção do tratamento controlo onde não foi adicionado qualquer regulador de 

Constituintes mg/L Solução Stock 
1000 mL 500 mL 

Macronutrientes   (g, x 10) 

CaCl2 72,5 0,725 0,363 

NH4NO3 400,00 4,0 2,0 

Ca(NO3)2.4H2O 471,26 4,71 2,355 

MgSO4 180,54 1,81 0,905 

KH2PO4 170,00 1,7 0,85 

K2SO4 990,00 9,9 4,95 

Micronutrientes   (g, x 100) 

FeNaEDTA 36,70 0,37 0,185 

MnSO4.H2O 22,30 2,3 1,15 

ZnSO4.7H2O 8,60 0,86 0,43 

CuSO4.5H2O 0,25 0,025 0,0125 

H3BO3 6,20 0,620 0,31 

MoO4Na2.2H2O 0,25 0,025 0,0125 

Vitaminas    

m-Inositol 100,00 10 5 

Tiamina.HCl 1,00 - - 

Ácido nicotínico 0,50 - - 

Glicina 2,00 - - 

Piridoxina-HCl 0,50 - - 
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crescimento. A sacarose e agar foram adicionados ao meio de cultura nas 

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

 Tabela 5: Representação das diferentes condições de multiplicação, com informação relativa à combinação dos 
reguladores de crescimento e respetivas concentrações. A verde está assinalada a combinação de reguladores de 
crescimento usada até ao momento para a multiplicação de Corema album: 2 mg/L 2iP + 1 mg/L BAP. 

 

 

A elaboração dos meios de cultura seguiu o procedimento previamente descrito 

em 1.2., com acerto do pH para valores entre 5,7-5,8, dissolução do agar em placa de 

aquecimento, seguido de esterilização 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 

remoção da porção apical, perfazendo um total de 35 rebentos por cada uma das 

condições estudadas (figura 8).  

 

 
Tratamento 

2iP 
(mg/L) 

BAP 
(mg/L) 

mT 
(mg/L) 

Cin 
(mg/L) 

T0     

     

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   

T11 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 
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Concluída a inoculação, o material vegetal foi armazenado em câmara 

climatizada nas condições descritas anteriormente para a população stock.  

Com o intuito de determinar qual o melhor tratamento em termos de 

multiplicação, foram realizadas duas subculturas, com a duração de 60 dias cada, com 

avaliação de alguns parâmetros intermédios, nomeadamente a capacidade de indução 

de novos rebentos (%), formação de novos rebentos (>5mm), o comprimento dos 

rebentos (mm) e taxa de mortalidade (%) e contaminação (%). Para além disso, 

registaram-se ainda caraterísticas qualitativas como o nível de oxidação dos rebentos e 

a ocorrência de hiperhidricidade.   

1.3.2. Multiplicação em biorreatores de imersão temporária 

Para a identificação das melhores condições de multiplicação em BIT, utilizaram-

se rebentos axilares provenientes da população stock com tamanho compreendido 

entre 10-15 mm. Neste ensaio, pretendeu-se avaliar a influência da adição de 

citocinininas, da frequência e duração do período de imersão e arejamento, assim como 

da presença ou ausência de rede nos biorreatores na multiplicação dos rebentos (tabela 

6).  Para tal, o meio de cultura utilizado foi o meio WMP, suplementado com sacarose 

30 g/L, com adição dos reguladores de crescimento 2iP+BAP nas concentrações 2 mg/L 

+1 mg/L, ou sem adição de qualquer regulador de crescimento (dependendo do 

tratamento).    

Após a elaboração 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 condições já mencionadas, colocou-se papel de alumínio 

Figura 8: Esquema representativo das diferentes condições de multiplicação. Cada condição é representada por 5 
frascos, cada um contendo 7 rebentos, totalizando 35 rebentos por tratamento. 
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em ambos os depósitos do biorretor na zona de ligação dos tubos de silicone. Os filtros 

e os tubos, previamente embrulhados em papel de alumínio, foram também 

autoclavados conjuntamente com os depósitos. Após o período de autoclavagem, os 

filtros e tubos de silicone foram colocados em estufa a 60℃ para a remoção do excesso 

de água.  

 Antes da inoculação do material vegetal, procedeu-se à montagem do sistema 

de biorreatores. Em ambiente estéril em câmara de fluxo laminar, procedeu-se à ligação 

dos filtros a cada um dos depósitos de birreatores, assim como à ligação de ambos os 

depósitos através da utilização de tubos de silicone. Posteriormente, o material vegetal 

foi inoculado (40 rebentos por tratamento) e colocado na câmara de crescimento em 

prateleiras especializadas para a ligação de biorreatores. A frequência e duração do 

período de imersão e arejamento foram definidos e controlados automaticamente 

através do software de gestão de sistema de biorreatores de imersão temporária modelo 

SETIS™ (https://setis-systems.be/home). As condições de temperatura, luminosidade e 

fotoperíodo são as mesmas já descritas para a multiplicação em frasco de cultura. 

Ao fim de 60 dias, quantificaram-se os parâmetros indução de rebentos (%), 

número de novos rebentos formados (>5mm), comprimento dos rebentos (mm), assim 

como a taxa de mortalidade (%) e taxa de contaminação (%). Para além disso, registou-

se também o nível de oxidação e existência de hiperhidricidade e massas de vitrificação.  

Tabela 6: Representação das diferentes condições de multiplicação em sistemas BIT, com informação relativa à adição 
de reguladores de crescimento ao meio de cultura, duração e frequência do período de imersão e arejamento e presença 
ou ausência de rede. 

 

1.4. Ensaios de enraizamento 

Com o intuito de identificar a melhor condição de enraizamento para Corema 

album, e uma vez que na literatura não há informações relativas à fase de enraizamento 

desta espécie, foram realizados ensaios de enraizamento em condições in vitro e ex 

vitro.  

Tratamento 2 mg/L 2iP + 1 
mg/L BAP 

Imersão Arejamento Presença 
de rede 

T0 Não 2’ a cada 6h 1’ a cada 3h Sim 

T1 Sim 2’ a cada 6h 1’ a cada 3h Sim 

T2 Não 3’ a cada 12h 1’ a cada 4h Sim 

T3 Sim 3’ a cada 12h 1’ a cada 4h Sim 

T4 Não 3’ a cada 8h 30’’ a cada 8h Sim 

T5 Sim 3’ a cada 8h 30’’ a cada 8h Sim 

T6 Não 3’ a cada 8h 30’’ a cada 8h Não 

T7 Sim 3’ a cada 8h 30’’ a cada 8h Não 
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Tendo em consideração a proveniência dos rebentos utilizados nos ensaios de 

enraizamento (1.2.) e devido à possível habituação às citocininas, estes foram 

colocados durante 15 dias em meio WPM sem adição 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).  Após a preparação do meio de cultura 

(de acordo com o descrito anteriormente), este foi distribuído em frascos de cultura de 

50 mL e autoclavado. O manuseamento do material em câmara de fluxo laminar ocorreu 

conforme o supracitado. Finalizada a inoculação, o material vegetal foi armazenado em 

câmara climatizada nas mesmas condições de cultura da fase de multiplicação, durante 

duas semanas com monitorização regular.  

1.4.1. Enraizamento in vitro 

Primeiro ensaio de enraizamento in vitro 

No primeiro ensaio de enraizamento in vitro, estudou-se a influência da utilização 

de reguladores de crescimento (auxinas) individualizados ou combinados, nas 

concentrações apresentadas na tabela 7. Utilizaram-se duas modalidades distintas: 1) 

exposição de longa duração por cultura do rebento em meio contendo auxina; 2) choque 

auxínico por imersão (dipping) do rebento em auxina previamente esterilizada através 

de filtração, seguida da sua transferência para meio de cultura sem reguladores de 

crescimento. Para o tratamento controlo não foi feita qualquer indução com auxina. O 

meio de cultura utilizado para o ensaio de enraizamento foi o WPM com os 

macronutrientes reduzidos para metade da sua concentração, suplementado de 

sacarose e agar nas concentrações 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 câmara de fluxo laminar, 

com os mesmos cuidados já mencionados nas metodologias anteriores. Após a 

inoculação do material vegetal, as culturas foram transferidas para a câmara climatizada 

nas condições de luminosidade de 17 µmol/m2/s, com fotoperíodo de 16 horas dia e 8 

horas noite e temperatura de 25℃ dia e 22℃ noite. 

A avaliação do ensaio de enraizamento ocorreu 60 dias após o início do mesmo 

e os parâmetros avaliados foram a % de indução radicular, o número de raízes por 

rebento, comprimento radicular (mm) e o comprimento do rebento (mm). Para além 

disso, registou-se também a ocorrência de mortalidade e contaminação, assim como a 

oxidação e o aparecimento de tecido caloso. 
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Tabela 7: Representação das diferentes condições de enraizamento in vitro, com informação relativa à modalidade de 
enraizamento, auxinas utilizadas e respetivas concentrações. 

 

 

Segundo ensaio de enraizamento in vitro  

Tendo em consideração os 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) indução radicular e 2) expressão 

radicular. Na primeira fase, o meio de cultura (WPM com os macronutrientes a metade 

da concentração, sacarose 20 g/L e agar 7 g/L) foi suplementado com o regulador de 

crescimento AIB em duas concentrações distintas: 3 mg/L ou 5 mg/L (ou não ocorreu 

adição de AIB, dependendo do tratamento) e posteriormente os rebentos inoculados 

foram transferidos para câmara climatizada com temperatura de 25℃ dia e 22oC noite e 

condições de luminosidade variáveis consoante o tratamento (nota: para os tratamentos 

cuja indução radicular ocorreu na presença de luz, a intensidade luminosa foi de 17 

µmol/m2/s, com fotoperíodo de 16 horas dia e 8 horas noite). Após o período de indução 

de 5 dias, o material vegetal foi transferido para tubos de ensaio, para a expressão 

radicular (segunda fase). O meio de cultura utilizado foi o WPM com os macronutrientes 

a metade da sua concentração, sacarose e agar nas concentrações já referidas, sem 

Tratamento Modalidade ANA 
 (mg/L) 

AIB 
 (mg/L) 

AIB 
 (mg/L) 

T0 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 
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adição de qualquer regulador de crescimento. Em alguns tratamentos o meio de cultura 

foi suplementado por carvão ativado (CA) na concentração de 1,5%. Após a inoculação 

do material vegetal, este foi armazenado em câmara climatizada com temperatura de 

25℃ dia e 22℃ noite, condições de luminosidade 17 µmol/m2/s e fotoperíodo de 16h dia 

e 8h noite. Os diferentes tratamentos encontram-se representados na tabela 8. 

Cada um dos tratamentos foi representado por um número de rebentos 

individualizados igual a 30, de comprimento entre 20-25mm e 60 dias após o início do 

tratamento foram avaliados os parâmetros já referidos para o primeiro ensaio.  

Tabela 8: Representação das diferentes condições de enraizamento in vitro, com informação relativa à fase de indução 
e à fase de expressão radicular. U8 

 

 

1.4.2. Enraizamento ex vitro e pré-aclimatização 

Para além dos ensaios de enraizamento in vitro foram também testadas algumas 

condições distintas de enraizamento ex vitro.  

Neste ensaio foi estudada a influência da utilização do regulador de crescimento 

AIB em concentrações 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 concentrações estudadas foram: 0,2% 

(AIB em solução), 0,3% (AIB em gel), 0,4% (AIB em solução), 0,5% (AIB em pó) e 1% 

(AIB em pó).  

Tratamento Fase de indução 

(5 dias) 

Fase de expressão 

 AIB 
(mg/L) 

Condição Condição 

T0 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 
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Para a utilização dos jiffys (constituídos por 60% turfa + 40% fibras de coco) foi 

necessário o seu embebimento em água desionizada durante alguns minutos, com o 

intuito de ganharem volume e se tornarem utilizáveis. No caso da mistura de perlite e 

vermiculite esta foi usada na proporção 1:1 (v:v), autoclavada nas mesmas condições 

dos meios de cultura e distribuída em caixas de esferovite (60x40x15 cm).  

Relativamente aos rebentos utlizados, para além da eliminação do excesso de 

agar, ocorreu também a remoção de uma pequena porção basal do material vegetal, 

com o intuito de se criar uma superfície 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, após este processo os rebentos foram diretamente transferidos para o 

respetivo substrato, enquanto que nas restantes modalidades antes da transferência 

para os substratos adequados, a sua porção 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. Após 60 dias do início do ensaio os parâmetros avaliados foram os já 

descritos para o enraizamento in vitro.  

A fase de pré-aclimatização ocorreu em simultâneo com o processo de 

enraizamento. Desta forma, depois da transferência do material para o substrato 

adequado, este foi colocado em caixas (no caso dos jiffys, uma vez que P+V já estava 

em caixa) fechadas com tampa acrílica, 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 redução da humidade relativa, até ao 

momento em que a tampa foi removida por completo. Para além disso, ocorreu também 

o aumento gradual da intensidade luminosa (até 150 µmol/m2/s). As condições de 

temperatura são as já descritas nas metodologias anteriores. Durante o ensaio 

experimental, o material vegetal foi regado periodicamente com água desionizada. 
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Tabela 9: Representação das diferentes condições de enraizamento ex vitro, com informação relativa à concentração 
do regulador de crescimento AIB, assim como ao tipo de substrato utilizado.  

 

1.5. Aclimatização  

Terminado o ensaio de enraizamento ex vitro e o período de pré-aclimatização, 

os rebentos enraizados foram transferidos para vasos contendo uma mistura de 

substratos: perlite + turfa + substrato comercial, nas proporções 1:2:1 (v:v:v), e 

colocados em estufa de campo com revestimento em acrílico alveolar de 10 mm, 

bancadas com fog system e rega por microaspersão. No final de 30 dias foi avaliada a 

taxa de sobrevivência (%) das plantas. 

2. Análise da estabilidade de ploidia das plantas 

micropropagadas  

2.1. Material vegetal  

A avaliação 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 São Jacinto em Aveiro (coordenadas 

40°43’5.18"N, 8°43’20.42"W) e plantas micropropagadas (após aclimatização). Para 

quantificar o ADN (pg) da camarinha, usou-se o tomate (Solanum lycopersicum 

“Stupické”) como espécie padrão, de conteúdo genómico conhecido. 

2.2. Processamento da amostra e análise no citómetro de fluxo 

Para a análise da ploidia e quantificação do ADN genómico, as suspensões 

nucleares foram preparadas segundo Galbraith et al. (1983) através de chopping de 

Tratamento AIB  
(%) 

Substrato 

T0 (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 
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tecidos foliares das amostras (plantas de campo e plantas micropropagadas), 

conjuntamente com tecido foliar de uma espécie padrão. No caso da suspensão 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] (Doležel et al. 1992)), utilizando uma lâmina de barbear. Este processo foi 

realizado em 1 mL de tampão para plantas lenhosas (WPB), constituído por Tris-HCl 0,2 

M, MgCl2.6H2O 4 mM, Triton X-100 0,1%, EDTANa2.2H2O 2 mM, NaCl 86 mM, 

metabisulfito 10 mM, polivinilpirrolidona (PVP) 1%, com pH ajustado a 7,5  (Loureiro et 

al. 2007). 

A suspensão nuclear resultante foi filtrada através de um filtro de nylon de 50 µm 

e posteriormente adicionou-se 50 µg/mL de iodeto de propídio e 50 µg/mL de 

ribonuclease (RNase) para marcar o ADN e evitar a marcação de cadeias duplas de 

ácido ribonucleico (ARN), respetivamente. Após 5 minutos de incubação, a 

fluorescência do ADN da amostra foi analisada recorrendo ao citómetro de fluxo (Partec 

CyFlow Space). Utilizando o software Partec Flomax v.2.4d, obtiveram-se os 

histogramas de fluorescência dos núcleos correspondentes a cada uma das amostras 

e ao padrão. Pelo menos 1300 núcleos foram analisados em todas as amostras e no 

padrão (Suda et al. 2007).  

Para a análise do conteúdo genómico 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 fórmula: 

 

Tamanho genoma holoploide  (pg) =
Valor médio pico GO/G1 em Corema album

Valor médio pico GO/G1 da espécie padrão
× tamanho genómico da espécie padrão 

 

3. Estado oxidativo de plantas micropropagadas 

3.1. Material vegetal 

 Para a avaliação do estado oxidativo das plantas produzidas in vitro foram 

utilizadas plantas obtidas através do protocolo de micropropagação (plantas 

aclimatizadas) e comparadas com plantas de campo recolhidas na zona dunar da praia 

de São Jacinto, no distrito de Aveiro, coordenadas 40°43’5.18"N, 8°43’20.42"W. 

 Inicialmente, as plantas foram colocadas nas mesmas condições, em ambiente 

de estufa, durante 15 dias.  

 Para a quantificação das ERO (O2
•- e H2O2), assim como para o estudo da 

atividade antioxidante enzimática foram utilizadas alíquotas de 20 mg de tecido foliar, 
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quer das plantas de campo, quer das plantas micropropagadas, previamente maceradas 

em azoto líquido e congeladas a -80℃. Para avaliação da atividade antioxidante não 

enzimática foram utilizadas alíquotas de 20 mg de material fresco.  

Em cada um dos ensaios foram utilizadas três réplicas biológicas 

correspondentes ao material micropropagado e ao material de campo, com pelo menos 

três réplicas técnicas (cada réplica representada por 3 poços).  

3.2. Quantificação de espécies reativas de oxigénio  

3.2.1. Quantificação anião superóxido  

Para quantificação do O2
•-, seguiu-se a metodologia desenvolvida por Gajewska 

& Skłodowska (2007), com algumas modificações. Inicialmente, preparou-se 2 mL de 

tampão de extração para cada réplica, constituído por tampão fosfato 0,01 M (pH=7,8), 

azul de nitrotetrazólio (NBT) 0,05% previamente diluído em 100 µL de dimetilsulfóxido 

(DMSO) e 10 mM de azida sódica. A cada tubo com 20 mg de tecido foliar, adicionou-

se 2mL de tampão de extração e incubou-se durante 1 hora à temperatura ambiente e 

com algumas inversões ocasionais. Posteriormente, os microtubos foram centrifugados 

durante 2 minutos, a 13000 xg e a 4℃. Finalizado este período, transferiu-se para novos 

microtubos de 2 mL, 1,5 mL do sobrenadante obtido e as amostras foram aquecidas em 

banho-maria à temperatura de 85℃, durante 15 minutos. De seguida, os microtubos 

foram transferidos para o gelo, onde permaneceram durante 10 minutos.  

Por fim, numa placa de 96 poços de espetro visível, cada uma das réplicas e o 

branco (formado apenas por tampão de extração) foram representados em triplicado, 

por um volume de 150 µL por poço. A leitura da absorvância foi realizada a 580 nm num 

espetrofotómetro de placas. A quantidade de superóxido por amostra foi determinada 

com base na redução do NBT e expressa em Abs580nm/g de massa fresca (MF). 

3.2.2. Quantificação peróxido de hidrogénio  

A quantificação do H2O2 foi realizada de acordo com Dias et al. (2014), com 

algumas modificações. Preparam-se padrões para a realização da reta padrão de H2O2 

[0; 1; 10; 25; 50; 75; 1009] µM. Preparou-se também 2 mL de ácido tricloroacético (TCA) 

0,1 % (m/v) por réplica e posteriormente, procedeu-se à maceração dos tecidos foliares 

num almofariz com o suporte mecânico de um pilão, 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. Após este período, os microtubos foram centrifugados durante 15 minutos, 

a 12000 xg e a 4℃. 
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Após a centrifugação, adicionou-se a um novo microtubo, 500 µL do 

sobrenadante obtido, 500 µL de tampão fosfato 0,1M (pH=7,0) e 1 mL de iodeto de 

potássio. À semelhança das amostras, seguiu-se o mesmo procedimento para os 

diferentes padrões da reta, sendo o sobrenadante substituído pelo padrão. 

Posteriormente, incubaram-se os microtubos durante 1 hora na obscuridade.  

Por fim, numa placa de 96 poços de espetro visível, as amostras e cada um dos 

padrões foram representados em triplicado, por um volume de 150 µL por poço e a 

leitura da absorvância foi realizada 390 nm num espetrofotómetro leitor de placas. A 

concentração de H2O2 presente nas amostras foi calculada de acordo com a reta padrão 

e expressa em mmol/g de massa fresca. 

3.3. Atividade enzimática 

Os ensaios de atividade enzimática foram realizados através da quantificação da 

atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX), peroxidases que usam o guaiacol 

como substrato (GPX), catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD). Para todas as 

quantificações, após a extração do material vegetal, determinou-se primeiramente a 

quantidade de proteínas totais solúveis (TSP) presentes em cada amostra.  

3.3.1. Extração do material vegetal 

Para a extração do material vegetal de cada uma das amostras seguiu-se a 

metodologia de Mariz-Ponte et al. (2018), com algumas modificações. Preparou-se um 

tampão de extração constituído por tampão fosfato 0,1 M (pH =7), ácido 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 tampão de extração foi 

utilizado para todos os protocolos de atividade enzimática, incluindo a SOD, o seu pH 

foi ajustado para valores de 7,5. 

 Posteriormente, procedeu-se à maceração do material vegetal (previamente 

congelado a -80℃) num almofariz com o suporte mecânico de um pilão (em gelo) com 

2 mL de tampão de extração. 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℃ Após a centrifugação, o sobrenadante obtido foi transferido 

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

3.3.2. Quantificação proteínas totais solúveis  

Os sobrenadantes das diferentes amostras foram usados para quantificar as 

proteínas totais solúveis (TSP). Para o efeito, usou-se uma reta padrão [0; 0,1; 0,25; 

0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5] µg/µL de proteína (albumina de soro bovino (BSA)). Usando 
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uma placa de 96 poços de espetro visível, nos poços representativos do branco 

adicionou-se 5 µL de tampão de extração, enquanto que nos outros poços o tampão de 

extração foi substituído pelo respetivo extrato das amostras. A todos os poços 

preenchidos com tampão de extração/extrato adicionou-se 150 µL de reagente de 

Bradford. De seguida, incubou-se a placa de 96 poços durante 10 minuto à temperatura 

ambiente e leu-se a absorvância a 595 nm num leitor de microplacas.  

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

foram expressos em mg/g de massa fresca.  

3.3.3. Determinação da atividade da superóxido dismutase  

A avaliação da atividade da SOD foi realizada de acordo Beauchamp & Fridovich 

(1981), com algumas modificações. Inicialmente procedeu-se à elaboração da 

mastermix da reação. Para um volume final de 17 mL, adicionou-se a um tubo falcon de 

50 mL, 9 mL de tampão fosfato 100 mM (pH =7,5), 3,6 mL de metionina a 70 mM, 0,18 

mL de EDTA 10 µM, 1,350 mL NBT e 2,790 mL de água miliQ. De seguida, adicionou-

se a um microtubo de 2 mL 940 µL da mastermix anteriormente elaborada, 50 µL de 

extrato (ou tampão de extração no caso do branco) e 50 µL de riboflavina a 2 mM.   

Neste ensaio foram preparadas duas placas de 96 poços de espetro visível. Para 

cada uma das placas pipetou-se por poço 150 µL da mistura realizada anteriormente, 

existindo 3 poços representativos do branco e 3 poços correspondentes a cada uma das 

3 réplicas. Posteriormente, colocou-se uma das placas no escuro, enquanto a outra foi 

colocada à luz (fonte luminosa artificial) durante 10-15 minutos. Por fim, a absorvância 

foi lida a 560 nm num espectrofotómetro de placas. 

A atividade da SOD foi quantificada através da sua habilidade para inibir a 

redução fotoquímica do NBT (Giannopolitis & Ries 1977) e os seus resultados foram 

expressos em U SOD/mg de proteína, sabendo que uma unidade de SOD é definida 

como a quantidade de enzima necessária para causar 50% de inibição de redução do 

NBT.  

3.3.4. Determinação da atividade da ascorbato peroxidase  

A avaliação da atividade da APX foi realizada de acordo com Azevedo et al. 

(2005), com algumas modificações. Para tal, recorrendo a uma placa de 96 poços de 

espetro UV, adicionou-se a cada poço 140 µL de tampão fosfato (pH= 7,5), 20 µL de 

extrato (ou tampão de extração para o branco), 20 µL de AsA preparado a fresco (0,0176 

g para 20 mL) e por fim, 100 µL de H2O2 0,01 M.  Após a adição do H2O2 procedeu-se 

à leitura da microplaca num espectrofotómetro 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 oxidação de AsA aos 

290nm e durante 70 segundos (Azevedo et al. 2005) e utilizando o coeficiente de 

extinção do ascorbato (2,8/mM/cm). Os resultados foram expressos em μmol 

DHA/min/mg de proteína. 

3.3.5. Determinação da atividade da catalase  

A avaliação da atividade da CAT foi realizada de acordo com Teranishi et al. (1974), 

com algumas modificações. Para a quantificação desta enzima preparam-se padrões 

que permitiram a construção de uma reta padrão de catalase [0; 0,5; 1,0; 2,5; 5; 10; 25; 

50; 100; 250; 500; 1000; 1700] µg/mL em água 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 µL de tempão fosfato 

0,1 M (pH = 7), 50 µL de extrato e por fim 250 µL H2O2 6 mM para ativar a reação. Nos 

microtubos correspondentes aos brancos não foi adicionado H2O2, sendo o volume final 

concluído com 250 µL de tampão de extração.  Após a adição do H2O2 a cada um dos 

tubos, estes foram incubados durante 5 minutos à temperatura ambiente e 

posteriormente, adicionou-se a cada tubo 1 mL de regante de titânio [1 g de dióxido de 

titânio (TiO2) e 10 g de sulfato de potássio (K2SO4) em 150 ml de ácido sulfúrico 

(H2SO4)], com o intuito de finalizar a reação. Tendo em consideração que o reagente de 

titânio é altamente corrosivo, a sua preparação e utilização ao longo do protocolo foi 

realizada em hotte, e com o material devidamente adaptado.  

Posteriormente, os microtubos foram centrifugados à temperatura ambiente durante 

10 minutos a 10000 xg. O sobrenadante foi recolhido e alíquotas colocadas em 

microplaca de 96 poços de leitura à luz visível. A leitura da absorvância foi realizada a 

410 nm e a atividadade da catalase foi determinada com base na degradação do H2O2.  

Os resultados foram expressos em μmol H2O2/min/mg de proteína. 

3.3.6. Determinação da atividade da guaiacol peroxidase  

A avaliação da atividade da GPX foi realizada de acordo com Azevedo et al. (2005), 

com algumas modificações. Para tal, numa placa de 96 poços de espetro visível 

adicionou-se a cada poço 50 µL de tampão fosfato 0,1 M, 50 µL de guaiacol 15 mM, 100 

µL de extrato (ou tampão de extração para o branco) e 50 µL de H2O2 0,083 M. 

Posteriormente, colocou-se a placa a incubar à temperatura ambiente durante 10 

minutos. Após o período de incubação, procedeu-se à determinação da absorvância a 

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

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

3.4. Atividade não enzimática 

Os ensaios de atividade não enzimática foram realizados através da 

quantificação do conteúdo total de fenóis (TPC) e do estudo da atividade antiradicalar.  

3.4.1. Quantificação do conteúdo total de fenóis  

Para a quantificação do TPC seguiu-se a metodologia proposta por Dewanto et 

al. (2002), com algumas modificações. Preparam-se 7 padrões para a construção de 

uma reta padrão de ácido gálico [0; 50; 100; 200; 300; 400; 500] µg/mL em dH2O. 

Posteriormente, maceraram-se as réplicas representativas das plantas de campo e das 

plantas micropropagadas em 3 mL de água desionizada num almofariz em gelo, com o 

suporte mecânico de um pilão. Posteriormente, o macerado foi filtrado com o auxílio de 

um funil de Büchner com filtro de celulose Whatman ®, usando um kitasato ligado a uma 

bomba de vácuo. 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 o sobrenadante. Num tubo falcon de 15 mL para cada amostra, 

adicionou-se 500 µL de água desionizada, 125 µL do extrato e 125 µL de reagente de 

Folin-Ciocalteu. No caso da reta padrão, seguiu-se a mesma metodologia, sendo 

preparados tubos falcon de 15 mL correspondentes a cada um dos padrões da reta. 

Depois, os tubos falcon (amostras e padrões) foram agitados (vortex) e incubados 

durante 6 minutos à temperatura ambiente.  

Após o período de incubação, adicionou-se a cada tubo 1250 µL de carbonato 

de sódio (Na2CO3) 7% e 1 mL de dH2O até se perfazer 3 mL. Posteriormente, os tubos 

foram incubados durante 90 minutos à temperatura ambiente. A absorvância foi lida a 

760 nm em placa de 96 poços. 

O conteúdo total de fenóis calculou-se através da curva de ácido gálico (AG), 

sendo o resultado expresso em equivalentes de ácido gálico (EAG) por mL de volume 

de solução (µg EAG/mL).  

3.4.2. Determinação da atividade antiradicalar 

O estudo da atividade antiradicalar foi determinado de acordo com a metodologia 

seguida por Harkat-Madouri et al. (2015), com algumas modificações. Inicialmente, 

prepararam-se 7 padrões que permitiram a construção de uma reta padrão de ácido 

gálico [0; 2,5; 5; 10; 15; 20; 30; 40; 50; 65] µg/mL em metanol puro.  



 
FCUP 

Uso de ferramentas biotecnológicas para a valorização de Corema album: Micropropagação 

45 

 
 

Posteriormente, procedeu-se à maceração das 3 réplicas representativas das 

plantas de campo e das plantas micropropagadas em 3 mL de metanol puro num 

almofariz em gelo, com o suporte mecânico de um pilão. O macerado foi filtrado usando 

um funil de Büchner com um filtro de celulose Whatman ®, e um kitasato ligado a uma 

bomba de vácuo. 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 solução de reação foi preparada com diferentes diluições do 

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

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

 

Após a adição do extrato (ou do padrão), 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 reação. Seguidamente, leu-se a absorvância a 517nm em 

placa de 96 poços.  

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

necessária para causar a redução de 50% do DPPH (IC50).  

4. Análise estatística 

Relativamente aos ensaios de micropropagação, a análise estatística foi realizada 

recorrendo ao software IBM SPSS Statistics v.25.00 através da realização de Anovas 

unidirecionais, conjuntamente com o teste de Duncan. Os resultados foram expressos 

como o valor médio ± erro padrão (ep), seguido da(s) letra(s) correspondente(s) ao 

Planta de 
Campo 

Extrato 
(%) 

Extrato 
(µL) 

Metanol 
(µL) 

DPPH 
(µL) 

 4 10 240 1250 

 8 20 230 1250 

 12 30 220 1250 

 15 37,5 212,5 1250 

Planta 
Micropropagada 

Extrato 
(%) 

Extrato 
(µL) 

Metanol 
(µL) 

DPPH 
(µL) 

 4 10 240 1250 

 15 37,5 212,5 1250 

 30 75 175 1250 

 50 125 125 1250 
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subconjunto homogéneo. Adicionalmente, o teste t-student (software Prism 7 

(GraphPad Softwre Inc., USA)) foi também aplicado na análise estatística de alguns 

dados e os resultados expressos em valor médio ± dp (desvio padrão).  

Os dados da citometria de fluxo foram obtidos através do software Partec Flomax 

v.2.4d e a análise estatística foi realizada através do software Prism 7 (GraphPad 

Softwre Inc., USA. Os resultados foram expressos como valor médio ± dp.  

Por último, a análise estatística 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. Micropropagação 

1.1 Ensaios de multiplicação in vitro 

1.1.1 Identificação da melhor condição de multiplicação em meio gelificado 

Para a identificação da melhor condição de multiplicação, o material vegetal foi 

submetido a duas subculturas, com a duração de 60 dias cada. Para cada um dos 

tratamentos, quantificou-se, em cada subcultura, a percentagem de diferenciação de 

novos rebentos (% indução de rebentos), o número 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 indução de novos rebentos é 

superior para a combinação entre as citocininas 2iP+Cin, quando comparada com a 

adição conjunta de 2iP+BAP e 2iP+mT, ocorrendo 100% de indução para os 

tratamentos T16, T17 e T18 na 2º subcultura.  Embora na primeira subcultura alguns 

dos tratamentos apresentem uma capacidade de proliferação reduzida, com valores 

inferiores ou próximos de 50% (eg: T6, T10, T13, T14, T15, T20, T23, T24), na segunda 

subcultura observa-se um aumento da capacidade de proliferação dos rebentos em 

todos os tratamentos, com a exceção do controlo (T0), cuja percentagem de proliferação 

diminui de 60% para 31%. 

Relativamente ao número de novos rebentos (>5mm), na primeira subcultura 

T17 (2 mg/L 2iP + 1 mg/L Cin) representa o melhor resultado para este parâmetro com 

5,9 ± 0,3 rebentos, não variando significativamente de T16 e T25. Na segunda 

subcultura, com exceção do controlo, verificamos um acréscimo do número de rebentos 

formados, comparativamente com a 1ª subcultura, para a generalidade das 

combinações testadas, com particular destaque 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 diferenças significativas. Desta forma, através da análise deste parâmetro para as 

duas subculturas, é possível concluir-se que a combinação dos reguladores de 

crescimento 2iP+Cin é a mais benéfica, estando os melhores resultados associados à 

adição de cinetina conjuntamente com a 2iP em concentrações mais elevadas desta 

última, pois para a concentração mais reduzida de 2iP (1 mg/L), a combinação de 

2iP+Cin apresenta resultados similares à adição conjunta de 2iP+BAP e 2iP+mT. Os 

resultados menos satisfatórios estão associados ao controlo, onde, como já foi referido, 

se registou um decréscimo da capacidade proliferativa dos explantes, assim como à 
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adição de 2iP+mT, embora a combinação dos reguladores de crescimento 2iP+BAP 

gere resultados semelhantes para este parâmetro.  

No que diz respeito ao comprimento dos novos rebentos (mm), os melhores 

resultados estão associados mais uma vez à combinação dos reguladores de 

crescimento 2iP+Cin e adicionalmente ao controlo, no caso da primeira subcultura. 

Apesar desta associação ser a mais promissora, os resultados mais satisfatórios estão 

sobretudo relacionados com concentrações 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 diferenças significativas.  Para a concentração mais 

elevada (4 mg/L) não são tão satisfatórios, com valores entre os 11,3 e os 9,4 mm. Por 

outro lado, verifica-se mais uma vez que a adição conjunta de 2iP+mT não é a mais 

benéfica, apresentando os piores resultados para este parâmetro em todas as 

concentrações de 2iP+mT testadas, seguido da combinação entre 2iP+BAP tal como se 

sucedeu para o parâmetro número de rebentos. Verifica-se o aumento do comprimento 

dos rebentos para todos os tratamentos testados, com a exceção do controlo entre a 

primeira e a segunda subcultura. 

Neste trabalho, foram também quantificados o número de rebentos (<5mm). 

Apesar de normalmente não serem considerados explantes secundários de 

multiplicação face à sua menor viabilidade, podem ser considerados como um indicador 

do potencial de diferenciação do material vegetal. Não apresentando os seus resultados 

na tabela 11 devido à pouca relevância neste estudo, verifica-se que a combinação mais 

favorável ocorre entre 2iP+mT, contrariamente ao que se observou para os parâmetros 

anteriores.  

Em suma, os dados mostram que a associação entre o 2iP+Cin é a mais benéfica 

para todos os parâmetros avaliados. Tendo em consideração os resultados obtidos nas 

duas subculturas para a indução e número de novos rebentos, assim como para o seu 

alongamento, a combinação entre 2 mg/L 2iP + 1 mg/L Cin (T17) é a mais favorável 

(figura 9, c).  
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Para além dos parâmetros previamente analisados, quantificou-se também a 

taxa de mortalidade e contaminação em cada subcultura. Em relação à mortalidade, 

verificou-se que os tratamentos mais afetados são os representativos da combinação 

2iP+mT, com valores máximos de mortalidade de 13%, não sendo observada ocorrência 

de contaminação.  

Em relação ao parâmetro qualitativo nível de oxidação, mais uma vez a 

combinação entre 2iP+mT foi a mais afetada. No que diz respeito à ocorrência de 

desordens fisiológicas como a hiperhidricidade, esta observou-se muito baixa em todos 

os tratamentos, verificando-se um ligeiro aumento com a adição de concentrações de 

2iP mais elevadas.  

Tabela 11: Efeito dos diferentes tratamentos na indução de rebentos (%), número de rebentos (>5mm) e comprimento 
(mm) dos rebentos formados na multiplicação de Corema album na 1ª e 2ª subculturas. Os parâmetros número de 
rebentos (>5mm) e comprimento dos rebentos (mm) estão representados como valor médio ± ep.  Valores médios 
inseridos na mesma coluna e com a mesma letra não variam significativamente entre si (p<0,05). A verde encontra-se 
assinalado o tratamento mais favorável para a multiplicação de Corema album. 

 

  
Regulador de 
crescimento 

(mg/L) 

 
Indução de rebentos 

(%) 

 
Número de rebentos  

(>5mm) ± ep 
Comprimento dos rebentos 

(mm) ± ep 

 
 

 
2iP 

 
BAP 

 
mT 

 
Cin 

1ª 
subcultura 

2ª 
subcultura 

1ª 
subcultura 

2ª 
subcultura 

1ª 
subcultura 

2ª 
subcultura 

T0      60 31 2,3 ± 0,3 hijk  1,1 ± 0,7 h 10,7 ± 0,3 a 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 bcd 

T2  1,0 1,0   82 88 3,7 ±0,4 cdefgh 3,7 ±0,4 efg 7,8 ± 0,3 de 12,0 ± 0,4 cd 

T3  1,0 2,0   66 83 3,0 ± 0,4 efghijk 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 bcd 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 ± 0,4 defghij 3,3 ± 0,4 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 ± 0,3 a 13,5 ± 0,4 ab 

T8  1,0   1,0 82 93 3,5 ± 0,4 cdefgh 5,4 ± 0,5 bcd 11,7 ± 0,4 a 13,4 ± 0,4 abc 

T9  1,0   2,0 81 96 4,4 ± 0,4 bcd 4,4 ± 0,4 cdefg 11,6 ± 0,4 a 14,5 ± 0,4 a 
           

T10  2,0 0,5   57 86 3,1 ± 0,4 efghij 3,4 ± 0,4 g 7,6 ± 0,4 def 10,2 ± 0,4 efgh 

T11  2,0 1,0   83 100 4,3 ± 0,4 bcdef 4,3 ± 0,4 cdefg 8,1 ± 0,3 cd 12,3 ± 0,4 bcd 

T12  2,0 2,0   71 85 2,5 ± 0,4 ghijk 3,4 ± 0,4 fg 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 3,1 ± 0,5 g 6,0 ± 0,4 gh 7,4 ± 0,4 k 

T16  2,0   0,5 93 100 5,4 ± 0,4 ab 6,6 ± 0,4 ab 11,1 ± 0,4 a 13,1 ± 0,4 abc 

T17  2,0   1,0 89 100 5,9 ± 0,3 a 6,8 ± 0,4 a 11,2 ± 0,3 a 14,2 ± 0,4 a 

T18  2,0   2,0 97 100 3,8 ± 0,3 cdefg 4,9 ± 0,4 cde 9,6 ± 0,3 b 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 ± 0,5 ijk 3,9 ± 0,4 efg 6,3 ± 0,5 fgh 9,5 ± 0,4 hij 

T21  4,0 2,0   47 94 2,1 ± 0,5 ijk 4,3 ± 0,4 cdefg 6,0 ± 0,4 gh 9,1 ± 0,4 hij 

T22  4,0  0,5  53 64 1,7 ± 0,5 k 4,3 ± 0,5 cdefg 5,6 ± 0,4 h 9,8 ± 0,5 fgh 

T23  4,0  1,0  49 84 1,7 ± 0,4 k 4,2 ± 0,4 cdefg 5,7 ± 0,4 h 8,3 ± 0,4 ijk 

T24  4,0  2,0  51 76 2,1 ± 0,5 ijk 3,9 ± 0,5 efg 5,5 ± 0,4 h 8,2 ± 0,4 jk 

T25  4,0   0,5 89 89 4,8 ± 0,4 abc 7,0 ± 0,4 a 9,2 ± 0,4 bc 11,3 ± 0,5 de 

T26  4,0   1,0 86 94 3,5 ± 0,4 cdefghi 6,7 ± 0,4 ab 9,4 ± 0,3 b 12,2 ± 0,4 bcd 

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 hij 
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1.1.2. Identificação das melhores condições de cultura para a multiplicação 

em biorreatores de imersão temporária  

Para determinar as melhores condições de multiplicação em sistemas BIT, o 

material vegetal foi avaliado 60 dias após a sua inoculação. Para cada um dos 

tratamentos, quantificou-se a mortalidade (%), a indução de novos rebentos (%), o 

número 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 T0 e T1 apresentam uma 

mortalidade de 100%, constatando-se que as condições físicas de imersão e arejamento 

(2’ a cada 6h e 1’ a cada 3h, respetivamente) associadas aos mesmos não são 

favoráveis ao desenvolvimento de Corema album. Para além disso, verifica-se também 

a mortalidade da totalidade dos rebentos no tratamento T2, que poderá estar associada 

à existência de um explante na zona de ligação entre duas componentes do biorreator, 

impedindo a circulação conveniente do meio de cultura. Observa-se ainda que para a 

mesma composição do meio de cultura e para as mesmas condições de imersão e 

arejamento, a mortalidade é muito superior para os biorreatores sem rede, atingindo os 

100% para o tratamento T6 e 65% para o tratamento T7, quando comparados com os 

tratamentos T4 (25% mortalidade) e T5 (5% de mortalidade).  

Relativamente à capacidade de indução de novos rebentos, verifica-se que esta 

é baixa para todos os tratamentos onde a mortalidade não foi máxima, apresentando o 

valor mais elevado (50%) para o tratamento T5.  

No que diz respeito ao número de rebentos (>5mm), verifica-se que T3 é a 

condição que melhor resultado apresenta, com um número de rebentos de 11,6 ± 1,3, 

A B C 

Figura 9: Representação de alguns dos tratamentos testados na multiplicação de Corema album. Em todas as imagens 
(A, B e C) o regulador de crescimento 2iP é utilizado na concentração de 2mg/L e a BAP (A), mT (B) e Cin (C) na 
concentração de 1 mg/L. Em C, encontra-se representada uma das réplicas do tratamento T17, que apresenta os 
resultados mais favoráveis para a multiplicação desta espécie 
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embora não varie significativamente do tratamento T5. Por outro lado, T4 e T7 são os 

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

menor capacidade de gerar rebentos em T4 e T7 poderá relacionar-se sobretudo à 

ausência de citocininas no meio e à ausência de rede no biorreator, respetivamente. 

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

de frequência e duração do período de imersão e arejamento, quando comparando T4 

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

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

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

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

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

aproximadamente 3,6 vezes menor no biorreator onde a rede não está presente. Desta 

forma, conclui-se que a ausência de rede afeta negativamente a multiplicação assim 

como a sobrevivência dos rebentos.  

Relativamente ao comprimento dos rebentos (mm), embora a condição T7 não 

seja a mais indicada para a formação de novos rebentos em termos de % de indução e 

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

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

resultados para a formação de novos rebentos é a condição com menor capacidade de 

alongamento (11,0 ± 0,9 mm). 

 
Tabela 12: Efeito dos diferentes tratamentos na mortalidade (%), capacidade de indução de novos rebentos (%), número 
de rebentos (>5mm) e seu comprimento (mm) na multiplicação de Corema album em BIT. Os parâmetros número 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 não variam significativamente entre si (p<0,05). SR representa ausência 

de resultado. A verde encontra-se assinalado o tratamento mais promissor para a multiplicação de Corema album em 

BIT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No que diz respeito à ocorrência de desordens fisiológicas como vitrificação dos 

rebentos, formação de massas de vitrificação e oxidação, verificou-se a ocorrência de 

 

Tratamento  

Mortalidade 
(%) 

 

Indução 
de 

rebentos 
(%) 

 

Número de 
rebentos  

(>5mm) ± ep 

 

Comprimento 
dos rebentos 

(mm) ± ep 
 2 mg/L 2iP + 

1mg/L BAP 
Imersão / Arejamento 

(duração e frequência) 

Presença 
de rede 

T0  Não 2’ a cada 6h / 1’ a cada 3h Sim 100 0 SR SR 

T1 Sim 2’ a cada 6h / 1’ a cada 3h Sim 100 0 SR SR 

T2 Não 3’ a cada 12h / 1’ a cada 4h Sim 100 0 SR SR 

T3 Sim 3’ a cada 12h / 1’ a cada 4h Sim 10 40 11,6 ± 1,3 a 11,0 ± 0,9 c 

T4 Não 3’ a cada 8h / 30’’ a cada 8h Sim 25 20 1,0 ± 1,8 b 15,3 ± 1,2 bc 

T5 Sim 3’ a cada 8h / 30’’ a cada 8h Sim 5 50 7,1 ± 1,2 ab 17,3 ± 0,8 b 

T6 Não 3’ a cada 8h / 30’’ a cada 8h Não 100 0 SR SR 

T7 Sim 3’ a cada 8h / 30’’ a cada 8h Não 65 5 2,0 ± 3,7 b 23,0 ± 2,5 a 
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todas elas em todos os tratamentos testados, no entanto estas são superiores para os 

tratamentos T4, T5 e T7, cuja multiplicação ocorre nas mesmas condições físicas 

(imersão 3’ a cada 8h e arejamento 30’’ a cada 8h), sendo o tratamento T7 (ausência 

de rede) especialmente afetado pela ocorrência de vitrificação (figura 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em suma, verifica-se que a combinação entre a adição de citocininas ao meio 

de cultura e a utilização de rede no biorreator é propícia à regeneração de rebentos em 

Corema album, contudo, os resultados obtidos não permitem selecionar 

significativamente quais as melhores condições de imersão e arejamento associadas a 

estas características. No entanto, o tratamento T3 é aquele que apresenta melhor 

resultado em termos de número de novos rebentos formados (>5mm). Para além disso, 

é o tratamento menos afetado pela ocorrência de desordens fisiológicas como a 

vitrificação.  

1.1.3. Multiplicação em meio gelificado vs biorreatores de imersão 

temporária 

 Com o intuito de verificar qual a o sistema mais eficiente para a multiplicação de 

Corema album, estabeleceu-se uma comparação entre a multiplicação 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 composição do meio de cultura (com a exceção do agar) e para o 

mesmo número de subculturas existem diferenças significativas no número 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 multiplicação em 

Figura 10: Rebento em estado de vitrificação, umas das principais problemáticas associadas à cultura em biorreatores. 
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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 composição do meio de cultura, a 

multiplicação recorrendo a biorreatores se torna mais vantajosa no que diz respeito aos 

parâmetros quantitativos. No entanto, esta é bastante mais afetada pela ocorrência de 

desordens fisiológicas, assim como fenómenos de mortalidade.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2. Ensaios de enraizamento 

1.2.1 Identificação das melhores condições de enraizamento in vitro 

Primeiro ensaio de enraizamento in vitro 

Para a identificação da melhor condição de enraizamento in vitro, 60 dias após 

o início do ensaio, avaliaram-se parâmetros relacionados com a % de indução radicular, 

número de raízes formadas por rebento, comprimento radicular (mm) e comprimento do 

rebento (mm). No entanto, não são apresentados resultados referentes aos parâmetros 

relacionados com a formação de raízes, uma vez que não se verificou desenvolvimento 

Figura 11: Comparação da fase de multiplicação de Corema album em biorreator e frasco de cultura, com informações 
relativas ao número de novos rebentos (>5mm) (A) e ao comprimento dos rebentos (mm) (B). Os resultados estão 
representados em valor médio ± dp. * representa as diferenças significativas (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001, **** p 
≤ 0.0001). 
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radicular em nenhum dos tratamentos aplicados. Por outro lado, apresentam-se 

resultados referentes ao comprimento dos rebentos não 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 obtenção 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 análise estatística, é possível constatar que o 

tratamento T4 (2 mg/L AIB) é a condição que melhor resultados gera em termos de 

alongamento dos rebentos, com valores de aproximadamente 65,2 ± 2,0 mm, não 

variando significativamente do tratamento T8. Pelo contrário, o pior resultado está 

associado ao tratamento T19 (2 mg/L AIA + 2 mg/L AIB), não variando significativamente 

de T0, T14, T15 e T17.  

Verifica-se também que a incorporação individualizada de AIB, ANA e AIA no 

meio de cultura gera resultados semelhantes entre si para a concentração de 1 mg/L, 

no entanto para a concentração de 2 mg/L a auxina AIB é aquela que mais promove o 

alongamento. A utilização simultânea das auxinas AIB e AIA no meio de cultura gera 

resultados similares para todas as concentrações testadas.   

Relativamente à utilização da metodologia de dipping, observa-se que a 

capacidade de alongamento de AIB é superior comparativamente a AIA para os dois 

tempos de imersão testados, estando o melhor resultado associado aos 2 minutos de 

dipping em AIB.   

De uma forma global, os melhores resultados de alongamento estão 

relacionados com a utilização individualizada da auxina AIB, quer pela sua incorporação 

no meio de cultura, que pelo processo de dipping. 
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Para além do registo dos parâmetros radiculares e do alongamento dos 

rebentos, foi ainda avaliada a taxa de mortalidade e de contaminação. Relativamente à 

ocorrência de mortalidade, esta verificou-se bastante reduzida (com um valor máximo 

de 3%), ocorrendo apenas em 3 dos 20 tratamentos (T0, T2 e T6).  Não foi registada 

qualquer contaminação em nenhum dos tratamentos aplicados. Em relação aos 

parâmetros qualitativos como a oxidação, esta foi constante entre os diferentes 

tratamentos e sobretudo ao nível da base, onde se localizam as regiões foliares mais 

antigas e onde ocorreu contacto com o meio de cultura (figura 12).  Para além disso, os 

rebentos não apresentaram sinais de formação de calo em nenhum dos tratamentos.  

 

 

 

 

Tabela 13: Efeito dos diferentes tratamentos na % de indução radicular, número de novas raízes formadas por rebento 
e no seu comprimento (mm), assim como o comprimento dos rebentos (mm) em Corema album. O parâmetro 
comprimento dos rebentos (mm) encontra-se representado como valor médio ± ep. Valores médios inseridos na mesma 
coluna com a mesma letra não variam significativamente entre si (p<0,05). SR representa a ausência 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 condição de alongamento em Corema album. 

 

 

 

Tratamento 

 

Indução 

radicular 

(%) 

 

Número de 

raízes por 

explante 

± ep 

 

Comprimento 

radicular 

(mm) ± ep 

 

Comprimento 

do rebento 

 (mm) ±ep 

 Regulador de crescimento 
(mg/L) 

Tempo / Método     

 ANA AIB AIA      

T0     * 0 SR SR 42,6 ± 2,1 h 

T1  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 bcd 

T4   2,0  * 0 SR SR 65,2 ± 2,0 a 

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 ± 2,0 bc 

T8   1000,0  2 min / dipping 0 SR SR 62,8 ± 2,0 ab 

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 45,9 ± 2,0 gh 

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 ± 2,0 h 
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Segundo ensaio de enraizamento in vitro 

Tendo em consideração os resultados obtidos no primeiro ensaio de 

enraizamento in vitro, realizou-se um novo ensaio e após 60 dias do seu início foram 

novamente quantificados os parâmetros já mencionados. Mais uma vez, não são 

apresentados os resultados relacionados com os parâmetros radiculares, uma vez que 

não se verificou formação de raízes em nenhum dos tratamentos. Não obstante, o 

comprimento (mm) dos rebentos não 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 presença ou ausência de AIB no meio de cultura 

na fase de indução afeta a capacidade de alongamento, uma vez que as condições T0, 

T3, T6 e T9 (ausência de AIB na fase de indução), são as que apresentam um menor 

alongamento dos rebentos, não variando significativamente entre si. Por outro lado, a 

utilização de 3 mg/L ou 5 mg/L AIB gera resultados semelhantes.  

Para os tratamentos onde o AIB foi utilizado na fase de indução, verifica-se que 

a presença ou ausência de luz é um fator importante, sendo que os 5 dias iniciais em 

condições de obscuridade melhoraram a capacidade de alongamento dos rebentos. 

A B 

Figura 12: Alongamento dos rebentos não enraizados (A e B). Em B observa-se um rebento saudável, com sinais de oxidação 
na porção basal. 
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Assim, para as mesmas condições de cultura, os tratamentos cuja indução ocorreu em 

ambiente de luminosidade apresentam um menor comprimento comparativamente 

aqueles cuja indução foi feita obscuridade (eg: T1 < T7; T2 < T8; T4 < T10; T5 < T11). 

A adição de CA ao meio de expressão não mostra influência na capacidade de 

alongamento dos rebentos.  

De uma forma geral, verifica-se que os melhores resultados em termos de 

alongamento dos rebentos não enraizados estão associados a uma fase de indução na 

presença de AIB e ambiente de obscuridade, com posterior transferência para meio de 

expressão suplementado ou não por CA, destacando-se o tratamento T7 com 

comprimento de 66,2 ± 2,3, apesar de não variar significativamente de T8, T10 e T11.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para além do registo dos parâmetros radiculares e do alongamento dos 

rebentos, foi ainda avaliada a taxa de mortalidade e de contaminação dos rebentos, no 

entanto não se verificou ocorrência de mortalidade ou contaminação em nenhum dos 

tratamentos testados. Em relação aos parâmetros qualitativos como a oxidação, esta foi 

constante entre os diferentes tratamentos e sobretudo ao nível da base, onde se 

localizam as regiões foliares mais antigas e onde ocorreu contacto com o meio de 

cultura.  Para além disso, os rebentos não apresentaram sinais de formação de tecido 

caloso em nenhum dos tratamentos. 

Tabela 14: Efeito dos diferentes tratamentos na % de indução radicular, número de novas raízes formadas por rebento 
e no seu comprimento (mm), assim como o comprimento dos rebentos (mm) em Corema album. O parâmetro 
comprimento do rebento (mm) encontra-se representado como valor médio ± ep. Valores médios inseridos na mesma 
coluna com a mesma letra não variam significativamente entre si (p<0,05). SR representa a ausência de resultado. A 
verde encontra-se assinalada a melhor condição de alongamento em Corema album.  

 
 

Tratamento 

 

Indução 
radicular 

(%) 

 

Número de 
raízes  

± ep 

 

Comprimento 
radicular 
(mm) ± ep 

 

Comprimento 
do rebento 
(mm) ± ep 

 Fase de indução 

(5 dias) 

Fase de 
expressão 

    

 AIB 
(mg/L) 

Condição Condição     

T0 0,0 Luz Luz 0 SR SR    42,6 ± 2,4 c 

T1 3,0  Luz Luz 0 SR SR    52,6 ± 2,3 b 

T2 5,0 Luz Luz 0 SR SR    52,9 ± 2,3 b 

T3 0,0 Luz CA, Luz 0 SR SR    43,1 ± 2,4 c 

T4 3,0 Luz CA, Luz 0 SR SR    52,8 ± 2,3 b 

T5 5,0 Luz CA, Luz 0 SR SR    52,7 ± 2,3 b 

T6 0,0 Escuro Luz 0 SR SR    43,6 ± 2,4 c 

T7 3,0 Escuro Luz 0 SR SR    66,2 ± 2,3 a 

T8 5,0 Escuro Luz 0 SR SR    59,9 ± 2,0 ab 

T9 0,0 Escuro CA, Luz 0 SR SR    43,5 ± 2,4 c 

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 ± 2,3 a 
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1.2.2. Identificação das melhores condições de enraizamento ex vitro e 

aclimatização 

Para a identificação da melhor condição de enraizamento ex vitro, 60 dias após 

o início do ensaio avaliaram-se parâmetros quantitativos relacionados com o 

desenvolvimento radicular, nomeadamente a capacidade de indução radicular (%), o 

número de novas raízes 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 indução 

com AIB e 2 tipos de substrato para expressão radicular (figura 13). Os resultados 

obtidos para os diferentes tratamentos encontram-se discriminados na tabela 15. 

 

 

 

 

 

 

 
      

A capacidade de indução radicular (%) é reduzida para todos os tratamentos 

testados. No entanto, os piores resultados estão associados à utilização de 0,3% AIB, 

para ambos os substratos, apresentado uma indução de apenas 6% (T4 e T5), com 

valores inferiores aos tratamentos de controlo (T0 e T1). Por outro lado, a melhor 

percentagem de indução (20%) relaciona-se com a utilização de 0,2% e 0,5% AIB em 

substrato jiffy (T2 e T8, respetivamente), seguido de 17% e 16% para as concentrações 

1,0% e 0,2% de AIB em P+V, respetivamente (T11 e T3, respetivamente).  

No que diz respeito ao número de raízes formadas por rebento, o tratamento T11 

(1,0% AIB em substrato P+V) é aquele que apresenta o melhor resultado, com a 

formação de 7,2 ± 1,3 raízes, apesar de não variar significativamente das condições T1, 

T2, T3, T4, T6, T7, T8, T9 e T10. Por outro lado, os tratamentos T0 (controlo em jiffys) 

e T5 (0,3% AIB em substrato P+V), apresentam os piores resultados para este 

parâmetro com o mesmo número de raízes formadas (1,0 ± 2,1). De uma forma 

generalizada, observa-se um maior número de raízes no substrato P+V 

comparativamente aos jiffys para todas as concentrações de AIB testadas, com a 

exceção de AIB 0,3%. Em substrato jiffy, 0,2% é a concentração que promove o maior 

A B 

Figura 13: Processo de enraizamento nos 2 tipos de substratos testados. (A) Perlite + Vermiculite (1:1, v:v); (B) Jiffys. 
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número de raízes, enquanto que em P+V, AIB 1% foi a mais satisfatória. A concentração 

de 0,3% é a menos satisfatória para ambos os substratos.  

Em relação 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, não variando significativamente do tratamento T2 e 

T7 e T10. Por outro lado, T0 e T5 apresentam os valores mais reduzidos no comprimento 

radicular, demonstrando a ineficácia destes tratamentos no número de raízes, assim 

como no seu alongamento. Para ambos os substratos, a concentração 0,2% é aquela 

que mais favorece o alongamento radicular. 

Considerando que os 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, não variando significativamente 

dos tratamentos T0, T2, T3, T4, T5, T7, T8, T9 e T11. Por outro lado, o pior resultado é 

observado para a condição de controlo em substrato P+V, com valores de 

aproximadamente 30,9 ± 4,1 mm.  De uma forma generalizada, a utilização de jiffys 

conduz a um maior alongamento face a P+V para todas as concentrações, com a 

exceção de 0,4%. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em suma, tendo em consideração a capacidade de indução radicular, o número 

de raízes e o seu comprimento, poderemos considerar que a utilização de 0,2% de AIB 

será, das concentrações testadas, a mais eficaz na indução radicular de Corema album, 

Tabela 15: Efeito dos diferentes tratamentos na capacidade de indução de raízes (%), no número de raízes formadas 
por rebento e no seu comprimento (mm), assim como no comprimento dos rebentos (mm) em Corema album. Os 
parâmetros número de raízes, 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 não variam significativamente 
entre si (p<0,05). A verde encontra-se assinalado o tratamento mais favorável para o enraizamento ex vitro de Corema 
album. 
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associada depois à expressão em jiffys (T2) ou P+V (T2), ainda que os valores mais 

elevados em termos de número e comprimento radicular estejam associados à 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para além dos parâmetros quantitativos, avaliou-se também a ocorrência de 

contaminação. Esta verificou-se muito superior no caso dos jiffys comparativamente à 

P+V, onde se registou sobretudo o aparecimento de algas e fungos, um problema 

ultrapassado pela aplicação da solução antifúngica Mancozebe 1 g/L.  

Relativamente à ocorrência de desordens fisiológicas como oxidação, esta 

observou-se de uma forma generalizada em todos os tratamentos testados, sobretudo 

na folhagem basal, que está em contacto com o substrato. Não se verifica formação de 

calo para nenhum dos tratamentos.  

A taxa de sobrevivência dos rebentos enraizados, avaliada 30 dias depois da 

sua transferência para estufa, foi de 100% para todos os tratamentos, evidenciado uma 

capacidade de pré-aclimatização/aclimatização elevada e idêntica para todas as 

combinações estudadas (figura 15).  

 

 

 

 

Figura 14: Rebentos de Corema album enraizados em substrato P+V, após a indução com 0,2 % AIB, a combinação 
mais promissora para o desenvolvimento radicular desta espécie. (A barra representa 25 mm). 
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2. Análise da estabilidade de ploidia das plantas 

micropropagadas  

Para a análise da fidelidade genética (ploidia) do material obtido através do 

protocolo de micropropagação, quantificou-se o tamanho do genoma nuclear das 

plantas aclimatizadas e de plantas recolhidas em campo, recorrendo à técnica de 

citometria fluxo. O conteúdo genómico (pg ADN), assim como o coeficiente de variação 

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

Tabela 16: Conteúdo de ADN genómico (pg) e coeficiente de variação (%) das plantas micropropagadas e das plantas 
de campo de Corema album. O conteúdo de ADN (pg) e o CV (%) encontram-se representados como o valor médio ± 
dp. 

 

 

Através da comparação do conteúdo genómico recorrendo ao teste de t-student, 

verifica-se que não existem diferenças significativas (p=0,9134) entre as plantas de 

campo e plantas obtidas in vitro, excluindo-se a possível ocorrência de instabilidade de 

Material Vegetal Conteúdo de ADN 
genómico  
(pg/2C) ± dp 

CV  
(%) ± dp 

CV mínimo 
(%) 

CV máximo 
(%) 

Planta de campo  1,21 ± 0,03 5,30 ± 0,47 4,69 5,71 

Planta micropropagada  1,21 ± 0,04 4,41 ± 1,54 3,25 6,16 

A B 

Figura 15: Transferência 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). 



 
FCUP 

Uso de ferramentas biotecnológicas para a valorização de Corema album: Micropropagação 

62 

 
 
ploidia durante o desenvolvimento do protocolo de micropropagação (tabela 16 e figura 

16) 

O valor médio do coeficiente de variação, indicativo da qualidade da amostra, 

apresenta um valor inferior, ainda que próximo 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.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Avaliação do estado oxidativo das plantas micropropagadas 

3.1. Espécies reativas de oxigénio 

3.1.1. Níveis de superóxido  

A quantificação dos níveis de anião superóxido nas plantas de campo e nas 

plantas micropropagadas encontra-se representada na figura 17. 

Verifica-se a existência de diferenças significativas na quantidade de O2
•- 

acumulada entre as plantas de campo e as plantas micropropagadas. Embora as 

plantas de campo apresentem níveis reduzidos desta ERO, as plantas micropropagadas 
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Figura 16 :Histogramas de citometria de fluxo representativos da intensidade da fluorescência relativa do iodeto de 
propídio obtidos após a análise simultânea de núcleos isolados de uma referência padrão (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 à fase G0/G1 de Corema album e (2) à fase G0/G1 de Solanum lycopersicum. (3) representa a fase 
G2 da espécie padrão. A seta vermelha aponta para a região da fase G2 de Corema album. 
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apresentam aproximadamente 13,6 vezes mais superóxido, conduzindo a níveis 

elevados deste radical.  
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3.1.2. Níveis de peróxido de hidrogénio 

Os níveis de peróxido de hidrogénio acumulado nas plantas recolhidas em 

campo e nas plantas produzidas in vitro encontram-se representados na figura 18.  

Observa-se a ocorrência de diferenças significativas nos níveis de H2O2 entre os 

dois tipos de material vegetal. Os valores de peróxido de hidrogénio verificam-se 

bastantes superiores para as plantas de campo, existindo aproximadamente 13,5 vezes 

mais H2O2 nestas plantas comparativamente às plantas micropropagadas. 

Figura 17: Níveis O2
•- nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema album. Os valores estão 

representados como média ± dp. * representa as diferenças significativas (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001, **** p ≤ 
0.0001). 
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3.2. Atividade enzimática 

3.2.1. Proteínas totais solúveis  

O conteúdo das proteínas hidrossolúveis das plantas de campo e das plantas 

micropropagadas encontra-se representado na figura 19. 

Observa-se a existência de diferenças significativas no conteúdo proteico nos 

dois tipos de material vegetal, apresentando as plantas de campo aproximadamente 1,7 

vezes mais proteínas.  
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Figura 18: Níveis de H2O2 nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema album. Os valores estão 
representados como média ± dp. * representa as diferenças significativas (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001, **** p ≤ 
0.0001). 

Figura 19: Conteúdo de proteínas totais solúveis nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema 
album. Os valores estão representados como média ± dp. * representa as diferenças significativas (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 
0.01, *** p ≤ 0.001, **** p ≤ 0.0001). 
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3.2.2. Atividade superóxido dismutase 

A atividade enzimática da SOD nas plantas de campo e nas plantas 

micropropagadas encontra-se representada na figura 20. 

Verifica-se que existem diferenças 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 proteína, enquanto que as plantas 

micropropagadas apresentam apenas 0,34 ± 0,02 U SOD/mg proteína, concluindo-se 

que a atividade da SOD é superior nas plantas de campo. 
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3.2.3. Atividade ascorbato peroxidase 

A atividade enzimática da APX nas plantas de campo e nas plantas 

micropropagadas encontra-se representada na figura 21.  

Verifica-se que não existem diferenças significativas na atividade da APX entre 

as plantas recolhidas em campo e as plantas obtidas através da metodologia de 

micropropagação, apesar da planta de campo apresentar uma atividade ligeiramente 

superior. 

Figura 20: Atividade da SOD nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema album. Os valores estão 
representados como média ± dp. * representa as diferenças significativas (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001, **** p ≤ 
0.0001). 
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3.2.4. Atividade catalase 

A atividade enzimática da CAT nas plantas de campo e nas plantas 

micropropagadas encontra-se representada na figura 22.  

Verifica-se que não existem diferenças 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 21: Atividade da APX nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema album. Os valores estão 
representados como média ± dp. ns representa a ausência de diferenças significativas. 

Figura 22: Atividade da CAT nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema album. Os valores estão 

representados como média ± dp. ns representa a ausência de diferenças 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 existência de diferenças significativas na atividade da GPX entre as 

plantas recolhidas em campo e as plantas obtidas através da metodologia de 

micropropagação. Contrariamente ao que se verificou para a ascorbato peroxidase e 

para a catalase, cujas atividades não diferiam com o tipo de material vegetal, a atividade 

da guaiacol peroxidase é 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 estão 
representados como média ± dp. * representa as diferenças significativas (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001, **** p ≤ 
0.0001). 

3.3. Atividade não enzimática 

3.3.1. Conteúdo total de fenóis 

O conteúdo total de fenóis das plantas micropropagadas e das plantas de campo 

encontra-se representado na figura 24. 

Verifica-se que o conteúdo total de fenóis varia significativamente com o tipo de 

material vegetal.  As plantas de campo apresentam valores superiores às plantas 

micropropagadas, com um conteúdo total de fenóis aproximadamente 2,3 vezes maior. 
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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 existência de diferenças significativas na atividade antiradicalar 

entre as plantas de campo e as plantas micropropagadas. Aquilo que se observa é que 

para a redução 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 24: Conteúdo total de fenóis nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema album. Os valores 
estão representados como média ± dp. * representa as diferenças significativas (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001, **** 
p ≤ 0.0001). 

Figura 25: Atividade antiradicalar nas plantas de campo e nas plantas micropropagadas de Corema album. Os valores 
estão representados como média ± dp. * representa as diferenças significativas (* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001, **** 
p ≤ 0.0001). 
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Discussão 

1. Micropropagação 

A regeneração de plantas in vitro é uma ferramenta biotecnológica que oferece 

uma potencial solução para propagação de espécies de interesse comercial ou 

ameaçadas, que podem ser posteriormente transplantadas no seu habitat natural ou 

propagadas em larga escala para a obtenção de produtos de interesse (Chandana et al. 

2018).  

Embora já tenham sido realizados alguns avanços no estabelecimento e 

multiplicação da camarinha (Gonçalves & Pinto 2019), não está disponível um protocolo 

completo (até à aclimatização) para a sua propagação in vitro. 

Para a otimização da fase de multiplicação, recorreu-se ao meio WPM (Lloyd & 

McCown 1980), que mostrou ser o melhor meio basal em termos de formação de 

rebentos para Corema album, tal como para outras espécies pertencentes à família 

Ericaceae como Vaccinium arctostaphylos (Cüce et al. 2013), Vaccinium myrtillus (Cüce 

& Sökmen 2015) e Empetrum nigrum (Han et al. 2010) e estudou-se a influência da 

combinação entre as citocininas 2iP+BAP, 2iP+mT e 2iP+Cin nas concentrações 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 combinação mais favorável até ao 

momento para a multiplicação desta espécie (Gonçalves & Pinto 2019).  

Após os ensaios desenvolvidos em Corema album, tendo em consideração a 

capacidade de indução, número e comprimento dos novos rebentos formados, a 

combinação entre 2iP+Cin mostrou ser a mais indicada para a multiplicação desta 

espécie, sobretudo para as concentrações de 2mg/L 2iP e 1mg/L Cin. O regulador de 

crescimento 2iP é uma das citocininas mais comumente utilizadas na propagação in 

vitro de ericáceas, sendo vital a seleção da concentração ótima para cada espécie, uma 

vez que esta citocinina pode ter efeitos fitotóxicos (Zróbek-Sokolnik et al. 2011). Em 

Arbustos unedo, uma espécie pertencente à família Ericaceae, a adição isolada de 

cinetina ao meio de cultura apresentou melhor taxa de multiplicação, embora não varie 

significativamente das citocininas BAP e zeatina (Gomes 2011). Para além disso, em 

Arbustus pavarii, outro exemplo de ericácea, 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 indução de um número ótimo de rebentos, com um comprimento favorável.  

Embora o efeito do número de subculturas na capacidade de multiplicação varie 

entre as espécies, na literatura está mencionado um declínio do potencial de 

multiplicação durante um longo período de subcultura em meio com a composição 

hormonal constante para seis espécies ornamentais e cultivares pertencentes à família 

Rosaceae (Norton & Norton 1986), duas cultivares de Potentilla fruticosa (Remphrey et 

al. 1993), várias plantas decorativas (Vardja & Vardja 2001), entre outras (Vujović et al. 

2012). No entanto, para Rubus pubescens Raf. (Debnath 2004), verificou-se um 

aumento da multiplicação, assim como do tamanho dos rebentos e do número de folhas  

até à terceira subcultura, mantendo-se constantes posteriormente (Vujović et al. 2012). 

Para Corema album, observou-se a ocorrência de um aumento no número e 

comprimento dos novos rebentos para a maioria dos tratamentos da primeira para a 

segunda subcultura, sendo o controlo uma das exceções. Como seria de esperar, o 

controlo (sem citocininas), apresentou um dos piores resultados na formação de novos 

rebentos (indução e número), confirmando-se que a inclusão de citocininas no meio de 

cultura é geralmente necessária para a proliferação in vitro (Arab et al. 2014; Dobránszki 

& Teixeira da Silva 2010). Para além disso, verificou-se a diminuição no número de 

rebentos formados entre a primeira e segunda subculturas, o que poderá ser explicado 

pela habituação ao meio de cultura stock (2 mg/L 2iP + 1mg/L BAP), que poderá ter 

funcionado como um indutor da multiplicação na primeira subcultura. Apesar da 

ausência de citocininas não se mostrar favorável na formação de novos rebentos, 

apresenta um papel positivo no seu comprimento. Noutras espécies, a utilização de 

meio de cultura sem adição 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 eleição na 

produção de plantas in vitro (Gentile et al. 2014; Koszeghi et al. 2014; Nowakowska et  

al. 2019), embora o seu efeito em espécies pertencentes à família Ericaceae ainda não 

esteja descrito na literatura. A aplicação desta citocinina já demonstrou evitar problemas 

relacionados com a dificuldade de regeneração de algumas espécies, baixa capacidade 

de enraizamento devido ao efeito prévio de outras citocininas, assim como na redução 

da mortalidade durante a fase de aclimatização em condições ex vitro (Amoo et al. 2015; 

Amoo & Van Staden 2012; Aremu et al. 2012; Nowakowska et al. 2019; Tarkowská et 

al. 2003). No entanto, para Corema album, a adição simultânea de 2iP+mT é a 

combinação hormonal que gera os piores resultados na formação de rebentos 
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superiores a 5 mm, assim como no alongamento dos mesmos, sobretudo em 

concentrações de 2iP mais elevadas. Por outro lado, esta apresenta-se como a 

combinação com maior capacidade de regenerar rebentos de dimensões reduzidas 

(<5mm), o que revela a forte capacidade de indução de novas formações 

meristemáticas, aliada à incapacidade de alongamento. A combinação entre 2iP+BAP 

apresentou resultados similares, ainda que mais elevados para todos os parâmetros.  

Em suma, após a realização deste estudo encontrou-se uma nova combinação 

hormonal mais favorável à multiplicação de Corema album, que ao final de duas 

subculturas permitiu uma indução de 100% e aproximadamente 6,8 novos rebentos, 

com um tamanho médio de 14,2 mm.   

Apesar da multiplicação de Corema album não ser fortemente afetada pela 

ocorrência de desordens fisiológicas como a oxidação e hiperhidricidade, verificou-se 

um ligeiro aumento desta última com o aumento da concentração de 2iP. A 

hiperhidricidade é o termo proposto para designar as malformações hiperhídricas que 

frequentemente afetam os rebentos herbáceos e lenhosos durante a sua propagação 

vegetativa in vitro (Debergh et al. 1992; Kevers et al. 2004).  Este fenómeno é induzido 

pela ação combinada de vários fatores físicos e/ou químicos do ambiente de cultura e, 

embora a maioria das plantas se consiga adaptar a estas condições ambientais, 

algumas delas tornam-se anormais com um aspeto translúcido, devido à deficiência de 

clorofila e a um elevado conteúdo em água, o que poderá conduzir à perda de 

capacidade proliferativa dos explantes e consequente perda das culturas (Debergh 

1983; Gaspar 1991; Quiala et al. 2014). A observação feita em Corema album para este 

parâmetro está de acordo com Williams & Taji (1991), que defendem que o aumento da 

concentração das citocininas, com o intuito de maximizar a taxa de multiplicação, por 

vezes corresponde à ocorrência de vitrificação. Apesar de vários estudos relatarem uma 

maior ocorrência de vitrificação aquando da adição individual de BAP (van der 

Westhuizen 2014), para Corema album a combinação de 2iP com BAP, mT ou Cin gera 

resultados semelhantes para este parâmetro.  

A automatização, através da utilização de biorreatores, é uma das formas mais 

efetivas de reduzir os custos associados à micropropagação (Paek et al. 2001). A 

literatura demonstra que o uso de biorreatores em detrimento dos métodos de 

micropropagação tradicionais foi empregue em várias espécies pertencentes à família 

Ericaceae (Debnath 2011; Jesionek et al. 2017). Porém, apesar de todas as vantagens 

associadas aos biorreatores, a ocorrência de fenómenos anormais como a 

hiperhidricidade aquando do desenvolvimento vegetal  representa um dos maiores 
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problemas (Ziv 2000), pelo que a utilização de sistemas de imersão temporária surge 

com intuito de reduzir este fenómeno.   

Para a multiplicação de Corema album, recorrendo à utilização de biorreatores 

de imersão temporária, o melhor resultado em termos de formação de rebentos com 

maior qualidade foi conseguido para o meio de cultura suplementado com citocininas, 

com rede no biorreator e para uma frequência e duração de imersão e arejamento de 3’ 

a cada 12h e 1’ a cada 4h, respetivamente. A manipulação da frequência e da duração 

do período de imersão é um fator fundamental para a obtenção de um maior coeficiente 

de multiplicação e melhor qualidade dos explantes em sistemas de imersão temporários 

(Castro & Gonzáles 2002; de Oliveira et al. 2014), uma vez que controla a absorção de 

nutrientes e a ocorrência de hiperhidricidade (de Oliveira et al. 2014; Etienne & Berthouly 

2002). Vários estudos corroboram também a importância 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 prevenção a situações de stresse como a 

hiperhidricidade (de Oliveira et al. 2014; Majada et al. 2000; Park et al. 2004). Lai et al. 

(2005) relatam a importância da ventilação na redução da humidade relativa no interior 

do recipiente, assim como na remoção de etileno, CO2 e outros componentes voláteis 

que possam contribuir para a ocorrência de vitrificação.  

A utilização de um suporte físico para colocar os explantes, promovendo o seu 

contacto parcial com o meio de cultura, apresentou efeitos positivos na diminuição de 

ocorrência de hiperhidricidade, afetando consecutivamente a mortalidade, a capacidade 

de indução e o número de novos rebentos formados. O mesmo foi observado para a 

micropropagação da castanha hibrida em biorreator (Vidal et al. 2015). 

Quando comparada a capacidade de multiplicação de Corema album entre os 

biorreatores e os frascos de cultura, observa-se que os sistemas BIT nas melhores 

condições físicas encontradas, são capazes de gerar aproximadamente 3 vezes mais 

rebentos do que a micropropagação 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 multiplicação em 

biorreator face ao frasco de cultura é o  facto do meio de cultura líquido promover um 

maior contacto entre o explante e o meio de cultura, facilitando a absorção de água e 

nutrientes, assim como como a diluição de exudados tóxicos (Monteiro et al. 2018; 

Weckx et al. 2019). Por outro lado,  a percentagem de indução de novos rebentos é 

inferior quando comparada aos frascos de cultura, o que poderá ser explicado pela 
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ausência de desenvolvimento dos explantes devido à ocorrência de vitrificação, pois 

uma das limitações associadas a este fenómeno é a perda irreversível da capacidade 

de multiplicação e do potencial de regeneração (Sreedhar et al. 2009), conduzindo por 

vezes à morte (Machado et al. 2014).  

Embora na multiplicação da camarinha a utilização de sistemas de imersão 

temporária suplementados de suportes físicos para os explantes tenha permitido a 

formação de mais e maiores rebentos, a melhoria da sua qualidade poderá ser 

conseguida através da otimização da frequência e duração do período de imersão e 

arejamento.  

O enraizamento de rebentos produzidos in vitro é uma fase extremamente 

importante aquando do processo de micropropagação (Dabski & Parzymies 2007). No 

entanto,  este é também um dos maiores obstáculos 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 importância na 

propagação vegetal foram reconhecidas há muito tempo atrás (Thimann & Went 1934) 

e embora estas sejam os principais fatores envolvidos no processo de enraizamento,  

outros fatores endógenos e exógenos também são capazes de influenciar a rizogénese, 

nomeadamente a concentração do meio de cultura basal, a concentração de 

carbohidatos, a luz ou obscuridade, assim como a presença e ausência de compostos 

fenólicos no meio de cultura (Zavattieri et al. 2007).  

A necessidade de aplicação de auxinas exógenas com o intuito de induzir a 

formação 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 micropropagação de vários 

elementos pertencentes à família Ericaceae, as auxinas AIB, AIA e ANA são as mais 

utilizadas para a formação de raízes in vitro (Cüce & Sökmen 2015; Cüce et al. 2013; 

Magnitskiy et al. 2011; Mohamed et al.  2018). 

No primeiro estudo, verificou-se que a utilização individual ou combinada das 

auxinas anteriormente mencionadas, através da sua incorporação no meio de cultura 

ou pela metodologia de dipping, conjuntamente com a redução da concentração dos 

macronutrientes do meio WPM para metade, e da sacarose para 20 mg/L não conduziu 

à formação de raízes em Corema album. A redução da força iónica do meio de cultura, 

através da diminuição da concentração dos macronutrientes para metade, 

acompanhada pela redução simultânea da concentração de sacarose é uma das 

metodologias mais utilizadas para o melhoramento do enraizamento in vitro (Canhoto 
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2010). Apesar da formulação de WPM com metade da sua concentração ser utilizada 

no enraizamento de outras espécies pertencentes à família Ericaceae (Han et al. 2013; 

Woo & Wetzstein 2008), não apresentou qualquer efeito no enraizamento da camarinha.  

Por outro lado, no que diz respeito ao comprimento dos rebentos não enraizados, AIB 

foi a auxina que melhor promoveu o alongamento dos rebentos, sobretudo pela sua 

incorporação no meio de cultura na concentração de 2 mg/L ou por dipping dos rebentos 

durante 2 minutos. O efeito positivo desta auxina no alongamento já foi demonstrado 

em espécies como Pisum sativum (Yang & Davies 1999). 

Tendo em consideração os resultados obtidos no primeiro ensaio de 

enraizamento in vitro, realizou-se um novo ensaio com o objetivo de encontrar 

combinações de tratamentos indutores e promotores de rizogénese. Desta forma, 

avaliou-se a indução radicular recorrendo a duas concentrações distintas de AIB, a 

influência da obscuridade na fase de indução e a adição de carvão ativado na fase de 

expressão e alongamento radicular.  

Uma vez que o AIB é a auxina mais utilizada para estimular o enraizamento 

devido à sua propensão para promover a iniciação radicular e à sua fraca toxicidade e 

elevada estabilidade quando comparada com o AIA e ANA (Namli et al. 2011), foi 

estudada a sua capacidade de indução radicular em duas concentrações distintas e 

superiores às utlizadas anteriormente. Apesar da adição de AIB ao meio de cultura não 

ter promovido o enraizamento para nenhum dos tratamentos, verificou-se que a sua 

presença ajuda na promoção do alongamento, já que para todas as condições onde não 

ocorreu indução com este regulador de crescimento, o comprimento dos rebentos é 

inferior quando comparado com os tratamentos onde ocorreu indução com auxina.  

A literatura suporta que para muitas plantas lenhosas, o enraizamento é superior 

quando os rebentos são incubados em obscuridade durante a fase inicial, com posterior 

transferência para ambiente luminoso (McCown 1988; Sanchez et al. 1996). No caso da 

camarinha, a fase de indução (fase inicial) teve uma duração de 5 dias, com posterior 

transferência para meio de cultura sem reguladores de crescimento, na presença de luz, 

com ou sem carvão ativado. Neste estudo, verificou-se que a presença ou ausência de 

luz na fase indutora não teve qualquer influência na formação de raízes, no entanto 

observou-se que para os tratamentos com utilização de auxina, os piores resultados no 

alongamento estão associados à fase de indução na presença de luz. Apesar do AIB 

apresentar uma estabilidade superior quando comparado com outras auxinas, este pode 

sofrer alguma decomposição na presença de luz, e consequentemente reduzir a sua 

atividade (Nor et al. 2009).  
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O carvão 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 carvão ativado ao nível do enraizamento encontra-se 

relacionado com a redução da intensidade luminosa na base do rebento, providenciando 

um ambiente propício à acumulação de auxinas, dos seus cofatores ou de ambos, assim 

como a adsorção de substâncias como compostos fenólicos e excesso de auxinas e 

citocininas provenientes de um meio de cultura anterior (Arthur et al. 2006; Thwe et al. 

2015). Embora a adição de carvão ativado no meio de cultura tenha apresentado os 

melhores resultados na formação de raízes para Vaccinium myrtillus (Ericaceae) (Cüce 

& Sökmen 2015), no presente estudo a adição deste composto não teve qualquer 

influência no enraizamento ou no alongamento dos rebentos não enraizados. Desta 

forma, a indução radicular com AIB, associada à ausência de luz nesta fase, com 

posterior transferência para um novo meio de cultura sem auxinas na presença de luz, 

suplementado ou não por carvão ativado é a combinação que melhor promove o 

alongamento dos rebentos em Corema album.   

Ambas as metodologias, apesar de não promoverem a formação radicular 

permitem o alongamento dos rebentos para posterior enraizamento ex vitro. Apesar de 

não ter sido testado o meio de cultura base, sem a redução dos macronutrientes e da 

sacarose e, portanto, não ser possível excluir o meio utilizado como motivo de não 

ocorrência de enraizamento, considera-se que a regeneração de raízes in vitro para a 

espécie Corema album é de grande dificuldade, verificando-se recalcitrante para esta 

etapa. A recalcitrância é a inabilidade das células, tecidos e órgãos vegetais 

responderem à cultura de tecidos. Esta pode ocorrer em todas as fases da cultura 

(Benson 2000) e geralmente apresenta uma conotação genética (Mccown 2000) ou está 

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 condições in vitro ou durante a aclimatização, a utilização de 

metodologias de enraizamento ex vitro surge como resposta a estas problemáticas 

(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 auxínico aplicado nos rebentos não enraizados (Aygun & 

Dumanoglu 2015; Benmahioul et al. 2012; Shekafandeh & Shahcheraghi 2017), no 

entanto, ao longo dos anos houve um interesse crescente por parte da comunidade 

científica no efeito de outros fatores no sucesso desta fase. De entre esses fatores, é 

possível destacar a utilização de diferentes substratos (Doina et al. 2015), as condições 
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de luminosidade (Wozny & Miler 2016), a aplicação de citocininas em fases prévias da 

cultura (Benmahioul et al. 2012b), o número de subculturas (Leva 2011) e o tipo e 

concentração da fonte de carbono (Bohra et al. 2016). Neste estudo, avaliou-se o efeito 

do choque auxínico com diferentes concentrações de AIB combinadas com dois 

substratos distintos na formação e no desenvolvimento radicular de Corema album.  

A indução radicular foi realizada recorrendo às concentrações de 0,2; 0,3; 0,4; 

0,5 e 1,0% AIB, com posterior desenvolvimento radicular em substrato jiffy ou P+V. 

Várias espécies foram enraizadas e aclimatizadas com sucesso em ambos os 

substratos (Clapa et al. 2013; Dodds 1983; Vescan et al. 2012). No entanto, em Corema 

album, verificou-se que a indução radicular foi baixa para todos os tratamentos testados, 

sobretudo para a concentração de 0,3% AIB associada a qualquer um dos substratos, 

com uma capacidade de indução inferior aos controlos. Tendo em consideração que 

todas as outras concentrações apresentaram resultados superiores face aos controlos, 

a fraca indução de 0,3% AIB, poderá estar sobretudo relacionada com o estado físico 

do regulador de crescimento, demonstrando que a utilização de hormona em gel 

apresenta efeitos negativos na indução radicular de Corema album. O facto das 

condições controlo (sem indução com AIB) apresentarem indução radicular, ainda que 

reduzida, ocorre, provavelmente, devido à concentração endógena de AIA. Esta auxina, 

que é naturalmente produzida nas plantas, desloca-se em direção à parte inferior e 

aumenta a sua concentração ao nível da base, o que conjuntamente com outras 

substâncias endógenas, estimula a formação radicular (Lone et al. 2010).  

De acordo com Martins et al. (2013), o bom desenvolvimento do sistema 

radicular no que diz respeito ao número de raízes e ao seu comprimento é fundamental 

para a maior exploração do solo, promovendo a absorção de água e nutrientes  e 

melhorando o crescimento da planta. Desta forma, a associação entre 0,2% AIB com 

substrato P+V foi a combinação que se observou mais promissora, permitindo 

simultaneamente a indução radicular (perto do valor máximo observado para Corema 

album) e um número razoável de raízes com o maior comprimento observado. Apesar 

de este ser o primeiro registo relativo ao enraizamento de rebentos de camarinha 

provenientes de multiplicação in vitro, um estudo relacionado com o enraizamento ex 

vitro de estacas de Corema album, também evidenciou esta associação como a mais 

promissora, com percentagem de indução radicular de 60% (Álvarez-Cansino et al. 

2017). 

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

não apenas do ponto de vista biológico, mas também económico. As plantas 
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desenvolvidas a partir do enraizamento ex vitro apresentam múltiplas vantagens 

comparativamente aquelas desenvolvidas in vitro, nomeadamente um melhor sistema 

radicular, com um maior número de raízes, que facilita a aclimatização e conduz a uma 

maior percentagem de plantas sobreviventes (Benmahioul et al. 2012; Gonçalves et al. 

1998; Yan et al. 2010). Para além disso, o enraizamento ex vitro diminui os custos e a 

manipulação da cultura, uma vez que o enraizamento e a aclimatização (pré-

aclimatização) são realizados simultaneamente (Phulwaria et al. 2012). Durante a fase 

de aclimatização pretende-se preparar as plantas para as condições exteriores pela:  1) 

diminuição gradual das taxas de transpiração dos estomas e da cutícula através da 

regulação da abertura estomática e do desenvolvimento da espessura cuticular, 

conseguida pela diminuição controlada da humidade relativa (HR%) (Pospíšilová et al. 

1999); 2) adaptação dos cloroplastos e toda a maquinaria fotossintética ao aumento da 

intensidade luminosa, com transição de um regime de heterotrofia/mixotrofia para 

autotrofia (Kozai 1991) e 3) regulação da absorção e translocação de água e nutrientes, 

conseguido pelo bom desenvolvimento e condutividade do sistema radicular (Fila et al. 

1998). Tendo em consideração que neste estudo a taxa de sobrevivência das plantas 

foi de 100% para todos os tratamentos testados, verifica-se que todos estes objetivos 

foram atingidos através da utilização simultânea da metodologia de enraizamento ex 

vitro e pré-aclimatização. Vários estudos apresentaram valores idênticos de 

sobrevivência para o enraizamento ex vitro de outras espécies (Shekhawat & Manokari 

2015; Yan et al. 2010b). 

2.  Estabilidade de ploidia das plantas micropropagadas 

A ocorrência de instabilidade genética é um dos maiores obstáculos aquando da 

propagação in vitro (Tawar et al. 2008). Geralmente, as plântulas derivadas da cultura 

de tecidos são reconhecidas por exibirem variações somaclonais (Larkin & Scowcroft 

1981), frequentemente resultantes de um elevado número de subculturas, mudanças na 

relação auxina/citocinina, tipo de explante (Modgil et al. 2005), elevada concentração de 

reguladores de crescimento (Bairu et al. 2011), assim como pelo stresse oxidativo que 

conduz à produção de radicais livres e consequentemente ao dano no ADN (Jackson et 

al. 1998). Estas variações podem manifestar-se sobretudo através de alterações 

epigenéticas (eg: acetilação/metilação das histonas ou metilação do ADN),  mutações 

que podem ser pontuais (eg: em bases), ou grandes mutações que implicam alterações 

da ploidia (eg: euploidias ou aneuploidias) (Krishna et al. 2016).   

A variação somaclonal geralmente altera a morfologia das plantas produzidas in 

vitro, podendo ser detetada visualmente. No entanto, para uma análise mais precisa são 
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frequentemente aplicadas técnicas de rastreio moleculares (eg: microssatélites) e/ou de 

análise da ploidia (Sliwinska 2018). A citometria de fluxo, associada à utilização do 

iodeto de propídio (um fluorocromo específico para ácidos nucleicos), tem-se mostrado 

uma técnica simples, rápida e reprodutível para a determinação do conteúdo de ADN e 

da variação da ploidia na cultura de tecidos vegetais (Escobedo-Gracia-Medrano et al. 

2018). 

O uso da citometria de fluxo no estudo do conteúdo genómico das plantas 

micropropagadas de Corema album permitiu descartar a ocorrência de variação 

somaclonal associada a alterações de ploidia, validando o protocolo de 

micropropagação para a obtenção de plantas true-to-type desta espécie. A qualidade 

da análise de citometria de fluxo foi estabelecida através do valor do coeficiente de 

variação (%), que é um critério elementar para a validação de métodos citológicos 

(Loureiro & Santos 2004). Galbraith et al. (2002) estabeleceram um CV<5% como 

critério de aceitação. Embora em algumas amostras de Corema album, os valores sejam 

superiores ao comumente aceite, para muitas espécies recalcitrantes, como muitas 

plantas lenhosas, a obtenção dos valores recomendados é muito difícil ou até mesmo 

impossível (Loureiro & Santos 2004). Apesar de não se verificarem alterações na ploidia 

através do uso da citometria de fluxo, esta técnica dá informação limitada acerca de 

outras alterações que podem ter ocorrido na planta, nomeadamente as mutações 

pontuais. Desta forma, posteriormente, será interessante utilizar outras metodologias 

(eg: marcadores moleculares) para descartar este tipo de instabilidade.  

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

desta espécie.                     

3. Estado oxidativo das plantas micropropragadas  

A homeostasia de espécies reativas de oxigénio nas células é conseguida 

através do balanço entre a produção de ERO e a sua eliminação pelos compostos e 

enzimas antioxidantes (Mittler et al. 2004). Neste estudo, avaliou-se o estado oxidativo 

das plantas aclimatizadas de Corema album utilizando como referência plantas da 

mesma espécie recolhidas em campo. O principal foco recaiu no envolvimento dos 

mecanismos antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos na eliminação de ERO. 

O estado oxidativo das plantas foi seguido através da determinação dos níveis 

de ERO (O2
•- e H2O2). Verificou-se que o anião superóxido se encontra presente em 

níveis mais elevados na planta micropropragadas, contrariamente aos níveis de H2O2, 

que são aproximadamente 15,6 vezes superiores na planta de campo. Tendo em 

consideração que o O2
•- possui uma meia vida bastante reduzida e é produzido 
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localmente, a determinação quantitativa dos seus níveis nem sempre descreve com 

precisão aquilo que está a acontecer na planta (Demidchik 2015), porém a maior 

quantidade de H2O2 nas plantas de campo pode ocorrer devido à rápida e eficiente 

dismutação do superóxido. Os níveis elevados de H2O2 na planta de campo foram 

acompanhados por uma elevada atividade da SOD, a enzima responsável pela 

dismutação do O2
- em H2O2 e O2 (Banowetz et al. 2004; Fridovich 1975). Na planta 

micropropagada, a maior acumulação de O2
-, provavelmente consequência do stresse 

aquando da micropropagação sobretudo durante a fase de aclimatização, está de 

acordo com a menor atividade da SOD.  

Uma vez que H2O2 é uma ERO com uma meia vida mais longa que o anião 

superóxido, com capacidade de se difundir entre as membranas e em concentrações 

mais elevadas gerar dano oxidativo em regiões distantes do seu local de produção 

(Sharma et al. 2012), existem vários mecanismos antioxidantes enzimáticos e não 

enzimáticos capazes de controlar os níveis celulares desta ERO. Neste estudo, a APX, 

CAT e GPX são as enzimas antioxidantes responsáveis pelo controlo dos níveis de 

H2O2.  

Em geral, não se verificaram alterações significativas na atividade da CAT entre 

plantas micropropagadas e de campo. Esta enzima, contrariamente à APX e à GPX, 

não necessita de um substrato como dador de eletrões para a redução do H2O2 (Sharma 

et al. 2012), e o facto da sua atividade não variar significativamente entre as plantas de 

campo e as plantas micropropagadas poderá ser explicada pelo papel menos relevante 

da catalase na remoção do H2O2 em Corema album, comparativamente às outras 

peroxidases. Por exemplo, isto poderá acontecer porque nos cloroplastos e 

mitocôndrias (organelos chave dos processos energéticos) onde a maioria do O2
- é 

formado , a sua presença é menor (Halliwell 2006).  

Tal como na CAT, também não se observam diferenças significativas no 

envolvimento da APX entre as plantas micropropagadas e as de campo, sugerindo que 

nesta espécie a via da APX pode ter pouca relevância no controlo antioxidante.  

Já a atividade da GPX é significativamente maior nas plantas de campo, 

sugerindo uma ativação desta enzima para controlar os elevados níveis de H2O2 destas 

plantas comparativamente às plantas micropropagadas. No caso da GPX, para que esta 

enzima possa decompor o H2O2 é necessário que certos compostos fenólicos (eg: 

guaiacol) sejam utilizados como dadores de eletrões (Asada 1994). Desta forma, a maior 

atividade desta peroxidase nas plantas de campo também poderá estar relacionada com 

a maior acumulação de compostos fenólicos.  
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Relativamente ao conteúdo total de proteínas solúveis, verificou-se que as 

plantas de campo apresentam uma maior riqueza proteica. Tendo em consideração que 

a RuBisCO representa 30-50% do total de proteínas solúveis das folhas das plantas C3 

(Erb & Zarzycki 2018), já seria de esperar a maior riqueza das plantas de campo face 

às micropropagadas, devido à maior taxa fotossintética esperada. No entanto, 

posteriormente, esta hipótese deve ser confirmada através de estudos moleculares.  

Para além dos sistemas enzimáticos, as plantas podem recorrer aos 

antioxidantes não enzimáticos, como os compostos fenólicos, para a redução dos níveis 

de ERO. Os compostos fenólicos representam o grupo mais importante de antioxidantes 

naturais (Gonçalves 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 adsorção e neutralização de radicais livres, na quelatação de singletos e 

tripletos de oxigénio e na decomposição de peróxidos (Khateeb et al. 2017; Zheng & 

Wang 2001).  Neste estudo, a quantificação da totalidade dos compostos fenólicos 

revelou que as plantas de campo possuem aproximadamente 2,8 vezes mais compostos 

fenólicos comparativamente às plantas obtidas in vitro.  Para além disso, através da 

avaliação da atividade antiradicalar, verificou-se que as plantas de campo apresentam 

uma capacidade antioxidante bastante superior às plantas micropropagadas, 

observando-se uma correlação positiva entre os dois parâmetros estudados. Esta 

correlação foi previamente demonstrada por vários 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 acumulação de compostos fenólicos e a 

maior atividade antioxidante em plantas de campo quando comparadas com as 

micropropagadas. Por exemplo Costa et al. (2012) referem que o conteúdo total de 

compostos fenólicos 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 polifenóis 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 

acumulação de ERO de forma distinta, o que sugere diferentes vias de 

formação/neutralização destas moléculas. No entanto, estas diferenças não se 

encontram apenas dependentes do tipo e origem das plantas (micropropagada vs 

zigótica), existem outros fatores como a idade e as condições de crescimento que 
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podem contribuir para estes resultados. No que diz respeito às plantas de campo, a 

grande acumulação de H2O2 está 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 semelhança da atividade 

enzimática da CAT e APX entre as plantas micropropagadas e as plantas de campo 

sugere a menor relevância destas enzimas na eliminação de H2O2 em Corema album, 

que parece ser sobretudo realizada pelos compostos fenólicos, diretamente como 

antioxidantes, ou pela sua participação como substrato de enzimas (GPX).  

Tendo em consideração que uma das principais aplicações do protocolo de 

micropropagação de Corema album é a regeneração não natural das suas populações, 

é de esperar que quando transferidas para o seu habitat natural, as plantas resultantes 

da metodologia in vitro desenvolvam os mecanismos antioxidantes de forma semelhante 

à planta de campo, com uma maior acumulação de compostos fenólicos e 

possivelmente com uma maior resposta da GPX ao aumento dos níveis de H2O2. 

Apesar da acumulação de O2
•- observada não atingir níveis letais para a planta 

micropropagada, deverão ser realizados outros estudos mais informativos que 

envolvam a quantificação de ERO mais reativos (eg: OH•), assim como estudos 

relacionados com a integridade membranar. Para além disso, será interesse estudar a 

fisiologia da planta não apenas do ponto de vista oxidativo, mas também relacionada 

com a sua performance fotossintética.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
FCUP 

Uso de ferramentas biotecnológicas para a valorização de Corema album: Micropropagação 

82 

 
 

Conclusões e perspetivas futuras 

Corema album tem despertado um interesse crescente por parte da população 

e da comunidade científica devido ao seu interesse como fonte alimentar e ao seu 

potencial medicinal maioritariamente associado às propriedades antioxidantes das suas 

folhas e frutos. No entanto, tal como outras espécies, neste momento, a camarinha 

encontra-se em perigo de extinção, sobretudo devido à regressão do seu habitat natural, 

consequência dos efeitos antropogénicos. 

 Esta dissertação permitiu o desenvolvimento e otimização de um protocolo 

robusto (figura 26) de micropropagação de Corema album, que permitirá a regeneração 

de plantas para potencial uso industrial e/ou replantação em habitats naturais. Para além 

de robusto, o protocolo mostrou-se eficiente em termos de multiplicação, com uma 

capacidade de indução de 100% e com a formação de um número médio de 6,8 

rebentos na 2ª subcultura. Embora o enraizamento in vitro não tenha sido alcançado 

para esta espécie, indicando a sua recalcitrância para esta fase, foram encontradas 

várias condições propícias ao alongamento in vitro dos rebentos após a multiplicação e 

antes do seu enraizamento/pré-aclimatização em condições ex vitro. O enraizamento ex 

vitro apresenta já uma taxa de sucesso aceitável em termos de indução radicular, e 

permitiu a formação de um sistema radicular desenvolvido, que conjuntamente com as 

restantes adaptações da planta durante a pré aclimatização/ aclimatização conduziu a 

uma sobrevivência de 100% dos indivíduos enraizados. No entanto, futuramente 

deverão ser realizados mais estudos de forma otimizar estas ou outras condições no 

sentido de aumentar a taxa de enraizamento (eg: avaliar o efeito da redução do número 

de subculturas do material vegetal na melhoraria da capacidade de rizogénese).  

 A utilização de biorreatores de imersão temporária também se mostrou uma 

opção viável para a multiplicação em larga escala da camarinha. No entanto, e apesar 

de no geral, os resultados obtidos terem sido melhores comparativamente à 

multiplicação em meio de cultura gelificado, a ocorrência de desordens fisiológicas como 

a hiperhidricidade afetou a eficiência deste protocolo. Desta forma, deverão ser feitas 

algumas otimizações, sobretudo ao nível da frequência e duração do período de imersão 

e arejamento, com intuito de reduzir a incidência de vitrificação e consecutivamente 

melhorar a sua eficiência.  

 A aplicação da técnica de citometria de fluxo excluiu a possibilidade de 

ocorrência de instabilidade genética durante a micropropagação de Corema album, 

evidenciando a eficácia deste protocolo para a produção de plantas true-to-type desta 

espécie. Não obstante, outros estudos poderão ser realizados com o intuito de excluir 
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mutações que não podem ser determinadas através desta metodologia, nomeadamente 

a utilização de marcadores moleculares para a identificação de mutações pontuais.  

 Por último, a avaliação do estado oxidativo das plantas aclimatizadas, através 

da comparação com uma referência (plantas de campo) apresentou diferenças na 

acumulação de ERO e nas vias de neutralização/eliminação destes compostos. No 

entanto, estas diferenças para além de estarem relacionadas com o tipo de material 

vegetal (micropropagado vs zigótico), relacionam-se ainda com as suas condições de 

crescimento e idade. Apesar destes mecanismos se apresentarem em geral 

aparentemente menos ativos nas plantas micropropagadas face às de campo, são 

suficientes para evitar que os níveis de ERO observados sejam letais durante a 

aclimatização. Uma vez transferidas as plantas micropropagadas para o seu habitat 

natural, é de esperar que os mecanismos antioxidantes se desenvolvam de forma 

semelhante nos dois tipos de materiais vegetais.  Futuramente, deverão realizar-se mais 

estudos com o intuito de avaliar a possível acumulação 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 micropropagação) e eficaz que permite a produção de plantas 

geneticamente iguais à planta-mãe e que apresentam mecanismos antioxidantes 

suficientemente desenvolvidos, que impedem a morte e permitem o desenvolvimento 

da planta.  

 Futuramente, será também interessante avaliar a riqueza nutritiva dos frutos de 

Corema album obtidos a partir das plantas micropropagadas, assim como confirmar as  

possíveis potencialidades farmacológicas destas plantas através da determinação da 

sua composição fenólica (eg: estudos metabolómicos) e dos efeitos quimio-protetores 

contra o stresse oxidativo das suas folhas e frutos (eg: efeitos bioativos dos extratos 

após exposição a linhas celulares). 
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